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RESUMO

CARACTERIZACAO MOLECULAR DE Sarcocystis spp. EM AMOSTRAS DE
CARNE MOIDA, EMBUTIDO COLONIAL E FILE MIGNON

AUTORA: Marta Elena Machado Alves
ORIENTADORA: Fernanda Silveira Flores Vogel

A sarcocistose € considerada muito importante, principalmente em animais de producéo.
Geralmente a infeccdo pelo protozoério em bovinos e suinos é assintomatica, porém, alguns
animais podem apresentar sinais como febre, anorexia, prostracdo, palidez das mucosas,
corrimento nasal e ocular, dispnéia, salivacdo, podendo causar a morte. O ciclo de vida é
heteroxeno, com um estagio assexuado nos hospedeiros intermediarios (presa) e um estagio
sexuado nos hospedeiros definitivos (predador). Nos carnivoros e humanos (hospedeiros
definitivos), o parasito desenvolve uma fase intestinal que culmina com a producdo de
oocistos. As espécies consideradas zoonéticas sdo 0 Sarcocystis hominis e 0 Sarcocystis
suihominis, sendo, respectivamente, os bovinos (Bos taurus) e suinos (Sus scrofa) os
hospedeiros intermediarios. Recentemente foi identificado o Sarcocystis heydorni, sendo o
bovino seu hospedeiro intermediario e o humano o hospedeiro definitivo. No Brasil os
bovinos apresentam alta prevaléncia de sacorcistose. Essa alta prevaléncia pode ser um fator
de risco que contribui para a infeccdo humana, uma vez que esta se da através da ingestao de
carne crua ou mal cozida, contendo os sarcocistos. O diagndstico pode ser realizado pela
deteccdo dos cistos, através do exame histolégico a fresco e a digestdo artificial, sendo esta
ultima considerada a técnica mais sensivel. Adicionalmente o diagnéstico molecular tem sido
amplamente utilizado na deteccdo e caracterizacdo das espécies-especificas. Nao existe
tratamento para essa doenca 0 que torna a prevencdo um passo primordial. Medidas de
prevencdo e controle: cozimento a 65°C ou congelamento a -4°C e cuidados nos processos de
fabricacdo (sais de cura, defumacdo) dos produtos carneos a serem empregados na
alimentacdo humana. O presente trabalho objetivou detectar a presenca de Sarcocystis spp. e
realizar a caracterizacdo molecular das espécies encontradas em 375 amostras de produtos
carneos, incluindo carne moida, embutido colonial e filé mignon e para isso utilizou-se a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com amplificacdo do gene 18S rDNA e caracterizacao
molecular utilizando a RFLP com as enzimas de restricdo Bcl I, Rsa | e Alu I. A ocorréncia de
Sarcocystis spp. foi de 17% (64/375) do total de amostras. Considerando o tipo foram
positivas 5,6% (7/125) amostras de filé mignon, 12,8% (16/125) de carne moida e 32,8%
(41/125) de embutido colonial. Das amostras positivas as espécies caracterizadas foram S.
hirsuta e S. hominis com prevaléncias de 93,75% (60/64) e 6,25% (4/64), respectivamente.
Considerando a relevancia da sarcocistose na area da saude publica, a ocorréncia das espécies
encontradas nesse estudo pode ser um fator de risco que contribui para a infec¢cdo humana.

Palavras chave: Sarcocistose, 18S rDNA, PCR-RFLP, produtos carneos, seguranc¢a alimentar



ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF Sarcocystis spp. IN SAMPLES OF GROUND
BEEF, COLONIAL SAUSAGE AND FILET MIGNON

AUTHOR: Marta Elena Machado Alves
ADVISOR: Fernanda Silveira Flores VVogel

The sarcocystosis is considered a disease important in farm animals. Usually the protozoan
infection in bovine and swine is asymptomatic, but some animals may show signs such as
fever, anorexia, prostration, pale mucous, nasal and ocular discharge, dyspnea, salivation,
may cause death. The life cycle is heteroxeno with an asexual stage in the intermediate host
(prey) and sexual stage in the definitive hosts (predator). In carnivores, and humans
(definitive hosts), the parasite develops an intestinal phase culminates with the production of
oocysts. Species considered zoonotic are Sarcocystis hominis and Sarcocystis suihominis,
being, respectively, cattle (Bos taurus) and swine (Sus scrofa) intermediate hosts. Recently the
Sarcocystis heydorni was identified, and the bovine intermediate host and the definitive
human host. In Brazil there is a high prevalence of the sacorcistose in cattle. This high
prevalence can be a risk factor contributing to human infection, as it is through raw meat
intake or undercooked containing the sarcocistos. Diagnosis can be accomplished by the
detection of cysts by fresh histological examination and artificial digestion, wich is the most
sensitive the most sensitive technique. Additionally the molecular diagnosis has been widely
used in detection and characterization of specific species. There is no treatment for this
disease which makes prevention an essential step. prevention and control measures: baking at
65 ° C or frozen at -4 ° C and care in the manufacturing process (curing salts, curing) of meat
products used in human food. This study aimed to detect the presence of Sarcocystis spp. and
perform the molecular characterization of the species found in 375 samples of meat products,
including ground beef, colonial sausage in filet mignon and it used the polymerase chain
reaction (PCR) to amplify the gene 18S rDNA and molecular characterization using RFLP
with restriction enzymes Bcl I, Alu | and Rsa I. the occurrence of Sarcocystis spp. was 17%
(64/375) of all samples. Considering the type were positive 5.6% (7/125) filet mignon
samples, 12.8% (16/125) of ground beef and 32.8% (41/125) of colonial sausage. Of the
positive samples were characterized species S. hirsuta and S. hominis with prevalence of
93.75% (60/64) and 6.25% (4/64), respectively. Considering the relevance of sarcocystosis in
public health, the occurrence of the species found in this study may be a risk factor
contributing to human infection.

