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RESUMO

Estudou-se a ocorréncia do protozoario Toxoplasma gondii em 70 amostras de
linguicas suinas tipo frescd, comercidizadas no municipio de Botucatu-SP, a fim
de avdiar a paticipacdo dete dimento na cadea epidemioldgica da
toxoplasmose. Para tanto, utilizou-se a técnica de isolamento do agente em
camundongos e a amplificacdo do materid genético pela reacdo em cadela pela
polimerase (PCR). Eda Ultima foi redizada com amostras digeridas e ndo
digeridas pela pepsna. Néo se isolou 0 parasta de nenhuma amostra estudada,
entretanto, 33 amostras (47,14%) apresentaram resultado postivo a PCR. Para as
amostras submetidas a digestdo péptica, 21 (30,0%) mostraram-se positivas e para
aquelas que ndo sofreram edte tratamento, 25 (35,71%) reagiram positivamente.
N&o houve diferenca significativa entre os dois tratamentos. Os resultados obtidos
indicam que a linguica suina fresca provavelmente tem pouca importancia como
fonte de infecgdo para a toxoplasmose humana, na regido estudada. No entanto, o
elevado indice de amostras pogtivas na reacdo de PCR demondtra que o parasita
pode estar presente, porém é inviabilizado pela acdo do sd adicionado ao tempero
daslinguicas.

Palavras-chave: Toxoplasma, linguica, PCR, isolamento.



1. INTRODUCAO

A toxoplasmose € uma zoonose parastaria de ampla digtribuicdo mundid,
podendo causxr sntomaologia clinica na egpécie humana, egpecidmente em

gestantes primoinfectadas e em pacientes imunodeprimidos.

A expécie wina tem uma paticipacd muito importante na cadeia
epidemiologica da doenca, visto que a carne suina crua ou ma ®zida € uma das

principais fontes de infecgdo do Toxoplasma gondii parao homem.

A dificuldade no controle das populagdes de felinos e roedores nas granjas
suinas favorece a disseminacdo do parasita. Os suinos  infectam-se  principamente
pela ingestdo de dua e dimentos contaminados ou pelo canibdismo e ingestdo de

roedores, préticas comuns nesta espécie.

A linguica frescd suina € um dimento tradiciond em nossO meo e o
estudo do grau de contaminacéo deste alimento pelo T. gondii visa esclarecer sua

participacdo na cadeia epidemiol 0gica da toxoplasmose humana.



2. REVISAO DE LITERATURA

A toxoplasmose € uma infeccdo, adgumas vezes doenca, causada pelo
protozo&rio Toxoplasma gondii (Nicolle & Manceaux, 1909), sendo os felinos
domégticos e dlvedres os hospedeiros definitivos e o homem, outros mamiferos e

aves 0s hospedeiros intermediérios do agente (Frenkel, 1996).

Os felinos excretam oocistos de T. gondii nas fezes Um a cinco dias
depois estes oocistos esporulam, tornando-se infectantes para 0 homem e outros
animais. Apos a ingestdo dos oocistos esporulados ocorre a liberacdo de oito
exporozoitos, 0s quais se multiplicam nas cdulas intetinas e de linfonodos
associados, formando os taquizoitos, que sdo as formas de multiplicacdo rgpida do
T. gondii. Os taguizoitos se distribuem por todo 0 organismo e encistamse em
diversos tecidos, tais como cérebro, figado, musculatura cardiaca e esquelética,
formando os bradizoitos, que sfo as formas de multiplicacéo lenta (Dubey, 1994).
Dega forma, o0 homem e os animais podem infectar-se das seguintes maneiras
pela ingestéo de oocistos em &gua e dimentos contaminados, pela ingestdo de
bradizoitos em carne crua ou ma cozida ou pea transmissio de taguizoitos pela
via trangplacentaria, transfusio de leucdcitos, transplante de érgdos, ingestéo de
leite caprino N0 padteurizado ou em acidentes laboratoriais (Dubey & Bedttie,
1988; Tenter, 1998).

A toxoplasmose humana encontra-se amplamente didribuida no mundo,
com taxas de infeccdo variando de 0 a 100% (Tenter et a., 2000). No Brasl,
estudos indicam indices de soropositividade de até 81% (Dubey & Besdttie, 1988).
Cantos et d. (2000) estudaram a prevaéncia de individuos soropositivos,
detectando 41,91% de soropositividade para anticorpos anti-T. gondii da dasse



19G e 0,87% para IgM, dentre 2.994 pacientes atendidos no Hospital Universit&io
da Universdade Federa de Santa Catarina Em estudo semelhante, Reiche et d.
(2000), encontraram uma prevaéncia de 67,0% de soros positivos, dentre 1.559
amostras s&ricas de gestantes atendidas no Hospitd Universitario Regiond Norte
do Parand da Universdade Estadua de Londrina Neste mesmo estudo, 1,8% das
amosiras mostravam-se poditivas para a pesquisa de anticorpos anti-T. gondii da
classe IgM. Mais recentemente, Girddi et a. (2002), obtiveram 42,4% (184/343)
de postividade (anticorpos anti-T. gondii da classe 1gG), em estudo redizado
com estudantes da primeira a quata s&ie do ensno fundamenta da rede
municipa de enano de Rolandia-PR.

A infeccdo divide-se basicamente em primaia ou pos-natd e secund&ia
ou congénita. No primeiro caso, as manifestages clinicas S0 raras em pessoas
imunocompetentes, sendo a retinocoroidite uma das principas. O Estado do Rio
Grande do Sul tem gpresentado elevados indices de toxoplasmose ocular em
pacientes imunocompetentes. Em estudo redizado no municipio de Erechim-RS,
17,7% (184/1.042) dos individuos amostrados apresentaram toxoplasmose ocular
(Glasner et d., 1992).

