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RESUMO

CARVALHO, ALINE MACHADO. Soroprevaléncia de Toxoplasma gondii e
fatores de risco associado em populacao rural de origem germanica no sul do
Brasil. 2014.80f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Poés-Graduacdo em
Parasitologia, Universidade Federal de Pelotas, RS, Brasil.

A toxoplasmose, ocasionada pelo protozoario Toxoplasma gondii, € uma patologia
difundida em todo mundo e altamente prevalente principalmente em regides de clima
quente e umido. Trata-se de uma zoonose, de grande importancia em saude publica,
podendo causar infeccdo em todos os animais homeotérmicos, além de peixes e
moluscos. A soroprevaléncia varia mesmo entre populacées de localidades
préximas, e, por isso, é importante a realizagdo de estudos regionais, que permitam
a tomada de medidas especificas e eficazes para o controle da zoonose. Essa
variacao é determinada pelos habitos e costumes dos habitantes de cada regiao,
sendo também influenciada por fatores climaticos, geograficos e tipos de trabalho.
No estado do Rio Grande do Sul, existem regides de colonizacdo germanica, cuja
populacdo mantém seus habitos alimentares e culturais preservados. Este estudo
teve como objetivo conhecer a soroprevaléncia de T. gondii em uma populacado
germanica no Sul do Rio Grande do Sul e correlacionar com os principais fatores de
risco, incluindo o consumo de carnes cruas defumadas, de anseriformes como
patos, gansos e marrecos, e também de suinos. Foi aplicado questionario
epidemiologico e realizado coletas de sangue venoso de 350 individuos,
cadastrados no posto de saude de comunidade rural do municipio de Sao Lourenco
do Sul-RS. Os exames sorolégicos para T. gondii foram realizados através da
Reacéao de Imunofluoréscencia Indireta (RIFI) segundo Camargo (1964), com ponto
de corte de 1: 32 para IgG e 1:8 para IgM. A soroprevaléncia para T. gondiina
populacao estudada foi de 75,1%, com titulos que variaram entre 32 e 16.380. Nao
foi diagnosticado nenhum caso agudo da doenca ou de infeccdo recente (IgM
positivo). Constatou-se que o habito de provar o tempero de carne crua aumenta
2,45 vezes mais a chance de infeccdo dessas pessoas pelo protozoario. Mais de
90% dos pesquisados costumam consumir embutidos artesanais, agua nao tratada,
pratos tipicos a base de carne defumada, ter contato com o solo, ndo higienizar
corretamente frutas e verduras, manusear carne crua e ter gatos no peridomicilio.
Trata-se do primeiro estudo sobre a soroprevaléncia de T. gondii em populagao rural
de origem germanica no Brasil.

Palavras-chave: toxoplasmose; epidemiologia; populacao origem germanica



ABSTRACT

CARVALHO, ALINE MACHADO. Seroprevalence of Toxoplasma gondii and risk
factors associated in a population of germanic origin in southern Brazil. 2014.
78f. Thesis (Master degree) - Graduate Program in Parasitology, Federal University
of Pelotas, RS, Brazil.

Toxoplasmosis, caused by Toxoplasma gondii protozoan, is a disease widespread
throughout the world and highly prevalent particularly in regions with hot and humid
weather. It is a zoonosis of major public health significance, and it may cause
infection in all warm-blooded animals, fish and shellfish. The seroprevalence varies
even among populations of nearby locations, and so it is important to conduct
regional studies to permit the preparation of specific and effective measures for the
control of the zoonosis. This variation is determined by the habits and customs of the
inhabitants of each region, and it is also influenced by climatic and geographic
factors and types of jobs. In the state of Rio Grande do Sul, there are regions of
Germanic settlement, whose population keeps its eating and cultural habits
preserved. This study aimed to assess the seroprevalence of T. gondii in a German
population in the southern region of Rio Grande do Sul and to correlate with the
major risk factors, including consumption of raw and smoked meats from anseriforms
such as ducks, geeses and pork. Epidemiological questionnaire was applied, and it
was done collections of venous blood samples of 350 individuals registered at the
health center in the rural community the municipality of Sdo Lourengo do Sul - RS.
This is the first study on the seroprevalence of T. gondii infection in the rural
population of German origin in Brazil. The serologic tests for T. gondii were done
through the Indirect Immunofluorescence Assay, according to Camargo (1964), with
a cutoff of 1:32 for IgG and 1:8 IgM. The seroprevalence of T. gondii in the studied
population was 75.1%, with titers ranging from 32 to 16,380. No case of acute illness
or recent infection (IgM positive) was diagnosed. It was found that the habit of tasting
the flavor of raw meat increases 2.45 times the chance of infection by the protozoan
of these people. Over 90% of the respondents usually consume artisanal sausages
and typical smoked meat dishes, drink untreated water, have contact with the
ground, do not properly sanitize fruits and vegetables, handle raw meat and have
cats around the house, which may explain the higher seroprevalence than in other
population groups in the region. This is the first study on the seroprevalence of T.
gondii infection in the rural population of German origin in Brazil.

Keywords: toxoplasmosis; epidemiology; germanic
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1. INTRODUCAO

A toxoplasmose € uma antropozoonose, causada pelo protozoario
Toxoplasma gondii, que é um coccidio, parasito intracelular obrigatério. Os
hospedeiros intermediarios de T. gondii sdo varios vertebrados, principalmente aves
e mamiferos, porém os unicos hospedeiros definitivos s&o os membros da familia
Felidae, que eliminam oocistos nas fezes, contaminam o ambiente e,
consequentemente o homem e outros animais homeotérmicos, peixes e moluscos
(TENTER et al., 2000).

Quase todas as formas de vida do protozoario sdo infectantes para os
hospedeiros intermediarios e definitivos. Dentre as formas de transmissdo em
humanos, estdo a ingestdo de oocistos presentes no ambiente ou em &agua e
alimentos contaminados (HILL e DUBEY, 2002; DUMETRE et al., 2008), a ingestdo
de cistos nos tecidos de hospedeiros intermediarios (FERGUSSON, 2009) e a
transmissdo congénita (DUBEY E JONES, 2008). Existe também a possibilidade de
ocorrer através de transplante de o6Orgdos e transfusbes de sangue e
hemocomponentes (NELSON et al., 1989; HILL e DUBEY, 2002).

Em individuos imunocompetentes a infeccdo costuma ser autolimitada e,
frequentemente, assintomatica. No entanto, o protozoario ird permanecer viavel nos
tecidos, na forma de cistos, de modo que nao é possivel erradica-la (DUBEY et al.;
1996; FERGUSON, 2009). Nos pacientes imunocomprometidos, como individuos
com neoplasias, sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) ou outras condicdes
imunossupressoras, a doenca causada por T. gondii pode ser severa e fatal
(JEFREY et al, 2001; MEDEIROS et al, 2001; FERGUSSON, 2009). Na
transmissao congénita da toxoplasmose podem ocorrer abortos ou danos a criancga,
que tanto podem ser detectados no momento do nascimento como se manifestar
tardiamente (ASPINALL et al.; 2003; DUBEY e JONES, 2008).

O parasito tem ampla distribuicdo geografica e comporta-se como agente de
alta infecciosidade e baixa patogenicidade, visto que 50% ou mais da populagao
estdo contaminados pelo coccidio e apenas uma proporcao reduzida apresenta a
doenca (HOLLAND, 1999). No Brasil 50 a 83% da populagédo adulta é soropositiva
(OREFICE, 2005) e a forma mais comum da toxoplasmose sistémica pés-natal
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(TSPN) é a forma assintomatica que acomete 80-90% casos (AKSTEIN, 1982). A
ingestdo de cistos viaveis, presentes em carnes de animais infectados, € a via de
transmissdo mais importante para infeccao por Toxoplasma gondii, em seres
humanos (DUBEY, 1996; SOCCOL, 2009). O consumo de carne mal passada é o
maior fator de infeccdo em humanos, especialmente na Europa, onde varios surtos
estavam ligados epidemiologicamente a essa forma de infecgdo (COOK et al., 2000;
DUBEY, 2010). Entre as espécies destinadas a alimentagcdo humana, as infeccoes
por T. gondii sdo mais prevalentes em suinos, ovinos e caprinos, do que em bovinos
(DUBEY; BEATTIE, 1988; DUBEY, 2010). Entretanto, deve ser considerada a
importadncia dos bovinos como fonte de infeccdo para a espécie humana,
principalmente pelo consumo de derivados, € a mais consumida na regido.
(SANTOS, et al.; 2012).

Varios inquéritos no Brasil em populagcées urbanas, rurais e, inclusive, em
indigenas, tém demonstrado uma prevaléncia de sororeagentes geralmente superior
a 50% (COUTINHO, 1981), chegando a 80% em algumas regides (KAWAZOE,
1995). Esta variacdo na prevaléncia esta relacionada a fatores geograficos,
climaticos, socioculturais, tipo de trabalho, entre outros (FRENKEL, 1991)

As prevaléncias nas populacoes estudadas no estado do Rio Grande do Sul
variam entre 54,8% e 80%. Nao existem registros sobre a prevaléncia dessa
zoonose em populacdes de origem germanica e a relacdo com seus habitos
alimentares, no Brasil. Em relacdo aos fatores associados com a soropositividade
para esse coccidio, estudos realizados em diferentes areas geograficas e
populagdes, tiveram resultados conflitantes, evidenciando a necessidade de estudos
regionais que caracterizem a epidemiologia desta infeccdo e, assim, possibilitem
melhorias nas estratégias de controle e prevencao (ZARKOVIC et al., 2007; LOPES
et al., 2009; LOGES et al., 2010).

O segundo distrito do municipio de Sdo Lourenco do Sul, RS, comunidade
rural de Taquaral, € uma regido tipica de colonizacao germanica. O posto de salude
(PSF) da comunidade que pertence ao Sistema Unico de Salide, responsavel pelo
atendimento da populacdo local e realizacdo de orientacdes aos grupos de
hipertensos, diabéticos e gestantes. A sorologia para T. gondii somente é feita
quando o médico solicita para gestantes e/ou pacientes suspeitos, e inexistem
dados relativos a prevaléncia desta infec¢ao na populacao.
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Este trabalho teve como objetivo avaliar a prevaléncia de imunoglobulinas
(IgM e 1gG) em individuos de origem germénica em uma comunidade rural no sul do
Brasil (RS), e correlacionar os resultados obtidos na sorologia, com os dados de

inquérito epidemioldgico realizado na populacao local.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Histoérico da toxoplasmose

O protozoario Toxoplasma gondii, foi descrito por Nicolle e Manceaux (1908)
na Tunisia, Norte da Africa, no cérebro de um roedor selvagem, Ctenodactylus
gondii e, no mesmo ano, por Splendore (1908) em Sao Paulo, Brasil, em coelhos de
laboratério. O género foi denominado Toxoplasma (do grego taxon=arco) devido a
sua forma de ‘quarto crescente”, ou “meia lua”, e gondii em referéncia ao roedor
hospedeiro (BLACK e BOOTHROYS, 2000). O parasito ja foi reportado na maioria
dos continentes.

Janku (1923) observou o agente no olho de uma crianca de 11 meses, em
Praga, na Tchecoslovaquia. A paciente apresentava um quadro de hidrocefalia,
microftalmia e coloboma macular. Essa foi a primeira descricdo de doenca ocular
congénita, embora ainda nao reconhecida como toxoplasmose. No Brasil, Margarino
Torres (1926), registrou a presenca do parasito intracelular em crianca vitima de
meningoencefalite congénita. Entre os anos de 1937 e 1939 em Nova York, foi
realizado o reconhecimento do T. gondii como agente causador de encefalomielite
em neonatos humanos, e nesse ultimo ano foi determinada uma triade classica de
sintomas da toxoplasmose congénita em humanos: retinocoroidite, hidrocefalia e
encefalite seguida de calcificacao cerebral (WOLF; COWEN, 1937; WOLF et al.,
1940), além de isolarem o parasita por inoculagcdo em animal. Na década de 40, a
toxoplasmose adquirida foi descrita pela primeira vez por Pinkerton e Weinman, em
um caso de adulto jovem com doenca generalizada (AMATO NETO et. al.,1995)

Sabin e Feldman (1948) criaram o teste do corante de Sabin-Feldman,
permitindo que varios pesquisadores estudassem os aspectos clinicos e
epidemiologicos da toxoplasmose, demonstrando ser uma infeccdo de alta
prevaléncia no mundo e assintomatica na maioria dos individuos. Assim, iniciaram-
se os primeiros estudos epidemiol6gicos. Em 1957, Goldman desenvolveu o teste de
imunofluorescéncia indireta, que detecta a presenca de anticorpos IgM e IgG na
toxoplasmose. Posteriormente, Couver e Desmonts (1962) sugeriram que a doenca
ocular, na forma congénita, poderia se manifestar tardiamente. Hogan et al.,(1964)

concluiram que o envolvimento ocular em pacientes com a infecgdo pos natal era
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incomum, e descreveram um grande numero de individuos com infecgcdo
assintomatica.

