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Caracterizacao das lesoes por Cysticercus bovis, na inspecao post
mortem de bovinos, pelos exames macroscopico, histopatoldgico
e pela reacao em cadeia da polimerase (PCR)?
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ABSTRACT.- Costa R.FR,, Santos LF, Santana A.P, Tortelly R., Nascimento E.R., Fukuda R.T,,
Carvalho E.C.Q. & Menezes R.C. 2012. [Characterization of Cysticercus bovis lesions at
postmortem inspection of cattle by gross examination, histopathology and polyme-
rase chain reaction (PCR).] Caracterizacdo das lesdes por Cysticercus bovis, na inspe¢ao
post mortem de bovinos, pelos exames macroscopico, histopatoldgico e pela reagio em ca-
deia da polimerase (PCR). Pesquisa Veterindria Brasileira 32(6):477-484. Departamento de
Saude Coletiva Veterinaria e Saude Publica, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal
Fluminense, Rua Vital Brazil Filho 64, Santa Rosa, Niter6i, R] 24230-340, Brazil. E-mail:
rrfalcosta@yahoo.com.br

Considering the importance of improving methods for diagnosis of bovine Cysticerco-
sis, this study aimed to verify Cysticercus bovis occurrence in different anatomical sites, as
head, heart, esophagus, diaphragm, tongue, liver and carcass, examined by federal inspec-
tion service. Diagnosis was performed by gross examination, histopatholgy and PCR with
boiling DNA extraction for metacestode identification. Of 22043 slaughtered cattle, 713
(3.23%) were infected. The heart was mostly affected with 1.90% (420/22043), followed
by head, 1.11% (245/22043), esophagus, 0.08% (18/22043), carcass, 0.07% (15/22043),
diaphragm, 0.03% (7/22043), liver, 0.02% (5/22043) and tongue, 0.01% (3/22043). Of
the cysts obtained, 58.35% (416/713) were dead and 41.65% (297/713) were alive. The
differences among anatomical sites and cysts status were significant (p<0.05). Of the 416
dead cysts 253, characterized by nodular firm whitish lesions, containing yellowish mate-
rial, some times in calcareous aspect were examined for histopathology. The histological
exams of these cysts yielded granulomatous lesions, whose centers were characterized by
caseous and/or calcareous material, multinucleate giant cells, histiocytes in palisade and
infiltrate composed predominantly by lymphoid cells, wrapped up by fibrosis. Some times
the lesions peripheries had granulation tissue and mineralized areas, like linear blade. The
parasite debris were like a hyaline, non cellular material with spherical and ovoid, baso-
philic, eosinophilic and colorless corpuscles. These corpuscles were seen rarely, some ti-
mes, among inflammatory reaction. Fibrous nodules, rich in lymphoid or mixed infiltrates,
were frequently seen. Of the live cysts subjected to PCR with boiling DNA extraction, 65%
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(13/20) were positive for C. bovis, confirming the ambulatory diagnosis and the efficacy of
the PCR procedure used. Due to microscopic and PCR diagnostic exams of C. bovis, mainly
in the liver and esophagus, it is suggested changes in the 176 article of the regulatory ins-
pection, by including these sites in the bovine routine inspection at the slaughterhouses.

INDEX TERMS: Cysticercus bovis, Taenia saginata, cattle, cysticercosis, sanitary inspection, histopa-

thology, PCR.