Por outro lado, em individuos que utilizam drogas imunossupressoras,
aldéticos ou imunodeprimidos por outras causas, a infeccdo por T. gondii provoca
frequentemente s&rias complicagBes, sendo a encefdite a manifestacdo clinica
predominante. Estima-se que, no mundo, a encefaite por T. gondii acomete 40%
dos pacientes aidéticos (Tenter et a., 2000). Este percentud chega a 50% na
Europa e Africa (Luft & Remington, 1992). De acordo com trabalho publicado
por Guimardes (2000), foram notificados 157.775 casos de AIDS no Brasl, entre
0s anos de 1980 e 1999. Destes pacientes, 24.068 (15,3%) desenvolveram
neurotoxoplasmose. A taxa de mortalidade aguda devido a neurotoxoplasmose em
pacientes aidéticos atendidos em S&o Paulo, foi de 25,4% (18/71), no periodo de
1988 a 1991 (Passos et al., 2000).

A infeccdo secundaria ou congénita ocorre quando a mulher se infecta pela

primeira vez durante a gravidez, podendo ocorrer aborto ou nascimento de



criangas com encefdomielite, sendo que as consequéncias para 0 feto B0 mais
graves quando a infeccdo ocorre nos primeiros meses da gestacdo (Dubey &
Bedttie, 1988; Luft & Remington, 1992). Edima-se que 2% das infeccOes
congénitas levem a morte da criangca e em 11% dos casos ocorre doenca severa,
ocasionando principadmente cegueira elou retardo mental (Roberts & Frenkd,
1990).

Guimardes e d. (1993) esimaran uma prevaléncia de 0,8 casos de
toxoplasmose congénita para cada 1.000 nascimentos na regido metropolitana de
S80 Paulo, o que representa 280 novos casos por ano. Mais recentemente, Neto et
a. (2000), trabalhando com 140.914 amostras de soros de recém-nascidos
oriundas de diferentes regides do Brasl, esimaram uma prevaléncia de um caso
de toxoplasmose congénita para cada 3.000 nascimentos. Em 17% dos casos
houve manifestacdo clinica da doenca, representada por cacificacdo intracraniana,
lesdes de retina, linfoadenopetia e hepatoesplenomegdia.

Mead et d. (1999), cdculaam que, nos Estados Unidos, ocorrem
gproximadamente 1.500.000 novas infecgbes agudas por ano, sendo 15% delas
assintoméaticas. Afirmam ainda que 12.100 pessoas por ano desenvolvem sequelas
cronicas devido a toxoplasmose. Segundo estes autores 50% das infecgbes sGo

adquiridas pelaingestéo de aimentos contaminados.

A cane suina representa uma das principais fontes de infeccdo de T.
gondii para 0 homem, sendo que dentre os animais de producdo destinados ao
consumo humano, 0s sinos sBo 0s mas importantes na transmissio da
toxoplasmose (Dubey, 1994; Gamble & Murrel, 1998; Tenter, 1998). Farre et d.
(1952) foram os primeiros a descrever a infecgdo nesta espécie. Desde entdo,
muitos estudos tém revelado uma elevada prevaéncia da toxoplasmose em suines,
em diversas partes do mundo. Nos Estados Unidos, a prevaléncia da infeccéo por
T. gondii nos suinos foi, em média, de 23,9%, chegando a 42% em criagdes ndo
comerciais, segundo estudo redlizado por Dubey et a. (1991). No Canada, obteve-
se um indice de 35% a 13,2% de animais soropositivos em diferentes regides do
pais (Ggadhar e d., 1998). Pesquisas redizadas recentemente no Zimbdabue,



Gana e Peru, revdaram uma prevaéncia de 9,3%, 39,0% e 32,3% de animas
soropositivos, respectivamente (Hove & Dubey, 1999; Arko-Mensah et a., 2000;
Suaréz-Arandaet d., 2000).

O Brasil é o quato maior produtor de carne suina do mundo, com um
rebanho de aproximadamente 38 milhdes de cabecas. A populacéo brasleira
consumiu, em média, 11,3Kg de carne suina no ano de 2001 (Abipecs, 2001). A
atividade suinicola brasleira pode ser dividida em dois tipos de criagdo, a saber,
tradiciond e de animais tipo carne. A primeira € ondituida por racas nativas e de
baixo desempenho zootécnico, situada principamente acima da regido Sudeste. A
segunda utiliza-se de dta tecnologia e esta Stuada nas regides Sul e Sudeste do
pas De uma forma ged, a suinocultura no Brasl € uma dividade
predominantemente praticada em pequenas propriedades rurais, sendo que, cerca
de 82% dos suinos sfo criados em unidades de até 100 hectares. (Slva et 4.,
1998).

No Brasl, a toxoplasmose suina foi diagnosticada pela primeira vez por
Da Silva (1959). Estudos redizados entre os anos de 1972 e 1984, revelaram as
seguintes prevaéncias de anticorpos anti-T. gondii em suinos. 22% a 67% em Séo
Paulo; 30% a 33% em Belo Horizonte; 11% a 50% no Rio Grande do Sul; 47%
em Jaboticaba (Dubey, 1986).

D'Angdino (1983), estudou a prevdéncia de animals Soropositivos
oriundos de duas propriedades rurais do municipio de Rirassununga-SP, sendo
uma de criacdo intendva e outra semi-intensva Na primeira, 54% dos animas
mostraram-se positivos para a prova de HAI e 46,6% para a RIFI. Na segunda,
49,2% e 42,7% apresentaram anticorpos anti-T. gondii para as provas de HAI e
RIFI, respectivamente.

Em estudo redlizado por Wentz et d. (1986), na regido de Santa Cataring,
agpenas 1,16% (12/1033) das amostras de soro de suinos oriundos de 61
propriedades apresentaram titulos de anticorpos anti-T. gondii iguais ou superiores
ab4.



Vidotto et a. (1990) obtiveram prevaéncia de 37,84% de suinos
soropositivos, de um total de 1.131 amostras colhidas de 12 granjas da regido de
Londrina-PR. Araujo et d. (1998), trabdhando com animais nas fases de
crecimento e terminacd de pequenas propriedades da regido do Grande
Erechm-RS, detectaram 9,4% de soropositivos, e em 792 amostras de sangue
coletadas em abatedouros da mesma érea, obtiveram 95% de podtividade. Em
estudo redlizado com amostras de soro de matrizes oriundas de sete municipios do
Estado de Séo Paulo, 29,72% (74/249) mostraram-se positivas para a pesquisa de
anticorpos anti-T. gondii (Barci et a., 1998). Matos et a. (1999), detectaram a
presenca de suinos soropositivos em 95% de 40 granjas locdizadas proximas ao
municipio de Goignia-GO, com indice de postividade de, em meédia, 27,74%, de
um total de 829 amostras testadas.