Keywords: Sarcocistosis, 18S rDNA, PCR-RFLP, meat products, food safety
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1 INTRODUCAO

A sarcocistose é comum a uma ampla variedade de vertebrados, incluindo aves, répteis
e mamiferos (LOPES, 2004). Geralmente a infeccdo pelo protozoario é assintomatica em
bovinos e suinos, porém, alguns animais podem apresentar sinais clinicos como febre,
anorexia, prostracdo, palidez das mucosas, corrimento nasal e ocular, dispneia, salivagéo,
podendo causar a morte (NAKASATO, 2008). O género Sarcocystis € composto por mais de
200 espécies, no entanto se conhece o ciclo de 26 (DUBEY et al., 2015). E um parasita
intracelular obrigatério pertencentes a familia Sarcocystidae e filo Apicomplexa
(NEMATOLLAHIA et al., 2015; TENTER, 1995).

O Sarcocystis spp. apresenta ciclo de vida heteroxeno, com um estagio assexuado nos
hospedeiros intermediarios (presa) e um estdgio sexuado nos hospedeiros definitivos
(predador). Nos carnivoros e humanos (hospedeiros definitivos), o parasito desenvolve uma
fase intestinal que culmina com a produgdo de oocistos, contendo no seu interior dois
esporocistos similares, com quatro esporozoitos cada. Nos hospedeiros intermediarios, a
infeccdo causa cistos teciduais, que sdo coldnias de parasitos e quando maduros apresentam
grande namero de bradizoitos (DUBEY, 2015).

Os bovinos (Bos taurus) sdo hospedeiros intermediarios das espécies S. cruzi, S.
hirsuta e S. hominis e seus hospedeiros definitivos séo respectivamente, cées, gatos e primatas
(NAKASATO et al., 2008). O S. hominis e 0 S. hirsuta sdo pouco patogénicos para bovinos,
praticamente ndo causando sinais clinicos (POULSEN & STENSVOLD, 2014; SAITO et al.,
1995). Em suinos (Sus scrofa), duas espécies foram identificadas, S. miescheriana e S.
suihominis, com cées e humanos, respectivamente, como hospedeiros definitivos (ROMMEL,
1985).

As espécies consideradas zoondticas sdo o Sarcocystis hominis e o Sarcocystis
suihominis, sendo, respectivamente, 0s bovinos e suinos os hospedeiros intermediarios. Ainda
recentemente foi identificado o Sarcocystis heydorni, sendo o bovino seu hospedeiro
intermediario e o humano o hospedeiro definitivo (DUBEY et al.,, 2015). Segundo Reis
(2008), no homem muitas vezes a infecgdo ndo se traduz por um quadro sintomatico grave,
mas as manifestacdes clinicas costumam ser mais pronunciadas quando a espécie infectante é
S. suihominis e em pacientes imunocomprometidos.

No Brasil existe relato de uma alta prevaléncia de sacorcistose em bovinos (RUAS et
al., 2001), sendo considerada muito importante, principalmente em animais de produgéo

(LOPES, 2004). Essa alta prevaléncia pode ser um fator de risco que contribui para a infeccao
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humana, uma vez que esta se da através da ingestdo de carne crua ou mal cozida contendo
sarcocistos. Segundo estudos preliminares de Nishikawa et al. (1983) realizado no Rio Grande
do Sul, a sarcocistose é uma das principais doencas parasitarias responsaveis or baixos indices
produtivos.

As formas de diagndstico comumente empregadas sdo as técnicas histolégicas que
permite a visualizacdo de esquizontes nos vasos sanguineos e 6rgaos e a observacao de cistos
nos musculos a necropsia ou biopsia. Porém, muitas vezes, para diferenciacao das espécies de
Sarcocystis spp. presentes no hospedeiro essas técnicas ndo sdo eficazes (DUBEY et al., 1989,
ROMEL, 1985). Considera-se o diagndstico molecular como uma ferramenta importante para
a investigacdo epidemioldgica da sarcoscistose. Isso porque diversos estudos tém utilizado
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para o diagndstico de infecces por Sarcocystis spp.,
com especial énfase na identificacdo das espécies utilizando sequenciamento e/ou
polimorfismo de fragmentos de restricdo (RFLP) do 18S rDNA (STOJECKI et. al., 2012;
YANG et. al., 2002).

O presente trabalho objetivou detectar a presenca do Sarcocystis spp. e realizar a
caracterizacdo molecular das espécies encontradas em 375 amostras de produtos carneos,

incluindo a carne moida, embutido colonial e filé mignon.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ETIOLOGIA E HISTORICO

O Sarcocystis spp. € um parasito intracelular obrigatério pertencente ao filo
Apicomplexa, familia Sarcocystidae (DUBEY, 1989). A primeira forma que veio a
caracterizar o género Sarcocystis Lankester, 1882 foi tomado como base na presenca de cistos
localizados no interior das células do tecido muscular estriado. Cistos estes que com base na
sua morfologia e hospedeiro parasitado deram origem ao diagnostico de algumas espécies e a
varias descricdes de especies novas (DUBEY, 1983).

Os bovinos sao hospedeiros intermediarios das espécies S. cruzi, S. hirsuta, S. hominis
e S. heydorni e seus hospedeiros definitivos séo respectivamente, cées, gatos e primatas para
as duas Ultimas espécies (DUBEY et al., 2015; NAKASATO et al., 2008). O S. hominise o0 S.
hirsuta sdo pouco patogénicos para bovinos, praticamente ndo causando sinais clinicos
(POULSEN & STENSVOLD, 2014; SAITO et al., 1995). Em suinos, duas espécies foram

identificadas, S. miescheriana e S. suihominis, com cdes e humanos, respectivamente, como
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hospedeiros definitivos (ROMMEL, 1985). As espécies consideradas zoondticas sdo o S.
hominis, S. suihominis e 0 S. heydorni (DUBEY et al., 2015).

2.2 CICLO BIOLOGICO E TRANSMISSAO

O (género Sarcocystis € composto por parasitas intracelulares obrigatorios
(NEMATOLLAHIA et al., 2015). Caracterizam-se por possuir em alguma fase de sua vida
uma estrutura chamada complexo apical, estrutura importante na fixacdo e penetracdo do
parasito nas células dos hospedeiros (REYS, 2008).