RESUMO.- Considerando a necessidade do conhecimento
da cisticercose bovina e do aperfeicoamento dos métodos
de diagnoéstico desta doenga, objetivou-se verificar a ocor-
réncia do Cysticercus bovis nos diversos locais anatdomicos,
tais como: cabega, coragio, esdfago, diafragma, lingua, figa-
do e carcaca, examinados pelo Servico de Inspecdo Federal.
0 diagnéstico foi feito por macroscopia, microscopia e PCR
com extracdo de DNA por fervura para a identificagdo do
metacestoide. Dos 22043 bovinos abatidos, 713 (3,23%) es-
tavam infectados. O coracdo foi o sitio anatdmico mais afe-
tado, com 1,90% (420/22043), seguido da cabeca, 1,11%
(245/22043), do esdfago, 0,08% (18/22043), da carcaga,
0,07% (15/22043), do diafragma, 0,03% (7/22043), do fi-
gado, 0,02% (5/22043) e da lingua, 0,01% (3/22043). Dos
cistos obtidos, 58,35% (416/713) estavam mortose 41,65%
(297/713), vivos. As diferencas entre os sitios anatémicos
e a condicdo morfolégica dos cistos foram significativas (p
< 0,05). Dos 416 cistos mortos, 253 foram examinados por
apresentarem caracteristicas de: lesdes nodulares firmes,
brancacentas, com material amarelado, por vezes com as-
pecto calcario, no interior. O exame microscopico revelou
granulomas comumente representados por centro necroti-
co e/ou mineralizado, envolto por histidcitos dispostos em
palicada, células gigantes multinucleadas, infiltrado misto,
predominantemente de mononucleares, e fibrose. Por ve-
zes, a periferia das lesdes tinha caracteristicas de tecido de
granulacdo e mineralizacdo em forma de laminas lineares.
Os restos parasitarios foram identificados como um mate-
rial hialino acelular, contendo elementos ovais e circulares,
basofilicos, acidéfilos e incolores, denominados corptscu-
los calcarios. Em algumas lesdes foram observados raros
corpusculos, dispersos na reagdo inflamatéria. Nédulos fi-
brosos, ricos em infiltrado linféide ou cronico ativos, foram
frequentemente visualizados. Dos cistos vivos examinados,
65% (13/20) foram positivos para C. bovis , confirmando
o diagnoéstico ambulatorial e a eficicia do método de PCR
utilizado. Em virtude da positividade observada para C. bo-
vis nos exames histopatoldgico e PCR, particularmente em
figado e esofago, sugere-se que seja reformulado o artigo
176 do Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal, incluindo estes locais na roti-
na de inspe¢io nos matadouros.

TERMOS DE INDEXACAO: Cysticercus bovis, Taenia saginata, bovi-
no, cisticercose, inspe¢do sanitaria, histopatologia, PCR.

INTRODUCAO

A cisticercose no Brasil é a zoonose de maior ocorréncia
no exame post mortem de bovinos, revestindo-se de impor-
tancia socioecondmica e de Saide Publica (Santos 1993).
Esta parasitose, além de envolver vultosos gastos com o
tratamento e as condenagdes de carnes infectadas com
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Cysticercus bovis, forma larvar de Taenia saginata, acarreta
prejuizos para o pecuarista e restringe a comercializagio
dos frigorificos, particularmente em relacdo ao mercado
externo (Fukuda 2003).

A fase adulta deste cestdide, ou seja, a ténia, ocorre no
trato intestinal do homem, podendo provocar debilidade e
diminuicdo da capacidade de trabalho dos individuos afe-
tados (Abdussalam 1974). A fonte de infec¢do neste caso
€ a ingestdo de carne crua ou insuficientemente cozida, de
bovinos que contrairam a cisticercose através de alimentos
e 4gua contaminados com ovos provenientes das fezes hu-
manas.

Sendo a carne a fonte de infec¢io humana, muitos pes-
quisadores destacam a importincia da inspe¢io sanita-
ria na busca dos cistos parasitarios em carcagas, 6rgios e
visceras, aliada ao aprimoramento e a padronizacdo das
técnicas usadas neste diagndstico e a definicdo da maior
distribuicao dos cisticercos no corpo do animal (locais de
predilecdo).

N3ao ha dificuldade para o diagnéstico macroscépico de
C. bovis no seu estadio larval vivo. Todavia, este diagndsti-
co pode ser dificultado nos casos em que os metacestoides
estejam mortos (em lesdes abscedadas e mineralizadas).
Nestas circunstancias, o apoio do exame histopatolégico
pode ser de grande valia na diferenciagio de patologias as-
semelhadas (Costa et al. 2006), como por exemplo, lesdes
provocadas pela migracdo de larvas de helmintos, que ndo
o cisticerco, e até mesmo a tuberculose (Monlux & Monlux
1972, Kelly 1997).