Slva @ d. (19999 examinaram 223 amodras de soro de suinos
procedentes de 65 propriedades dos Estados do Parang, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul, obtendo uma soroprevaléncia de 12,69%, 10,00% e 26,66%,
respectivamente. Trabalhando com 115 amostras de soro coletadas de 13 criages
extensvas nos Estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, Slva et 4.
(1999b), detectaram um indice de 86,08% de soropositivos. Garcia et d. (1999)
determinram a prevadéncia da toxoplasmose em 267 amosras de suinos
provenientes de 31 propriedades do municipio de Jaguapitd, norte do Estado do
Parang, sendo 24% delas podtivas. Suaréz-Aranda et d. (2000), estudaram a
prevaléncia da infeccdo por T. gondii em 300 amostras de soro de suinos, colhidas
em abatedouros de S&o Paulo, encontrando 9,6% de animais positivos.

Capordi et d. (2002), pesguisaram a presenca de anticorpos anti-T. gondii
em soros de suinos provenientes da regido de Botucatu-SP e do Estado do

Pernambuco. Das 759 amostras examinadas, 10 (1,32%) mostraram-se positivas.

A deteccdo de T. gondii em amostras de carne destinadas a0 consumo
humano é fundamental para o conhecimento do grau de risco desta fonte de
infeccd0 para 0 homem, viso que o estudo soroepidemiolégico em rebanhos
uinos € induficiente para determinr a importancia da egpécie na cadela



epidemiolégica, pois animals soropodtivos ndo sB0 necessariamente  potenciais
transmissores do agente para o homem (Dubey et d., 1995). Entretanto, poucos
s20 os trabahos que visam o isolamento do agente na carne suina, sga a nivel de

abatedouro ou em aimentos prontos para 0 consuMo.

Jamra et d. (1969) pesquisaram a presenca de T. gondii em 292 amostras
de carne, viscera e ovos, comercidizados no municipio de S0 Paulo, obtendo um
percentud de 6,8% de isolamento das amostras de carne suina Amarad & Macruz
(1969) isolaram o T. gondii em oito amostras de diafragma de suinos abatidos em
S80 Paulo, dentre as 25 estudadas. Schenk et d. (1977) pesquisaram a presenca de
T. gondii em 159 amostras de diafragma e 98 de cérebros suinos abatidos em Belo
Horizonte-MG, sendo 15 (5,8%) delas positivas a bioprova em camundongos.
Navarro et ad. (1992a) coletaram 117 amostras de musculo e 36 de cérebro suino
em agougues no municipio de Londrina-PR, sendo que 23 amostras de carne
(19,66%) e 8 (22,22%) de cérebro mostraram-se postivas a0 isolamento em
camundongos. Mais recentemente, Chaves et d. (1998) isolaram trés cepas de T.
gondii a partir do estudo de 38 amostras de produtos carneos suinos, coletados em

acougues na Costa Rica.

Com rdagdo a pesquisa de T. gondii em linguicas de origem suing,
Martins et a. (1989) isolaram o agente de uma amostra dentre as 40 estudadas, no
municipio de Erechim-RS. Devido a0 baixo indice de isolamento obtido neste
esdtudo, Jamra et a. (1991) estudaram os efeitos do sa de cozinha sobre a
viabilidade do T. gondii, concluindo que o sd inativa 0 parasta quando aplicado
na concentracdo de 3,0% por, no minimo, trés dias. Em estudo semehante,
Navarro et a. (1992b) concluiram que concentracbes de 2,0% e 25% de s
adicionado aos condimentos inviabilizam o parasita a partir de 48 horas gpos sua
utilizacdo para o tempero da linguica suina Venkatachdam & Zimmerman (1976)
inocularam 18 suinos com T. gondii e estudaram a viabilidade do parasita em
diferentes tipos de adimentos preparados com a carne destes animais. O paradita
néo foi reisolado a partir da linguica, presunto e bacon. Os autores concluiram que

0s paradtas foram inativados pela acdo do sd, nitritos e nitratos, vito que o



paradita edtava viavel em outros tipos de dimentos que sofreram processamento

térmico superior a estes.

A PCR é uma técnica de hiologia molecular, utilizada pela primeira vez
em medicina veterindria para o diagnégtico da toxoplasmose por Sawa &
Holliman (1989). Edes autores amplificaram uma sequéncia de 915 pares de
bases nitrogenadas, correspondente a uma fracdo do gene SAGL, que codifica uma
proteina de membrana dos taquizoitos (P30), e que possui uma cdpia ho genoma
do T. gondii. Segundo os autores gpos duas amplificagbes ou uma amplificacdo
seguida de hibridizacdo é possivel detectar até um parasta por amostra
Pogteriormente, Cazenave e a. (1991) utilizaram uma sequéncia de 88 pares de
bases pertencente ao gene que codifica para RNA ribossoma (rDNA), que possui
110 copias no genoma do T. gondii, para o diagnéstico da toxoplasmose congénita
humana. Segundo os autores esta técnica € capaz de detectar até um parasita em
solucdo tamponada e menos de cinco em amodtras clinicas, sem necessidade de
hibridizacdo. A PCR mostrou-se superior a0 isolamento em cutura de cdlulas e a0
exame direto do sangue fetd. O autor sugeriu uma coamplificacdo utilizando as
duas sequéncias de oligonucleotideos (que codificam a proteina P30 e rDNA) para

obtencdo de um teste altamente sensivel e especifico.

Stiles et d. (1996) inocularam taguizoitos em amodiras de humor aguoso,
liquor, soro e sangue de cdes e gatos para posterior execucdo da PCR. Neste
experimento  amplificorse uma sequéncia de 501 pares de bases nitrogenadas
pertencentes a0 gene B1, que possui 35 copias no genoma do T. gondii. Os
resultados indicaram que a PCR foi caepaz de detectar até 10 parasitas no humor

aquoso, liquor e soro e até 100 parasitas no sangue.

