!

Up

' Universidade nari nto
‘de Passo Fundo Industrias Sustentaveis

L4

SIMPOSIO DE »10e11de maiodezoi;g ; :
AL'MENTOS N Centro de Eventos

Refinarias de Alimentos da UPF - Campus |

7
/
I ®

N 4

Area: Tecnologia de Alimentos

PCR PARA Toxoplasma gondii EM SALAMES ARTESANAIS

Ariane Remor!, Doglas Ernani Vansetto', Ezequiel Davi dos Santos', Elci Lotar Dickel

'PPGBioexp, Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Passo Fundo, RS

*E-mail: ariremor@yahoo.com.br

RESUMO - A toxoplasmose é causada pelo protozoario Toxoplasma gondii, o qual acomete os humanos
através da ingestdo de carne mal passada ou crua. O presente trabalho descreve o emprego de PCR em linguicas
suinas defumadas (salames) para detec¢do de T. gondii, aliado a utilizagdo do teste de imunofluorescéncia
indireta na avaliacdo sorolégica de suinos encaminhados para abate. No estudo, avaliaram-se 18 amostras de
salames e 50 amostras de soro sanguineo de suinos. Na PCR todas as amostras de salames se apresentaram
negativas e no teste de imunofluorescéncia indireta 8% dos animais foram positivos para T. gondii. Embora
PCR-negativas, as linguigas produzidas originaram-se de matéria-prima suina proveniente de estabelecimento de
abate, cujo presente estudo identificou soroprevaléncia de 8% para o protozoario. Dessa forma, o consumo de
carne mal passada ou crua e de subprodutos a base de carne crua, como os salames, devem ser evitados,
principalmente, em grupos de risco como criancas e idosos.

Palavras-chave: toxoplasmose, Toxoplasma gondii, imuno-fluorescéncia indireta, PCR.

1 INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma enfermidade causada pelo Toxoplasma gondii. Os hospedeiros definitivos desse
agente sdo os felideos, sendo esses 0s responsaveis por eliminar os oocistos infectantes para 0 meio ambiente
através de suas fezes (DUBEY, 1997; SWANGO et al., 1992). O protozoario apresenta ampla distribuicdo
geogréfica e alta prevaléncia na populacdo humana (KAWAZOE, 2002). As duas formas direta de transmissao
para 0s humanos e animais compreende a ingestdo de 4gua ou alimentos contaminados com oocistos esporulados
e/ou o consumo de carne crua ou mal cozida contendo cistos teciduais do parasita do protozodrio, principalmente
carne suina (FRENKEL, 1990; TENTER et al., 2000; SANTOS et al., 2015).

Os animais infectados, sobretudo os suinos, podem apresentar cistos do parasita em diferentes 6rgéos e
musculos. Esses cistos ndo sdo detectados durante a inspecdo post mortem nos abatedouros frigorificos e,
consequentemente a carne e visceras de animais infectados seguem para a industrializagdo e comércio. A
ingestdo dessas carnes de forma crua ou mal cozida e a ingestdo de embutidos a base de carne crua constituem a
principal fonte de transmissdo para humanos e animais domésticos (TENTER et al., 2009; DIAS et al., 2005;
DUBEY & JONES, 2008). Em razdo da dificuldade do diagnodstico da toxoplasmose post mortem nos
abatedouros, diversos estudos sugerem a realizagcdo de inquérito soro-epidemioldgico dos suinos durante o
periodo de alojamento, 0 que proporcionaria ao servigo de inspecdo dar o destino mais apropriado aos animais
ou lotes soropositivos (FIALHO & ARAUJO, 2003; PEREIRA et al., 2005; BEZERRA et al., 2009; SOUSA et
al., 2014).
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A indUstria, assim como muitos 6rgaos ligados a sadde publica, tém se preocup‘o com a quaiidaﬁe (Iés
carnes e dos seus subprodutos. Principalmente, com relagdo a microrganismos ndo possiveis de identificar suas
lesbes macroscopicamente na inspecdo post mortem, tal como o T. gondii. Os cistos desse parasita, presente nas
carnes e produtos carneos, podem ficar viaveis durante dias quando sob refrigeracdo. Entretanto, ndo resistem ao
congelamento negativo de -12°C ou ao tratamento térmico acima de 67°C (DUBEY, 2004; DUBEY, 2010).
Assim, o controle dessa enfermidade estd diretamente relacionado as condicfes sanitarias dos animais e aos
hébitos alimentares da populagdo (NARDI et al., 2012). Especialmente porque até o momento ndo ha um
programa a nivel nacional para o controle sanitario e deteccdo de cistos de T. gondii nas carnes, sobretudo a
carne suina (MARCIANO et al., 2018). Em razdo de tudo o que ja foi exposto sobre T. gondii, o presente
trabalho empregou o teste de PCR na deteccdo T. gondii em salames produzidos e comercializados na Regido
Norte do Rio Grande Do Sul, bem como avaliar sorologicamente os suinos que encaminhados para abate e

industrializacdo.

