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RESUMO

PEIXOTO, Rafaella Paola Meneguete dos Guimaraes, M.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, maio de 2012. Interface da caracterizacio morfologica de lesdes causadas
por larvas de Taenia saginata com o diagnostico da cisticercose bovina. Orientador:
Paulo Sérgio de Arruda Pinto. Coorientadores: Laércio dos Anjos Benjamin e Luis
Augusto Nero.

A cisticercose bovina € uma doenca de carater zoondtico que acarreta prejuizos tanto de
ordem sanitéria quanto de ordem econémica. Essa pesquisa foi desenvolvida com o
objetivo de conhecer melhor as caracteristicas macroscopicas e microscopicas
relacionadas a implantacdo dos cisticercos e a evolucdo imunoldgica da doenca, bem
como avaliar o desempenho do imunoensaio ELISA no diagndstico de bovinos com
infeccdo natural e experimental, através da administracdo oral de ovos de Taenia
saginata. Os trabalhos de campo com o0s nove animais infectados experimentalmente
envolveram coleta mensal de sangue nos intervalos de 30 dias, sendo que a partir de 120
dias pos-infeccdo um animal era abatido a cada 30 dias para realizar o exame anatomo-
patolégico e proceder com a coleta de cisticercos. As amostras dos animais
naturalmente infectados foram obtidas através da coleta em matadouro-frigorifico
comercial. Com relacdo a localizacdo muscular dos cisticercos no grupo 1 (animais
experimentalmente infectados), os sitios inspecionados rotineiramente predominantes
de ocorréncia foram o coracdo (37,7%), musculos mastigatorios (17,1%) e lingua
(2,3%). Em relacdo aos cortes comerciais estudados, foram encontrados os valores de
8,2% de cisticercos no acém, 6,6% na paleta, 6,2% no contra-filé e 5,8% na alcatra. Os
outros tecidos ndo inspecionados rotineiramente que apresentaram cisticercos foram o
diafragma, figado e o esofago, com 2,7%, 12,0% e 1,2% dos cisticercos totais. Houve
predominancia de cisticercos inviaveis nos musculos mastigatorios (77,3%), seguidos
de 76,3% na musculatura do coracdo e 71,0% do figado e na lingua (50%). Os
cisticercos viaveis predominaram na alcatra (80,0%), diafragma (71,4%) e es6fago
(66,7%). Nos sitios de predilecdo dos animais naturalmente infectados, foram
encontrados 61,78% dos cisticercos totais no coragdo, seguido dos musculos
mastigatorios (38,21%) e figado (10,19%). Em relacdo a viabilidade, o figado
apresentou 87,5% de cisticercos inviaveis, seguidos da lingua com 66,7%, coracdo
63,2%, entretanto nos tecidos mastigatorios foi encontrada a maior frequéncia de

cisticercos viaveis (68,3%). Dos nove animais estudados, cinco apresentaram a cinética
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de producdo de anticorpos contra os cisticercos de forma semelhante quando
mensurados a producédo de anticorpos da classe IgM e 1gG, constituindo-se o grupo 1. O
pico de produgdo de anticorpos do grupo 1 ocorreu no periodo de 0-30 dias pds-infeccdo
seguido de um declinio natural, mantendo-se detectavel até o final do estudo, no entanto
0s outros dois grupos contendo dois animais cada apresentaram a cinética de producéo
de anticorpos diferente do grupo 1, sendo que, 0 grupo 2 ndo apresentou resposta
imunolégica contra os antigenos secretados pelos cisticercos e o grupo 3 apresentou
resposta tardia a presenca dos cisticercos. Em relacdo a producdo media de IgG; para
todos os grupos, foi possivel detectar elevacdo dos niveis de anticorpos a partir de 30
dias pos-infeccdo, tendo-se o pico de producdo aos 270 dias e 1gG, aos 60 dias. Ja em
relacdo a resposta celular hospedeiro-parasito, foi possivel observar que no caso de
cisticercos viaveis estavam presentes em sua maioria células inflamatorias, e no caso de
cisticercos inviaveis a presenca de células reparadoras de tecido, sendo também
correlacionada a quantidade de corplsculos calcareos com o estadio de morte do
parasito. Com relagcdo ao desempenho do teste ELISA frente a animais infectados
naturalmente e experimentalmente utilizando o ponto de corte 1 (calculado a partir de
amostras de animais negativos para a cisticercose durante inspecdo de rotina em
matadouro-frigorifico) e ponto de corte 2 (amostras de animais negativos para a
cisticercose criados em isolamento) adicionados de 2 desvios-padrdo (SD), a
sensibilidade do teste foi de 12% e 24,4%. Ao utilizar o ponto de corte 1 e 2
adicionados de 3 SD a sensibilidade ficou em 1,99% e 14,4%, respectivamente. Ja para
as amostras de animais experimentalmente infectados utilizando o ponto de corte 1 e 2
adicionados de 2 SD a sensibilidade ficou em 55,9% e 92,5% e, adicionando 3 SD
foram encontrados os valores de 31,2% e 86%. A especificidade do teste em todas as
situacOes testadas ficou em 100%. A combinacdo desses resultados deve ser valorizada
no diagndstico da cisticercose bovina por meio do teste ELISA sugerindo sua utilizacao
em associacdo com o teste anatomo-patologico realizado rotineiramente em

matadouros-frigorificos.
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ABSTRACT

PEIXOTO, Rafaella Paola Meneguete dos Guimardes, M.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, May, 2012. Interface of the morphological characterization of lesions
caused by Taenia saginata larvae with the diagnosis of bovine cysticercosis.
Adviser: Paulo Sérgio de Arruda Pinto. Co-advisers: Laércio dos Anjos Benjamin and
Luis Augusto Nero.

The bovine cysticercosis is a zoonotic disease that causes damage both in terms of
health and in terms of economy. This research was developed in order to better
understand the anatomical and microscopic characteristics related to the implantation of
cysticerci and the immune evolution of the disease, and evaluate the performance of the
immunoassay ELISA in the diagnosis of nine experimentally infected animals by oral
administration of Taenia saginata eggs. Field work with the animals included the
monthly collection of blood every 30 days, being that from 120 days post-infection an
animal was slaugthered every 30 days to perform the anatomic-pathological
examination and proceed with the collection of cysticerci. The samples from naturally
infected animals were obtained by collecting in commercial slaughterhouse. Regarding
muscular location of cysticercus in Group 1, the sites routinely inspected with
predominance of occurrence were the heart (37.7%), head muscles (17.1%) and the
tongue (2.3%). In relation to the assessed commercial cuts, 8.2% of cysticerci were
found in the sparerib, 6.6% in the shoulder, 6.2% in the tenderloin and 5.8 in the rump.
Other not-routinely inspected tissues that presented cysticerci were the diaphragm, the
liver and the esophagus with 2.7%, 12.0% and 1.2% of the total cysticerci. Not viable
cysticercus was the majority in head muscles (77.3%), followed by 76.3% in heart
muscle and 71.0% in the liver and tongue (50%). Concerning viability, liver presented
87.5% of the not viable cysticerci, followed by the tongue 66.7%, and the heart with
63.2%, but the highest frequency of viable cysticerci was found in the head muscles
(68.3%). Of the nine animals studied, five had the kinetics of antibody production
against the cysticerci in a similar way when measured the production of antibodies of
the IgM and IgG classes, once the peak of antibody production occurred in the period of
0-30 days post-infection followed by a natural decline and maintained detectable until
the end of the study. However, the other two groups, each containing two animals,
showed the kinetics of antibody production different from most animals, being that one

group had a delayed response to the presence of cysticerci and the other group showed
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no immune response against antigens secreted by cysticerci. For the production of 1gG,
it was possible to detect increased levels of antibodies from 30 days post-infection,
having the production peak at 270 days, and IgG, at 60 days. Regarding the cellular
response observed against the cysticerci, it was possible to observe that in the case of
viable cysticerci, inflammatory cells were present in the major part; and in the case of
unviable cysticerci, the presence of repairing tissue cells, being also correlated the
amount of calcareous corpuscles with the parasite's stage of death. With regard to the
performance of the ELISA test against experimentally and naturally infected animals
using a cut-off 1 and 2 added with 2 standard-deviation (SD), it was of 12% and 24.4%,
respectively; and when using the cut-off 1 and 2 added with 3 SD the test sensitivity
was at 1.99% and 14.4%, respectively. As for the samples from experimentally infected
animals using the cut point 1 and 2 added with 2 SD the sensitivity was at 55.9% and
92.5%; and adding 3 SD the values found were 31.2% and 86%, respectively; the
specificity of the test in all situations tested was at 100%. The combination of these
results should be considered for diagnosis of bovine cysticercosis through the ELISA
test, suggesting its use in combination with the anatomic-pathological test routinely

performed in slaughterhouses.

XV



INTRODUCAO GERAL

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo. A producéo e a
qualidade da carne bovina merecem destaque principalmente no quesito exportacéo. De
acordo com a Organizacdo das Nacfes Unidas para Agricultura e Alimentacdo - FAO
(2009), a producdo da carne bovina no Brasil tem aumentado consideravelmente,
abrindo assim maiores perspectivas para comércio da carne bovina, sendo que, de cada
3 kg de carne bovina comercializada no mundo, 1 kg é proveniente de gado brasileiro
(Verissimo, 2007).

Atualmente, a cisticercose € um dos grandes problemas para a satde publica e
também para pecuaristas, pois € a doenca mais frequentemente diagnosticada em
matadouros-frigorificos, acarretando tanto prejuizos sanitarios quanto econdmicos.

Estimativas dos prejuizos acarretados pela cisticercose bovina chegam a valores
proximos a 410.000 USD anuais com carcagas condenadas (Khaniki et al., 2010).
Levando em consideracdo dados fornecidos pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2010), em relacdo ao numero de bovinos abatidos no ano de 2010
(29,6 milhdes de cabecas), e em 2011 (28,8 milhGes de cabecas), esses prejuizos tomam
enormes proporcles (IBGE, 2011), podendo chegar numa depreciacdo de até 50% no
valor da arroba (Beef World, 2010). Santos et al. (2008) verificaram 31,53% (de um
total R$ 214.747,70) de prejuizos gerados dentro do frigorifico pela condenacéo de
carcagas com cisticercose.

A cisticercose é uma doenca de carater zoondtico e distribuicdo mundial. No
Brasil, a doenga é considerada enzooGtica, podendo muitas vezes ter um carater
epizodtico, sendo seus dados publicados subestimados (Santos, 1993). De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saiude Animal (OIE) a cisticercose representa uma doenca de
notificagdo obrigatdria. No Brasil, o Ministério da Saude, por meio da portaria 1100 de
24/05/96, recomenda a implantacdo da notificacdo compulséria do complexo teniase-
cisticercose (TC) (Brasil, 1996), entretanto apenas os estados de Santa Catarina, Parana,
Minas Gerais e Mato Grosso do Sul e o municipio de Ribeirdo Preto (SP) implantaram
programas de combate e controle da cisticercose (Agapejev, 2003).

Os fatores de risco associados a transmissdo do complexo teniase-cisticercose
estdo intimamente ligados a habitos higiénico-sanitarios, socioeconémicos e culturais.
Como a cisticercose ndo apresenta nenhuma sintomatologia clinica nos animais, passa

despercebida durante a criagdo e somente é detectada no momento do abate, trazendo



prejuizos econdmicos. Outro fator determinante para manutencdo do complexo TC é o
abate clandestino, onde as carnes ndo passam por nenhum tipo de inspec¢éo higiénico-
sanitario.

Usualmente, o controle da cisticercose é feito por meio do diagnostico anatomo-
patoldgico realizado durante a inspecdo post-mortem nos matadouros. Consiste
basicamente na observacdo macroscopica em cortes padronizados na carcaga em sitios
considerados de predilecdo na implantacdo dos cisticercos. De acordo com as normas
técnicas do Servico de Inspecdo Federal (SIF) deve-se realizar obrigatoriamente a
inspecdo sanitaria dos muasculos mastigatorios (masséter e pterigdide), lingua, coracao,
diafragma e seus pilares, e musculatura esquelética em geral, especialmente o0s
musculos do pescoco e peito (Brasil, 1971).

De acordo com o artigo 176 do Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria
dos Produtos de Origem Animal — RIISPOA (Brasil, 1951), deve-se fazer condenacgéo
total da carcacga quando estiver parasitada por cisticercos de forma difusa, podendo fazer
rejeicdo parcial quando se verifique infestacdo discreta ou moderada, ap6s cuidadoso
exame sobre os musculos inspecionados rotineiramente. Nestes casos, devem ser
removidas e condenadas todas as partes com cistos, inclusive os tecidos circunvizinhos,
as carcacas sdo recolhidas as camaras frigorificas ou desossadas e a carne tratada por
salmoura, pelo prazo minimo de 21 (vinte e um) dias em condi¢Bes que permitam, a
qualquer momento, sua identificacdo. Esse periodo pode ser reduzido para 10 (dez) dias,
desde que a temperatura nas camaras frigorificas seja mantida sem oscilacdo e no
maximo a 1°C.

As carcagas monocisticercésicas e aquelas parasitadas em sitios néo
convencionais podem passar despercebidas durante a inspecdo de rotina, dificultando o
seu correto destino. Contudo, Souza et al. (2007) relatam que, apesar das limitacOes, a
inspecdo ainda continua sendo um metodo importante e especifico de identificacdo da
infeccdo no animal. Essas observacdes também podem ser reforgadas por um modelo
probabilistico desenvolvido por Kyvsgaard et al. (1991) mostrando que mais de 85%
dos animais infectados podem passar despercebidos durante a inspecdo de rotina.

Tendo em vista a importancia do diagnostico da cisticercose bovina, torna-se
necessario o aperfeicoamento de um teste complementar como o ELISA, que podera ser
utilizado concomitantemente ao exame anatomo-patologico, visando maior seguranca
na liberagdo das carcacas nos matadouros-frigorificos, evitando assim a disseminagéo

do complexo teniase-cisticercose.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Complexo teniase-cisticercose: historico e caracterizacao

A cisticercose ja era conhecida antes da Era Cristd. Os cestodeos Taenia
saginata (bovinos) e Taenia solium (suinos) sdo os responsaveis pela teniase humana,
doenca que pode causar vémitos, colicas, sinais neuroldgicos no caso da infec¢éo por T.
solium e outros sintomas, de acordo com a localizacao dos cistos (Hidalgo, 2008).

Georg Ebers, em 1872, no Egito descobriu um papiro de 1500 a.C. com
referéncias aos cestdides. Na literatura chinesa e indiana foram encontradas citacdes
sobre 0s mesmos parasitas. Também Aristételes (384-322 a.C.) e Hipocrates (460-377
a.C.) tinham conhecimento sobre as ténias dos homens e algumas larvas como
Cysticercus bovis (Ungar & Germano, 1991b).

Em pesquisas realizadas por Foster, em 1965, constata-se que a populagéo que
vivia as margens do Mar Mediterrdneo eram parasitadas por Taenia solium e Taenia
saginata, sendo que a incidéncia maior era da segunda. Goeze, em 1782, foi o primeiro
a distinguir as duas espécies de ténia humana. Du Jardim, em 1845, afirmou que 0s
cistos eram formas de ténias jovens, resultantes de uma migracdo erratica, por esta se
encontrar em habitat que ndo fosse o intestino (Ungar & Germano, 1991b).

Com o passar dos anos, e com 0 aumento da densidade demografica e
urbanizacdo, as parasitoses intestinais assolavam o homem incentivou a execugdo de
diversas atividades dentre elas a inspecdo de carnes. Entre 1860 e 1865 a pesquisa de
cisticercos iniciou-se nos abatedouros, sendo que imediatamente em 1861, Rudolf
Leuckar, professor de zoologia e de anatomia comparada, propds a origem sobre
cisticercos do boi, onde a forma adulta chamou de Taenia mediocanellata, denominada
posteriormente de Taenia saginata (Theves, 2002). Finalmente, Leuckart, em 1861,
comprovou o ciclo da Taenia saginata atraves de experimentos com bezerros obtendo a
forma larvar. Oliver, em 1869, reverteu o procedimento de Leuckart infectando homens
com cisticercos de bovinos, obtendo a forma adulta do parasito (Ungar & Germano,
1991b).

A Taenia saginata € um parasita pertencente a familia Taeniidae, classe
Cestoidea e a ordem Cyclophyllidea. Em sua forma larvar, o Cysticercus bovis (sem
valor taxonémico) causa a cisticercose no bovino, tendo como Unico hospedeiro

definitivo o homem. J& quando esta na forma adulta, fica albergada no intestino delgado



dos seres humanos, causando a teniase. Acha & Szyfres (1986) relatam que a
cisticercose humana por ingestdo de ovos de Taenia saginata ndo ocorre ou entdo é
extremamente rara.

De acordo com Geysen et al. (2007), a transmissao da doenca para 0s animais
ocorre a partir da ingestdo de ovos da ténia decorrentes da contaminagédo de pastagens
ou &gua por fezes humanas de individuos infectados.

A teniase humana é um problema de salde publica prevalente tanto em areas
urbanas quanto rurais, quando as condi¢des higiénico-sanitarias Sdo precarias,
favorecem a transmissdo do complexo teniase-cisticercose. A transmissdo ocorre
quando o homem ingere carne parasitada por cisticercos, que ndo passaram por devida
inspecdo sanitéria e/ou inadequado tratamento para inviabilizacdo do cisticerco como o
congelamento ou salga.

A Taenia saginata é um parasito de corpo acinzentado e achatado, podendo
medir normalmente até 5m, existindo casos reportados na literatura de 25m (CDC,
2011). Possui cabeca (escolex) que serve para fixacdo, seguidas de pescoco (colo) e
estrébilo que é formado por proglétides. A fixacdo da ténia no intestino delgado do
humano ¢é feita pelo escolex, a partir de quatro ventosas, exercendo o efeito de succdo
na mucosa (Figura 1). O colo une o escolex ao estrébilo, sendo delgado e longo (Rey,
2001).

Figura 1. Escolex de Taenia saginata.
(Fonte: Centers for Disease Control and Prevention- CDC)

De acordo com Rey (2001), na regido posterior da ténia, denominada zona de
crescimento, sdo originados as proglotes jovens. O estrobilo é considerado o corpo da
ténia. Possui 1.200 a 2.000 proglétes que sdo as estruturas responsaveis pela atividade

alimentar e reprodutiva, sendo esses hermafroditas. As ténias possuem utero com



ramificacBes laterais com cerca de 80.000 ovos (Pfuetzenreiter & Avila-Pires, 2000). Os
proglétides grévidos se eliminam com as fezes do hospedeiro definitivo, ou saem
espontaneamente pelo anus, e 0s ovos se liberam por expulsdo ou por desintegracdo dos
proglétides. Os proglétides sdo moveis e migram uns poucos centimetros pelo corpo,
roupa, cama ou solo, eliminando assim os ovos (Pawlowsky, 1972).