Sarcocystis spp. possui um ciclo de vida heteroxeno, com um estagio assexuado nos
hospedeiros intermedidrios (presa) e um estagio sexuado nos hospedeiros definitivos
(predador) (LOPES, 2004). Uma variedade de carnivoros, especialmente canideos e felideos,
répteis, aves de rapina e marsupiais americanos estdo incluidos como hospedeiros definitivos
(DUBEY, 2001). Nos hospedeiros definitivos, carnivoros e homem, o parasito desenvolve
uma fase intestinal que culmina com a producéo de oocistos, contendo no seu interior dois
esporocistos similares, com quatro esporozoitos cada (ROMMEL, 1985). Pelo fato da parede
do oocisto ser muito fina, geralmente se rompe durante a excrecdo e 0S esporocistos sdo
encontrados livres nas fezes (ROMMEL, 1985). Alguns répteis sdo capazes de terem um ciclo
do tipo dioxeno (BANNET, 1994) ou mesmo em algumas espécies de vertebrados terem
experimentalmente ciclos bioldgicos deste género mais complexo aos ja observados
(KOUDELA & MODRY, 2000).

Segundo Carlton & McGavin, 1995, quando os hospedeiros intermediarios ingerem os
oocistos, liberam 0s esporozoitos dos esporocistos, no intestino. Entdo, esses esporozoitos
invadem os tecidos e o0s esquizontes sdo formados nas células endoteliais dos vasos
sanguineos da maioria dos 6rgaos. A partir disso, eles se multiplicam assexuadamente em
células endoteliais dos pequenos vasos sanguineos e em glébulos brancos. Os merozoitos
resultantes da formacdo dos esquizontes penetram nas celulas musculares e se encistam
(DUBEY, 1989; XIANG et. al., 2009; TENTER & HECKEROTH, 1999).

Conforme a espécie pode ocorrer outras merogonias teciduais. Os cistos se
desenvolverdo em qualquer parte do tecido muscular, no entanto, os 6rgaos afetados com mais
frequéncia sdo o coracdo, esofago, diafragma e a lingua (DOMENIS et al., 2011). Apds a
ingestdo de carne contendo cisto pelo hospedeiro definitivo, 0os cistozoitos migram para a
lamina proépria das vilosidades do intestino delgado transformando-se em macrogamontes e

microgamontes (DUBEY, 1989). A fertilizacdo destes € seguida pela formacdo de oocistos
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que sdo liberados gradualmente em ndmeros muito baixos ao longo de um periodo de varios
meses (CARLTON & MACGAVIN, 1995). Cistos jovens sdo preenchidos com metrdcitos
que dao origem aos bradizoidos. Cistos maduros sdo compartimentados e contém quase
exclusivamente os cistozoitos, que se tornam infecciosos cerca de 70 dias ap0s a ingestdo de
oocistos pelo hospedeiro intermediario, sendo o periodo pré-patente é de 5 a 14 dias
(ROMMEL, 1985).

2.3 EPIDEMIOLOGIA

A sarcocistose tem maior importancia para os hospedeiros intermediarios em todo o
mundo, pois nestes, pode se apresentar de forma grave ocorrendo a dispersdo do parasita por
todo o sistema sanguineo (RUAS et al., 2001). Nos herbivoros, esta doenca é considerada
muito importante principalmente em animais de producéo, pois esta associada ao efeito dos
esquizontes nos vasos sanguineos (LOPES, 2004). A taxa de infecgdo por Sarcocystis spp. em
herbivoros pode atingir todos animais do rebanho (ROMMEL, 1985).

Na populacdo canina, a prevaléncia deste protozoario estd relacionada aos habitos
alimentares. Dessa forma, cdes que se alimentam de carne crua, através da caca ou pelo
fornecimento de carnes e visceras cruas ou mal cozidas, contendo cistos musculares viaveis,
apresentam um maior risco de infeccdo pelo protozoario (LABRUNA et. al., 2001). Segundo
Rommel (1985), as espécies transmitidas pelo cdo costumam ser mais frequentes, mas o
indice de infeccdo com outras espécies também é substancial. Ainda, os esporocistos sao
encontrados em cerca de 15% das amostras de fezes coletadas aleatoriamente de cées, 5% das
amostras de gato e 7% das fezes humanas (ROMMEL, 1985).

Os esporocistos podem sobreviver em pastagens por um ano, porém 0s surtos de
doenca aguda ocorrem apenas quando existir animais totalmente sensiveis criados em um
ambiente livre de parasitas e expostos repentinamente a um grande nimero de esporocistos
(RUAS et al., 2001). Os esporocistos podem estar em pastagens, nas fezes, indiretamente nas
aguas residuais usadas para irrigacdo e, também, as inundagdes também podem disseminar 0s
esporocistos (ROMMEL, 1985).

2.4 PATOGENIA

Sarcocystis spp. € um parasito que desenvolve merontes na intima dos vasos

sanguineos e cistos em células da musculatura estriada e sistema nervoso central (BANNET,
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1994). Os animais de producdo possuem a patogenia da sarcocistose melhor conhecida
(RUAS et al., 2001). No trato intestinal do hospedeiro intermediario, 0s esporocistos se
rompem e liberam esporozoitos infectantes. Estes penetram na mucosa intestinal, séo
disseminados pelo sistema vascular e desenvolvem-se intracelularmente nas células
endoteliais dos capilares e em outros pequenos vasos (REY'S, 2008).

Esquizontes de diversas geragdes, ao se desenvolverem na intima das artérias e
capilares viscerais, obliteram o fluxo sanguineo, devido ao aumento de sua forma dentro da
luz vascular ou pelas lesdes provocadas devido ao seu rompimento para liberacdo dos
merozoitos. Posteriormente, ocorre uma extensa reagcdo semelhante a coagulacédo intravascular
disseminada, pela agregacdo de plaquetas e subsequente formacgdo de trombos. Neste periodo
¢ observado uma anemia macrocitica e aumento nos niveis de fibrinogénio. Quanto a
formacdo de cistos, observa-se a alteracdo nas enzimas ASAT, isoenzima CK-MB e LDH.
(LOPES, 2004).

