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VERIFICAQAO DA INFLUENCIA DO CLORETO DE SODIO UTILIZADO EM
PRODUTOS CARNEOS DESTINADOS AO CONSUMO HUMANO, VENDIDOS EM
FEIRAS LIVRES NA REGIAO SUL DA BAHIA, NA INATIVAC}AO DE CISTOS DE

Toxoplasma gondii.

RESUMO

A toxoplasmose € uma enfermidade com distribuicdo mundial que acomete diversos animais,
incluindo o homem, podendo causar desde infeccdo assintomética até sinais clinicos mais
graves. A salga, cura e uso de conservantes nos produtos derivados de carnes ja se mostraram
Uteis na inviabilizacdo de cistos teciduais de T. gondii, entretanto devido a diversificacdo das
técnicas aplicadas na elaboracdo desses produtos, como ocorre em diferentes locais, ndo existe
a garantia de eficacia no controle da infecgdo. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi detectar
Toxoplasma gondii em produtos carneos comercializados em feiras livres da regido sul da Bahia
e avaliar a influéncia do sal na viabilidade do parasito. Foram utilizadas 125 amostras de
diversos produtos carneos vendidos em feiras livres de cidades da regido sul da Bahia, coletados
durante todo o ano de 2021. Nessas amostras a fim de avaliar a presenca de anticorpos anti-T.
gondii foi realizada a técnica sorolégica de hemaglutinacdo indireta (HAI), para avaliar a
presenca de DNA do parasito utilizou-se da técnica de analise molecular (PCR), e para a
determinacdo da concentracao de cloreto de sddio presente nas amostras foi realizado o Método
de Mohr, além disso 21 amostras foram destinadas ao bioensaio na intencdo de verificar a
viabilidade de possiveis cistos teciduais presentes. Dos 125 produtos carneos, 10 (8%) foram
positivos na analise soroldgica. Quando se trata da analise molecular e do ensaio bioldgico
todas as amostras foram negativas. As concentragdes de sal das amostras variaram de 2,2% a
17,7% a cada 100 gramas das amostras. Os resultados obtidos comprovam que as concentracfes
de sal dos produtos carneos vendidos nas feiras livres da regido sul da Bahia se mostraram
suficientes para a inativacdo de possiveis cistos teciduais presentes.

Palavras-Chave: Método de Mohr; Produtos carneos; Feiras livres; Sorologia; PCR;
Toxoplasmose.



EVALUATION OF THE INFLUENCE OF SODIUM CHLORIDE ON
INACTIVATION OF Toxoplasma gondii CYST IN MEAT PRODUCTS DESTINED TO
HUMAN CONSUMPTION SOLD AT STREET MARKET IN SOUTH BAHIA
REGION.

ABSTRACT

Toxoplasmosis is a disease that affects several animals and also human, and can cause from
asymptomatic infection to more severe clinical signs. Salting, curing and the use of
preservatives in meat products have already proved to be useful in preventing tissue cysts of T.
gondii, however due to the diversification of techniques applied in the elaboration of these
products, as occurs in different places, there is no guarantee of effectiveness in infection control.
Thus, the objective of this research was to detect Toxoplasma gondii in meat products sold in
street markets in the southern region of Bahia and to evaluate the influence of salt on the
viability of the parasite. A total of 125 samples of several meat products sold at street markets
in cities in the southern region of Bahia were used, collected throughout the year 2021. In these
samples, to evaluate the presence of antibodies anti-T. gondii, the serological technique of
indirect hemagglutination (HAI), to assess the presence of parasite DNA the molecular analysis
technique (PCR) was used, and to determine the concentration of sodium chloride present in
the samples the Mohr’s Method was used, in addition 21 samples were destined for the bioassay
in order to verify the viability of possible tissue cysts present. Of the 125 meat products, 10
(8%) were positive in the serological analysis. When it comes to molecular analysis and
biological assay all samples were negative. The salt concentration of the samples varied from
2.2% t0 17.7% per 100 grams of samples. The results obtained prove that the salt concentrations
of meat products sold in street markets in the southern region of Bahia proved to be sufficient
for the inactivation of possible tissue cysts present.

Keywords: Mohr’s Method; Meat products; Street Market; Serology; PCR; Toxoplasmosis.
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1 INTRODUCAO

Toxoplasma gondii é um protozoario intracelular obrigatorio com caracteristica
zoonotica, capaz de infectar diversos hospedeiros animais e humanos (DUBEY'; JONES, 2008).
Os animais homeotérmicos, incluindo o homem, podem funcionar como hospedeiros
intermediérios ao se infectarem com o parasito. J& os felideos domésticos e selvagens sdo 0s
hospedeiros definitivos de T. gondii. A infeccdo pode ocorrer pela ingestdo de uma das trés
formas infectantes do parasito: oocistos eliminados nas fezes pelos hospedeiros definitivos, que
se tornam infectantes ap0s esporulacdo no solo, taquizoitos em col6nias celulares e bradizoitos
contidos em cistos teciduais (DUBEY et al., 1998).

A toxoplasmose é a enfermidade com distribuicdo mundial causada pelo parasito T.
gondii (AMATO NETO et al., 1995). Individuos imunocompetentes normalmente apresentam
sinais clinicos mais brandos e comuns a outras enfermidades, como febre, cefaléia e
linfadenopatia. Entretanto, individuos imunossuprimidos, tais como pacientes em tratamentos
quimioterapicos, recém transplantados, soropositivos para HIV, além de mulheres gestantes e
bebés infectados congenitamente, 0s sinais podem ser mais graves, como sonoléncia,
desorientacdo, hemiparesia, alteracdes reflexas, convulsdes, hemorragias, alteracdes oculares e
problemas reprodutivos (DUBEY, 2010).

A ingestdo de cistos teciduais € uma das principais formas de transmissdo do parasito,
seja pelo carnivorismo dos animais ou pelo costume dos humanos de ingerir carnes cruas ou
malcozidas. Relativamente resistentes a digestdo gastrica e mudancas de temperatura, 0s cistos
teciduais podem permanecer infecciosos sob refrigeracdo (1 a 4°C) por até trés semanas e
congelamento entre -1 e -8°C por mais de uma semana. Porém, muitos sdo inativados a
temperaturas de -12°C ou menor, por 24 horas e em temperatura de aquecimento uniforme a
67°C. Se o processo de cozimento da carne for desigual, como por exemplo, com o uso de
micro-ondas alguns cistos podem permanecer infecciosos (LUDEN; UGGLA, 1992; DUBEY,
1998; TENTER et al., 2000).

No Brasil, existem cerca de 5.500 municipios sem inspecdo sanitaria no abate de
animais. Em 2019, um estudo realizado pelo Centro de Estudos Avangados em Economia
Aplicada, estimou que o volume total de animais abatidos no Brasil sem fiscalizagdo em 2015
correspondeu a cerca de 3,83% a 14,1% do total abatido (IBGE, 2015; CEPEA, 2019). De
acordo com Oliveira e Boere (2021), cerca de 1,1 milhdo de bovinos foram abatidos
cladestinamente em 2016, desse total, o Nordeste foi responsavel por cerca de 3,8% (41.800
cabecas), porém sabe-se que esses numeros nao retrata a verdadeira realidade justamente devido

a subnotificacdes de abates nédo fiscalizados.
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A criagdo de animais em condicOes sanitérias precérias e o abate sem inspe¢do sanitaria,
pode favorecer o consumo de carnes e produtos carneos de animais contaminados por T. gondii.
A identificacdo de T. gondii em tecidos animais € comum no Brasil. Na Bahia, diversos estudos
em animais domeésticos revelaram uma alta prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii
provenientes de infecgdo natural, assim como também foi possivel isolar o parasito dos tecidos
e detecta-lo molecularmente (DUBEY et al., 2008, BEZERRA et al., 2012, GUIMARAES et
al., 2013, MACIEL et al., 2014, ROCHA et al., 2018).

Os derivados carneos, tais como curados, maturados, salgados, embutidos, entre outros,
também podem influenciar no elevado nivel de toxoplasmose humana. A salga, cura e uso de
conservantes nos produtos derivados de carnes ja se mostraram Uteis na inviabilizacéo de cistos
teciduais de T. gondii, entretanto devido a diversificacdo das técnicas aplicadas na elaboracéo
desses produtos, como ocorre em diferentes locais, ndo existe a garantia de eficacia no controle
da infeccdo (LUDEN; UGGLA, 1992; POTT et al., 2013).

Diante disso, visando o possivel risco a saude do consumidor, a avaliacdo da influéncia
do cloreto de sadio, utilizados em produtos carneos vendidos em feiras livres na regido Sul da
Bahia, na inviabilizacdo de cistos teciduais de Toxoplasma gondii se torna fundamental tanto
para a elucidacdo do tema na regido quanto para o fornecimento de novos dados sobre o parasito

em questéo.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral
Detectar Toxoplasma gondii em produtos carneos comercializados em feiras livres da

regido sul da Bahia e avaliar a influéncia do sal na viabilidade do parasito.