A cisticercose bovina é caracterizada pela presenga da forma larvar da Taenia
saginata, inserida na musculatura de bovinos (Figura 2). Quando os ovos de ténia sdo
ingeridos pelos hospedeiros intermediarios (bovinos), os embrides (oncosferas) se
libertam do ovo no intestino delgado pela acdo dos sucos digestivos e bile. As
oncosferas penetram na parede intestinal e, em 24 a 72 horas, difundem-se no

organismo através da circulacdo sanglinea (Gemmel et al., 1983).

_

Figura 2. Presenca da forma larvar da Taenia saginata, no tecido
muscular de bovino (corte comercial: contra-filé).

Ao chegar ao seu destino, os embrides saem dos capilares sanguineos e se
deslocam para o tecido conjuntivo que envolve as fibras musculares (Carlton & Avin,
1998), ficando ali até evoluir para a sua forma vesicular, o cisticerco. Ocorre um
processo de vesiculizacdo da oncosfera, ocorrendo perda de seus aculleos e esta se
diferencia dando origem a um escolex invaginado. Este vai crescendo, ocupando o
espaco e desviando as fibras musculares mecanicamente e bioquimicamente,
provocando a lise do tecido perilarvar, por meio da acdo de enzimas proteoliticas
liberadas pelo parasito. Gera-se uma reacdo inflamatoria subaguda que leva a um
aspecto de um granuloma cistico, caracterizado por uma reacdo epitelidide, com



presenca de células gigantes e eosinofilos, enquanto ao seu redor existe a formacao de
uma capsula de fibras conjuntivas, formando o cisticerco (Pfuetzenreiter & Avila-Pires,
2000). Os cisticercos ttm uma longevidade de semanas a anos, sofrendo um processo de
degeneracdo, estando ao final desse, calcificado e invidvel (Urquhart et al., 1998; Rey
2001).

Os primeiros estadgios macroscopicamente visiveis podem ser detectados nos
masculos por volta de 6 a 12 dias apo6s a infeccdo, e alcancam estrutura vesicular
caracteristica em aproximadamente seis semanas. Porém, so estard maduro a partir de
60 dias apos a infeccdo (Rey, 2001).

O cisticerco é considerado vidvel quando estd na etapa vesicular, isto &, com
uma membrana transparente contendo liquido e a larva invaginada em seu interior,
sendo que ha areas de tegumento do parasito histologicamente intacto, e outras areas
com infiltrado inflamat6rio do hospedeiro. Na primeira etapa, a resposta imune pode
variar de tolerancia até intensa resposta inflamatoria. A proxima etapa € caracterizada
por necrose da larva sendo que a vesicula fica mais espessa, chamada de etapa vesicular
coloidal. O escolex apresenta sinais de degeneracao hialina; no tegumento do parasito
observam-se alteracdes tais como infiltrado inflamatério com linfdcitos, neutréfilos,
monacitos e células gigantes do tipo corpo estranho, além de fibroblastos e fibras
colagenas. A terceira etapa é a granular nodular, caracterizada pela reducdo da vesicula
do parasito, tornando seu contetdo semi-solido. Nessa etapa, 0 escélex é transformado
em um granulo mineralizado e o infiltrado inflamatério € composto por células
mononucleares. Na etapa final ou etapa nodular calcificada, os constituintes do parasito
ndo sdo identificados, constituindo em um nddulo sélido, mineralizado, rodeado
totalmente por tecido conjuntivo denso ndo modelado (Robinson et al., 1997; Sotelo et
al., 2000; Rey, 2001; Junior et al., 2002).

2. Prevaléncia da cisticercose bovina

Para conhecimento da atual da situacdo do Brasil, é necessario delimitar regiGes
com maior prevaléncia da cisticercose, por levantamentos epidemioldgicos realizados
em matadouros, ou estudos realizados em campo.

No Brasil, os dados comecaram a surgir nos anos de 1946 e 1947 na Regido

Central onde foram registradas incidéncias de 1,0% e 1,5% de cisticercose bovina



(Ribeiro, 1948 apud Fiterman, 2005), sendo classificada como disseminada por todo
territorio nacional no ano de 1985 (Ungar & Germano, 1991).

De acordo com os resultados observados por diversos autores, a prevaléncia de
cisticercose bovina em frigorificos no Brasil, varia de 0,7% a 5,3% (Schen et al., 2002;
Torres et al., 2002). Contudo os dados da inspecdo de rotina podem nédo estimar a real
prevaléncia da doenga (Minozzo et al., 2002).

Reis et al. (1996) estudaram seis estados do Brasil (Minas Gerais, Goias, Mato
Grosso, Para, Tocantins e Sdo Paulo), no periodo de 1979 a 1993, e constataram uma
variacdo de frequéncia de 0,35% a 4,07%, pela analise de dados de 336.723 bovinos,
com uma prevaléncia de 1,87% de casos de cisticercose.

J& Fernandes & Buzzeti (2001), ao analisarem 1.976.824 bovinos no periodo de
janeiro de 1990 a junho de 2000, em estabelecimento com SIF em Aracatuba (SP)
encontraram uma prevaléncia de 4,18%; nesse caso 0S animais eram procedentes de
varios estados brasileiros, tais como: Séo Paulo, Parana, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, Goiés, Ronddnia, Tocantins e Santa Catarina.

2.1. Prevaléncia da cisticercose nas regides do Brasil

2.1.1. Regido Sul

Em um estudo retrospectivo no Estado do Parana, Zampini (1994) encontrou a
prevaléncia de 2,79% de cisticercose bovina analisando dados do periodo de 1982 a
1988. J& no ano de 2000, através de um levantamento epidemioldgico realizado em
frigorifico sob inspecdo federal Souza et al. (2007) encontraram um indice de 3,82% no
Estado do Parand, ao inspecionar 26.633 bovinos. Falavigna-Guilherme et al. (2006)
realizaram um estudo observacional em matadouro de bovinos e suinos sob SIF,
localizado em Sabaudia (PR) no ano de 2004 e encontraram 9,3% dos animais
parasitados.

Alves (2000) observou, a partir dos relatorios do Servico de Inspecdo Municipal
entre 0s anos de 1998 e 1999, que a prevaléncia total da cisticercose bovina no
municipio de Camborit (SC) foi de 14,76%, diferindo da frequéncia encontrada no

Estado que em média é de 1,16%, talvez devido a persisténcia em abate clandestinos.



2.1.2. Regido Sudeste

Santos (1993) estudou a prevaléncia dessa zoonose durante cinco anos (1988 a
1992) a partir de 520.973 animais oriundos do Brasil Central pecuario e inspecionados
com procedimentos padronizados. As taxas de prevaléncia encontradas foram de 4,19%,
4,68%, 4,97%, 3,54% e 3,24%, para os anos de 1988, 1989, 1990, 1991 e 1992,
respectivamente. Segundo o autor, a situacdo do complexo teniase-cisticercose parece
ser pouco conhecida no Brasil, em virtude, possivelmente, da escassa ou falha na
divulgacdo dos dados obtidos, tanto pelos servicos de inspecdo quanto pelos
laboratérios de saude coletiva, contribuindo, também a auséncia de um programa de
controle, os autores admitiram ainda, que a ocorréncia da cisticercose no pais € superior
aos dados publicados.

Reis et al. (1996) analisaram a ocorréncia de cisticercose bovina entre os anos de
1979 a 1993, a partir de dados obtidos do servico de inspecdo federal (SIF) em
Uberlandia (MG) e dos 336.723 animais abatidos e inspecionados, 6.314 ou 1,87%
estavam com cisticercose. Porém Morais et al. (2009) analisaram dados de bovinos
abatidos entre os anos de 2003 a 2007 em um matadouro-frigorifico sob Servico de
Inspecdo Municipal localizado em Uberlandia (MG) e constataram que dos 222.743
bovinos abatidos nesse periodo 2.981 eram portadores de cisticercose, estabelecendo
uma prevaléncia de 1,34%.

Fukuda (2003) em um estudo epidemioldgico retrospectivo abrangendo o
periodo entre os anos de 1980-2001, constatou que a média de ocorréncia da
cisticercose bovina em abatedouros sob inspecéo federal no estado de Sao Paulo foi de
4,28%. O estudo envolveu 33.840.531 bovinos. Em contrapartida Manhoso & Prata
(2004) registraram uma prevaléncia média de 7% para 0 mesmo estado no periodo de
janeiro de 1999 a julho de 2001.

No estado do Rio de Janeiro, Pereira et al. (2006) ao realizarem um
levantamento a partir de 494.620 animais abatidos no periodo de 1997 a 2003 a
prevaléncia de 1,95%.

Fonseca et al. (2001) desenvolveram um estudo no matadouro frigorifico do
municipio de Trés Rios (RJ) com o intuito de calcular a prevaléncia da cisticercose em
bovinos abatidos no referido matadouro. Foram inspecionados 3840 bovinos,
encontrando 14 animais infectados, estabelecendo uma prevaléncia de 0,36%. Dos 14
bovinos infectados, trés eram do Municipio de Barra Mansa, quatro de Valenca, um de



Rio Bonito, dois de Petropolis, trés de Trés Rios e um do Municipio de Xiador (Minas
Gerais).

No Estado do Espirito Santo, Galvao (2008) estabeleceu a prevaléncia de
cisticercose em 2,18%, analisando dados de ocorréncia da cisticercose em 12

abatedouros sob inspecéo estadual no ano de 2007.

2.1.3. Regido Centro Oeste

Ao analisar o periodo de 1974 a 1979, no Estado do Mato Grosso do Sul, foi
encontrado uma prevaléncia de 1% (Schenk, 2000). Tornando-se constante quando
comparado ao periodo de 1986 a 1993, onde Carmo (1997) constatou prevaléncia média
de 1,04% de casos de cisticercose.

Em Mato Grosso, durante o periodo de 1996 a 2000, 0,69% dos bovinos
abatidos em frigorificos com Inspecdo Federal apresentaram lesdes compativeis com
cisticercose (Schein et al., 2004).

2.1.4. Regibes Nordeste e Norte

Os estudos epidemioldgicos encontrados para as regides Nordeste e Norte sdo
escassos €, em sua maioria, refletem somente dados provenientes de pesquisas em
matadouros, ndo demonstrando a real prevaléncia da cisticercose nessas regides.

Fiterman (2005) estudou casos de condenagdo por cisticercose em cinco
matadouros frigorificos sob regime de inspecdo federal no periodo de 1999 a 2005.
Foram abatidos 1.330.923 bovinos e a prevaléncia média de casos positivos variou de
0,82% a 1,23 %. J& Arcari (2008) investigou 0s casos de cisticercose bovina em
matadouro-frigorifico com inspegéo federal no municipio de Teixeira de Freitas (BA).
No estudo, foram inspecionadas 92.944 carcacas durante o ano de 2007, apresentando
0,91% de carcacas parasitadas por cisticercose.

Santos et al. (2008) determinaram a prevaléncia de cisticercose analisando
142.579 bovinos abatidos em estabelecimento com SIF no municipio de Jequié (BA). O
periodo analisado foi de agosto de 2004 a julho de 2006 e foi possivel constatar uma

prevaléncia de 1,74%.



Freitas & Palermo (1996) por meio de estudo retrospectivo no Estado do Parg,
encontraram prevaléncia de 0,0097% para a cisticercose bovina e 0,03657% para
teniase humana provocada por Taenia saginata.

Oliveira et al. (2011) fizeram um levantamento da prevaléncia de cisticercose
bovina no Estado de Alagoas no periodo de 2000 a 2005, a partir dos bovinos abatidos
em matadouros-frigorificos sob Inspecdo Federal determinando-se a prevaléncia de
0,32% a 0,65% no Estado.

3. Caracterizacdo morfologica da Taenia saginata: formas adulta e larvar

A formagcdo do cisticerco gera uma reacao inflamatoria subaguda na musculatura
do bovino, que leva a um aspecto de um granuloma cistico, caracterizado por uma
reacao epitelidide, com presenca de células gigantes e eosindfilos, enquanto em seu
redor existe a formacgdo de uma cépsula de fibras conjuntivas. Ocorre também producgéo
de anticorpos por parte do hospedeiro, que s6 se consegue detectar sua presenca na fase
inicial da infecgdo, ou seja, antes que a capsula fibrosa isole o parasito (Carlton & Avin,
1998).

De acordo com Urquhart et al. (1998), o cisticerco comeca a ser
macroscopicamente visivel cerca de duas semanas ap6s a ingestdo do ovo pelo animal,
como um ponto palido semitransparente de aproximadamente 1mm de didmetro; mas s
sera infectante para o homem cerca de 10 a 12 semanas de evolucdo (Flisser et al.,
2005) guando ja tera atingido o seu tamanho méaximo de 1cm.

Quando o desenvolvimento dos cisticercos completa 14 dias, 0S mesmos
apresentam-se esférico e transparente medindo 0,4 a 0,6 mm de diametro, apresentando
um amplo nucleo, com nucléolos visiveis no citoplasma. As células contem dois ou trés
nucleolos. Aos 21 dias mostra-se oval, medindo 1mm de didmetro e marcacéo do futuro
lugar do escolex. Aos 23 dias a vesicula oval mede 1mm e apresenta as células do
futuro escdlex que se encontram acumuladas em volta do tegumento invaginado. Aos 28
dias mede 2,2 x 1,9 mm, apresentando o escolex invaginado piriforme medindo 0,6 mm
e mostrando existéncia de corpos calcareos. Com 34 dias mede 2,5 - 3,0 X 3,0 - 4,0
mm e tem o0 escélex longo, apresentando ganchos visiveis no tegumento do cone
rostelar. Aos 42 dias, a vesicula mede 4,0 X 3,0 mm e possui corpos calcareos mais
numerosos. Aos 55 dias, mede 5,0 X 3,0 mm e o0 escdlex totalmente invaginado sendo
gue os ganchos ndo sdo observados nesse estadio. Os cisticercos podem ser de varios
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tamanhos e apresentar varias diferenciacGes do estagio morfoldgico ao mesmo tempo
depois da infeccdo e no mesmo hospedeiro (Schramlova & Blazek, 1983).

Siddiqui (1963), ao estudar as estruturas do Cysticercus bovis, constatou que a
espessura da cuticula do cisticerco parece ser independente do tamanho da vesicula. Sua
espessura variou de 4mm a 7mm. Esta variacdo no tamanho reflete diferencas no estadio
de desenvolvimento alcancado, uma vez que 0s cistos maiores estavam completamente
desenvolvidos. Existem trés camadas distintas que sdo facilmente distinguiveis na
cuticula dos cortes corados com tricomio de Mallory, em relacéo as cores da camada
externa e basal. A camada externa é muito fina e esta solta ou ausente ao longo da
cabeca nos cistos maiores. A camada média é homogénea na aparéncia e constitui a
parte espessa da cuticula; é esta camada que varia consideravelmente de espessura e
assim produz as diferencas descritas na espessura da cuticula total. Abaixo dessa
camada ha uma camada basal de fibras finas.

Barriga (1985), numa revisdo bibliografica a respeito dos eosindfilos em
infecgBes parasitarias, afirmou que eosinofilia local e periférica é uma caracteristica
comum em muitas infecgbes helminticas que apresentam superficies parasitarias
grandes, ndo fagocitaveis pelo sistema imune. No estadio inicial da infeccdo é causada
uma inflamacdo inespecifica, rica em macréfagos, linfocitos e neutréfilos que
antecedem o estddio de uma resposta imunoldgica. Os mastocitos produzem
quimiotaxia para os eosinofilos e concentram anticorpos e fatores de complemento ao
redor do parasito.

Yan et al. (2007) ao infectarem suinos com ovos de Taenia saginata (asiatica)
encontraram cisticercos somente no figado dos animais. Foram feitas observagdes sobre
as alteracdes histopatol6gicas no tecido hepatico em microscépio de luz. Nos figados do
grupo controle, os I6bulos hepéticos apresentaram estruturas intactas, houve uma ligeira
formagéo de tecido conjuntivo fibroso entre os l6bulos e os hepatocitos se mostraram na
forma poligonal sem degeneracdo. No quarto dia pds-infeccao, os cisticercos ndo foram
detectados em cortes histoldgicos, mas alguns hepatdcitos mostraram leve degeneracéo,
muitos eosindfilos e neutrdfilos estavam infiltrados no tecido hepéatico e em vasos
sanguineos, houve leve hiperplasia das células de Kupffer também foi observada.
Posteriormente, observou-se hiperplasia dos tecidos conjuntivos fibrosos nos tecidos,
progressdo na degeneracdo hidropica de hepatdcitos, apresentando vacuolizacdo,
estruturas celulares danificadas, e desapareceram em alguns l6bulos hepaticos; além

disso, a necrose em hepatédcitos foi observada, pequenos vasos sanguineos
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encontravam-se  dilatados, sinusOides hepaticos congestionados. O infiltrado
inflamatorio era evidente com muitos neutrofilos e eosindfilos, sendo que, a maioria das
larvas estavam degeneradas ou mortas sendo circundadas por células inflamatérias. Do
40 ao 60 dia, mostrou-se a clara presenca de cisticercos e protoescolices com ventosas.
Entre os dias 70 e 80 a maioria dos cisticercos estavam completamente degenerados ou
calcificados, e granulomas foram observados; a fibrose ficou evidente em torno das
zonas de reacdo inflamatoria.

Costa (2008) analisou 253 amostras de cisticercos classificados como mortos ao
exame macroscopico, e através do exame microscopico observou granulomas que
comumente sdo representados por centro necrético e/ou mineralizado envolto por
histiocitos dispostos em palicada, células gigantes multinucleadas, infiltrado misto
predominantemente de mononucleares, e fibrose. A periferia das lesbes tinha
caracteristicas de tecido de granulacdo e mineralizacdo em forma de laminas lineares.
Os restos parasitarios foram identificados como um material hialino acelular, contendo
elementos ovais e circulares, basofilicos, acidofilos e incolores, denominados
corpusculos calcarios. Em algumas lesdes foram observados raros corpusculos, soltos
em meio a reacao inflamatoria. Nédulos fibrosos, ricos em infiltrado linféide ou crénico

ativos, foram frequentemente visualizados.

