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RESUMO

DETECGCAO E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE Sarcocystis spp. EM
TECIDOS DE OVINOS ABATIDAS EM FRIGORIFICOS NO SUL DO BRASIL

AUTOR: Camila Encarnagéo Minuzzi
ORIENTADOR: Fernanda Silveira Flores Vogel

Sarcocystis spp. sdo coccideos, intracelulares obrigatorios, de ciclo heter6xeno, que sdo capazes
de infectar uma gama grande de hospedeiros. Dentre as espécies de Sarcocystis, existem
algumas diferencas em relacdo ao ciclo e patogenicidade, porém a formacao de cistos teciduais
€ uma caracteristica comum dentro do género. Em ovinos, as espécies de Sarcocystis que
comumente estabelecem infeccdo s&o: Sarcocystis tenella e Sarcocystis arieticanis que
apresentam a caracteristica de formar cistos microscopicos e podem causar doenca clinica ou
infeccdo subclinica nesses animais, e Sarcocystis gigantea e Sarcocystis medusiformis formam
cistos macroscépicos e apesar de ndo apresentarem potencial patogénico, podem acarretar
relevantes perdas econdmicas relacionadas a condenacdes de 6rgaos e carcacas em frigorificos.
As duas primeiras espécies apresentam canideos como hospedeiros definitivos, enquanto as
duas Gltimas tem como hospedeiros definitivos os felideos. A sarcocistose é uma infeccao
disseminada por todo o mundo, apresentando altas taxas de ocorréncia principalmente em
paises em desenvolvimento. No Brasil apesar de alguns estudos ja demostrarem a presengas de
Sarcocystis nos ovinos, os dados ainda sao escassos e a epidemiologia da doenca ainda é pouco
conhecida. Tendo em vista a importancia da infecgdo por Sarcocystis spp. nos ovinos, e a fim
de preencher as lacunas existentes sobre essa questédo este trabalho foi desenvolvido com intuito
de pesquisar a ocorréncia de Sarcocystis spp. em ovinos abatidos em Santa Maria e em
Santiago, bem como, verificar a presenca de DNA de Sarcocystis spp. nas amostras avaliadas,
e identificar as espécies de Sarcocystis spp. nas amostras através da técnica de sequenciamento
genético. Para a realizacdo da reacdo de PCR foi selecionado o gene 18S rDNA, seguido de
sequenciamento de amostras para identificar as diferentes espécies de Sarcocystis spp. Das 130
amostras analisadas, 10 foram positivas para presenca de cistos macroscépicos, onde atraves da
PCR se constatou S. gigantea, e este resultado foi confirmado pelo sequenciamento genético.
Enquanto, cistos microscépicos foram encontrados em 125 animais, onde a PCR identificou a
presenca de S. tenella. Destas 125 amostras, 10 foram submetidas ao sequenciamento genético
que confirmou a presenca de S. tenella. A frequéncia de cistos microscopicos foi alta, embora
esse ndo seja um dado surpreendente. Os cistos macroscopicos foram encontrados apenas no
esofago. Este trabalho traz a primeira confirmagdo molecular da presenca de S. gigantea no
Brasil.

Palavras-chave: Sarcocistose. Ovinos. Cistos



ABSTRACT

DETECTION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF Sarcocystis spp. IN
TISSUE OF SHEEP SLAUGHTERED IN SOUTHERN BRAZIL

AUTHOR: Camila Encarnagdo Minuzzi
ADVISER: Fernanda Silveira Flores Vogel

Sarcocystis spp. are intracellular protozoan parasites with an intermediate-definitive host life
cycle and can infect a wide range of animals. There are some differences among the Sarcocystis
species related to the life cycle and pathogenicity, but the formation of tissue cysts is a common
characteristic within the genus. In sheep, Sarcocystis species that commonly cause infection are
Sarcocystis tenella, Sarcocystis arieticanis, Sarcocystis gigantea and Sarcocystis
medusiformis. S tenella and S. arieticanis present canids as definitive hosts, form microscopic
cysts and can cause clinical disease or subclinical infection. On the other hand, S. gigantea and
S. medusiformis which have felids as definitive hosts form macroscopic cysts and, although
these Sarocystis species do not have pathogenic potential in sheep, the presence of macrocysts
cause condemnation of sheep meat and organs. Sarcocystosis is a widespread infection, with
high occurrence rates mainly in developing countries. Although some studies have already
demonstrated the presence of Sarcocystis species in sheep breeding in Brazil, more knowledge
about sheep Sarcocystosis epidemiology is essential. Therefore, the aims of this study were to
investigate the occurrence of Sarcocystis spp. in sheep slaughtered in Santa Maria and Santiago,
as well as to check the presence of Sarcocystis spp. DNA in the evaluated samples and to
identificate the Sarcocystis species through genetic sequencing. A part of thel8S rDNA gene
was selected for PCR amplification, followed by genetic sequencing aiming Sarcocystis species
identification. Ten of the 130 sheep had macrocysts and all of these macrocysts were confirmed
as S. gigantea. Micro cysts were found in 125 animals. All microcysts were of the Sarcocystis
genus as shown by PCR amplification. Ten of these samples, randomly selected for gene
sequencing, were confirmed as S. tenella. The frequency of microscopic cysts was high,
although this is not surprising. Macroscopic cysts were found only in the esophagus. This study
presents the first molecular confirmation of the presence of S. gigantea in Brazil.

Keywords: Sarcocystosis. Sheep. Cysts.
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1 INTRODUCAO

Protozoarios do filo Apicomplexa, da familia Sarcocystidade que inclui os géneros
Besnoitia, Cystoisospora, Hammondia, Neospora, Toxoplasma e Sarcocystis, apresentam papel
extremamente relevante como agentes etioldgicos, determinando diferentes enfermidades tanto

em animais como em humanos. (CORLISS, 1994).

O género Sarcocystis pertence ao filo Apicomplexa, familia Sarcocystidae, e possui
mais de 100 espécies que infectam mamiferos, aves, marsupiais e animais poiquilotérmicos
(DUBEY & LINDSAY, 2006). Existem algumas diferencas no ciclo de vida e patogenicidade
das espécies que constituem esse género, no entanto a formacdo de cistos teciduais é uma
aptiddo que diz respeito a todas elas, e sendo assim é a principal caracteristica do género
Sarcocystis (TENTER 1995).