2.2  Objetivos Especificos

- Deteccdo de anticorpos anti-T. gondii em produtos carneos destinados ao consumo
humano, vendidos em feiras livres, na regido Sul da Bahia, através da técnica de sorologia
(HAI).

- Avaliar a inflluéncia da salga em produtos carneos, destinados ao consumo humano,
vendidos em feiras livres no Sul da Bahia na inativacéo de cistos teciduais de T. gondii.

- Avaliar a presenca de Toxoplasma gondii nos produtos carneos coletados atraves da
técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

- Isolar Toxoplasma gondii em camundongos através da técnica de digestdo peptidica,
dos produtos cérneos coletados.

- Detectar anticorpos anti-T. gondii nos camundongos inoculados através da técnica de
sorologia (HAI).

- Detectar Toxoplasma gondii nos 6rgdos dos camundongos inoculados atraves da

técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1  Historico do Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii € um protozoario que parasita animais homeotérmicos e pode ser
encontrado em Vvarios tipos de tecidos, células nucleadas e liquidos organicos (ROCHA, 2017).
Foi encontrado e descrito quase que simultaneamente pela primeira vez por Nicolle e Manceaux
em 1908, na Tunisia, em tecidos de um roedor africano Ctenodactylus gundi, que estava sendo
utilizado em pesquisas no laboratorio do Instituto Pasteur de Tunes e por Splendore (1908) em
um coelho (Oryctolagus cuniculus), no Brasil.

O parasita, que inicialmente foi confundido com Leishmania pelos pesquisadores, foi
caracterizado no ano seguinte como um novo organismo e denominado de Toxoplasma gondii,
baseado em sua morfologia (toxo = arco, plasma = forma) e no hospedeiro encontrado
(FERGUSON, 2009; DUBEY, 2020).

No Brasil, a toxoplasmose humana foi relatada pela primeira vez por Torres em 1927,
em uma crianca de dois dias de idade que possuia espasmos musculares como principal sintoma.
Apbs a realizacdo da necropsia observou-se lesdes semelhantes a infeccdo por Toxoplasma
gondii, assim como a presenca do parasito em cortes histolégicos de diversos 6rgdos (TORRES,
1927 apud ROCHA, 2013).

3.2  Morfologia e Biologia do Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii € um parasito eucarioto intracelular com baixa especificidade capaz
de contaminar qualquer animal homeotérmico, incluindo o homem (DUBEY et al., 1998).
Estruturalmente, o que difere o T. gondii dos demais protozoarios € a presenca de uma organela
chamada roptria, que auxilia na invasdo e manutencdo na célula hospedeira (SMITH, 1995).

O mecanismo de invasdo celular é considerado rapido e ativo, durando apenas alguns
segundos e se inicia quando a por¢do anterior do parasito reconhece e se conecta a célula
hospedeira com firmeza (BLACK; BOOTHROYD, 2000).

Esse parasito se apresenta de trés formas: taquizoitos em col6nias celulares, bradizoitos
em cistos celulares e esporozoitos em oocistos esporulados. Todas as formas possuem a
caracteristica de serem altamente infectantes tanto em hospedeiros intermediarios quanto em
hospedeiros definitivos (DUBEY et al., 1998).

3.2.1 Taquizoitos
Os taquizoitos tem um formato semilunar, medem aproximadamente 2x6um e tem por

caracteristica a possibilidade de infectar praticamente qualquer célula do corpo. Sao
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encontrados no periodo agudo a infeccdo em forma livre ou proliferativa dentro da célula
hospedeira. Penetram a célula através de um mecanismo de penetracdo ativa da membrana
sendo envolvido por um vacuolo parasitoforo que ird proteger o parasito dos mecanismos de
defesa do hospedeiro (DUBEY 2004; DUBEY 2020). Sua multiplicacéo ocorre de forma rapida
e assexuada por endodiogenia que ap6s um determinado nimero de divisdes irdo se diferenciar
em bradizoitos (DUBEY, 2004; ROCHA, 2013;)

Esta forma desempenha um papel importante na transmissao vertical de T. gondii pela
placenta, transfusdo de sangue ou leite (TENTER, et al., 2000, ROCHA 2013;), porém néo é
muito resistente, sendo muito sensivel a condi¢des ambientais, e facilmente destruida por
desidratacdo, variagdes de osmolaridade, aquecimento, pasteuriza¢do, além de uma menor
resisténcia a tripsina ou pepsina (DUBEY, 1998; TENTER et al., 2000).

3.2.2 Bradizoitos e cistos teciduais

O termo “Bradizoita” foi proposto pela primeira vez por Frenkel em 1973 para descrever
0 estagio em que se formam cistos do parasita nos tecidos do hospedeiro, cujo tamanho pode
variar de 5 a 70um (DUBEY, 2020). Esses cistos crescem intracelularmente e sdo
imunologicamente inertes, podendo conter centenas de bradizoitos que permanecem se
multiplicando lentamente por endodiogenia (DUBEY, 1998, DUBEY, 2008, JONES; DUBEY,
2010).

Os bradizoitas se diferem dos taquizoitos pela localizacdo do ndcleo que estéa situado na
direcdo posterior final, enquanto em taquizoitos o nucleo é centralizado. Os cistos teciduais
podem se desenvolver em diversos rgdos como pulmdes, bago e figado, com maior prevaléncia
em olhos, tecidos musculares e nervosos devido ao acesso restrito dos anticorpos nesses locais
podendo persistir durante toda a vida do hospedeiro, sendo uma étima via de transmissdo para
predadores carnivoros (DUBEY et al., 1998).

Essa forma € razoavelmente resistente a digestdo gastrica e mudancas de temperatura
podendo permanecer infeccioso sob uma refrigeracdo de 1 a 4°C por até trés semanas e
congelamento entre -1 e -8°C por mais de uma semana, porém sdo inativados em temperaturas
menores ou iguais a -12°C por mais de 24 horas e quando aquecidos a uma temperatura maior
ou igual a 67°C (DUBEY et al., 1998; TENTER et al., 2000).

3.2.3 Oaocistos
Através da reproducdo sexuada do parasita denominada gametogonia, tem-se a
formagéo dos oocistos. Esse processo ocorre no interior das células do epitélio intestinal dos

hospedeiros definitivos, os felideos. Se apresentam de forma esférica e medem
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aproximadamente 10 a 12 um de didmetro (DUBEY, 2004, ROCHA, 2013). Sao excretadas em
grande numero através das fezes, porém so apresentam potencial de infeccdo aos seus
hospedeiros intermediarios apds sofrerem um processo de esporulacdo que ird depender de
temperatura, e niveis de umidade e oxigenacao favoraveis para se tornar infectantes em até 5
dias. Cada oocisto esporulado ir4 conter 2 esporocistos com 4 esporozoitos cada (TENTER et
al., 2000). Um hospedeiro definitivo do parasito pode chegar a eliminar mais de 100 milhdes
de oocistos no ambiente, principalmente ap6s a infeccao primaria (DUBEY, 2004).

Os oocistos sdo resistentes aos agentes quimicos e fisicos da agua que séo aplicados em
estacOes de tratamento, incluindo o cloro (JONES; DUBEY 2010). Por ter uma parede dupla
de protecdo, os oocistos podem permanecer vidveis no ambiente por até 18 meses em condicfes
favoraveis, sendo assim caracterizado como uma forma resistente e importante para a
disseminacéo do parasito (TENTER et al., 2000).

3.3  Ciclo de vida do Toxoplasma gondii

O ciclo de vida do T. gondii foi esclarecido apenas da década de 70, apds a descoberta
dos estagios sexuais no intestino dos hospedeiros definitivos. Posteriormente ficou esclarecido
que esses estagios eram provenientes da reproducdo sexual no intestino dos felideos.
Toxopllasma gondii possui um ciclo de vida heteroxeno facultativo, com duas fases distintas: a
fase sexuada ou gametogonia, na qual uma ird ocorrer exclusivamente no intestino de seus
hospedeiros definitivos e a fase assexuada que pode ocorrer em quaisquer hospedeiros
(DUBEY, 1998, TENTER et al., 2000).

A gametogonia da origem aos gametas masculinos e femininos no intestino delgado dos
felideos, que apds ocorrer a fecundacdo tem-se a formacdo tanto do ovo ou zigoto como da
parede do oocisto, que ao atingir a maturidade, se desvincula das células do epitélio intestinal
e é liberado para 0 meio ambiente junto com as fezes do hospedeiro. No ambiente tem-se a
esporogonia, onde o oocisto se torna infectante com dois esporocistos e quatro esporozoitos
cada (DUBEY, 1998, DUBEY et al., 1998).

