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Impacto potencial desta pesquisa

O presente estudo contibuiu para compreender melhor a relacdo da
toxoplasmose e triquinelose em javalis selvagens e o conhecimento dos
controladores de fauna exdtica. Com a liberagcédo do controle e da caca,
houve um aumento no consumo de carne de javalis, existindo muito
pouco estudo na literatura, onde demos continuidade nos dados ja
levantados, aumentando esse banco de dados para a comunidade

cientifica.

Potential impact of this research

The present study contributed to a better understanding of the
relationship between toxoplasmosis and trichinellosis in wild boars and
the knowledge of exotic wildlife controllers. With the release of control
and hunting, there was an increase in the consumption of wild boar
meat, and there are very few studies in the literature, where we
continued the data already collected, increasing this database for the

scientific community.
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VIGILANCIA DA INFECCAO POR Toxoplasma gondii e Trichinella spp. EM JAVALIS
SELVAGENS (Sus Scrofa) E AVALIACAO DO CONHECIMENTO SOBRE ZOONOSES DOS
CONTROLADORES DE FAUNA EXOTICA NA REGIAO SUL DO BRASIL

RESUMO

Os javalis sdo uma espécie invasora nociva com distribuicdo
mundial. No Brasil, esses mamiferos ja foram registrados em diversos
estados, e a caca é utilizada para controlar o crescimento populacional
no territério brasileiro. Desde entdo, é cada vez mais comum o
consumo de carne de javali entre os cacadores, seus familiares e
amigos, pratica que os coloca em risco de adquirir doencas de origem
alimentar, uma vez que os javalis sdo reconhecidos hospedeiros de
diversos patdégenos zoonoticos. A vigilancia epidemiologica é uma
importante fonte de informacéo para o controle e prevencéo de surtos
de doencas. Este estudo tem como objetivo avaliar a presenca de
Trichinella spp. e Toxoplasma gondii, dois importantes agentes
zoonoticos de origem alimentar associados aos javalis. Para isso, foram
coletadas amostras de 18 javalis, 03 em Ipiranga, Parana, e 15 em
Santo Antbnio das Missdes, Rio Grande do Sul, ambos estados da
regido Sul do Brasil. A infecdo por Toxoplasma gondii foi avaliada por
PCR e a infecdo por Trichinella spp. foi analisada pela técnica de
digestdo enzimatica artificial e pelo ensaio imunoenzimatico indireto
(ELISA). Foi aplicado um questionario para avaliar os conhecimentos
dos cacadores sobre zoonoses alimentares relacionadas com o javali.
Toxoplasma gondii foi detectado em 22,2% (4/18, IC = 9,0 - 45,2 %)
das amostras, todos os animais positivos foram encontrados em Santo
Antonio das Missbes. Nao foi detectada infecao por Trichinella spp. Dos
39 cacadores entrevistados, 94,8% (37/39) nunca ouviram falar de
zoonoses e 92,3% (36/39) preferem consumir carne mal passada de
javali. Toxoplasma gondii circula em populagbes de javalis na regiéo sul
do Brasil, mas ndo houve evidéncia de infecdo por Trichinella spp.
Acdes de educacdo em saude voltadas para cacadores sao
importantes para reduzir o risco de infegdo por zoonoses de origem

alimentar.

Palavras-chave: Zoonoses, Doencas Transmissiveis, Vigilancia
Epidemiolégica, Carne, Cacadores.



SURVEILLANCE OF INFECTION BY Toxoplasma gondii and Trichinella spp. IN WILD
JAVALIS (sus scrofa) AND EVALUATION OF THE ZOONOSIS KNOWLEDGE OF EXOTIC

FAUNA CONTROLLERS IN THE SOUTHERN REGION OF BRAZIL
ABSTRACT

Wild boars are a harmful invasive species with a worldwide
distribution. In Brazil, these mammals have already been recorded in
several states, and hunting is used to control population growth in
Brazilian territory. Since then, it has become increasingly common for
hunters, their families and friends to consume wild boar meat, a practice
that puts them at risk of acquiring food-borne diseases, since wild boar
are recognized hosts of various zoonotic pathogens. Epidemiological
surveillance is an important source of information for controlling and
preventing disease outbreaks. The aim of this study was to assess the
presence of Trichinella spp. and Toxoplasma gondii, two important food-
borne zoonotic agents associated with wild boar. To this end, samples
were collected from 18 wild boars, 03 in Ipiranga, Parana, and 15 in
Santo Antonio das Missdes, Rio Grande do Sul, both states in the
southern region of Brazil. Toxoplasma gondii infection was assessed by
PCR and Trichinella spp. infection was analyzed using the artificial
enzyme digestion technique and the indirect enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). A questionnaire was used to assess
hunters' knowledge of wild boar-related food-borne zoonoses.
Toxoplasma gondii was detected in 22.2% (4/18, Cl = 9.0 - 45.2%) of
the samples, and all the positive animals were found in Santo Antbnio
das Missbes. Of the 39 hunters interviewed, 94.8% (37/39) had never
heard of zoonoses and 92.3% (36/39) prefer to eat rare wild boar meat.
Toxoplasma gondii circulates in wild boar populations in southern Brazil,
but there was no evidence of infection by Trichinella spp. Health
education actions aimed at hunters are important to reduce the risk of
infection by food-borne zoonoses.

Keywords: Zoonoses, Communicable Diseases, Epidemiological

Surveillance, Meat, Hunters.



1. INTRODUCAO

Os javalis (Sus scrofa Linnaeus, 1758, Artiodactyla: Suidae) séao
uma das 100 espécies exoéticas invasoras mais nocivas do mundo
(Global Invasive Species Database, 2023). Os javalis sdo nativos da
Eurésia, e a dispersdo desta espécie para novas areas comecgou cedo
na histéria humana, principalmente devido a tentativas de
domesticacdo (Keuling et al., 2017). Esses ungulados foram
introduzidos nas Ameéricas e na Australia pelos colonizadores europeus
como fonte de alimento e caca (Markov et al, 2022).

Na América do Sul, os javalis foram introduzidos como animais
de caca na Argentina, Uruguai e Chile na década de 1920 (Hegel et al,
2022). No Brasil, o primeiro registo oficial de uma populacao isolada de
javalis remonta a década de 1960, mas a invasao foi reconhecida no
final da década de 1980. Apesar disso, javalis foram importados do
Canadd e da Europa para criacdo comercial na década de 1990
(Miranda e Lui, 2003). O insucesso da atividade, aliado as restricoes
ambientais, resultou na soltura em massa de individuos hibridizados
com porcos domésticos, com consequente dispersdo desses
mamiferos em varios estados brasileiros. Atualmente, além da
dispersdo espontédnea, o0s javalis atingem novas areas por acédo
antropica devido a solturas intencionais para caga (Kmetiuk et al, 2023).

Os javalis sdo reservatérios de diversas doencas zoonoticas
(Fredriksson-Ahomaa, 2019, Machado et al., 2021; Silva et al., 2022;
Abrantes e Vieira-Pinto, 2023) e representam risco para a saude animal
(Meng et al., 2009; Miller et al.,, 2017). Devido a isso e aliado a
necessidade de vigilancia de patdégenos e controle populacional, a
autoridade ambiental brasileira permitiu a caga de javalis por cagadores
registrados (IBAMA, 2013, MMA, 2017, IBAMA, 2019, IBAMA, 2022).
Em consequéncia, o consumo de carne e produtos carneos de javalis
tornou-se popular entre eles (Machado et al, 2021), aumentando o risco
de infecdo por zoonoses. Trichinella spp. e Toxoplasma gondii sao
duas infec¢Oes parasitarias de origem alimentar que afectam humanos,
animais selvagens e domésticos e tém forte relagdo com os javalis
(Machado et al, 2021; Silva et al, 2022; Kmetiuk et al, 2023; Abrantes e
Vieira-Pinto, 2023).

O presente estudo tem como objetivo avaliar as infec¢bes por



Trichinella spp. e Toxoplasma gondii em javalis da regido sul do Brasil
para contribuir com a vigilancia epidemiolégica desses patdgenos

zoonoticos.

2. REVISAO DE LITERATURA

Os javalis sdo animais considerados nativos da Europa Ocidental
e Norte da Africa, e os registros mais antigos consideram que no Brasil
sua introducdo ocorreu através do estado do Parana, na década de
sessenta (Deberdt e Scherer, 2007). Séao classificados pela Unido
Internacional para a Conservagdo da Natureza (IUCN) como uma das
cem piores espécies exoticas invasoras, devido aos impactos causados

de cunho econdmico, social e ambiental (IUCN, 2014).