Foi somente em 1969, 60 anos ap6s a descoberta do parasito, que T. gondii
foi reconhecido como coccideo e teve seu ciclo biolégico definido, tendo como
hospedeiros definitivos os felideos em geral, e ndo apenas o gato doméstico (felis
catus), e como hospedeiros intermediarios, os mamiferos, aves e roedores
(FRENKEL, 1970; HUTCHISON, 1970).

Mansur et al. (1978) descreveram em Nova York, um surto de toxoplasmose
em pessoas que viviam num mesmo domicilio apds ingestao de carne contaminada.

A partir de 1980, com o advento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDA), ocorreram os primeiros registros de toxoplasmose no sistema nervoso
central desses individuos, sendo reconhecido como patdégeno oportunista (LUFT et
al., 1983; LUFT et al., 1984).

Nas Ultimas décadas, inumeras conquistas foram alcancadas tanto no
desenvolvimento de métodos soroldégicos, como na biologia celular e molecular, que

tem permitido um melhor diagnéstico da parasitose em humanos e animais.

2.2. O parasito

Toxoplasma gondii € um protozoario intracelular obrigatério, com ciclo
evolutivo heteroxénico, na classificacdo taxondmica do parasito, 0 género é formado
por uma unica espécie. O hospedeiro definitivo pertence ao grupo dos felideos,
sendo o0 gato doméstico de maior importancia epidemiolégica, o homem e outros
animais sao seus hospedeiros intermediarios. Esse coccideo foi detectado em
diferentes células e tecidos do hospedeiro intermediario, tais como: placenta,
musculos estriados, esqueléticos e cardiacos, cérebro, retina e leucocitos. Liquidos
organicos como peritoneal, a saliva, o leite materno, o esperma, e a urina podem
exibir o parasita. O protozoario pode ser detectado no epitélio do intestino de
felideos nao-imunes (DUBEY, 1986; FRENKEL, 1986; OREFICE E BAHIA-
OLIVEIRA, 2005).
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2. 2.1. Taxonomia

O protozoario Toxoplasma gondii, segundo Levine (1980), apresenta a seguinte

posicao taxondémica:

Reino: Protista
Sub-reino: Protozoa
Filo: Apicomplexa
Classe: Sporozoae
Sub-classe: Coccidea
Ordem: Eucoccidiida
Sub-ordem: Eimeriina
Familia: Sarcocystidae
Sub-familia: Toxoplasmatinae
Género: Toxoplasma
Espécie: T. gondii (Nicolle e Manceaux, 1909)

2.2.2 Morfologia

O parasito pode apresentar diversas variacdes morfolégicas, dependendo do
habitat e do estagio evolutivo (AMATO NETO, 1982; OREFICE E BAHIA-OLIVEIRA,
2005). No seu ciclo evolutivo, passa por trés formas infectantes: os taquizoitos
(individual ou em grupo), bradizoitos (em cistos teciduais) e esporozoitos (em
oocistos esporulados) (MILLER et al.,1972).

Os taquizoitos possuem diversas estruturas celulares comuns as células
animais, além de organelas caracteristicas do filo, como os anéis polares, condide,
roptrias e micronemas. Essas formas de multiplicacdo rapida difundem-se no
organismo dos hospedeiros intermediarios pelo sangue e pela linfa, reproduzindo-se
assexuadamente no interior das células por repetidas endodiogenias (DUBEY et
al.;1998). Sao também conhecidos como formas livres, trofozoitos ou formas
proliferativas e se multiplicam na fase aguda da infeccdo (OREFICE E BAHIA-
OLIVEIRA, 2005).

O parasito utiliza-se de estruturas de superficie e do complexo apical para
penetrar na célula hospedeira. Ao aderir a célula, por meio de receptores de
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superficie (SAG-1), o protozoario orienta seu complexo apical de forma a criar uma
juncdo intracelular, formando um vacuolo (HUYNH et al.;2003). Esse modo de
invasdo usa o minimo de exposicao de antigenos, o que dificulta o reconhecimento
pelo sistema imune (HIRAMOTO et al.; 2001). Dessa forma o parasito replica-se
rapidamente e se dissemina para varios tecidos, como o sistema nervoso central
(SNC), olhos, placenta, musculo esquelético e cardiaco, através da corrente
circulatéria (MONTOYA E LIENSENFELD, 2004).

Alguns taquizoitos, ap6s a invasao da célula hospedeira, desenvolvem-se
mais lentamente formando os bradizoitos, que irdo dar origem aos cistos. Os
bradizoitos sdo morfologicamente semelhantes aos taquizoitos, mas de
multiplicacdo lenta, e expressam moléculas estagio-especificas (MONTOYA E
LIENSENFELD, 2004). Um cisto tecidual pode conter centenas ou milhares de
bradizoitos (DUBEY et al.;1998).

Os cistos podem se desenvolver em varios 6rgdos como, pulmao, figado, rins,
sendo, no entanto, mais prevalentes na musculatura (esquelética e cardiaca) e
tecido nervoso, incluindo cérebro e olhos. Os cistos intactos provavelmente nao
causem nenhum dano e podem persistir por longos periodos ou por toda vida do
hospedeiro sem causar nenhuma resposta inflamatéria ou despertar resposta
tecidual significante (DUBEY, 2004). Os cistos teciduais podem se romper, liberando
os bradizoitos que podem ser destruidos pelo sistema imune ou formar novos cistos
(DUBEY, 1993). A parede cistica dupla é formada por componentes tanto do
parasita quanto do hospedeiro tornando-o imperceptivel ao sistema imune e
inacessivel a drogas. Multiplica-se por endodiogenia, porém mais lentamente,
caracterizando a fase crbnica da infecgdo. Os cistos sdo mais resistentes que os
taquizoitos as condigbes ambientais e a refrigeracdo (DUBEY E BEATTIE,
1988;.0REFICE E BAHIA-OLIVEIRA, 2005).

Os oocistos sao de forma ovalada e quando esporulados possuem dois
esporocistos, cada um com quatro esporozoitos em seu interior. Sdo encontrados
em fezes de felideos, em consequiéncia de processo sexuado que ocorre nas células
epiteliais da mucosa intestinal (JONES; DUBEY, 2010; ELMORE et al, 2010)
Podem sobreviver fora do corpo por pelo menos um ano (FRENKEL E DUBEY,
1975) desde que nao expostos a luz solar direta e umidade relativa do ar muito baixa
(DUBEY et al., 2008).
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2.2.3 Biologia

O ciclo biol6gico do parasito ocorre em duas fases distintas. A fase sexuada,
nos hospedeiros definitivos (gatos domésticos e outros da familia Felidae), que
também podem servir de hospedeiro intermediario (DUBEY; BEATTIE, 1988). A fase
assexuada ocorre nos hospedeiros intermediarios, dentre eles aves, répteis,
anfibios, peixes, moluscos e mamiferos incluindo o homem, no qual pode ou nao ser
sintomatica dependendo da forma e estado imunolégico do hospedeiro
(REMINGTON et.al, 1982; JEFFREY et al., 2001)

O parasito desenvolve-se em células epiteliais do intestino delgado do
hospedeiro definitivo. Durante esse desenvolvimento ocorre uma fase assexuada
(merogonia) e outra sexuada (gametogonia) do parasito. Deste modo, um gato
jovem e nao-imune, infectando-se oralmente por oocistos, cistos ou taquizoitos,
desenvolverd o ciclo sexuado (ELMORE et al., 2010).

O gato primoinfectado é capaz de eliminar oocistos durante quinze a vinte
dias, e em condicbes ambientais favoraveis (umidade, temperatura, local
sombreado) esses oocistos podem manter-se infectantes por 12 a 24 meses
(DUBEY, 2000). O tempo decorrido entre a infecgdo e o aparecimento de oocistos
nas fezes dos felideos (periodo pré-patente) dependera da forma do parasito
ingerido. Este periodo sera de trés dias, quando a infeccdo ocorrer por cistos,
dezenove dias por taquizoitos e vinte ou mais por oocistos (KAWAZOE, 2002).
DUBEY; FRENKEL (1974) comprovaram que gatos soropositivos, frente a quadros

de imunossupressao, podem voltar a eliminar oocistos, mas em menor quantidade.
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2.3. Toxoplasmose

2.3.1 Transmissao

As formas de infeccdo podem variar dependendo de fatores sociais e
higiénicos, da umidade ambiental, da ocupacéao profissional, dos habitos e costumes
dos habitantes de determinada regido, do grau e da frequéncia de exposicao ao
agente (ELMORE et al., 2010). Ocorrem por ingestdo de agua, frutas, verduras e
outros alimentos contaminados pelos oocistos esporulados, além de embutidos de
carnes cruas ou mal passada contendo cistos (DUBEY; TOWLE, 1986).

Alguns hospedeiros intermediarios, em fase aguda da doenga, como ovelhas,
cabras e vacas, podem eliminar taquizoitos no leite, e a ingestdo do mesmo, nao
pasteurizado, pode servir de fonte de infeccdo (BONAMETTI et al; 1997).

A contaminagao da agua de consumo com oocistos de T. gondii pode causar
grandes surtos de toxoplasmose aguda em seres humanos (de MOURA et. al,
2006).

No entanto, a infeccdo por cistos presentes na carne crua ou mal cozida,
incluindo a carne de suinos, ovinos, caprinos e aves (DUBEY et al.; 2007), sao
frequentemente considerados a via predominante da infeccdo humana (COOK et.
al.; 2000). Os bradizoitos nos cistos podem sobreviver a exposicdo ao meio acido e
a tripsina, mostrando que a ingesta de cistos teciduais nessas carnes é uma
importante forma de infeccao (FERGUSON, 2009; FREYRE et al.,2008; MILLER et
al.; 2009). No sistema digestivo, ocorrera a destruicao da parede do cisto, e através
dessa ruptura ocasionara a liberacao dos bradizoitos, que atravessam a parede do
trato digestivo e penetram em diferentes células, multiplicando-se rapidamente nos
primeiros dias (taquizoitos - fase aguda) e, posteriormente, de forma lenta no interior
de cistos (bradizoitos- fase crénica) (DUBEY; FRENKEL, 1976). GARCIA (1999),
em estudo realizado em propriedades rurais do norte do Parana-Brasil, com
espécies onivoras, carnivoras e herbivoras, que estavam expostas as mesmas
fontes de transmisssdo, concluiu que a maioria dos animais para 0 consumo
humano apresentavam titulos de anticorpos caracteristicos de infeccao latente, o
que explica a elevada prevaléncia da toxoplasmose humana na regido e evidencia o
risco que o consumo de carnes cruas ou mal cozidas representam.

Além do consumo, a manipulagdo de carne crua infectada, durante o
preparo das refeicdes, pode representar risco de infeccado (KAPPERUD et al.,1996)
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para os humanos . As formas de infeccdo podem variar, dependendo dos fatores
sociais e higiénicos, da umidade ambiental, da ocupacgéao profissional, dos habitos e
costumes dos habitantes de determinada regiao. KIMBAL (1974) verificou que a
porcentagem de pessoas com infeccao toxoplasmatica foi mais elevada em povos
que tinham o costume de comer carnes cruas ou mal cozidas, demonstrando que 0s
hébitos culturais de uma populacédo determinam a variabilidade da prevaléncia desta
infeccdo em diferentes areas geograficas de um determinado pais (SILVEIRA,
1987).

A transmisséao transplacentaria ou congénita é uma das formas mais grave de
infeccdo. Ocorre quando o agente esta na forma de taquizoito e atravessa a barreira
placentaria infectando o feto. Essa transmissdo somente ocorre em mulheres que
adquirirem infeccao primaria durante a gestacdo ou, mais raramente, apds uma
reagudizacao da infeccao devido a imunossupressao (FRENKEL et. al., 2004).

Também com taquizoitos, a transmissdao percutanea ocorre através da
manipulagao, uso de facas e outros utensilios com carnes cruas contaminadas, além
das superficies onde preparam os alimentos. Esta forma de transmissdo, somente
ocorre quando ha lesdo de continuidade da pele ou em mucosa nasal e oral intacta
(SMITH et al., 1992).