Wyss et d. (2000) estudaram a prevaléncia da infeccéo por T. gondii em
suinos, bovinos, ovinos e equinos abatidos na Suica, utilizando a PCR e o ELISA.
Os resultados indicaram uma prevaéncia muito maior de amostras poditivas para
0 ELISA, emrdacdo a PCR.

Da Slva & Langoni (2001) compararam os resultados da PCR com o

isolamento em camundongos em 40 amostras de diafragma e cérebro de ovinos



sorologicamente postivos. A PCR foi dirigida para deteccdo de uma sequéncia de
300 pares de bases nitrogenadas do gene B1. Das 40 amostras, 34 (85,0%) foram
postivas para o isolamento e 15 (37,5%) para a PCR, mostrando que o primeiro
méodo foi dgnificaivamente superior a0 segundo para o diagnostico da

toxoplasmose em ovinos.

Warnekulasuriya et d. (1998) utilizaram os métodos de PCR (com primers
para anplificacdo do gene SAG 1) e isolamento em cultivo cdular para a deteccéo
de T. gondii em 67 amodtras de linguica e presunto cozido coletadas em Londres.
Apenas uma amostra de presunto foi considerada postiva para ambas as técnicas.
A avdiacdo da sendbilidade das técnicas revelou que, o isolamento em cultura
celular seria capaz de detectar até 1.000 taquizoitos/g e a de PCR até 5.000
taquizoitos/lg. Os autores aribuiram a baixa sengbilidade de ambas as técnicas
devido as dtas concentragbes de sd dos dimentos, que levaria a um efeito
citopatico indesgavel as cdulas e ainibicdo da enzima DNA polimerase,

Asoindl e d. (2002) pesquisaram a presenca de T. gondii em 71 amostras
de carne, sendo 57 delas de origem suing, oriundas de agougues no Reino Unido,
pela técnica de PCR (amplificando o gene SAG 2). Do tota das amodtras, 38,0%
mostraram-se  positivas, sendo que dentre as de origem suing, 19 (33,33%)

estavam infectadas com o parasita.

Utilizando a técnica de RFLP, Howe & Sibley (1995) andisaran 106
cepas de T. gondii isoladas de humanos e animas, identificando trés grupos
geneticamente Smilares, aos quais os autores denominaram de gendtipos |, |l e
I1l. De uma forma gerd, a toxoplasmose humana esteve associada principamente
as cepas do tipo Il (mais de 70,0% dos casos), enquanto que as do tipo Il foram
a mas comuns nos animas. As cepas do tipo | mosraramse dtamente
virllentas em camundongos e ediveran mas comumente associadas  a
toxoplasmose humana congénita, enquanto as do tipo Il foram responsiveis por
65,0% dos casos de toxoplasmose em pacientes aidéticos. No entanto, todas as
trés linhagens foram detectadas em uma variedade de hospedeiros, oriundos de

diferentes regides da América do Norte e Europa.
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Mondragon et d. (1998) determinaram o gendtipo de 43 cepas de T. gondii
isoladas do coragdo de suinos adultos abatidos na regido de lowa, Estados Unidos.
O tipo Il foi o mais frequente (83,7%), seguido do tipo Il (16,3%). Nenhuma
cepa foi classficada dentro do gendtipo |I. Em contrepartida, Aspindl et 4.
(2002), determinaram o genétipo de 27 cepas isoladas a partir de amostras de
dimentos comercidizados no Reino Unido, sendo 19 de origem suina, seis de
origem oving, uma de origem bovina e uma de origem bovina e suina. Dentre as
cepas edtudadas, 21 (77,78%) foram classificadas dentro do tipo | e as demais
gam mistas, ou sga, as amosiras possuiam parasitas do tipo | e do tipo Il.
Nenhuma cepafoi classificada como tipo I11.

A literatura naciond € escassa em trabdhos que rdatam a utilizagdo da
PCR para a deteccdo de T. gondii em carne suina. Em um dos poucos trabalhos
publicados, estudou-se a taxa de reisolamento do T. gondii a partir de tecidos de
suinos inoculados oramente com oocistos, pelas técnicas de bioensao em
camundongos e PCR. A primeira foi capaz de detectar o parasta em 50,0% das
amodtras e a segunda em 62,5%. O limiar de deteccéo do parasita pela técnica de
PCR foi de 10 taguizoitosml de suspensdo de cérebro de camundongos
inoculados artificidmente (Yai, 2000).



1

3. OBJETIVO

O presente trabalho teve por objetivo detectar a presenca e a viabilidade do
protozoario T. gondii em amodras de linguica suina fresca, comerciadizadas no
municipio de Botucatu-SP, utilizando-se as técnicas de PCR e bioensao em
canundongos, a fim de avdia a importahcia deste dimento na cadea
epidemiol égica da toxoplasmose humana.



4. MATERIAL E METODOS

Os trabahos experimentais foram redizados nos laboratérios do Nucleo de
Pesquisas em Zoonoses, NUPEZO, Departamento de Higiene Veterinaria e Salde
Plblica, Faculdade de Medicina Veterinaia e Zootecnia, UNESP, Campus de
Botucatu-SP.

A. Colheita da amostras

Foram coletadas 70 amostras de linguica suina tipo fresca de pelo menos
50g cada, em 55 estabelecimentos comerciais ho municipio de Botucatu-SP. De
acordo com dados oficias fornecidos pela prefeitura de Botucatu, os
estabelecimentos foram classficados em: agougue, casa de carnes, supermercado,
cane rotisserie e agougue rotisserie. Apos a identificagdo, as amostras foram
encaminhadas em bolsa térmicaao NUPEZO para serem processadas.