4. Mecanismo de protecao do hospedeiro contra o cisticerco

O cisticerco é revestido por uma parede, que é uma estrutura membranosa
composta de trés camadas. Além disso, algumas das proteinas dos cisticercos tém
propriedades antigénicas e estimulam a producdo de antigenos especificos. No entanto,
estes antigenos ndo tém maior efeito na protecdo contra a doenca ja que os cisticercos
desenvolvem uma série de mecanismos evasores que lhe permitem sobreviver ao ataque
imunologico do hospedeiro (Pawlowsky, 1972).

Smith et al. (1991) demonstraram que o nivel de anticorpos anti-Taenia saginata
detectado pelo teste ELISA esteve diretamente relacionado a dose de desafio com ovos
infectantes e ao numero de cisticercos estabelecidos em animais infectados
experimentalmente. Apesar da relacdo direta entre dose infectante e absorbéncia
descritas, observou-se um aumento definido no nivel de IgG detectavel entre 40 e 60
dias apds a infec¢do na maioria dos grupos testados. Contudo Gallie & Sewell (1974),

em infeccdo experimental em bezerros neonatos com dose Unica e dose seriada,

12



verificaram que a resisténcia a reinfeccdo em bovinos ndo esta necessariamente
relacionada com uma forte reacdo sorolégica por anticorpos, relatando ainda que a
infeccdo precoce ndo interferiu com a habilidade de desenvolver resisténcia a
reinfeccdo. No entanto, segundo os autores, essa falha no desenvolvimento poderia
dificultar o diagnostico sorolégico de bezerros no campo.

Bogh et al. (1996) infectaram experimentalmente bovinos com 30.000 ovos de
Taenia saginata e utilizaram no teste ELISA, anticorpo conjugado de imunoglobulina G
de subclasse 1 (IgG,). Foi possivel detectar os niveis de anticorpos circulantes somente
apos seis semanas, e com dez semanas notou-se um decréscimo.

Segundo White (2000), o parasito secreta um inibidor de serina protease
chamado de taeniaestatina que inibe a ativagdo do complemento, de linfocitos e a
producdo de citocinas. A superficie do parasito € recoberta por uma camada de
polissacarideo, que afasta a ativacdo do complemento da parede do cisto. A
paramiosina presente no parasito também inibe a via classica de ativagcdo do
complemento. O parasito produz também prostaglandinas e proteinas de baixo peso
molecular que diminuem a inflamacdo e alteram a producédo de citocinas nos linfocitos
Th, auxiliares. O cisticerco secreta proteases que podem degradar interleucinas e
imunoglobulinas. Os cisticercos viaveis estimulam a producédo de imunoglobulinas, que
paradoxalmente aumentam o tamanho do cisto e degradam aminodcidos.

Minozzo et al. (2004) inocularam experimentalmente 2x10* ovos de Taenia
saginata em bovinos e verificaram que os animais infectados apresentaram um aumento
nos titulos de anticorpos a partir de 36 dias da infec¢do, com o pico de anticorpos nos
animais positivos ocorrendo entre 30 e 60 dias p6s-infec¢ao.

5. Tecidos de implantacgéo dos cisticercos e viabilidade

Fukuda et al. (2003) relatam que o cisticerco tem predilecdo pelos musculos
mastigatorios e pelo mdsculo cardiaco do bovino; entretanto, cisticercos podem ser
encontrados em outros locais, 0s quais ndo séo de elei¢do de implantagdo. Atribuido-se
o0 tropismo dos cisticercos por estes 6rgaos em decorréncia do maior aporte sangliineo
(Almeida et al., 2002).

Os cisticercos degenerados de maneira geral ocorrem com maior freqliéncia que
cisticercos vivos como foi relatado por diversos autores entre eles Santos et al. (2001)
que encontraram 83,5% de cisticercos degenerados; Almeida et al. (2002) encontraram
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64,12%; Costa (2003) encontrou 88,46% e Almeida et al. (2006) 93,92%. Contudo,
estes achados estdo em desacordo com os de Minozzo et al. (2002), que relataram uma
maior ocorréncia de cisticercos vidveis apés a inspecdo muscular (81,2%), tratando-se,
entretanto, de um trabalho experimental cuja contagem foi feita 90 dias apds a
inoculacéo.

Moreira et al. (2002) observaram as localiza¢Ges preferenciais de implantacéo
dos cisticercos de acordo com a viabilidade. Em relagdo aos cistos vivos, a maioria foi
encontrada nos musculos da cabeca (61,5%), seguidos de coracdo (27,2%), carcaca
(6,4%), lingua (2,2%), diafragma (2,2%) e figado (0,5%). Ja a ocorréncia de cisticercos
degenerados registrou coracdo (63,7%), cabeca (32,4%), diafragma (1,9%), carcaca
(1,0%), lingua (0,6%) e figado (0,2%). Na cisticercose viva, a cabeca foi o tecido mais
afetado em mais de 50% dos casos, seguida do coragéo.

Almeida et al. (2006) analisaram as carcacas de 2.778 bovinos em matadouro
sob inspecdo federal localizado no municipio Teixeira de Freitas (BA); foram
encontrados 115 casos de cisticercose, e destes 69% se alojaram no figado, seguidos
pelo coracdo (16%) e masseteres (13%), diferindo dos resultados de Santos et al. (2008)
que, ao analisarem dados provenientes de 142.570 bovinos abatidos em matadouro com
SIF localizado no municipio de Jequié (BA), constataram que 1,11% dos cisticercos
estavam presentes nos musculos da cabeca, 1,7% no coracdo e 1,1% na lingua e 1,74%
na carcaga.

Souza et al. (2007) realizaram um estudo no Estado do Parana, a partir da analise
de 26.633 bovinos abatidos sob Inspecdo Federal no periodo de julho a dezembro de
2000; sendo possivel verificar que em 4,1% das carcacgas detectadas como infectadas,
57,77% apresentavam cisticercos nos musculos da cabeca e 39,65% no coracdo. A
prevaléncia dos cisticercos conforme sua classificacdo foi de 66,97% inviaveis e
33,02% viaveis nos sitios de inspecéo de rotina. Dos cistos viaveis, 81% deles estavam
alojados nos musculos da cabeca, e 17% nos do coragdo. Ja os cisticercos inviaveis,
52,11% encontravam-se no musculo cardiaco e 47,88% nos musculos da cabeca. Do
total das carcagas parasitadas com C. bovis, 94% delas eram monocisticercdsicas, e 6%
pluricisticercosicas aos exames de inspecdo post-mortem de rotina.

Lopes et al. (2011) analisaram carcacas de 25 bovinos experimentalmente
infectados e abatidos apds 90 dias; Houve a inspecdo de 26 regifes anatdmicas,
padronizada por cortes de 5mm. Foram recuperados 9.258 cisticercos no total. Desses,
12,55% encontravam-se na paleta, seguidos do coracdo (11%), figado (9,48%) e
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masseter (8,51%). Em contrapartida foi verificado um baixo grau de parasitismo no
baco, cérebro, musculos da cauda, rins, esdfago e diafragma, representando 3,9% do
namero total de cisticercos, os demais cisticercos foram distribuidos em outras regides

anatdbmicas.

6. Diagndstico, controle e medidas profilaticas

A cisticercose bovina é a doenca de maior ocorréncia em matadouros-
frigorificos sob Inspecdo Federal. Além de sua importancia em Saude Publica, torna-se,
a cada dia, motivo de maior preocupacdo para frigorificos e produtores, pois 0s
prejuizos que acarreta apresentam tendéncias de elevacao (Fukuda et al., 2003).

O diagnostico tradicionalmente é realizado durante a inspecdo post-mortem que
ocorre durante o abate nos matadouros e consiste basicamente na avaliacdo visual
macroscopica de cisticercos nos tecidos e 6rgdos da carcaca, conforme normas técnicas
do Servico de Inspecdo Federal (SIF) do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) (Brasil, 1971).

De acordo com o artigo 176 do RIISPOA deve-se obrigatoriamente inspecionar
a musculatura do coragdo, musculos da mastigacdo, lingua, diafragma e seus pilares,
bem como mdusculos facilmente acessiveis, quando for encontrada infestacdo leve ou
moderada. O destino adequado serd dado a carcaca ap0s minuciosa pesquisa por
cisticercos de acordo com grau de parasitismo encontrado, sendo que carcagas que
apresentem somente um cisticerco calcificado nos locais de inspecéo rotineiros séo
liberadas, ndo necessitando passar por nenhum tratamento térmico.

Por razGes de natureza estética e comercial, o inspetor normalmente nao retalha
todos os 6rgaos, visceras e carcagas submetidas a inspecéo de rotina ou posteriormente a
ela, o que pode permitir subestimacdo da real prevaléncia da doenca (Fernandes, 2002).

A sensibilidade da inspecéo varia de acordo com o nimero de cistos encontrados
nos muasculos examinados, bem como a fase de cistos. A medida também é muito
subjetiva e pode variar dependendo do operador. Em alguns casos a sensibilidade pode
ser tdo baixa quanto 10-20% (Abuseir et al., 2006; Geysen et al., 2007), Sendo
importante ressaltar que, quanto mais leve o grau de infecgdo, maior é a possibilidade de
ndo detectar cisticercos através dos procedimentos rotineiros da inspecdo (Santos,
1993), tornando-se necessario aumentar a &rea e 0 nimero de locais inspecionados,

baseando-se na procedéncia do animal (Wanzala et al., 2003).
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Na tentativa de aumentar a sensibilidade do exame post-mortem, Fukuda et al.
(1998) fizeram estudo comparativo do método de andlise do diafragma, sendo possivel
constatar que quando retirado o diafragma da carcaca, a andlise era mais criteriosa
aumentando em 15,48% a deteccdo de cisticercos. Ja Eichenberger et al. (2010)
propuseram realizar cortes adicionais na musculatura cardiaca para detectar maior
quantidade de cisticercos, analisando coragédo de 1.088 bovinos oriundos de fazendas da
Suica. Do total de animais abatidos e inspecionados de acordo com os padrdes da Unido
Européia, foi encontrado 1,8% de parasitismo; j4 ao realizar os cortes adicionais
proposto pelos autores foi possivel constatar a prevaléncia de 4,5%.

Segundo Geerts et al. (1981), para o diagnostico da cisticercose é necessaria uma
técnica de elevada sensibilidade, devido ao alto grau de adaptacdo da larva de Taenia
saginata ao hospedeiro, que resulta em uma baixa producéo de anticorpos.

Nesse ambito, Dorny et al. (2000) realizaram um estudo na Bélgica o que tornou
possivel observar que do total de 1164 amostras soroldgicas coletadas, 36 amostras
(3,09%) eram positivas para cisticercose, enquanto que na inspec¢ao foram detectadas
somente trés carcacas (0,26%), demonstrando que a técnica de inspe¢do detecta menor
quantidade de carcacas infectadas com cisticercos. Corroborando Rodriguez-Hidalgo et
al. (2003) que encontraram sensibilidade de 0,37% para a inspecéo visual e 4,03% para
0 ELISA.

Monteiro (2004) ainda ressalta que o teste ELISA poderd atuar como exame
complementar ao post-mortem e também contribuir para a precisdo dos dados oficiais
em estabelecimentos inspecionados, servindo de instrumento para a colheita de dados
sanitarios da situacdo atual do abate, onde ndo existe estrutura para inspecao ou quando
existe, é pouco explorada.

A associacdo de testes diagnosticos com alta sensibilidade e especificidade
poderdo melhorar a eficiéncia do diagnostico convencional, alcangando o0s animais
ainda vivos (Minozzo et al., 2004; Girotto et al., 2009; Ogunremi & Benjamin, 2010).

As medidas de prevencdo e controle do complexo teniase-cisticercose bovina
devem abranger desde o diagnéstico post-mortem realizado junto aos estabelecimentos
frigorificos até o destino adequado das carcacas e visceras comprometidas, evitando
assim a transmisséo da doenca. Entretanto, sabe-se que a inspecéo da carne bovina nao é
suficiente para eliminacdo da Taenia saginata. Esta técnica, apesar da grande
contribuicdo epidemioldgica, apresenta limiar de detecc¢do limitado quando os animais
sdo levemente infectados (Kyvsgaard et al., 1990; Abuseir et al., 2006).
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O Ministério da Saude (2006) preconiza que seja realizado um bloqueio de foco
onde serdo identificados individuos eliminando proglotides, animais com cisticercose e
familiares envolvidos, dessa forma executando o tratamento dos envolvidos. E
imperiosa a fiscalizacdo de produtos de origem vegetal, impedindo que 0s mesmos
sejam irrigados com agua de esgoto ou outras fontes contaminadas.

Deve-se investir na educacdo sanitaria do homem, para que este tenha
conhecimento do ciclo bioldgico e assim evite defecar em locais inapropriados, além de
adquirir habitos higiénicos adequados como lavar frutas, verduras, evitar ingerir carne
bovina crua ou mal cozida (cisticerco morre a temperatura de 50°C no interior da carne)
(Fortes, 1997; Urquhart et al., 1998; Rey, 2001).

Os prejuizos advindos da ocorréncia da cisticercose sdo diagnosticados somente
na fase final da cadeia produtiva, no momento do abate do animal e sendo assim sao
irreversiveis.

Abdussalam (1974) relata que as perdas econ6micas em paises em
desenvolvimento correspondem a U$ 20,00 a U$ 25,00 por carcaca de animal afetado.
Quando o custo da saude publica é também incluido, fica ainda mais evidente o
significante problema mundial (Murrel, 1991).

Fan (1997) estimou as perdas econOmicas associadas ao aparecimento de
cisticercose na cadeia produtiva de alimentos, e calculou um prejuizo da ordem de 420
milhdes de dolares anuais na América do Sul.

Cabaret et al. (2002) apontam trés pontos importantes para prejuizos na cadeia
produtiva da carne com a existéncia da cisticercose: a necessidade de estrutura no
estabelecimento de inspecdo para congelamento de carcacas, transporte com instalagéo
para congelados e perda em peso devido ao congelamento (estimado em 2 a 5%).

Fukuda (2003) estimou que, para cada animal infectado, o frigorifico despende a
cifra de US$ 23,27, valor este equivalente a 7,7% do total pago ao produtor para uma
carcaca sadia. Em seu estudo, o valor total gasto para cobrir os custos com o
saneamento de carnes de animais com cisticercose, através do emprego do frio
(congelamento), ficou estimado em US$ 203.023,54. Santos et al. (2008) verificaram
31,53% (de um total R$ 214.747,70) de prejuizos gerados pela condenacdo de carcacas
com cisticercose.

Devido aos prejuizos acarretados para a saude publica e pecuaria, torna-se
necessario implantar medidas de controle mais eficazes, como exemplo conhecimento o

prévio da sanidade do rebanho por meio de teste soroldgico de triagem (ELISA). O teste
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ELISA também pode ser utilizado para determinar areas com casos de cisticercose
através de levantamentos epidemioldgicos, visto que, animais oriundos de areas
endémicas sofreriam uma inspe¢cdo mais minuciosa, e assim evitaria a liberagéo

equivocada de carcaca parasitada por cisticercos.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo determinar as caracteristicas morfoldgicas das

lesGes causadas pela forma larvar da Taenia saginata, bem como avaliar paralelamente

a evolugdo da resposta imunoldgica de bovinos infectados naturalmente e

experimentalmente, associando as manifestacdes da sua resposta celular com a resposta

humoral, como subsidio ao diagnostico imunoldgico e anatomo-patoldgico da

cisticercose bovina.

Obijetivos especificos

Verificar a taxa de implantacdo de cisticercos, sua distribuicdo e viabilidade em
tecidos inspecionados rotineiramente com tecidos ndo rotineiros em bovinos

experimentalmente e naturalmente infectados;

Caracterizar microscopicamente o perfil das lesdes promovidas pela larva de
Taenia saginata em bovinos infectados experimentalmente, por meio de

microscopia de luz;

Avaliar os mecanismos de evasdo do parasito e as caracteristicas da resposta
imune em bovinos infectados experimentalmente, sobretudo quanto a producao

de imunoglobulinas da classe IgM, IgG total, 1gG; e 1gG;

Interrelacionar as diferentes estruturas morfoldgicas descritas nos diferentes
estadios de desenvolvimento da cisticercose (cisticercos viaveis - vivos e
invidveis - degenerados e calcificados), em diferentes tecidos de implantacdo

com a resposta imunologica verificada pelo teste ELISA;
Comparar o desempenho dos metodos morfoldgicos (microscopia de luz) e

sorologicos (ELISA) com o andtomo-patologico (inspecdo post-mortem) no

diagnostico da cisticercose bovina.
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CAPITULO 1
Perfil da implantag&o de cisticercos em tecidos de bovinos infectados com ovos de
Taenia saginata
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Resumo

A cisticercose bovina é uma zoonose de distribuicdo mundial, frequentemente
diagnosticada em matadouros sob inspecdo. No Brasil, o controle da cisticercose € feito
por diagnostico anatomo-patolégico realizado durante a inspecdo post-mortem nos
matadouros. Objetivou-se neste estudo verificar a taxa de implantagdo de cisticercos
(%), sua localizacdo nos tecidos inspecionados rotineiramente e o0s ndo, além da
viabilidade dos cisticercos recuperados. Nos grupos 1 e 2 foram analisados os tecidos
inspecionados rotineiramente nas linhas de inspecdo, no grupo 1 outras regides
anatdbmicas também foram analisadas. Com relacdo a localizagdo muscular dos
cisticercos no grupo 1, os sitios inspecionados rotineiramente predominantes de
ocorréncia foram o coragédo (37,7%), musculos mastigatérios (17,1%) e lingua (2,3%).
Em relacdo aos cortes comerciais estudados, foram encontrados os valores de 8,2% de
cisticercos no acém, 6,6% na paleta, 6,2% no contra-filé e 5,8% na alcatra. Os outros
tecidos ndo inspecionados rotineiramente que apresentaram cisticercos foram o
diafragma, figado e o esdfago, com 2,7%, 12,0% e 1,2% dos cisticercos totais. Houve
predominancia de cisticercos inviaveis nos musculos mastigatorios (77,3%), seguidos
de 76,3% na musculatura do coracdo e 71,0% do figado e na lingua (50%). Os
cisticercos viaveis predominaram na alcatra (80,0%), diafragma (71,4%) e esb6fago
(66,7%). Nos sitios de predilecdo dos animais naturalmente infectados, foram
encontrados 61,78% dos cisticercos totais no coragdo, seguido dos musculos
mastigatérios (38,21%) e figado (10,19%). Em relacdo a viabilidade, o figado
apresentou 87,5% de cisticercos inviaveis, seguidos da lingua com 66,7%, coracdo
63,2%, entretanto nos tecidos mastigatorios foi encontrada a maior frequéncia de
cisticercos viaveis (68,3%). O alto percentual encontrado de cisticercos vidveis na
alcatra é fator preocupante, pois este corte pode ser consumido sem o devido tratamento

térmico, aumentando a chance dos individuos contrairem a teniase.