A fase assexuada do ciclo ou extra-intestinal se da por duas fases. A primeira caracteriza
a fase aguda, onde os taquizoitos realizam sucessivas endodiogenias gerando duas células
filhas, que irdo romper a célula-mae e se disseminar através da corrente sanguinea ou linfa do
hospedeiro, sendo assim esse processo pode culminar em aparecimentos dos sinais clinicos. A
segunda fase é definida como fase crénica, onde os taquizoitos de Gltima geracdo irdo se
refugiar para dentro das células do hospedeiro por um processo de diferenciacdo para

bradizoitos, ap0s a atuacdo do sistema imune no parasito. Dentro do cisto, os bradizoitos irdo
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se multiplicar lentamente por endodiogenia permanecendo assim em estado de laténcia
(DUBEY et al., 1998).

Somente os felideos exercem o papel de hospedeiros definitivos e intermediario do
parasito. Apos a ingestdo dos cistos teciduais suas paredes sdo digeridas por enzimas
proteoliticas do estomago e do intestino delgado, liberando assim os bradizoitos que por sua
vez, irdo penetrar as paredes do intestino e se diferenciar em taquizoitos. Apo6s algumas horas,
0 parasito pode se difundir para os tecidos extra-intestinal. Ja os bradizoitos que vierem a
permanecer nas células epiteliais do intestino delgado se desenvolvem em até cinco geracgoes

de merogonias para depois realizar a reproducéo sexuada (DUBEY, 2004, ROCHA, 2017).

3.4  Transmissdo do Toxoplasma gondii

As principais vias de transmissao do parasito se dao pela via horizontal e a via vertical,
ocorrendo com a participacdo das trés formas infectantes: A via horizontal ocorre através da
ingestao de oocistos esporulados presentes em agua e alimentos contaminados ou pela ingestdo
de cistos teciduais encontrados em carne ou visceras cruas ou malcozidas. J& a via vertical
ocorre com 0s taquizoitos circulantes que irdo penetrar a placenta durante a primo-infecgédo
aguda materna (TENTER et al., 2000, DUNCANSON et al., 2001).

A infeccdo em humanos depende principalmente do seu estilo de vida, o qual ird
representar um importante papel na forma em que o individuo pode vir a se infectar com o
parasito. Habitos alimentares como o consumo de carne crua ou malcozida, ou leite ndo
pasteurizado aumentam as chances de ingestdo de cistos teciduais e taquizoitos,
respectivamente. Ja para os vegetarianos a maior chance a adquirir o parasito é através de
legumes e vegetais contaminados com oocistos esporulados (FERGUSON, 2009). Dessa forma,
0s animais ou humanos onivoros sdo 0s que tem maior chance e susceptibilidade de
contaminacéo por Toxoplasma gondii em quaisquer formas infectantes (ROCHA, 2017).

Outras vias de transmissdo que podem ocorrer, embora em menor frequéncia, se
baseiam em transplante de 6rgdos ou medula (TENTER et al., 2000), onde pode ocorrer
reativacdo da infecgdo pela susceptibilidade ou a transferéncia do parasito do doador para o
receptor e a via venérea que de acordo com Moraes e colaboradores (2010) também pode ser

uma porta de transmissao do parasito.

3.5  Sinais clinicos e sintomatologia da toxoplasmose
A toxoplasmose é considerada uma zoonose de distribuicdo mundial e é capaz de afetar
diversos hospedeiros. Algumas espécies de animais como caes, caprinos e ovinos sao 0s mais

susceptiveis a infeccdo e apresentam principalmente alteracGes oculares (coriorretinite e
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inflamacdo do nervo Optico), neuroldgicas (ataxia e encefalite ndo supurativa) e reprodutivas
(nascimento de filhotes fracos, natimortos e abortamentos) (DUBEY et al., 2010).

Apesar de ndo apresentar uma sintomatologia grave ou evidente, outros animais também
sdo susceptiveis a infec¢do por T. gondii. De acordo com Dubey e colaboradores (2010) os
passaros sao mais susceptiveis que as aves domesticas e quando se fala dos equinos, por
exemplo, ainda ndo se tem uma elucidacdo completa dos mecanismos envolvidos, néo
confirmando a associagédo entre a sintomatologia e presenca do parasito (DUBEY et al., 2012).

Ja nos humanos, individuos imunocompetentes apresentam sinais clinicos mais brandos
e comuns a outras enfermidades, como febre, cefaleia e linfadenopatia. Entretanto, individuos
imunossuprimidos tais como pacientes em tratamentos quimioterpicos, recém transplantados,
soropositivos para HIV, mulheres gestantes e bebes infectados congenitamente, apresentam
sinais mais graves da infeccdo como sonoléncia, desorientacdo, hemiparesia, alteracGes

reflexivas, convulsdes e hemorragias (DUBEY, 2010).

3.6  Deteccdo de Toxoplasma gondii

O diagnostico clinico da toxoplasmose é dificil mesmo nos animais sensiveis a infecgéo,
pois as sintomatologias da toxoplasmose geralmente sdo inespecificas, necessitando da
utilizacdo de técnicas laboratoriais para a confirmagdo (COSTA et al., 2007). O diagndstico
laboratorial de T. gondii pode ser realizado através de testes parasitologicos, imunoldgicos ou
pela biologia molecular (FIALHO et al., 2009), além da possibilidade de realizar o isolamento
do parasito através de ensaio bioldgico em camundongos ou em culturas celulares que
proporcionam o seu crescimento (DEROUIN et al., 1987).

A deteccdo de anticorpos anti-T. gondii ainda é considerada a técnica mais eficaz para
o diagnastico de toxoplasmose, pois fornece informacdes epidemioldgicas do parasito, visto
que o quadro clinico da infec¢do pode ser confundido com outras doencas (DA SILVA et al.,
2002). Os testes mais utilizados para este diagnostico se baseiam em teste de corante Sabin-
Feldman (Dye-Test - DT), hemaglutinacdo indireta (HAI), imunoflorescencia indireta (IFI),
aglutinacdo direta (MAD), teste de aglutinacéo indireta (MAT), teste de aglutinacdo de latex
(LAT), ensaio imunoenzimatico (ELISA) (DUBEY, 2010).

A necessidade de testes simples para diagnostico soroldgico fez com que os testes de
aglutinagéo se estabelecessem e tem auxiliado consideravelmente na detecg¢do de anticorpos
IgG anti-T. gondii em humanos e animais. Nessa técnica pode ser testada em plasma sanguineo
ou sangue total (DUBEY, 2010, BELTRAME et al., 2012).

O teste de hemoaglutinacdo indireta também é um teste de execucdo simples, com
velocidade de resultado mais rapida que o MAT, e também pode-se perder infeccdes agudas
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neste teste. Foi verificado que o HAI apresentou 83% de especificidade e 78% de sensibilidade
qguando comparado ao MAT na detecgéo de anticorpos anti-T. gondii em galinhas, podendo ser
utilizado na auséncia do MAT (BELTRAME et al., 2012).

Entretanto, a maior dificuldade da utilizacdo desses testes sorologicos € a falta de
padronizacdo na diluicdo utilizada, havendo diversos estudos com variados pontos de corte,
podendo favorecer consequentemente, a sub ou supernotificagdo da ocorréncia (ROCHA,
2017).

Para o isolamento de cepas de T. gondii, o protocolo padrao adotado internacionalmente
é a técnica de bioensaio feita geralmente em camundongos (Mus musculus), utilizada na
finalidade de caracterizacao génica e anélise de viruléncia das cepas (DUBEY, 2010). A técnica
basicamente consiste em macerar o tecido alvo do qual se deseja identificar o parasito em
solucdo salina e submeter essa solugdo a um processo de digestdo em pepsina acida, seguida de
neutralizacdo e lavagem, e inoculagdo dessa solugdo em camundongos Swiss, que serdo
observados quanto os aparecimentos de sinais clinicos sugestivos de toxoplasmose, tais como
ascite, pelos eri¢ados, enterite, letargia, pneumonia, linfadenopatia e encefalite (DUBEY, 2010,
PENA etal., 2011).

J& o diagnostico molecular tem sido amplamente realizado e é considerado muito eficaz
na identificacdo de DNA especifico do agente de diversos tecidos ou secre¢bes dos animais. A
PCR (Reacdo em cadeia da Polimerase) tem como base amplificar o material genético do agente
a ser pesquisado utilizando primers especificos, facilitando a visualizacdo do mesmo. Porém,
essa técnica possui um custo mais elevado, 0 que restringe a sua utilizacdo em diagnostico de
rotina (SINGH, 1997, ABU-DALBOUH et al., 2012).