2.5 ASPECTOS CLINICOS

Os cistos de Sarcocystis spp. no musculo normalmente ndo causam sinais clinicos, ao
passo que a maturacdo dos esquizontes de segunda geracdo pode ser acompanhada por doenga
grave, frequentemente resultando em morte (ROMMEL, 1985). Sendo a gravidade da doenga
e dos sinais clinicos mais frequentes variaveis de acordo com o grau de infeccdo, no entanto a
infeccdo pelo S. hominis em bovinos foi ocasionalmente associado a miosite eosinofilica e a
presenca de S. hirsuta macroscopica leva a condenacéo de partes da carcaca bovina (WOUDA
et al., 2006). Na maioria das espécies, este protozoario é responsavel por causar uma doenca
debilitante podendo levar a morte e tem como sinais clinicos febre, anorexia, prostracéo,
palidez das mucosas, corrimento nasal e ocular, dispneia, salivagdo e opstdtono.
(NAKASATO, 2008).

A febre transitoria € observada durante a fase inicial ou esquizogbnica, ja os sinais
clinicos na sarcocistose aguda sdo marcados durante a maturacdo da segunda geracdo
(ROMMEL, 1985). A infeccdo por algumas espécies pode resultar em perda de peso, anemia,
aborto e até mesmo a morte em casos de infeccédo elevada (DUBEY et al., 1989). Além desses
sinais clinicos observados tanto em animais jovens como em adultos, pode ser encontrado em
fémeas, queda da producdo leiteira, retengdo de placenta e nascimentos de animais fracos
(LOPES, 2004). Os animais sobreviventes a infec¢do geralmente se recuperam rapidamente
(ROMMEL, 1985).
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Os estagios sexuais do S. suihominis ndo causam quaisquer sinais clinicos em cées e
gatos, mas podem causar grave diarreia em seres humanos. Além disso, 0 homem serve como
hospedeiro intermediario e/ou definitivo. Apds a ingestdo de carne crua ou mal cozida
contendo sarcocistos, o individuo infectado apresenta diarreia, inchaco, dispneia, taquicardia,
nauseas e perda de apetite. Em pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS) a sarcocistose é considerada uma infeccdo oportunista (FAYER, 2004).

2.6 PERDAS ECONOMICAS

Esta enfermidade € considerada muito importante, principalmente em animais de
producdo (LOPES, 2004). Foi demonstrada uma alta prevaléncia da sarcocistose em rebanhos
bovinos no sul do pais (RUAS et al., 2001) e segundo estudos preliminares de Nishikawa et
al. (1983) entre as doencas parasitarias, a sarcocistose pode ser responsavel por baixos indices
produtivos. No Brasil os bovinos apresentam alta prevaléncia de sacorcistose (RUAS et al.,
2001). Essa alta prevaléncia pode ser um fator de risco que contribui para a contaminacgéo
humana, uma vez que a infeccdo do hospedeiro definitivo se da através da ingestdo de carne

crua ou mal cozida, contendo os sarcocistos (DUBEY, 1989).

2.7 DIAGNOSTICO

Existem diversas formas de diagnostico, sendo necessario avaliar a melhor para cada
situacdo. Nos hospedeiros intermediarios, o diagndstico pode se dar pela observacdo de sinais
clinicos, porém nem sempre os animais infectados apresentam sinais e quando presentes
podem ser inesqueciveis. Também, pode ser realizado o exame histologico através da
observacao de esquizontes nos vasos sanguineos de 0rgaos, como rim ou coracao, e de cistos
nos musculos a partir da necropsia ou bidpsia (FORTES, 2004).

Métodos de diagndsticos mais basicos considerados simples e de baixo custo, porém
laboriosos e fastidiosos incluem a digestdo artificial, histopatologia (eosina hematoxilina),
exame de amostras de tecido a olho nu e microscopia de luz. O método da digestdo artificial
do musculo e visualizagdo no microscopio optico é usado para encontrar cistos em carcagas,
demonstrando os cistozoitos na amostra de masculo digerido artificialmente (ROMMEL,
1985). Este é um dos métodos de diagnostico mais sensivel, porém ndo permite a

identificacdo da espécie.
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O diagndstico diferencial das espécies que afetam os bovinos é baseado em
caracteristicas morfoldgicas das paredes do Sarcocystis spp e pode ser conseguida por
microscopia eletrénica de transmissdao (DUBEY, 1989). Este método é especifico, mas
demorado, o que limita a sua aplicacdo num elevado nimero de amostras. Outros métodos de
diagnostico: Imunofluorescéncia indireta (RIFI) (MORE et al. 2011), ELISA (HECKEROTH
& TENTER, 1999), Western Blot (ABDUL-RAHMAN et al., 2002). Testes soroldgicos mais
sensiveis, para distinguir S. hominis de S. suihominis, ainda ndo foram desenvolvidos
(TENTER et al. 1991).

Como auxilio no diagnostico da infeccdo pode-se utilizar o teste de hemaglutinacdo
indireta, porém vale lembrar que a presenca de um titulo de anticorpos ndo esta associada a
presenca de lesGes ativas por Sarcocystis spp. Além disso, 0s animais podem morrer antes de
uma resposta humoral detectavel (CARLTON & MCGAVIN, 1995). O exame de fezes de
cdes ou gatos para pesquisa de esporocistos pode ser util no diagndstico, podendo ser
desenvolvidos através de metodos de flutuacdo como Willis Molay (CARLTON &
MCGAVIN, 1995; FORTES, 2004; ROMMEL, 1985). Os testes soroldgicos como o RIFI e
ELISA podem ser utilizados juntamente com os sinais clinicos da doenca para diferencia-la de
outras etiologias, mas nem sempre existe um nivel de anticorpos detectaveis, por isso, testes
moleculares podem ser aplicados a fim de confirmar a infecgdo (LOPES, 2004).