Os parasitas do género Sarcocystis sao protozodrios obrigatoriamente intracelulares que
apresentam ciclo de vida heterdxeno obrigatorio, sendo assim necessitam tanto de hospedeiros
intermediarios (herbivoro ou onivoro), como hospedeiros definitivos (carnivoros) para
completarem seu ciclo (TENTER, 1995). No hospedeiro intermediério, acontecem os estagios
de reproducdo assexuada, enquanto no hospedeiro definitivo o corre a reprodugdo sexuada
desse protozoario (HECKEROTH & TENTER, 1995; DUBEY & LINDSAY, 2006).

Em ovinos, as espécies de Sarcocystis que comumente estabelecem infeccdo sao
Sarcocystis tenella e Sarcocystis arieticanis, que possuem canideos como hospedeiros
definitivos, sdo formadoras de cistos microscopicos e possuem patogenicidade. Além de
Sarcocystis gigantea e Sarcocystis medusiformis que apresentam felideos como hospedeiros
definitivos e formam cistos macroscopicos, no entanto ndo sdo consideradas espécies
patogénicas (DUBEY & LINDSAY, 2006).

Enquanto trabalhos realizados em outros paises demonstram que a presenga Sarcocystis
spp. nos ovinos é muito frequente (BORJI et al., 2012; HAMIDINEJAT et al., 2012;
FARHANG-PAJUH et al., 2013; RASSOULI et al., 2014), no Brasil os dados sobre a
sarcocistose ainda sdo extremamente escassos. Evidenciando assim a necessidade de mais

estudos acerca desta infeccdo no pais.

Tendo em vista a importancia da infeccdo por Sarcocystis spp. nos ovinos, e a fim de

preencher as lacunas existentes sobre essa questdo este trabalho foi desenvolvido com intuito
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de: i) pesquisar a ocorréncia de cistos microscopicos e macroscopicos de Sarcocystis spp. em
amostras de musculo cardiaco e muasculo esofégico de ovinos abatidos em Santa Maria e em
Santiago, RS; ii) detectar a presenca de DNA de Sarcocystis spp. nos cistos teciduais coletados
desses ovinos; iii) Identificar as espécies de Sarcocystis spp. nas amostras através da técnica de

sequenciamento genético.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ETIOLOGIA

A sarcocistose foi descrita pela primeira vez em 1843 por Miescher, na musculatura
esquelética de camundongos domesticos, quando foi denominada de “Tubulos de Miescher”
(RUAS et al., 2001). Lankester, 1882, foi o primeiro a caracterizar o género Sarcocystis com
base na presenca de cistos localizados no interior das células do tecido muscular estriado
(LOPES, 2004).

O género Sarcocystis pertence ao filo Apicomplexa e a familia Sarcocystidae
(CORLISS, 1994; PESCADOR et al., 2007). As espécies deste género apresentam um ciclo
heteroxeno, com a participacdo obrigatéria de pelo menos dois hospedeiros, sendo um
definitivo e um intermediario (TENTER, 1995; DUBEU e LINSDAY, 2006). Esse ciclo possui
predadores como hospedeiros definitivos e uma gama de vertebrados como hospedeiros
intermediarios (LOPES, 2004).

As espécies de Sarcocystis geralmente sdo mais especificas para 0s seus hospedeiros
intermediarios do que para os hospedeiros definitivos (DUBEY e LINSDAY, 2006). Nem todas
as espécies causam doencas em seus hospedeiros, geralmente, aquelas que usam canideos como
hospedeiros definitivos sdo mais patogénicas do que aquelas que usam felideos. A
patogenicidade das espécies manifesta-se usualmente apenas no hospedeiro intermediario
(DUBEU e LINSDAY, 2006). Dentro da grande variedade de hospedeiros intermediarios se

encontram herbivoros como bovinos e ovinos (BUXTON, 1998).

Ovinos sdo hospedeiros intermediarios de quatro espécies de Sarcocystis: S. tenella (S.
ovicanis), S. arieticanis, S. gigantea (S. ovifelis), e S. medusiformes. As duas primeiras espécies
sdo patogénicas, enquanto as duas Ultimas sdo consideradas especies ndo patogénicas (DUBEY
et al, 1989). S. tenella e S. arieticanis sdo espécies formadoras de cistos microscépicos, que
possuem 0s cdes como hospedeiro definitivo, enquanto S. gigantea e S. medusiformes séo
espeécies formadoras de cistos macroscopicos na musculatura dos ovinos e tem como hospedeiro
definitivo os gatos (BUXTON, 1998; DUBEY e LINSDAY, 2006).
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2.1.1 Ciclo biolégico

Os parasitas do género Sarcocystis apresentam ciclo de vida heteroxeno consistindo nas
seguintes fases: esquizogonia, gametogonia e esporogonia (TENTER, 1995), com um estagio
assexuado nos hospedeiros intermediarios e um estagio sexuado nos hospedeiros definitivos
(DUBEY, 1976; TENTER, 1995). Os hospedeiros definitivos, carnivoros e homem, adquirem
0 protozoario pela ingestdo de formas encistadas presentes na musculatura de herbivoros e o
parasito desenvolve uma fase intestinal que culmina com a producdo de oocistos (TENTER,
1995; DUBEU e LINSDAY, 2006). Nos hospedeiros intermediarios, a infeccao por Sarcocystis
spp. leva a formacdo de cistos nos tecidos, que quando maduros (cistos com bradizoitos)

apresentam um grande nimero de bradizoitos (DUBEY, 1989).

Quando o hospedeiro definitivo ingerir tecidos contendo cistos maduros de Sarcocystis,
estes cistos liberam os bradizoitos que penetram na mucosa do intestino delgado e se
transformam em gametas masculino (microgametas) e feminino (macrogametas). Os
microgametas liberados se movem ativamente para a periferia do macrogameta e ap6s a
fertilizacdo, desenvolve-se uma parede em volta do zigoto, o que determina a formacdo do
oocisto. (GUCLU, 2004). Todo o processo de gametogonia e fertilizagdo pode ocorrer em 24
horas (DUBEY e LINSDAY, 2006). Os oocistos do género Sarcocystis esporulam na lamina
prépria do intestino do hospedeiro, e se dividem em dois esporocistos com quatro esporozoitos
cada. Esse oocisto esporulado sera liberado nas fezes do hospedeiro definitivo, sendo a fase
infectante para o hospedeiro intermediario (GUCLU, 2004). Os periodos pré-patente e patente
variam, mas, para a maioria das espécies de Sarcocystis, 0s oocistos sdo primeiramente

liberados nas fezes entre 7 e 14 dias apés a ingestdo do cisto (DUBEY, 1976).