B. Isolamento em camundongos
a. Digestdo péptica dasamostras de linguica

Procedeu-se a digestéo péptica das amostras de linguica, de acordo com a
técnica descrita por Dubey (1998). As amostras foram pesadas em duas por¢des
de 20g cada (Figura 1). Uma ddas foi triturada e diluida em 100 ml de solugéo de
PBS pH 7,2 (Figura 2) e a outra em 100 ml de uma solucdo de antibidticos
(Solugio fidologica com 1000 Ul de penicilina G potasscaml + 0,1 mg
edreptomicingml). A amodra diluida em PBS foi filtrada em gaze edé&il e
centrifugada (Figura 3). O precipitado foi ressuspendido em PBS e diquotado em
tubos plésticos de 1,5 ml para a posterior extracdo do DNA.
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A amodra diluida em solucdo de antibidticos permaneceu em repouso pelo
periodo de uma a trés horas em temperatura ambiente. O conteldo foi entéo
transferido para um béquer contendo 100 ml de solucdo &cida de pepsina (2,6 g
pepsina + 50 g NaCl + 7,0 ml HCl + 493 ml &gua deionizada). A solugédo obtida
foi mantida em estufa a 37°C por 60 minutos sob constante agitacio, utilizando-se
para td, um agitador magnético (Figura 4). A seguir, procedeurse a filtracdo em
gaze estéril para quatro tubos de centrifuga de 50 ml e a centrifugacdo a 1200G
durante 10 minutos. O sedimento foi ressuspendido em 20 ml de PBS e 5 ml de
bicarbonato de sodio 12%. A suspensio obtida foi centrifugada, como
anteriormente, e o sedimento ressuspendido em 5 ml da solucéo de antibidticos.
Eda solugdo find foi utilizada tanto para a inoculagdo em camundongos como

para a extracéo do DNA.

b. Inoculagdo em camundongos

Foi efetuada de acordo com a metodologia proposta por Dubey et d.
(1995). Para a inoculacdo utilizou-se a solucéo obtida apods a digestdo péptica das
linguicas. Inoculorse 1,0 ml de cada amostra, pela via subcuténea (Figura 5), em
cinco camundongos Swiss de 30 dias de idade, procedentes de colOnias
soronegativas  para  toxoplasmose. Estes camundongos foram  observados
diaiamente (Figura 6) e, daqueles que vieram a Obito, coletouse 0 exsudato
peritonia e procedeun-se impressdes do cérebro, figado, pulméo e bago, para
exame citologico direto, segundo a técnica de coloragcdo de Giemsa Dos
camundongos sobreviventes coletourse, 30 a 45 dias apds a inoculagdo, amostras
de sangue, pela puncdo do seio orbitd (Figura 7), e também & cérebro. Utilizow
s a RIF para a pesquisa de anticorpos anti-T. gondii. Uma amodira seria
condderada postiva caso gpresentasse pelo menos uma das seguintes condicOes.
presenca de taquizoitos no exame citologico elou exsudato peritonid de pelo
menos um camundongo que viesse a Obito antes do prazo edipulado para a
colheta de sangue; titulo de anticorpos igud ou superior a 16 na RIFI de peo

menos um camundongo sobrevivente.
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C. Reacdo de | munofluorescéncia Indireta (RIFI)
a. Obtencéo do antigeno

Foram mantidos taquizoitos da cepa RH em camundongos Swiss por
inoculagbes  intrgperitonials semanals. Para a sendbilizacdo das laminas de
imunofluorescéncia, procedeurse da seguinte forma sdecionorse 2 ml de um
lavado peritonid rico em taquizoitos e com poucas cdulas, adicionou<se igud
volume de uma solugdo de formol a 20%; incubou-se a 37°C por 30 minutos,
agitando-se delicadamente a cada 10 minutos, centrifugou-se a 3000 rpm por 10
minutos. O sedimento foi ressuspendido em 2 ml de PBS (pH 7,2), procedendo-se
nova centrifugacdo e ressuspensdo em PBS, e uma tercera centrifugagén. O
sedimento find foi ressugpendido em solugdo fisologica A solugdo obtida foi
avdiada quanto a quantidade de taquizoitos, utilizando-se para a senshbilizacdo
das laminas, uma solucdo contendo aproximadamente 30 taguizoitos/campo
(aumento de 400x). Apds a senshilizacdo as laminas foram armazenadas a —8°C
até o momento de uso.

b. Execucéo da prova sorologica

A RIFI foi executada de acordo com a técnica descrita por Camargo
(1974). Os soros foram diluidos a 1:16 em PBS (pH 7,2). Aplicou-se 10 ni do soro
diluido a lamina senshilizada. Incubouse a 37°C em camara Umida por 30
minutos. Procedeurse duas lavagens em PBS, de 10 minutos cada. Apés a
secagem das laminas, adicionourse 10 m de conjugado anti-1gG de camundongo e
incubourse por mais 30 minutos a 37°C em camara Umida. Apds mas duas
lavagens de 10 minutos em PBS e secagem das laminas, procedeuse a leitura em
microscdpio de imunofluorescéncia Zeiss (400x). Para cada lamina testouse soros

controles negativo e positivo.
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D. Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

A PCR foi redizada de acordo com o protocolo descrito por Homan et d.
(2000). A reacdo foi dirigida para amplificacdo de uma sequéncia de 529 pares de

bases, repetida de 200 a 300 vezes no genomado T. gondii.

a. Extracéo do DNA

Para cada uma das 70 amostras de linguica, procedeuse a extragcdo do
DNA a partir de aiquotas pepsinizadas e ndo pepsnizadas. Cada diquota de 250
m foi homogeneizada em vortex juntamente com igud volume de uma solucéo
tampéo de extracdo (200 mmol NaCl + 20 mmol Tris + 50 mmol EDTA + 1
mg/ml Proteinase K + 2% SDS) em tubo pléstico de 1,5 ml. Esta solugdo foi
incubada a 56°C por 60 minutos, com inversito delicada a cada 15 minutos.
Adicionourse entdo 500 m de fenol e homogeneizorse em vortex antes de
centrifugar (13000G/3minutos). A seguir transferiu-se uma aiquota de 300 m do
sobrenadante para um novo tubo plagtico de 1,5 ml. Neste tubo foi adicionado 150
m de fenol:cloroférmio:acool isoamilico (25:24:1).