Além do apoio anatomopatoldgico, o uso da_técnica de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), a partir de primers
espécie-especificos, torna possivel a identificagdo rapida e
especifica de cestdides (Gonzalez et al. 2000), tendo apli-
cac¢do potencial no diagnéstico e na diferenciacio entre as
ténias humanas.

A identificacdo correta dos cisticercos é importante
para os estudos epidemiolégicos, tendo em vista a desco-
berta de uma nova ténia, Taenia asiatica (Bowles & Mc-
Manus 1994, McManus & Bowles 1994, Galan-Puchades &
Mas-Coma 1996), que é morfologicamente semelhante a T
saginata (Fan et al. 1995), além de espécies em hospedei-
ros ndo habituais (Fan et al. 1990, Eom et al. 1992, Gusso et
al. 2000, Logt & Gottstein 2000).

Considerando a necessidade de aperfeicoamento dos
métodos de diagnoéstico da cisticercose bovina, objetivou-
-se verificar a ocorréncia do Cysticercus bovis nos diversos
locais anatdmicos examinados pelo Servico de Inspecio,
caracterizando as lesdes do ponto de vista anatomopato-
légico e identificando a espécie do metacestdide pela téc-
nica da PCR, usando a fervura no protocolo de extracdo
de DNA.



Cysticercus bovis, na inspec¢do post mortem de bovinos, pelos exames macroscépico, histopatolégico e pela reagdo em (PCR) 479

MATERIAL E METODOS

Foram examinados pelo Servico de Inspecdo Federal da Industria
e Comércio de Carnes Minerva Ltda (S.LF. n? 421), em Barretos/
SP, 22.043 bovinos machos e fémeas, de grupo etario variando en-
tre dois a cinco anos, procedentes de varias regides dos Estados
de Sdo Paulo, Minas Gerais e Goias.

Foram colhidas, aleatoriamente, amostras de lesoes cisticas e
nodulares, compativeis com cisticercose, para cada local exami-
nado, a saber: cabeca, coragdo, esofago, diafragma, lingua, figado
e carcaca, conforme a positividade relacionada a execugdo do exa-
me post mortem de rotina, baseado na legislacdo vigente (Brasil
1971, 1997) e nas técnicas desenvolvidas por Santos (1982, 1984)
de exame de coragio e de esofago e diafragma, respectivamente.

No Departamento de Inspe¢do Final (D.I.F.) os fragmentos fo-
ram separados de acordo com o tipo de andlise, condi¢do morfo-
l6gica dos cistos (viaveis e inviaveis) e localizacao.

Foram considerados como cisticercos viaveis, as lesdes cisti-
cas com parede translicida ou levemente opaca, contendo liquido
claro e um ponto esbranquicado no interior (escélex). As lesdes
nodulares foram reputadas como cisticercos inviaveis (mortos),
caracterizando-se por terem capsula fibrosa aderente ao tecido
circunvizinho contendo material amarelado caseoso e/ou calca-
rio.

Para anadlise histopatolégica, 253 lesdes nodulares foram fi-
xadas em solucdo de formol a 10%, remetidas ao Servico de Ana-
tomia Patolégica Veterindria Professor Jefferson Andrade dos
Santos, da Universidade Federal Fluminense, para processamento
habitual de inclusdo em parafina, coloracdo pela hematoxilina-
-eosina (HE) e exame em microscopia éptica.

Do total das amostras colhidas, 39 foram provenientes da ca-
beca, 158 do coragdo, quatro do es6fago, uma do diafragma, uma
de carcaga, duas de lingua e 48 de figado.

Para a realizacdo da técnica da PCR, 20 lesdes cisticas (nove
localizadas em cabeca, sendo seis em musculo masseter e trés em
musculo pterigéide; oito em coragdo, uma em esdéfago, uma em
figado e uma em carcaga) foram dissecadas, colocadas em frascos
com solugio de glicerol em salina tamponada fosfatada (PBS), pH
7.4, a50% e armazenadas em freezer (-20°C), por trés anos.