A infeccdo nos hospedeiros intermediarios inicia pela ingestdo de alimentos ou agua
contaminados com oocistos e inicia o ciclo assexuado (CAWTHORN et al., 1986; DUBEY e
LINSDAY, 2006). Os esporozoitos dentro dos esporocistos se rompem no intestino delgado e
7 a 15 dias apos a inoculacdo é formada a primeira geragdo de esquizontes. Estes esquizontes
podem se desenvolver em uma variedade de células, incluindo células endoteliais vasculares,
celulas somaticas, e células neuronais, dependendo da espécie de Sarcocystis. A segunda
geracdo de esquizontes ocorre de 19 a 46 dias ap6s a inoculacdo (DUBEY et al., 1989). O
namero de geracGes de esquizogonia e o tipo de célula hospedeira em que esquizogonia pode

ocorrer variam com cada espécie de Sarcocystis, mas, todas as espécies que infectam mamiferos
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domeésticos de producdo (ovelhas, cabras, gado e porcos) formam primeira e segunda geracéo
esquizontes no endotélio vascular (DUBEY e LINSDAY, 2006).

Os merozoitos se formam na periferia dos esquizontes, e sdo encontrados no sangue 24
a 46 dias apds a inoculacdo (DUBEY e LINSDAY, 2006). Ap6s as esquizogonias, 0S
merozoitos sdo liberados e penetram nas células hospedeiras e formam um vacuolo
parasitéforo. Os merozoitos intracelulares sofrem repetidas divisdes formando merdcitos, que
dao origem aos bradizoitos. Os cistos se localizam principalmente em masculos estriados, SNC
e fibras de Purkinje no coragcdo (DUBEY et al., 1989; TENTER, 1995; DUBEY e LINSDAY,
2006).

O sarcocisto consiste de uma parede que rodeia os bradizoitos. A estrutura e espessura
da parede variam entre as espécies de Sarcocystis (DUBEY et al., 1989). Estes cistos se tornam
infecciosos aproximadamente 75 dias apo6s a infeccdo, mas ha consideravel variacdo entre
espécies. Sarcocistos imaturos contendo apenas merocitos e esquizontes ndo sdo infecciosos
para o hospedeiro definitivo (DUBEY e LINSDAY, 2006).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

A infeccdo por Sarcocystis € comum em muitas espécies de animais em todo o mundo
(DUBEY et al., 1989; LOPES, 2004). Varias dessas espécies sao relatadas como hospedeiros
intermediarios, entre elas os ovinos sdo comumente observados albergando esta infec¢éo
(BUXTON, 1998). A sarcocistose é mais comumente relatada na fase de vida adulta dos
hospedeiros intermediarios, talvez devido ao maior tempo de exposicdo aos oocistos
infectantes, ou a imunidade insuficiente, j& que na reinfeccdo os animais ndo possuem
imunidade prévia suficiente (SA e LOPES, 1988; LOPES, 2004).

Algumas condicdes que permitem a alta prevaléncia séo: o fato de um hospedeiro poder
abrigar mais de uma espécie de Sarcocystis; a presenca de muitos hospedeiros definitivos
envolvidos na transmissdo; um grande numero de esporocistos pode ser liberado pelo
hospedeiro definitivo; os oocistos de Sarcocystis e 0s esporocistos desenvolvem-se na lamina
propria e sdo descarregados ao longo de um periodo de muitos meses; 00cistos e esporocistos
sdo resistentes ao congelamento e podem passar 0 inverno na pastagem, ou podem ser

espalhados por hospedeiros de transporte invertebrados; existe pouca ou nenhuma imunidade
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prévia a infecgdo por Sarcocystis; 0s oocistos de Sarcocystis, ao contrario de outras espécies de
coccideos, sao liberados nas fezes ja na forma infecciosa (oocisto esporulado), o que liberta-os
da dependéncia das condi¢des do clima para maturacéo e infectividade (DUBEY e LINSDAY,
2006).

Um grande fator de risco € a presenca dos cées nas propriedades rurais, uma vez que na
maioria dos casos existe uma grande proximidade destes hospedeiros definitivos com
instalac@es, agua e alimento dos hospedeiros intermediarios (FIGUEIREDO et al., 1991; RUAS
et al., 2001). Além disso, deve ser considerada também a possibilidade da disseminacdo de
oocistos por carnivoros silvestres que possam ter acesso as instalagdes (CAWTHORN et al,
1986).

Um dos fatores que favorecem a propagacgéo de doengas infecciosas, incluindo parasitos
como Sarcocystis spp., € a globalizagdo. Patégenos podem ser disseminados expondo
populacdes a uma nova infeccdo. A introducdo de animais de producao, animais de companhia,
e de vida selvagem em novas areas, podem carrear parasitos para novos locais que antes seriam
considerados exoticos ou ainda, causar uma reintroducdo de parasitos em areas endémicas,
apesar das regulamentacdes ou diretrizes internacionais usadas para minimizar esses riscos
(ROBERTTSON, et al., 2014).

Os estudos de mapeamento epidemioldgicos recentemente vém investindo em vaérias
técnicas moleculares, como a PCR e suas variantes baseadas em mudangas na sequéncia do
DNA. Estas técnicas possuem maior sensibilidade e rapidez para determinar diversidade
genética entre muitos parasitas (BUXTON, 1998; GONZALEZ et al. 2006).

2.3 IMPORTANCIA ECONOMICA

A producéo de ovinos tem um importante papel na economia Brasil, com uma populagao
de mais de 17,6 milhdes ovelhas, no entanto, as espécies de Sarcocystis que infectam pequenos
ruminantes no Brasil, bem como a frequéncia de infecgdo no animais, sdo mal conhecidos
(BITTENCOURT et al., 2016).

A infec¢do por Sarcocystis é reconhecida como ocorrendo em diversas partes do mundo,
no entanto esta subestimada como causa de perdas na producdo (BUXTON, 1998). Sarcocystis

é um dos protozoarios mais comumente encontrado na musculatura de ruminantes domesticos,
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como bovinos e ovinos. Estudos mostram que a sarcocistose nos ovinos € uma infeccdo
extremamente comum, principalmente em paises em desenvolvimento (BUXTON, 1998). No
Rio Grande do Sul, um estudo mostrou que a prevaléncia desse protozoario chega a 76% dos
ovinos (PORTELA et al., 2016).