3.7  Toxoplasma gondii em animais domeésticos destinados ao consumo humano

Em um trabalho experimental Dubey em 1983, concluiu que T. gondii pode permanecer
viavel nos tecidos de bovinos até a idade de abate desses animais. A literatura mostra uma
grande divergéncia nos resultados dos estudos socioepidemiologicos para T. gondii no Brasil,
variando ente 1,03% a 48,51% (GONDIM et al., 1999, MARANA et al., 1995). Ja no estudo
realizado com Spagnol e colaboradores (2009) na regido da Bahia, o resultado foi de 19,1%
positividade na regido de Ilhéus, 9,8% na cidade de Itabuna e 6,7% de prevaléncia em Jequié.

Ja nos pequenos ruminantes, ou seja, ovinos e caprinos, T. gondii se caracteriza como
um importante parasita por causar disturbios reprodutivos (MASALA et al., 2003; DUBEY;
JONES, 2008). Com relagéo as ovelhas, anticorpos de T. gondii foram encontrados em todo o
mundo e a taxa de soroprevaléncia no Brasil varia de 7,0% a 54,6% (MOURA et al., 2007,

OGAWA et al., 2003). Na regido Sul da Bahia, apds um estudo realizado por Guimarées e
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colaboradores (2013), foi observado uma prevaléncia de 15,4% na cidade de Itabuna, 33,5%
em Ilhéus e 23,9% na cidade de Canavieiras.

Diversos estudos soro-epidemioldgicos ja foram realizados em vérias regides do Brasil
sobre a soropositividade dos caprinos e os resultados variam de 28,93% a 92,4% (MAINARDI
et al., 2000). Ja na Bahia, apesar do estado ser um grande produtor e possuir um grande rebanho
de cabras, existe pouca informacéo sobre a prevaléncia da infeccdo. Em um estudo realizado
por Gondim e colaboradores (1999), foi observada uma soroprevaléncia de 28,93% nas cabras
da regido. Outro levantamento realizado na Bahia, Uzéda e colaboradores (2004), identificou
16,4% de animais soropositivos para o parasito, e um estudo mais recente de Chaves (2017)
realizado na regido sisaleira da Bahia identificou uma soropositividade em caprinos de 31,0%.

Particularmente em suinos, a infeccdo por T. gondii provoca alterac@es clinicas como
hipotermia, anorexia, prostracdo e corrimento nasal, no entanto o principal problema também é
de ordem reprodutiva assim como 0s ovinos e caprinos (BEZERRA et al., 2009). No Brasil, a
soroprevaléncia de em suinos varia de 0% a 90% (BRANDAO et al., 2006, GUIMARAES et
al., 1992) e na Bahia, Bezerra e colaboradores (2009), encontrou uma soroprevaléncia de
18,27%.

Nas galinhas, embora a infec¢do seja assintomatica esses animais sdo considerados
eficientes hospedeiros intermediérios e bons indicadores de contaminacdo ambiental pelo
habito de se alimentar diretamente no solo (DUBEY et al., 2002, DUBEY et al., 2003, DUBEY
et al., 2010). No Nordeste, Fernandes e colaboradores (2016), obteve um resultado de 40,56%
de positividade e na Bahia, ao analisar 504 amostras de sangue de galinha em vida livre Rocha
(2017) identificou uma soropositividade de 27%.

Nos dias de hoje, nota-se uma necessidade de maior praticidade, conveniéncia e
economia de tempo e esforco dos consumidores na hora da preparacdo dos alimentos, com isso
alimentos in natura vem deixando de ser prioridade dando espaco a alimentos processados
como produtos carneos (OLIVEIRA, 2015).

Os produtos carneos sdo definidos como toda carne na qual as propriedades de carne
fresca tenham sido alteradas por um ou mais dos seguintes processos: floculagdo, emulséo,
moagem, adicdo de temperos, adicdo de agentes de cura ou tratamentos térmicos, como por
exemplo a mortadela, salame, presunto, linguica, salsicha, bacon, hamburguer, almondegas,
empanados e etc... (CONCEICAO; GONCALVES, 2009).

A grande variedade de produtos carneos de facil preparo, disponibilizados no comércio
tornou-se um grande atrativo para os consumidores, contribuindo para que este tipo de alimento
seja cada vez mais presente na mesa das familias no Brasil e no mundo (OLIVEIRA et al.,
2013)
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3.8  Toxoplasma gondii em produtos carneos

De acordo com o Regulamento de Inspecédo Industrial e Sanitéaria de Produtos de Origem
Animal (RIISPOA), a regularizacdo e certificacdo dos abatedouros frigorificos atraves do
sistema de inspecdo, auxilia na garantia a seguranca da populacéo de forma que as medidas de
inspecdo e fiscalizacdo higiénico-sanitaria e tecnoldgica aplicadas por diferentes servigos de
inspecdo permitem alcangar a inocuidade e qualidade dos produtos elaborados, conforme
disposto na Lei n®8.171, de 1991 , e em suas normas regulamentadoras (BRASIL, 2020).

No Brasil, existem cerca de 5.500 municipios sem inspecdo sanitaria no abate de
animais. Em 2019, um estudo realizado pelo Centro de Estudos Avancados em Economia
Aplicada, estimou que o volume total de animais abatidos no Brasil sem fiscalizagcdo em 2015
correspondeu a cerca de 3,83% a 14,1% do total abatido (IBGE, 2015; CEPEA, 2019). De
acordo com Oliveira e Boere (2021), cerca de 1,1 milhdo de bovinos foram abatidos
cladestinamente em 2016, desse total, o Nordeste foi responséavel por cerca de 3,8% (41.800
cabecas), porém sabe-se que esses numeros nao retrata a verdadeira realidade justamente devido
a subnotificacbes de abates ndo fiscalizados. O abate de animais sem inspecdo sanitaria pode
favorecer o consumo de carne de animais de origem clandestina e de derivados elaborados em
locais inapropriados e com utilizacdo de sal e condimentos sem padronizacdo e em condicgdes
minimas de higiene, favorecendo o consumo de carnes e produtos carneos contaminados por
Toxoplasma gondii.

Estudos com carnes curtidas mostraram que a ingestdo desses derivados foram fator de
risco para a infeccdo por T. gondii (BUFFOLANO et al., 1996, COOK et al., 2000) e
Warnekulasuriya e colaboradores (1998) conseguiram isolar o parasito a partir de produtos
carneos curados. Dias e colaboradores (2005) avaliaram 143 linguicas suinas do tipo frescal
proveniente de oito frigorificos da regido, demonstrando viabilidade de cistos teciduais do
parasita em 13 amostras (8,7%), conseguindo inclusive obter um isolado de T. gondii através
do ensaio bioldgico em camundongos, o que demonstra uma ineficiéncia na execucdo dos
processos tecnologicos de fabricacao desses produtos.

Uma pesquisa realizada em Passo Fundo, no Rio grande do Sul, realizou teste sorologico
para Toxoplasma gondii em 50 suinos encaminhados para o abate e PCR em 18 salames
(linguicas defumadas) vendidos no comeércio da regido, obtendo 8% de positividade no teste
soroldgico e 0% de positividade no diagnéstico molecular das amostras coletadas (VANSETTO
et al., 2018). Em Botucatu, 70 amostras de linguicas suinas foram analisadas e ao realizar o
teste soroldgico nédo foi detectada nenhuma positividade nas amostras. Ao realizar o bioensaio
desses produtos coletados, todos se mostraram inviaveis para infectar os camundongos, porém

na analise molecular 33 amostras se mostraram positivas. Nesse estudo, ndo foi realizada
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nenhuma andlise de concentragdo de cloreto de sddio, sendo assim, ndo se sabe se a
negatividade do teste soroldgico se deu a uma alta concentracdo do sal nas amostras
(MENDONCGCA et al., 2004).

Langoni e colaboradores, também em Botucatu, coletaram 49 amostras de pernil suino,
48 amostras de pernil bovino e 44 amostras de quibe cru comercializados na regido, onde foi
realizado o bioensaio de todas as amostras como também a analise molecular de cada uma. No
bioensaio todas as amostras se mostraram inviaveis de infectar os camundongos inoculados,
porém, na PCR dos produtos 4 amostras foram positivas para T. gondii sendo 3 amostras de
pernil de porco e uma amostra de quibe cru (LANGONI et al., 2021). Em um estudo
populacional da cidade de Londrina — PR, foi identificado que das pessoas positivas através do
teste sorologico para T. gondii, 17,8% consumiam esporadicamente quibe cru, evidenciando a
importancia do cuidado da verificacdo da procedéncia dos produtos carneos (BENITEZ et al.,
2017).