A extracdo de DNA foi feita por fervura, ap6s a lavagem dos
cistos, para a eliminag¢do do conservante, seguida da sua abertura,
retirada e maceracgdo do seu contetido (escdlex).

A amplificacdo do DNA foi realizada através da execugdo do
HDP2-PCR, a partir de primers previamente descritos por Gonza-
1éz et al. (2000), sintetizados por Integrated DNA Technologies,
Inc. (IDT)/USA, Prodimol Biotecnologia S/A, Brasil. Os amplicons
foram separados em gel de agarose a 1,5% com brometo de etidio
a 0,02% e visualizados sob luz ultravioleta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A prevaléncia da cisticercose observada foi de 3,23%
(713/22043), bem inferior aos 17,14% e 8,90%, respec-
tivamente, em outubro de 1993 e 1994, observadas por
Fukuda et al. (1998), no matadouro situado em Ipu3, SP.
0 coracio foi o sitio anatdbmico mais afetado, com 1,90%
(420/22.043), seguido da cabeca, 1,11% (245/22043), do
esofago, 0,08% (18/22043), da carcaca 0,07% (15/22043),
dodiafragma 0,03% (7/22043), do figado 0,02% (5/22043)
e da lingua 0,01% (3/22043). Pelo teste de Qui-quadrado,
houve diferenca significativa (p<0,05), relacionada a distri-
buicao dos casos por sitios anatémicos, indicando que as
diferencas de prevaléncia sdo reais e ndo devidas ao acaso
(Quadro 1).

Quadro 1. Ocorréncia de cisticercose em sitios anatomicos
de bovinos monocisticercésicos, abatidos e inspecionados
na Industria e Comércio de Carnes Minerva LTDA (S.LF. n.
421), em Barretos/SP, durante o més de outubro de 2004*

Sitios anatémicos Prevaléncia em 22.043 Distribuicdo de casos

animais abatidos

Coragao 1,90% 420
Musculos mastigatdrios 1,11% 245
Esofago 0,08% 18
Carcaga 0,07% 15
Diafragma 0,03% 07
Figado 0,02% 05
Lingua 0,01% 03
TOTAL 3,23% 713

* x? para independéncia (p<0,05).

Constata-se, na literatura, que existem divergéncias en-
tre autores quanto a localizacdo mais freqiiente dos cisti-
cercos. Mas, para a maioria deles, os metacestéides sdo en-
contrados principalmente nos musculos melhor irrigados,
notadamente no coragao, 58.91% (420/713), e musculos
da cabeca, 34,36% (245/713), como demonstrado neste
estudo (93,27%).

Ao serem comparadas as prevaléncias observadas nos
diversos locais anatdmicos, com os achados de Santos
(1982), Santos (1984), Fukuda et al. (1998), Santos et al.
(2003), Santos (1993), Moreira et al. (2002) e Costa et al.
(2005), pode-se perceber a discrepancia de resultados.
Contudo, as diferentes taxas de ocorréncia da cisticercose
numa populacdo ou em localizagdes anatémicas especifi-
cas, ndo devem ser confrontadas de forma simpléria. Va-
rios fatores importantes sdo atribuidos as divergéncias,
tais como: a procedéncia dos animais a partir de areas com
elevadas taxas de infec¢do, a técnica de exame post mortem
utilizada e o fator individual (habilidade pessoal e o critério
do inspetor).

0 exame do figado, do esdfago, do diafragma e de seus
pilares, com vistas a cisticercose, ndo fazem parte da rotina
de inspecdo da maioria dos matadouros de bovinos, pois
ndo constam nas exigéncias regulamentares. Observa-se,
ainda, a falta de uniformidade nos procedimentos de ins-
pecdo post mortem e a inadequabilidade de técnicas. Isto
é preocupante, uma vez que uma quantidade consideravel
de carcacas infectadas pode nio ser detectada na rotina de
inspecdo (Abdussalam 1974, McCool 1979, Santos 1984).
Considerando esses fatores, ratifica-se a assertiva de Santos
(1993) no tocante ao risco de Saude Publica quando essas
matérias-primas sio utilizadas em produtos de salsicharia
frescais ou na preparagido de pratos crus, sem que sejam
previamente inspecionados ou devidamente cozidos.