As perdas econdmicas pela sarcocistose clinica frequentemente estdo associadas a
doenca reprodutiva (abortos) e até mesmo a mortalidade dependendo da taxa de infeccédo
(BUXTON, 1998; DUBEY & LINDSAY, 2006). No entanto, a sarcocistose aguda nao é
comumente observada, e sendo assim as maiores perdas produtivas e econémicas acontecem
em funcdo da sarcocistose crénica (subclinica). A ingestdo doses baixas de oocistos de S. tenella
ou S. arieticanis pode resultar em infeccdo subclinica, causando reducdo da qualidade e
quantidade de carne e carne, leite e |1a, além de perdas reprodutivas (HECKEROTH e TENTER,
1999).

Além, das perdas pela sarcocistose clinica e subclinica, presenca de cistos
macroscopicos de Sarcocystis na musculatura dos hospedeiros intermediarios € motivo de
prejuizos (DUBEY et al., 1989; MARTINEZ et al., 2012; PESCADOR et al., 2007). H4 um
grande impacto econdmico em algumas regibes devido a condenacédo de carcagas de ovinos e
caprinos contendo cistos macroscopicos de Sarcocystis spp (BITTENCOURT et al., 2016). Um
estudo na Espanha avaliou o abate de 5720 ovinos durante um ano e encontrou cistos
macroscopicos em 12% (712) das carcacas do abatedouro. Dos 712 animais que apresentaram
0s cistos, 564 (79%) tiveram condenacéo total de carcaca (MARTINEZ et al., 2012). Dado que
0s cistos de pequenos ruminantes ndo possuem papel zoonotico, a condenacdo da carcaca €
justificada com base no impacto visual negativo gue o0s cistos podem ter sobre o consumidor
(MARTINEZ et al., 2012).

Apesar da importancia dos ovinos no Brasil, pouco se sabe sobre as espécies de
Sarcocystis que infectam pequenos ruminantes no pais, sobre as perdas econdmicas com
doencgas clinica, subclinica, bem como sobre seu potencial impacto sobre a possivel condenagéo
de carne devido a presenca de cistos macroscopicos desse parasita (BITTENCOURT et al.,
2016).

2.4 SINAIS CLINICOS
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A infeccdo por Sarcocystis € comumente observada em ovinos e cabras, mas a
ocorréncia de doenca por sarcocistose clinica ndo € frequente nestas espécies animais
(BUXTON, 1998). Usualmente os sinais clinicos sdo discretos e quando presentes incluem
anorexia, febre, diminuicdo do ganho de peso, sinais neuroldgicos em cordeiros e abortos em
ovelhas prenhes (PESCADOR et al., 2007).

Apesar da sarcocistose subclinica ser mais comum, a doenca aguda quando ocorre esta
frequentemente associada a doenca reprodutiva (abortos) e até mesmo a mortalidade
dependendo da taxa de infec¢do (quantidade de oocistos ingeridos) e da imunidade do
hospedeiro. (BUXTON 1998, DUBEY & LINDSAY, 2006). Quando o sistema nervoso central
¢ afetado os animais podem mostrar fraqueza dos membros posteriores, ataxia, paresia,
miopatia, e morte (DUBEY et al., 1989; BUXTON, 1998).

Sarcocystis tenella é a espécie mais patogénica para o0s ovinos. Os sinais clinicos
geralmente sdo vistos durante o segundo ciclo esquizogdnico em vasos sanguineos (fase aguda).
Trés a quatro semanas apdés a infeccdo com uma grande dose de esporocistos (50,000 ou mais),
pode ocorrer febre, anorexia, anemia, emaciacdo e perda 14, perda de peso e até mesmo morte
(BUXTON, 1998). A associacdo da sarcocistose com o aborto em ovelhas prenhes ja
confirmado por microscopia eletrénica, no entanto sem a classificacdo da espécie causadora
(PESCADOR et al., 2007). Em outro estudo realizado recentemente o aborto foi confirmado,
demosntrando a presenca do DNA de S. tenella em dois animais (BITTENCOURT et al., 2016).

Os animais se recuperam da sarcocistose clinica quando os sarcocistos comecam a
amadurecer (DUBEY e LINSDAY, 2006). Entretanto € importante ressaltar que, mesmo
quando os animais tem cistos de uma infec¢do prévia na musculatura, este fato ndo os torna
resistentes a uma nova fase aguda, pois esta esta relacionada a dose infectante e ao

desenvolvimento das fases merogdnicas (SA e LOPES, 1988).

2.5 DIAGNOSTICO

A sarcocistose ¢ uma das causas de reducdo na produtividade de um rebanho, e desta
forma, os métodos de diagndstico sdo essenciais para a deteccéo de Sarcocystis (DUBEY et al.,
1989).
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2.5.1 Diagnostico Indireto

Testes soroldgicos tem sido desenvolvidos para diagnostico de infecgdes por
Sarcocystis spp. nos hospedeiros intermediarios (DUBEY, 1989). Esses testes podem servir
como exames de triagem, permitindo a deteccdo de anticorpos, a fim de facilitar o diagnostico
da infecc@o por Sarcocystis, por isso sdo de extrema importancia em estudos epidemiol6gicos
(GUCLU, 2004).

A associacdo dos testes soroldgicos com a sintomatologia clinica dos hospedeiros
intermediarios, pode ser a Unica forma de diagnostico da sarcocistose antes da morte do animal.

Pois o0s outros testes necessitam da visualizacéo dos cistos em tecidos (NDIRITU, et al., 1996).

Técnicas sensiveis e especificas podem garantir o sucesso no controle da doenca
(TENTER, 1995). A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Ensaio Imunoenzimético
(ELISA) sdo os testes soroldgicos mais utilizados para deteccdo de anticorpos contra
Sarcocystis (LOPES, 2004).

Estes testes apresentam alta sensibilidade para a fase latente da infeccéo, porém néo sao
espécie-especificos, sendo assim ndo se conseguem diferenciar infecces com espécies
patogénicas de infeccbes com espécies ndo patogénicas (TENTER, 1995; HECKEROTH e
TENTER, 1999). Além disso, pode haver reatividade cruzada entre diferentes espécies de
Sarcocystis spp. que infectam o mesmo hospedeiro intermediario, dificultando diagnostico
imunolégico especifico (TENTER, 1995).