Palavras-chave: Tecidos de implantacdo, inspecéo rotineira, cisticercose bovina.
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Abstract

Bovine cysticercosis is a zoonosis widespread all over the world, frequently diagnosed
in slaughterhouses under inspection. In Brazil, cysticercosis is controlled by anatomical-
pathological diagnosis carried out during post-mortem inspection in the
slaughterhouses. The objective in this study was to check implantation rate of
cysticercus (%), its location in routinely inspected tissues, in addition of the viability of
recovered cysticerci. In groups 1 and 2, the routinely inspected tissues were analyzed in
the inspection lines and other anatomical regions were analyzed in group 1. Regarding
muscular location of cysticercus in Group 1, the sites routinely inspected with
predominance of occurrence were the heart (37.7%), head muscles (17.1%) and the
tongue (2.3%). In relation to the assessed commercial cuts, 8.2% of cysticerci were
found in the sparerib, 6.6% in the shoulder, 6.2% in the tenderloin and 5.8 in the rump.
Other not-routinely inspected tissues that presented cysticerci were the diaphragm, the
liver and the esophagus with 2.7%, 12.0% and 1.2% of the total cysticerci. Not viable
cysticercus was the majority in head muscles (77.3%), followed by 76.3% in heart
muscle and 71.0% in the liver and tongue (50%). Concerning viability, liver presented
87.5% of the not viable cysticerci, followed by the tongue 66.7%, and the heart with
63.2%, but the highest frequency of viable cysticerci was found in the head muscles
(68.3%). The high percentage of viable cysticerci found in the rump demands concern
because this cut can be consumed with no proper thermal treatment, increasing the

chances of individuals to have taeniasis.

Keywords: Bovine cysticercosis, implantation tissues, routine inspection
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1. Introducéo

A cisticercose € uma doenca de carater zoon6tico e distribuicdo mundial. O
agente etiologico em sua forma adulta é a Taenia saginata, que acomete o ser humano
como hospedeiro definitivo (teniase) e, em sua forma larvar, atinge a musculatura do
bovino, seu hospedeiro intermediario, caracterizando a cisticercose. De acordo com
Souza et al. (2007) trata-se de uma doenga cujo homem é o transmissor, e a prevaléncia
encontra-se elevada no pais, em torno de 5%. Atualmente a cisticercose € um dos
grandes problemas para a salde publica e também para pecuaristas, pois é a doenca
mais frequentemente diagnosticada em matadouros-frigorificos, acarretando prejuizos
tanto de ordem sanitéria quanto de ordem econdmica.

Estimativas dos prejuizos acarretados pela cisticercose bovina chegam a valores
préximos a USD 410.000 anuais com carcacas condenadas (Khaniki et al., 2010).
Levando em consideracdo dados fornecidos pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), em relagcdo ao nimero de bovinos abatidos no ano de 2010 no Brasil
(29,6 milhdes de cabecas), esses prejuizos podem tomar enormes proporcdes, podendo
chegar numa depreciacédo de até 50% no valor da arroba (Beef World, 2010).

Usualmente o controle da cisticercose € realizado por meio de diagndéstico
anatomo-patolégico durante a inspecdo post-mortem nos matadouros, consistindo
basicamente da observacdo macroscépica e cortes padronizados da carcaca em sitios
considerados de predilecdo para implantacdo dos cisticercos. De acordo com as normas
técnicas do Servico de Inspecdo Federal (SIF) deve-se realizar obrigatoriamente a
inspecdo através de cortes na musculatura dos musculos mastigatérios (masséter e
pterigdideo), lingua, coracdo, diafragma e seus pilares, e musculatura esquelética em
geral, especialmente os musculos do pescogo e peito (Brasil, 1971). A carcaca sofrera
destinacdo adequada de acordo com o nivel de parasitismo, podendo ser condenada
parcial ou totalmente, ou passar por tratamentos pela salga ou térmicos, como a
refrigeracdo e esterilizagdo pelo calor. Segundo Kyvsgaard et al. (1989), a eficécia da
inspecdo pode ser baixa devido & area da superficie avaliada. Por exemplo, nos
masséteres a superficie examinada corresponde a 2.000 a 2.500 cm? e no coracdo a 250
cm?, que revelaria somente 40% dos cisticercos na cabeca e 10% no coragao.

As carcacas monocisticercosicas e aquelas parasitadas em sitios néo
convencionais podem passar despercebidas durante a inspec¢do de rotina, dificultando o
seu correto destino. Essas observacdes também podem ser refor¢adas por um modelo
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probabilistico desenvolvido por Kyvsgaard et al. (1991), mostrando que mais de 85%
dos animais infectados podem passar despercebidos durante a inspecdo de rotina.
Contudo, apesar das limitacOes, a inspecdo ainda continua sendo um método importante
e especifico para identificacdo da infeccdo no animal (Souza et al., 2007).

A restricdo do método de inspecéo talvez seja condicionada a fatores de natureza
comercial, visto que ao inspecionar a carcaga 0s agentes sanitarios fazem os cortes
padronizados, justamente para que o produto ndo perca sua atratividade comercial. Para
minimizar 0s prejuizos acarretados pela cisticercose, tém-se estudado testes
diagnosticos auxiliares como o teste ELISA (Minozzo et al., 2002; Monteiro, 2004;
Ogunremi & Benjamin, 2010; Thomaz-Soccol et al., 2010), além da exploracdo
anatomo-patoldgica (Santos, 1976; Eichenberger et al., 2010). E oportuno ressaltar que
ja é prevista a inspecdo post-mortem minuciosa das pecas suspeitas no Departamento de
Inspecdo Final (DIF) dos estabelecimentos inspecionados pelo SIF (Pinto, 2008).

Diante do exposto, objetivou-se no presente estudo avaliar a ocorréncia de
cisticercos de Taenia saginata em carcacas de bovinos, comparando tecidos
rotineiramente inspecionados com aqueles ndo rotineiros para pesquisa da cisticercose,
além de verificar a viabilidade e a distribuicdo dos cisticercos nos diferentes tecidos de
bovinos com infeccdo natural e experimental, como subsidio ao diagnoéstico anatomo-

patoldgico da cisticercose bovina.

2. Material e métodos

2.1. Preparo e inoculagéo experimental

Um paciente positivo para teniase foi identificado por meio do exame
coproparasitologico e ap0s tratamento especifico se constituiu no doador de um
exemplar de ténia para a inoculacdo de ovos em bovinos. A espécie Taenia saginata foi
confirmada pela morfologia apresentada na microscopia direta.

O exemplar de ténia ficou armazenado sob refrigeracdo (4°C), imersa em
solucéo contendo agua destilada e cloridrato de oxitetraciclina 500mg (Terramicina®).
O preparo do inéculo consistiu de lavagem exaustiva do parasito em agua destilada,
dissecacdo com auxilio de lupa e centrifugacdo. Foi realizada contagem de nimero de
ovos com auxilio de microscdpio. Para inoculagdo experimental utilizou-se 1ml do

indculo contendo 120.000 ovos de Taenia saginata, administrado por via oral com
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auxilio de sonda géstrica e, em seguida fornecidos cerca de 500 ml de agua através da
sonda, garantindo que toda aliquota fosse ingerida.

As normas de conduta para o uso de animais em pesquisa do Comité de Etica do
uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa foram seguidas, conforme o
Processo CEUA/UFV n° 20/2011.

2.2. Amostragem

Foram selecionados 9 bovinos machos, de raca mestica holandés-zebu, com
idade aproximada de seis meses que pertenceram ao grupo 1. Os animais deste grupo
foram infectados experimentalmente com ovos de Taenia saginata. Apds o periodo de
150 dias foi realizado o abate do primeiro animal, e os demais em intervalos posteriores
de 30 dias. A selecdo dos animais enviados para o abate foi aleatoria utilizando o
programa Epiinfo 3.5.1 (CDC, 2008).

O grupo 2 consistiu de dados provenientes de 173 bovinos naturalmente
infectados e abatidos em matadouros-frigorificos comerciais, localizados no municipio
de Colatina-ES (n=170) e Muriaé-MG (n=3). Todos os animais desse grupo foram
diagnosticados como portadores de cisticercose durante 0 exame anatomo-patolégico
realizado nos procedimentos usuais do Servico de Inspe¢édo Federal e Estadual.

2.3. Protocolo de abate e inspecdo dos bovinos

A inspecdo post-mortem dos bovinos com infeccdo natural e experimental foi
realizada de acordo com os padrdes da legislacao vigente (Brasil, 1971).

Para a pesquisa dos cisticercos no grupo 1 foram analisados os tecidos
inspecionados rotineiramente nas linhas de inspecdo post-mortem (coracgdo, lingua,
musculos mastigatorios), e outras areas consideradas ndo rotineiras para inspecao
representadas por quatro cortes comerciais de carnes, obtidos de meia carcaga,
localizados nos quartos dianteiro e traseiro (acém, paleta, alcatra e contra-filé). Ainda
foram examinados o diafragma e seus pilares, es6fago e o figado, aqui considerados
como tecidos ndo rotineiros para pesquisa da cisticercose.

Ja para os animais do grupo 2 foram analisados somente o0s tecidos
rotineiramente inspecionados através de cortes padronizados durante a inspe¢do post-

mortem realizada pelos agentes sanitarios responsaveis nos respectivos matadouros.
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2.4. ldentificagéo e classificagéo dos cisticercos

A identificacdo dos cisticercos foi realizada através de visualizagédo
macroscopica dos mesmos por uma equipe previamente treinada. Os cisticercos foram
classificados como viaveis ou inviaveis, e sua localizacdo anatdémica foi descrita. O
cisticerco foi considerado viavel, quando se apresentava como uma vesicula translucida,
ovoide ou alongada cheia de liquido claro onde se encontra 0 embrido invaginado (Rey,
2001). Agueles em estado de mineralizacdo ou caseosos foram classificados como

inviaveis.

2.5. Delineamento da pesquisa

A pesquisa desenvolvida com os 9 animais infectados experimentalmente
(Grupo 1) incluiu a analise dos seguintes parametros relativos ao desenvolvimento da
cisticercose: localizacdo anatbmica, viabilidade, intensidade de infec¢do, periodo de
infeccdo. J& os bovinos infetados naturalmente foram amostrados para avaliar a
localizagé&o anatdémica dos cisticercos (n=157), sua viabilidade (n=157), a freqliéncia de
infeccdo por idade dos animais (n=149) e sexo dos animais (n=349). Também foi
comparada a frequéncia de cisticercose em tecidos musculares inspecionados
rotineiramente e ndo rotineiramente no grupo dos animais infectados
experimentalmente. Ainda foram comparados os resultados dos animais infectados
naturalmente com aqueles infectados experimentalmente, quanto aos parametros de

localizacdo anatdmica e viabilidade dos cisticercos.

2.6. Andlise dos resultados

As andlises de variaveis em relagdo a implantacdo dos cisticercos por regido
anatdmica e viabilidade dos mesmos, foram calculadas pelo teste do Qui-quadrado
(p<0,05) apds correcdo de Yates.

A densidade dos cisticercos encontrados por grama de tecido muscular, foi
calculada como descrito por Scandrett et al. (2009), utilizando a seguinte formula:

D= n total de cisticercos encontrados
peso (9)
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3. Resultados e discussao

A taxa de implantacdo verificada a partir da quantidade de ovos administrada
experimentalmente quando comparada com o numero de cisticercos encontrados foi de
0,023%. Minozzo et al. (2002) obteve uma taxa de implantagéo de 0,87%; contudo,
Lopes et al. (2011) tiveram uma taxa mais elevada, com 1,85% de implantacdo de
cisticercos. A grande diferenca entre as taxas de implantacdo verificada nos estudos
pode ser devido a diferenca de metodologia empregada na selecdo dos ovos viaveis para
posterior infecgdo experimental, idade dos animais utilizados nos experimentos, entre
outros fatores. A baixa taxa de implantacdo verificada no presente estudo também pode
ter ocorrido em razdo do longo periodo de armazenamento dos ovos da ténia, como
também relatam Soares et al. (2006). Por se tratar de infeccdo experimental, os bovinos
recebem apenas em uma dose toda a carga parasitaria, podendo ou ndo produzir a
infeccdo por cisticercos, sendo dependente de condig¢des ideais como maturidade dos
ovos, susceptibilidade e imunidade do hospedeiro (Wanzala et al., 2007).

Ao examinar os grupos musculares selecionados dos bovinos experimentalmente
infectados (grupo 1) foram encontrados 257 cisticercos no total e nos animais
naturalmente infectados (grupo 2) foram encontrados 174 cisticercos (Anexo 1),
perfazendo uma média de 28,5 cisticercos por animal no grupo 1 e 1,10 cisticercos por
animal no grupo 2.

Em relacdo a densidade de cisticercos encontrados de acordo com a regido
anatdbmica, o animal com 180 dias pos-infeccdo apresentou maior densidade de
cisticercos que os demais, seguidos do animal representando 330 dias pés-infeccdo, 150
dias pos-infecgdo, 390 dias pos-infeccdo, 270 dias pos-infecgdo, 210 dias pos-infeccao,
420 dias pés-infeccdo, 240 dias pds-infeccdo e 360 dias pds-infeccdo (Tabela 1). Sendo
que, foi encontrada relagédo do decréscimo na quantidade de cisticercos encontrados de
acordo com o periodo pds-infeccdo (Figura 1).

Scandrett et al. (2009) encontraram a densidade média de 4,85 cisticercos no
coragdo, 1,56 na lingua, 2,15 no diafragma (pilares), 0,33 no eséfago e 0 no figado,
destoando dos resultados do presente estudo, entretanto deve-se levar em consideragédo
que para a determinacdo da densidade dos cisticercos em diferentes regides anatomicas,
o autor utilizou bovinos experimentalmente infectados com uma carga parasitaria de

5000 ovos de Taenia saginata, nimero inferior ao do presente estudo.
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Figura 1. Cisticercos encontrados de acordo com sua viabilidade e periodo pds-infeccdo.

Scandrett et al. (2009), analisaram a frequéncia de cisticercos recuperados de
acordo com a regido anatdmica e com a dose da infec¢cdo experimental, variando de 10 a
10000 ovos de Taenia saginata, contudo, o autor ndo encontrou efeito significativo
entre a dose de inoculacdo experimental e a distribuicdo dos cisticercos, sendo que, 0
coragdo e mastigatérios, independente da carga parasitaria administrada, foram os mais

frequentemente afetados.

Tabela 1. Densidade de cisticercos encontrados de acordo com periodo pés-infeccdo e
regido anatomica.

Regido anatdmica

Dias Coragdo Lingua  Diafrag. Esofago Figado C.Filé  Alcatra Acém Paleta
150 68966 7,6923 * * 1,8519 1,6667  0,0000 - -
180 28,5714 13,4483 - 15,0000 - 0,0017 0,0018 0,0008 0,0010
210  0,0100 11,7544 - - 0,0005 0,0018 - 0,0047 -
240 _ - - * - - - - 0,0005
270 0,0069 0,0009  2,8571 - 0,0046 0,0011 0,0008 0,0003 0,0016
330 17,3333 2,6667  9,0909 - 0,0038 0,0015 0,0067 0,0020 0,0032
360 - - - - - - 0,0004 - -
390 15,7895 - - - 0,0008 - - - 0,0011
420 0,0020 - - - - - - - -

Média 76233 11,7292 1,4935 2,1429 0,2068 0,1859 0,0011 0,0009 0,0008

- Ndo foram encontrados cisticercos; *Locais ndo inspecionados.
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Embora o coracdo seja a regido anatbmica reportada como preferencial, houve
grande diferenca de parasitismo neste 6rgdo entre os animais do grupo 1, havendo
animais sem infecgé@o no coracao (n=1); com infeccdo leve, 1 a 2 cisticercos (n=2); alta,
9 a 15 cisticercos (n=5); e intensa, 36 cisticercos (n=1). Apenas um animal apresentou
valor destoante do grupo, quando comparado com a média que foi de 10,7 cisticercos
por coragdo examinado. Tal fato pode ter ocorrido devido a diferenca da resposta imune
entre os animais analisados.

A mesma variacdo da intensidade de ocorréncia de cisticercos no coracao foi
reportada por Minozzo et al. (2002), que inocularam experimentalmente 2x10* ovos de
Taenia saginata, e, ao estudarem quatro bovinos, encontraram uma meédia de 12,2
cisticercos por coracdo infectado, havendo variacdo entre os animais estudados (25, 22,
01 e 01 cisticercos no coracdo por animal analisado). O mesmo fato ocorreu com
Wanzala et al. (2003) ao estudarem bovinos experimentalmente infectados,
administrando uma aliquota de ovos de Taenia saginata variando de 2.500 até 10.000
ovos, de acordo com o grupo selecionado, sendo possivel encontrar a intensidade de
infeccdo de 13,4 cisticercos por coracao.

Para os demais tecidos musculares estudados, foram encontrados os valores de
intensidade de infeccdo em ordem decrescente para musculos mastigatérios (4,8
cisticercos por animal), figado (3,4), acém (2,3), paleta (1,8), contra-filé (1,7), alcatra
(1,6), diafragma (0,7), lingua (0,6) e esdfago (0,3) (Tabela 2). A intensidade de
cisticercos encontrados no presente estudo para o figado estd em concordancia com
Minozzo et al. (2002); entretanto, Wanzala et al. (2003) encontraram a intensidade de
15,3 cisticercos por figado.

Tabela 2. Intensidade de infeccdo (média) de acordo com a regido anatdmica dos
animais do grupo 1 e 2.

Regido anatdmica Intensidade da infecgéo |
Grupo 1 Grupo 2
Musculos Mastigatérios 4,8 0,38
Lingua 0,6 0,019
Coracao 10,7 0,61
Diafragma 0,7 -
Es6fago 0,3 -
Figado 3,4 0,10
Acém 2,3 -
Alcatra 1,6 -
Contra filé 1,7 -
Paleta 1,8 -
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A intensidade de infeccdo verificada no coracdo dos animais do grupo 2 foi de
0,61 cisticercos por animal, seguido de musculos mastigatorios (0,38) e figado (0,10) e
lingua (0,019). A intensidade de infeccdo encontrada nos musculos mastigatorios
assemelha-se com Kebede et al. (2008) que encontraram a intensidade de 0,37
cisticercos por animal nos musculos mastigatérios seguidos do coracdo com 0,35 e
figado com 0,03.