Ainda, o diagnéstico molecular configura-se uma importante forma para a
investigacdo epidemioldgica da sarcocistose. Varios estudos vém sendo desenvolvidos com a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para o diagnostico de infec¢bes por Sarcocystis spp.,
com especial énfase a identificacdo das espécies utilizando sequenciamento e/ou Fragmento
de Restri¢do Polimorfismo de Comprimento (RFLP) do 18S rDNA (FISCHER & ODENING,
1998; YANG et al, 2002). No Brasil ainda sdo baixos os relatos de estudos relacionados a
sarcocistose, seja através do emprego de técnicas moleculares ou ndo (NAKASATO, 2008).
Esse dado pode indicar uma baixa incidéncia da doenca no pais, ou ainda que ela é
subdiagnosticada.

2.8 TRATAMENTO

Tanto para o hospedeiro intermediario quanto para o definitivo ndo existe tratamento
eficaz. O que se preconiza quando ocorre um surto em ruminantes é a administracdo de
Amprolio na dieta dos animais como tratamento profilatico (CARLTON & MCGAVIN,
1995).
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2.9 PROFILAXIA E CONTROLE

A profilaxia da sarcocistose, considerando seu ciclo evolutivo, é de extrema
importancia, uma vez que ndo existe tratamento para a doenca. Consiste em medidas
preventivas como boas praticas na agricultura e pecudria, ndo ingerir carne crua, ndo deixar
carcacas de animais abatidos no campo prevenindo assim, a infeccdo do predador, além de
excluir carnivoros do abrigo dos animais, manter depdsitos de gréos e alimentos cobertos,
utilizacdo de testes de diagnostico para vigilancia sanitaria e esclarecimento dos habitantes
rurais sobre esta doenca (FORTES, 2004).

Outro passo fundamental a prevencédo é a inspecdo de animais no momento do abate.
A forma intestinal em seres humanos pode ser impedida pelo cozimento a 65 °C, evitando
assim o consumo de carne crua ou mal cozida ou, o congelamento a — 4°C da carne, onde 0
tratamento térmico é uma medida preventiva eficaz (HVIZDOSOVA & GOLDOVA, 2009).

2.10 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando que ndo existe um tratamento eficaz para esta doenca, conclui-se que
medidas profilaticas e de controle devem ser adotadas visando evitar grandes perdas
econdmicas, uma vez que esta patologia leva a condenacdo dos animais gerando prejuizos aos
produtores e frigorificos. Outra medida importante é a conscientizacdo dos produtores de
animais e de toda cadeia de producdo de carne bovina e suina para evitar estas infeccdes,
especialmente pelas espécies S. hominis e S. suihominis que se tratam de zoonoses. Para isso é
necessario o auxilio dos médicos veterinarios e cientistas incentivando o dialogo e
esclarecimentos sobre o tema com a finalidade de melhorar a seguranca alimentar.

Desta forma, o objetivo desse trabalho foi detectar a presenca de Sarcocystis spp. e
caracterizar as especies encontradas em 375 amostras de produtos carneos (carne moida,
embutido colonial e filé mignon). Para isso, realizou-se a detec¢do do parasita através da
técnica de PCR, pela amplificacdo parcial do gene 18S rDNA e caracterizacdo molecular
utilizando a RFLP com as enzimas de restricdo Bcl I, Rsa | e Alu I. A ocorréncia de
Sarcocystis spp. foi de 17% (64/375) do total de amostras. Considerando o tipo de alimento
estudado foram positivas 5,6% (7/125) amostras de filé mignon, 12,8% (16/125) de carne
moida e 32,8% (41/125) de embutido colonial. Das amostras positivas as espécies

caracterizadas foram S. hirsuta e S. hominis com prevaléncias de 93,75% (60/64) e 6,25%
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(4/64), respectivamente. Considerando a relevancia da sarcocistose na &rea da saude publica, a
ocorréncia das espécies encontradas nesse estudo pode ser um fator de risco que contribui
para a contaminacdo humana, sendo necessarios maiores cuidados nos processos de

fabricacéo.
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Caracterizagdo molecular de Sarcocystis spp. em amostras de carne moida, embutido colonial e filé mignon?
Marta E.M. Alves?*, Caroline S. Oliveira?, Luiza P. Portella?, Fernanda S.F. Vogel?, Luis A. Sangioni?

ABSTRACT. - M.E.M. Alves, C.S. Oliveira, L.P. Portella, F.S.F. Vogel, L.A. Sangioni. [Molecular characterization of
Sarcocystis spp. in samples of ground beef, colonial sausage and filet mignon.] Caracterizagdo molecular de
Sarcocystis spp. em amostras de carne moida, embutido colonial e filé mignon. 2Departamento de Medicina
Veterindria Preventiva (DMVP), Centro de Ciéncias Rurais (CCR), Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Av.
Roraima, n? 1000, Prédio 44, Sala 5149, Bairro Camobi. CEP: 97105-900, Santa Maria, RS, Brasil. Email:
marta.elenamachado@gmail.com

The sarcocystosis is a worldwide spread disease and can affect birds, reptiles and many mammals, including
man. The aim of this study was to detect the presence of Sarcocystis spp. and characterize the species found in 375
samples of meat products (ground beef, colonial sausage and filet mignon). For this, we carried out the detection of
the parasite by PCR for the amplification of the partial 185 rDNA gene and molecular characterization using RFLP with
restriction enzymes Bcl I, Alu | and Rsa I. The occurrence of Sarcocystis spp. was 17% (64/375) of all samples.
Considering the type were positive 5.6% (7/125) filet mignon samples, 12.8% (16/125) of ground beef and 32.8%
(41/125) of colonial built. Of the positive samples were characterized species S. hirsuta and S. hominis with prevalence
of 93.75% (60/64) and 6.25% (4/64), respectively. Considering the relevance of sarcocystosis in public health, the
occurrence of the species found in this study may be a risk factor contributing to human contamination. However the
presence of the parasite does not necessarily mean potential of infection to humans, since the care in production
processes can reduce the viability of infection of the cysts.