2.5.2 Diagnostico direto

Varios métodos sdo frequentemente usados para detectar Sarcocystis diretamente no
tecido, incluindo inspecdo macroscopica, exame direto do tecido (DUBEY et al., 1989).
Microscopia oOptica e de transmissdo sdo ferramentas convencionais para o diagnostico de
especies de Sarcocystis spp. (JEHLE et al., 2009). No entanto, a visualiza¢do do parasito nos
tecidos ndo necessariamente estabelece que Sarcocystis spp. seja a causa da doenga, pois 0
parasito pode permanecer nos tecidos por muitos anos, mas nao estar causando sinais clinicos
naquele momento (SAVINI et al., 1994).
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Cistos de Sarcocystis spp. geralmente sdo encontrados no coragdo, lingua, eséfago e
diafragma, porém, também podem ser visualizados em outros musculos, com prevaléncias
varidveis. A visualizacdo destes cistos deu origem ao diagndéstico de algumas espécies, com
base na sua morfologia e hospedeiro parasitado (LOPES et al., 2004). Nos ovinos, cistos
macroscopico séo caracteristicos de Sarcocystis medusiformis e Sarcocystis gigantea, enquanto
cistos microscopicos sdo caracteristicos de Sarcoscystis tenella e Sarcocystis arieticanis
(BITTENCOURT et al., 2016).

A estrutura e a espessura da parede do cisto podem diferir entre as espécies de
Sarcocystis e dentro de cada espécie pode variar com o amadurecimento do cisto (DUBEY et
al., 1989). No entanto, as caracteristicas morfologicas de cada cisto (forma e estrutura de
superficie), dentro do género, tendem a ser bastante uniformes (GJERDE, 2013). Por este
motivo, nem sempre na microscopia é possivel diferenciar espécies de Sarcocystis spp. entre
elas, uma vez que sdo muito semelhantes morfologicamente (DUBEY et al., 1989; TENTER,
1995).

Histologicamente, a parede do sarcocisto pode ser lisa, estriada, ou pode possuir
protrusdes ramificadas. Internamente, grupos de bradizoitos podem ser segregados em
compartimentos por septos que sao originarios da parede dos cistos, ou podem ndo estar
compartimentados (DUBEY e LINSDAY, 2006).

LesGes microscopicas podem ser vistas em muitos 6rgdos, e consistem em necrose,
edema e infiltracbes de células mononucleares. Durante a fase cronica, as lesdes sdo restritas
aos musculos e consistem em miosite ndo duradoura e degeneracao de sarcocistos (DUBEY e
LINSDAY, 2006). Nos ovinos podem ser encontradas lesdes de miosite eosinofilica (ME). Esta
uma condicdo inflamat6ria especifica do musculo estriado, principalmente atribuida a
acumulacdes de eosinofilos (DUBEY et al., 1989). Esta lesdo foi relatada principalmente em
bovinos e ocasionalmente em ovinos. Os animais afetados geralmente sdo clinicamente
normais, e as lesdes sdo encontradas na inspecéo de carne apds o abate (DUBEY e LINSDAY,
2006).

Em funcdo das poucas variacdes morfologicas dos cistos de Sarcocystis, a microscopia
pode ndo ser a maneira mais eficiente na identificacdo especifica da espécie (YANG et al.,
2002). Nesse sentido, o desenvolvimento de novas técnicas moleculares proporcionam novos
métodos de diagndstico para estas infeccOes e podem diferenciar as espécies patogénicas e de
maior importancia epidemiologica (TENTER, 1995; HAMIDINEJAT, 2014).
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2.5.3 Diagnostico molecular

Desde cerca de 1990, os métodos moleculares tém sido cada vez mais usados para
complementar e apoiar os dados morfoldgicos e biologicos na identificacdo de varias espécies

de Sarcocystis, particularmente aquelas que infectam animais domésticos (GJERDE, 2013).

Vérias técnicas moleculares, tais como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e as
suas variantes com base em alteracfes na sequéncia nucleotidica tem sido utilizadas e
consideradas sensiveis e a rapidas para determinar diversidade genética entre muitos parasitas,
auxiliando de forma fundamental em estudos filogenéticos, taxondmicos, e no mapeamento
epidemiolégico (GONZALEZ et al., 2006).

Para obtencdo de maior especificidade de diagnostico € possivel realizar a Nested-PCR,
a qual consiste de duas amplificagcGes consecutivas. Essa técnica é importante para detecgdo e
identificacdo em situagfes nas quais a PCR simples ndo é suficiente para chegar a um
diagnostico conclusivo (HECKEROTH e TENTER, 1999). Todavia, os resultados podem ser
confirmados pela analise de sequéncia do gene 18S rRNA (JEHLE et al., 2009).

A identificacdo entre as espécies de Sarcocystis pode ajudar a estimar a prevaléncia,
distribuicdo, fonte de infeccdo e fatores de risco associado a estas infeccdes (MORE et al.,
2013). O alvo de diagndstico molecular e diferenciacdo entre as espécies de Sarcocytis, mais
comum ¢é a pequena subunidade do gene de RNA ribossomal (18S rDNA), que é repetitiva e
demonstra ter variabilidade consideravel entre as espécies de Sarcocystis (MORE et al., 2013).
A regido variavel do gene 18S rRNA tem demonstrado um 6timo marcador antigénico para
distingdo de espécies similares de Sarcocystis, (YANG et al., 2002; BRAUNIG et al. 2016).).

2.6 CONTROLE E PROFILAXIA

Até o presente momento, ndo existem vacinas comerciais disponiveis para protecdo dos
animais contra sarcocistose e a eliminacdo de oocistos e esporocistos pelos hospedeiros
definitivos é o fator chave para controlar a disseminacdo da infecgdo (DUBEY & LINDSAY,
2006).



20

Para interromper este ciclo, deve-se evitar o contato dos carnivoros com alimentagéo e
agua dos hospedeiros intermediarios. Além disso, os carnivoros ndo devem ser alimentados
com carne crua. Os animais mortos ndo devem ser deixados no campo, e sim enterrados ou
incinerados (DUBEY & LINDSAY, 2006). O congelamento pode reduzir drasticamente ou
eliminar sarcocistos infecciosos, a carne deve ser congelada se ndo for cozida (DUBEY &
LINDSAY, 2006).