A deteccdo de Toxoplasma gondii em amostras de carnes utilizadas para 0 consumo
humano ¢é fundamental para o conhecimento do grau de risco dessa fonte de infeccao para o ser
humano e atualmente, o melhor teste capaz de demonstrar a presenca e viabilidade dos cistos
teciduais em produtos carneos € o ensaio biolégico em camundongos, apesar de ser um teste
demorado e que depende de animais para ser utilizado, € um teste eficaz e que ja foi utilizado
em diversos estudos (GARCIA et al., 2006, TSUTSUI et al., 2007, DUBEY, 2010)

3.9 Inativacdo de Toxoplasma gondii por processos tecnolégicos

A salga, cura e uso de conservantes em produtos carneos ja se mostraram Uteis na
inviabilizacdo de cistos teciduais de T. gondii, entretanto devido a diversificacdo das técnicas
aplicadas na elaborac&o desses produtos, ndo existe garantia do controle da infec¢do (LUDEN;
UGGLA, 1992, POTT et al., 2013). Até entdo, o Regulamento Técnico de ldentidade e
Qualidade da Carne (RTIQ) vigente, ndo define a todos os produtos carneos existentes no
mercado uma quantidade minima ou maxima de sal para a elaboracdo dos mesmos, sendo assim
na hora da preparacdo de alguns produtos, a proporc¢ao de sal em cada item elaborado acaba
ficando a critério do produtor (BRASIL, 1988). Alguns dos produtos carneos vendidos em feitas
livres que possuem uma instrucdo normativa sobre a quantidade minima de sal necessaria para
a elaboracéo do produto séo a Charque, Carne Salgada Curada Dessecada (Jarked Beef), Mitdo
Salgado Dessecado e Miudo Salgado Curado Dessecado, onde a concentracdo minima de sal
deve ser de 12% de acordo com a Instrucdo Normativa N° 92 de 18 de setembro de 2020
(BRASIL, 2020b).
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Jamra e colaboradores (1991) testaram a concentracao de sal de 2,2%, 2,5% e 3,0%, nos
periodos de 24-48 horas, 3-5 e 7 dias, ambos a 4°C, revelando que, a concentracdo de 3%,
durante o periodo minimo de 3 dias sdo eficientes na inativacdo do parasito, e as demais
concentragdes e tempos ainda representam um risco para a infeccao.

Em 1992, foi realizada uma pesquisa em linguicas suinas advindas de animais
experimentalmente infectados, a fim de verificar a resisténcia dos cistos de Toxoplasma gondii
ao cloreto de sddio e a condimentos (pimenta do reino e alho). Quando realizado o bioensaio
da amostra de linguica sem sal, mas com condimentos, obteve-se positividade na analise
soroldgica e foi observado a presenca de taquizoitos no exsudato peritoneal de camundongos
inoculados, porém nas linguicas salgadas na concentracdo de 2% e 2,5%, ap6s 48 horas de salga
ja se observou a inativacdo dos cistos, ndo desenvolvendo sintomatologia ou apresentando
positividade no teste de sorologia dos camundongos infectados (NAVARRO et al., 1992).

Alves testou a viabilidade de cistos de T. gondii em carnes maturadas a 0°C nos periodos
de 14, 21 e 28 dias, através do ensaio bioldgico em camundongos. Tal estudo demonstrou que
a maturacdo de 14 dias ainda permite que o parasito esteja viavel para infectar o consumidor, o

gue ndo ocorreu nos periodos de 21 e 28 dias, tornando-os inativos (ALVES, 2017).

3.9.1 Influéncia do cloreto de sédio (NaCl) na viabilidade de Toxoplasma gondii

O cloreto de sédio é amplamente utilizado no processamento industrial ou clandestino
da carne, seja como condimento (palatabilizante) ou como agente conservante, a fim de garantir
a estabilidade da cor, a acdo oxidante, além de se caracterizar como antimicrobiano até certo
ponto (CARVALHO et al., 2015).

Dependendo da concentragdo de sal, 0 mesmo pode fazer com que a carne perca agua,
sendo assim, quanto maior a concentracdo de sal, maior sera a perda da &gua (PIGNATA et al.,
2010). O tipo de granulometria do sal também é importante, pois quanto menor cristal salino,
ou seja, quanto mais fino o sal, mais facilmente o produto se difundird nos tecidos e,
consequentemente, mais eficiente serd a salga (PARDI, 2001). A mistura entre nitrito, nitrato e
cloreto de sédio é de extrema importancia na inddstria carnea, sendo denominada como sal de
cura, que atua como potente inibidor de crescimento bacteriano e auxilia no retardo do rangco
oxidativo (STRASBURG et al., 2010).

Em um estudo realizado por Venkatachalam & Zimmerman (1976) houve a tentativa
falha de reisolar T. gondii em camundongos, 0s produtos carneos tais como linguica, presunto
e bacon, elaborados a partir de suinos experimentalmente infectados com o parasito e diante

dos resultados encontrados os autores concluiram que os parasitos foram inativados pela acédo
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do sal, nitritos e nitratos, visto que o parasita se apresentou estavel em outros produtos que ndo
tinham esses condimentos, mas que sofreram processamento térmico superior a estes citados.

Mendonca e colaboradores (2004), observaram em sua pesquisa que ao utilizar a técnica
soroldgica do RIFI ndo foi verificada a presenca do T. gondii em nenhuma das amostras, porém
a PCR identificou que 47,14% das amostras estavam positivas para o parasito, fazendo com que
esse resultado pudesse ser interpretado de duas maneiras diferentes, sendo uma delas a
possibilidade da técnica de PCR utilizada possuir uma baixa especificidade ou que a presenca
do sal e condimentos auxiliaram na inativacdo do parasita nos produtos estudados.

Warnekulasuriya et al. em 1998 apds coletarem 67 amostras de presuntos curados,
linguicas fermentadas e linguicas curadas, a tentativa de deteccéo do parasito através da analise
molecular (PCR) e do isolamento cultura de células se mostrou falha justamente devido a alta
concentracdo de sal dos alimentos, que exerceu um efeito citopatico nas células do isolamento,
como também produziram uma inibicdo significativa da enzima polimerase
(WARNEKULASURIYA et al., 1998).

Marciano e colaboradores (2018), utilizaram exsudato de 10 amostras de carne de sol
elaboradas em laboratério provenientes de bovinos experimentalmente infectados para a
realizacdo da técnica sorologica ELISA, a fim de identificar a presenca de anticorpos anti-T.
gondii nas amostras. Nesse estudo, os autores evidenciaram a importancia da presenca de
sangue no exsudato das carnes, que pode ser reduzido devido a alta concentracdo de sal nas

amostras levando a resultados falso-negativos na anélise sorolégica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1  Comité de Etica
Esse projeto aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais da Universidade

Estadual de Santa Cruz (nimero de registro 026/19).

4.2  Coleta das amostras de produtos carneos.

Foram coletadas 125 amostras, durante todo o ano de 2021, de diversos produtos carneos
vendidos em feiras livres de cidades da regido Sul da Bahia (Tabela 1). No momento da
aquisicdo das amostras, essas foram separadas em sacos plasticos individuais e identificadas
com seu respectivo numero (Figura 1), além disso também fez-se perguntas e observacoes
acerca dos procedimentos tecnoldgicos aplicados e dos locais onde eram armazenadas as carnes
tais como estrutura da barraca, temperatura de manutencdo do produto (ambiente ou
refrigerado), dia da salga, se a salga foi realizada pelo préprio vendedor, procedéncia da carne

(abatedouro fiscalizado ou abate ilegal), entre outros aspectos relevantes.

Figura 1 - Amostras de produtos carneos coletadas, separadas e numeradas
o - R L BT 2y \ o \) - R s R s R

5

Fonte: Arquivo Pessoal

Tabela 1 - Produtos carneos coletados nas feiras livres de cidades da regido Sul da Bahia durante
0 ano de 2021.

Cidade Linguica Carnede Carne Linguica Linguica Quantidade
Curada Sol de Sol Mista Frescal de Total
Suina Bovina Suina Frescal Frango

I1héus 15 12 - 1 1 29
Itabuna 9 10 5 - - 24
Buerarema - 18 3 - - 21
Itajuipe 2 12 5 - - 19
Floresta Azul 1 14 3 - - 18
Urucuca - 10 4 - - 14
Total 27 76 20 1 1 125




29
4.3  Deteccao soroldgica de anticorpos anti-Toxoplasma gondii.

Para a detec¢do de anticorpos anti-T. gondii nos produtos carneos coletados, pesou-se
1g de cada amostra individualmente e para a obtencdo do exsudato das amostras, as mesmas
foram maceradas com 4ml de PBS (Solucdo Fosfato Salina) e em seguida centrifugadas a
2000G por 10 minutos a 4°C, assim passou-se 0 soro adquirido através desse processo para um
eppendorf de 2ml e 0 mesmo foi utilizado para a realizacéo da analise soroldgica das amostras.