2.4. Epidemiologia

2.4.1 Toxoplasmose humana

A infeccdo toxoplasmatica nos seres humanos € muito comum, porém a forma
clinica & rara, ocorrendo principalmente em individuos com o sistema imune
deprimido por quimioterapia para o cancer, tratamento para transplantados e em
individuos HIV positivos, e filhos de mulheres que contraem primariamente a
infeccao durante a gestacdo (BUXTON, 1993).

A prevaléncia da infecgédo varia muito geograficamente: nos Estados Unidos é
estimado que 30 a 40% da populacdo esteja infectada, e na América Central e do
Sul, esse indice € de 50 a 80% (HILL; DUBEY, 2002).

Em diferentes paises, a soroprevaléncia em humanos varia entre 10% e 90%
(JAMES, 1996; CARRUTCHERS, 1999). Alguns paises como Tailandia e Japao
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apresentam baixa prevaléncia (<20%). Austradlia, Polénia, Reino Unido e Bélgica
mostram prevaléncia média (entre 23 e 53%), enquanto que o Taiti e a Franca
apresentam alta prevaléncia (>60%) (Avelino et al., 2003). Nos Estados Unidos, a
prevaléncia atinge 10% a 50%, enquanto que € de 4% na Australia, 20% na
Finlandia, 36% na Poldnia, 37% na Austria, 40% na ltalia, 48% na Etiépia, 53% na
Bélgica, 63% no Panama, 71% na Franca e 75% em El Salvador (ROOS e cols.,
1993). No norte do México, em uma comunidade de Menonitas, em areas rurais, foi
relatado uma prevaléncia de 30,3% e associado aos habitos sanitarios (ALVARADO-
ESQUIVEL et al. 2010).

No Brasil, a soroprevaléncia varia entre 50 e 80% (CANTOS, 2000).
CADEMARTORI et al. (2008) verificaram soroprevaléncia de 54,8% entre gestantes
atendidas pelo Sistema Unico de Saude, na cidade de Pelotas, Rio Grande do Sul.
No mesmo municipio, LOGES et al. (2012) descrevem prevaléncia de 57,5% entre
doadores de sangue do Hemocentro. NAVARRO et al. (2010) afirmam, em
Londrina-PR , que a prevaléncia de anticorpos IgG especificos anti-T. gondii
apresenta variacoes regionais devido a diferencas climaticas e, sobretudo, culturais
da populacéo.

Varios inquéritos realizados no Brasil em populagdes urbanas e rurais revelam
que o risco de infeccao toxoplasmatica tende a ser maior para a populagao rural
(SOUZA 1987, GARCIA 1995 e EXCLER 1988) do que para a urbana, devido aos
habitos e ao contato frequente com as fontes de infeccdo, como mexer na terra e
consumir 4gua nao tratada. A soroprevaléncia tende a aumentar com a idade, devido
a exposicao pelas duas principais fontes de infecgédo: os cistos teciduais presentes
na carne de animais, € 0s oocistos, disponiveis em solo contaminado por fezes de
felideos, e também varia geograficamente devido aos habitos alimentares
(WINSTALEY, 1995).
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2.4.2 Toxoplasmose nos animais

Pesquisas preliminares para detec¢ao de anticorpos para T. gondii em suinos,
galinaceos, ovinos e bovinos realizados na regiao de Pelotas mostraram resultados
relevantes de infeccdo nesses animais, confirmando a importancia epidemioldgica
do parasito. Em animais o percentual encontrado foi de 33,9% em suinos de criacao
artesanal (PEREIRA, 2005), 38,0% em galinhas caipiras (DUBEY et al., 2007) 20,2%
em ovinos (PAPPEN, 2008), 27,2% em bufalos e 17,4% em bovinos ( SANTOS et
al., 2013)..

Os levantamentos sorolégicos da toxoplasmose na espécie suina servem
para avaliar, além da ocorréncia dessa infec¢do, o0 risco a que estdo expostos os
humanos que ingerem carne suina em determinada regido (da SILVA et al., 2010).
Além da carne in natura, embutidos crus elaborados com carne suina podem
veicular T. gondii para seres humanos. Segundo Dubey et al. (2012), estes produtos
sao responsaveis pela maioria dos casos de toxoplasmose humana nos Estados
Unidos.

No Brasil, em algumas localidades, a ingestdo de embutidos artesanais
preparados com carnes desta espécie, € uma via de transmisséo importante, ndo sé
para os individuos que ingerem, mas também para aqueles que estdo envolvidos
com a sua preparagéo (SPALDING et al., 2005). Essa afirmagéo foi confirmada por
Dias et al. (2005) que demonstraram a presenca de cistos de T. gondii em amostras
de linguigas de origem suina tipo frescal, verificada por meio do bioensaio em
camundongos. Em outro estudo, foram avaliados cérebros de suinos
comercializados para consumo humano no municipio de Campos dos Goytacazes-
RJ, onde verificaram um percentual de 50% de positividade para presenca do
parasito (FRAZAO-TEIXEIRA et al., 2006).

Anticorpos para T. gondii foram encontrados em ovinos de todo mundo. No
Sul do Rio Grande do Sul, Pappen (2008) descreveu 20,2% de soroprevaléncia para
T. gondii em ovinos. A prevaléncia varia de acordo com a regido estudada, de 66,
4% na Austria (EDELHOFER & ASPOCK, 1996) a 5.6% na Africa do Sul (ABU
SAMRA, 2007). No Uruguai, essa parasitose é tida como a principal responsavel por
perdas reprodutivas em ovinos e a prevaléncia para T. gondii chega a 28,7%
(FREYRE, 2007). Estudos no Brasil com ovinos demonstram a presenca de T. gondii
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em varias regides (FLIGLIOULO, 2004; De La RUE, 2006; SOCCOL, 2009; UENO,
2009; SOARES, 2009).

Na regido de Porto Alegre no Rio Grande do Sul, foram analisadas 360
amostras de soros de caprinos através das técnicas da Hemaglutinacao Indireta
(HAI) e Imunofluorescéncia Indireta (IFl). Através da HAI foi verificada frequéncia de
19,4% de soropositivos (70 animais) e pela IFI, de 30% (108), indicando indices
elevados (MACIEL; ARAUJO, 2004).

O protozoario Toxoplasma gondii, ja foi isolado a partir de tecidos de
anseriformes domésticos. Recentes estudos sorolégicos sugerem que as infeccoes
do T. gondii nesses animais, podem ocorrer em todo mundo, e ndo sdo raras
(LITERAK et al., 1993; EL MASSRY et al., 2000; DUBEY et al., 2003; YAN et al.,
2009; SROKA et al., 2010). Dubey et al. (2007) isolaram o protozoério de coracdes e
cérebros de 19 galinhas caipiras na regidao Sul e, a na analise do DNA desses
isolados foi possivel detectar a presenca de genétipos do tipo | e Ill, além de
genotipos recombinantes. A grande procura dos consumidores por produtos
diferenciados e de qualidade superior vem influenciando mudangas nos sistemas
utilizados para producéo de frangos. A sociedade estd interessada em sistemas de
producdo que aumentem o bem-estar na criagdo de animais. Resgata-se o estilo da
criagdo da galinha caipira e, em um ambito ainda mais moderno, a criagao organica.
Ha mais de vinte anos, Literak e Hejlicek (1993) ja chamavam a atencao para o fato
de que galinhas oriundas de pequenas criacées podem conter cistos teciduais de T.
gondii, representando risco de infecgdo para o homem, principalmente quando estes
manipulam carnes sem muita higiene ou por meio do consumo de carnes cruas ou
semicozidas. As galinhas podem funcionar como hospedeiros intermediarios, até
mesmo para filhotes de gatos, uma vez que é comum as pessoas oferecerem

visceras e cabeca de galinhas a gatos e caes (RUIZ e FRENKEL, 1980).
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2.4.3. Fatores de riscos

As fontes de infeccdo sdo diferentes entre populacdes com diferenca na
cultura e habitos alimentares. Varios fatores tém impacto na epidemiologia, tais
como: tipo de manejo e producao de animais, padroes de higiene de abatedouros,
processamento de alimentos, densidade de gatos e felideos silvestres na regido,
condi¢des do ambiente para a esporulacdo do oocisto e sua dispersao (temperatura,
umidade e ventos), localizacdo geografica e diferentes habitos de consumo da
populacao entre outros (TENTER, 2000).

Melamed et al(1981) relatam que altas prevaléncias podem estar
relacionadas com fatores ambientais, com altitude e clima, que favoreceriam a
sobrevivéncia dos oocistos.

Os habitos culturais e higiene sdo determinantes na ocorréncia ou nao da
infeccdo, uma vez que envolvem a ingestdo de alimentos que podem estar
contaminados (carnes, embutidos, defumados, verduras, hortalicas, frutas, etc).

A agua também pode ser uma fonte de infec¢cdo do parasito, atuando como
um disseminador de oocistos para a populacdo. A contaminacdo de reservatorios
municipais de agua, por fezes de felinos, infectado com oocistos de T. gondii, pode
levar a surtos ou epidemias, envolvendo uma cidade ou uma regido (FUNASA,
2002). Somente sistemas de tratamento de agua completos e que prezam pela
qualidade de &gua, desde a captacédo até a distribuicdo, sdo capazes de reter a
maioria dos oocistos de T. gondii e de outros coccideos nas etapas de coagulacao,
sedimentacao e filtracdo. A desinfeccdo com o cloro, realizadas nas estacdes de
tratamento, ndo inativa os oocistos de coccideos e cistos de Giardia sp. (NAVARRO
et al., 2008). Em 2011, Araujo descreve altas taxas de infeccdo compativeis com o
encontrado em populagcbées rurais em outros estudos realizados no Brasil e foi
possivel associar a infeccado em humanos a auséncia de caixa d’agua no domicilio.

A ingestdo do leite de cabra ndo pasteurizado € uma possivel fonte de
infeccdo (BONAMETTI et al., 1997), sendo o risco de infecgdo por leite de vaca
considerado minimo (DUBEY, 1994).

O tipo de trabalho também pode influir na prevaléncia. Em 1978, Ishizuka,
detectou 97, 1% de positividade para T.gondii em magarefes de Sdo Paulo. Souza
(1995) encontrou uma soropositividade de 84,7% de magarefes reagentes em
abatedouros do Rio de Janeiro.
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A toxoplasmose esta associada a habitos culturais e alimentares. Melamed et
al.,, em 1981, mostraram a influéncia que os padrdes culturais poderiam ter sobre a
epidemiologia da parasitose. Os autores estudaram uma populacdo bastante
homogénea em termos de habitos e costumes, estando composta em 90%, de
descendentes de imigrantes italianos. Com referéncia aos seus habitos alimentares,
verificaram que é habitual a ingestdo de carne de porco crua, em forma de
embutidos, principal fonte de infeccdo humana. N&o costumam ter muito gatos,

enquanto que a criacao de suinos é muito comum.
2.5. Patogenia e sinais clinicos

A multiplicacao do parasito é o fator primario na patogénese da doenca, tanto
na forma sistémica quanto a ocular. O T. gondii afeta todas as células nucleadas em
humanos e animais vertebrados (SIIM, 1961). Os taquizoitos se multiplicam nos
vacuolos das células do hospedeiro, que terminam por romper-se, infectando as
células adjacentes. Estas, por conseguinte, rompem-se provocando resposta
inflamatéria e necrose tissular (HAY E DUTTON, 1983). Esse evento ocorre porque
os taquizoitos ao penetrarem ativamente nas células hospedeiras, as quais
modificam suas condicdes de defesa, por um fator de exclusdo lisossomal
imprescindivel a sua sobrevivéncia no hospedeiro. A fase aguda se caracteriza pela
presenca de taquizoitos nos diferentes tecidos, seguidos de reacao inflamatéria e
pequenas areas de necrose (OREFICE E BAHIA-OLIVEIRA, 2005). A fase cronica
inicia-se com o desenvolvimento da imunidade quando os taquizoitos sao liberados
dos tecidos. No homem, o periodo de incubacdo varia de 10 a 23 dias ap6s a
ingestao de carne mal cozida, e de 5 a 20 dias ap6és ingestao de oocistos. (JONES
et al., 2001).

