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RESUMO

O homem é considerado como hospedeiro intermediario do Toxoplasma gondii, uma vez
contraido, apds ingerir carne crua ou mal passada, podendo ser encontrado nas formas de
taquizoitos e bradizoitos do parasita. Tratando se de uma pesquisa exploratoria atraves do
teste soroldgico de hemaglutinacéo indireta, foi realizada uma pesquisa de anticorpos 1gG
(marcador de fase cronica) e IgM (marcador de fase aguda) nas amostras de soro da carne de
40 carnes de agougues e mercados aleatorios da regido da Baixada Cuiabana de Mato Grosso.
As amostras foram submetidas a um processo de trituracdo e decantacdo para que fosse
possivel a extracdo do maximo de soro da carne para os testes, utilizando o Kit toxotest-hai do
fabricante Wienner. Ap0s a realizacdo das diluicdes foram analisadas as amostras dos soros,
para a possivel deteccdo do protozoario e assim chegar ao resultado esperado. De acordo com
os resultados obtidos totalizando 40 amostras, 18 carnes foram positivas (45%) e 22 negativas
(55%). Com base nas analises dos dados que foram obtidos e a pesquisa do T. gondii na carne
bovina, com os testes realizados pode-se concluir que o controle e a qualidade ndo esta sendo
tdo eficaz como deveria, dessa forma, expondo a sociedade a doencas parasitarias.
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1 INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma zoonose, cujo agente etioldgico é o Toxoplasma gondii, sendo
identificados em seu ciclo de vida complexo dois hospedeiros: o gato, como hospedeiro
definitivo; e o homem, mamiferos e aves, como hospedeiros intermediérios *. A principal
forma de transmissdo deste parasito € por meio da ingestdo de alimentos e dgua contaminados
com formas viaveis de Toxoplasma gondii 2.

Os oocistos e cistos teciduais ingeridos pelos hospedeiros intermediérios liberam,
respectivamente, 0s esporozoito ou bradizoito, que penetram em células nucleadas, onde se
transformam em taquizoitos. Esses irdo se disseminar amplamente pela via hematogénica e se
proliferar em vérias novas células, principalmente no cérebro **,

O diagndstico definitivo da neurotoxoplasmose requer a demonstracdo do parasito em
amostras cerebrais obtidas por bidpsia, mas este método, além de ndo apresentar boa
sensibilidade, est4 associado com significante morbidade e mortalidade >°.

Desde a descri¢do inicial por Minto e Robert no ano de 1950, desordens neuroldgicas
e complicagcBes psiquiatricas, como desorientacdo, psicoses com caracteristicas
esquizofrénicas, ansiedade e depressdo, tém sido associados a infeccdo por T. gondii. Mais
recentemente, esquizofrenia e epilepsia foram diretamente associadas a essa infecgdo ’.

Outro fator preocupante € a comercializacdo informal de carnes, que pode haver
presenca do toxoplasma, uma vez que, as carnes nio passaram por uma vigilancia. E
primordial a comprovacgdo do parasito na carne de animais de abate e de extrema relevancia
para a saude publica, uma vez que, estes alimentos, ndo sendo cozidos de forma correta,
podem gerar uma das principais fontes de infeccdo no homem 8.

Os animais de producdo tem um papel fundamental na disperséo da infecgdo. Os seus
produtos carneos representam sérias implicagfes na satde publica, como uma importante via
de transmissdo para a infeccdo em humanos, por conterem as formas cisticas de bradizoito na
musculatura. A manipulacdo de carne contaminada com cistos até mesmo pelos agougueiros,
tem sido descrito como um fator de risco para a infecgdo °.

Estudos soroepidemioldgicos no Brasil tém demonstrado que os suinos e bovinos
apresentam soroprevaléncia variavel conforme o local do estudo, devido as variagcOes

regionais ou fatores geograficos e dos diferentes sistemas de producao adotados *°.



O parasitismo por este protozoario afeta grande parte da populagdo humana e animal
(mais de 300 espécies de animais entre mamiferos e aves — domésticos ou silvestres) em todo
o mundo™. Merece grande atencdo por ser de importancia médica e veterinaria, com
necessidade do aprimoramento de técnicas diagnosticas de maior eficacia e precisdo temporal
da infeccdo para promover aumento na seguranca alimentar e nos fndices produtivos'?. A
grande maioria dos animais infectados por T. gondii resiste a infeccdo, tornando-se
portadores™.