Os primeiros registros da introducdo do javali (Sus scrofa) na
América do Sul datam de 1904 e 1906 os individuos foram trazidos da
Europa para a provincia de La Pampa, na Argentina, com o propésito
de caca privada. Em 1914, houve a evasdo em massa desses animais
e como consequéncias sua difusao e proliferacéo (Jackson, 1989). Nos
anos subsequentes, mais javalis foram importados, e a fuga ou soltura
com propasitos cinegéticos, concomitante ao cruzamento com suinos
domésticos, levaram ao estabelecimento das primeiras populacdes
asselvajadas da espécie (Deberdt e Scherer, 2007).

De habito onivoro oportunista e alta plasticidade da dieta,
alimentam-se de raizes de plantas, sementes, pequenos anfibios,
répteis, aves e ovos de espécies que nidificam no solo, como o quero-
quero (Vanellus chilensis) e a ema (Rhea americana), adaptando-se a
ampla variedade de ecossistemas. Podem modificar o nicho ecologico
de uma infinidade de espécies vegetais e animais, por meio da variacédo
de disponibilidade e fluxo de nutrientes e de recursos fisicos, e competir
em nivel desigual com espécies de porcos-do-mato nativos e
ameacados de extingdo, como o cateto (Pecari tajacu) e o queixada
(Tayassu pecari) (CROOKS, 2002).

No Brasil, principalmente nas regides Sul e Sudeste, o javali vem
ganhando notoriedade como espécie invasora devido a sua capacidade

de se estabelecer e dispersar fora de sua area de distribuicdo



geografica, gerando impactos negativos para o0 ecossistema local
(IUCN, 2011). Apesar de relativamente recentes em nosso territorio,
esravam presentes em 472 municipios brasileiros, 253 destes na
Regido Sudeste e 133 na Regido Sul (Figura 1) (PEDROSA et al, 2015).

Figura 1: Mapa baseado no registro de municipios brasileiros com a presenga de
javalis (Sus scrofa), segundo lista presente no plano nacional de preservacao,
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controle e monitoramento do javali no Brasil (FONTE: IBAMA, 2017).

No ano de 2013, considerando as definicbes de fauna exética
invasora e fauna sinantrépica nociva dispostas pela Instrucdo
Normativa IBAMA n° 141/2006, foi publicada a Instrucdo Normativa n°
03/2013 do IBAMA, a fim de decretar a nocividade do javali e se
posicionar sobre o0 seu manejo e controle. A lei autorizou o controle do
javali de vida livre sem restricoes de numero de animais e época do
ano. Diversos métodos sdo considerados para o controle da espécie,
como sistemas de captura viva, dispositivos de afastamento e excluséao,
0 uso de farmacos para eutanasia, sendo frequente a utilizacéo de céaes
de caca para rastreamento do javali e o uso de armas de fogo para o
abate. Lancado oficialmente em novembro de 2017, o Plano Nacional
de Prevencado, Controle e Monitoramento do Javali (Sus scrofa) no
Brasil veio ao encontro do que propde a Lei n° 5.197 de 1967, que

dispOs sobre a protecdo a fauna, a Lei n°® 6.938 de 1981 para Politica



Nacional do Meio Ambiente, o Decreto n® 2.519 de 1998, que dispds
sobre Diversidade Biolégica, e o Decreto n® 4.339 de 2002 para Politica
Nacional da Biodiversidade. Publicada pelos Ministérios do Meio
Ambiente (MMA) e da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
no Diario Oficial da Unido, a Portaria Interministerial n° 232 aprovou os
objetivos gerais e especificos do plano, que contempla sete objetivos
especificos e 78 acdes a serem desenvolvidas de 2017 a 2021 em todo
o territério nacional.

O Plano Nacional de Prevencgéo, Controle e Monitoramento do
Javali no Brasil confronta diversas visbes sobre o tema e busca o
cumprimento dos seguintes objetivos: conter a expansao territorial e
demografica do javali no Brasil, a fim de mitigar as possiveis
consequéncias ambientais, sociais e econdmicas; desenvolver o
conhecimento técnico-cientifico; conscientizar a sociedade para a
presenca dos javalis nos ecossistemas naturais, bem como priorizar a
conservacao da biodiversidade.

A estratégia do Plano Nacional de Prevencdo, Controle e
Monitoramento do Javali (Sus scrofa) contou também com a
participacdo do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV) para
sua elaboracado. Durante o Seminario de Nivelamento de Informacdes e
Conhecimentos, a Comissdo Nacional de Animais Selvagens (CNAS)
do CFMV ressaltou a importancia de que o manejo dos javalis seja
realizado de maneira humanitaria, com a possivel realizacdo de abate
sanitario e seu uso como fonte de proteina animal.

Os javalis s&o considerados como animais sentinelas e podem
albergar ou amplificar agentes bacterianos, virais e parasitarios,
tornando-se hospedeiro de agentes etiolégicos como a toxoplasmose,
zoonose de grande importancia na saude publica, devido ao seu alto
impacto sanitario e incidéncia em animais e humanos (Rech et al,
2014), sendo que as informacgdes sobre a situacdo epidemioldgica dos
javalis no Brasil ainda sdo consideradas escassas. Carne de animais
selvagens cacados é potencialmente um fator de risco a satde humana
por ndo possuir nenhuma garantia sanitaria e, ndo obstante, estar
exposta a ambientes precarios no momento da evisceragao e limpeza
da carcaca. Animais ferais podem carrear patdégenos, transmitir
doencas aos humanos, em especial se consumidos sem inspecéo
Médico Veterinaria, e a rebanhos domésticos, visto que algumas

doencas emergentes surgem a partir de interagcbes com animais



selvagens (Thompson et al, 2009). Os javalis podem servir como
reservatorios e amplificadores de muitas doencas, dificultando a
erradicacdo em animais de producdo ou humanos em locais que eles
estejam presentes (Hone et al, 2002). Além disso, Em regies onde
ocorre como invasor o javali jA foi relatado como reservatorio de
doencas importantes que podem afetar a saude humana, como:
brucelose, leptospirose, Escherichia coli (BROWNING, 2008),
triquinoses (Pavlov et al., 1992; Ranque et al, 2000), virus japonés de
encefalite (BRADSHAW et al, 2007), hepatite E (LI et al., 2005),
salmonelose, tuberculose, tularemia, Influenza A, estomatite vesicular e
toxoplasmose (USDA-APHIS-WS, 2016).

A triquinose ou triquinelose é uma doenca zoonoOtica de

distribuicdo mundial causada por helmintos do género Trichinella, que
circulam entre suinos domésticos e animais selvagens, podendo
infectar o ser humano por meio do consumo de carne crua ou mal
cozida albergando larvas de Trichinella spp. (Dupouy-Camet e Murrell,
2007). Diversos casos de triquinelose humana relacionados ao
consumo de carne de javali ja foram relatados na Italia (Pozio et al,
1993), Franca (Ranque et al., 2000), Espanha e Suica (Gallardo et al,
2007), e em diversos outros paises (Pozio, 2007).
Na América do Sul, h4 relato de um caso de triquinelose humana
associado ao consumo de javali asselvajado no Chile no ano de 2004
(Garcia et al., 2005). A Argentina é considerada uma regido endémica
para triquinelose humana, e porcos de criacbes domésticas sdo 0s
animais geralmente implicados nos surtos de doenca humana. Em
2012, um surto de triquinelose humana na cidade de Junin, Argentina,
foi relacionado ao consumo de carnes de javalis, e diversos estudos
tém demonstrado animais selvagens infectados com Trichinella na
Argentina, como carnivoros silvestres e javalis (Pozio et al, 2009;
Ribicich et al, 2010; Pasqualetti et al, 2014).