Dessa forma, maiores esforcos em educacgéo sanitaria aos produtores sobre boas praticas
na agricultura sdo necessérios, além do cozimento adequado de carnes antes de ser fornecido

aos carnivoros e para o proprio consumo (BUCCA et al., 2011).
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Abstract

Sheep can act as intermediate hosts for at least four Sarcocystis species. S. tenella and S.
arieticanis form microcysts in sheep muscles and can cause clinical or subclinical sarcocistosis.
S. gigantea and S. medusiformis have lower pathogenic potential, but they form macrocysts that
can cause condemnation of sheep meat and organs. Sarcocystis species identification depends
on molecular or electron microscopic analysis, what difficults this evaluation in the meat
industry. Sheep production is a very traditional activity in Rio Grande do Sul state, southern
Brazil, but little is known on the frequency and the species of Sarcocystis present in these sheep.
The aims of this study were to evaluate the presence of macro and microcysts and to identify
the Sarcocystis species occurring in esophagus and hearts of sheep slaughtered for human

consumption in the Rio Grande do Sul state. Samples were collected from 130 animals in two
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slaughterhouses, tissue samples were analyzed by macroscopic examination, followed by direct
light microscopy and molecular methods. A part of thel8S rDNA gene was selected for PCR
amplification, followed by genetic sequencing for Sarcocystis species identification. Ten
(7.7%) of the 130 sheep had S. gigantea muscle macrocysts in esophagus. Sarcocystis spp.
microcysts were identified from 125 (96.1%) animals. Ten of these samples, which were
randomly selected for gene sequencing, were confirmed as S. tenella. These results revealed a
high frequency of Sarcocystis spp. infections in sheep slaughtered for human consumption in
southern Brazil. To the authors knowledge, this is the first molecular confirmation of S.

gigantea infection in sheep from Brazil.

Key words: Sarcocystis tenella, Sarcocystis gigantea, 18S rDNA, PCR, genetic sequencing.

Introduction

Sarcocystis spp. are ubiquitous intracellular protozoa that have a heteroxene life-cycle
(Tenter, 1995; Gjerde, 2013). Predators, as carnivores and human, act as definitive hosts (DH)
harboring the sexual reproduction stage of the parasite in their intestinal mucosa and shedding
oocysts/sporocysts in their feces. Preys, as small ruminants, cattle, pigs, horses, and several
other species act as intermediate hosts (IH) developing muscle sarcocysts after ingestion of food
or water containing Sarcocystis oocysts/sporocysts. DH become infected ingesting the
sarcocysts present in the preys’ muscles (Dubey & Lindsay, 2006; Dubey et al., 2015).
Moreover, dogs, cats, and human can act as IH ingesting environmental oocysts/sporocysts of
certain Sarcocystis species (Tenter, 1995; Dubey et al., 2015; Fayer et al., 2015). Sheep can be
infected by at least four Sarcocystis species: S. tenella and S. arieticanis form microscopic
muscle cysts (microcysts) and have canids as DH; and S. gigantea and S. medusiformis form
macroscopic muscle cysts (macrocysts) and have felids as DH (Oryan et al., 1996; Dubey &

Lindsay, 2006).
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The sarcocysts appear specially in heart, tongue, esophagus, and diaphragm muscles,
but they can also infect several skeletal muscles and the central nervous system (Oryan et al.,
1996; Lopes et al., 2004; Scott, 2014). Sarcocystosis usually presents a subclinical course in
small ruminants (Buxton 1998). However, microcysts-forming Sarcocystis can cause anorexia,
fever, decreased weight gain, neurological disease, and abortion in sheep (Pescador et al., 2007;
Scott, 2014). Macrocysts are generally not pathogenic to sheep, but their presence can cause
losses due to carcass condemnation (Martinez-Navalon et al., 2012). Infection by the genus
Sarcocystis can be diagnosed by visual inspection in the presence of macrocysts or by light
microscopy for microcysts detection (Gjerde, 2013; Bittencourt et al., 2016). However,
transmission electron microscopy (TEM) or molecular characterization are needed to
differentiate Sarcocystis species (Yang et al., 2002; Gjerde, 2013; Bittencourt et al., 2016).
Sheep wool and meat production are very traditional activities in southern Brazil,
specially in the Rio Grande do Sul state (RS) that holds approximately 3.5 million sheep,
representing near 20% of the Brazilian sheep flock (IBGE, 2016). Recently, a high frequency
(76.2%) of microscopic sarcocysts was reported in the myocardium of sheep slaughtered in RS
state (Portella et al., 2016). In addition, a case of multiple nodules morphologically compatible
to S. gigantea found in the esophagus of three sheep slaughtered in a farm from Uruguaiana
municipality (RS) was reported (Damboriarena et al., 2016). However, no studies including
molecular Sarcocystis species identification were performed in sheep from southern Brazil.
Therefore, the aims of this study were to evaluate the occurrence of macro and microscopic
sarcocysts and to identify the Sarcocystis species infecting the heart and esophagus of sheep

slaughtered for human consumption in the Rio Grande do Sul state, southern Brazil.

Material and Methods
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The animals included in this study were all slaughtered for human consumption in two
officially inspected abattoirs. The authors were not directly involved in the animals slaughtering
and evisceration. All of this procedures were performed in accordance to the Brazilian legal
protocols of ethics and animal welfare under supervision of the Official Veterinary Inspection

Service technicians.

Animals and samples

Esophagus and myocardium samples were collected from 130 sheep that were
slaughtered for human consumption in two abattoirs located in the municipalities of Santa
Maria (n =101 sheep) and Santiago (n = 39 sheep), both in the Rio Grande do Sul state, southern
Brazil. The animals were slaughtered according to technical procedures established in each
abattoir under the supervision of the Official Veterinary Inspection System.

During the inspection of the sheep viscera a piece of approximately 20 cm of the
esophagus (including cervical and thoracic segments) and a piece of approximately 50 g of the
heart ventricles apex were collected. Each sample was individually stored in a plastic bag
including the sheep identity number, and maintained at 4 ° C until analysis. Collections were
performed once a week during the months of June to September, 2016 to avoid concentration

of many sheep from the same flock.