A técnica utilizada para a deteccdo soroldgica de anticorpos anti-T. gondii foi a
Hemoaglutinacdo Indireta (HAI) por meio do Kit TOXOTEST HAI — Wiener Lab, 2000%,
seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante, considerando o ponto de corte de 1:16. Para
a leitura da placa, as amostras de soro em que foi observada a aglutinacdo semelhante ao
controle positivo foram consideradas positivas, e as amostras que ndo aglutinaram formando
um botdo vermelho ao fundo da placa com fundo “V”, assim como o controle negativo, foram

consideradas negativas.

4.4  Digestdo peptidica das amostras para ensaio bioldgico.

Das 125 amostras de produtos carneos coletadas, 21 foram destinadas para o ensaio
bioldgico, onde foi pesado 50g de cada e triturada em um liquidificador para homogeneizar a
amostra com PBS para facilitar o procedimento. Em seguida, seguindo o protocolo proposto
por Dubey (1998), com modificacdes, colocou-se em um Erlenmeyer de 200 ml, e completou
0 volume do mesmo com pepsina acida. Para simular a digestdo gastrica utilizou-se uma
incubadora refrigerada “Shaker” orbital de bancada, CT-712RN.2, Cientec® & 37°C por uma
hora. Decorrido este tempo, cada amostra digerida foi filtrada por um tamiz com gaze dupla e
o filtrado de cada uma foi centrifugado a 1200G por 10 minutos. Apds a centrifugacdo o
sobrenadante foi descartado e ao material restante adicionou-se uma solucdo neutralizadora até
completar um volume de 50ml. Novamente o material foi centrifugado a 1200G por 20 minutos
e 0 sobrenadante descartado. A cada uma das amostras foi adicionado 20ml de solugéo
antibidtica com 2400U1 de penicilina G potassica e 100ug de estreptomicina.

45  Ensaio bioldgico

Para esse estudo foram utilizados 126 camundongos Mus musculus, fémeas, adultas,
com aproximadamente 90 dias de vida em média, da linhagem Swiss albina, oriundos do
Laboratdrio de Recria, Manutencdo e Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de
Santa Cruz (LaBio - UESC). Os camundongos foram alojados durante 42 dias, e cada grupo de
6 animais inoculados por uma amostra foram colocados em microisoladores de policarbonato

devidamente identificados e alojados em um Rack Ventilado da Scienlabor® com temperatura
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controlada a 22 + 1°C, circulaco de ar alta, com 12 horas de ciclo claro e 12 horas de ciclo
escuro, comida e &gua ad libitum durante todo o experimento. Este trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UESC sob o n° 029/19.

Foram utilizados 6 camundongos albinos por amostra, onde 3 receberam 1ml de
inoculacdo subcutanea e 3 receberam 1,5ml de inoculacgéo intraperitoneal durante dois dias com
um intervalo de 24 horas da primeira a segunda inoculacdo. Os animais foram mantidos com
racdo comercial propria para a espécie e agua ad libitum e observados diariamente por cerca de
6 semanas. Os que morreram antes do tempo pre-estabelecido foi feita a coleta do sangue e em
seguida necropsiados para a coleta dos érgdos (Figado, Baco, Coracdo, Pulmao e Cérebro),
assim como os que apresentaram aumento do volume abdominal, ou qualquer sinal que veio a
sugerir infec¢do por T. gondii. Os que ndo vieram a 6bito até 42 dias depois da inoculagdo, apos

a coleta de sangue, foram eutanasiados em camara de COz.

46  Extragdo de DNA.

Tanto as amostras de produtos carneos coletados, quanto os 6rgdos coletados dos
camundongos necropsiados foram encaminhados para a Extracdo de DNA. As amostras de
produtos carneos que na deteccdo de teores de sodio (tdpico 4.8) obtiveram resultados inferiores
a 4%, a PCR foi realizada em duplicata. Para isso, pesou-se 100mg de tecido macerado em
nitrogénio liquido e foi utilizado o protocolo n°3 do Kit comercial Easy-DNA® (Invitrogen).
Apbs todo o procedimento o DNA extraido foi mantido em eppendorfs de 2ml a -20°C até a
realizacdo da PCR.

4.7  Deteccdo molecular de Toxoplasma gondii.

A amplificagdo do DNA de T. gondii foi realizada utilizando os primers Tox4
(CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG) e Tox5
(CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT), resultando em um fragmento com 529 bp
(Genebank NOAFI146527) do DNA de T. gondii. A PCR foi desenvolvida com o DNA extraido,
acrescido de uma mistura de cada primer, dNTPs® (Invitrogen), Tris-HCI (pH 9,0), MgCl. e
Taq DNApolimerase® (Invitrogen). A reacdo foi feita em 35 ciclos, ap6s a sua padronizagao,
utilizando as seguintes condigdes: 5 minutos a 94°C para desnaturacdo em um ciclo Unico,
seguindo-se 35 ciclos de um minuto a 94°C para desnaturacdo, um minuto a 60°C para
anelamento e um minuto a 72°C para extensdo da Taq DNA Polimerase, seguido por uma
extensdo final de 7 minutos a 72°C. Os produtos de cada PCR foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose a 2%, corados com brometo de etidio e fotodocumentados. Como controle
positivo foi utilizado DNA de taquizoito de T. gondii e &gua ultrapura como controle negativo
da PCR.
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4.8  Deteccdo dos teores de cloreto de sodio.

Para a determinac&o de concentracdo de Cloreto de Sodio (NaCl) nas amostras coletadas
utilizou-se a técnica de titulacdo do protocolo 5.7 fornecido pelo Manual de Métodos Oficiais
para Analise de Alimentos de Origem Animal (BRASIL, 2019). A técnica se baseia no principio
em que o sal é extraido com &4gua da amostra. Apés a precipitacdo das proteinas, a concentracao
de cloretos é determinada pela titulacdo de uma aliquota da solu¢do com nitrato de prata
padronizado (Método de Mohr) e calculado através da formula (1) como Cloreto de Sddio. O
ensaio foi conduzido em duplicata de cada amostra analisada e tirou-se a media das duplicatas
para resultado final de concentragdo, sendo expresso em gramas de NaCl a cada 100g de carne
(9/100g).

(V-Vv). f. 0,1. 58,45. 250. 100

NaCl, em g/100g = m. A. 1000

1)
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5 RESULTADOS
No momento da aquisicdo das amostras observou-se que nenhuma das feiras tinham
uma estrutura adequada e ndo se enquadravam nos padrdes de qualidade para vendas de
produtos de origem animal, com barracas de madeira ou alvenaria mal finalizada, presenca de

animais e produtos expostos ou empilhados (Figura 2).

Figura 2 - Estruturas das feiras livres nos municipios do sul da Bahia onde foram coletadas as amostras durante
todo ano de 2021. Figura 2A — Carnes Expostas em temperatura ambiente. Figura 2B — Carnes expostas e
produtos empilhados. Figura 2C — Carcaca de suino em temperatura ambiente e em contato com tabua de
madeira. Figura 2D — Barraca de madeira coberta por plastico e produtos expostos em temperatura ambiente.
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Das 125 amostras coletadas nas feiras livres da regido sul da Bahia, apenas 24 (19,2%)
amostras estavam em temperatura de refrigeracdo (Gréfico 1), todas as amostras coletadas
foram elaboradas pelos préprios comerciantes, sendo assim foi possivel saber o dia em que cada
uma foi feita. A procedéncia das amostras também foi um dos questionamentos realizados no
momento da aquisicdo e 46/125 (36,8%) amostras advinham de criacdo propria e abate ndo
inspecionado realizado pelos préprios donos das barracas das feiras (Gréafico 2).

Na andlise soroldgica para identificacdo de anticorpos anti-T. gondii dos produtos
carneos coletados, 8% (10/125) se mostraram positivos. Quando realizada a analise molecular
(PCR) das amostras, nenhuma delas foram positivas para a presenca de T. gondii. Dentre os 10
produtos carneos positivos na analise soroldgica de anticorpos anti-T. gondii, 4 eram linguicas
curadas suinas, 5 eram carne de sol bovina e 1 era linguica frescal mista, desses produtos 4
estavam em temperatura de resfriamento, 6 estavam em temperatura ambiente, foram
elaborados na madrugada do dia da coleta e advinham da mesma cidade (llhéus), dessas
amostras positivas 50% (5/10) eram animais de criacdo prépria e abate ndo fiscalizado e o
restante de abatedouros-frigorificos

Foram inoculadas em camundongos 21 amostras na intencdo de realizar o bioensaio,
das 125 coletadas, sendo 10 positivas na sorologia e 11 que se apresentaram negativas. Dos 126
camundongos (seis camundongos por amostra) inoculados, 6 (de amostras distintas) nédo
conseguiram chegar até o dia 42 de observacdo e tiveram que ser eutanasiados antes por
apresentarem alteracGes clinicas. Os restantes dos camundongos inoculados ndo apresentaram
nenhuma sintomatologia especifica para infeccdo de T. gondii durante os 42 dias de
acompanhamento. Ap6s a eutanasia e a coleta dos 6rgdos dos camundongos, foram realizadas
a sorologia e a PCR de todos na intencéo de verificar a presenca de anticorpos anti-T. gondii
nos camundongos assim como a presenca do parasito nos 6rgaos dos mesmos, porém todos o0s
camundongos foram negativos tanto na analise soroldgica quanto na analise molecular.