A quantidade de cisticercos mortos, 58,35% (416/713),
foi maior que a de vivos, 41,65% (297/713), particular-
mente no coragdo: 75,96% (316/416). O predominio da
primeira condi¢do estd em consonancia com os relatos da
literatura especializada, sendo averiguada por varios auto-
res, tais como: Santos (1984), Bundza et al. (1988), Manho-
so0 (1996), Fukuda (2003), Santos et al. (2003) e Costa et al.
(2005). O teste de Qui-quadrado mostrou associa¢ao entre
a presenca dos cistos (vivos ou mortos) e o sitio de predile-
¢ao considerado no diagnéstico. Mais ainda, houve diferen-
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¢a significativa (p<0,05) entre as freqiiéncias encontradas,
referentes a condi¢do morfoldgica e aos sitios anatomicos
(Quadro 2).

De acordo com Pawlowski & Schultz (1972), a longevi-
dade de C. bovis depende do tipo de tecido invadido e ndo
é uniforme no mesmo animal. A esse respeito, o predomi-
nio da condicdo degenerada (morta) no coragdo esta em
consonancia com os relatos de Mann & Mann (1947) que
verificaram que este é um dos sitios anatomicos onde os
cisticercos se calcificam mais rapidamente.

Segundo Santos (1984), ndo ha dificuldade para o diag-
nostico macroscopico de C. bovis vivo. Contudo, este diag-
nostico pode ser dificultado nos casos em que os cisticercos
estejam mortos, ou seja, em lesdes abscedadas e minerali-
zadas, caracterizadas, neste trabalho, como nédulos firmes,
brancacentos, com material amarelado no interior (Fig.01-
02). Algumas vezes foram também observados nédulos fir-
mes e brancacentos, sem o material amarelado.

0 exame microscopico dos nédulos caseosos e/ou cal-
carios, presentes nos diversos sitios anatémicos de bovi-
nos, revelou granulomas comumente representados por
centro necroético e/ou mineralizado, envolto por histidcitos
dispostos em palicada, células gigantes multinucleadas,
infiltrado misto, predominantemente de mononucleares,
e fibrose (Fig.3). Por vezes, a periferia da lesdo tinha ca-

Quadro 2. Localizagéo e condic¢io morfologica dos casos de
cisticercose detectados em bovinos monocisticercosicos,
abatidos e inspecionados na Industria e Comércio de
Carnes Minerva LTDA (S.LF. n. 421), em Barretos/SP,
durante o més de outubro de 2004*

Localizagdo/Condi¢do morfolégica Cisticerco morto Cisticerco vivo

N % N %
Coragdo 316 75,96 104 35,01
Musculos mastigatérios 80 19,23 165 55,55
Esofago 11 2,64 07 2,35
Diafragma 05 1,20 02 0,67
Carcaga 02 0,48 13 4,37
Figado 01 0,24 04 1,34
Lingua 01 0,24 02 0,67
TOTAL 416 100 297 100

* x?para independéncia (p<0,05).

Fig.1. Lesdo nodular centralizada por mineralizacdo no miocardio
de bovino com cisticercose.
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Fig.3. Restos celulares (R) circundados por histidcitos em palica-
da (H), parede de células gigantes multinucleadas (G) e infil-
trado inflamatério crénico, no miocardio de bovino com cisti-
cercose. HE, obj.20x.
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racteristicas de tecido de granulacdo e mineralizacdo em
forma de laminas lineares (Fig.04). Os restos parasitarios
foram identificados como um material hialino acelular con-
tendo elementos ovais e circulares, basofilicos, acidofilos e
incolores, denominados corpusculos calcarios (Fig.05-08).
Noédulos ricos em tecido fibroso e infiltrado linféide ou cro-
nico ativo representaram, microscopicamente, as lesdes
firmes e brancacentas.