Decorrente disto, por ser de grande relevancia a satde publica é crucial o diagnéstico
para a comprovacao da presenca do parasita na carne bovina, pois 0 consumo de carnes que
ndo possuem vistoria técnica pela vigilancia é preocupante e afeta os consumidores finais .

Sem o acompanhamento deste 6rgdo, a carne pode chegar imprépria para 0 consumo,
dessa forma, é de suma importancia o levantamento de dados e andlise de carnes destas
cidades devido a Véarzea Grande e Cuiaba serem um dos grandes polos de producdo de
produtos cérneos, desta forma fazendo um levantamento epidemiol6gico e para a
comprovacao da presenca de toxoplasma em carnes bovinas destas regides.

O objetivo deste trabalho € identificar o nUmero de carnes contaminadas pesquisar a
presenca do protozoario Toxoplasma gondii em carne bovina vendida em acgougues e
mercados da Baixada Cuiabana em Mato Grosso e manipular os soros obtidos para identificar
Imuno globulina M ( IgM) e Imuno globulina G (1gG).

2 METODOLOGIA DA PESQUISA

De acordo com o uso do protocolo de pesquisa ** e a técnica de hemaglutinacéo
indireta, foram analisadas ao todo 40 amostras de carne bovina (rim, coracéo, ponta de peito,
figado, acém, mdsculo, paleta e coxdo mole) como um estudo exploratério no total de 20
mercados e agougues de 2 cidades da regido da Baixada Cuiabana de Mato Grosso (Cuiaba e
Vérzea Grande).

A carne foi pesada na balanga analitica, umedecida com cloreto de sodio 0,9% na
guantidade de 30 mL e algumas foram 10 mL de acordo com a Tabela 1, a cada 100g de
carne. As amostras foram posicionadas em placas de Petri devidamente esterilizadas para a
pesagem. A carne foi triturada utilizando-se um mini processador da marca METVISA, para
obtenc¢&o do suco e centrifugado a 10 min por 3500 rpm, para obtenc¢éo de soro .

Conforme demonstrado na Tabela 1 e 2 abaixo, algumas carnes foram utilizadas 30
mL por ser de dificil extracdo do suco e para extrair a maior quantidade de amostra de sangue

possivel da carne, outras foram utilizadas 10 mL por ser de facil extracao.



Tabela 1 — tipos de carne utilizadas na pesquisa do parasita bem como peso e locais das
amostras de carnes da cidade de Véarzea Grande MT

Localidade Carnes Peso Quantidade de
Cloreto de
Sédio
1 Rim 100,009 30mL
Coracéo 100,459 30mL
2 Ponta de Peito 100,759 30mL
3 Figado 100,009 10mL
4 Acém 100,10g 30mL
5 Musculo 100,869 30mL
6 Figado 100,68¢ 10mL
7 Paleta 100,52¢ 30mL
8 Figado 100,22¢ 30mL
9 Coxdo Mole 100,07¢ 30mL
Paleta 100,25¢g 30mL
Ponta de Peito  100,85¢ 30mL
Mdasculo 100,149 30mL
Coracao 100,049 30mL
Figado 100,78g 30mL
10 Rim 100,649 30mL
Coxao mole 100,279 30mL
Paleta 100,04g 30mL
Figado 100,069 10mL

Mdusculo 100,98¢g 30mL




Tabela 2 — tipos de carne utilizadas na pesquisa do parasita bem como peso e locais das

amostras de carnes da cidade de Cuiabd MT

Localidade Carnes Peso Quantidade de
Cloreto de
Sédio
1 Acém 100,219 30mL
Figado 100,009 10mL
2 Coracao 100,009 30mL
Rim 100,63g 30mL
Acém 100,119 30mL
Figado 100,009 10mL
3 Ponta de Peito 100,519 30mL
Coracao 100,09¢ 30mL
4 Ponta de Peito 100,629 30mL
Figado 100,009 10mL
5 Coracéo 100,409 30mL
° Musculo 100,709 30mL
Paleta 100,059 30mL
Figado 100,009 10mL
Coxao Mole 100,049 30mL
7 Rim 100,669 30mL
Ponta de Peito 100,18g 30mL
8 Figado 100,409 10mL
20 Ponta de Peito 100,49¢ 30mL
Coxao mole 100,329 30mL