Foi realizado um estudo com cacadores paulistas, no qual se
obteveram os seguintes dados: 84,2% deles consomem carne de javali,
apesar do fato de reconhecerem que a carne de caca pode representar
um risco para a saude, 15,8% preferem carne mal passada. Além
disso, 26,3% dos cacadores relataram usar carne de caca na producao
de produtos como salsichas e salames, representando um risco

potencial para a saude humana e animal. Amostras de 26 javalis, 15
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machos e 11 fémeas, foram testados e deram positivos para a
presenca de anticorpos IgG para T. gondii. Os animais foram cacados
em areas rurais de Barretos (26/1), Monte Azul Paulista (26/11), Morro
Agudo (26/10), Cajobi (26/2) e Matao (26/2). Observou-se que 76,9%
(20/26) dos animais estudados foram positivos para anticorpos de T.
gondii, com titulos de 16 (9/20), 64 (7/20), 256 (20/03) e 1024 (20/01).
Considerando os animais soropositivos, 10 foram cacados em Monte
Azul Paulista, sete em Morro Agudo e um animal em cada uma das
cidades restantes (Cajobi, Matdo e Barretos). Entre os 20 animais
soropositivos, 40% (8/20) eram fémeas e 75% destes (6/8) estavam
gravidas. Observando-se o alto indice de animais positivos para T.
gondii (Machado et al., 2021).

2.1. Toxoplasma gondii.

A toxoplasmose € uma zoonose cosmopolita, causada pelo
protozoario Toxoplasma gondii. E caracterizada como uma doenca
parasitaria de mamiferos, aves e répteis que afeta principalmente o
sistema nervoso central, e ocasionalmente o sistema reprodutor,
musculos esqueléticos e 6rgaos viscerais. A maioria das infeccbes é
inaparente ou latente (Hill et al., 2005). A doenca foi comprovada em
todas as areas zoogeograficas em cerca de 200 espécies de mamiferos
sendo que muitas espécies de aves também albergam o parasito, além
do que quase todas as espécies de animais homeotérmicos sao
susceptiveis ao protozoario T. gondii, ainda que em diferentes graus
(Hill et al, 2005). O alimento, a 4gua e 0 solo contaminados com
oocistos de toxoplasma esporulados eliminados nas fezes de gatos
jovens constituem meio de transmisséo potencialmente importante para
hospedeiros intermediarios. Os oocistos podem ser transportados por
baratas, moscas e minhocas (Lucas et al, 1998).

Toxoplasma gondii assume diferentes formas em diferentes
estagios do seu ciclo, inicia-se pela ingestdo dos cistos presentes em
carne, alimentos ou agua (Burkhard et al, 2003). A parede dos cistos é
dissolvida por enzimas no estbmago e no intestino delgado, e o
parasita liberado do cisto penetra nas células da mucosa intestinal.

Apos cinco dias, inicia-se o processo de reproducéo, dando origem ao
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OvVO Ou zigoto, que apds segregar a parede cistica da origem ao
oocisto. Este é expulso com as fezes de felideos apdés nove dias,
podendo chegar a 500 milhdes de oocistos em cada defecacdo
(Sherding, 2003).

No exterior, 0s oocistos passam pelo processo de esporulacao,
tornando-se infectantes para outros animais (Lappin, 2006). A infeccéo
de outros animais, tanto felideos como outros vertebrados
homeotérmicos, se da pela ingestdo de oocistos esporulados ou por
tecidos contendo cistos do parasita. Especificamente no caso de
mamiferos, a transmissao transplacentaria também pode ocorrer
(Frenkel et al., 1970; Navarro, 2007).

2.2.  Trichinella spp.

A infeccéo do hospedeiro ocorre, sobretudo, por meio da ingestéao
de carne crua ou sujeita a inadequado processamento térmico, com a
forma infectante da triquinela enquistada, nas suas células musculares.
No estdbmago do hospedeiro, por acdo do suco gastrico, ocorre a
dissolucéo dos quistos de triquinela, permitindo a saida das larvas que,
no intestino delgado, penetram na mucosa intestinal para sofrerem
diversas transformacBes até atingirem a fase adulta quando se
diferenciam os machos e as fémeas (Fernandez, 1999; Mitreva e
Jasmer, 2006). Apdés a cépula, o macho morre enquanto a fémea
permanece na mucosa intestinal, produzindo entre 500 e 1000 larvas
(Fernandez, 1999; Mitreva e Jasmer, 2006). Estas entram na corrente
sanguinea, dispersando-se pelo organismo do hospedeiro, tendo como
alvos preferenciais os musculos esqueléticos de maior atividade, como
por exemplo: o diafragma, os musculos intercostais e abdominais, a
lingua, os masseteres e 0os musculos oculares. Nestes musculos, a
localizacdo preferencial das larvas é na zona de transicdo entre o
muasculo e as suas por¢cbOes tendinosas (Bartels, 1971; Fernandez,
1999).

A ampla distribuicdo de javalis e a presenca de animais
soropositivos para Trichinella spp. sugerem que um ciclo selvagem
pode ocorrer no Brasil, que, com novos padroes de comportamento
humano, aumentando as mudancas nos habitos alimentares e

mudando as praticas agricolas, pode ser um fator determinante no
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3.1.1.

3.1.2.

aumento do risco de exposicdo em animais domésticos e humanos a
este parasita. Mais estudos sédo necessarios para a busca de larvas do
parasita para confirmar efetivamente a ocorréncia desse nematddeo no

Brasil, bem como determinar as espécies circulantes (Silva et al, 2022).

MATERIAIS E METODOS

Local de pesquisa

As coletas foram feitas ap6s os animais serem abatidos por
cacadores devidamente registrados no IBAMA, e foram realizadas nos
seguintes municipios: Ipiranga (municipio pertencente ao estado do
Parand) cujo bioma predominante é o cerrado com resquicios de mata
Atlantica. Santo Antbnio das Missdes (municipio pertencente ao estado
do Rio Grande do Sul), com o bioma predominante sendo pampa com
partes de cerrado. Nessas cidades citadas a populacdo estimada era
de 24.000 habitantes de acordo com o censo do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) realizado em 2010 e populacédo
estimada em 2021. Todos os procedimentos que foram realizados
nesta pesquisa foram submetidos & Comiss&o de Etica Animal (CEUA)
da FCAV/UNESP, Jaboticabal, SP, Brasil (protocolo n°® 3413/21), ao
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Plataforma Brasil (CAAE n°
60889422.4.0000.9029) e ao Instituto Chico Mendes de Conservacgao
da Biodiversidade (SISBio/ICMBio n° 80862).

Coleta de amostras bioldgicas

As amostras foram obtidas de 18 javalis cagcados em liberdade em
Ipiranga, Parana (n=3) e Santo Antonio das Missdes, Rio Grande do Sul
(n=15), entre abril e junho de 2022 (Figura 2). Amostras de sangue foram
coletadas em tubos simples por puncao intracardiaca imediatamente apds a
confirmagao do oObito. Na necropsia, foram determinados o sexo e a faixa
etaria (faixa etaria determinada pela erupg¢ao dentaria, como jovens, com 6
meses ou menos, adultos, com mais de 6 meses) e amostras de cérebro,
diafragma, lingua e musculo masseter foram coletadas e armazenadas a 2 - 8
°C por até cinco dias até a analise para T7richinella spp. ou a -20 °C até o
processamento para 7. gondii As amostras de sangue foram centrifugadas
(1500 x g durante 10 minutos) e o soro obtido foi armazenado em microtubos

de 1,5 mL e conservado a 20 °C até a analise.
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3.1.3.

3.2.
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Figura 2. Areas de estudo nos estados do Parana e Rio Grande do Sul, sul do Brasil,

onde javalis foram cagados.

'Os javalis no Brasil sdo hibridizados com porcos domésticos e amadurecem mais cedo, pois

capturamos algumas fémeas gravidas com menos de um ano (Lux Hoppe, obs. pess.).

Sorologia para toxoplasmose

Apoés coagulacdo, as amostras de sangue foram centrifugadas a
1.5009g/10 minutos e o soro obtido foi armazenado a -20°C em micro
tubos devidamente identificados de 1,5mL até a realizacao do teste de
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), para avaliacdo de
anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii, com um ponto de corte de 1:16
(Camargo, 1974).