A fim de detectar os teores de sodio de cada amostra coletada, foi realizado o Método
de Mohr e os resultados variaram de 2,2% a 17,7% de concentracdo de sal a cada 100 gramas
de produto carneo. Todos os resultados se encontram na Tabela 2, e a média de cada cidade

com seus respectivos produtos estdo na Tabela 3.
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Grafico 1 - Temperatura de mantenca das amostras coletadas nas feiras livres
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Gréafico 2— Animais das amostras coletadas advindos de abatedouros ou cria¢do propria
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Tabela 2 - Concentragdo de sal nas amostras de produtos carneos coletadas nas feiras livres dos
municipios do sul da Bahia em 2021.

Dias de Maturacéao

Amostra Produto Carneo até o processamento [1 Sal g/100g
das amostras
01 Linguica curada Suina* 5 horas 57
02 Carne de sol Bovina* 6 horas 7,9
03 Linguica Frescal Mista* 5 horas 3,7
04 Linguica curada Suina* 7 horas 2,9
05 Linguiga curada Suina* 5 horas 6,3
06 Carne de sol Bovina* 6 horas 8,0

[] Sal g/100g = Concentracdo de sal em gramas a cada 100 gramas de carne.
* Amostras positivas na sorologia
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Tabela 2 - Concentracdo de sal nas amostras de produtos carneos coletadas nas feiras livres dos
municipios do sul da Bahia em 2021 (Continuag&o)

Dias de Maturacéo

Amostra Produto Carneo até o processamento [1 Sal g/100g
das amostras
07 Carne de sol Bovina* 8 horas 7,1
08 Carne de sol Bovina* 9 horas 5,7
09 Carne de sol Bovina* 5 horas 4,2
10 Linguiga curada Suina 2 dias 6,5
11 Linguica curada Suina* 6 horas 6,4
12 Linguiga curada Suina 2 dias 4,3
13 Linguica curada Suina 1 dia 55
14 Carne de sol Bovina 1 dia 6,1
15 Carne de sol Bovina 1 dia 13,1
16 Carne de sol Bovina 1 dia 4,3
17 Linguica curada Suina 2 dias 4,8
18 Linguica curada Suina 4 dias 5,7
19 Carne de sol Bovina 1 dia 3,7
20 Linguica curada Suina 6 dias 6,7
21 Carne de sol Bovina 1 dia 8,6
22 Carne de sol Bovina 1 dia 5,3
23 Carne de sol Bovina 1 dia 4,1
24 Carne de sol Suina 1 dia 15,0
25 Linguica curada Suina 3 dias 4.4
26 Linguiga curada Suina 3 dias 3,6
27 Carne de sol Bovina 1 dia 7,3
28 Carne de sol Bovina 1 dia 7,0
29 Carne de sol Suina 1 dia 14,6
30 Carne de sol Suina 1dia 11,7
31 Carne de sol Bovina 3 dias 10,1
32 Carne de sol Bovina 1 dia 4,8
33 Carne de sol Bovina 1 dia 4,6
34 Carne de sol Bovina 1 dia 6,0
35 Carne de sol Bovina 1 dia 54
36 Carne de sol Bovina** 1 dia 5,2
37 Carne de sol Bovina 1 dia 3,8
38 Carne de sol Bovina 1dia 57
39 Carne de sol Bovina** 1 dia 4,5
40 Carne de sol Bovina 1 dia 3,5
41 Carne de sol Suina** 2 dias 7,8
42 Carne de sol Bovina** 1dia 6,7
43 Carne de sol Bovina 1 dia 6,6
44 Linguica curada Suina 1 dia 4,7
45 Carne de sol Bovina 1 dia 6,3
46 Carne de sol Bovina 3 dias 7,1

[] Sal g/100g = Concentracéo de sal em gramas a cada 100 gramas de carne.

* Amostras positivas na sorologia; ** Amostras negativas utilizadas no bioensaio.
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Tabela 2 — Concentracédo de sal nas amostras de produtos carneos coletadas nas feiras livres dos
municipios do sul da Bahia em 2021. (Continuag&o)

Dias de Maturacéo

Amostra Produto Carneo até o processamento [1 Sal g/100g
das amostras
47 Linguica curada Suina** 5 dias 2,8
48 Linguica curada Suina 3 dias 4,2
49 Linguica curada Suina 1 dia 4,0
50 Linguiga curada Suina 1 dia 53
51 Linguica curada Suina** 2 dias 3,7
52 Linguica curada Suina** 1 dia 4,6
53 Linguica curada Suina 1 dia 4,4
54 Linguica Frescal Frango** 3 dias 4,3
55 Carne de sol Suina** 5 dias 17,6
56 Linguiga curada Suina 9 dias 5,2
57 Linguica curada Suina** 2 dias 4,6
58 Linguica curada Suina 2 dias 5,2
59 Carne de sol Suina 1 dia 7,6
60 Linguica curada Suina** 2 dias 3,3
61 Carne de sol Bovina 1 dia 4,6
62 Carne de sol Suina 1dia 8,8
63 Carne de sol Suina 1 dia 8,9
64 Carne de sol Bovina 1 dia 8,0
65 Carne de sol Bovina 8 horas 55
66 Carne de sol Bovina 8 horas 4,3
67 Carne de sol Bovina 8 horas 6,4
68 Linguica curada Suina 1 dia 4,6
69 Carne de sol Bovina 1 dia 3,5
70 Carne de sol Bovina 3 dias 9,1
71 Carne de sol Bovina 1 dia 3,3
72 Carne de sol Bovina 4 dias 4,4
73 Linguiga curada Suina 4 dias 4,5
74 Carne de sol Suina 3 dias 3,8
75 Carne de sol Suina 1 dia 8,6
76 Carne de sol Bovina 1 dia 14,8
77 Carne de sol Bovina 7 dias 12,0
78 Carne de sol Bovina 1dia 8,3
79 Carne de sol Bovina 1 dia 4,9
80 Carne de sol Suina 1 dia 7,4
81 Carne de sol Bovina 8 horas 3,0
82 Carne de sol Bovina 8 horas 4,6
83 Carne de sol Suina 1 dia 8,6
84 Carne de sol Bovina 8 horas 4,2
85 Carne de sol Bovina 7 dias 7,0
86 Carne de sol Bovina 1 dia 6,6

[] Sal g/100g = Concentracéo de sal em gramas a cada 100 gramas de carne.
** Amostras negativas utilizadas no bioensaio.
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Tabela 2 — Concentracédo de sal nas amostras de produtos carneos coletadas nas feiras livres dos
municipios do sul da Bahia em 2021. (Continuag&o)

Dias de Maturacéo

Amostra Produto Carneo até o processamento [1 Sal g/100g
das amostras
87 Carne de sol Suina 1 dia 5,8
88 Carne de sol Suina 1 dia 6,3
89 Linguica curada Suina 1 dia 2,2
90 Carne de sol Bovina 7 dias 12,5
91 Carne de sol Bovina 1 dia 4,9
92 Carne de sol Bovina 1 dia 3,3
93 Carne de sol Suina 1 dia 53
94 Carne de sol Suina 1 dia 5,6
95 Carne de sol Bovina 1 dia 4,0
96 Carne de sol Suina 1 dia 8,4
97 Carne de sol Suina 1 dia 4.9
98 Carne de sol Suina 6 dias 14,7
99 Carne de sol Bovina 6 dias 12,2
100 Carne de sol Bovina 3 dias 17,7
101 Carne de sol Bovina 8 dias 5,6
102 Carne de sol Bovina 1 dia 7,0
103 Carne de sol Bovina 2 dias 2,7
104 Carne de sol Bovina 2 dias 10,7
105 Carne de sol Bovina 2 dias 12,5
106 Carne de sol Bovina 1 dia 6,6
107 Carne de sol Bovina 1 dia 7,5
108 Carne de sol Bovina 1 dia 3,2
109 Carne de sol Bovina 1 dia 2,5
110 Carne de sol Bovina 1 dia 17,2
111 Carne de sol Bovina 1 dia 4,6
112 Carne de sol Bovina 1 dia 3,9
113 Carne de sol Bovina 3 dias 10,7
114 Carne de sol Bovina 3 dias 6,2
115 Carne de sol Bovina 1 dia 3,7
116 Carne de sol Bovina 1 dia 2,6
117 Carne de sol Bovina 1 dia 5,2
118 Carne de sol Bovina 1 dia 51
119 Carne de sol Bovina 1 dia 3,4
120 Carne de sol Bovina 1 dia 55
121 Carne de sol Bovina 8 dias 4,4
122 Carne de sol Suina 8 dias 15,8
123 Carne de sol Bovina 1 dia 5,8
124 Carne de sol Bovina 1 dia 7,2
125 Carne de sol Bovina 1 dia 3,8