Foram coletados os soros da pequena pelicula na parte de cima do tubo de centrifuga,
armazenados em eppendorf, para o devido manuseio e analisadas utilizando o kit Toxotest-

HAI do fabricante Wiener de acordo com o protocolo do fabricante.

Para o preparo do tampdo HAI diluente (Buffer) se fez necessario o emprego de 10
mL mais 0,2 mL (200uL) de solucdo diluente, ambos fornecidos pelo fabricante do kit, os
reagentes foram rotulados e datados apos abertos. ApoOs preparacdo dos reagentes, em cada
poco foi acrescentado 25uL de soro diluente, 25uL de soro da amostra e 25uL de antigeno
HAI.

Para os testes qualitativos foram feitos determinacdes para amostras positivas a
manipulacdo em um poco puro sem diluicdo, na microplaca para cada amostra, desta forma
seguird com o teste quantitativo para a observacdo das titulagcbes. Foram feitos pogos para o
GR (gldbulos reativos) ndo sensibilizados, para o controle de heterofilia a fim de que néo se
tenha falsos negativos e po¢os com controle positivo e negativo para deteccdo de IgM e 1gG,

todos compostos no proprio Kit.

Apds esta primeira parte da analise aguardou se os resultados e feito o mesmo
processo somente com as amostras positivadas, empregando 25uL do soro de cada amostra
positivada com o uso do 2-Mercaptoetanol para controle de falsos positivos mostrando as
amostras com anticorpos IgM marcador de fase aguda da doenca. O 2-Mercaptoetanol é
necessario dilui-lo antes do uso, sendo assim em um frasco foi desprezada a ampola do kit
utilizando 25uL do contetdo com acréscimo de 2,5mL cloreto de sddio 0,9%, estando pronto
para uso pipetou se 25uL nos pogos com as amostras de soro. Conforme instrugbes do
fabricante apos as manipulacdes a microplaca foi agitada por 30 segundos, e permaneceu em
local sem vibragbes por 90 minutos antes de realizar a leitura. Os reagentes foram

armazenados sob temperatura de 2°C — 10°C.

3. RESULTADOS

Foram coletadas 40 amostras de carnes em locais aleatorios na Baixada Cuiabana de Mato
Grosso. Sendo assim, 20 carnes da cidade de Cuiaba e outras 20 carnes da cidade de Varzea

Grande.



Apos a coleta das carnes e trituracdo em presenca de salina, obteve-se a diluicdo de sangue e
salina, para ser extraido o soro e utilizada para a deteccdo de anticorpos anti-toxoplasma

utilizando-se os reagentes do Kit HAI da marca Wiener conforme mostra a Figura 1 e foi

realizado reag6es protocolo do fabricante.

Figura 1- Kit Toxotest HAI, Wiener.
Fonte: BRANDAO; MARTINS, 2019.

Tabela 3 - NUmero de amostras de carnes positivas, negativas e 0s totais das duas cidades
localizadas em Mato Grosso

Localidade Positivos % Negativos %  Total %
Analisado

Varzea Grande 12 30% 8 20 % 20 50%

Cuiaba 6 15% 14 35% 20 50%

Total 18 45 % 22 55% 40 100%

Conforme mostra a tabela 3, foram analisadas 20 carnes na Regido de Varzea Grande, total
equivalente a 50% das amostras analisadas, logo, 12 carnes foram positivas (30%) e 8 carnes
foram negativas (20%). Ja na regido de Cuiaba, foram analisadas 20 carnes, em um total
equivalente a 50%, logo, 6 das carnes foram positivas (15%) e 14 das carnes foram negativas
(35%). De acordo com os resultados obtidos totalizando 40 amostras, 18 carnes foram
positivas (45%) e 22 negativas (55%).