Analise molecular para toxoplasmose

Seguindo a metodologia descrita por Bag et al. (2016), a extracéo
do DNA foi realizada a partir dos fragmentos macerados do cérebro,
masseter, coragdo e diafragma dos javalis. Foi realizada PCR
convencional utilizando o gene enddégeno de mamifero que codifica

GAPDH com o fim de detectar a presenca de DNA amplificavel
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(Birkenheuer; Levy e Breitschwerdt, 2003). Buscando amplificagdo de
um fragmento de 529 bp de gene repetitivo do genoma de T. gondii,
foram utilizados os  oligonucleotideos iniciadores  TOX4
(CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG) e TOX5
(CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT) (HOMAN et al.,, 2000). As
amostras positivas foram submetidas a genotipagem por amplificacdo
do gene B1 (174pb) e dos marcadores genéticos SAG1, 5’ e 3° SAG2,
alt. SAG2, SAG3, BTUB, GRAG6, c22-8, c29-2, L358, PK1 e Apico (SU;
DUBEY, 2009; DARWICH et al., 2012). PCR multiplex e nested-PCR
serviram para amplificar as sequéncias alvo de DNA utilizando
iniciadores externos de todos os marcadores e iniciadores internos para
cada marcador, respectivamente. Como controle positivo, seram
utilizadas oito cepas de referéncia (GT1, PTG, CTG, TgCgCal, MAS,
TgCatBr5, TgCatBr64, TgRsCrl e TOUCAN). Posteriormente, produtos
de nested-PCR seram digeridos com enzimas de restricdo apropriadas
para cada marcador (SU et al., 2010) e foi realizada PCR-RFLP para
avaliar o polimorfismo de cada locus e distinguir cada cepa. O controle
negativo utilizado foi agua Milli-Q. Finalmente, os resultados seram
comparados e classificados de acordo com os gendtipos presentes no
ToxoDB (http://toxodb.org/toxo/), a andlise filogenética foi realizada
usando o software SplitsTree 4.0.

3.2.1 PCR-RFLP

A genotipagem foi realizada a partir das amostras de digestao
artificial positivas, usando doze marcadores (SAG1, 5 e 3’ SAG2,
alt. SAG2, SAG3, BTUB, GRAG, c22-8, c29-2, L358, PK1 e Apico) (Su et
al.,, 2010). Amostras de cepas de referéncia (GT1, PTG, CTG,
TgCgCal, MAS, TgCatBr5, TgCatBr64, TgRsCrl e TOUCAN) foram
usadas como controle positivo. As sequéncias alvo de DNA foram
primeiramente amplificadas por PCR multiplex, utilizando iniciadores
externos de todos os marcadores, seguido por nested-PCR, utilizando
iniciadores internos para cada marcador. A reacdo da PCR-multiplex foi
realizada em 25 uL, 10x tampao de PCR, 25mM de MgCI2, 2,5 mM de
cada dNTP, 0,3 pM de cada primer, 1,25 U de platinum Taqg-DNA
polimerase (Invitrogen, EUA), 2uL de DNA amostral e agua Mili-Q

estéril. Foi utilizada a programacdo de 95 °C por 4 minutos para
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desnaturacao inicial, 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos
paradesnaturacéao, 55 °C por 1 minuto para anelamento e 72 °C por 2
minutos para extensdo e uma extensao final a 72 °C por 5 minutos. A
reacdo da PCR-nested foi realizada como descrito anteriormente, com
as caracteristicas de programacdo de 95 °C por 4 minutos para
desnaturacao inicial, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos para
desnaturacdo, 60 °C por 1 minuto para anelamento e 72 °C por 1
minuto e 30 segundos para extensao e uma extenséo final a 72 °C por
5 minutos. Em seguida, os produtos da PCR-nested foram clivados por
meio de enzimas de restricdo, com condicbes de temperatura
especificos para cada marcador, (Su et al., 2006). Para cada reacéo,
3uL do produto da PCR nested foram adicionados com 17 uL de reagao
de digestdo, contendo tampao 10xNEB, 0,1 mg/mL de BSA e uma
unidade de cada enzima. Todos os produtos foram visualizados sob luz
UV depois de realizada eletroforese em gel de agarose 2,5 ou 3%,
dependendo do marcador, corado com Sybr® Safe DNA Gel Stain
(Invitrogen, EUA). Os resultados obtidos foram comparados e
classificados de acordo com o0s genotipos presentes no ToxoDB
(http://toxodb.org/toxo/).

3.2.2 Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta

Para obtencdo do soro, as amostras de sangue foram centrifugadas
(1.500 g¢g/10 minutos) apdés coagulacdo, e o soro resultante foi
armazenado em microtubos de 1,5 mL e identificados. Todas as
amostras foram estocadas a -20°C até a realizacdo da técnica
sorolégica. Os soros foram testados para anticorpos IgG anti-
Toxoplasma gondii pelo teste de Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI), com ponto de corte de 16 (Camargo, 1974). Numa
microplaca de fundo chato, as amostras de soro dos javalis foram
diluidas a 1:16, 1:64, 1:256, 1:1024, 1:4096 e submetidas a RIFI, para a
deteccdo de anticorpos 1gG, de acordo com a técnica padronizada e
descrita por Camargo (1974), utilizando-se conjugado anti-IgG de
suino. Para todas as reacOes, foram inclusas amostras tidas como
padrao de soro, positivas e negativas previamente conhecidas. A leitura
foi feita por meio de microscopio de imunofluorescéncia “Zeiss SH2507,
considerando as amostras positivas quando as diluicbes dos soros
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fossem iguais ou maiores a 16, caracterizada por fluorescéncia
periférica total dos taquizoitos sensibilizados na lamina como o
antigeno. A presenca de fluorescéncia apenas nas extremidades do
parasita ou a auséncia total da mesma foi considerada como reacao

negativa.

3.2.3 Técnica de digestéo artificial para triquinelose.

As amostras de tecidos de masseter e diafragma foram submetidas
a Técnica de Digestdo artificial baseando-se no método de agitador
magnético de acordo com a regulamentacdo europeia EC 2075/2005,
que € usado para controle individual de carcaca de animais
susceptiveis a Trichinella destinados ao consumo humano e para a
vigilancia de infecgdes por Trichinella em animais selvagens. Para
analisar Trichinella em animais selvagens, um ajuste no tempo de
digestdo, de 30 para 40 a 60 minutos, é necessario para melhorar a
eficiéncia, ja que a carne é mais dificil de digerir (Claes et al, 2013). As
andlises serdo realizadas com 20 g de cada amostra, de javalis e
carnivoros, individualmente, de acordo com o protocolo descrito abaixo.
As amostras contendo cerca de 20 gramas foram digeridas usando 400
mL de liquido digestivo artificial (20 mL para cada grama de carne)
consistindo em 1% de pepsina (1: 10.000 US National Formulary) e 1%
de acido cloridrico (HCI). A digestao é agitada por 60 min ou mais a
44-46 ° C em um béquer de vidro de 600 mL usando uma placa de
agitador magnético aquecida. ApGs a digestédo o fluido é peneirado em
um tamis de malha 180 pM no funil de separacdo e deixado em
repouso por 30 minutos. Apos esse periodo, 40 mL de amostra do
sedimento é rapidamente liberado do funil (usando a torneira do funil)
para uma proveta de 50 mL e é novamente sedimentado por mais
10 minutos. Na sequéncia, 30 mL de sobrenadante sdo removidos da
proveta de 50 mL e os 10 mL de sedimento sdo vertidos para uma
placa de Petri. Por fim a proveta de 50 mL é enxaguada com 10 mL de
agua e o liquido adicionado a placa de petri. A amostra € analisada em
estéreo microscopio em aumento de 15 a 40x. As larvas de trichinella
encontradas serdo armazenadas em alcool 70% e posteriormente

serem submetidas a analise molecular.
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3.2.4 Diagnoéstico soroldgico de Trichinella spp

As analises sorologicas foram realizadas em parceria a
EMBRAPA Suinos e Aves em Concordia, SC, utilizando Kit comercial
IDScreen®IDVet Elisa indireto para véarias espécies (porcos e javalis)
para deteccdo de anticorpos IgG anti-Trichinella (T. spiralis,
pseudospiralis, britovi e nativa). O Kit utliza antigeno
revestido Trichinella E / S e conjugado anti-multi-espécies-HRP (10X

concentrado).

3.2.5 Georreferénciamento

O georreferenciamento das mostras positivas para Toxoplasma
gondii e Trichinella spp. foi realizado utilizando como base planilhas
contendo o0os municipios onde os animais foram capturados. O

mapeamento foi utilizando o programa Q.GIS 3.28.3.