Quanto aos sinais clinicos, a maioria dos casos de toxoplasmose em
individuos imunocompetentes € assintomatica. Porém, 10% a 20% dos adultos
infectados podem apresentar, na fase aguda da doencga, as seguintes formas
clinicas: linfoglandular (mais frequente), meningoencefalite, pneumonite, hepatite,
miosite, erupcdo cutadnea e retinocoroidite (AMATO NETO; MARCHI, 2002). De
acordo com Beaman et al. (1995), as manifestacdes clinicas mais comuns sao a
linfadenopatia ( um Unico nddulo cervical posterior aumentado) e a astenia sem

febre. A linfadenopatia pode ocasionalmente vir acompanhada de febre, mal-estar,
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cefaleia, astenia, mialgia, exantema  maculo-papular, odinofagia e
hepatoesplenomegalia. Estes sintomas geralmente duram algumas semanas,
porém, a adenomegalia e hepatoesplenomegalia podem durar meses. Encefalite,
miocardite e pneumonite raramente ocorrem, com excecdo nos pacientes
imunocomprometidos. Retinocoroidite raramente ocorre no curso da infeccao aguda
e geralmente é unilateral, entretanto Silveira (2002) estima que de 12 a 15% das
pessoas infectadas irdo desenvolver a lesdo ocular em algum momento da vida.
Devido a semelhanga dos sintomas, deve ser realizado o diagnéstico diferencial com

a mononucleose infecciosa e com a citomegalovirose.

2.6. Diagnostico

Na fase aguda da toxoplasmose, primeiro ocorre a producdo de
imunoglobulina M (IgM), seguida da producdo de imunoglobulina G ( 1gG). A
infeccdo pode também produzir imunoglobulina A (IgA), no caso da transmissao ter
sido por via oral. Pela técnica de imunofluorescéncia, os anticorpos IgM podem ser
dosados 1 a 2 semanas depois do inicio da infec¢do, alcancando um pico em 6 a 8
semanas, quando entao declinam sendo que titulos baixos podem persistir por mais
de 12 meses. O anticorpo IgG persiste por toda a vida na maioria dos pacientes
(REMINGTON et al., 2001).

Para o diagnéstico em humanos, existem testes sorolégicos de escolha, como
imunofluorescéncia indireta (IFl), hemaglutinacao (MAT) e ELISA, a procura de
anticorpos especificos como IgM e ou IgA, ou por determinacdo de aumento dos
niveis séricos de IgG. Mesmo se positivos, os resultados devem ser discutidos e
interpretados com muito cuidado, pois esses anticorpos podem permanecer no Soro
das pessoas por muito tempo e levar a resultados falso-positivos. Varios testes
devem ser realizados como forma de diagnédstico, constituindo um painel
(MIORANZA et al., 2008).
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2.7. Prevencao e controle

Para a prevencéao da infeccdo de seres humanos por T. gondii, deve-se visar
a reducao da infeccdo no ambiente, minimizando a populacédo de gatos, através da
utilizagdo da castragé@o, uso de caixa de areia e destino correto as fezes, no vaso
sanitario, além da conscientizacdo dos donos, para posse responsavel. O acesso
dos felinos a reservatérios de agua deve ser interrompido. Para diminuir a infeccao
nos felideos, estes devem ser alimentados somente com carne cozida e ou racao e
a caixa de areia trocada diariamente. Também devem ser mantidos em casa e
castrados para ndo cagarem. (DUBEY, 2004).

Medidas preventivas relacionadas a prote¢cdo humana estao relacionadas a
habitos alimentares e de higiene. Pessoas que manipulam carne devem lavar bem
as maos, com agua e sabdo antes de realizar outras tarefas (DUBEY e BEATTIE,
1988; LOPEZ et al.; 2000). Tabuas de corte, tampo de pia, facas e outros materiais
em contato com carne crua devem ser lavados com agua e sabdao (DUBEY e
BEATTIE, 1988). Carne de qualquer animal deve ser cozida a uma temperatura
minima de 67,8°C antes do consumo. A degustacdo de carne durante o cozimento
ou enquanto é temperada, deve ser evitada. As gestantes e imunocomprometidos
nao devem limpar caixas de areia de gatos e ter contato com solo, consumir carne
crua e verduras mal lavadas. Luvas devem ser usadas durante a jardinagem e
legumes devem ser lavados antes de comer. Evitar o consumo de 4gua néo filtrada
de lagos, lagoas, rios e nascentes (DUBEY, 2004).

A promogado de programas educacionais para reduzir a contaminagao
ambiental com T. gondii, acabaria por reduzir o custo do tratamento de seres
humanos com toxoplasmose clinica (ZHOU et al. 2011). Também deve haver
programas de educacgao para orientar as pessoas a mudar seu habito de consumir
carne crua e agua nao fervida, pois 0s oocistos podem sobreviver por mais de dois
anos e serem transmitidos através da agua (DUBEY, 2004). A deteccdo de
anticorpos é muito importante para as mulheres gravidas e em idade fértil. Este € um
meio eficaz para detectar a infecgcdo e, em seguida, fornecer tratamento, sendo
também uma maneira eficiente para diminuir a toxoplasmose congénita em recém-
nascidos (TENTER et al.,2000).
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Como um dos agravantes é o desconhecimento sobre o agente, campanhas
educativas de uma populagédo, visando reduzir os riscos de adquirir a infeccao
devem conter essas informagdes e as alternativas para evita-la.

Praticas sanitarias adequadas devem ser indicadas para produtores de
animais de criacdo, o que também reduz o risco de infeccdo humana. Se tais
estratégias e medidas puderem ser implementadas, sera possivel controlar de forma
eficaz ou pelo menos reduzir substancialmente, a prevaléncia e intensidade das

infecgcdes humanas e animais com T. gondii no Brasil (ZHOU et al. 2011).

2.8. Habitos germanicos

A colonizacdo germanica se destaca por ainda manter seus habitos e
costumes preservados e se caracteriza no meio rural por manter-se de forma
homogénea, vivendo em comunidades mais restritas e cultivando o dialeto
pomerano e seus costumes rurais e alimentares herdados por seus ascentrais.

Possuem alguns habitos peculiares como o consumo de especiarias como
aves e partes dessas apds processo de defumacdo. Exemplo seria peito e
sobrecoxa de ganso e pecas inteiras de pato defumado. Este é um habito
considerado nobre herdado da antiga Pomerénia, que era localizada na costa sul do
mar Baltico, hoje atual Polénia e Alemanha Ocidental.

Ainda consomem lingliica crua ou bem defumada, “toucinho” de porco
defumado, sopa de sangue de ganso com temperos e ovos mexidos com cérebro de
porco.

Atualmente se dedicam a lavoura de fumo, soja e milho, habitos de trabalho
que sofreram alteracdes desde a chegada ao Brasil. O habito de consumir carne de
porco foi adquirido aqui, pois 0 costume tipico germanico e nobre por eles assim
considerado é a criacao e abate de anseriformes (pato, ganso, marreco e entre
outros), mas principalmente a ingestdo de ganso defumado. Segundo (WILHELM,
2008), essa populagao alvo, tanto na antiga Pomeréania quanto em terras brasileiras,
continuou muito ligado “as coisas da terra”, ou seja, no meio rural. A culinaria,
durante séculos, se destacou pela pesca de arenque e producdo de ganso, habito
modificado no Brasil pelo contato com os indios. Foi adicionada na agricultura e
culinaria, a batata inglesa, que por sua vez comegou a ser consumida com derivados
de leite e suino por eles produzidos (COSTA, SCHOLL, J. 2007).
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As diferencas entre alemaes e pomeranos foram sendo demarcadas pela
expressao oral, sendo um elemento de distingao positiva o dominio da lingua alema,
enquanto que falar o dialeto pomerano se aproximava da caricatura forjada entre os
nativos, ou seja, o camponés de tracos e habitos rudimentares (FERREIRA, 2009).
Um estudo feito em 2011, por Maksimov, na Alemanha destacou que o consumo
tipico de anseriformes pela populacdo pode ser um forte fator de risco para
soropositividade ao T. gondii e causar infeccao toxoplasmatica aos consumidores.
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3. Objetivos

3.1 Geral

° Avaliar a soroprevaléncia de Toxoplasma gondii, e associa-la aos habitos
alimentares e socioculturais de populacdo de origem germénica no sul do Rio
Grande no Sul, Brasil.

3.2 Especifico

o Determinar a soroprevaléncia e a titulagao de anticorpos do tipo IgG e IgM
para Toxoplasma gondii em populagcédo de origem germanica

o Identificar possiveis associagcbes de fatores epidemioldégicos com a
positividade para Toxoplasma gondii na populacao em estudo.
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Resumo

A toxoplasmose, ocasionada pelo protozoario Toxoplasma gondii, ¢ uma patologia
difundida em todo mundo e altamente prevalente principalmente em regides de clima
quente e umido. Trata-se de uma zoonose, de grande importancia em saude publica,
podendo causar infeccdo em todos os animais homeotérmicos, além de peixes e
moluscos. A soroprevaléncia varia mesmo entre populacées de localidades
préximas, e, por isso, é importante a realizagdo de estudos regionais, que permitam
a tomada de medidas especificas e eficazes para o controle da zoonose. Essa
variacdo é determinada pelos habitos e costumes dos habitantes de cada regiao,
sendo também influenciada por fatores climaticos, geograficos e tipos de trabalho.
No estado do Rio Grande do Sul, existem regides de colonizacdo germanica, cuja
populacdo mantem seus habitos alimentares e culturais preservados. Este estudo
teve como objetivo conhecer a soroprevaléncia de Toxoplasma gondii em uma
populacao germanica no Sul do Rio Grande do Sul e correlacionar com os principais
fatores de risco, incluindo o consumo de carnes cruas e defumadas de anseriformes
como patos, gansos e marrecos e também suinos. Foi aplicado questionario
epidemiologico e realizadas coletas de sangue venoso de 350 individuos
cadastrados no posto de saude de comunidade rural do municipio de Sao Lourenco
do Sul-RS. Os exames sorolégicos para T.gondii foram realizados através da
Reacao de Imunofluoréscencia Indireta (RIFI) segundo Camargo (1964), com ponto
de corte de 1:32 para IgG e 1:8 para IgM. A soroprevaléncia para T. gondii na
populacao estudada foi de 75,1%, com titulos que variaram entre 32 e 16.380. Nao
foi diagnosticado nenhum caso agudo da doenca ou de infeccdo recente (IgM
positivo). Constatou-se que o habito de provar o tempero de carne crua aumenta
2,45 vezes mais a chance de infeccdo dessas pessoas pelo protozoario. Mais de
90% dos pesquisados costumam consumir embutidos artesanais, agua nao tratada,
pratos tipicos a base de carne defumada, ter contato com o solo, ndo higienizar
corretamente frutas e verduras, manusear carne crua e ter gatos no peridomicilio.
Trata-se do primeiro estudo sobre a soroprevaléncia de T. gondii em populagao rural
de origem germanica no Brasil

Palavras-chave: Toxoplasmose, epidemiologia, populacédo origem germéanica
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Abstract

Toxoplasmosis, caused by Toxoplasma gondii protozoan, is a disease widespread
throughout the world and highly prevalent particularly in regions with hot and humid
weather. It is a zoonosis of major public health significance, and it may cause
infection in all warm-blooded animals, fish and shellfish. The seroprevalence varies
even among populations of nearby locations, and so it is important to conduct
regional studies to permit the preparation of specific and effective measures for the
control of the zoonosis. This variation is determined by the habits and customs of the
inhabitants of each region, and it is also influenced by climatic and geographic
factors and types of jobs. In the state of Rio Grande do Sul, there are regions of
Germanic settlement, whose population keeps its eating and cultural habits
preserved. This study aimed to assess the seroprevalence of T. gondii in a German
population in the southern region of Rio Grande do Sul and to correlate with the
major risk factors, including consumption of raw and smoked meats from anseriforms
and pork. Epidemiological questionnaire was applied, and it was done collections of
venous blood samples of 350 individuals registered at the health center in the rural
community the municipality of Sdo Lourenco do Sul - RS. The serologic tests for T.
gondii were done through the Indirect Immunofluorescence Assay, according to
Camargo (1964), with a cutoff of 1:32 for IgG and 1:8 IgM. The seroprevalence of T.
gondii in the studied population was 75.1%, with titers ranging from 32 to 16,380. No
case of acute illness or recent infection (IgM positive) was diagnosed. It was found
that the habit of tasting the flavor of raw meat increases 2.45 times the chance of
infection by the protozoan of these people. Over 90% of the respondents usually
consume artisanal sausages and typical smoked meat dishes, drink untreated water,
have contact with the ground, do not properly sanitize fruits and vegetables, handle
raw meat and have cats around the house. This is the first study on the
seroprevalence of T. gondii infection in the rural population of German origin in
Brazil.

