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DO TOXOPLASMA GONDII AO CLORETO

DE SODIO E AOS CONDIMENTOS
EM LINGUICA DE SUINOS!
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A finalidade do presente trabalho foi verificar a resisténcia dos cistos de To-
xoplasma gondii ao efeito do sal (cloreto de sédio) e dos condimentos (pimenta-do-reino
e alho) em linguicas do tipo frescal, elaboradas com carne de suinos experimentalmente
infectados. As linguicas estudadas foram tratadas com 1,25, 2,00 e 2,50% de sal com adi-
¢do de condimentos, e mantidas sob refrigeragdo por periodos de 0, 24 e 48 horas, apds o
que foram as mesmas digeridas artificialmente e o material resultante inoculado em ca-
mundongos. Apds 42 dias, sacrificaram-se 0s camundongos sobreviventes e seus soros fo-
ram examinados pela reagdo de imunoinfluorescéncin indireta (RIFI) para a detecgio de
anticorpos anti-T. gondii. Os exames revelaram que, em periodos inferiores a 24 horas, 0s
tratamentos com sal ndo eliminam o parasito e que somente apds 48 horas a agdo do sal,
nas concentragdes de 2,00 e 2,50%, mostrou-se eficiente, inviabilizando o parasito. Os
resultados deste experimento mostraram, também, que os condimentos ndo interferem na

viabilidade do T. gondii.

O termo toxoplasmose ¢é utili-
zado para designar as condigdes de infecgao
pelo Toxoplasma gondii (1) que acomete tanto os
animais como o homem. Trata-se de uma an-
tropozoonose de distribuigdo geogréfica
mundial considerada como sendo a parasi-
tose mais freqiiente no homem e, talvez, nos
animais homeotermos (2).

A importéncia da infecgdo, no
ambito da satide ptblica, reside no fato dessa
zoonose representar uma causa apreciavel de
natimortalidade e, principalmente, de mor-
bidade neonatal, com apresentagéo de lesdes

! Trabalho desenvolvido na Universidade Estadual de Lon-
drina (U E L ), Paran4, com o apoio da Coordenadoria de
Pesquisa e Pés-Graduacao

? Docentes da Universidade Estadual de Londrina, Depar-
tamento de Medicina Veterinana e Prevengao de Patologia
Arumal. Enderego para correspondéncia: Italmar Teodo-
nico Navarro, CXP 6001, CCA/DMVPPAZ, 86050, Lon-
drina, Parand, Brasil.

® Pés-graduandos, Universidade Estadual de Londrina

oculares de intensidade variavel e alteragdes
cerebrais graves (3).

A ingestao de alimentos conta-
minados com oocistos e/ou cistos teciduais em
produtos de origem animal infectados com o
T. gondii sdo as duas maiores causas de infec-
¢a0 humana (4, 5).

Como o consumo de carne crua
ou malcozida sdo formas de transmissao do
T. gondii para o homem, o grande consumo de
linguicas frescas feitas de carne suina pela
populagio brasileira, que em muitas regides
as consume malcozidas e ndo raro cruas, é
causa de grande preocupagcéao. Esta se v& hoje
reforgada no Brasil pelo fato de tais linguicas
serem processadas artesanalmente — o que



certamente contribui para aumentar o risco da
doenga. Agrava ainda esta preocupagdo a alta
prevaléncia de titulos sorologicos encontra-
dos nos rebanthos nacionais de suinos (6--10).

A avaliagao dos métodos empre-
gados atualmente para a destruigdo dos cis-
tos de T. gondii na carne — congelamento, de-
fumagao, salga, fritura, ebuligio, etc. (4, 11—
14) — ¢ condigéo basica para o aperfeicoa-
mento dos processos que, confrontados com
as caracteristicas socio-econdmicas e ecol6-
gicas de cada regiao, possibilitem o controle
do T gondii nos produtos de origem animal.

Objetivou-se, neste trabalho,
analisar a resisténcia dos cistos teciduais de
T. gondii aos condimentos tradicionalmente
usados na preparagao de linguicas de sufnos
e a diferentes concentragdes de sal espe-
rando-se, desta forma, verificar a viabilidade
dos cistos nesse tipo de linguica e avaliar o
potencial de risco de transmissao do parasito
para o homem.