3.2.6 AVALIACAO DO CONHECIMENTO DOS CACADORES SOBRE
ZOONOSES DE VEICULAGCAO ALIMENTAR RELACIONADAS A
JAVALIS

Foram aplicados questionarios (Anexo 1) aos cacadores com
perguntas que abordam informacdes sobre a definicdo e conhecimento
de zoonoses, conhecimento, formas de transmissao, prevencdo e
controle. O entrevistado respondeu questdes contendo: escolaridade,
condicbes de habitacdo e ocupacdo dos membros da familia para
realizagdo da classificacdo socioecondmica. Esses dados foram

avaliados por epidemiologia descritiva. Q.GIS 3.28.3



4. OBJETIVOS

4.1.

4.2.

Objetivo Geral

Avaliar a possivel infeccdo por Toxoplasma gondii e Trichinella
spp. em javalis selvagens na regido Sul do Brasil, relacionando dados
epidemioldgicos com caracteristicas dos hospedeiros e do ambiente, e
avaliar o conhecimento dos cagadores sobre essas zoonoses.
Objetivos Especificos
I. - Caracterizar genotipicamente os isolados de T. gondii dos javalis,
pela utilizacdo da técnica PCR-RFLP.
II. - Avaliar diagndstico sorolégico de toxoplasmose em javalis pelo
método de RIFI.
lll. - Avaliar diagnostico de Trichinella spp. por ELISA e digestdo
enzimatica artificial.
IV. - Avaliar o conhecimento dos cacadores sobre toxoplasmose e
trichinelose.

V - Avaliar dados usando teste exato de Fisher.
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5. RESULTADOS

5.1.1 Trichinella spp.

spp., tanto no método de digestdo enzimética como no ELISA.

Todos os individuos foram negativos para a infe¢cao por Trichinella

Tabela 1. Resumo dos resultados dos testes para infecdo por Trichinela spp.

em javalis de Ipiranga - Parana e Santo Antdnio das Missfes - Rio Grande do Sul, Sul
do Brasil — 2023.
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ID* Localizagéo Sexo Idade ELISA Eaizg?fnséttgilga Triclmr?gl(lgg?spp.
74 PR M Jovem Neg Neg Neg
75 PR M Jovem Neg Neg Neg
76 PR M Adulto Neg Neg Neg
80 RS M Jovem Neg Neg Neg
81 RS M Adulto Neg Neg Neg
82 RS M Adulto Neg Neg Pos
83 RS M Adulto Neg Neg Neg
84 RS F Adulto Neg Neg Neg
85 RS M Jovem Neg Neg Neg
86 RS M Adulto Neg Neg Neg
87 RS M Adulto Neg Neg Neg
88 RS M Jovem Neg Neg Neg
89 RS M Adulto Neg Neg Neg
90 RS M Jovem Neg Neg Neg
91 RS M Jovem Neg Neg Neg
92 RS F Jovem Neg Neg Neg
93 RS F Adulto Neg Neg Neg
94 RS F Jovem Neg Neg Neg

ID Identificag@o animal; ELISA Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay;Digestdo Enzimatica; PR Ipiranga - Paran4;
RS Santo Ant6nio das Missdes - Rio Grande do Sul; M Masculino; F Feminino; Neg Negativo; Pos Positivo.



5.1.2 Andlise de RIFI para Toxoplasma gondii.

Foram testadas amostras de soro de 2 de 3 animais de Ipiranga,
Parana, e de 11 de 15 javalis de Santo Anténio das Missdes, Rio
Grande do Sul. Nenhum dos animais de Ipiranga testou positivo no
RIFI, mas 27,3% (3/11, IC = 9,75 - 56,56%) dos javalis de Santo
Antonio das Missdes tiveram resultados positivos. Dois dos animais
positivos eram machos adultos, com idade entre 01 e 02 anos, e 0

outro era um leitdo macho de 6 meses de idade.

5.1.3 Analise molecular para toxoplasma gondii.

O DNA de T. gondii foi detectado em 22,2% (4/18, IC = 9,0 - 45,2
%) dos 18 javalis analisados. Os machos e as fémeas apresentaram
uma prevaléncia de 21,4% (3/14, IC = 7,8 - 47,6%) e 25% (1/4, IC =
4,6 - 69,9%), respetivamente. Trés dos oito leitdes apresentaram
resultados positivos (13,7%, 3/8, IC = 13,7 - 69,4%), e um dos cinco
jovens também foi positivo (20%, 1/5, IC = 3,6 - 62,4%). Todos os 05
javalis adultos com idade entre dois e sete anos apresentaram
resultado negativo. Todos os animais positivos foram encontrados em
Santo Antonio das Missbes 26,7% (4/15, IC = 10,9 - 51,9%). O resumo
dos resultados dos testes sorolégicos e moleculares e a avaliacéo

estatistica estdo detalhados nas Tabelas 2, 3 e 4.
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Tabela 2. Teste exato de Fisher para a idade, sexo e localizacdo do hospedeiro

em relagdo a infecao por T. gondii.

Variavel Infeccdo T. gondii Teste exato de Fisher Valor P
Idade
Jovem 25% (2/8, Cl 7.15 — 59.07%) 1.000
Adulto 30% (3/10, CI 10.78 — 60.32%)
Sexo
Macho 28.57% (4/14, CI 11.72 — 54.65%) 1.000
Fémea 25% (1/4, Cl = 4.56 — 69.94%)
Localizagdo Geografica
Ipiranga 0% (0/3, Cl =0 —56.1 %) 0.522
Santo Antonio das MissBes 33.33% (5/15, Cl = 15.18 — 58.29%)
Frequéncia Total 27.78% (5/18, Cl 12.5 — 50.87%)

Tabela 3. Resumo dos resultados dos testes para infegcdo por T. gondii em
javalis de Ipiranga - Paran& e Santo Antbnio das Missdes - Rio Grande do Sul, Sul do
Brasil — 2023.

PCR infeccéo

" o x
ID* Localizacdo Sexo Idade RIFI resultado  T. gondii

82 RS M Adulto  1:128 Neg Pos
88 RS M Jovem N/A Pos Pos
89 RS M Adulto  1:256 Pos Pos
91 RS M Jovem 1:1024 Pos Pos
92 RS F Jovem N/A Pos Pos
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ID Identificacdo animal;RIFI Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta; PCR Reagdo em Cadeia da Polimerase
convencional; PR Ipiranga, Parand; RS Santo Antdnio das Missdes, Rio Grande do Sul; M Masculino; F Feminino;
N/A Amostra de soro insuficiente ou ausente; Neg Negativo; Pos Positivo.



Tabela 4. Caracterizacdo genotipica de Toxoplasma gondii obtidos de javalis
(Sus scrofa) em Ipiranga - Parana e Santo Anténio das Missfes - Rio Grande do Sul,
Sul do Brasil — 2023.

ID* S’iG 53SAG2 SAG2 SAG3 BTUB GRAe C228 €292 L1358  PKL  Apico
88 u I ND i ND I ND  ND | ND
89 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
91  ND ND ND ND ND ND ND ND ND |
94  ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

ID*: identificacdo animal; SAG1, 5-3SAG2, SAG2, SAG3, BTUB, GRAS6, c22-8, ¢29-2, L358, PK1,
Apico: marcadores, ND: Nao Amplificével; I, Il , 1ll: gendtipos.

6. RESULTADO DOS QUESTIONARIOS

Dos caladores entrevistados em Ipiranga-PR 93,3% (28/30) dos
cacadores entrevistados em Ipiranga-PR nédo completaram o ensino
médio, 83,3% (25/30) acham que os animais ndo transmitem doencas
para o homem, 93,3% (28/30) nunca ouviram falar de zoonoses, 100%
(30/30) ndo conheciam Trichinella, 96,7% (29/30) ndo conheciam
Toxoplasma gondii, 96.7% (29/30) comem carne de javali, 96,7%
(29/30) preferem que a carne de caca seja mal passada, 96,7% (29/30)
acreditam que a carne de javali ndo representa um risco para a saude,
93,3% (28/30) alimentam os seus cées de caca com visceras de javali

apos a cacada (Figura 3).

Concluiu o ensino médio?

Animais podem transmitir doengas aos seres humanos?
Sabe o que é uma zoonose?

Conhece a triquinelose?

Conhece a toxoplasmose?

Come carne de javali?

Sua preferéncia da carne de javali é mal passada?

Comer carne de javali € um risco para a saude?

Usa carne de javalis para alimentar os seus cées de caca?