Keywords: Toxoplasmosis, Epidemiology, Germanic.
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Introducao

A toxoplasmose é umas das protozoonoses mais comuns e difundidas em
todo mundo. O agente Toxoplasma gondii infecta o homem, a maioria dos animais
homeotérmicos, e até peixes e moluscos bivalves. Em humanos podem ocorrer
niveis elevados de prevaléncia, detectados através de anticorpos séricos, variando
entre as populacées, de 20% a até 90% em individuos adultos. A soropositividade é
crescente de acordo com a faixa etaria (ADDEBBOUS et al. 2012; ESMERINI et
al.,2010).

A transmissao pode ocorrer pela ingestao de oocistos eliminados pelas fezes
de felideos, os quais permanecem infectantes, no solo ou na agua, por varios
meses. Esses oocistos contaminam vegetais e agua consumidos pelos humanos.
Também pode haver a ingestdo de alimentos de origem animal, especialmente
carne crua ou mal cozida contendo cistos do parasito, além de infeccdo por
transplante de 6rgaos, contendo cistos, e transmissao placentaria através dos
taquizoitos, presentes na fase aguda da doenca (ADDEBBOUS et al. 2012).

A prevaléncia de individuos soropositivos para toxoplasmose aumenta com a
idade e difere segundo os padrbes culturais da populacdo, habitos alimentares e
procedéncia urbana ou rural. Um fator influente é o nivel de conhecimento sobre a
doencga, com cerca de 80% de desconhecimento, o que facilita a infecgao por T.
gondii (CADEMARTORI et al., 2008).

Nas regides tropicais e subtropicais de clima umido, a prevaléncia € mais
elevada, pois este tipo de clima favorece a sobrevivéncia dos oocistos no meio
ambiente (MELAMED et al.,1981; XAVIER et al.,2013). A patogenia na espécie
humana depende da viruléncia da cepa do parasito, resisténcia do hospedeiro,

forma infectante e via pelo qual o individuo se infecta (DUBEY et al, 2000;
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AMENDOREIRA et al, 2003). Existe uma caréncia de informagdes sobre a
prevaléncia de toxoplasmose em populacdes rurais. O sul do Brasil foi colonizado,
principalmente, por imigrantes germanicos e italianos. Este estudo foi realizado em
uma populagdo de origem germanica da regido, levando em conta seus habitos
alimentares, culturais, e a soroprevaléncia da zoonose.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a prevaléncia de imunoglobulinas IgM e
IgG para T. gondii, em individuos de origem germanica de comunidade rural do Sul
do Brasil, Rio grande do Sul, no sul do Brasil, e correlacionar os resultados

sorolégicos com os dados epidemioldgicos.
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Material e Métodos
Caracteristicas e localizacao da regiao

O Municipio de Sao Lourenco do Sul esta localizado na mesoregiao do Sudeste
do Estado do Rio Grande do Sul. A altitude média, inferior a 50 metros, temperaturas
médias mensais de 12 ‘C a 23°C e umidade relativa do ar de 70 a 80%, com
precipitacdo média anual de 1300 mm, com chuvas distribuidas durante o ano.

Trata-se de uma area de baixa altitude e elevada umidade, com clima
subtropical umido ou temperado. O estudo foi realizado no 2° distrito rural do
municipio, Taquaral, comunidade de Santa Inés, localizado a uma latitude 312 19’
49" sul e a uma longitude 52° 21’ 55" oeste. O distrito caracteriza-se por possuir a

maioria da populacao de origem germanica.

Populacao de estudo e desenho experimental

Foi realizado um estudo de coorte, no periodo de maio a agosto de 2013,
sendo examinadas 350 pessoas, de uma populacdo de 1683 individuos com idade
superior a 15 anos, da comunidade de Santa Inés, distrito de Taquaral, municipio de

Sao Lourencgo do Sul (banco de dados da Vigilancia Sanitaria do municipio)

Aspectos legais e éticos

O estudo foi realizado com a anuéncia e colaboracdo da Secretaria de Saude
do municipio, através de parceria com o Grupo de Saude Familiar da Vigilancia
Sanitaria local, o que facilitou o acesso aos participantes, devido ao auxilio das
agentes de saude, informando a populacdo sobre a pesquisa e requisitando-os de

acordo com a origem dos individuos e explicando como seria feito a pesquisa, e
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também os dias e horario da presenca da pesquisadora. Cada individuo foi
informado sobre os objetivos da pesquisa e convidado a participar, apbés a
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. O estudo foi aprovado
pelo comité de ética em pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade

Federal de Pelotas, sob o nimero 244.037.

Coleta dos dados

Apoés esclarecimentos e assinatura do termo de consentimento, foi feita coleta
de sangue por venopuncao periférica (cubital ou cefalica) dos 350 individuos, em
tubos vacutainer® sem anticoagulante. O soro obtido foi levado, sob refrigeracéo,
para o Laboratério de Parasitologia 13 do Instituto de Biologia da Universidade
Federal de Pelotas, e armazenado a -20°C, em tubos eppendorf®, até o0 momento da
analise.

Logo ap6s a coleta, os participantes responderam ao questionario
epidemioldgico padronizado , abordando informagdes socioeconémicas, como idade,
sexo, escolaridade e renda mensal. Também incluia dados relativos a habitos
culturais, como consumo de carnes de diferentes espécies, abate doméstico de
animais e manipulacdo da carne, habito de provar o tempero de carnes cruas
durante o preparo, consumo de embutidos frescal e carnes cruas ou mal-passadas,
leite ndo pasteurizado, vegetais crus, agua nao tratada, contato com solo e presenca
de gatos no domicilio. Além de receberem informagdes verbais, os participantes
também receberam folder explicativo e tiveram acesso a cartazes fixados no posto

de saude, visando esclarecer formas de transmissao e profilaxia da toxoplasmose.
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Analise soroldgica

A pesquisa sorolégica de anticorpos para T. gondii foi realizada pela técnica de
Imunofluorescéncia indireta (IFl) utilizando Kits WAMA Diagnostica® para
determinacao qualitativa e semi-quantitativa de anticorpos. O kit Imunocom G® foi
utilizado para pesquisar antigamaglobulina G (IgG) e o conjugado Fluocom M®
para pesquisa de antigamaglobulina M (IgM), conforme instru¢cdes do fabricante
Foram consideradas reagentes as amostras que apresentaram fluorescéncia a partir
da diluicdo 1:32 para IgG e 1:8 para IgM. A confirmacdo da reatividade para
anticorpos IgM foi feita por Eletroquimioluminescéncia (ECLIA), realizado pelo
laboratério Bem-me-quer® de Pelotas, RS. As amostras reativas para IgG foram

testadas em diluigbes seriadas na base dois até a maxima titulacao reagente.

Analise Estatistica

Todas as variaveis foram categorizadas em dois estratos em escala crescente
de risco. Dessa forma, a categoria com menor risco (zero) foi considerada como
base para as demais categorias. Primeiramente, foi realizado uma andlise
univariada, através do teste do qui-quadrado (x?) e teste de Fisher (p< 0,25), para
verificar a possivel associagcdo entre os fatores de risco e a variavel dependente
(soropositividade para T. gondii). Apés, as variaveis independentes foram analisadas
em modelo de regressado logistica (analise multivariada). Para a anélise da
significancia entre essas associagdes foi utilizado a Odds Ratio (OR), com intervalo
de confianca (IC) de 95%. A andlise foi feita com a utilizacdo do software Statistix

9.0.



Resultados

Os dados relativos as caracteristicas da populacdo estudada, e os possiveis
fatores de risco para T. gondii, encontram-se nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.
Constatou-se um predominio de participantes do sexo feminino (63,14%). Trata-se
de um grupo de baixa escolaridade (89,4% estudou até a 52 série), individuos de
renda superior a 3 salarios minimos. Com relacao a toxoplasmose, 87,7 % nao
conheciam os meios de transmissdo e 68,6% desconheciam a existéncia da
enfermidade. A faixa etaria dos participantes variou de 15 a 78 anos, sendo que a
maioria (72,6%) possui mais de 30 anos. Atividades na lavoura sdo executadas por
94,3% da populacdo (em plantacdo de fumo e milho), e a criagcdo artesanal de

animais para consumo familiar por 96% dos mesmos.

Tabela 1- Caracterizagao socioecondmica de populagéo rural de origem germanica no sul

do Brasil
Variaveis n %
Sexo
Masculino 129 36,8%
Feminino 221 63,1%
Idade
Até 30 anos 96 27,4%
Mais de 30 anos 254 72,6%
Escolaridade
Ensino fundamental incompleto 266 76,0%
Ensino fundamental completo 28 8,0%
Ensino médio incompleto 14 4,0%
Ensino médio completo 38 10,8%
Ensino superior incompleto 1 0,3%
Ensino superior completo 3 0,9%
Residéncia
Prépria 246 70,3%
Alugada 9 2,6%
Mora com a familia 95 27,1%
Renda familiar mensal
Até 2 salarios minimos 88 25,1%
Mais de 3 salarios 262 74,8%
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Tabela 2 — Caracteristicas da populagao rural de origem germéanica no sul do Brasil
(n=350), segundo possiveis fatores de risco para infeccao por Toxoplasma gondlii.

Variaveis Categoria n %
4 5 Sim 334 95,4*
Consumo de agua néo tratada No 16 46
Consumo de carne crua ou mal Sim 148 42,3
cozida Nao 202 57,7
Consumo de embutidos Sim 321 91,7
caseiros Néo 29 8,3
. Sim 41 11,7
Consumo de leite in natura No 309 883
Consumo de pratos tipicos Sim 340 97,1*
(defumados) Nao 10 2,9
Conhecimento sobre Sim 110 31,4
Toxoplasmose Nao 240 68,8
Sim 348 99,4*
Contato com o solo NG 5 0.6
Higienizacao correta de frutas e Sim 29 8,3
verduras Nao 321 91,7
Lavar as maos antes das Sim 341 97,4
refeicdes Nao 9 2,6
Sim 323 92,3*
Manusear carne crua N30 57 77
Agua de nascente ou agude Sim 282 80,6
para irrigacao da horta Nao 68 19,4
Provar o tempero da carne crua Sim 143 40,9
Nao 207 59,1
Possui ou ja possuiu gato Sim 314 89,7
jovem Néo 36 10,3
Presenca de gato no Sim 340 91,4*
peridomicilio Nao 30 8,6

*Variaveis que caracterizam mais de 90% da populacéo
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Entre os entrevistados, que afirmaram conhecer a toxoplasmose e suas

formas de transmissao, 32% citaram formas errbneas de transmissao.

Tabela 3- Frequéncia das supostas fontes de infeccdo humana citadas por individuos de
origem germanica do sul do Brasil que julgavam conhecer a toxoplasmose (n=240).

Variaveis n %
Através do gato 131 54,6
Verduras e Carnes 41 17,1
Fezes de gato 24 10
Consumo de carne 16 6,6
Através da agua 1 0,4
Pélo de gato 14 5,8
Mordida de gato 4 1,6
Arranhao de gato 2 0,8
Contato com gato 10 4,2
Saliva de gato 4 1,6
Urina de gato 3 1,3
Gato comer na cozinha 1 0,4
Através do rato 9 3,8
Urina do rato 1 0,4
Cachorro 17 7.1
Saliva do cachorro 1 0,4
Fezes de animais 1 0,4
Pombos 1 0,4
Passaros contaminados 1 0,4
Insetos 1 0,4

Mao suja 2 0,8
Sujeira 2 0,8

Leite cru 5 2,1
Comida contaminada 5 2,1

Cada paciente respondeu mais de uma variavel, o que reuniu um total de 297 possibilidades de
fatores de risco, sendo o total de quem ja ouviu falar em toxoplasmose entre positivos e negativos
para Toxoplasma gondii foi de 240 pessoas.
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A prevaléncia de IgG anti-T. gondii foi de 75,1%. Os titulos variaram entre 32
e 16.384, sendo os mais freqlentes os de 32 (31,5%) e 128 (24,3%) (Tabela 4).
Cerca de 90% dos individuos estudados apresentaram titulos de IgG de até 256, e

nao foram detectadas reagdes positivas para IgM.