[] Sal g/100g = Concentracdo de sal em gramas a cada 100 gramas de carne.
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Tabela 3 - — Média de concentracdo de sal dos produtos carneos das cidades coletadas

Cidade Média[] Sal Média[] Carne Meédia[] Carne Meédia []
de Sol Bovina de Sol Suina Linguica
Curada Suina
IIhéus 5,32 6,25 - 4,65
Itabuna 7,43 6,83 13,30 4,83
Itajuipe 5,76 5,98 6,16 3,40
Urucguca 7,40 6,99 8,43 -
Buerarema 7,67 7,39 9,33 -
Floresta Azul 5,78 5,09 9,40 -

[1 = Concentracéo.
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6 DISCUSSAO

A precariedade das condicBes higiénico-sanitarias das feiras livres onde foram
coletados os produtos carneos, evidencia a falta de informac&o dos comerciantes sobre o assunto
e essas circunstancias acabam constituindo um importante vetor no processo de contaminacao
e proliferacdo de Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA) para populagéo consumidora. As
barracas, em sua maioria, quando ndo eram de madeira cobertas por um plastico, estavam em
alvenaria com azulejos quebrados e em péssimas condi¢Ges de higiene com freezer sem
funcionar ou desligado, produtos expostos, empilhados, além da presenca de insetos e animais.
Infelizmente, essa é a realidade da maioria das feiras livres no Brasil (TOSCANO et al. 2009;
MATOS et al. 2015).

A falta de uma legislacdo vigente para a quantidade minima e/ou méaxima de sal que
venha a abranger todos os produtos carneos existentes do mercado, é evidenciada quando se
encontra uma variacdo de concentracdo tdo alta diante dos produtos cérneos coletados (2,2% a
17,7%). Algumas amostras mesmo sendo do mesmo produto e coletadas na mesma cidade
mostraram uma variacdo de concentracdo muito grande, como por exemplo a Carne de sol
Bovina que chegou a variar de 3,0% a 17,7%, ou entdo amostras de Carne de Sol Suina que
teve uma variagédo de 8,6% a 17,6%, e quando se compara com os valores fornecidos pela
Instrucdo Normativa N°92 de 18 de setembro de 2020, em que os valores da Charque e Jarked
Beef devem ser de no minimo 12% (BRASIL, 2020b), reparamos que a Carne do sol, apesar
de, teoricamente, ser menos salgada que a charque, por exemplo, nessas amostras apresentaram
valores muito maiores que 12%. Quando compara a média da concentracao de sal dos produtos
carneos coletados em cada cidade, se observa a mesma grande variacdo de concentracdo, onde
amenor média de concentracdo de sal de Carne de sol Bovina foi de 5,09% da cidade de Floresta
Azul e a maior foi de 7,39% da cidade de Buerarema. Ja a Carne de sol Suina variou de 6,16%
na cidade de Itajuipe a 13,3% na cidade de Itabuna.

Dentre os 10 produtos carneos positivos na sorologia cinco eram carne de sol bovina,
e corrobora a afirmacdo de Menucci e colaboradores (2010), onde relatam a importancia do
monitoramento da carne do sol sobre a toxoplasmose, visto que a mesma € elaborada sem
padrdes oficiais de identidade e qualidade, muitas vezes em condic¢des sanitarias inadequadas e
a comercializacao é facilitada por se dispensar 0 armazenamento refrigerado justamente por ser
uma carne salgada, representando assim um importante problema de Saude Publica.

Todas as amostras positivas foram na cidade de Ilhéus, nesta mesma cidade ja foram
identificados produtos carneos in natura positivos para Toxoplasma gondii e com cepas
patogénicas quando inoculadas em camundongos (BEZERRA et al. 2012; ROCHA et al. 2018).
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Pesquisas anteriores evidenciam a importancia da concentracdo de sal e tempo de
maturagdo dos produtos carneos antes das vendas de no minimo 3% a partir de 3 dias (JAMRA
etal., 1991) ou de acordo com Navarro e colaboradores (1992) a partir de 2% por no minimo 2
dias a fim de garantir a inativacdo dos cistos teciduais de T. gondii. Apesar da concentracdo de
sal dos produtos carneos positivados estarem entre 2,9% a 8%, deve-se levar em consideragdo
o tempo de maturagdo que foi de poucas horas (desde a elaboracao até a coleta e realizacdo da
analise) sendo assim o sal ainda nédo tinha tido tempo de acdo suficiente para interferir no
exsudato das amostras. Dependendo da concentracdo de sal, 0 mesmo pode fazer com que a
carne perca agua, sendo assim, quanto maior a concentracao de sal, maior sera a perda de agua
(PIGNATA et al.,, 2010). Marciano e colaboradores (2018), relataram a possibilidade da
interferéncia do sal no exsudato quando obtiveram resultados falso-negativos dos produtos
carneos, ao realizar a andlise sorolégica ELISA em carnes de sol advindas de bovinos
experimentalmente infectados.

Apesar dos 10 produtos cérneos positivos na analise sorologica, nenhum dos 125
produtos coletados foram positivos na analise molecular, porém esse resultado pode ter sido,
mais uma vez, falso-negativo visto que é importante ressaltar que os cistos ndo possuem uma
distribuicdo homogénea, podendo nédo estar presentes no corte coletado, ou na amostra de
100mg utilizada para realizar a analise de PCR (MECCA et al., 2011; MARCIANO et al.,
2018).

Todas as 10 amostras positivas na sorologia e mais 11 amostras negativas escolhidas
aleatoriamente, foram utilizadas para o bioensaio, levando em consideracdo a possibilidade de
a andlise soroldgica ter apresentado resultados falso-negativo (MARCIANO et al., 2018). As
concentracdes de sal das amostras inoculadas variaram de 2,8% a 17,6% (a cada 100g de carne).
Os resultados do bioensaio dos produtos carneos coletados, estdo de acordo com outros estudos
(VENKATACHALAM & ZIMMERMANM 1976; WARNEKULASURIYA et al., 1998;
MENDONCA, et al., 2004; LANGONI et al., 2021). Nenhuma das 70 amostras de linguica
suina coletadas por Mendonca e colaboradores (2004) foram capazes para infectar os
camundongos bioensaiados, porém 33 amostras foram positivas na analise molecular (PCR).
Esse estudo, ndo realizou o teste de concentracdo de sal das amostras, mas 0s autores deixam
claro a possibilidade da alta concentragdo de sal das amostras terem inviabilizado os cistos
teciduais para o bioensaio.

Esses resultados evidenciam que mesmo as amostras positivas na sorologia, onde o
tempo de maturacéo foi de apenas 6 horas em média, a concentracdo de sal dessas (2,9% a 8%),
foi suficiente para inativar possiveis cistos nas amostras, dado que os camundongos estavam

negativados na analise molecular e sorolégica, 0 que mostra que, por consequéncia, clientes



41
gue viessem a consumir esses produtos ndo correriam risco algum de se infectar pelo parasita
Toxoplasma gondii. Porem, mesmo que a salga, cura e uso de conservantes em produtos carneos
ja tenham se mostrado uteis na inviabilizacdo de cistos teciduais de Toxoplasma gondii, ndo
existe garantia para o controle da infeccdo justamente devido a essa diversificacdo das técnicas
aplicadas nos mesmos (LUDEN; UGGLA, 1992, POTT et al., 2013).
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7 CONCLUSAO
A determinacdo da concentragédo de sal das amostras coletadas foi essencial para uma
melhor elucidacdo dos resultados obtidos, comprovando que as concentraces de sal dos
produtos carneos vendidos nas feiras livres da regido Sul da Bahia se mostraram suficientes
para a inativagdo de possiveis presentes cistos teciduais do parasito, porém mais estudos sobre
diferentes concentracdes de sal em produtos carneos advindos de animais experimentalmente
infectados se faz necessario, para uma melhor determinacdo da variavel tempo de
maturacao/concentracdo de cloreto de sodio, a fim de melhor garantir a qualidade dos produtos

e assegurar a satde do consumidor.
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