INDEX TERMS: Sarcocystosis, 185 rRNA, PCR-RFLP, meat products, food security

RESUMO.- A sarcocistose é uma doenga distribuida mundialmente, podendo acometer aves, répteis e diversos
mamiferos, incluindo o homem. O objetivo desse trabalho foi detectar a presenga de Sarcocystis spp. e caracterizar as
espécies encontradas em 375 amostras de produtos cadrneos (carne moida, embutido colonial e filé mignon). Para isso,
realizou-se a detecgdo do parasita através da técnica de PCR, pela amplificagdo parcial do gene 18S rDNA e
caracterizagdo molecular utilizando a RFLP com as enzimas de restricdo Bcl I/, Rsa | e Alu I. A ocorréncia de Sarcocystis
spp. foi de 17% (64/375) do total de amostras. Considerando o tipo de alimento estudado foram positivas 5,6%
(7/125) amostras de filé mignon, 12,8% (16/125) de carne moida e 32,8% (41/125) de embutido colonial. Das
amostras positivas as espécies caracterizadas foram S. hirsuta e S. hominis com prevaléncias de 93,75% (60/64) e
6,25% (4/64), respectivamente. Considerando a relevancia da sarcocistose na area da satude publica, a ocorréncia das
espécies encontradas nesse estudo pode ser um fator de risco que contribui para a contamina¢gdo humana. No
entanto a presenca do protozodrio ndo significa necessariamente potencial de infec¢gdo aos humanos, uma vez que os
cuidados nos processos de fabricacdo podem diminuir a viabilidade de infec¢do dos cistos.

TERMOS DE INDEXACAO: Sarcocistose, 185 rDNA, PCR-RFLP, produtos cérneos, seguranca alimentar

INTRODUCAO

O parasita do género Sarcocystis spp. é intracelular obrigatdrio, sendo importante principalmente em animais
de producdo (Lopes, 2004). O S. cruzi, S. hirsuta e S. hominis tem como hospedeiro definitivo o cdo, o gato e o primata,
respectivamente, sendo os bovinos seu hospedeiro intermedidrio. No ciclo de vida do S. suihominis o homem é o
hospedeiro definitivo e os suinos (Sus scrofa) sdo os hospedeiros intermediarios (Ruas et al., 2000). Duas principais
espécies zoondticas para o homem sdo o S. hominis e o S. suihominis, onde a infec¢do ocorre pela ingestdo de carne
ou produtos carneos crus ou mal cozidos contendo cistos do protozoario (Rommel, 1985). Geralmente a infecgdo ndo
produz um quadro sintomatico grave, sendo a gravidade da doencga e dos sinais clinicos mais frequentes varidveis de
acordo com o grau de infecgao (Nakasato, 2008). Porém, as manifestagdes clinicas costumam ser evidenciadas quando

a infecgdo é causada pelo S. suihominis em pacientes imunocomprometidos (Reys, 2008).
Segundo o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2015), as projecdes de producdo de
carnes para o Brasil mostram que esse setor deve apresentar crescimento nos proximos anos. Sendo de 2,0% para
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carne bovina e de 1,9% para carne suina. Os produtos carneos consumidos crus ou mal cozidos, sdo considerados
alimentos de alto risco epidemioldgico. Entre os produtos carneos consumidos crus encontram-se disponiveis ao
consumo humano, o filé mignon, a carne moida e o embutido colonial. O filé mignon geralmente é utilizado para a
confecgdo do Carpaccio, um prato que nos Ultimos anos se tornou um produto muito popular, facilmente encontrado
em bares e restaurantes, o qual consiste em finas fatias de carne crua, tradicionalmente ingerido com azeite, queijo
parmesdo e especiarias diversas (Lucquin et al., 2012). A carne moida pode ser usada para fazer quibe cru (Braga e
Ferreira, 2013), e por fim, o embutido colonial que é um derivado carneo produzido por processos de cura e
fermentacgdo confeccionados a partir da carne suina e bovina (mista) ou apenas suina (Silva et al., 2011).

Para realizagdo do diagndstico o uso de técnicas moleculares é uma ferramenta importante na investigagdo
epidemioldgica da sarcoscistose. Isso porque diversos estudos utilizam a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para o
diagnodstico de infecgdes por Sarcocystis spp., com énfase na identificagdo das espécies utilizando sequenciamento
e/ou fragmento de restricdo de comprimento de polimorfismo (RFLP) e amplificagdo do gene 18S rDNA (Yang et al.,
2002; Stojecki et al., 2012).

Neste estudo objetivou detectar a presenca do Sarcocystis spp. e realizar a caracterizagdo molecular das
espécies encontradas em 375 amostras de produtos cdrneos, incluindo a carne moida, embutido colonial e filé
mignon.

MATERIAL E METODOS

Os produtos carneos testados sdo oriundos de estabelecimentos da cidade de Santa Maria, Rio Grande do
Sul, totalizando 375 amostras (125 para cada produto carneo testado). A carne moida e filé mignon foram coletados
de diferentes locais de venda, todos inspecionados pelos drgdos de inspecdo municipal, estadual ou federal, ja o
embutido colonial misto (carne suina e bovina) foi coletado de locais com inspe¢do municipal e de feiras que
comercializam produtos coloniais. A selecdo das amostras ocorreu aleatoriamente alcangando todos os pontos da
cidade. No transporte as amostras foram armazenadas em caixa isotérmica refrigerada e congeladas a — 20 °C até a
realizagdo da extragdo de DNA. Fragmentos de 50 mg foram submetidos a extracdo de DNA com o kit comercial
(Wizard® Genomic DNA Purification (Promega®, Madison - USA), seguindo o protocolo indicado pelo fabricante com
modificagGes na etapa de lise, de acordo com Moré et al. (2011). O DNA extraido foi acondicionado a — 20 °C. Antes da
realizacdo da PCR verificou-se a pureza do DNA através do Picodrop, sendo consideradas adequadas as amostras com
concentracdo minima de 100 ng/ml de DNA (Eslani et al., 2014).