0% 20% 40% 60% 80%
ESim ®Nao

Gréfico 1. Avaliacdo dos conhecimentos dos cacadores de Ipiranga-PR sobre

zoonoses alimentares relacionadas com o javali
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Dos cacadores entrevistados em Santo Antdnio das Missdes-RS 66,7% (6/9)
dos cacadores entrevistados em Santo Antonio das Miss6es-RS ndo completaram o
ensino médio, 11,1% (1/9) acham que o0s animais nao transmitem doencas para o
homem, 88,9% (8/9) nunca ouviram falar de zoonoses, 100% (9/9) ndo conheciam
Trichinella, 88,9% (8/9) ndo conheciam Toxoplasma gondii, 88,9% (8/9) comem carne
de javali, 77,8% (7/9) preferem que a carne de caca seja mal passada, 88,9% (8/9)
acreditam que a carne de javali ndo representa um risco para a saude, 55,6% (5/9)

alimentam os seus cées de caca com visceras de javali apés a cacada (Figura 4).

Concluiu o ensino médio?

Animais podem transmitir doengas aos seres humanos?
Sabe o0 que é uma zoonose?

Conhece a triquinelose?

Conhece a toxoplasmose?

Come carne de javali?

Sua preferéncia da carne de javali € mal passada?

Comer carne de javali € um risco para a saude?

Usa carne de javalis para alimentar os seus cées de caga?

0% 20% 40% 60% 80% 100%

®Sim mN3o

Grafico 2. Avaliacdo dos conhecimentos dos cagadores de Santo Antonio das

MissBes-RS sobre zoonoses alimentares relacionadas com o javali.



7. DISCUSAO

A vigilancia de Trichinella spp. € importante para prevenir surtos
e diminuir o impacto econémico negativo da doenca (Barlow et al.,
2021). Entre todos os mamiferos, aves e répteis que podem ser
hospedeiros deste parasita, a carne de porco e os seus produtos sao
as principais fontes de infecdo em paises como a China (Bai et al,
2017). Pelo contrério, a infecdo por Trichinella foi eliminada em
sistemas modernos de producdo de suinos em muitos outros paises
(Gamble, 2014) e o Brasil € considerado livre de infecdo em suinos
avaliados pelo servigo veterinario oficial (Ribicich et al, 2020). No
entanto, a carne de javali, cavalo e urso continuam a ser fontes
importantes de triqguinas em todo o mundo (Rostami et al, 2017). O
teste padréo de ouro utilizado para a vigilancia € a técnica de digestao
enzimatica artificial, também designada por método do agitador
magnético (Mayer-Scholl et al, 2017). Esta técnica pode detectar larvas
de Trichinella spp. em amostras de musculo, pode detectar =21 a =3
larvas por grama (LPG), mas apenas 17 dias apos a infecdo (Gamble,
2014, Barlow et al, 2021), as infecdes recentes podem passar
despercebidas. E possivel que os resultados negativos estejam
relacionados com infec¢cdes recentemente adquiridas ou com uma
distribuicdo desigual no musculo com uma contagem de larvas muito
baixa. No entanto, até a data, ndo ha evidéncia da presenca de
Trichinella spp. em popula¢des selvagens no Brasil utilizando este
método. Um estudo realizado em S&o Paulo, sudeste do Brasil, que
analisou 37 javalis (Sus scrofa), 05 pumas (Puma concolor), 03
jaguatiricas (Leopardus pardalis), 02 lobos-guard (Chrysocyon
brachyurus), 04 raposas caranguejeiras (Cerdocyon thous) e 01 gato-
do-mato-pequeno (Leopardus guttulus) também teve resultados
negativos (Silva et al., 2022). Da mesma forma, em outro estudo em
animais silvestres mortos em rodovias, 29 gambas-de-orelha-branca
(Didelphis albiventris), 11 quatis-de-cauda-anelada (Nasua-nasua), 10
raposas-carij6 (Cerdocyon thous), 07 tatus-galinha (Dasypus

novemcinctus), 06 gatos-do-mato (Leopardus guttulus), 06 porcos-
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espinhos (Sphiggurus spinosus) e 02 oncgas-pardas (Puma concolor),
no Parana, sul do Brasil, apresentaram 0s mesmos resultados,
nenhum animal foi considerado positivo (Jurkevicz et al, 2022).

Outro método utilizado neste estudo foi o ELISA. Os testes
serologicos requer a presenca de anticorpos em niveis adequados
para serem detectados, 0s anticorpos contra as triquinelas aparecem
entre 2 e 7 semanas, dependendo da dose infecciosa, e persistem
durante muitos meses (Barlow et al.,, 2021, Gomez-Morales et al.,
2022), as infeccbes adquiridas recentemente podem passar
despercebidas utilizando estes métodos. Esta poderia ser a razdo dos
resultados negativos se os javalis amostrados estivessem em fases
iniciais da infecdo. Além disso, o ELISA pode néo detectar infecdes
com baixa contagem de larvas (< 1 LPG) e pode ter reacfes cruzadas
ndo especificas, ja& alguns autores recomendam complementar o
ELISA com a técnica de digestao artificial para evitar resultados falso-
negativos, western-blot para evitar resultados falso-positivos ou outros
testes seroldgicos (Cuttel et al, 2014, Bruschi et al, 2019, Liu et al,
2021, Gémez-Morales et al, (2022), Supcharoengoon et al, (2022). H&
evidéncias de um ciclo silvestre ocorrendo no Brasil, Silva et al (2022)
encontraram uma prevaléncia de 6,1% (7/115) em javalis de S&o Paulo
usando este método sorolégico. Foi realizado o teste ouro para a
deteccdo de trichinella spp., com o método de digestdo artificial e
ELISA para a confirmacao da infeccao por trichinella spp., ndo houve
indicios da infeccdo nos animais avaliados nestas regides. Quando o
sangue ndo é coletado adequadamente o método ELISA pode sofrer
alteracdes acontecendo reacfes cruzadas dando um falso-positivo. O
Brasil pode estar livre da circulagdo de trichinella ssp. no ciclo silvestre
tanto no estado do Rio Grande do Sul, Parana e Séao Paulo.

A alta variabilidade genética de T. gondii observada na
América do Sul vem sendo comprovada através de modernas técnicas
de biologia molecular. Existem diferentes métodos para realizar a
genotipagem de isolados de T. gondii com vantagens e desvantagens.
Os primeiros estudos de tipagem foram baseados na eletroforese de
isoenzimas. A analise de 35 isolados de T. gondii por isoenzimas

permitiu a identificagdo de cinco zimodemas (Dardé et al, 1992). Um
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grande desafio da técnica de RFLP multilocus € que, muitas vezes, as
amostras sao limitadas, tanto em volume quanto em quantidade de
DNA, particularmente a partir de amostras de casos clinicos. Para
atenuar este problema, foi desenvolvido o “Multiplex multilocus nested
PCR-RFLP” (Mn-PCR-RFLP), método que emprega 11 marcadores
genéticos, incluindo SAG1, SAG2, SAG2-alt, SAG3, BTUB, GRAG,
c22-8, c29-2, L358, PK1 e Apico (Su et al, 2010). Nesta técnica, 0s
marcadores sdo pré-amplificados por PCR multiplex utilizando
iniciadores externos numa unica reacdo, e os produtos sao utilizados
como molde para amplificar cada marcador individualmente por
nested-PCR (Su et al, 2010). O método mais utilizado para obter DNA
de T. gondii para realizar a genotipagem €é o0 bioensaio em
camundongos. Para isso, tecidos suspeitos da presenca do parasito
sdo inoculados em camundongos, 0S quais s&o posteriormente
monitorados para o acompanhamento do desenvolvimento da doenca
e soroconversdo (Dubey, 2010, Robert-Gangneux e Dardé, 2012).
Apds a obtencdo dos camundongos infectados a partir do tecido
inoculado, é possivel isolar o parasito (Dubey 2010, Dubey et al, 2010).
A técnica do bioensaio para o isolamento de T. gondii fornece bons
resultados, mas é bastante laboriosa e demorada, além de ndo ser
bem adaptada a um grande numero de amostras. Assim, métodos
baseados em PCR foram desenvolvidos para detectar o DNA do
parasito diretamente da amostra biolégica de interesse. Estes métodos
podem ser menos sensiveis do que o0s bioensaios, devido a
distribuicdo ndo uniforme dos cistos nos tecidos e ao pequeno
tamanho da amostra de tecido utilizado (geralmente de 50 mg de
amostra, em comparagcdo com 50 a 500 g em bioensaios) (Robert-
Gangneux e Dardé, 2012). Amostras isoladas em camundongos tém
resultados mais fidedignos, os resultados das amostras analisadas
podem ndao ter sido amplificadas pois se trata de amostras primarias
dando resultados inconclusivos, e pode néo ter havido uma distribuicao
homogénea dos cistos nos tecidos digeridos para a analise. Poucos
trabalhos de genotipagem por PCR a partir de tecidos de animais
naturalmente infectados sdo encontrados na literatura. Cafién-Franco