2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado mediante sua aprovacdo pela Comissdo de Etica em Pesquisa e pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais, da Universidade de Passo Fundo (Protocolo 044/2017). Para o estudo
foram coletadas amostras de sangue de 50 suinos encaminhados para abate. Os suinos eram provenientes de 10
diferentes granjas localizadas na Regido Norte do Rio Grande Do Sul, sendo que todas elas encaminhavam o0s
animais para abate no mesmo frigorifico. O estabelecimento de abate e distribui¢do das carcacgas funciona sob
servigo de inspec¢do municipal, e as carcagas dos animais abatidos sdo distribuidas para venda da carne in natura
ou para a fabricagcdo de subprodutos, inclusive os a base de carne crua, como as linguigas frescais e linguicas
defumadas (salames). As amostras de sangue foram coletadas tanto de animais de terminacgdo, quanto de
matrizes encaminhadas para abate. O sangue coletado foi refrigerado a 4°C por 24 horas para separacdo e
obtencdo do soro. As amostras de soro foram enviadas para a realizagdo do teste de imunofluorescéncia indireta
(IF1) para T. gondi.

Também foram coletadas 18 amostras de linguicas defumadas (salames), produzidas a base de carne
suina crua e comercializadas na Regido Norte do Rio Grande Do Sul. As amostras eram oriundas de nove
diferentes estabelecimentos de comercializagdo de carne suina e produgdo de produtos carneos a base de carne
suina e, cuja matéria-prima era proveniente das granjas que abrigavam os suinos testados sorologicamente nesse
estudo. As amostras de linguicas foram coletas nos estabelecimentos comerciais, armazenadas sob refrigeracéo
de 4-6°C e enviadas para o Laboratério de Zoonoses da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de S&o Paulo (FMVZ-UNESP), Botucatu-SP, onde foram submetidas ao teste de PCR para T.
gondii.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso da PCR na avaliagéo de linguicas suinas defumadas (salames), em busca de DNA de T. gondii,
apresentou resultado negativo para todas as 18 amostras analisadas. Embora PCR-negativas, cabe salientar que

as linguicas produzidas nos nove estabelecimentos amostrados originaram-se de matéria-prima suina proveniente
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gue possa parecer estranho a PCR ter se apresentado negativa para todas as amostras, o resultado é passivel de
compreensdo e explicacdo. Afinal, o exame direto do produto carneo para pesquisa de DNA de T. gondii é
influencido diretamente pela distribuicdo ndo homogénea dos cistos na carne (MECCA et al., 2011). Essa
diferenca na distribuicdo de cistos em tecidos ja foi observada experimentalmente em diversos animais estudados
(DUBEY, 1997). Portanto, nem todos os drgdos e musculos dos animais apresentaram cistos e, como as
linguicas e salames sdo produzidos com algumas partes da carcaga suina é compreensivelmente possivel a ndo
deteccdo de T. gondii por métodos moleculares, mesmo que os animais sejam sabidamente soropositivos para o
protozoario.

Assim, a PCR pode ndo expressar 0 potencial risco de infeccdo aos humanos através da ingestdo de
alimentos carneos (ASPINALL et al., 2002). Entretanto, quando atrelado a outros métodos diagndsticos, fica
evidente os riscos do consumo de alimentos de origem animal ndo submetidos & inspecéo sanitaria, tais como 0s
salames e copas. Afinal, ja foi constatado que animais provenientes de abate clandestino apresentam um risco de
infeccdo mais alto, quando comparado aos abatidos sob algum tipo de servico de inspecdo (BEZERRA et al.,
2009). Isso decorre do fato de que suinos abatidos sob servi¢o de inspecdo sdo oriundos de granjas comerciais,
enquanto os de abate clandestino sdo provenientes de criagdes rusticas e sem controle sanitario, fatores que
associados propiciam maior contato dos suinos com oocistos de T. gondii e por consequéncia maior risco as
pessoas que adquirirem carne ou produtos derivados desses suinos.