A diferenca na quantidade de cisticercos encontrados nos animais do grupo 1 e
2, estd ligado a forma de infeccdo mais branda em bovinos no campo, visto que a
intensidade da resposta imune pode ser diferente em infec¢Ges naturais, quando o
animal ingere pequeno nimero de ovos no desenvolvimento da doenca (Minozzo et al.,
2004).

Com relacdo a localizagdo muscular dos cisticercos nos tecidos dos bovinos do
grupo 1, os sitios inspecionados rotineiramente predominantes de ocorréncia nesse
estudo foram o coracdo, com 37,7% dos cisticercos totais encontrados, e 0s musculos
mastigatérios com 17,1% (Tabela 3) corroborando Manhoso (1996), Scandret et al.
(2009) e Lopes et al. (2011). De acordo com Rey (2001), a predilecdo dos cisticercos
por essas areas esta relacionada com maior aporte sanguineo. Outro tecido
rotineiramente inspecionado que apresentou cisticercos foi a lingua com 2,3% de
frequéncia, assemelhando aos resultados de Minozzo et al. (2002) e Moreira et al.
(2002), com 1,0% e 2,2%, respectivamente. Entretanto Mello & Carvalho (1981)
encontraram um indice de 20,4% de ocorréncia de cisticercos na lingua, que difere dos

resultados encontrados nesse estudo.

Tabela 3. Predilecdo por implantagéo de cisticercos de acordo com a regido anatdmica e
o total de cisticercos recuperados no grupo 1.

Regido anatdbmica Cisticercos Predilecéo (%)
Mastigatorios 44 17,1
Lingua 06 2,3
Coracao 97 37,7
Diafragma 07 2,7
Es6fago 03 1,2
Figado 31 12
Acém 21 8,2
Alcatra 15 5,8
Contra File 16 6,2
Paleta 17 6,6
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Quando avaliado os cortes comerciais com 0s demais cortes estudados, foram
encontrados 26,7% dos cisticercos totais recuperados, distribuindo os valores de 8,2%
de cisticercos no acém, 6,6% na paleta, 6,2% no contra-filé e 5,8% na alcatra. Os
resultados encontrados por Lopes et al. (2011) de cisticercos alojados no acém (8,2%)
foram semelhantes as do presente estudo.

Os outros tecidos ndo inspecionados rotineiramente dos animais do grupo 1 que
apresentaram cisticercos foram o figado e o eséfago, com 12,0% e 1,2% dos cisticercos
totais recuperados, respectivamente, assemelhando aos resultados de Lopes et al. (2011)
que encontraram 9,5% de parasitismo no figado e 0,3% no esdfago. Contudo, difere dos
achados de Minozzo et al. (2002) que encontraram baixos numeros de cisticercos no
figado (1,7%). Em ambos os estudos os autores utilizaram animais experimentalmente
infectados. Entretanto, Almeida et al. (2006) ao analisarem carcacgas de 2.778 bovinos
em matadouro sob inspecdo federal no municipio Teixeira de Freitas (BA) no ano de
2005, encontraram 69% dos figados parasitados por cisticercos, valor esse que destoa
dos comumente observados na literatura; todavia, Santos (2008) realizou levantamento
sob as mesmas condicdes, no periodo de janeiro a dezembro de 2007 e encontrou 64,6%
dos figados parasitados por cisticercos, podendo se tratar da ocorréncia de casos

isolados.

Tabela 4. Presenca ou ndo da cisticercose nos animais do grupo 1, de acordo com a
regido anatémica.

Cisticercose Nao cisticercose
Regido anatbmica n % n % Total
Rotineiros
Mastigatérios 06 66,7 03 33,3 09
Coracao 08 88,9 01 11,1 09
Lingua 05 55,6 04 444 09
N&o rotineiros
Diafragma 02 22,2 07 77,8 09
Es6fago 01 11,1 08 88,9 09
Figado 05 55,6 04 444 09
Contra file 05 55,6 04 44,4 09
Alcatra 04 44,4 05 55,6 09
Acém 04 44,4 05 55,6 09
Paleta 05 55,6 04 44,4 09

As diferencas ndo foram significativas (p>0,05) pelo teste do qui-quadrado.

Do total de cisticercos recuperados nos tecidos ndo inspecionados

rotineiramente, 2,7% estavam alojados no diafragma, compativel com resultados
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encontrados por Minozzo et al. (2002) e Moreira et al. (2002), com 2,1% e 2,2% no
diafragma, respectivamente.

Contudo, mesmo com esses resultados, ndo foi encontrada diferenca estatistica
(p>0,05) ao comparar as regides anatbmicas de maior ocorréncia de cisticercos, sendo
rotineiramente inspecionadas ou ndo, concluindo-se que o cisticerco pode se alojar em
qualquer tecido com a mesma predilecéo (Tabela 4).

Entretanto, quando comparada a ocorréncia de cisticercos de acordo com a
viabilidade nos tecidos rotineiramente inspecionados com os ndo rotineiros, foi
encontrada diferenca estatistica significativa (p<0,01) através do teste do qui-quadrado
(Tabela 5), sendo que em tecidos nédo rotineiros a probabilidade de se encontrar
cisticercos viaveis é maior do que em tecidos rotineiros. Esse fato ressalta a necessidade
de utilizacdo de um teste auxiliar como sugerem Santos (1976) e Eichenberger et al.
(2010), atraves de cortes adicionais na musculatura do coracdo ou por meio da
metodologia empregada por Fukuda et al. (1998) que, através de estudo comparativo do
método de analise do diafragma, constataram que ao retirar o diafragma da carcaca a
analise tornava-se mais criteriosa, aumentando em 155% a taxa de deteccdo de
cisticercos, corroborando Wanzala et al. (2003) que relatam ser necessario aumentar a

area e 0 numero de locais inspecionados.

Tabela 5. Cisticercos encontrados de acordo com a regido anatdmica e viabilidade, nos
animais do grupo 1.

Viaveis Invidveis
Regido anatdbmica N % N % Total
Rotineiros 36 245 111 75,5 147
Nao rotineiros 50 455 60 54,5 110

Houve diferenga (p<0,01) entre tratamentos pelo teste do qui-quadrado. Correcdo de Yates realizada
devido a dispersdo com 1 grau de liberdade.

Quando analisados os sitios de predilecdo dos animais naturalmente infectados,
foram encontrados 61,78% dos cisticercos totais no coragdo, seguido dos musculos
mastigatorios (38,21%), figado (10,19%) e lingua (1,91%), mostrando que 0s musculos
predominantes foram os mesmos para 0s grupos 1 e 2 (coracdo e mastigatorios) (Tabela
6). Fernandes et al. (2002) encontraram os valores de 50,8% de ocorréncia de
cisticercose no coragdo e 45,9% nos musculos mastigatorios; porém, Souza et al.
(2007b) encontraram 57,8 de parasitismo nos musculos da cabeca e 40,0% do coragéo,

invertendo a ordem de predomindncia, mas mantendo os dois tecidos como 0s mais
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frequentemente associados a implantacdo de cisticercos nos bovinos. Kebede et al.
(2009) ao estudarem bovinos abatidos em matadouro localizado na Etidpia, também
verificaram que a ocorréncia de cisticercose nos musculos mastigatorios foi a
predominante com 36,6%, seguidos da lingua com 35,6% e musculatura do coracao
com 34,9%.

Tabela 6. Presenca ou ndo da cisticercose nos animais do grupo 2, por regido anatbmica.

Cisticercose Né&o cisticercose
Regido anatbmica n % n % Total
Coracéo * 90 57,3 67 42,7 157
Mastigatorios ° 55 35,0 102 65,0 157
Lingua ° 03 1,9 154 98,1 157
Figado ° 16 10,2 141 89,8 157

Houve diferenca (p<0,01) entre tratamentos pelo teste do qui-quadrado.

Com relagdo a viabilidade dos cisticercos recuperados nos animais
experimentalmente infectados, 66,5% do total de cisticercos analisados eram inviaveis
(calcificados ou caseosos), havendo variacdo da viabilidade dos cisticercos de acordo
com o grupo muscular examinado (Tabela 7), constatando-se diferenca estatistica
(p<0,01) pelo teste do Qui-quadrado ao comparar a viabilidade dos cisticercos
encontrados, de acordo com a regido anatémica.

A quantidade de cisticercos viaveis encontrados no grupo 1 manteve-se sempre
menor quando comparado aos cisticercos inviaveis, desaparecendo por completo
somente quando completados 390 dias pés-infeccdo. Em 66,6% dos animais foram

encontrados simultaneamente cisticercos vivos e mortos.

Tabela 7. Frequéncia (n°) e percentual de viabilidade (%) de cisticercos encontrados em
animais experimentalmente (grupo 1) infectados de acordo com a regido anatomica.

Viaveis Inviaveis

Regido anatdmica n % n % Total
Mastigatorios ® 10 22,7 34 77,3 44
Coracdo *° 23 23,7 74 76,3 97
Lingua * ¢ 03 50,0 03 50,0 06
Diafragma ° 05 714 02 28,6 07
Esofago > ¢ % ¢ 02 66,7 01 33,3 03
Figado & ¢®T 09 29,0 22 71,0 31
Contra file * > %&"9 05 31,3 11 68,8 16
Alcatra ©%&" 12 80,0 03 20,0 15
Acém & ¢&t o 10 47,6 11 52,4 21
Paleta P ¢ e fo.l] 07 41,2 10 58,8 17

Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna representam diferenca estatistica (p<0,01) entre
tratamentos pelo teste do qui-quadrado.
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Houve predominéncia de cisticercos inviaveis nos musculos mastigatorios
(77,3%), seguidos de 76,3% na musculatura do coracdo e 71,0% do figado. Os
resultados encontrados para o coracao e o figado estdo em concordancia com Santos et
al. (2001), Almeida et al. (2002), Costa (2002) e Almeida et al. (2006). Na lingua foi
encontrada uma frequéncia de 50%.

Os valores encontrados de cisticercos inviaveis para os tecidos ndo rotineiros
analisados, em ordem decrescente foram contra-file (68,8%), paleta (58,8%) e acém
(52,4%). Contudo, os cisticercos vidveis predominaram na alcatra (80,0%), diafragma
(71,4%) e esdfago (66,7%). Considerando o percentual de cisticercos viaveis
encontrados na alcatra, pode-se julgar como fator preocupante visto que esse corte pode
ser consumido sem o devido tratamento térmico, aumentando assim a chance do
individuo contrair a teniase, fato que ocorreu também na musculatura do diafragma e na
lingua, ambos tecidos comumente consumidos.

Em relacdo aos animais pertencentes ao grupo 2, pdde-se verificar que do total
de cisticercos encontrados 55,49% apresentavam-se inviaveis e 44,5% viaveis. A regido
anatdmica inspecionada rotineiramente que mais apresentou cisticerco inviavel foi o
coracdo, com frequéncia de 63,2%. Outro tecido ndo inspecionado rotineiramente que
apresentou grande nimero de cisticercos inviadveis foi o figado cuja frequéncia foi de
87,5%. Na lingua a frequéncia de cisticercos inviaveis foi de 66,7% (Tabela 8), contudo,
nos tecidos mastigatorios foi encontrada a maior frequéncia de cisticercos viaveis

(68,3%), diferindo do resultado obtido com animais experimentalmente infectados.

Tabela 8. Frequéncia (n°) e percentual de viabilidade (%) de cisticercos encontrados em
animais naturalmente (grupo 2) infectados de acordo com a regido anatdmica.

Viaveis Inviaveis
Regido anatdbmica N % N % Total
Coracéo * ¢ 35 36,8 60 63,2 95
Mastigatérios ™ © 43 68,3 20 31,7 63
Lingua ® ¢ 01 33,3 02 66,7 03
Figado ® ¢ 02 12,5 14 87,5 16

Houve diferenca (p<0,01) entre tratamentos pelo teste do qui-quadrado.

Pdde-se constatar que 93,2% dos animais naturalmente infectados eram
monocisticercdsicos, ou seja, portadores de somente um cisticerco nos sitios
inspecionados rotineiramente para pesquisa da cisticercose, sugerindo maior dificuldade

no diagndstico desta parasitose nas linhas de inspecdo. Este resultado pode ser reforcado
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por diversos autores como Santos (1984) que encontrou 95,5% de animais
monocisticercdsicos, Santos (1993) que encontrou 96,7%, Manhoso & Prata (2004) com
99,4%, e Souza et al. (2007b) com 94%. De acordo com Souza et al. (2007) a detecgéo
de infeccdo monocisticercosica deve ser o principal objetivo dos Fiscais Federais, pois a
vigilancia por meio da inspecdo é um instrumento indispensavel no controle desta
zoonose.

Quando comparada a frequéncia de cisticercose de acordo com a idade dos
animais do grupo 2, ao se analisar trés diferentes categorias de idade (12 a 24 meses, 25
a 36 meses ou maiores que 36 meses de idade) foi encontrada diferenca estatistica
(p<0,05) pelo teste do Qui-quadrado entre a categoria de idade de 12 a 24 meses com a
categoria de 25 a 36 meses de idade, sendo que h& mais chances de se encontrar animais
com cisticercose na idade de 25 a 36 meses (Tabela 9). Diferindo dos resultados do
presente estudo, Oryan et al. (1995) ao analisarem 9.501 abatidos na provincia de Fars,
no Ird, durante o periodo de trés anos, constataram ndo haver variacdo da infeccéo entre

0s grupos de idade estudados.

Tabela 9. Frequéncia (%) de cisticercos em bovinos naturalmente infectados, de acordo
com a categoria de idade, regido anatdbmica e viabilidade.
Categoria de idade

12 a 24 meses 25 a 36 meses > 36 meses
Regido T v T | T v T I T \Y/ T |
anatémica
Coracéo 0 0O 08 100 18 45 22 55 10 27 27 73
Mastigatorio 333 18 818 04 182 18 66,6 11 33,3
S 02 66,6 01

Figado 0 0 02 100 01 10 09 9 O 0 03 100
Lingua 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 01 100

T= Total; V= Viavel e I=Inviavel.

Quando comparado o sexo dos animais com a ocorréncia da cisticercose, nao foi
encontrada diferenca estatistica (Tabela 10), tendo as frequéncias de 41,9% de
ocorréncia de cisticercose nas fémeas e 42,9% de ocorréncia nos machos. Os resultados
do presente estudo estdo em concordancia com Souza et al. (2007) onde nédo
encontraram predilecdo para casos de cisticercose de acordo com 0 sexo do animal.
Entretanto, Abdo et al. (2009) relatam que fémeas sdo mais susceptiveis para a
cisticercose que machos, tendo encontrado as prevaléncias de 2,7% e 1,4%

respectivamente, sendo que essa associacdo pode ser atribuida a idade de abate das
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fémeas que normalmente é superior aos machos, aumentando assim o tempo de

exposicdo aos ovos da Taenia saginata (Dorny et al., 2000).

Tabela 10. Presenca e auséncia de cisticercose de acordo com 0 sexo dos animais do
grupo 2.

Sexo Presenca Auséncia Total
n° % n° %

Fémeas 78 41,9 108 58,1 186

Machos 70 42,9 93 57,1 163

Correcdo de Yates realizada devido a dispersdo com 1 grau de liberdade. As diferencas ndo foram
significativas (p<0,05) pelo teste do qui-quadrado.

Medidas de controle do complexo teniase-cisticercose bovina devem ser
tomadas pelos Orgdos Fiscalizadores e pela populacdo sendo que, seria de grande
utilidade uma atualizacdo na legislacdo vigente no que diz respeito aos locais de
inspecéo de rotina para pesquisa de cisticercos e uma conscientizacdo da populacgdo pelo

consumo somente de carnes inspecionadas.

4. Conclusodes

1- Os cisticercos podem se alojar em qualquer tecido do bovino, ndo necessariamente e
somente naqueles estabelecidos como preferenciais e inspecionados rotineiramente em

matadouros sob fiscalizacéo;

2- Os resultados reforcam que a utilizacdo isolada do exame macroscépico ainda
apresenta deficiéncias, sobretudo quando comparado a animais naturalmente infectados,
pois seu grau de infeccdo pode ser leve, dificultando o diagndstico correto

principalmente em cortes que ndo séo inspecionados rotineiramente;
3- Deve-se levar em consideracdo o alto percentual de cistos vidveis presentes na
alcatra, indicando, como medida de controle da teniase, o consumo da carne somente

apos correto tratamento térmico;

4- Testes complementares de diagndstico devem ser utilizados para controle da doenca

nos matadouros, evitando a disseminagdo do complexo teniase-cisticercose.
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CAPITULO 2
Infeccdo experimental em bovinos: caracterizacdo morfolégica e evolucdo da resposta
imune pela producéo de imunoglobulinas das classes IgM, 1gG total e IgG subclasses 1
e2
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Resumo

O complexo teniase-cisticercose bovina € um conjunto de alteragcBes patoldgicas
causada pela forma adulta da Taenia saginata no ser humano e por sua forma larvar nos
bovinos. O conhecimento da resposta imunoldgica dos animais para a cisticercose nao
estd totalmente esclarecido, deixando duvidas sobre como ocorre a resposta
imunoldgica humoral associada a resposta celular. Este trabalho teve o objetivo de
avaliar preliminarmente a evolucdo da resposta imune em bovinos experimentalmente
infectados com ovos de Taenia saginata pelo teste ELISA indireto, comparando com
achados da resposta celular utilizando-se a inspecao visual das lesdes. Também foram
avaliadas as caracteristicas microscopicas das lesdes por meio da microscopia de luz.
Dos nove bovinos experimentalmente infectados, cinco apresentaram uma cinética de
producdo de anticorpos contra os cisticercos semelhantes, sendo que no periodo de 0-30
dias pos-infeccdo ocorreu elevacdo dos niveis sericos de 1gG e IgM ocorrendo o pico de
producdo aos 30 dias pos-infeccdo, seguidos de um declinio e mantendo-se detectéavel
até o final do estudo. Os outros quatro animais apresentaram uma resposta imunoldgica
diferente da maioria, sendo que dois deles apresentaram resposta tardia a infeccéo pelos
cisticercos, e dois animais aparentemente ndo tiveram contato inicial com os antigenos
secretados pelos cisticercos. Em relacdo a producdo de IgG; foi possivel detectar
elevacdo dos niveis de anticorpos a partir de 30 dias pos-infec¢do, tendo-se o pico de
producdo aos 270 dias e 1gG, aos 60 dias. No presente estudo ndo foi encontrado
correlacdo direta entre carga parasitaria e elevacdo de niveis da resposta imunolodgica.
Em relacdo a resposta celular verificada a partir de fragmentos analisados em
microscopia de luz, foi encontrada em ordem decrescente, a presenca de células
gigantes multinucleadas, seguidas de fibroblastos, eosinéfilos, células epitelidides,
basofilos, linfécitos, neutréfilos e mondcitos. Os cisticercos inviaveis se apresentaram
com um centro necratico rico em corpusculos calcareos e detritos celulares envolto por
trés camadas sendo a mais externa ao cisticerco, rica em tecidos de reparacdo. Houve
um grande infiltrado celular, com presenca de histiocitos dispostos em paligada, células
gigantes multinucleares e basofilos, sendo que a migracdo dos corpusculos calcareos
pareceu estar relacionada com o estaddio de morte do parasito. Os cisticercos viaveis
apresentaram em seu centro, células envolvidas em processos inflamatorios tendo um

rico infiltrado celular e abundante presenca de eosinoéfilos, neutréfilos e linfocitos.