A s0lucdo obtida foi homogeneizada em vortex e centrifugada (13000G/3
minutos). Uma diquota de 200 m do sobrenadante foi transferida para um novo
tubo pléstico de 1,5 ml, no qua adicionou-se 36 m de acetato de sodio 2M e 470
m de etanol absoluto gelado, mantendo-se a -20°C por 12 a 16 horas. Apds este
periodo a amostra foi centrifugada (13000G/10 minutos) e o etanol vertido
cuidadosamente para entdo se adicionar 470 m de eanol 70°. Apds
homogeneizacdo delicada a amostra foi novamente centrifugada (13000G/10
minutos), retirando-se em seguida 0 etanol e secando-se os tubos a temperatura
ambiente. As amostras foram ressuspendidas em 50 ml de &gua ultra pura e

armazenadas a—20°C até a execugdo da PCR.
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b. PCR

A reacdo de PCR foi redizada em tubos plasticos de 0,2 ml, de acordo
com o seguinte protocolo: 5 m de tamp&o de PCR (50mmol KCl + 10mmol Tris-
HCl) + 1,5 m de MgCh (1,5mmol) + 8 m da solugdo de deoxinucleotideos
(1,25mmol) + 1,5 U de tag-polimerase + 10pmol de cada oligonucleotideo + 10 m
da amostra resultante da extragdo do DNA + 15,2 ni de égua ultra pura.

Os aligonud ectideos utilizados foram os seguintes:
5-CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG-3 (TOX4)
5-CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT-3 (TOX5)

A amplificacéo foi redizada em termociclador (Figura 8), de acordo com o
seguinte cido: denaturacdo inicid a 94°C por sete minutos e 35 ciclos com
desnaturacdo a 94°C por 60 segundos, pareamento a 60°C por 60 segundos e
extensdo a 72°C por 60 segundos. A extens®o find foi efetuada a 72°C por 10

minutos.

c. Eletroforese em gel de agar ose

A uma diquota de 10 m da amostra amplificada adicionou-se 2 m de uma
solugdo de azul de bromofenol (0,15 g Tris-hidroximetil-aminometano-Tris + 1
mg azul de bromofenol + 4 g sacarose + 10 ml &gua deionizadd). Apds
homogenaizacdo esta solugdo foi submetida a detroforese horizontadl em ge de
agaroe 2% com tampdo tris-borato-EDTA 05x (54 g Tris-hidroximetil-
aminometano-Tris + 27,5 g acido bdrico + 20 ml solugéo estoque de EDTA 0,5M
+ 980 ml &gua deionizada) e corrida a 100 voltz por 20 minutos. Apés a corrida o
gel foi corado em solucdo de brometo de etideo (5 m brometo de etideo + 20 ml
tampao tris-borato-EDTA 5x + 80 ml &gua deionizada). A visudizacdo das bandas
fo efetuada em tranduminador ultravioleta com filtro de 300 nm. O gd foi
fotografado com sistema fotogréfico Polaroid.



17

E. Andlise Estatistica

Para a comparacd dos resultados entre as amostras pepsinizadas e nédo
pepsnizadas, utilizou-se o teste do Qui-quadrado de McNemar para proporcoes de

sucesso em amostras dependentes (Mackinnon, 2000).
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FIGURA 1. Pessgem das amostras de linguica para pesquisa de Toxoplasma
gondii. Botucatu-SP, 2003

FIGURA 2. Trituragdo e diluicdo da amodra de linguica em PBS pH 7,2
Botucatu- SP, 2003



19

FIGURA 3. Filtragem da amodtra de linguica diluida em PBS pH 7,2 paa
posterior centrifugacéo. Botucatu- SP, 2003

FIGURA 4. Pepsnazacdo de uma amostra de linguica em agitador magnético.
Botucatu-SP, 2003



FIGURA 5. Inoculacdo de uma amostra de linguica pepsinizada em camundongo,
pela via subcuténes, paraisolamento de Toxoplasma gondii. Botucatu-SP, 2003
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FIGURA 6. Locd onde os camundongos inoculados eran mantidos em
observacéo pelo periodo de 30 dias. Botucatu- SP, 2003



21

FIGURA 7. Coleta de sangue para exame sorologico apds periodo de observacéo.
Botucatu-SP, 2003
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FIGURA 8. Termociclador utilizado para a amplificacdo do DNA do Toxoplasma
gondii. Botucatu- SP, 2003



5. RESULTADOS

Todas as amodiras testadas mostraramse negativas a prova hioldgica.
Dentre os 350 camundongos inoculados (grupos de cinco para cada uma das 70
amostras), nove vieram a 6bito durante o periodo de observacdo. Cada um dees
pertencia a um grupo diferente e em nenhum destes casos detectou-se infeccéo
toxoplésmica de acordo com os exames citolégicos redizados. Nos 61 grupos
restantes, todos os cinco camundongos inoculados sobreviveram até o find do
periodo de observacdo. Coletou-se amostras de soro sanguineo de todos os
camundongos sobreviventes para pesquisa de anticorpos anti-T. gondii, porém

nenhuma das amostras mostrou-se positiva na diluicdo minimade 1:16 (Tabea 1).

Com relacdo a PCR, 33 amostras (47,14%) apresentaram resultado
postivo, entretanto, os resultados variaram de acordo com o tratamento das
mesmas. Para as amostras submetidas a digestéo péptica, 21 (30,0%) mostraram-
s podtivas e para aguelas que ndo sofreram este tratamento, 25 (35,71%)
reagiram podtivamente (Tabelas 2 e 3; Figuras 9 e 10). Dentre as amosiras
postivas, 13 (39,39%) reagiran podtivamente para ambos os tratamentos, 12
(36,36%) apenas para as amostras ndo digeridas e 08 (24,24%) apenas para as
amodtras digeridas com pepsina (Figura 11). A andise edatistica destes resultados
néo indicou diferenca significativa entre os dois tipos de tatamento €2 = 0,45; p
=0,50; k = 0,3548).

As amodiras coletadas em estabelecimentos do tipo “agougue rotisserie’ e
supermercado gpresentaram maior (83,3%) e menor (37,9%) porcentagem de
positividade, respectivamente (Tabela 4) . Em dois estabelecimentos coletaram-se
trés amostras em épocas diferentes. Em um deles, duas amostras mostraram-se

podtivas e uma negdiva, enquanto que no outro, duas amostras mostraram-se



negativas e uma podtiva. Os resultados referentes aos estabelecimentos em que

foram coletadas duas amostras em épocas diferentes estdo expressos na Tabela 5.