As caracteristicas microscopicas das lesdes observa-
das neste trabalho sdo comparaveis as descri¢cdes de Gi-
bson (1959), Monlux & Monlux (1972), Sterba & Dykova
(1978a,b), Sterba et al. (1979), Kelly (1997), Costa et al.
(2002, 2006) e Tortelly (2003).

Conforme afirmou Santos (1984), nas se¢oes histologi-
cas de cisticercos mortos, apesar da grande alteracdo dos
resquicios parasitarios, é possivel identificar, na massa de
detritos, estruturas ovoides denominadas corpusculos cal-
carios, em meio a intensa reagio inflamatdria granuloma-
tosa. Na presente pesquisa, esses corpusculos foram obser-
vados em lesdes no musculo mastigatorio, coragio, figado
e esofago sendo, por vezes, escassos. Acredita-se que a ob-
servacdo dos elementos caracteristicos esteja vinculada ao
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estagio de evolucdo do cisticerco, pois com a morte do pa-
rasita haveria a fagocitose de seus restos por macro6fagos,
com subseqiiente fibroplasia. Considerando a escassez dos
corpusculos calcarios deve-se atentar, principalmente, para
aqueles basofilicos de forma circular, pois alguns tinham
caracteristicas psamomatosas que poderiam ser confundi-
das com pontos de mineralizacdo distréfica. Por sua vez, os
corpusculos incolores poderiam passar despercebidos.

Histidcitos dispostos em palicada foram observados cir-
cundando a drea necrotica do exsudato, da mesma maneira
que Sterba & Dykova (1978a), Sterba et al. (1979), Tortelly
(2003) e Costa et al. (2006) descreveram. Adjacente a es-
tas células, houve um marcante infiltrado linfocitario, onde
notaram-se, muitas vezes, células gigantes multinucleadas,
com varia¢des em forma e numero de nucleos que se or-
ganizavam ora em forma de anel (tipo Langhans) ora em
amontoados (tipo corpo estranho) no citoplasma.

Monlux & Monlux (1972) disseram que as lesdes por
larvas de helmintos poderiam simular as alteragdes impu-

6 &

Fig.4. Granuloma centralizado por material calcario (difuso e line-
ar), envolvido por macroéfagos, raras células gigantes multinu-
cleadas e capsula fibrosa com marcante mineralizacdo linear,
no miocardio de bovino com cisticercose. HE, obj 10x.

Fig.6. Os corpusculos calcarios (CC) no parénquima hepatico de
bovino da figura anterior. HE,obj.20x.

tadas a tuberculose, enfermidade com caracteristicas gra-
nulomatosas. Todavia, a mineralizacdo linear, bem como os
histiécitos em palicada ndo sdo descritos em tal moléstia.

Tortelly (2003) sugeriu que a mineralizacdo em forma
linear, em lesdes granulomatosas, fosse considerada como
uma das caracteristicas da migracdo de larvas de helmin-
tos, ao lado dos eosinofilos.

Na etiopatogenia das lesdes hepaticas, observa-se que é
comum a migracdo ou mesmo o encistamento de larvas de
helmintos. Muitas vezes é atribuida a “hidatidose calcifica-
da” a principal enfermidade implicada quando esse tipo de
lesdo ocorre em matadouros. A esse respeito, Tortelly (2003)
estudou, em figados de bovinos abatidos em matadouros,
183 lesdes nodulares e 37 cisticas suspeitas de hidatidose.
A analise microscépica das lesdes nodulares confirmou ape-
nas dois casos da referida parasitose. Em sete casos foram
observados os corpusculos calcarios e os demais foram re-
putados como migracdo de larvas de helmintos inespecifi-
cas. Todas as lesdes cisticas eram cistos congénitos.

b i3 : ; 7
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Fig.5. Restos de larva de cestdide no parénqima hepatico de

bovino, representado por material hialino acelular, com gru-
po de corpusculos calcarios ovais e esféricos basofilicos (P),
adjacente a nddulo linféide com células epitelidides, células
gigantes do tipo Langhans (seta) e de corpo estranho (cabega
de seta) e mineralizacdo. HE, obj.10x.