Palavras-chave: Morfologia do cisticerco, cinética de anticorpos, cisticercose bovina.
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Abstract

The bovine taeniasis-cysticercosis complex is a set of pathological changes caused by
the adult form of Taenia saginata in humans and their larval form in animals.
Knowledge of the immune response of animals to cysticercosis is not fully understood,
leaving doubts about how the humoral immune response associated with cellular
response occurs. This work aimed to evaluate preliminarily the evolution of the immune
response in animals experimentally infected with Taenia saginata eggs by the indirect
ELISA test, compared with findings in the cellular response using light microscopy. Of
the nine experimentally infected animals, five had kinetics of antibody production
against the similar cysticerci, being that in the period of 0-30 days post-infection there
was an elevated production of serum IgG and IgM, with production peak occurring at
30 days post-infection, followed by a decline and maintained detectable until the end of
the study. The other four animals showed an immune response different from most, two
of which had late response to infection by cysticerci, and two animals apparently had no
contact with the antigens secreted by the cysticerci. Concerning the production of 1gG,,
it was possible to detect increased levels of antibodies from 30 days post-infection,
having the production peak at 270 days and 1gG, at 60 days. No direct correlation
between parasite load and increased levels of immune response was found in the present
study. Regarding the cellular response observed from fragments analyzed by light
microscopy, we found, in descending order, the presence of giant multinucleated cells,
followed by fibroblasts, eosinophils, epithelioid cells, basophils, lymphocytes,
neutrophils, and monocytes when listing all cells present in the measured average area
per animal. The unviable cysticerci presented a necrotic core rich in calcareous
corpuscles and cellular debris wrapped by three layers — the outer layer is rich in repair
tissue. There is a large cellular infiltrate, with the presence of histiocytes arranged in
palisade, giant multinucleated cells, and basophils, being that the migration of
calcareous corpuscles appears to be related to the stage of death of the parasite. The
viable cysticerci showed, in its center, cells involved in inflammatory processes, with a

rich cell infiltrate and abundant eosinophils, neutrophils and lymphocytes.

Key words: Cysticerci morphology, kinetics of antibody, bovine cysticercosis.
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1. Introducéo

O ser humano é o hospedeiro definitivo e obrigatdrio da Taenia saginata, sendo
capaz de albergar em seu intestino a forma adulta do cestoide, desenvolvendo a doenca
denominada de teniase. A forma metacestoide (larvar) é encontrada na musculatura e
visceras de bovino, hospedeiros intermediérios do parasito, causando-lhes a cisticercose
(Acha & Szyfres, 1986).

A forma de infeccdo em humanos ocorre pelo consumo de carnes cruas ou mal
cozidas que contenham cisticercos viaveis. Nos bovinos a infec¢do ocorre pela ingestdo
de &gua ou pastagens contaminadas com ovos de Taenia saginata. Os ovos sofrem acao
das enzimas do abomaso, liberando as oncosferas que sofrem ativagdo pelos sais
biliares, permitindo a penetracdo nas vilosidades intestinais. As oncosferas invadem a
corrente sanguinea atingindo oOrgaos e tecidos onde se transformam em cisticercos
(Fortes, 1997).

No estégio inicial, a infeccdo € caracterizada por uma inflamacédo inespecifica,
rica em macrofagos, linfocitos e neutrofilos, dando inicio a resposta imunoldgica dos
bovinos. Os cisticercos tém uma longevidade de semanas a anos, ao longo da qual
sofrem um processo de degeneracdo e, ao final desse periodo, tornam-se calcificados e
invidveis (Urquhart et al., 1998; Rey, 2001).

Sterba & Dykova (1978) estudaram as reacdes teciduais provocadas pelo
metacestddeo de Taenia saginata na musculatura esquelética de bovino. Os autores
observaram que sdo reacOes caracteristicas, a presenca de uma borda de tecido
pseudoepitelial e uma zona de tecido de granulagdo na periferia da lesdo ocorrendo
amiotrofia devido ao crescimento do parasito. Numa fase avancada, as alteracdes
necroticas se iniciam devido a reacdo ao metacestdédeo, seguindo para uma reacdo
inflamatéria acompanhada de exsudato (sobretudo eosinofilos). Paralelamente,
histiocitos organizam-se em palicada ao redor dos focos necroticos e células gigantes
multinucleadas comecam a circundar. A cicatrizagdo acompanha a reabsor¢do do
parasito e do exsudato e ocorrem dois tipos de necrose focais: um com calcificacdo de
fibras colagenas, originada no tecido conjuntivo maduro circunjacente a reagdo e
observada principalmente no coragdo e figado, e, o outro, do exsudato, também com
calcificacao distrofica.

De acordo com Pawlowsky (1972), como forma de protegéo do cisticerco, ele

fica revestido por uma parede membranosa na vesicula que possui proteinas, com
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algumas delas apresentando propriedades antigénicas e estimulando a producdo de
antigenos especificos. No entanto, estes antigenos ndo tém maior efeito na protecéo
contra a doenga, uma vez que os cisticercos desenvolvem uma série de mecanismos
evasores que lhes permitem sobreviver ao ataque imunoldgico do hospedeiro. O
cisticerco parece ser habil em sobreviver por longo periodo na presenca da resposta
imunolodgica do hospedeiro, 0os mecanismos considerados nessa adaptacdo incluem
mimetizacdo de antigenos do hospedeiro, absorcéo de antigenos do hospedeiro, variagdo
antigénica, anticorpos blogueadores e tolerancia de adaptacdo (Tizard, 2002).

Testes sorologicos para cisticercose bovina revelam baixos niveis de anticorpos
em animais que apresentam infecgdes leves. A intensidade da resposta imune observada
nas infecgOes experimentais realizadas com administragcdo de ovos de Taenia saginata
difere das infec¢bes naturais, mesmo quando o0s animais recebem pequeno numero de
ovos por longo periodo (Kyvsgaard et al., 1990; Hayunga & Sumner, 1991; Smith et al.,
1991).

Smith et al. (1991) demonstraram que o nivel de anticorpos anti-Taenia saginata
detectados pelo teste ELISA esteve diretamente relacionado a dose de desafio com ovos
infectantes e ao numero de cisticercos estabelecidos em animais infectados
experimentalmente. Apesar da relagdo direta entre dose infectante e absorbancia,
observou-se um aumento definido no nivel de IgG detectavel entre 40 e 60 dias ap6s a
infeccdo na maioria dos grupos testados.

Considerando a necessidade exposta e a caréncia de pesquisas envolvendo a
comparacgao da resposta humoral com achados morfoldgicos da cisticercose bovina, o
objetivo do estudo ¢ avaliar a evolugdo da resposta imunoldgica através da mensuracao
de imunoglobulinas (IgM, IgG total e IgG subclasses 1 e 2) com o decorrer da evolucédo
da doenca utilizando-se analise quantitativa das rea¢fes determinadas pelo teste ELISA,
observando os aspectos morfologicos das lesdes promovidas pelos cisticercos em

diferentes estadios de desenvolvimento.

2. Material e métodos

2.1. Amostras de soro bovino

Para analise da resposta imune dos bovinos foram utilizadas 93 amostras de soro

de diferentes periodos pos-infeccdo, provenientes de 9 bovinos infectados
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experimentalmente por via oral com uma aliquota contendo aproximadamente 120.000
ovos de Taenia saginata. As amostras de sangue foram coletadas por meio de puncéo na
veia jugular de todos os bovinos, em intervalos de 30 dias, partindo da primeira coleta
realizada na mesma data em que se procedeu a inoculagdo dos animais, utilizando-se a
seguinte ordem: dia 0 pos-infeccdo (n=9), dia 30 (n=9), dia 60 (n=9), dia 90 (n=9), dia
120 (n=9), dia 150 (n=8), dia 180 (n=8), dia 210 (n=7), dia 240 (n=6), dia 270 (n=5),
dia 300 (n=4), dia 330 (n=4), dia 360 (n=3), dia 390 (n=2), dia 420 (n=1).

Totalizaram-se 93 amostras considerando os diferentes periodos pos-inoculacéo.
O material foi dessorado e estocado a -20°C com vistas a sua utilizacdo nos ensaios
laboratoriais. Todos 0s animais pertencentes a esse grupo foram abatidos em um
matadouro-frigorifico, de acordo com as normas técnicas do Servico de Inspecdo
Federal (Brasil, 1971), sobretudo relativa a inspecédo final. Assim, as carcacas foram
rigorosamente inspecionadas, examinando-se os tecidos inspecionados rotineiramente
nas linhas de inspecdo post-mortem para pesquisa de cisticercos (coragdo, lingua,
muasculos mastigat6rios), e outras areas consideradas ndo rotineiras para inspe¢do
representadas por quatro cortes comerciais de carnes obtidos de meia carcaca
localizados nos quartos dianteiro e traseiro. Foram entdo selecionados para esta
pesquisa, 0 acém, a paleta, a alcatra e o contra-filé. Também foram examinados o
diafragma e seus pilares, es6fago e o figado.

Todas as amostras coletadas foram analisadas em iguais condicdes pelo teste
ELISA, empregando-se a metodologia adotada por Monteiro (2004) (Anexo 2). A
resposta imunoldgica foi estudada por meio da leitura de densidade Optica, onde foram
empregados anticorpos conjugados do tipo IgM (A10-100P, Bethyl, Montgomery, TX,
USA), IgG total (A5295, Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) e IgG; (AAI21P,
AbD Serotec, Kidlington, Oxford, UK) e 1gG, (AAI22P, AbD Serotec, Kidlington,
Oxford, UK).

2.2. Avaliacdo post mortem

A Dbase da avaliagdo post-mortem dos bovinos com infeccdo natural e
experimental foi estabelecida de acordo com os padrdes da legislacdo vigente de
inspecdo de carnes (Brasil, 1971).

Todos os bovinos oriundos da infeccdo experimental foram abatidos em

periodos distintos, partindo do primeiro animal com cinco meses pos-infeccdo, e 0s
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demais em intervalos posteriores de 30 dias, sendo que, o0 animal representante do
periodo de 300 dias pos-infeccdo foi excluido das anélises por ndo ter sido encontrado
cisticercos durante exame post-mortem. Houve coleta de cisticercos viadveis (vivos) e
inviaveis (degenerados ou calcificados). Essa identificacdo foi realizada através de
visualizacdo macroscopica dos mesmos por uma equipe previamente treinada. O
cisticerco foi considerado viavel quando se apresentou como uma vesicula translucida,
ovoide ou alongada, cheia de liquido claro onde se encontra o embrido invaginado; ja
aqueles em estado de mineralizacdo ou caseosos foram classificados como inviaveis
(Rey, 2001).

As normas de conduta para o uso de animais em pesquisa da Comisséo de Etica
do uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa foram seguidas, conforme o
Processo CEUA/UFV n° 20/2011.

2.3. Microscopia de luz

A partir dos bovinos experimentalmente infectados, foram coletados cisticercos
viaveis e inviaveis de cada animal abatido, representando cada periodo pés-infeccdo.
Optou-se por coletar cisticercos dos musculos mastigatérios para padronizacdo das
amostras. As analises microscopicas foram realizadas a partir de um cisticerco, que
posteriormente foi dividido em 4 partes para emblocamento em historesina. Foram
coletados cisticercos dos animais com 210 dias pos-infeccdo (1 cisticerco viavel e 1
inviavel), 270 dias pos-infeccéo (1 cisticerco viavel e 1 invidvel), 330 dias pés-infeccdo
(1 cisticerco viavel), 360 dias pés-infeccdo (1 cisticerco inviavel) e 390 meses pos-
infeccdo (1 cisticerco inviavel).

A metodologia utilizada para inclusdo de material para estudo histologico seguiu
0 processamento rotineiro para emblocamento em historesina. Foram utilizadas
coloragdes com azul de toluidina, hematoxilina férrica, eosina aquosa, nitrato de prata,
ponceau, fast green e coloracdo de Von Kossa (VK) (Goldova et al., 2008) adaptada
(Anexo 2). As laminas foram montadas com Entellan (Merck®), analisadas em
microscopio de luz CX31 Olympus, e as imagens foram obtidas com camera digital SC
020 por meio do software Analysis GETIT. As imagens capturadas foram utilizadas
para a contagem dos tipos celulares presentes, utilizando-se para cada amostra dez
campos microscopicos, cada campo com uma area equivalente a 760,0 pm?. Todos 0s

tipos celulares encontrados nas imagens foram enumerados e quantificados.
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2.4. Andlise estatistica

Utilizou-se o programa de analises estatisticas SAEG 9.1 (UFV, 2007) para
analise dos dados computados referente a producdo de imunoglobulinas. Apoés
verificacdo da distribuicdo dos dados pelos testes de normalidade e homocedasticidade
(Lilliefors e Cochran & Bartlett, respectivamente), e de acordo com o coeficiente de
variacdo, optou-se pela utilizacdo de comparacdo de médias por meio de teste Duncan
para dados paramétricos e, para comparacdo da presenca das células contabilizadas pela
microscopia de luz, optou-se pela utilizacdo de teste ndo paramétrico de Wilcoxon
(p<0,05).

3. Resultados e discussao

Apbs andlise dos resultados obtidos com os animais experimentalmente
infectados, optou-se pela separacdo em grupos daqueles animais cuja resposta
imunoldgica de IgG total foi semelhante, sendo o grupo 1 composto pelos animais de
namero 31, 32, 33, 38 e 39 (55,5% do total), grupo 2 (animais nimero 36 e 40) e grupo
3 (animais 35 e 37) cada grupo (2 e 3) representando 22,2% dos total de animais.

Os animais pertencentes ao grupo 1 (abatidos com 150, 180, 210, 270 e 360 dias
pos-infeccdo, respectivamente) tiveram suas respostas imunoldgicas de 1gG
semelhantes, apresentando a mesma tendéncia durante os periodos analisados (Figura
1a). No dia 30 pds-infeccdo houve o pico de producdo de anticorpos da classe 1gG
(total) e aos 60 dias ocorreu um decréscimo na producdo de 1gG, corroborando Minozzo
et al. (2004) onde relataram que os bovinos infectados experimentalmente apresentaram
um aumento nos titulos de anticorpos a partir de 36 dias da infec¢do, sendo que o pico
de anticorpos nos animais positivos foi entre 30 e 60 dias apos a infeccéo.

Foi possivel verificar que no dia 120 pds-infeccdo, os animais 33 e 32 tiveram
uma nova elevagédo de 1gG, sendo que o mesmo fato ocorreu com o animal 38 aos 180
dias pds-infeccdo e com o animal 31 aos 240 dias pos-infecgdo, corroborando Sciutto et
al. (1990) que identificaram antigenos circulantes a partir do 29° dia de infec¢do tendo
um declinio apds 92 dias e um pico apos 200 dias, sendo o declinio nos titulos de
anticorpos foi atribuido a formacdo de imunocomplexos. Smith et al. (1990) também
observaram aumento na quantidade de 1gG detectavel entre 40 e 60 dias pos-infec¢do. O
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fato de ter ocorrido dois picos de producédo de IgG pode ser justificado ao considerar 0s
achados do exame post-mortem desses animais onde foram recuperados 5, 32, 53, 50 e
37 cisticercos, respectivamente, e que em todos os casos foram encontrados cisticercos
vivos. Assim os titulos crescentes de anticorpos ao longo do parasitismo podem estar
relacionados com a existéncia de cisticercos viaveis e metabolicamente ativos,
produzindo e secretando substncias que estimulam o sistema imunoldgico do
hospedeiro (Flisser et al., 1990). Wang et al. (2003) ao estudarem vacinas de DNA
contra a cisticercose causada pela Taenia solium detectaram, em suinos, antigenos
circulantes para anticorpos 1gG na terceira semana pos-infeccdo com niveis crescentes
até a oitava semana, condizente com os achados do presente estudo.

E importante considerar o fato de que a producdo de anticorpos é dependente
entre organismos. Como média geral ao primeiro contato parasito-hospedeiro, €
conhecido que os anticorpos da classe IgM sdo as primeiras imunoglobulinas a serem
produzidas. Ja os anticorpos 1gG normalmente tém aumento em sua producdo ap6s o
periodo de transicdo do IgM mantendo-se constante no organismo do animal até
eliminacdo da infeccdo (Pier et al., 2004; Geisberger et al., 2006). Essas tendéncias sdo
mostradas nas figuras 1a e 1b.

Quando comparados os valores brutos das densidades Opticas para todos 0s
grupos analisados, os anticorpos da classe IgM apresentaram valores mais elevados do
que IgG total (Figura 1b). Porém, esse fato ndo estd necessariamente ligado a maior
quantidade de IgM circulante do que de IgG nas amostras analisadas. E importante
salientar que os anticorpos IgM tem estrutura pentamérica e ao utilizar no imunoensaio
0 anticorpo conjugado anti-lgM, ele poderad se ligar em cinco diferentes pontos se
apresentando como uma molécula gigante que no momento da leitura em
espectrofotbmetro tera maior valor de densidade déptica. O IgM fixa de 10-20 vezes mais
complemento do que IgG, e isto explica a elevada concentragdo no soro bovino em
relacdo a outras espécies (Penha, 2007).

Ao analisar a cinética de producéo de anticorpos IgM dos animais do grupo 1 foi
possivel verificar que no dia 30 pds-infeccdo houve o pico de producdo dos anticorpos
da classe IgM sendo que no periodo de 30 a 60 dias houve uma queda nesses valores
(Figura 1b). Somente o animal 31 n&o apresentou o pico de IgM no mesmo momento
que os demais animais, durante toda a evolugdo da doenca o animal manteve seus niveis

de IgM constantes tendo um aumento significativo somente no dia 150.
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Figura 1. Cinética de producdo de anticorpos (DO) IgG (total), IgM, IgG; e IgG, dos
animais do grupo 1 (31, 32, 33, 38 e 39).