Macroscopic and microscopic examination

Esophagus and heart tissue samples were macroscopically examined by the naked eye
searching for macrocysts and lesions. When present, two macrocysts were excised from each
animal and stored at -80°C for further molecular analysis.

Fresh microscopic examination was performed after 50 g of each tissue sample was cut

and minced in petri dishes with scalpel blades. Subsequently, aliquots of approximately 20g of
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each tissue sample were mixed with 20 ml of PBS (pH 7.3). The solution was filtered through
a gauze to a sterile petri dish for subsequent observation under light microscopy at 400x
magnification. Each sample was classified as positive or negative for the presence of macro and
microscopic sarcocysts. During microscopic examination, microcysts found in each sample
were collected with micropipette and stored in identified microtubes at -80 °C for further DNA

extraction.

DNA extraction

Genomic DNA was extracted from all the macrocysts and from a pool of the microcysts
(five to 20 microcysts) collected from each sample of esophagus and heart using a commercial
kit (Wizard Genomic DNA Purification Kit, Promega, USA) according to manufacturer’s
instructions. Briefly, 600 pL of chilled Nuclei Lysis Solution was added to one cyst previously
collected from macro and /or microscopic examination, homogenized, and incubated at 65 °C
for 30 min. After incubation, 3 pL of RNase Solution was added, incubated for 30 min at 37
°C, followed by addition of 200 pL of Protein Precipitation Solution, vortexed, chilled on ice
for 5 min, and centrifuged at 13000 x g for 4 min. The supernatant was transferred to a fresh
new tube, added 600 pL of isopropanol, mixed and centrifuged at 13000 x g for 1 min. After
centrifugation, the supernatant was removed, and 600 pL of 70% ethanol was added to the pellet
and centrifuged at the same conditions described above. The ethanol was aspirated, pellet was
air-dried and DNA rehydrated in 100 pL of DNA Rehydration Solution for 1 h at 65 °C. After
rehydration, the concentration and quality of DNA extracted from each sample were analyzed
using spectrophotometer NanoDrop 1000 (absorbance of 260/280 nm ratio for purity

evaluation) (ThermoScientific, USA) and finally DNA was stored at -80 °C until PCR analysis.

PCR and electrophoresis
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Nested-PCR was performed according to SILVA et al. (2009), using the following
primer pairs: external Tgl8s48F 5-CCATGCATGTCTAAGTATAAGC-3 '; Tgl8s359R 5'-
GTTACCCGTCACTGCCAC-3, and internal 5'-Tg18s58F-
CTAAGTATAAGCTTTTATACGGC-3 '; Tgl8s348R 5'-TGCCACGGTAGTCCAATACS
for amplification of a 310 bp fragment from the 18S rDNA gene. Each PCR was performed in
a total volume of 25 pL, containing 1X buffer (Promega, USA); 10 mM dNTPs (Ludwig Biotec,
Brazil); 10 pmol of primer (IDT, USA); 1U Tag DNA polymerase (Promega, USA);
approximately 20 ng of DNA as template in the first reaction. In the second reaction 2 uL of
the first PCR amplification product was used as DNA template. A DNA sample from a
previously sequenced S. gigantea macrocyst was used as positive control for PCR analyses and
MilliQ water was used as negative control. PCR was performed using a thermocycler (T100 ™
Thermalcycler, Bio-Rad, Singapore), with initial denaturation step at 94 ° C for 5 minutes;
followed by 35 cycles of 94 ° C for 45 s, 55 ° C for 45 s, and 72 ° C for 45 seconds; and a final
extension step at 72 ° C for 5 min. Conditions were the same for first and second Nested-PCR
phases. Final (second phase) PCR products were analyzed using 2% agarosis gel stained with

SYBR® safe DNA staining (Invitrogen ™, USA) and visualized by UV illumination.

Gene sequencing

Gene sequencing was performed for Sarcocystis species identification. DNA product
amplified from each macrocyst found was subjected to DNA sequencing. Given the great
number of samples infected by microcysts, ten Sarcocystis spp. DNA positive samples were
randomly selected for DNA sequencing, being five of these corresponding to esophagus
samples and the other five corresponding to heart samples.

Firstly, PCR products from the second phase amplification were purified using

QIAquick PCR Purification Kit (QUIAGEN, USA) according to the manufacturer’s
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instructions. Briefly, 5 volumes of PB buffer was added to 1 volume of the PCR reaction and
mixed. This mixture was applied to the column placed in a microtube, centrifuged for 1 min,
17,900 x g and the flow-through was discarded. After, 750 ul of Buffer PE was added to the
column and centrifuged at the same conditions described above. After centrifugation, the flow-
through was discarded and centrifugation step was repeated. The column was replaced in a
clean new tube, added 50 ul of Buffer EB, and centrifuged for 1 min, 17,900 x g. After
centrifugation, the column was discarded and the eluted DNA concentration was analyzed using
spectrophotometer NanoDrop 1000 (ThermoScientific, USA).

After purification, DNA sequencing was performed using 5 pmol of external primers
separately, 30-60 ng of purified PCR product and MiliiQ water in a final volume of 6 pl. This
was followed by dehydration at 60°C for 2 hours and finally submitted to sequencing
(ACTGene - Servico de Sequenciamento, Brazil). The results obtained were analyzed using
StandenPackage software and the generated nucleotides sequences evaluated in Genebank

NCBI database blast search (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST).

Statistical analysis
Frequencies of macrocysts and microcysts present in the samples taken from the sheep
hearts and esophagus were compared by the Chi-Square test using the SAS software. A

confidence level of 95% was considered for statistical significance (p<0.05).

Results

As shown in the Figure 1, sarcocysts were detected in 96.1% (125/130) of the sheep.
All of these positive sheep had microcysts (Figure 2) detected in at least one tissue sample. Ten
of these sheep (7.7%; 10/130) had macrocysts (Figure 3) present in the esophagus. No

macrocysts were found in the heart samples. These muscle macrocysts were characterized as
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white oval-shaped nodules of 3 to 5 mm diameter present in the external wall of the esophagus
samples. The number of macrocysts found ranged from four to 15 in the approximately 20 cm
longer esophagus pieces. All sheep that had macrocysts were slaughtered in the abattoir located
in Santa Maria, RS.