Tabela 4 — Distribuicdo dos individuos (n=263) da populagéo rural de origem germanica
estudada, do sul do Brasil , segundo o titulo de anticorpos IgG para T.gondii (RIFI)

Titulo de Anticorpo IgG n %
32 83 31,5
64 50 19,0
128 64 24,3
256 37 14,1
512 17 6,5

1024 7 2,7
2048 1 0,4
4096 1 0,4
8192 2 0,8
16384 1 0,4
Total 263 100%

A andlise univariada revelou que determinados fatores, como idade, consumo
de embutidos, abate de suinos na propriedade, utilizagdo de agua de acude e
nascente para irrigacdo da horta, consumo de leite “in natura”, manusear carne crua
e provar tempero de carne crua, tendem a aumentar o risco de infecgéo por T. gondii
(Tabela 5). No entanto, quando analisadas por um modelo multivariado de regressao
logistica, o Unico fator de risco estatisticamente significativo (p<0,05), foi o habito de
provar o tempero de carne crua durante seu preparo artesanal. Constatou-se, que as
pessoas que tém esse habito, possuem 2,45 vezes mais chance de serem

soropositivos para T. gondii (OR=2,45; IC=95%: 1,42 - 4,24).
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Tabela 5- Associagcdo (p<0,05) dos fatores de risco a infeccdo com a
soropositividade para Toxoplasma gondii em populacao rural de origem germanica
(n=350), do sul do Brasil, apds analise univariada.

Variaveis Amostras  Positivos OR P
Abate de Suinos 1
Nao 82 54 (65,85) 1,83 0,0261
Sim 268 209 (77,98) (1,07 —3,15)
Idade 1
15-30 96 64 (66,66) 1,46 0,0241
<31 254 199 (78,59) (0,81 -2,62)
Manuseio de 1
carne crua
Nao 27 15 (55,55) 2,64 0,0142
Sim 323 248 (76,78) (1,18 —5,89)
Provar Tempero 1
Nao 207 143(69,08) 2,33 0,0016

Sim 143 120 (83,91)  (1,36- 3,98)
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Discussao

A populacdo estudada é homogénea em termos de habitos e costumes,
destacando-se o consumo de embutidos, pratos tipicos defumados, carne oriunda
de criacao artesanal de suinos e aves crua ou mal cozida. Durante o preparo de
carnes, embutidos e peito de ganso defumado, possuem o habito de provar o
tempero antes do processamento. A populacdo do estudo costuma ter gatos como
animais de estimacao, porém utilizados para cacar ratos em galpdes e nao como
animais de companhia no domicilio. Populagbes rurais do RS, de colonizacéao
italiana, possuem habitos similares, segundo MELAMED et al (1981), e, nessas, a
soroprevaléncia para T. gondii foi de 82%.

A taxa de soroprevaléncia para T. gondii varia de acordo com fatores como:
faixa etaria, habitos alimentares e culturais, condicao sécio econdmica, contato com
o solo e qualidade da agua. Como a freqiéncia da infeccao esta ligada a padrdes
culturais da populacao, a prevaléncia varia de acordo com 0s grupos étnicos, devido
aos habitos sanitarios e a forma de preparo dos alimentos (DUBEY, 1988; ALMEIDA
FILHO et al., 2002).

Algumas pesquisas destacam maior prevaléncia em individuos que vivem no
meio rural, devido ao maior contato com o solo contaminado por oocisto esporulado
(DUBEY 2000; XAVIER, et al, 2013). Este é o primeiro estudo sobre
soroprevaléncia de T. gondii realizado com populacao rural de origem germanica no
Brasil.

A prevaléncia da infeccao por T. gondii é geralmente superior em populacoes
que vivem em &reas de baixas altitudes e elevada umidade relativa, como observado

no presente estudo. Isto provavelmente devido ao favorecimento da sobrevivéncia e
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propagacdao de oocistos do parasito no ambiente, por periodos mais longos
(MELAMED et al., 1981; DUBEY 1988; AMENDOREIRA et al.,2003).

A soroprevaléncia para T. gondii entre moradores do meio rural, de origem
germanica (75,1%), foi superior aos encontrados em outros grupos populacionais
urbanos da mesma regidao Sul do RS. Utilizando as mesmas técnicas soroldgicas e
pontos de corte. Loges et al (2009) detectou em doadores de sangue 57,5%,
Cademartori et al (2008) em gestantes atendidas na rede publica 54,8% e Santos et
al (2012) na populagéo geral, 35,5%. As diferencas de soroprevaléncia encontradas
entre essas populacdes, foram atribuidas nas condicbes sanitarias e habitos
culturais de moradores de areas urbanas e rurais uma vez que as provas
sorolégicas utilizadas foram as mesmas.

Estudos feitos com pacientes imunocomprometidos na regido, detectaram
soroprevaléncias maiores: 84,2% em pacientes oncoldgicos (RADIN et al., 2011) e
80% em pacientes HIV positivos (XAVIER et al., 2013). Na regido do alto Uruguai
(RS), de colonizacao germanica, italiana, polonesa e portuguesa, com grande
consumo de carne suina nao cozida, a soroprevaléncia foi de 74, 5% em gestantes
atendidas em Unidades do Sistema Unico de Saude (SPALDING et al., 2003). A
dosagem sorolégica para IgG foi determinada pela mesma técnica de
imunofluoréscencia indireta e igual ponto de corte.

Em Belém do Para, onde as condi¢gdes climaticas sao mais favoraveis a
sobrevivéncia do oocisto e é elevado o consumo de carnes cruas ou mal cozidas, a
soroprevaléncia varia entre 71% e 81% (CARMO et al, 2004; BICHARA et al., 2001),
comparaveis ao verificado na populacao rural de origem germanica, aqui estudada.
No Parana, GARCIA et al. (1999) encontraram soroprevaléncia para T. gondii de

66% em moradores de area rural.
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Em indios brasileiros na regiao da Amazonia e Mato grosso a soroprevaléncia
varia de 39 a 100% (BARUZZI et al., 1970). A alta ocorréncia de anticorpos anti-T.
gondii em silvicolas (80,4%), da tribo Enawené-Nawé, regido noroeste do Mato
Grosso-MT, que nao consomem carnes vermelhas e ndo possuem gatos
domeésticos, foi atribuida a habitos e costumes de ingerirem fungos in natura, que
crescem nos locais ricos em matéria organica, possivelmente infectada por oocistos,
liberados por felideos silvestres (AMENDOREIRA et al., 2003).

Em estudo similar realizado com grupo étnico de origem germanica, que vive
no meio rural, no México (menonitas), a soroprevaléncia para T. gondii em adultos
foi de 30,3% para IgG e 3,3% para IgM pelo teste de ELISA (ALVARADO-
ESQUIVEL et al., 2010), superior as da populacdo urbana, e a de outra populacao
rural da regidao (Oaxaca): 3,8% (GOLDSMITH et al., 1991). Essa diferenca de
soroprevaléncia entre populacdes rurais do México, devem-se, segundo os autores,
ao fato de que os menonitas consomem carne com muito maior frequéncia, e tem
grande numero de gatos no domicilio, o que nao ocorria no grupo de Oaxaca.

A soropositividade detectada em areas urbanas de outros paises, como
Africa (50%), Haiti e Franca (>60%), Marrocos (62,1%), segundo Ledru et al (1995),
AVELINO et al (2003), ADDEBBOUS et al (2012), respectivamente, demonstra a
variagdo na prevaléncia de regido para regiao, conforme descreve DUBEY (1988),
embora deva ser considerado que a comparagao entre soroprevaléncias pode ser
influenciada pelos diferentes testes sorolégico e pontos de corte utilizados em cada
trabalho.

O titulo mais freqlente de IgG para T.gondii na populacao rural de origem
germanica foi de 32, porém houve variacao de 32 a 16.384. A baixa titulacdo aqui

observada é semelhante a encontrada em estudos realizados no municipio de
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Pelotas (SANTOS, et al, 2013) no qual a titulacdo de 32 foi a mais prevalente.
Titulos baixos sugerem infeccdo crénica. Em termos gerais, os resultados deste
estudo sdo semelhantes a maioria dos resultados prévios que demonstram uma
predominancia dos titulos baixos e um numero variavel de titulos altos, sem
ultrapassar a titulagao de 16.384, conforme encontrado no municipio de Encantado-
RS, por Melamed et al., (1981) e em Pelotas-RS (CADEMARTORI et al., 2008 ;
LOGES et al., 2012; SANTOS et al., 2013).

Nesta pesquisa nao foram detectados individuos IgM positivos, o que
confirma a hip6tese de auséncia de infecgdes recentes, agudas. Resultado similar
foi verificado por diferentes autores, entre eles, Cademartori et al. (2008) e Santos et
al. (2013), em Pelotas, RS, e Carmo et al. (2004) em Belém do Para.

Entre todas as variaveis epidemiolégicas estudadas, somente o habito de
provar o tempero de carne crua durante o preparo, revelou associacao significativa
(p< 0,05) com a soropositividade para T. gondii. Resultado similar foi observado por
autores, em zona urbana de Sao Paulo, ao comparar a freqiéncia de positivos
segundo as ocupacdes (profissbes): donas de casa apresentaram maior
positividade, indicando que o habito de provar carne crua durante o preparo das
refeicbes é fator de risco (JAMRA et. al.,, 1964). Em universitarios de Pelotas-RS,
também foi constatado que provar o tempero de carne crua representa correlacao
estatisticamente significativa com a soropositividade para o parasito (SANTOS et al,
2013). Essa associacao foi igualmente constatada por Paul (1998) na Polbnia.

Fatores de risco, como consumir embutidos artesanais, dgua nao tratada,
pratos tipicos a base de carne defumada, ter contato com o solo, ndo higienizacéao
correta de frutas e verduras, manusear carne crua e presenca de gatos no

peridomicilio, ndo apresentaram associacdo significativa com a soropositividade
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(p<0,05) das pessoas para T. gondii, ao contrario do verificado pela maioria dos
autores (BICHARA et al., 2012; SROKA, et al, 2006; SILVA et al, 2007;
ALVARADO-ESQUIVEL et al., 2010; XAVIER et al, 2013; SANTOS et al., 2013).
Este resultado é explicado pelo fato de que mais de 90% dos entrevistados
enquadra-se em uma categoria, (exemplo: 99,4% deles tem contato com o solo), o
que mascara a influéncia do fator de risco sobre a soropositividade. Em estudo
realizado em zona rural de Jaguapita-PR, por GARCIA et al. (1999), o consumo de
carne crua, leite cru, contato com felinos, abate de animais e producao de derivados
de origem animal, ndo tiveram associacdo estatisticamente significativa com a
soroprevaléncia para T. gondii nos humanos avaliados.

Deve-se salientar que o consumo de carnes cruas ou mal cozidas contendo
cistos € um dos fatores de risco de infecgdo para T. gondii mais citados na literatura
e a principal causa de contaminacdo em humanos (COOK et al.,2000;
CADEMARTORI et al., 2008; SILVA et al., 2007). Isso demonstra a relevancia da
realizacdo de programas estratégicos de prevencao, para educagao especifica em
salde, para cada regidao e doenga em questao.

O aumento da soroprevaléncia segundo a idade pode ser explicado pelo maior
tempo de exposicdo aos fatores de risco e confirma o verificado pela maioria dos
autores (COELHO et al.,2003; VARELLA et al., 2003; SPALDING et al., 2003;
ASPINALL et al.,2003; ERTUG et al., 2005).

A baixa escolaridade nao foi um fator de risco significativo (p<0,05) para a
soropositividade ao agente, mas também deve ser levado em consideracdao que a
maioria (cerca de 80%) dos analisados apresenta essa caracteristica, o que
mascara a andlise estatistica. A baixa escolaridade contribui para o

desconhecimento sobre as formas de transmissdo da doenca, conforme o verificado
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em estudo feito em Pelotas-RS (CADEMARTORI et al., 2008, XAVIER et al., 2013)
.Embora constatado que a maioria dos participantes da pesquisa possuam casa
prépria (70,3%) e renda superior a trés salarios minimos (74,8%), a soroprevaléncia
encontrada foi similar a de populagdes com condi¢cdes socioecondmicas inferiores,
que facilitariam a infeccdo por T. gondii. Em Fortaleza-CE, foi verificada maior
prevaléncia em mulheres de baixa renda, com condicées soOcio-econdmicas
precarias, que, segundo 0s autores, proporcionam maior chance de adquirir infecgao
pelo protozoario (SROKA et al., 2010).