A avaliacdo de 50 amostras de soro sanguineo de suinos, através de imunofluorescéncia indireta,
revelou 8% de animais soropositivos para T. gondii. Os animais amostrados eram provenientes de 10 granjas
distintas, porém com pouco tecnificagdo e apresentando falhas em programas sanitarios. Durante a tecnologia de
abate e na inspecdo post mortem nenhum dos animais positivos apresentou qualquer tipo de alteracéo
macroscopica, sugestiva de toxoplasmose, sendo todos encaminhados para industrializacdo e comércio.

Ha muito tempo, os estudos tém verificado que o tipo de criacdo é determinante na soropositividade dos
suinos para T. gondii e muitos outros agentes patogénicos. Na prética, se verifica que animais confinados em
granjas que atendem as exigéncias quanto a biosseguridade apresentaram menor percentual de soropositividade
do que aqueles suinos criados de maneira rustica. Isso certamente ocorre devido a uma menor exposi¢do dos
animais de granjas tecnificadas aos oocistos presentes no solo e na agua, bem como ao ndo contato com animais
domésticos (BEZERRA et al., 2009; DUBEY, 2010). TSUTSUI et al. (2003) destaca que 0 acesso de animais,
como caninos, felinos e roedores ao cocho de alimentagdo dos suinos constitui um dos principais fatores de risco.
O mesmo estudo também demonstrou que a localizagdo urbana da propriedade aumenta a possibilidade de
infecgdo dos suinos. I1sso porque a maior proximidade com centros urbanos propicia maiores fontes de alimentos
para animais sinantrépicos e/ou errantes indesejaveis em uma granja de suinos.

Araljo & Souza (1996), utilizando o teste de Imunofluoréscencia Indireta (IFI), avaliou 274 amostras
de sangue de suinos oriundas de abatedouros da Regido de Erechim-RS e verificou que 7,3% dos animais
examinados foram sororeagentes a T. gondii pela Imunofluoréscencia Indireta (IFI). Apesar de passados 22 anos,
verifica-se que utilizando metodologia analoga a do presente estudo e envolvendo um municipio localizado na
Regido Norte do Rio Grande do Sul, a pesquisa de Araljo & Souza (1996) obteve resultado de soroprevaléncia

muito semelhante ao obtido no presente estudo. Quando comparados, 0s resultados indicam que mesmo com o
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passar do tempo e com a criagdo de farta lista de exigéncias quanto a sanidade e bioséegurdade, 0S >suinos“d'a
regido estudada continuam expostos ao agente infeccioso na mesma proporcionalidade e, isso requer mais
estudos para compreender quais fatores estdo contribuindo para isso.

Ainda em nivel de Estado, Fialho e Araujo (2003) encontraram uma soroprevaléncia de 33,75% em
amostras de sangue de suinos oriundos de frigorificos de Porto Alegre-RS. Todavia, Pereira (2005), na regido de
Pelotas-RS, investigou a soroprevaléncia de suinos para T. gondii utilizando as técnicas de Hemaglutinacdo
Indireta e Imunofluorescéncia Indireta e, os resultados foram de 9,2% e 13,9% respectivamente. Em nivel
nacional, Bezerra et al. (2009), através do teste de ELISA, verificou uma positividade de 18,27% para T. gondii
em suinos criados e abatidos no Estado da Bahia, enquanto no Piaui Sousa et al. (2014) encontrou uma
soroprevaléncia de 25,5% em suinos também analisados através de ELISA. A primeira vista, os estudos
soroldgicos citados expem uma discrepancia entre os resultados, porém é necessario admitir que eles, acima de
tudo, demostram que ainda ha muito a ser estudado sobre o tema, principalmente quanto a repercussdo da
soropositividade na salude publica. Afinal, todos os suinos que atualmente chegam aos abatedouros frigorificos,
independente da sorologia, sdo encaminhados para abate e industrializacdo de sua carcaca, seja para a venda in
natura ou para a fabricagdo de subprodutos carneos, como os salames, 0 que constitui um risco para a infeccéo

humana gquando h& o consumo de carne crua ou seus derivados.

4 CONCLUSAO

O presente estudo permitiu concluir que mesmo as amostras de salames tendo sido negativas para o
DNA de T. gondii, elas ainda continuam representando risco a sadde publica. A literatura j& demonstrou que o
uso da PCR na pesquisa de protozodarios em produtos carneos pode apresentar algumas limitagdes, fato que fica
evidenciado no presente estudo. Afinal, a matéria-prima suina para a fabricacdo das linguicas era oriunda de
abatedouro no qual foram identificados 8% de suinos soropositivos para o protozodrio, ficando evidenciado o

risco quando do consumo dessas carnes de forma mal cozida, crua ou na forma de produtos a base de carne crua.
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