MAT ERIAL

E METODOS

Dois suinos (identificados como
nZ1en22), ambos com 75 dias de idade, da
raga large white, obtidos de granjas da regiso
e sorologicamente negativos para T gorndii pela
reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI),
foram inoculados com cerca de 1 500 cistos por
via oral e 4 500 por via subcutanea. Os cistos
inoculados foram obtidos de macerado de cé-
rebro de camundongos previamente inocu-
lados com a amostra ““P” (origindria de cao
pastor). Contaram-se e padronizaram-se os
indculos em cdmara de Newbauer. Apés a
inoculagdo, os suinos foram mantidos em
baias individuais com racio concentrada co-
mercial e dgua ad libitum, com acompanha-

TABELA 1. Relagdo dos tratamentos e suas
respectivas quantidades de sal (NaCl) e adigdo
de condimentos

Tratamento Sal Condimentos?
Ad ausente ausente
B ausente presente
C 1,25% presente
D 2,00% presente
E 2,50% presente

20,3 de alho e 0,4% de pimenta-do-remno
b Carne mofda nao embutida controle

mentos didrio por exame clinico e semanal por
exames para T. gondii.

Apbs o periodo de observacao
— 65 dias para o suino n2 1 e 122 dias para o
n2 2 — os mesmos foram sacrificados e co-
lhidas amostras de cada um, num total de
2 000 g de tecido muscular (compreendendo
diversos cortes da economia animal, usados
para embutimento) e 500 g de tecido adiposo.
Colheram-se, também, amostras dos cére-
bros, figados e bagos.

Submeteram-se as amostras co-
Ihidas de cada suino aos cortes tradicionais de
frigorifico, para a separacao do tecido adi-
poso. Os recortes de carne utilizados guar-
daram a proporgao preconizada pela formu-
lagao do Servigo de Inspegao Federal e pelas
formulagbes artesanais para liguiga tipo fres-
cal, ou seja: 75% de recortes de carne, 10% de
carne da cabega e 15% de toucinho (tecido
adiposo). Apés trituradas mecanicamente
com discos de 4 mm, estas carnes foram di-
vididas em cinco aliquotas de 350 g e tratadas
com diferentes concentracoes de sal (NaCl) e
condimentos (alho comum e pimenta-do-
reino) (tabela 1). Para manter a igualdade com
as linguicas artesanais, excluiu-se do proces-
samento, o uso de outros sais e condimentos.

Depois de tratadas com sal e con-
dimentos as amostras — 50 g cada — foram
embutidas e mantidas sob refrigeracdo por
tempos diferentes (tabela 2), apés o que adi-
cionou-se a cada uma delas cinco volumes de
uma solugdo de suco digestivo artificial, se-
gundo férmula proposta por Jacobs e Melton
(15) — 1,6 g de pepsina (com atividade biol6-
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TABELA 2. Numero e quantidade das amostras (50 g cada) colhidas de cada sufno e tempo

de estocagem a temperatura de 10 °C

Tempo de estocagem das
amostras a 10 °C, em horas

Tratamento 0 24 48 Total das amostras
A . 6
B 3 3 6
C 3 3 6
D 3 3 6
E 3 3 6
gica 1:10 000), 2,5 g de NaCl, 13,5 ml de HCI
e 4gua em quantidade suficiente para 500 ml ESUILTADOS
de solucao. O homogeneizado foiincubado a E DISCUSSAQO

37 °C sob agitacao, durante 120 minutos, e
depois filtrado em gaze dupla esterilizada.

Os volumes filtrados foram cen-
trifugados a 2 000 rotagdes por minuto, du-
rante 15 minutos, desprezando-se o sobre-
nadante, e o sedimento resuspenso em
solugéo salina (0,9% NaCl), completando 300
ml. Repetiu-se este procedimento trés vezes,
ap0s o que o sedimento foi resuspenso em 10
ml de solugédo salina contendo 1 000 unidades
por ml de penicilina G e 1 mg/ml de di-
idroestreptomicina. A suspensao assim ob-
tida foi inoculada, por via intraperitoneal, na
dosagem de 2 ml cada, em cinco camundon-
gos albinos swiss, fémeas, livres de T. gondii.
Paralelamente, inocularam-se camundongos
controle com extrato de amostras de cérebro
e figado de cada um dos suinos.