Com relacdo a producéo de IgG; e IgG, nos animais do grupo 1, foi possivel
verificar diversos picos de producdo, exceto para o animal 39 que ndo apresentou

anticorpos circulantes 1gG; nos periodos analisados (Figura 1c).
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Os animais do grupo 2 (bovinos 35 e 37, abatidos com 420 e 330 dias pos-
infeccdo) ndo reagiram ao contato inicial com os antigenos secretados pelos cisticercos
tanto para producdo de anticorpos 1gG quanto para IgM (Figuras 2a e 2b). Esse fato
pode ser atribuido a uma possivel protecdo aparente contra cisticercose ou a imunidade
passiva, situacdo que pode ser observada principalmente quando comparado o dia 0 pds-
infeccdo do animal 37 com os demais periodos, apesar da densidade Optica do dia O
estar superior aos demais dias analisados. O animal 37 apresentou discreto aumento de
producdo de 1gG no periodo de 30-60 dias, houve uma reducéo até 120 dias, e ap0s esse
periodo mostrou uma tendéncia de elevacao até 270 dias, e apds esse periodo registrou-
se uma queda nos valores de IgG.

Durante o exame post-mortem do animal 37, foram recuperados 48 cisticercos
no total, sendo que somente 1 cisticerco apresentava-se como inviavel e os demais
estavam na forma vidvel. Esse pico pode ser devido ao inicio da rea¢do imunoldgica
hospedeiro-parasito para a morte dos cisticercos, estando associadas a liberagido de
antigenos pelos cisticercos, concordando com Smith et al. (1991) que também
encontraram picos de anticorpos aos 160 e 200 dias pds-infeccao.

Quando comparada a resposta imune do animal 35 com os achados do exame
post-mortem, € possivel fazer uma associacdo da queda na producédo de IgG (Figura 2a)
com o fato de néo ter sido encontrados cisticercos vivos nesse animal, pois todos os 26

cisticercos encontrados estavam inviaveis.
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Figura 2. Cinética da producéo de anticorpos (DO) IgG (total), IgM, 1gG; e IgG, dos
animais do grupo 2 (35 e 37).

Em nenhum momento os animais 35 e 37 apresentaram picos de producdo de
IgG e IgM. Contudo, o animal 35 (abatido com 14 meses pés-infec¢do) teve uma
pequena elevacdo dos anticorpos IgG entre os dias 0-30. A resposta imunoldgica do
animal 35 se manteve constante. Entretanto, aos 300 dias pds-infeccao, houve uma leve
queda na producdo de IgG seguida de um discreto aumento a partir do 390 dias.

Em relacdo a producdo de IgG; e 1gG,, o animal 35 apresentou menores
quantidade quando comparado ao animal 37, que por sua vez apresentou diversos picos
de producdo nos mesmos periodos para IgG; e 1gG,, divergindo somente aos 300 dias
pos-infeccdo onde IgG; apresentou uma queda e IgG, uma tendéncia de aumento
(Figuras 2c e 2d).

Através da andlise das densidades Opticas dos animais do grupo 3 (bovinos 36 e
40, abatidos com 390 e 240 dias pos-infecgéo, respectivamente), foi possivel verificar
uma resposta imunolégica divergente dos demais animais. O bovino nimero 36, no
periodo de 0-330 dias pos-infeccdo manteve seus titulos de anticorpos IgG de maneira
constante, e somente no dia 360 pos-infeccdo houve pico de 1gG e IgM, atribuido ao
fato de terem ocorrido mecanismos evasdo do parasito ao ataque imunoldgico do
hospedeiro (Pawlowsky, 1972).

Com relacdo ao animal de nimero 40, no periodo do dia 0 ao dia 30 pos-infeccao

houve uma queda significativa nos valores de imunoglobulina IgG, seguido de uma
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baixa producdo até o dia 180 pos-infecgdo, apresentando um grande aumento de IgG
seguido de uma brusca queda aos 210 dias (Figura 3a) Mesmo se tratando de um perfil
imunolégico diferente dos demais animais, foi possivel observar que houve uma
producdo de anticorpos contra o cisticerco mesmo sendo que tardia, fato que pode estar
ligado ao periodo de reconhecimento dos antigenos pelo hospedeiro. Essa protecao
aparente contra os cisticercos possa ter sido adquirida passivamente através do colostro
no inicio da vida desses animais (Flisser et al., 1979).
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Figura 3. Cinética de producdo de anticorpos (DO) IgG (total), IgM, IgG; e IgG, dos
animais do grupo 3 (36 e 40).

Em relacdo a producdo de IgM, semelhante a producdo de IgG, o animal 36
manteve seus niveis de anticorpos constantes no periodo de 0-330 dias pos-infecgéo,
sendo que aos 360 dias pos-infeccdo ocorreu um pico de produgédo de IgM seguido de
queda. Ja o animal 40 teve o pico de IgM aos 180 dias pds-infecgdo, e aos 210 dias
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apresentou tendéncia de queda (Figura 3b). Os perfis imunoldgico dos animais do grupo
3 foram semelhante para 1gG e IgM, sendo que o pico de producdo dos anticorpos
ocorreu no mesmo periodo. Essa variagao na resposta imunoldgica e o pico de producédo
de anticorpos em periodos distintos dos demais animais analisados, pode estar ligado ao
fato da habilidade do cisticerco sobreviver por longo periodo na presenca da resposta
imunologica do hospedeiro, utilizando-se de defesa como mimetizagdo de antigenos do
hospedeiro, absorcdo de antigenos do hospedeiro, variagdo antigénica, anticorpos
bloqueadores e tolerancia (Tizard, 2002).

O animal 36 apresentou diversos picos de producéo de IgG;. Em relacdo a 1gG;
foi possivel observar a mesma tendéncia nos periodos analisados, contudo com valores
menores e com a ocorréncia de somente um pico de produgdo de anticorpos. A
producdo de IgG; no animal 40 foi nula. Entretanto, a 19gG;, aos 120 dias pds-infeccao
comecou a apresentar uma tendéncia de elevacéo, e no dia 150 ocorreu o pico, seguido
de uma discreta queda até completar 240 dias pés-infec¢do (Figuras 3c e 3d).

Através da analise da producdo média de 1gG; de todos os grupos analisados, foi
possivel detectar a elevacdo de anticorpos IgG; no periodo de 0-30 dias pos-infeccéo.
Contudo, o pico de producdo ocorreu aos 270 dias, divergindo dos resultados
encontrados por Bogh et al. (1996) que conseguiram detectar os niveis de anticorpos
IgG, circulantes somente ap6s seis semanas poés-infeccdo. Contudo, ndo foram
detectados niveis de IgG; circulantes nos animais 39 e 40 em nenhum dos periodos

analisados, tratando-se possivelmente de uma caracteristica individual desses animais.
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Figura 4. Cinética da producdo de anticorpos IgG; e 1gG; a partir das médias das
densidades opticas dos nove bovinos experimentalmente infectados.
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Os baixos valores de producdo de imunoglobulinas 1gG; e 1gG, encontrados no
presente estudo podem estar associados as caracteristicas da resposta imunoldgica
individual dos animais. Entretanto, vale ressaltar que os anticorpos IgG; representam
50% das IgG circulantes e que a concentracdo de 1gG, varia muito entre os bovinos
(Tizard, 2009). Ao analisar a média de producdo do 1gG;, foi possivel verificar uma
tendéncia de elevacdo até 270 dias e novamente aos 360 dias pos-infec¢do. De acordo
com Sciutto et al. (2007) é razoavel esperar que o parasito expresse um conjunto
complexo e diversificado de antigenos que pode contribuir para a diversidade das
respostas imunes.

Segundo Flisser et al. (1979), os anticorpos anti-cisticercos exercem sua fungéo
antiparasitaria através de diversos mecanismos, entre eles a producdo de IgG,, que
apresentou aumento quando associado a presenca de eosinofilos. Este, por sua vez,
parece ter uma acdo de protecdo em bovinos parasitados por cisticercos (Wikerhauser,
1974), associac¢do que ndo foi observada no presente estudo.

As meédias obtidas da producdo de imunoglobulinas, a partir da leitura das
densidades Opticas (DO) das amostras de soro bovino utilizando os anticorpos
conjugados para IgM e IgG total ndo mostraram diferenca estatistica entre si, como
ocorreu com as médias de DO entre IgG; e 1gG,. Contudo, quando comparada a média
de producéo de IgM e IgG total com IgG; e 1gG; foi encontrada diferenca (p<0,05). Tal
ocorréncia é demonstrativa de que a resposta imunologica frente a infeccdes por Taenia
saginata € em sua maioria mediada por anticorpos da classe IgM e IgG total.

Em relacdo a resposta celular verificada a partir de fragmentos analisados em
microscopia de luz, foi encontrada em ordem decrescente, a presenca de células
gigantes multinucleadas, seguidas de fibroblastos, eosinéfilos, células epitelidides,
basofilos, linfocitos, neutrofilos e monocitos quando se enumerou todas as células
presentes na area média mensurada por animal.

A partir da contagem celular nos fragmentos estudados pela microscopia de luz
(Tabela 1), foi encontrada uma média de 39,6 eosinofilos presentes na musculatura para
cada cisticerco vivo analisado e 21,2 eosinéfilos para os cisticercos inviaveis. Aluja &
Vargas (1988) afirmam que os eosinofilos sdo as células determinantes para iniciar o
processo de destruicdo da larva no tecido do hospedeiro, no caso de infeccdo por Taenia
solium. Essas células sdo especialmente adaptadas para atacar e destruir larvas invasoras

de helmintos, pois suas enzimas sdo eficientes na destruicdo da cuticula de larvas
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(Tizard, 1985). A presenca significativa dos eosinofilos em infeccdes por cisticercos
esta de acordo com Santos et al. (2001) e Tortelly (2003).

Tabela 1. Resultados (n°, média) da contagem celular por meio de microscopia éptica de
luz de cisticercos viaveis e cisticercos inviaveis, células contabilizadas de acordo com a
viabilidade do cisticerco (viaveis e invidveis) utilizando-se a objetiva de 100X.

Células Cisticercos  Média Cisticercos Média Total
viaveis inviaveis

Mondcitos 13 4,3 12 03 25
Neutrofilos 70 23,3 37 9,2 107
Linfécitos 80 26,6 54 13,5 134
Basofilos 84 28 61 15,2 145
Epitelioides 51 17 117 29,2 168
Eosindfilos 119 39,6 85 21,2 204
Fibroblastos 80 26,6 217 54,2 297
Gigantes multinucleadas 724 2413 356 89 1080

Os valores encontrados no presente estudo de linfocitos apresentaram a média de
26,6 linfocitos nos cisticercos vidveis e 13,5 nos cisticercos invidveis. O fato de ter sido
encontrada nos cisticercos vidveis o dobro de linfocitos do que em cisticercos inviaveis
pode estar relacionado ao que Jones et al. (2000) descrevem, que a principal alteracdo
tecidual provocada pelo cisticerco vivo € o deslocamento das miofibras podendo haver
discreta miosite com alguns linfdcitos e macréfagos.

Em relacdo aos fibroblastos, foi possivel constatar uma grande deposi¢do ao
redor de cisticercos inviaveis, principalmente quando comparadas com a média dos
cisticercos inviaveis (54,2) com viaveis (26,6). A formacdo de uma espécie de
granuloma ao redor do cisticerco é semelhante ao que ocorre em casos de tuberculose
(Mycobacterium bovis) havendo grande deposicdo de fibroblastos para que o tubérculo
ndo aumente seu tamanho (Thoen & Chiodini, 1995).

As células gigantes multinucleadas resultam da fusdo de varios macréfagos, e
foram as mais encontradas no presente estudo, tendo uma média de 241,3 para
cisticercos viaveis e 89 celulas gigantes multinucleadas para cisticercos inviaveis.
Diversos autores como Sterba & Dykova (1978), Reis (1980), Santos et al. (2001),
Tortelly (2003) e Almeida (2006) relatam a presenga de células gigantes multinucleadas
em infecgdes causadas por cisticercos, entretanto nenhum autor faz mensuragdo do

ndmero dessas células.
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Em relacdo as caracteristicas morfologicas obtidas pela interacdo parasito-
hospedeiro nas amostras dos cisticercos viaveis, foi possivel verificar no centro da
lesdo, a presenca de células envolvidas em processos inflamatérios tendo um rico
infiltrado celular e abundante presenca de eosinofilos, concordando com Costa (2003) e
Tortelly (2003), além de neutréfilos e linfocitos (Figuras 5, 6 e 7).

J& os cisticercos inviaveis se apresentaram com um centro necrético (Figura 8)
como relatado por Costa (2003), Tortelly (2003), Scandrett et al. (2012), essa regido
mostrou-se rica em corpusculos calcareos e detritos celulares, estando envolto por trés
camadas, a mais externa ao cisticerco sendo rica em tecidos de reparacdo. Ha um grande

infiltrado celular, com presenca de histiocitos dispostos em palicada (Santos et al.,

2001; Tortelly, 2003; Almeida, 2006), células gigantes multinucleares e basdfilos
(Scandrett et al., 2012).

Figura 5. Bovino com 7 meses pos- Figura 6. Bovino com 9 meses pods-
infecgéo. C|st|cer'co vivo, onde & P?SS|V6| infeccdo. Cisticerco vivo. Presenca macica
observar a  capsula de protecdo do de eosindfilos (em destaque). HE. Barra: 10
cisticerco e suas camadas (em destaque). um.

HE. Barra: 100 pm.

Figura 7. Bovino com 12 meses pos Flgura 8- Bovmo com 12 meses pos-
infeccio. Cisticerco em processo de infeccdo. Cisticerco calcificado. Presenca

calcificacdo. HE. Barra 500 pm . macica dos corpusculos calcareos (a) no
centro do cisticerco e rico infiltrado celular na

periferia (b). Von Kossa. Barra: 100 pm
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A partir dos cisticercos viaveis e inviaveis coletados do animal abatido com
nove meses pos-infeccdo, foi possivel verificar que na regido ao redor da lesdo
provocada pelo cisticerco, havia maior nimero de células envolvidas nos processos
inflamatdrios nos cisticercos vidveis quando comparado aos cisticercos inviaveis, que ja
estavam mais ligados a presenca de células reparadoras de tecido, sugestivo de
mecanismo de protecdo do hospedeiro contra o parasito.

Ao examinar os fragmentos por técnica de microscopia, utilizando coloragdo de
Von Kossa, foi possivel constatar a presenca macica de corpusculos calcareos, em
cisticercos inviaveis ou aqueles em processo de inviabilizacdo (morte), quando
comparados a presenca em cisticercos vivos. A migracdo dos corpusculos calcareos para
0 centro da lesdo parece estar relacionada com o estadio de morte do parasito e

normalmente aparecem em maior quantidade quando ha uma exposicdo da lesdo pelo

sistema imune do hospedeiro (Figuras 9 e 10).

Figura 9. Bovino com 9 meses pos- infeccdo. Figura 10. Detalhe do corpusculo calcareo
Ao exame macroscopico o cisticerco (em destaque). Von Kossa. Barra: 10 pm .
apresentava-se viavel. Migracdo dos

corpusculos calcareos (a) para o centro da

lesédo (b). Von Kossa. Barra: 50 pm.

Segundo Pawlowski et al. (1988) os corpusculos calcarios sdo estruturas
compostas de célcio, fésforo, silicio e zinco, que podem fornecer a Unica evidéncia ao
corte histolégico, de que o especime se trata de um cestoide (Georgi & Georgi, 1988).

A associacdo dos resultados expostos no presente estudo, em relacdo aos
parametros humorais e celulares na evolucdo da cisticercose, & importante no

aprimoramento de um teste diagnostico complementar na deteccao da cisticercose.
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4. Conclusdes

1- As imunoglobulinas predominantes na evolucdo da resposta imunologica de bovinos

contra a cisticercose sdo IgM e 1gG quando comparadas com 1gG; e 1gG..

2- Os cisticercos inviaveis se apresentaram com um centro necrdtico rico em
corpusculos calcéareos e detritos celulares envolto por trés camadas, a mais externa ao
cisticerco € rica em tecidos de reparacdo. Ha um grande infiltrado celular, com presenca

de histidcitos dispostos em palicada, células gigantes multinucleares e basofilos.

3- Os cisticercos viaveis apresentaram em seu centro células envolvidas em processos
inflamatdrios tendo um rico infiltrado celular e abundante presenca de eosinofilos,

neutrofilos e linfocitos.

4- A quantidade e migracdo dos corpusculos calcéreos esta relacionada com o estadio de

morte da larva de Taenia saginata.
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CAPITULO 3
Comportamento do teste ELISA no diagndstico da cisticercose utilizando bovinos

experimentalmente e naturalmente infectados com metacestddeo de Taenia saginata
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Resumo

O complexo teniase-cisticercose bovina pode ser definido como um conjunto de
alteracdes patoldgicas causadas pela forma adulta da Taenia saginata no humano e por
sua forma larvar nos bovinos (Cysticercus bovis). Dados sobre a ocorréncia da
cisticercose bovina provém dos registros de inspecdo veterindria de carnes em
matadouros-frigorificos inspecionados, onde alguns casos positivos podem passar
despercebidos, principalmente em infeccbes moderadas, tornando-se relevante a
utilizacdo de testes sorolégicos com maior sensibilidade que o exame post-mortem de
rotina. Estudos demonstram a possivel aplicacdo do teste ELISA como ferramenta para
estudos epidemioldgicos da parasitose e na identificagdo dos animais portadores de
cistos. O objetivo do presente trabalho é avaliar o desempenho e determinar o limiar de
deteccdo do teste ELISA indireto, utilizando animais experimentalmente e naturalmente
infectados na detecgé@o de casos de cisticercose. A sensibilidade do teste para animais
naturalmente infectados utilizando o ponto de corte 1 e 2 adicionados de 2 SD foi de
12% e 24,4% respectivamente. Contudo quanto utilizado o ponto de corte 1 e 2
adicionados de 3 SD a sensibilidade do teste teve uma queda, representado 1,99% e
14,4%. Ja para as amostras de animais experimentalmente infectados utilizando o ponto
de corte 1 e 2 adicionados de 2 SD, a sensibilidade ficou em 55,9% e 92,5% e
adicionando 3 SD foram encontrados os valores de 31,2% e 86% respectivamente. A
especificidade do teste em todas as situacBes testadas ficou em 100%. E importante
levar em consideracdo a escolha certa dos soros-controle utilizados no teste ELISA,
visto que de acordo com sua aplicacdo torna-se necessario elevar a sensibilidade ou

especificidade do teste.