Para deteccdo do agente Sarcocystis spp. através da amplificacdo parcial do gene 18S rDNA, utilizou-se as
sequencias de Sarco F - ‘CGCAAATTACCCAATCCTGA’ e Sarco R - ‘ATTTCTCATAAGGTGCAGGAG’, sendo o volume final
de 25ul, contendo 200ng/uL de DNA molde, 1X de PCR Buffer, 0,04mM de cada dNTP, 0,4uM de cada iniciador e 1,25u
GoTag® DNA Polymerase (Promega®). A reacdo de amplificacdo do DNA foi realizada em termociclador
(TLOO™ThermalCycler - BIORAD) com as seguintes condi¢cdes: 35 ciclos com desnaturagdo inicial 94 °C/5 min.,
desnaturacdo 94 °C/45 seg., anelamento 55 °C/45 seg., extensdo 72 °C/45 seg. e extensdo final 72 °C/5 min.
Visualizaram-se os produtos da PCR por eletroforese em gel de agarose a 1%, corados com Gel Red (Invitrogen®) e
fotografados sob efeito de luz ultravioleta. Foi realizado o exame a fresco de amostra de coragdo bovino para coleta
de cistos e confecgdo do controle positivo, sendo extraida pela mesma técnica usada para as demais amostras.
Consideraram-se positivas para Sarcocystis spp. as amostras que apresentam um produto esperado de 700pb.

Para o desenvolvimento da RFLP foram utilizadas as enzimas de restrigdo Bc/ | 10 u/pl e Rsa | 10 u/pl
(Promega®, Madison - USA) com o intuito de diferenciar as espécies S. cruzi, S. hirsuta e S. hominis positivas pela PCR.
Ainda, por ser a confec¢do dos embutidos com carne suina, procurou-se pesquisar a espécie S. suihominis através da
enzima de restricdo Alu | 10 u/ul (Promega®, Madison - USA). Visualizaram-se os resultados em gel de agarose 2%,
corados com Gel Red (Invitrogen®). De acordo com Yang et al. (2002) para o S. cruzi sdo cortados fragmentos apenas
com Rsa I; S. hirsuta sdo cortados com ambas as enzimas e S. hominis permanece sem restricdo com as duas enzimas.
E para a enzima Alu | sdo observados dois fragmentos. O controle positivo foi caracterizado como S. cruzi, pois foi
cortado apenas pela enzima RSa /. Na analise estatistica utilizou-se o teste do Qui-quadrado e intervalo de confianga.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo a ocorréncia de amostras positivas foi de 17% (64/375 - IC: 13,4 — 21,3) do total de amostras
oriundas da cidade de Santa Maria — RS. Considerando o tipo de produto carneo foram positivas 5,6% (7/125 - IC: 2,3 —
11,2) amostras de filé mignon, 12,8% (16/125 - IC: 7,5 — 19,9) de carne moida e 32,8% (41/125 - IC: 24,7 — 41,8) de
embutido colonial (Quadro 1).

Das amostras positivas pela PCR, o S. hirsuta esteve presente em 93,75% (60/64 - IC: 84,7 —98,2) e 0 S. hominis
em 6,25% (4/64 - 1C: 1,72 — 15,23). A relacdo entre as espécies possui diferenca significativa (p<0,05). Ainda, a relacdo
entre os resultados obtidos para as amostras de filé mignon e carne moida, sendo p>0,05 demonstrando ndo haver
diferenca estatistica significativa. No entanto, a relagdo tanto entre filé mignon e embutido quanto carne moida e
embutido apresenta p<0,05 com diferenca significativa. Mesmo sendo todas as amostras de embutido colonial
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positivas pela PCR de origem mista ndo houve restricdo pela enzima Alu | nessas amostras (Yang et al., 2002),
sugerindo que a espécie S. suihominis ndo esteve presente na amostragem testada. A analise por RFLP das espécies de
sarcocistis identificadas estd nas Fig. 1 e 2.

A deteccdo e identificagdo de patdgenos nos alimentos sdo cruciais para a saude publica, nesse sentido o
desenvolvimento da biologia molecular tem contribuido para melhorar os métodos de diagndstico e a caracterizagdo
das espécies de Sarcocystis, quando em comparagao com outros métodos, as investigagées moleculares sdo métodos
mais precisos na identificacdo da etiologia de diversas doengas (Stojecki et al., 2012). Ainda, pesquisas envolvendo
Sarcocystis spp. sao imprescindiveis para o desenvolvimento de medidas eficazes para a preven¢do e controle da
doenga, Khaniki e Kia (2006) encontraram uma prevaléncia de 6,2% (5/80) de cistos em amostras de carne para
hamburguer no Ird por métodos histolégicos. Supostamente essa diferenga quando comparada a este estudo, pode
ser devido as varidveis pesquisadas e talvez pelo método empregado.

No Brasil os bovinos apresentam alta prevaléncia de sacocistose, sendo o S. cruzi o mais frequente acometendo
bovinos (Ruas et al., 2001). Conforme estudos anteriores mais de 90% dos animais adultos estavam infectados em
muitos paises, incluindo Argentina, com o tecido mais afetado sendo o musculo cardiaco (Bottner et al., 1987; Dubey
et al., 1989; Moré et al., 2008). Nas amostras de filé mignon a prevaléncia foi de 5,6% (7/125). Ndo existem pesquisas
especificas nesse corte de carne, porém devido sua utilizagdo na confecgdo do Carpaccio é importante o
esclarecimento sobre a ocorréncia do parasita nessa porgao muscular.

Em pesquisas realizadas por Pena et al. (2001) com quibe cru na cidade de S3o Paulo 100% (50/50) foram
positivas para Sarcocystis spp., concluindo que o preparo de quibe cru com carne pode ser fonte de transmissdo do S.
hominis para humanos. Na regido sul do RS, Ruas et al. (2001) determinaram a prevaléncia do parasita em bovinos
clinicamente sadios, onde detectaram por observa¢do a fresco, cistos em 100% dos cora¢des analisados (305/305),
58,2% (177/305) dos masseteres, 58,2% (177/305) dos musculos intercostais e em 47,5% (144/305) dos diafragmas.
Assim, a partir da andlise da frequéncia na regido e observagdo da produgdo de carne moida (mistura de por¢des
variadas de carne bovina), pode-se inferir o aumento na ocorréncia de Sarcocystis spp. em relagdo ao filé. No entanto,
estatisticamente essa relagdo ndo apresenta diferencga significativa (p>0,05).