Ap6s um periodo de observagio
de 42 dias, os lotes de camundongos foram
sangrados e os soros obtidos submetidos a
RIFI para pesquisa de anticorpos anti-T. gon-
dii, considerando-se como positivos os que
apresentaram titulos maiores ou iguais a 1:64.
O conjugado utilizado para a RIFI foi a IgG
anti-camundongo (1:40) (Sigma-Chemical, 5t.
Louis, EUA).

Recolheram-se fragmentos de
cérebro, figado e tecido muscular que, ap6s
fixados em formalina a 10%, foram seccio-
nados em cortes de 6 pm e corados por
hematoxilina-eosina e examinados ao
microscopio.

Quando sacrificados, apds 65
dias, o suino n2 1 apresentou titulo de anti-
corpos anti-T.gondii IgG de 1:1024 e o n2 2 ti-
tulo de 1:4096. Assim, pdde-se determinar que
os animais estavam em fase sugestiva da pre-
senga de cistos nos tecidos, o que se confir-
mou pelo isolamento do parasito nas amos-
tras controle. Estes resultados das provas
seroldgicas concordam com outras que iso-
laram o parasito de suinos com titulos com-
pativeis de doenga crénica (4, 12, 16). O iso-
lamento do parasito nas amostras de cérebro
inoculadas em camundongos reforca a posi-
tividade dos suinos, o mesmo nio ocorrendo
com as amostras de figado (tabela 3).

TABELA 3. Reisolamento de T. gondii
de camundongos inoculados com macerados
de drgaos de suinos infectados com cistos

Macerados Macerados
Sulnos de cérebro de figado
N2 1 PsPt
N2 2 Ps

Ps Reagao de imunofluorescéncia positiva {maior ou igual a 1-64)
em camundongos inoculados com extrato da digestao de came
ou de linguica

Pt Presenga de taquizoftas de T gondii no exsudato peritoneal
dos camundongos inoculados



TABELA 4. Isolamento de 7. gondii em camundongos inoculados com amestras de carne de linguica
fresca, preparada com carne de suinos experimentalmente infectados, e submetidas a diferentes
concentragdes de sal e a diferentes tempos de estocagem em geladeira a 10 °C

Tratamento

ﬂ B D E
Sufno Q2 242 482 242 482 2432 482 242 482
N1 Ps Ps Ps PsPt Pt Ps . Ps

Ps PsPt Ps PsPt Ps

Ps PsPt Ps Ps .
Ne 2 Ps Ps Ps Ps Ps . Ps

Ps Ps Ps Ps

Ps Ps Ps Ps

2 Tempo de estocagem, em horas.

Ps Reagdo de imunofiuorescéncia indireta para toxoplasmose positiva (malor ou igual a 1°64) em camundongos inoculados com extrato

da digestao de carne ou de linguica.

Pt Presenca de taquizoltas de 7 gondii no exsudato peritoneal dos camundongos inoculados

A Controle (carne molda)

B Linguiga sem sal (NaGi), com condimentos.

C Linguica com 1,25% de sal e condimentos.

D Linguiga com 2,00% de sal e condimentos.

E Linguiga com 2,50% de sal e condimentos.

Observacao As vanavers testadas foram feitas em triplicata.

Os resultados referentes ao rei-
solamento do T gondii dos tratamentos A, B,
C, D e E (carne moida, linguica sem sal e lin-
guica com 1,25, 2,00 e 2,50% de sal, e obser-
vados por periodos de 24 e 48 horas sob refri-
geracdo, aparecem na tabela 4. Esses
resultados permitem observar ser possivel
isolar o T gondii de todas as amostras dos tra-
tamentos A e B, respectivamente carne moida
e linguica sem sal mas com condimentos, in-
clusive com recuperagio da forma prolifera-
tiva do parasito taquizoita em duas amostras
do tratamento B. Pelos achados do trata-
mento B (linguica sem sal e com condimen-
tos), constatou-se a resisténcia dos cistos ao
efeito da adigao de condimentos (alho co-
mum e pimenta-do-reino) utilizados tanto na
fabricagdo artesanal como na industrial.