Foi constatado alto desconhecimento sobre a doenca e as formas de
transmissdo, a exemplo do verificado por CADEMARTORI et al. (2008) e SANTOS
et al. (2013). Grande parte dos entrevistados, que afirmou conhecer as formas de
transmissao, citou formas erréneas, evidenciando a necessidade de esclarecimento
dessa populagdo sobre as reais medidas de prevencdo que devem ser tomadas
para reduzir o risco de infecgéo.

Pode-se concluir que, embora se trate de uma populacéo rural com renda
média superior a trés salarios minimos mensais e acesso a servigos de saude, esta
exposta a infeccdo por T. gondii, tanto cistos teciduais quanto oocistos,
apresentando alta soroprevaléncia para o agente, devido, sobretudo, aos habitos

culturais e desconhecimento da doencga.
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10. Conclusoées gerais

- Os humanos amostrados no presente estudo tiveram contato com formas
infectantes de T. gondii, uma vez que 75,1% s&o soropositivos para o agente.

- No grupo estudado nédo havia casos de infeccao recente por T.gondii, ou seja, com
titulos detectaveis de IgM.

- Ha elevado desconhecimento sobre essa zoonose e seu modo de transmissao,
mesmo entre aqueles que se julgam conhecedores do assunto

- Provar o tempero da carne crua durante seu preparo aumenta 2,45 vezes a chance
de adquirir a infeccao por T. gondii.

- A elevada soroprevaléncia para T. gondii, na populacao rural estudada, também se
deve a habitos como consumir embutidos artesanais, dgua nao tratada, pratos
tipicos a base de carne defumada, ter contato com o solo, nado higienizar
corretamente frutas e verduras, manusear carne crua e haver a presenga de gatos
no peridomicilio, presentes em mais de 90% das pessoas analisadas.

- O quadro epidemiolégico exposto, com alta soroprevaléncia, desconhecimento
sobre a doencga e exposicao a fatores de risco, evidencia a necessidade de tomadas
constantes de medidas profilaticas e sanitarias para a regido, que devem ser
continuadas apés as palestras e orientacdes realizadas durante o periodo de coleta
de dados.
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APENDICE A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar da pesquisa realizada pela
mestranda Aline Machado Carvalho, sobre “Soroprevaléncia de Toxoplasma gondii e
possivel associagcdo com habitos alimentares em populagdes rurais de origem
germanica no Rio Grande do Sul”.

A avaliacao do seu sangue permitird saber se vocé ja se infectou ou ndo com
o protozodrio Toxoplasma gondii que causa toxoplasmose (“doenca do gato”). Esse
parasito pode causar lesées cerebrais e abortos. Com o diagnéstico positivo, seras
informado que possui defesa contra a doenca (estaras protegido), caso for negativo
seras informado dos riscos de adquirir a infecgdo e educacado preventiva da
infeccdo. O sangue sera coletado da veia no bragco como é feito nos laboratérios,
podendo ocorrer leve dor local e ou hematoma. Vocé recebera a informacao dos
resultados pela pesquisadora e ficard a sua disposicdo o exame no Posto de Saude
Santa Inés.

Esta pesquisa estd sendo realizada sob a orientacdo da Prof.2 Dr.2 Nara
Amélia da Rosa Farias. Vocé podera ter todas as informacdes que quiser e sua
participacdo sera voluntaria e podera interrompé-la a qualquer momento. Pela sua
participacdo no estudo, vocé nao receberda qualquer valor em dinheiro. Terd a
seguranca de nao ser identificado (a) e que serdo mantidos todos os preceitos éticos
e legais apds o término do trabalho.

Pelotas, /]

Assinatura do voluntario (a)

Assinatura do pesquisador (a) Assinatura do orientador (a)

Telefone do pesquisador: (53) 8121.9930. Telefone do Laboratério: (53) 3275-7398



APENDICE B

INSTRUMENTO DE PESQUISA

Universidade Federal de Pelotas
Instituto de Biologia
Programa de Pés Graduagao em Parasitologia

Projeto: Soroprevaléncia de Toxoplasma gondii ( Nicolle e Manceuax; 1909) em populacées rurais de
origem germanica no Rio Grande do Sul e possiveis fatores epidemioldgicos associados.

Instrumento de pesquisa
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N2 Questionério:

Entrevistador:

Data da entrevista:__ / /

Entrevistado:

Dados gerais do Paciente:

1. Nome: Idade:

2. Data de nascimento: / / 3. Naturalidade:

4. Profissao:

5. Estado civil?

(1) Casado (2) Solteiro (3) Divorciado (4) vidvo (5) outro

6. Tem filhos? (1) Sim  (2) Ndo Quantos?

7. Ja ouviu falar em Toxoplasmose ( “ doenca do gato”)? (1) Sim (2) Nao

8. Ja teve Toxoplasmose? (1) Sim (2) Nao 9. Algum familiar ja teve toxoplasmose? (1) Sim (2) Nao
10. Quais os meios de transmissdo da toxoplasmose? (1) Gato (2) Carne e vegetais (3) Agua (4) Nao sabe
(5) Outro

11. Ja fez este exame anteriormente? (1) Sim (2) Nao por qual motivo?

Avaliacao so6cio-econdmica familiar

12. A residéncia onde mora é:

(1) Propria  (2) De familiares (3) Alugada (4) Outro (5) IGN

13. Numero de comodos:

14. A fonte de renda da familia provém do:

(1) Trabalho (2) Aposentadoria (3) Familia  (4) auxilio doenga (5) mais de um

15. Qual é aproximadamente a renda fixa?

(1) até 1 salario minimo  (2) até 3 salarios minimos (3) até 5 salarios minimos (4) até 7 salarios minimos
(5) acima de 7 salarios minimos  (6) IGN

16. Quantas pessoas vivem dessa renda? pessoas

17. Qual seu nivel de instrucao (até onde estudou)?

(1) Fundamental Incompleto  (2) Fundamental Completo (3) Ensino Médio Incompleto  (4) Ensino Médio Completo
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(5) Superior Incompleto (6) Superior Completo (7) Ignorado

Avaliacao de habitos gerais e costumes locais:

18. Possui habito de comer carne crua e ou mal passada? (1) Sim (2) Nao  (3) Ambos
19. Possui habito de provar o tempero de carne crua? (1) Sim (2) Nao

20. Possui o habito de manusear carne crua? (1) Sim (2) Nao

21. Qual é a fonte de agua usada para o consumo?

(1) Pogo artesiano  (2) Torneira  (3) Agude (4) Fervida (5) Filtrada

22. Possui habito de lavar as maos antes das refeicoes? (1) Sim  (2) Nao

23. Qual a origem da agua usada para irrigacédo da horta?

24. Possui o habito de usar esterco como adubo na horta? (1) Sim  (2) Nao
25. Que tipo de atividade executa diariamente?

(1) Lavoura (2) Leitaria  (3) Agougue (4) Criagao de animais  (5) outras
26. Costuma realizar abate doméstico de animais? (1) Sim (2) Nao

27. De que espécies? (1) aves (2)suinos (3) ovinos (4) bovinos  (5) outros
28. Qual é a origem da carne consumida? (1) Acougue (2) Doméstico

29. Possui o habito de ingerir leite in natura? (1) Sim (2) Nao

30. Costuma fazer sempre, antes do consumo, a higienizacao de frutas, verduras e legumes?
(1) Sim (2) Nao

31. Qual é a forma de limpeza das verduras para consumo?

(1) somente com agua (2) agua clorada (3) vinagre (4) nenhuma (5) outro

32. Qual a origem dos vegetais que utiliza nas refeicdes? (1) horta (2) mercado
33. Possui ou ja possuiu gato jovem em casa? (1) Sim (2) Nao

34. Ha presenca de gatos peridomicilio (ao redor da casa)? (1) Sim  (2) Nao
35. Estes gatos no peridomicilio sdo de que origem?

(1) Vizinhanca (2) Abandonados (3) criados na rua (5) outros

36. Possui o habito de alimentar seus animais domésticos com carne crua?(1) Sim (2) Nao (3) as vezes
37. Possui historico de aborto na familia? (1) Sim (2) Nao

38. Houve historico de aborto nos animais domésticos? (1) Sim  (2) Nao

39. Possui animais de criacao artesanal ( “ caseira”)? (1) Sim (2) Nao

40. Possui o habito de consumir lingiiigca frescal? (1) Sim  (2) Nao

41. Qual prato tipico possui o habito de consumir seguidamente?

(1) Queijos artesanais (2) embutidos (3) linguiga frescal (4) outros

42. Possui o habito de mexer na terra ou areia? (1) Sim  (2) Nao

Resultados da analise por imunofluorescéncia indireta: Anticorpos IgG e IgM presentes: (1) Sim  (2) Nao

Titulo:



Como podemos nos
infectar?

Durante a gravidez, mae
passa para o feto;

Comendo ou provando
carnes cruas ou mal
passadas;

Comendo verduras e
frutas sem lavar;

Tomando leite e 4gua sem
ferver;

Nao lavando bem as
maos antes de comer.

APENDICE C

OPLASMOSE

Pode ser grave,
mas podemos prevenir!
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Universidade Federal de Pelotas
Instituto de Biologia

Programa de Pés Graduacdo em
Parasitologia

Laboratério de Parasitologia

Mestranda:
Aline Carvalho

Orientador (a):
Prof2 Dr2 Nara Amélia da Rosa Farias

e-mail: alinemcpesquisa@gmail.com
Fone: (53) 8121.9930

e-mail: nafarias@ufpel.tche.br
Fone: (53) 9125.9687

Dicas para a prevengao

Fazer rigorosa higiene das maos
antes de preparar e comer
alimentos;

Néo ingerir carnes e embutidos crus,

frutas e legumes mal lavados;

N&o dar carnes e miudos crus para
animais domésticos;

Evitar colocar a méao na boca
durante o contato com carne crua;

Lavar utensilios de cozinha que
entram em contato com carne crua;

Usar luvas ao trabalhar em jardim
ou mexer com fezes de gato;

Moscas e baratas devem ser
controladas.

O contato com os gatos
como animais de
estimagao nao representa
riscos de adquirir
toxoplasmose,desde que
se dé destino adequado
as sua fezes.
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Como podemos nos infectar?

* Durante a gravidez, mae passa para o feto

* Comendo ou provando carnes cruas ou mal-passadas
* Comendo verduras e frutas sem lavar

* Tomando leite e dgua sem ferver

* Nao lavando bem as maos antes de comer

Dicas para a prevencao:

* Acompanhamento médico antes e durante a gestagao

* Evitar tomar remédios sem orientacao de um médico

* Fazer rigorosa higiene das maos antes de preparar e comer alimentos
* Nao ingerir carnes e embutidos crus, frutas e legumes mal lavados

* Nao dar carnes e mildos crus para animais domésticos

N@® Laboratorio de Parasitologia —|B- UFPel
Mestranda :Aline Carvalho
Orientador(a): Prof* Dr* Nara Amélia da Rosa Farias @
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ANEXO A

FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE *_
PELOTAS o

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Soroprevaléncia de Toxoplasma gondii (Nicolle e Manceaux; 1909) e possivel

associacio com habitos alimentares em uma coldnia de origem pomerana no Rio
Grande do Sul.

Pesquisador: Aline Machado Carvalho
Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 12541413.6.0000.5317
instituigao Proponente:

Patrocinador Principal: Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Pelotas
DADOS DO PARECER

Niamero do Parecer: 244.037
Data da Relatoria: 29/01/2013

Apresentacio do Projeto:

Esta pesquisa temn como prioridade conhecer os fatores de risco do local e possivel associagdoe com habitos
alimentares dos brasileiros de origem pomerana para toxoplasmose. Pelos costumes socioculturais e da
prépria colonizagéo que ainda esta preservada nesta regido, pressupoe-se aumento da soroprevaléncia da
populagdo em estudo.

Objetiveo da Pesquisa:

Objetive Primario:

Conhecer a soroprevaléncia de Toxoplasma gondii, e sua relagio com habitos alimentares e socioculturais
dos brasileiros de origem pomerana no 2° Distrito de S&o Lourengo do Sul, (Taquaral), na localidade de
Santa Inés.