Esse aumento é ainda maior quando analisamos a prevaléncia de Sarcocystis spp. em embutido colonial onde
ocorreu diferencga significativa (p<0,05), sugerindo que os animais que deram origem a matéria-prima utilizada na
fabricagdo dos embutidos eram criados de forma desconhecida, provavelmente, permitindo o livre acesso de outros
hospedeiros definitivos do parasito as instalagdes de criacdo (Lopes, 2004). No entanto a presenca do protozoario ndo
significa necessariamente potencial de infecgdo aos humanos, uma vez que a utilizagdo adequada de sais de cura na
fabricagcdo dos embutidos e o processo de defumagdo podem diminuir a viabilidade de infecgdo dos cistos (Kijlstra e
Jongert, 2008).

Das amostras positivas, o S. hirsuta esta caracterizado em 93,75% (60/64) e o S. hominis em 6,25% (4/64)
apresentando diferenga significativa entre elas (p<0,05). Portanto, sugere-se que felinos e humanos, que sdo
hospedeiros definitivos para os respectivos protozoarios colaborando para a contaminagdo com oocistos, tém contato
e acesso livre as instalagGes dos bovinos, que sdo os hospedeiros intermediarios (Nakasato et al., 2008). A ocorréncia
do S. hominis pode ser um fator de risco que contribui para a contaminagdo humana, uma vez que, a infecgdo do
hospedeiro definitivo se da através da ingestdo de carne crua ou mal cozida, contendo os sarcocistos (Ruas et al.,
2001).

Varios fatores sdo responsaveis pela disparidade dos resultados obtidos, por exemplo, a sensibilidade do teste
diagndstico empregado e/ou coleta de porg¢des de tecido em que o protozodrio ndo estivesse presente. Segundo Ruas
et al. (2001) o miocardio é o musculo mais frequentemente infectado, seguido pelo musculo esofagico, masseter,
intercostais e diafragma. A predilecdo do parasita por esses orgdos é devido ao bom suprimento sanguineo. Além
disso, provavelmente a maior ocorréncia de cistos no miocardio esteja relacionada com a patogenia da doenca, pois
ao atingir a circulagdo sistémica, o protozoario alcanga, por via venosa, o coragao, alojando-se no miocardio (Dubey,
1989).

A técnica utilizada para detecgdo do parasita é outra varidvel importante. Sendo considerada a técnica mais
sensivel a digestdo artificial, também s3do recomendadas para deteccdo de cistos microscopicos o exame
histopatoldgico e o exame a fresco de amostra de tecidos (Moré et al., 2011). Adicionalmente o diagndstico molecular
tem sido amplamente utilizado na detecgdo e caracterizagdo das espécies-especificas, incluindo o Sarcocystis spp.
(Yang et al.,, 2002). Servindo como alternativa a ser empregada em amostras processadas, congeladas ou que
sofreram alguma acdo capaz de tornar invidvel a identificacdo do cisto através de microscopia, porém quando
comparada ao exame a fresco a PCR é menos sensivel (Moré et al., 2011) devido a diversas varidveis, considerando a
possibilidade de as amostras terem uma baixa quantidade de DNA (Wilson, 1997).

Conforme Yang et al. (2002) a técnica baseada em RFLP pode ser aplicada para distinguir espécies
morfologicamente semelhantes de Sarcocystis spp. A identificacdo das espécies é importante, principalmente, pela
relevancia desta parasitose, pois o homem pode adquirir a doenga através da ingestdo de carne crua ou mal cozida
contendo os sarcocistos (Fayer, 2004). E também, ainda existe uma falta de clareza associada a patogenicidade deste
parasito e o potencial zoondtico do Sarcocystis spp. (Stojecki et al., 2012). A prevencdo da infecgdo por Sarcocystis
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spp. pode ser obtida pelo cozimento a 65°C ou pelo congelamento a -4°C dos produtos carneos a serem empregados
na alimentagdo humana (Srivastava, 1986).

CONCLUSOES

No presente estudo os resultados encontrados revelam a presenca do parasita Sarcocystis spp. nos trés
produtos testados, sendo caracterizados pela RFLP como S. hirsuta e S. hominis. A ocorréncia do S. hirsuta foi maior
em relacdo ao S. hominis constatando que este parasita estd presente em maior proporgdo nos produtos carneos
testados. O S. hominis, parasito de maior importancia na saude publica esteve presente em amostras de carne moida
e embutido colonial, ja o S. hirsuta foi encontrado nos trés produtos carneos alvos desta pesquisa. Ainda, a maioria
das amostras positivas foram as de embutido colonial 32,8% (41/125). Assim, esses resultados sugerem que 0s
animais que deram origem a matéria-prima eram criados de forma desconhecida e provavelmente os felinos e o
humanos tém contato e acesso livre as instalagdes dos bovinos permitindo o desenvolvimento do ciclo evolutivo
dessas espécies de Sarcocystis.
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Quadro 1 — Ocorréncia das espécies de Sarcocystis spp. testadas por PCR-RFLP em amostras de filé mignon, carne
moida e embutido colonial coletadas em estabelecimentos comerciais e feiras livres de Santa Maria, RS —

Amostras Filé mignon Carne moida Embutido colonial
S. hirsuta 7/125 (5,6) 15/125 (12) 38/125 (30,4)
N° de S. hominis 0/125 (0) 1/125 (0,8) 3/125 (2,4)
amostras
positivas (%) S. suihominis 0/125 (0) 0/125 (0) 0/125 (0)
Total 7/125 (5,6) 16/125 (12,8) 41/125 (32,8)

Legendas das Figuras

Fig. 1. Resultado da andlise pela RFLP com as enzimas Bc/ | (A) e Rsa | (B). M: marcador de peso molecular de 100pb;
la e 1b: S. hominis sem cortes em ambas enzimas (A-B); 2a e 2b: S. hirsuta cortado com as duas enzimas (A-B).
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*simbolo indica fragmentos de dois tamanhos diferentes migraram em conjunto.