TABELA 1. Reaultados da bioprova em camundongos para deteccdo de
Toxoplasma gondii em amostras de linguica suina frescal. Botucatu- SP, 2003

NUmero de amostras 70
Camundongos inoculados por amostra 05
Camundongos que vieram a 6hito durante o periodo de observacéo 09

NUmero de amodtras positivas para a presenca de T. gondii, de acordo com | 00

0s exames citol &gicos redizados nos animais que vieram a obito

Camundongos sobreviventes 341

NUmero de amostras postivas para a presenca de anticorpos anti-T. gondii, | 00

de acordos com os exames sorol 6gicos redlizados nos animais sobreviventes
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TABELA 2. Deteccdo de Toxoplasma gondii em amodras de linguica suina
frescal pelatécnica de PCR, segundo o tratamento da amostra. Botucatu- SP, 2003

Amostra| Sem digestédo [ Com digestéo Amostra| Sem digestdo | Com digestao
péptica péptica péptica péptica

1 - - 37 - -
2 - - 38 - -
3 - + 39 + +
4 - - 40 + -
5 - + 41 - +
6 - - 42 + -
7 - + 43 N N
8 - + 44 + +
9 + - 45 + +
10 - - 46 - -
11 - - 47 + +
12 - - 48 + +
13 - - 49 - -
14 - - 50 + -
15 - + 51 + -
16 - - 52 + +
17 + + 53 - -
18 - - 54 + +
19 - - 55 - +
20 - - 56 + +
21 - - 57 + +
22 - - 58 + -
23 - - 59 + +
24 - - 60 + -
25 - - 61 - +
26 + - 62 + +
27 - - 63 + -
28 - - 64 + -
29 - - 65 - -
30 - - 66 - -
31 - - 67 - -
32 - - 68 - -
33 - - 69 + -
34 - - 70 + ¥
35 - - Total 25 21
36 + - positivos
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TABELA 3. Comparacd do numero de amosiras podtivas e negativas para a
deteccéo de Toxoplasma gondii em amodras de linguica suina frescal pela técnica
de PCR, segundo o tratamento das mesmas. Botucatu- SP, 2003

Amostras digeridas Amostras ndo digeridas
Amostras positivas 21 25
Amostras negativas 49 45
TOTAL 70 70

TABELA 4. Deteccdo de Toxoplasma gondii em amostras de linguica suina
frescal pela técnica de PCR, de acordo com o estabedecimento em que foram
coletadas. Botucatu-SP, 2003

Estabelecimento Amostras Amostras % Amostras  TOTAL
Positivas Negativas Positivas
Acougue Rotisserie 5 1 83,3 6
CasadeCarnes 6 3 66,7 9
CarneRotisserie 2 3 40,0 5
Acougue 7 11 38,9 18
Supermercado 11 18 37,9 29
Outros 2 1 66,7 3

TOTAL 33 37 47,1 70
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TABELA 5. Deteccdo de Toxoplasma gondii em amodras de linguica suina
frescal pela técnica de PCR, em estabelecimentos em que foram coletadas duas
amostras em épocas diferentes. Botucatu- SP, 2003

Resultado  Ambasnegativas Umapositivae Ambaspostivas TOTAL

uma negativa

NUmero de 2 7 2 11

amostras

% 18,2 63,6 18,2 100,0




27

P ONT 26A B 2TA 2TE 2BA J8B 254 208 J0A 308 1A 318 32A 3IB 33A XIB NE CP

LOTE IV

P M9 A 348 35A 358 104 3B ITA ITE 3BA JEB 354 J9E 404 408 418 490 N1Q CP

o T

LOTE V

Asletras em vermelho indicam as amostras positivas, ou sgja, aguelas em que se amplificou uma seqiiéncia de 529 pares de
bases. Os lotes representam o grupo de amostras em que se correu a el etroforese no mesmo gel. P = Padr&o de peso

molecular; N = Amostras controle negativas, CP = Amostras controle positivas; A = Amostras ndo digeridas, B = Amostras
digeridas

FIGURA 9. Eledroforese em gel de agarose apos Reacdo em Cadela pela

Polimerase para deteccdo de Toxoplasma gondii em amostras de linguica suina
frescd. Botucatu-SP, 2003
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FIGURA 10. Deteccdo de Toxoplasma gondii em amodras de linguica suina
frescal pela técnica de PCR em amostras digeridas e ndo digeridas pela pepsina.
Botucatu-SP, 2003

Digerida + N&o digerida

O N&ao digerida

Digerida

FIGURA 11. Didribuicdo das amostras de linguica positivas para presenca de T.
gondii, pela técnica de PCR, de acordo com o tratamento das mesmas. Botucatu-
SP, 2003



6. DISCUSSAO

No presente trabalho ndo se verificou a presenca do parasita T. gondii
viavd em nenhuma das amostras estudadas. No entanto, os resultados obtidos a
partir da técnica de PCR, revelaram a presenca do parasita em quase metade das
amostras (47,14%). Estes dados podem ser interpretados de duas maneiras, a
saber: ou a técnica de PCR empregada tem baixa especificidade e, portanto,
acareta em resultados fadso-postivos, ou a ocorréncia do parasita é de fato
elevada, porém o0s mesmos s inativados pela acdo do sd e condimentos

empregados para o tempero das linguicas.

Com relacéo a técnica de PCR, sabe-se que os “primers’ utilizados para a
reacdo no presente estudo, promovem a amplificacdo de um fragmento de DNA
de 529bp, que se repete 200 a 300 vezes no genomado T. gondii. Este fato torna a
técnica dez vezes mais sensivel em relagdo a utilizacdo dos pares de “primers’
para amplificacd do gene B1, um dos mais utilizados no momento, de acordo
com Homan et d. (2000). Estes autores testaram os “primers’ frente a diferentes

parasitas geneticamente proximos do T. gondii, ndo detectando reagdes cruzadas.

Desde a década de 70 temse edtudado a influéncia dos condimentos
utilizados para 0 tempero de linguicas na viabilidede dos cistos de T. gondii.
Venkatachdam & Zimmerman (1976) estudaram a viabilidade do paradta em
relacdo a diferentes méodos de processamento carneo. Os aittores inocularam 18
Uinos e preparam dguns dimentos, incluindo a linguica, a partir dos animas
inoculados. O T. gondii ndo foi reisolado a partir das amostras de linguica, fato

edte atribuido a acdo dos nitritos, nitratos e sal presentes neste dimento.