Nos tratamentos C, D e E, cons-
tituidos de linguica com diferentes concen-
tragdes de sal, houve decréscimo no isola-
mento & medida que se aumentou a
quantidade de sal e o tempo de observagao.
No tratamento C, diferentemente do obser-
vado no tratamento B, a inativacao parcdial dos
cistos ocorreu apds 48 horas, e nos tratamen-
tos D e E, ja nas primeiras horas ap6s a ela-
boracédo. Entretanto, a inativacio total dos
cistos s6 ocorreu nos tratamentos D e E, e so-
mente apos 48 horas, mostrando ser a agdo
inativante do sal proporcional a concentracao
empregada. Estes achados evidenciaram a
enérgica agdo do sal com 48 horas de atua-
cdo. De fato, quanto major a quantidade de
sal empregada, maior a inativagao dos cistos
em menor espaco de tempo. Os dados obti-
dos por outros cientistas (11) ac submeterem
cistos isolados de T. gondii, obtidos de mace-
rado de cérebro de camundongos, a solugdes
com diferentes concentracdes de sal — veri-
ficando que tais formas tém boa resisténcia a
concentracdes de até 2,10% de sal, durante seis
horas e perdendo sua infectividade com 24
horas — reforcam os deste trabalho. Ja outro
cientista (12) preparou pratos a base de carne
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suina e adicionou até 3,0% de sal, obtendo o
isolamento do parasito dos pratos, enquanto
ainda crus, algumas horas apds seu preparo.

Pode-se assim observar que nos
tratamentos D e E — onde se manteve, res-
pectivamente, a proporcionalidade de sal das
formulacdes artesanal (caseira) e industrial —
verifica-se que, mesmo nas concentragbes
normalmente usadas para a preparagdo de
linguicas de suino tipo frescal, a atuagio do
sal mostrou ser eficaz com 48 horas, condigdo
esta que proporciona produtos livres de risco
de infecgdo por T gondii, conseqiientemente
inécuos para o consumo humano — mesmo
quando consumidos crus ou malcozidos; o
mesmo ndo ocorrendo quando o produto
permaneceu sob refrigeragdo por apenas 24
horas.

Quanto aos resultados de exa-
mes histopatolégicos de cérebro, figado, bago
e tecido muscular, nao se pdde observar a
presenga de T. gondii em nenhuma das amos-
tras. Qutros autores (17—19) comentam a falta
de especificidade e precisdo desta técnica para
confirmar a presenga de T. gondii nos tecidos.

CONCLUSOES

Com base nos resultados obti-
dos, pode-se concluir que:

O Os condimentos rotineiramente
utilizados na elaboracao de linguicas (pi-
menta-do-reino e alho, ndo afetam a sobre-
vivéncia do T’ gondii;

0 acarne suina moida representa
um grande potencial de risco de infecgao por
T. gondii para o ser humano;

0  os tratamentos com sal — a que
usualmente sdo submetidas as linguicas tipo
frescal — nao elimina, desses produtos, o
potencial de risco de infeccdo com T, gondii para
o consumo antes de 24 horas.

0 aagdodosal sobreoscistosde T
gondii em linguiga fresca de suino mostrou-se
eficaz somente apos 48 horas de sua elabo-
ragao, em concentragdes de 2,0 ¢ 2,5%. Esta
condigdo mostrou-se eficaz no sentido de in-

viabilizar o parasito, permitindo seu em-
prego como meio de controle, mesmo quando
esses tipos de produtos forem consumidos
crus ou malcozidos.
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IN PORK SAUSAGE

The aim of this study was to de-
termine the resistence of Toxoplasma gondii cysts
to salt (sodium chloride) and condiments
(black pepper and garlic) in fresh sausages
prepared with experimentally infected pork.
The sausages were treated with 1.25, 2.00, and
2.50% salt with condiments added, and were
refrigerated for 2, 24, and 48 hours, after which
they were artificially digested. Mice were then
inoculated with the digested matter. After42
days the surviving mice were sacrificed and
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their serum examined using indirect immu-
nofluorescence to detect anti-T. gondii anti-
bodies. This examination showed that the
treatments with salt over periods of less than
24 hours did not eliminate the parasite, and
that only after 48 hours did the salt, at con-
centrations of 2.00 and 2.50%, effectively kill
the parasite. The results of this experiment
also showed that the condiments had no ef-
fect on the viability of T. gondii.
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