Fig.7. Corpusculos calcarios levemente basofilicos e incolores (a
esquerda) e mineralizagdo envolta por parede de células gi-
gantes multinucleadas (a direita) em meio a infiltrado crénico
no miocardio de bovino. HE, obj.20x.
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Fig.8. Maior detalhe dos corpusculos calcarios da figura anterior.
HE, obj.40x

Como a cisticercose, a prevaléncia da hidatidose no pais
é conhecida através dos dados registrados pelos Servicos
de Inspecdo Sanitaria. Sendo assim, seu diagnéstico indis-
criminado pode superestima-la numa dada regido. Macros-
copicamente, é possivel diagnostica-la em lesdes cisticas,
através da observacdo da membrana caracteristica. Nao
obstante, o diagndéstico macroscopico preciso das lesdes
nodulares hepdticas (abscedadas e calcificadas), de acor-
do com o autor supracitado, “é praticamente impossivel de
ser realizado, em virtude da intensa reagio inflamatoéria”.
Nesta situacdo o exame histopatolégico pode esclarecer
duvidas quanto a natureza e a etiologia dessas lesdes, pela
visualiza¢do de estruturas caracteristicas: membrana anis-
ta na hidatidose e corpusculos calcarios na cisticercose.
Entretanto, pode haver, mais uma vez, limita¢cdes diagnds-
ticas, pela evolugdo do processo de interagio parasita-hos-
pedeiro culminando com a nio evidenciagdo dos elementos
diferenciais.

Dos 297 cistos viaveis encontrados, 20 foram selecio-
nados, ao acaso, de sitios anatomicos variados, tais como:
cabeca, coracdo, carcaca, figado e esdfago, para confirmar
o diagnéstico do S.LF, através da técnica da PCR. Com o
HDP2F1R1-PCR obteve-se a amplificacdo desejada (600pb)
do material gendmico, tanto do controle como das amos-
tras examinadas, em todos os volumes de template testados
(2,5uL, 4uL e 6ulL), obtendo-se 65% (13/20) de positivi-
dade para Cysticercus bovis. Considerando que as amostras
trabalhadas foram conservadas por longo tempo, admite-
-se que foi um bom resultado (Fig.09).

Quanto a extracdo de DNA do cestdéide em questdo, foi
undnime a observacgao, na literatura, de procedimentos ba-
seados em métodos quimicos (convencionais), notadamen-
te relacionados a extragdo por fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico e precipitacdo por etanol ou por meio de kits co-
merciais. Em contrapartida, neste trabalho foi possivel de-
monstrar que a extracdo de DNA de cisticercos viaveis, por
fervura, é um método exeqiiivel, com resultados satisfato-
rios. Ndo ha duvidas que a extracdo por métodos quimicos
(Gonzales et al. 2000, 2002b, 2004, Yamasaki 2004, Jardim
2006, Jardim et al. 2006) produzem resultados convenien-
tes, porém sio métodos caros, podem demandar tempo,
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Fig.9. Eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com bro-
meto de etidio 0,02%, com produtos de PCR resultantes da
amplificacdo de 2,5uL de gDNA de Cysticercus sp., através
do HDP2F1R1-PCR. (M) Marcador de DNA de 100 pb. (A,B)
Amostras em teste. (C) gDNA de Taenia saginata (controle).

além de um possivel risco para a sadde e para o meio am-
biente, devido a alguns reagentes. Pode-se acrescentar que
as varias lavagens e centrifugacdes, exigidas por tais méto-
dos, aumentam o risco de contaminacdo do template e per-
da de DNA. A fervura, por sua vez, é simples, barata, rapida
e eficaz na identificagdo de C. bovis viaveis.