Microcysts were found in a higher frequency in the heart 91.5% (119/130) in
comparison to the esophagus (81.5%; 106/130) samples (p=0.01817). Microcysts were found
in both heart and esophagus in 76.9% (100/130) of the animals. Thus, 14.6% (19/130) of the
sheep had microcysts detected in the heart, but not in the esophagus; and six sheep (4.6%) had
microcysts detected only in the esophagus. Eight of the sheep infected with macrocysts had also
microcysts in both esophagus and heart, while two sheep had macro and microcysts in the
esophagus, and no cysts in the heart.

All the microcysts subjected to DNA sequencing were identified as S. tenella given their
99% identity with Sarcocystis tenella sequence available in GenBank (MF039329.1). All the
macrocysts found were identified as S. gigantea after DNA sequencing given their 98-100%

identity with Sarcocystis gigantea sequence available in GenBank (KC209733.1).

Discussion

To the authors knowledge, these results are the first molecular confirmation of the
presence of S. gigantea in Brazil. Macrocysts found in the present study were characterized as
white, oval-shaped nodules, which are morphologically compatible with macroscopic cysts of
Sarcocystis spp., similarly to macrocysts recently described in sheep slaughtered in a farm
located in Rio Grande do Sul state, Brazil (Damboriarena et al., 2016). Therefore, these results
indicate that the presence of Sarcocystis macrocysts infecting sheep has been misdiagnosed in
the sheep flock from the Rio Grande do Sul state. Currently, there are no other reports of the

presence of Sarcocystis spp. macrocysts in sheep from the Americas, excepting one case
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reported from Argentina, where one sheep was found dead with several S. gigantea macrocysts
(confirmed by molecular identification) in the esophageal and pharyngeal muscles (Gual et al.,

2017).

Detection rates of macroscopic cysts and distribution of the species S. gigantea and S.
medusiformis vary among studies conducted in countries from other regions of the world as
Iran (Oryan et al., 1996; Bahari et al., 2014; Hatami et al., 2017), Algeria (Dahmani et al.,
2017), and Italy (Pipia et al., 2016). In general, these studies highlight the economic losses
caused by the condemnation of sheep organs and carcasses due to the macrocysts presence,
even these macrocysts are considered not pathogenic to the sheep (Martinez-Navalon et al.,
2012; Bahari et al., 2014; Bittencourt et al., 2016). Additionally, several factors may to
influence the frequency of detection of macroscopic cysts, mainly depending on the region,
animals age, and organs analyzed (Dehaghi et al., 2013; Dahmani et al., 2017).

A high frequency (96.1%) of Sarcocystis spp. microcysts infecting the sheep studied
was showed. In addition, results showed that the frequency of microcysts was higher in the
heart (91.5%) in comparison to the esophagus (81.5%) samples. However, these high infection
rate was not totally surprising, since a 76.2% infection rate was already reported in myocardium
samples from sheep originated from the Rio Grande do Sul state (Portella et al., 2016). In the
present study, microcysts subjected to DNA sequencing were identified as S. tenella. Although
S. tenella was the first Sarcocystis species described in sheep in Brazil (Silva et al., 2009), no
studies on Sarcocystis spp. species identification were performed in most regions of the country.
Recently, microscopic sarcocysts were reported from sheep (S. tenella and S. arieticanis) and
goats (S. capracanis) slaughtered in Bahia state, northeastern Brazil, with a prevalence of
95.8% detection of microscopic cysts evaluating sheep heart, tongue, and esophagus

(Bittencourt et al. 2016).
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Sarcocystis spp. sarcocysts can be detected using several simple laboratory techniques,
as naked-eye inspection (for macrocysts only), morphological examination using light
microscopy, and histological analysis. However, Sarcocystis species identification depends on
transmission electron microscopy analysis or molecular analysis (Hamidinejat et al, 2014;
Bittencourt et al. 2016). Occurrence of mixed macro and microscopic sarcocysts infection and
the great difference between the high frequency of microcysts and the low frequency of
macrocysts are in accordance with other studies on sheep sarcocystosis (Dehaghi et al., 2013,
Bahari et al., 2014). These results suggest that Sarcocystis species that form microcysts tends
to predominate on that species which form macrocysts. These differences could be related to
definitive hosts presence, re-infection rates, and maintenance of the parasites’ biological cycle
(Adriana et al, 2008; Dehaghi et al. 2013).

Despite the importance of sheep industry in South America, studies on sheep
sarcocystosis in Brazil and other countries of South America are currently very scarce. Anyway,
available data indicate that sarcocystosis may be widespread in these sheep flocks. Therefore,
further studies are important to allow a broad evaluation on the impacts of sarcocystosis in
sheep production, and to contribute for epidemiology understanding as well as prevention and

control measures on sheep sarcocystosis in these regions.

Conclusion

A high frequency of Sarcocysts spp. infection was found in sheep slaughtered for human
consumption in the Rio Grande do Sul state, southern Brazil. These sheep were infected mainly
by microcysts, however, macrocysts were also found. The presence of the microcyst-forming
species S tenella was molecularly confirmed in heart and esophagus samples. The presence of

S. gigantea macrocysts was molecularly confirmed for the first time in Brazil.
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Figure 1 — Frequencies of macro and microscopic sarcocysts found per sheep and comparing
heart and esophagus samples from each sheep slaughtered for human consumption in two
abattoirs in the Rio Grande do Sul state, southern Brazil. The asterisk (*) indicates significant
difference between the frequencies of sarcocysts positive samples from hearts and esophagus
at a 95% confidence level (p=0.01817).
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Figure 2 — Microscopic sarcocyst isolated from sheep muscle and morphologically

characterized as Sarcocystis spp. microcyst. Light microscopy at 400 x magnification.

Figure 3 — Two white oval-shaped macroscopic sarcocysts present in sheep esophageal muscle
layer and morphologically characterized as Sarcocystis spp. macrocysts.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do experimento realizado permitem concluir que as espécies encontradas,
S. gigantea e S tenella, foram as mais frequentemente detectadas em ovinos nessa regido, como
tem sido relatado em outros lugares. Além disso, a alta taxa de detec¢éo de cistos de Sarcocystis
spp. encontrada nesse estudo (96,1%) confirma a disseminacao deste protozoario em pequenos
ruminantes. Este dado é extremamente relevante uma vez que este protozoario tem sido
relacionado a perdas econdmicas devido a menor produtividade e condenacdo de carcaga.
Assim, evidencia-se a necessidade de estudos envolvendo a epidemiologia bem como a medidas

de prevencao e controle da sarcocistose em ovinos.
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