Objetivo Secundario:

Determinar a soroprevaléncia e a titulacdo de anticorpos do tipo IgG para Toxoplasma gondii na populagao
estudada. ldentificar possiveis associages de fatores epidemiologicos com a positividade para Toxoplasma
gondii na populac@o em estudo.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Enderego: Rua Prof Araujo, 465 sala 301

Bairro: Centro CEP: 96.020-360

UF: RS Municipio: PELOTAS

Telefone: (53)3284-4960 Fax: (53)3221-3554 E-mail: cep.famed@gmail.com
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ANEXO B

Normas para submissao de trabalhos da Revista Panamericana de infectologia
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NORMAS DE PUBLICAGAO NA REVISTA PANAMERICANA DE
INFECTOLOGIA

A Revista Panamericana de Infectologia é o 6érgao oficial de divulgacdo da
Asociacién Panamericana de Infectologia (API) e tem como principal objetivo estabelecer
um elo de comunicacéo e integracao entre os infectologistas das Américas. A publicacdo é
trimestral e é distribuida em hospitais, clinicas, instituicbes de ensino e pesquisa. Nossos
principais leitores sdo especialistas em doencas infecciosas e outros profissionais de areas
afins. O contetdo da revista pode ser consultado via internet, no site www.revista-api.com.A
publicacdo aceita trabalhos em portugués, espanhol ou inglés e abrange segbes com
editorial, artigos originais, artigos de revisdo (atualizagdo), notas prévias/cartas ao editor e
relatos de casos. Além disso, a revista traz coberturas e informes sobre os principais
eventos cientificos relacionados a especialidade. Os artigos de revisao (atualizagao) serao
solicitados a critério do Editor-Chefe. Os originais devem ser encaminhados para o Prof. Dr.
Sérgio Cimerman, Editor-Chefe da Revista Panamericana de Infectologia. O texto pode ser
remetido eletronicamente para o enderecgo office.editora@uol.com.br, ou pelo correio, em
trés vias, para Office Editora e Publicidade Ltda., R. Gen. Eloy Alfaro, 239 - CEP 04139-
060,Chécara Inglesa, Sao Paulo - SP - Brasil. Tel.: 55 - 11-5594.1770/5594.5455. Fax: 55 -
Chacara Inglesa, Sao Paulo - SP - Brasil. Tel.: 55 - 11-5594.1770/5594.5455. Fax: 55 -11-
275.6813.

O texto deve ser enviado em folhas formato A4, somente frente, com margem
minima de 25 mm, em espago duplo e em letras corpo 12 e arial. As paginas devem ser
numeradas consecutivamente. As versdes escritas sempre devem vir acompanhadas de
uma versdo com suporte informatizado. Utilizar um processador de textos comum (Wordou
Wordperfect). O disquete deve ser devidamente identificado, indicando-se o titulo do
trabalho e o0 nome do principal autor. A extensdo recomendada para os artigos originais e de
revisdo é de 12 paginas (A4). Sera aceito um maximo de 30 referéncias bibliograficas e até
6 figuras e tabelas. As unidades de medida para qualquer segdo devem basear-se no
sistema internacional (Sl). A extensdo maxima recomendada para notas prévias/cartas ao
editor e relatos de 58 casos é de 4 paginas (A4). Sera aceito um maximo de 15 referéncias
bibliogréficas e até 2 figuras e/ou tabelas. Os trabalhos serdao avaliados pelo Editor e por
dois especialistas anénimos selecionados entre os membros do Comité Editorial, entre os
afiliados da Asociacion Panamericana de Infectologia e profissionais da area da saude com
respeitabilidade no tema designado. O Comité Editorial tem a prerrogativa de rejeitar
trabalhos que julgar inapropriados, assim como propor alteracbes que considerar
necessarias.

A correspondéncia com o0s autores sera realizada, sempre que possivel, por correio
eletrénico. Os manuscritos devem acompanhar a seguinte estrutura:

1. Carta de apresentacao

Os trabalhos deverao ser precedidos de uma carta de apresentagao dirigida ao

Editor da Revista, contendo o titulo do trabalho, um paragrafo destacando a importancia do
artigo e a secéo pretendida para a publicacdo. Os autores devem explicitar que o trabalho
ndo tenha sido publicado anteriormente e nem que tenha sido enviado simultaneamente
para outra revista. Além disso, deve-se indicar que todos os autores estdo de acordo com o
conteudo do trabalho, que cedem os direitos de publicacdo para a Revista Panamericana de
Infectologia e que ndo ha conflito de interesses.

2. Primeira pagina

A primeira pagina dos trabalhos deve conter obrigatoriamente os seguintes itens:
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- Titulo do trabalho conciso, completo e explicativo sobre o assunto a que se refere no
idioma original (portugués, espanhol ou inglés). E nos casos de artigos em inglés, enviar o
titulo em portugués ou espanhol.

- Nome completo dos autores, sem abreviagcées. Os autores deverdo indicar a forma pela
qual desejam ser citados.

- Titulagdo académica completa dos autores com o nome e endereco da instituicdo de
trabalho a que o autor esta filiado.

- Indicacao da unidade/departamento da instituicado onde o trabalho foi realizado.

- Nome, enderego, e-mail e numero de telefone/fax do autor encarregado da
correspondéncia.

3. Resumo e descritores

O resumo deve apresentar as seguintes caracteristicas:

Deve ser enviado no idioma original (portugués, espanhol ou inglés). E nos casos de artigos
em inglés, enviar o resumo em portugués ou espanhol. A extensdo maxima € de 250
palavras para artigos originais e revisdes, e de 100 palavras para notas prévias e relatos de
casos. Deve ser informativo e nado indicativo, explicando claramente os objetivos, os
métodos, os resultados e as conclusées derivadas do estudo. Nos descritores deve-se
incluir um minimo de 3 e até um maximo de 10 palavras-chave,no idioma original e em
inglés, empregadas no DeCS - Descritores em Ciéncias da Saude, publicacdo da Bireme
(Centro Latino-Americano e do Caribe de Informagéo em Ciéncias da Saude) disponivel em
http://decs.bvs.br ou no Index Medicus (Medical Subject Headings) disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.gov/entrez/meshbrower.cqi

4. Corpo do texto
O manuscrito deve ser dividido nas seguintes partes:

Introdugao: Deve ser sucinta, contendo unicamente a informagdo necessaria
paracompreender o trabalho que sera apresentado. Nao devem incluir dados nem
conclusoes. O ultimo paragrafo devera expor de forma clara os objetivos do trabalho.

Materiais (ou Pacientes) e Métodos: Deve explicar a metodologia utilizada e oscritérios de
selecdo empregados; conter informes sobre a populagdo estudada, dados sobre andlises
estatisticas e sobre os aspectos éticos do estudo.

Aspectos Eticos: Artigos sobre pesquisas com seres humanos devem apresentar a
autorizacao prévia do Comité de Etica da instituicdo em que o trabalho foi realizado, bem
como mencionar ter sido obtido consentimento livre e esclarecido, por escrito,fornecido apos
o0 paciente, seus familiares ou seu representante legal (no caso de menores ou
incapacitados) terem sido informados sobre os procedimentos ou estudos a serem
realizados. Artigos sobre ensaios com modelos biolégicos devem apresentar a aprovacao
dos protocolos obtidos. Os nomes comerciais dos medicamentos devem ser acompanhados
do nome genérico correspondente, esclarecendo sempre as dosagens e as vias de
administragao.

Resultados: Devem expor exclusivamente a descricdo e nao a interpretacdo dos dados
obtidos com a metodologia utilizada. Devem resumir as observagdes mais importantes,
tomando-se o cuidado de n&o repetir as informacgdes fornecidas por tabelas, figuras ou
graficos. Quando for necessario apresentar grandes volumes de dados, deve-se dar
preferéncia a gréaficos em vez de tabelas.

Discussao: Deve ressaltar as conclusdes e os aspectos mais importantes do trabalho e
evitar a repeticdo de informacdes. Destacar as inferéncias dos resultados, as dedugdes
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efetuadas e também as limitagées do estudo. Deve comparar os resultados com os obtidos
por outros estudos e confrontar as observagdes finais com os objetivos propostos.

Agradecimentos: Devem ser limitados a individuos e instituicbes que efetivamente tenham
contribuido para a realizagao do estudo.

Financiamentos: Informacao detalhada sobre a fonte de financiamento. Se nado houve
fomento os autores devem declarar que nao houve conflito de interesses

5. Material ilustrativo

Todo material utilizado para ilustrar o trabalho (tabelas, figuras ou fotografias) deve ser
encaminhado em folhas a parte, no final do texto, utilizando-se uma péagina diferente para
cada material apresentado.

Tabelas: Devem ser numeradas conforme a ordem de aparecimento no texto, utilizando
nuameros arabicos e devendo ser auto-explicativas. O titulo deve ser sucinto e informativo.
As observagdes necessarias para esclarecer abreviagées ou outros devem ser colocadas no
pé da tabela. Para a formatagéo, utilizar os comandos de tabulagao (tab) e nova linha
(enter).

Figuras: Devem ser numeradas conforme a ordem de aparecimento no texto, emnumeros
arabicos. Todas as explicagdes devem ser apresentadas nas legendas. Os graficos e figuras
devem ser enviados em “power point”. No caso de figuras e fotografias, colar no verso de
cada uma delas uma etiqueta adesiva identificando o0 nome do primeiro autor e uma seta
indicando a margem superior. Fotografias digitais devem ser enviadas com boa definicao
(minimo de 300 DPI). Quando necessario, utilizar sempre imagens produzidas por
impressoras de alta resolucao e em preto-e-branco.

6. Referéncias bibliograficas

As referéncias devem ser numeradas consecutivamente na ordem em que foram
mencionadas no texto, devendo ser identificadas em numeros arabicos colocados como
expoentes. Os nomes das publicacées devem ser abreviados de acordo com a “List of
Journals Indexed and Index Medicus”. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.gov/entrez/jrbrowser.cqi.

As citacbes sobre artigos originais deverdo ser comprovadas e devem ser ordenadas
segundo as normas de Vancouver (1997, edicao revisada de outubro de 2001), disponivel
em: http://www.icmje.org. Quando houver 6 autores ou menos, todos deverdo ser citados.
Em caso de 7 ou mais autores,citar os 6 primeiros seguidos da expressao et al. Nao
deverao ser utilizados informes como “comunicacdes pessoais”. Trabalhos aceitos e ainda
nao publicados no momento da citagdo podem ser incluidos nas referéncias, especificando
0 nome da revista, seguido da expressdo “no prelo” entre parénteses. A seguir, sao
fornecidos alguns exemplos dos principais tipos de referéncias utilizadas.

a) Artigo de periodico:

1. Bryan CS, Reynolds KL. Bacteremic nosocomial pneumonia. Analysis of 172 episodes
from a single metropolitan area. Am Rev Respir Dis 1984;129:668-671.

2. Carratala J, Gudiol R, Pallares R, Dorca J, Verdaguer R, Ariza J, et al. Risk factors
fornosocomial Legionella pneumophila pneumonia. Am J Rev Respir Crit Care
Med1994;149: 625-629.

b) Trabalho publicado por instituicdo ou corporagao:
1. Ministerio de Sanidad y Consumo. Liga Espanola Para la Lucha Contra la
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Hipertension. Sociedad Esparnola de Hiperten-sién. Control de la hipertension arterial em
Espana. Rev Esp Salud Publica 1996;70:139-210.

¢) Volume com suplemento:
1. Vogel F. Sequential therapy in the hospital management of lower respiratory infections.
Am J Med 1995;99 (Suppl 6B): 13S-19S.

d) Livros, teses e monografias:

1. Hawe P, Degeling D, Hall J. Evaluacién en promocion de la salud. Guia para

trabajadores de la salud. 1st ed. Barcelona: Masson; 1993.

2. World Health Organization. International drug monitoring the role of national
centers.Technical Report Series N? 498. Geneva: 1972.

3. Kaplan SJ. Post-hospital home health care: the elderly's access and
utilization[dissertation]. St. Louis (MO): Washington Univ.; 1995.

4. Nunes L. Aspectos clinicos, hematolégicos e inmunoldgicos en la Estrongyloidiasis Tesis.
Universidad Central de Venezuela; 1993.

e) Capitulo de livro:

1. Rawlins MD, Thompson JW. Mechanisms of adverse drugs reactions. Em: Davies DM,
editor. Textbook of Adverse Drug Reactions. 4th ed. Oxford: Oxford University Press;1991.
p. 18-45.

f) Resumo de congresso:

1. Vettorello ML. A influéncia de fatores climaticos na incidéncia dos acidentes
loxoscélicos no Municipio de Curitiba, no periodo de 1998 a 2001. XXXIX Congresso da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical. 008 TL. Belém, Brasil. 2003.

g) Artigo de fonte ou periddico eletrénicos:

1. The Counter Bioterrorism Research Agenda of the National Institute of Allergy and
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