Conforme a Figura 2, observa-se os controles da reacdo, positivo e negativo e as demais
manipulacdo das amostras carneas .Nota-se 6 pocos negativos e 4 pocos positivos para

amostras de carnes aleatdrias de acougues e mercados

Figura 2 - Placa de reacdo usada com o Kit toxoHAIl mostrando os controles positivo e
negativo nos dois primeiros pogos da esquerda para a direita e as reacdes positivas e negativas
com o soro das carnes.

Fonte: BRANDAO; MARTINS, 2019.

A Figura 3 mostra cada ponto onde estdo localizados os agcougues e mercados da Baixada
Cuiabana a qual foi feito o levantamento soroepidemiolégico e seus resultados conforme a

analise das carnes.
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A figura 4 mostra as pecas de carnes e localidades que foram positivas. Pode-se observar que
figados na cidade de Varzea Grande foram as pecas com maior positividade para a infeccdo

pelo Toxoplasma gondii, em seguida o coracao, rim e musculo.

Carnes Positivas : Cuiaba X Varzea Grande

B Cuiaba
| B Varzea Grande

Coragio Figado Rim Musculo Ponta Coxdo Paleta
de Peito  Mole

Figura 4 - Comparativo das localidades e quantidade de carnes positivas.

A figura 5 é o comparativo entre quantidades de IgM e 1gG nas carnes de Cuiaba e Varzea
Grande. Obtivemos 2 amostras positivas com IgM de Cuiaba e 10 amostras positivas com

IgM de Varzea Grande. Para IgG foram 4 amostras positivas de Cuiaba e 2 de Varzea Grande.

Carnes Positivas : IGM X IGG

B Cuiaba

B Varzea Grande

IGM GG

Figura 5- Comparativos de carnes soropositivas nas localidades da Baixada Cuiabana -MT



DISCUSSAO

A forma infectante que o parasito apresenta durante o ciclo é: Taquizoitos na fase
aguda da infeccdo; Bradizoitos encontrados em varios tecidos (fase crénica da doenca); e
Esporozoitos que sdo a forma de resisténcia™. Levando se em consideragdo, os testes
soroldgicos na pesquisa de anticorpos IgM marcador da fase aguda demonstra a possibilidade
da infeccdo ocorrer por meio de Taquizoitos, no entanto, inclui se também de alguns
taquizoitos, invadir as células e criar uma capsula cistica através da parede do vaculolo
parasitifero, e com isso desencadeando na diminui¢do do seu metabolismo e transformando
em bradizoftos™. Isso acontece por resposta & imunidade do animal, o que caracteriza a fase
crbnica e permanecem em laténcia até a reagudizacdo da doenca, ou seja, quando o
hospedeiro volta ao periodo agudo®. A anélise epidemioldgica do soro das carnes pode se
observar a partir da positividade das amostras os resultados obtidos aplicando o teste de
Hemaglutinacdo Indireta (HAI), a qual revela-se como um excelente método de diagndstico,
devido a sua alta sensibilidade e simplicidade de execucdo, portanto um método adequado

7"e com isso analisada as 40 amostras de carnes a qual

para levantamento epidemiolégico
houve 18 (45%) soros positivos no total, sendo estas 12 (30%) de Varzea Grande e 6 (15%)
de Cuiaba levando a importancia destas analises epidemioldgicas.

O fator de relevancia esta ligado a transmissdo em mulheres gravidas, onde a
soroprevaléncia é uma das mais elevadas do mundo, entre 36% a 92%, nas jovens de 18 a 21
anos a soroprevaléncia é quatro vezes maior no Brasil do que nos Estados Unidos ** onde a
infeccdo ocorre no periodo de gestacdo por meio de taquizoitos atingindo a placenta
e contaminando n&o s6 a mae como o feto *°.