Navarro et a. (1992b) estudaram a viabilidade do T. gondii em relagéo a
diferentes concentragdes de sd na linguica suina. O paradita foi reisolado de todas

as amodras de linguica sem sd, porén com condimentos (aho e pimenta-do-



reino), comprovando que tais condimentos ndo S0 capazes de, por S S0,
ingivarem os cistos. Com reacdo as amodras tratadas com  diferentes
concentragcdes de sal (1,25%, 2,00% e 2,50%), constatou-se que houve decréscimo
no isolamento a medida que se aumentou a quantidade de sd e o0 seu tempo de
acd0. No entanto, a inativagéo total dos cistos sO foi observada nas concentragoes
mais elevadas de sal e com 48 horas de atuacdo. Concluiu-se que, sob refrigeracéo
por 24 horas, ainda é possivel isolar o T. gondii de amostras de linguica suina
submetidas a concentragbes de sd normamente utilizadas na fabricacdo artesana

eindugrid damesma

Jamra et d. (1991), estudaram a viabilidade de cistos e de taquizoitos de T.
gondii, obtidos em camundongos previamente inoculados, frente a diferentes
concentragbes de sa de cozinha. De acordo com este estudo, concentracOes de
300% de sd de cozinha sGo suficientes para indtivar, tanto cistos como
taquizoitos, gpGs um periodo de acdo de, no minimo, 3 dias.

No presente estudo, infdizmente ndo fol prevista a determinacdo do teor
de sa nas amodras coletadas, 0 que dificulta uma mehor interpretacéo dos
resultados. E provave que os parasitas presentes nas amostras, cujo DNA foi
amplificado pea PCR, tenham Sdo inviabilizados pela agdo do sd, conforme
gpontam os estudos supracitados, porém ndo foi possivel confirmar esta hipétese
pela mensuragdo do teor de sal nas amosiras.

Condderando-se os resultados da PCR, a porcentagem de amostras
positivas detectadas no presente estudo foi superior a obtida por Aspindl et 4.
(2002) que trabalharam com amosiras de carne suina e derivados oriundas de
acougues briténicos. Estes autores ndo redizaram a tentativa de isolamento do
parasita.

O fao de que em supermercados a propor¢céo de amostras postivas foi

inferior em relacdo aos outros tipos de estabeecimento, sugere que 0s

supermercados sdo mai's cuidadosos em relacdo aos seus fornecedores.
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Ao s coletar duas amostras de um mesmo estabelecimento em épocas
diferentes, a probabilidade de detectar pdo menos uma amostra pogdtiva foi de
81,8%, indicando que, provavelmente, poucos S0 0s estabeecimentos que
comercidizam linguicas livres de T. gondii a0 longo do tempo. Isto porque, de
uma forma gerd, os fornecedores de linguicas suinas sBO 0S MeIMOS para 0S
diferentes estabel ecimentos.

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem a redizacd de novos
trabalhos, enfocando a genotipagem das cepas de T. gondii, 0 que permitira um
maior esclarecimento sobre a patogenicidade das mesmas para camundongos,
dém de gorofundar os estudos de epidemiologia molecular da toxoplasmose.
Neste sentido, de acordo com trabaho redizado por Howe & Sibley (1995), as
cepas do tipo | sfo dtamente virulentas para camundongos, enquanto que as do

tipo Il provocam infecgBes crénicas Nos mesmos.

Mondragon et d. (1998) determinaram o gendtipo de 43 cepas de T. gondii
isoladas do coragdo de suinos adultos abatidos na regido de lowa, Estados Unidos.
O tipo Il foi o mais frequente (83,7%), seguido do tipo Il (16,3%). Nenhuma
cepa foi clasdficada dentro do gendtipo |I. Em contrepartida, Aspindl et 4.
(2002), determinaram o gendtipo de 27 cepas isoladas a partir de amostras de
dimentos comercidizados no Reino Unido, sendo 19 de origem suina, seis de
origem oving, uma de origem bovina e uma de origem bovina e suina Dentre as
cepas estudadas, 21 (77,78%) foram classficadas dentro do tipo | e as demais
eram mistas, ou sgja, as amostras possuiam parasitasdo tipo | edo tipo 11.

S80 necessarios ainda maiores estudos a respeito da importancia da carne
suina na epidemiologia da toxoplasmose no Brasl, viso que edta representa uma

importante fonte de infeccdo de T. gondii em outros paises.



7. CONCLUSOES

N& se detectou o protozoario T. gondii vidved em nenhuma das 70
anodras de linguicas suinas edtudadas, indicando que ede dimento
provavelmente ndo € importante dentro da cadeia epidemioldgica da toxoplasmose

humana na regi&o estudada.

Quase metade das amostras apresentaram-se positivas na reagéo de PCR,
indicando um elevado grau de contaminagdo das linguigas. Entretanto, a auséncia
de resultados postivos na prova bioldgica indica que, provavelmente, os parasitas

s80 inviabilizados pdaacdo do sd utilizado no tempero das linguicas.
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9. ABSTRACT

Occurrence of the protozoan Toxoplasma gondii was sudied in 70 samples of
fresh swine sausages commercidized in the city of Botucatu-SP, to evauate the
importance of this kind of food in toxoplasmoss epidemiology. For that, it was
proceeded the agent isolation in mice and the polymerase chain reaction (PCR) to
amplify the genetic materid. The PCR was made with digested samples and no
digested by pepsn. The paradte wasn't isolated from any sample, however, 33
(47.14%) samples were podgitive to the PCR. From digested samples, 21 (30.00%)
were pogtives and from no digested samples 25 (35.71%) showed positives.
There wasn't dgnificant difference between the two treatments. Resuts indicate
that swine sausages probably have a little importance as infection source of
human toxoplasmosis in the studied region. Nevertheless, the high amount of PCR
positives samples show that the paraste may be present, but it is inactivated by
the salt added to sausages seasoning.

Key words. Toxoplasma, sausage, PCR, isolation.
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