et al (2013) analisaram varios tecidos de 31 felideos silvestres do Rio
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Grande do Sul positivos por PCR e obtiveram o gendtipo parcial de oito
amostras e genotipagem total de trés amostras. Mondragon et al
(1998) Analisou 43 amostras isoladas de suinos abatidos em Iwoa
(EUA), através da RFLP, nos loci SAG1 e SAG2. Amostras do tipo |l
foram mais prevalentes, constituindo 83,7% das amostras e o gendtipo
Il foi encontrado em 16,3% dos isolados. A alta prevaléncia da
linhagem tipo Il nas amostras de suinos foi concordante com a alta
prevaléncia encontrada em isolados de humanos com toxoplasmose
(81% do tipo Il) por Howe et al (1997).

Como os suinos sao considerados fonte priméaria de infeccao
por T. gondii para os humanos nos EUA, os autores sugeriram que a
associacdo entre o gendtipo Il e a infeccdo humana era, em parte,
devido a elevada prevaléncia destas amostras em suinos. Na Franca,
Richomme et al (2009) estudaram 21 isolados de lavalis selvagens
(Sus scrofa) de duas regides do pais. A genotipagem dos isolados foi
realizada utilizando trés marcadores genéticos de RFLP (SAG 1, SAG2
e GRA7) e seis marcadores de microssatélite (TUB2, TgM-A, W35,
B17, B18 e M33) e os resultados revelaram que todos os 21 isolados
pertenciam a linhagem arquétipo tipo Il. No mesmo pais, isolados de
nove raposas-vermelhas (Vulpes vulpes), 12 corcas (Capreolus
capreolus), um cervo-nobre (Cervus elaphus), um muflao (Ovis gmelini
musimon) e um pato-real (Anas platyrhynchos) submetidos a analises
moleculares utilizando os mesmos marcadores genéticos de RFLP e
de microssatélite pertenciam também ao  gendtipo tipo Il. A
genotipagem realizada neste trabalho ndo tem uma concluséo efetiva
pois ndo houve amplificacdo de todos os marcadores. Todos o0s
gendtipos encontrados desde entdo sao depositados em um banco de
dados digital denominado ToxoDB (www.toxodb.com) e que se
encontram disponiveis publicamente dados do genoma, além das
proteinas conhecidas (Kissinger et al, 2003). Atualmente, constam
neste banco de dados 171 gendtipos diferentes de T. gondii.

A infecdo por Toxoplasma gondii em javalis tem sido
amplamente estudada em todo o mundo, especialmente na Europa
(Crotta et al., 2022, Kornacka-Stackonis, 2022, Abrantes e Vieira-Pinto,
2023, Dakroub et al, 2023, Villa et al, 2023), incluindo alguns estudos
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gue indicam que o consumo de carne de caca mal cozida pode ser um
fator de risco de infecgéo (Sgroi et al, 2020, Dubey, 2021). No Brasil, o
T. gondii. circula entre populacdes de animais selvagens e domésticos
(Machado et al, 2022, Witter et al, 2022, Costa et al, 2023, Formiga et
al, 2023, Silva et al, 2023) e em humanos (Strang et al, 2020, Ramos
et al, 2021, Panazzolo et al, 2023). Em javalis, hd poucos estudos
sobre a infecdo por T. gondii no sul do Brasil. Essa regido compreende
trés estados: Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. No Parana
nao encontramos javalis positivos (0/3) e ndo ha trabalhos anteriores
com esta espécie nesta regido. No entanto, & importante continuar os
esforcos na vigilancia da doenca, uma vez que este estado teve um
dos maiores surtos epidémicos de toxoplasmose humana no pais
(Moura et al , 2006) e as pessoas em quilombos, comunidades rurais
de ex-escravos negros e seus descendentes, sdo 44,7% (93/208)
soropositivas para T. gondii (Panazzolo et al, 2023). Além disso, na
pecuaria, a maioria das infeccbes por T. gondii é subclinica e os
abortos sdo a principal manifestacdo clinica que pode levar a perdas
econOmicas (Olsen et al, 2019). A disfuncdo reprodutiva e o aborto
associados a infecdo por T. gondii foram relatados em animais neste
estado. Ha prevaléncias de 27,08% (65/240) em ovelhas (Bertuzzi et
al, 2022), 14,1% (15/106) em vacas (Fonseca et al, 2023) e 30,7%
(193/629) em cabras (Romanelli et al., 2020). Esta diferenca entre a
prevaléncia de T. gondii. nos javalis e no gado pode dever-se a
presenca de gatos nas exploracdes, que ajudam a completar o ciclo
biolégico do agente patogénico (Coelho et al, 2011). No entanto, 0s
javalis ainda sdo importantes porque podem atuar como reservatorios
e disseminadores de T. gondii. como hospedeiros intermediarios.
Apesar de ndo termos nenhuma amostra de Santa Catarina, estudos
anteriores encontraram uma prevaléncia de 11% (8/73) por PCR e
17,8% (13/73) por hemaglutinagéo indireta (Brandao et al, 2019).
Todos os javalis positivos para T. gondii foram encontrados no Rio
Grande do Sul, 33,33% (5/15). Os resultados s&o ligeiramente
superiores aos estudos anteriores em javalis desse estado, foram
encontradas frequéncias de 14,28% (5/34) (Santos et al, 2016) e
10,7% (3/28) (Brandéo et al., 2019). Isso pode estar relacionado a um
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maior nivel de contaminacdo ambiental ao longo dos anos, ou a um
aumento de outras populagdes de animais silvestres, como roedores e
aves, participando da circulacdo do parasita (Kornacka-Stackonis,
2022). Além disso, a maioria das produgdes animais sO suspeita da
infecdo por Toxoplasma gondii, apdés observar inUmeros abortos
tardios, natimortos ou diminuigcdo do ganho econdémico (Hanker et al,
2022), até entdo pode ocorrer a contaminacao das pastagens. No Rio
Grande do Sul, houve um importante surto em suinos comerciais com
uma taxa de mortalidade de 3,8% (Piva et al, 2022). Também foram
registradas prevaléncias de 86,67% (39/45) (Henker et al, 2022) e
41,3% (124/300) (Ferreira et al, 2016) em rebanhos de ovinos, 33,05%
(595/1800) em carneiros reprodutores (Romanelli et al, 2020) e 49,2%
(294/597) em galinhas criadas ao ar livre (Camillo et al, 2018).