Os taquizoitos possuem uma morfologia a qual sua forma de disseminacédo é rapida e
responsavel por manifestagdes clinicas ligadas no periodo agudo ou a reativacdo de periodo
latente, ou seja, cronica. Desta maneira 0S 00cCistos, que possuem esporozoitos, 0 cisto
tecidual, bradizoitos, tem um metabolismo lento, responsavel pela infec¢do cronica por sua
transmissdo pelo consumo de carne %, sendo estas analisadas conforme mostra no gréfico 2 ,
de todas as amostras, o figado ,de acordo com estudos semelhantes realizados com bezerros e
vacas puderam chegar a conclusdo de que a toxoplasmose pode chegar a ficar encistado nos
bovinos por até 287 dias ap0os inoculado e a maioria dos cistos com grande concentragao no
figado #,observado nas carnes analisadas que Varzea Grande teve enfoque maior com o

figado contaminado. O periodo de incubacdo pode ir de 10 a 23 dias, quando a infecgdo é
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acometida pela ingestdo de carne crua ou mal-cozida e de 5 a 20 dias, quando a infeccdo
ocorre por meio de gatos %

Durante gestacdo a Toxoplasmose pode desencadear alteracfes neonatais, lesdes
oculares, microcefalia, hidrocefalia, calcificacdes cerebrais, alteracdes psicomotoras e retardo

mental®®

comumente levando a 10% dos casos ao aborto, por conta do quadro agudo da
infecgao®.

No entanto o risco de infeccdo para o feto pode ir de acordo com o periodo
gestacional em que a mulher contraiu a infeccdo, sendo baixo no primeiro trimestre e alto no
terceiro trimestre de gestacdo®’. Nas gestantes, a infeccdo é comumente assintomatica,
ocorrendo sintomas em somente 10% dos casos encontrados, de forma inespecifica, o
diagnostico da infeccdo é por meio de testes soroldgicos, realizando a pesquisa de anticorpos
lgG e IgM contra o Toxoplasma gondii®®. Os sintomas sdo brandos e ndo caracteristicos,
levando a origem similar de um quadro como gripe, febre, fadiga, mialgia e
linfadenopatia®.

Recentemente foi encontrado um caso envolvendo 11 pessoas por infeccdo do T.
gondii em um colégio de Campinas, com uma suposta contaminacao nos alimentos vendidos
pela lanchonete, no entanto, ha a possibilidade da contaminacdo ter ocorrido pela agua do
bebedouro ou o contato com gatos 2’.

A doenga neuroldgica também se encontra como fator de relevancia, conforme estudos
ja descritos que se tem avaliado a prevaléncia de Toxoplasma gondii em pacientes portadores

de enfermidades neurolégicas 7.

Individuos portadores de AIDS desenvolvem com certa
facilidade a neurotoxoplasmose como resultante de lesdes no sistema nervoso central devido

ao rompimento de cistos presentes no cérebro®.

CONSIDERACOES FINAIS

Em suma, a presenca do parasita T.gondii em carnes bovinas abatidas para venda em
mercados e agougues nas regibes da Baixada Cuiabana , pode ocorrer quando ndo ha uma
vistoria adequada da vigilancia .De acordo com os testes realizados pode-se concluir que o
controle e a qualidade ndo esta sendo tdo eficaz como deveria , dessa forma , expondo a
sociedade a doencas parasitarias.

Com o resultado das andlises feitas, foi constatado que 45% das carnes analisadas

foram positivas para T.gondii confirmando o principal objetivo, identificar o nimero de
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carnes contaminadas, pesquisar a presenca do protozodrio em carne bovina vendida em
acougues e mercados da Baixada Cuiabana em Mato Grosso e manipular os soros obtidos
para identificar Imuno globulina M ( IgM) e Imuno globulina G (IgG) nas carnes e que a
sociedade esta suscetivel a contaminacéo, nas Regides da Baixada Cuiabana . As localidades
com maiores soropositivos foram as de Varzea Grande e com alta taxa de IgM , dessa forma,
confirma que os animais estavam com a infecgéo recente/aguda.

Considera-se que por ser uma doenca parasitaria silenciosa e extremamente prejudicial
a saude do homem e da mulher principalmente quando gestante , é necessario que haja uma
melhora com um controle e uma qualidade mais eficaz , evitando assim a disseminacdo de
carnes contaminadas para sociedade. Dessa maneira, a melhor forma de se previnir é ndo se
alimentando de carne crua ou mal passada, evitar ingerir alimentos ndo lavados de maneira
correta, buscar sempre a melhor qualidade do produto e se alimentar em locais que saiba a

procedéncia do alimento.
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