Ao contrario de Logt & Gottstein (2000) e Jardim
(2006), o exame pela PCR, neste estudo, ndo foi realizado
para o diagnoéstico da cisticercose em cistos mortos. Nes-
se sentido, tendo em vista a problematica do diagndstico
de lesdes abscedadas e calcificadas, com auséncia dos ele-
mentos diferenciais, particularmente no figado, conforme
mencionado anteriormente, acredita-se que este exame
também pudesse ser realizado com vistas ao diagndstico
diferencial entre a cisticercose e a hidatidose, uma vez que
o HDP2-PCR multiplex, identifica os trés tenideos: Taenia
saginata, T. solium e Echinococcus granulosus.

Em relacdo aos resultados negativos (quatro amostras
de musculos mastigatdrios e trés de coragdo), muitos fato-
res podem ter interferido, tais como: o conservante glicerol
(poderia ser um inibidor), o tempo de estocagem (trés anos
em solucdo de glicerol e PBS a 50%, em temperatura de
congelamento), a maceragio inadequada do escélex (libe-
racdo insuficiente de gDNA), ou mesmo a auséncia do DNA
alvo, porque C. bovis ndo era o agente etioldgico presente
nas lesdes.

Yamasaki et al. (2004) admitiram que a sensibilidade
da técnica da PCR pudesse ficar reduzida, dependendo das
condi¢des e do tempo de armazenamento e também da
quantidade de amostra usada.

Considerando a maior prevaléncia de teniase por T. sa-
ginata (Dias et al. 1991, Esteves et al. 2005), bem como a si-
milaridade morfolégica entre T saginata e T. asiatica (Eom
& Rim, 1993, Fan et al. 1995), que é considerada exdtica
no pais, aliadas a endemicidade de cisticercose humana
em muitos estados brasileiros (Machado et al. 1988, Aga-
pejev 1996, Takayanagui & Leite 2001, Mendes et al. 2005)
e as baixas taxas de ocorréncia da cisticercose suina (Alves
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2000, Flavigna-Guilherme et al. 2006), ao contrario do que
se observa em bovinos, torna-se imperiosa a necessidade
de aprofundar as andlises moleculares, com vistas ao es-
clarecimento de muitos pontos controversos que permane-
cem no universo cientifico, a comecar com a possibilidade
dos ovos de T saginata causarem cisticercose no homem,
conforme admitiram Santos (1996) e outros autores cita-
dos por Pardi et al. (2001).

Quanto a identificacdo de C. bovis nos diversos sitios ana-
tomicos estudados, mais uma vez destaca-se a importancia
de se tornar rotina nos matadouros, os exames de eséfago e
figado, pois os resultados encontrados na PCR confirmaram
o diagnéstico ambulatorial feito nessas localizagdes.

Pelo exposto, fica evidente que o controle epidemiolégi-
co desta fascinante parasitose, que transcende ao tempo e
ao espago, representa um importante desafio para as auto-
ridades sanitarias e politicas, notadamente em regides com
intensa atividade agropecudria e precarias condi¢des de
saneamento basico e educagdo sanitaria.

CONCLUSOES

0 diagnostico ambulatorial da cisticercose, nos diversos si-
tios anatémicos de bovinos inspecionados foi confirmado
tanto pelo exame histopatolégico como pela técnica da PCR.

Os exames do figado e do es6fago devem ser incluidos
narotina de inspec¢do, uma vez que foram sitios de ocorrén-
cia de Cysticercus bovis.

0 exame histopatolégico das lesées nodulares absceda-
das e calcificadas, com vistas a observacdo dos corpusculos
calcarios, deve ser realizado de forma minuciosa em face
da escassez de tais estruturas, em virtude da evolucdo do
processo de interagado parasita-hospedeiro.

A utilizacdo do HDP2F1R1-PCR permitiu a confirma-
¢do do C. bovis em cistos viaveis, viabilizando sua aplicacdo
como método auxiliar de diagnéstico.

A extragido de DNA de C. bovis vivo, pela fervura em agua,
foi um método exeqiiivel, com bons resultados.

Houve diferenca significativa (p<0,05) entre as freqtién-
cias encontradas tanto em relacdo a condigdo morfolégica,
quanto aos sitios anatémicos pesquisados, indicando que
os valores observados ndo foram devidos ao acaso.
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