Os felideos selvagens e domésticos, roedores e canideos com
acesso a depdsitos de alimentos ou pastagens sdo um fator de risco
nestas producdes (Coelho et al, 2011, Ferreira et al, 2016, Camillo et
al., 2018). Uma variacao na prevaléncia em caes de 16% (185/1159) a
43% (466/1086) foi registrada antes e depois de um surto de
toxoplasmose humana na cidade de Santa Maria, Rio Grande do Sul,
pode estar relacionado com algumas fontes de infecdo, como a agua,
sejam compartilhadas entre humanos e animais (Minuzzi et al, 2020,
Mortari et al, 2023). Para humanos, o consumo habitual de carne mal
cozida é um fator associado a infecdo por T. gondii, uma prevaléncia
de 53,2% (183/344) foi registrada no Rio Grande do Sul (Aradjo et al,
2018, Kmetiuk et al, 2023). Além disso, o consumo de embutidos de
carne de javali também é um fator de risco para a infeccdo, assim
como ocorre com o0os embutidos de carne suina (Costa et al, 2018,
Paraboni et al, 2020, Espindola et al, 2022). Um estudo transversal
realizado com 599 idosos atendidos pela estratégia da Saude da
Familia (ESF) da cidade de Porto Alegre, entre marco de 2011 e
dezembro de 2012, revelou que 88% deles tiveram maior probabilidade
de se infectar com cistos ou oocistos do parasito T. gondii ao longo da
vida (IgG anti-T.gondii) e de 0,8% para IgM. Quanto maior a idade,
menor a escolaridade e menores rendas, maior a prevaléncia
(ENGROFF et al, 2014).
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O nivel de escolaridade da maioria dos cacadores
entrevistados no sul do Brasil foi o ensino médio incompleto (87,7%,
34/39), nivel de escolaridade inferior ao descrito na regido sudeste,
onde 52,6% (10/19) possuiam ensino superior completo, 47,3% (9/19)
conheciam as zoonoses, 84,2% (16/19) conheciam a toxoplasmose
(Machado et al., 2021), mostrando uma diferenca significativa que o
conhecimento sobre zoonoses dos cacadores pode estar relacionado a
sua escolaridade. Dos 39 cacadores entrevistados, 94,5 % (37/39)
nunca ouviram falar de zoonoses, 100% (39/39) ndo conheciam
Trichinella, 94,5% (37/39) ndo conheciam Toxoplasma gondii, € como
87,7 % (34/39) consomem carne de caca e preferem mal passada. Por
isso, € necessario dar-lhes informacdes relevantes sobre a carne de
caga, seus riscos e a melhor forma de consumo para diminuir a
possibilidade de infecdo por patdogenos alimentares. Essa
concientizacdo pode ser feita através de palestras educativas em
clubes de caca levando o conhecimento até os controladores de fauna.
Uma forma para que isso aconteca é levando o conhecimento das
faculdades em forma de projetos de extencdo até os cacadores.
Estudos sobre modelagem ecoldgica, incluindo modelagem de nicho
climatico de espécies parasitas, sao relativamente escassos em
comparacao com espécies de vida livre. Nichos climaticos de parasitos
heteroxenos com ciclos de vida complexos, como € o caso de
Toxoplasma gondii, sdo ainda mais dificeis de serem estudados. O
ciclo de vida de T. gondii. possui algumas caracteristicas que
apresentam muitas dificuldades metodoldgicas, como a presenca de
muitas formas de vida, oocistos no ambiente, formas intra-teciduais e
formas sanguineas nos hospedeiros.

Além de varias espécies que podem atuar como hospedeiros
potenciais, ocupando uma ampla gama de habitats (Dubey, 2009).
Apesar dos dois locais de amostragem estarem em biomas diferentes,
Mata Atlantica e Pampa, ndo houve diferencas estatisticas na
prevaléncia relacionada a localizacdo geografica, mas as areas
alagadicas dos pampas pode influenciar nos resultados, os resultados

confirmam a circulacéo de T. gondii. em javalis da regido sul do Brasil

31



e destacam a importancia dos javalis para a transmissao do patégeno.

A caca e os cacadores sao importantes para o ambiente e para a
sociedade, pois regulam as populagbes de espécies probleméaticas
como o javali (Quirds-Fernandez et al, 2017).

O consumo de carne de caca é geralmente comum entre
cacadores e suas familias em paises com caca tradicional (Guardone
et al, 2022). Essa pratica tende a ser crescente no Brasil, 0 que pode
ser preocupante devido a falta de informacé&o sobre 0s riscos que essa
carne pode trazer. Além disso, a Instrucdo Normativa n°® 3 do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA, 2013) e posteriores resolugcdes legais em cada estado
apenas proibem a comercializacdo ou doacao da carne de caca, mas o
consumo de carne de caca é geralmente comum entre cacadores e
suas familias em paises com caca tradicional (Guardone et al, 2022).
Essa prética tende a ser crescente no Brasil, o que pode ser
preocupante devido a falta de informacdo sobre os riscos que essa
carne pode trazer. Rosa et al (2018) concluiram que existem dois
perfis de controladores de javali/porco selvagem no Brasil: o produtor
que protege seu rebanho e lavouras, e o cacador recreativo que vé
uma oportunidade de caca legal. Por experiéncia prépria, sabemos que
existem cacadores que sdo contratados por proprietarios de fazendas
para realizar o controle populacional de javalis em suas terras. Os
cacadores que participaram neste estudo séo cacadores recreativos e
normalmente prestam servicos de controle populacional de javalis em
troca apenas de experiéncia de caca. 87,7 % (34/39) dos cacadores
alimentam os seus cées de caca com visceras de javali apos a caca,
pratica que perpetua o ciclo da doenca através do carnivorismo. E
importante implementar melhores atividades educativas tendo em
conta o perfil dos cacadores. A atividade das faculdades em forma de
projetos de extensdo é de suma importancia para passar 0
conhecimento aos cacadores e dar orientacdes sobre zoonoses de
origem alimentar, consumo de carne de javali e manuseio seguro de

alimentos.
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8. CONCLUSAO

N&o foi encontrado evidéncias de infe¢gao por Trichinella spp. em
javalis desta pesquisa tanto no Parana quanto no Rio Grande do Sul,
0os animais podem ser considerados livres do patégeno nas regibes
pesquisadas. Foi confirmado a circulacdo de Toxoplasma gondii entre
javalis na regido sul do Brasil. E necessario uma melhor acdo
educativa em nivel federal para os controladores de fauna terem uma
nogcéo maior do risco que o consumo de carne de caca pode trazer a
eles, observa-se que o conhecimento dos controladores de fauna
sobre zoonoses pode estar relacionado com a escolaridade dos
entrevistados, ja que quanto menor a escolaridade menos

conhecimento sobre zoonoses 0s entrevistados possuem.
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3.

4.

ANEXO | - QUESTIONARIO PARA SER APLICADO
CACADORES

Vocé sabe o que € zoonose?
() Sim
( ) Nao

Se sim, defina o termo em poucas palavras

Animais podem transmitir doencas para humanos?
( )Sim

( ) Nao

() N&o sei responder

Se sim, cite alguma dessas doencas

Vocé conhece a toxoplasmose?
( )Sim

( ) Néo

() Nao sei responder

Se sim, defina com poucas palavras

Como se adquire toxoplasmose?

) Agua contaminada

) manuseio de terra contaminada
) carne crua ou malpassada

) carne mal cozida

) contato com animais domésticos
) contato com animais silvestres

) contato com roedores

AN N AN AN N N N N

) contato com gatos, especificamente

AOS



() vegetais ndo lavados
ALGUMA OUTRA FORMA?

. Qual a principal forma de se evitar a toxoplasmose?

) Eliminando ou evitando contato com gatos

) Eliminando ou evitando contato com qualquer animal
) Cozinhar bem os alimentos

) Cuidados ao mexer com terra

AN N N N N

) Bebendo apenas &gua tratada e/ou filtrada
ALGUMA OUTRA FORMA?

. Vocé conhece triquinelose?
( )Sim

( ) Nao

() Nao sei responder

Se sim, defina em poucas palavras

. Como se adquire triquinelose?

) Ingestéao de carne crua ou mal cozida

) Ingestdo de carne contaminada, independente do cozimento
) Agua contaminada

) manuseio de terra contaminada

(

(

(

(

() contato com animais domésticos
() contato com animais silvestres
() contato com roedores

() contato com gatos, especificamente
(

) vegetais nao lavados

Qual a principal forma de evitar a triquinelose?
() Congelamento da carne

( ) Lavando a carne



) Cozinhando adequadamente a carne
) Eliminando ou evitando contato com gatos

(
(
() Eliminando ou evitando contato com qualquer animal
() Cuidados ao mexer com terra

(

) Bebendo apenas agua tratada e/ou filtrada

9. Comer carne de javalis representa risco a saude?
( )Sim
( ) Naéao
() N&o sei responder

10.Vocé consome carne de javalis?
( )Sim
( ) Nao

Se néo, qual é o destino da carcaca?

11.Quem mais consome carne de javalis no seu grupo de convivio?
) Conjuge

) Filhos

) Pai e mae

) Outros parentes

) Amigos

) Outros (Quem?)

e e e e

12. Qual o ponto de cozimento preferido para a carne de javali?
() Ao ponto
() Mal passada

( ) Bem passada

13.Grau de escolaridade:



) Néo alfabetizado
) Ensino Fundamental
) Ensino médio

) Ensino Superior

A~ AN N N~

) Pés-graduacéao

14. Qual sua profissao?

15.Vocé usa caes de caga para o manejo de javalis?

16.Vocé usa a carne de javalis para a alimentacao de caes de caca?

17.De que forma a carne de javalis € oferecida aos caes de caca?
( ) Crua
( ) Cozida