Palavras chave: Desempenho teste ELISA, cisticercose bovina, ponto de corte.
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Abstract

The bovine taeniasis-cysticercosis complex can be defined as a set of pathological
changes caused by the adult form of Taenia saginata in humans and their larval form in
animals (Cysticercus bovis). Data on the occurrence of bovine cysticercosis comes from
the records of veterinary inspection of meat in slaughterhouses under fiscalization,
where some positive cases may go unnoticed, especially in moderate infections. So, it is
relevant the use of serological tests that have greater sensitivity than the post-mortem
routine exams. Studies have shown the possible application of the ELISA test as a tool
for epidemiological studies of the parasitosis and in the identification of animals with
cysts. The aim of this study is to determine the detection threshold of the indirect
ELISA test, using experimentally and naturally infected animals in detecting cases of
cysticercosis. The sensitivity of the test to naturally infected animals using a cut-off 1
and 2 added with 2 standart-deviation (SD) was of 12% and 24.4%, respectively.
However, when using the cut-off of 1 and 2 added with 3 SD, the test sensitivity
dropped, represented by 14.4% and 1.99% of the test sensitivity. As for the samples
from experimentally infected animals, using the cut-off 1 and 2 added with 2 SD the
sensitivity was 55.9% and 92.5%; and adding 3 SD the values found were 31.2% and
86%, respectively. The specificity of the test in all situations tested was 100%. It is
important to take into account the right choice of control sera used in the ELISA test,
whereas, according to its application, it is necessary to increase the sensitivity or

specificity.

Keywords: Performance ELISA test, bovine cysticercosis, cut-off.
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1. Introducéo

O complexo teniase-cisticercose (TC) é um dos problemas atuais para a Saude
Publica no Brasil. A cisticercose € causada pela Taenia saginata, que em sua formar
larvar esta presente na musculatura de bovinos e na forma adulta se alberga no intestino
delgado dos humanos, causando a teniase. E um complexo zoondtico que estd
amplamente difundido, principalmente em paises considerados pobres e em
desenvolvimento. Entretanto, ha relatos de casos em paises desenvolvidos,
provavelmente devido a intensificacdo do processo migratério mundial.

Os prejuizos que acarretam estdo relacionados as perdas econémicas pelas partes
envolvidas com o comércio de carnes, e também a salde da populagdo que pode se
infectar com o parasito através de consumo de carnes cruas ou mal aquecidas que
contenham cisticercos viaveis.

Atualmente, o Unico método de deteccdo rotineira da cisticercose é feito no
exame post-mortem em matadouros durante o processo do abate. A procura pelos
cisticercos na carcaca é realizada em sitios considerados de eleicdo de alojamento dos
cisticercos, como por exemplo, nos musculos mastigatorios (masseter e pterigoide),
musculatura cardiaca e diafragma. Entretanto, os cisticercos podem se alojar em
qualquer musculatura do animal inclusive nos cortes considerados nobres, e se nédo
forem detectados nos sitios de eleicdo a carcaca, mesmo positiva, pode ser liberada para
consumo equivocadamente.

A inspecdo de carnes por si s6 ndo permite detectar todos os cisticercos
presentes nas carnes, visto que por razfes de natureza estética e comercial, 0 inspetor
normalmente ndo retalha todos os 6rgaos, visceras e carcacas submetidas a inspecédo de
rotina ou posteriormente a ela, o que pode acarretar numa subestimacdo da real
prevaléncia da doenca (Fernandes, 2002).

Allepuz et al (2012) detectaram antigeno circulante por meio do teste ELISA em
23 de 2073 bovinos abatidos na regido Nordeste da Espanha, obtendo uma
soroprevaléncia de 1,11% sendo que, o valor alcangado pelo teste ELISA foi cinqlienta
vezes maior do que o valor estimado pela inspec¢do visual ao analisar 90,891 animais
nos mesmos matadouros. Ressaltando que, nenhum animal detectado como positivo
pelo teste ELISA foi diagnosticado com cisticercose durante inspe¢do post-mortem.

Geerts et al. (1981) afirmaram que para o diagnostico da cisticercose, é
necessaria uma técnica de elevada sensibilidade, devido ao alto grau de adaptacdo da
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larva de Taenia saginata ao hospedeiro, que resulta em uma baixa producdo de
anticorpos. Baixos niveis de anticorpos produzidos em infecgcdes leves muitas vezes
dificultam na selecdo de um ponto de corte e na interpretacdo dos achados em testes
sorologicos como o ELISA (Smith et al., 1991). O desenvolvimento de anticorpos anti-
cisticercose € dependente, no minimo, da magnitude da infeccdo estabelecida, e talvez
também da fase de infeccdo em que os animais se encontram quando séo testados (Smith et
al., 1990).

Entretanto, o aperfeicoamento de métodos diagndsticos modernos, como o teste
ELISA, poderia melhorar esta eficiéncia de diagnostico da doenca, alcangando ainda os
animais vivos (Ogunremi & Benjamin, 2010). Queiroz et al. (2000) destacaram a
necessidade de se pesquisar e sugerir a implementacdo do teste ELISA como método
auxiliar a inspecdo visual, buscando maior eficiéncia no diagndstico da cisticercose bovina.

A utilizagdo do teste ELISA revela que a prevaléncia da cisticercose bovina,
realizada por meio de deteccdo através da inspecdo classica realizada em matadouros-
frigorificos é subestimada (Dorny et al., 2000).

Nesse contexto, faz-se necessario a utilizacdo de testes sorolégicos que possuam
maior sensibilidade quando comparados ao exame post-mortem de rotina. Estudos
demonstram a possivel aplicagdo do teste ELISA como ferramenta para estudos
epidemioldgicos da parasitose e na identificagdo dos animais portadores de cistos
(lasbik et al., 2010). O conhecimento da resposta imunol6gica dos animais para a
cisticercose ndo esta totalmente esclarecido, o que pode explicar falhas no desempenho
dos testes imunoldgicos utilizados para o diagndstico da cisticercose.

O teste ELISA vem sendo utilizado no diagndstico da cisticercose em seres
humanos, em suinos e bovinos, com poucos registros de sua aplicacdo nesses ultimos,
carecendo de protocolos padronizados para esta espécie, que permitam esclarecer a sua
eficiéncia no diagndstico da doenca (Pinto et al., 2006). Sabe-se que a principal
dificuldade no diagndstico de bovinos naturalmente infectados sdo os baixos niveis de
anticorpos produzidos pelo bovino (Kyvsgaard et al., 1991; Smith et al., 1991).

O custo de implementacdo de uma ferramenta mais sensivel para o diagndstico da
cisticercose bovina deve ser relacionado com os beneficios de uma reducéo riscos de
infeccdo humana, tendo alto potencial para impedir o ciclo de transmissdo da
cisticercose bovina, beneficiando também o setor pecuéario através de reducdo das

perdas econdmicas (Allepuz et al., 2012).
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Tendo em vista os fatores expostos acima, objetivou-se no presente estudo
avaliar o limiar de positividade do teste ELISA indireto e determinar as taxas de
sensibilidade e especificidade a partir de amostras de animais ndo infectados, infectados
naturalmente e experimentalmente, comparando assim o desempenho do diagndstico
imunolégico com o do método diagndstico de rotina de inspe¢do_ post-mortem

(andtomo-patoldgico).

2. Material e Métodos

2.1. Infecgéo experimental

Um paciente positivo para teniase foi identificado e apds tratamento especifico
obteve-se um exemplar de Taenia sp. A morfologia foi confirmada em laboratério
através de microscopia direta, verificando o numero de ramificagBes uterinas,
constatando que se tratava de Taenia saginata. O parasito ficou armazenado sob
refrigeracdo (4°C) e imerso em uma solucdo contendo cloridrato de oxitetraciclina
500mg (Terramicina®) e agua destilada. O preparo do indculo consistiu de lavagem das
proglotes, dissecacdo com auxilio de lupa e centrifugacdo. Foi realizada contagem do
namero de ovos com auxilio de microscépio. Para inoculacdo experimental utilizou-se
1ml do indculo que continha aproximadamente 120.000 ovos de Taenia saginata,
diluidos em agua destilada, e administrado por via oral com auxilio de sonda gastrica.
Em seguida, foram fornecidos cerca de 500ml de agua através da sonda, garantindo que
todos os ovos presentes na aliquota fossem totalmente ingeridos. Nesse experimento
foram selecionados nove bovinos machos, de raca mestica holandés-zebu, com
aproximadamente seis meses de idade, e mantidos em ambiente livre de contaminagéo

por cisticercos, evitando assim reinfec¢do dos animais.

2.2. Obtencéo das amostras de soro

O presente estudo foi realizado com amostras de soro bovino pertencentes a
quatro grupos distintos, caracterizados a seguir.

O grupo 1 foi composto por amostras de sangue dos bovinos procedentes de uma
propriedade sem histdrico de cisticercose e que foram infectados experimentalmente. As

amostras foram coletadas mensalmente, iniciando no dia 0 (data da inoculagéo) e

86



finalizando com 420 dias pds-infeccdo. As amostras foram coletadas utilizando-se a
seguinte ordem: dia 0 pos-infec¢do (n=9), dia 30 (n=9), dia 60 (n=9), dia 90 (n=9), dia
120 (n=9), dia 150 (n=9), dia 180 (n=8), dia 210 (n=7), dia 240 (n=6), dia 270 (n=5),
dia 300 (n=4), dia 330 (n=4), dia 360 (n=3), dia 390 (n=2), dia 420 (n=1). Totalizaram-
se 93 amostras considerando os diferentes periodos pds-inoculagédo, tomando como base
que a partir de 60 dias pos-infec¢do o cisticerco estd completamente maduro, sendo
possivel fazer o diagnostico macroscopico em animais parasitados (Pfuetzenreiter &
Avila-Pires, 2000). O material foi dessorado e estocado a -20°C com vistas & sua
utilizacdo nos ensaios laboratoriais. Todos os animais pertencentes a esse grupo foram
abatidos em um matadouro-frigorifico, de acordo com as normas técnicas do Servico de
Inspegcdo Federal (Brasil, 1971). Os animais foram rigorosamente inspecionados,
examinando os tecidos inspecionados rotineiramente nas linhas de inspecdo post-
mortem para pesquisa de cisticercos (coragdo, lingua, masculos mastigatorios), e outras
areas consideradas ndo rotineiras para inspecdo representadas por quatro cortes
comerciais de carnes, obtidos de meia carcacga, localizados nos quartos dianteiro e
traseiro, sendo esses 0 acém, a paleta, a alcatra e o contra-filé. Ainda foram examinados
o diafragma e seus pilares, esdfago e o figado.

O grupo 2 foi composto de 201 amostras de animais naturalmente infectados,
cujo diagnostico da cisticercose foi realizado durante a inspecao post-mortem conduzida
na rotina de trés matadouros-frigorificos comerciais supervisionados por servico de
inspecdo federal localizados em Colatina-ES (n=122), Contagem-MG (n=32) e Muriaé-
MG (n=3), e um matadouro-frigorifico supervisionado pelo servico de inspe¢do estadual
em Colatina-ES (n=44) (Anexo 3).

No grupo 3, se enquadram 26 amostras de bovinos abatidos em matadouro
comercial, que foram negativos para cisticercose e outras doencgas durante inspegéo
post-mortem de rotina. Estes soros-controle foram utilizados para a determinacdo do
ponto de corte 1.

Ja as amostras de soro do grupo 4 foram obtidas de oito bovinos criados em
isolamento e mantidos sob condigOes controladas, tratando-se de animais ndo portadores
de cisticercos ap6s o abate. Estes soros-controle foram utilizados para a determinacao

do ponto de corte 2.
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2.3. Técnica do ELISA

As placas de poliestireno foram sensibilizadas com os antigenos diluidos em
solucdo tamponada carbonato-bicarbonato 0,5M pH 9,6 durante 1 hora a 37°C. Ap6s
lavagens em solucdo salina contendo 0,05% de Tween-20, foi realizado o bloqueio dos
sitios reativos (leite desnatado a 5% em PBS pH 7,4), durante 1 hora a 37°C. Novas
lavagens foram realizadas e as amostras foram diluidas em leite desnatado a 1% em
PBS pH 7,4 e a placa incubada por 30 minutos a 37°C. Apo6s lavagens, foi adicionado o
conjugado anti-lgG de bovino A-5295 (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA) e
repetidos os procedimentos de incubacdo e lavagem. A reacdo foi revelada com solugéo
de OPD (0,1%) e H,0, 0,003% em tampéo citrato-fosfato 0,2M pH 5,0, durante um
periodo de incubacdo de 5 minutos. A reacao foi bloqueada com H,SO,4 4N. As leituras
foram realizadas em espectrofotbmetro a 492nm. A quantidade de reagentes aplicados a

placa se manteve em 100ul, exceto para a solugdo bloqueadora, 200pul.

2.4. Critérios de interpretacdo e analise dos resultados do ELISA

Os soros foram analisados pelo teste ELISA em triplicata obtendo-se a média
das DO. Os valores de DO obtidos foram ajustados com referéncia a uma placa padrao,
sendo o fator de correcdo calculado conforme Passos (1993), citado por Portela (2000),

utilizando-se a formula seguinte:

Fator (F)=Po — No
Pt — Nt
Valor ajustado= F(St - Nt) + No

Sendo:

Po: média dos controles positivos na placa padréo;
No: média dos controles negativos na placa padréo;
Pt: média dos controles positivos na placa teste;

Nt: média dos controles negativos na placa teste;

St: média da amostra testada.
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Na expressdo da positividade e negatividade dos resultados pelo teste ELISA,
foram considerados o ponto de corte, representado pela D.O. média obtida na anélise
dos soros-controle negativos, acrescida de dois e trés desvios-padréo.

Para célculo da sensibilidade e especificidade dos testes foi utilizada tabela 2x2
e calculada com o auxilio do software Microsoft Excel 2003, utilizando o seguinte

esquema:

Exame post- mortem

ELISA

Onde:
Sensibilidade = a.100/ a + c¢; Especificidade = d.100/ b + d

As analises das varidveis em relacdo concordancia entre periodo pés-infecgcdo
com critérios estabelecidos para ponto de corte (ponto de corte 1 + 2 ou 3 SD e ponto de

corte 2 + 2 ou 3 SD), foram calculadas pelo teste do Qui-quadrado (p<0,05).

3. Resultados e discussao

A partir das 201 amostras dos animais naturalmente infectados (grupo 2), 25 se
apresentaram positivas ao teste ELISA indireto, as demais ficaram abaixo do valor de
absorbancia estabelecido como ponto de corte 1 adicionados de 2 desvios-padréo (SD).
O ponto de corte foi obtido através da média da densidade Optica dos soros-controle de
animais negativos a inspecdo de rotina. Nessas condi¢Oes o valor da sensibilidade do
teste quando comparado ao exame post-mortem ficou em 12%. Smith et al. (1991)
afirmaram que os baixos niveis de anticorpos produzidos em infecgdes leves muitas vezes
dificultam na selecdo de um ponto de corte e na interpretacdo dos achados em testes
sorolégicos como o ELISA. Vale ressaltar que a utilizacdo de 2 ou 3 SD como critério de
ponto de corte é dependente do objetivo dos ensaios, visto que a utilizacdo de 3 SD é
mais apropriado para fins de diagnostico e 2 SD para testes de triagem ou selecdo (Pinto
et al., 2000).

Ja quando estabelecido o ponto de corte 2, a partir da média das densidades

Opticas dos soros-controle negativos pertencentes aos animais negativos para a
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cisticercose e criados em isolamento adicionados de 2 desvios-padrdo, foi possivel
detectar 49 animais positivos, tendo-se uma sensibilidade de 24,4%. A especificidade
do teste ELISA utilizando os pontos de corte 1 e 2 ficou em 100% (Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia de resultados positivos e negativos para cisticercose ao teste
ELISA aplicado em bovinos infectados naturalmente de acordo com os resultados do
exame anatomo-patologico realizado apos o abate, considerando dois diferentes pontos
de corte, utilizando-se de 2 e 3 desvios-padréo.

Exame andtomo-patoldgico

2 desvios-padréo 3 desvios-padréo
Ponto de corte Ponto de corte 2* Ponto de corte Ponto de corte
1* 1* 2*
Elisa + - + - + - + -
+ 25 0 49 0 4 0 29 0
- 176 34 152 34 197 34 172 34
Total 201 34 201 34 201 34 201 34

*Ponto de corte 1 — bovinos abatidos em matadouro-frigorifico e negativos para cisticercose através do
exame anatomo-patolégico. Ponto de corte 2 — bovinos negativos criados em isolamento.

Novamente quando comparada a utilizacdo dos soros-controle provenientes de
animais negativos em matadouros (ponto de corte 1) e de animais negativos mantidos
em isolamento (ponto de corte 2), adicionados de 3 desvios-padrdo, p6de-se observar
que das 201 amostras de animais naturalmente infectadas somente 4 apresentaram-se
como positivas para o ponto de corte 1 com 3 desvios-padréo (sensibilidade de 1,99%),
e para o ponto de corte 2, foi possivel confirmar 29 amostras positivas (sensibilidade
14,4%). De acordo com Pinto et al. (2000) quando o ponto de corte € aumentado para
3SD é previsivel a queda da sensibilidade do teste.

Das 93 amostras de soro oriundas de 9 bovinos experimentalmente infectados,
representando diferentes estagios da evolugdo da doenga, 52 ficaram acima do ponto de
corte 1 adicionados de 2 desvios-padrdo, tendo uma sensibilidade de 55,9% quando
comparado o exame sorologico ao macroscopico. Contudo ao utilizar o ponto de corte
2, somente 8 amostras ficaram abaixo do valor estabelecido como ponto de corte,
apresentando 92,5% de sensibilidade do teste, sendo que a especificidade do teste ficou
em 100%.

Quando analisado o ponto de corte 1 adicionados de 3 desvios-padrao foi possivel
constatar que do total de amostras dos animais experimentalmente infectados, 29

amostras ficaram acima do ponto de corte tendo uma sensibilidade de 31,2%. Ja quando
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analisado o ponto de corte 2 adicionados de 3 desvios-padrdo somente 13 amostras
ficaram abaixo do ponto de corte, tendo uma sensibilidade de 86% do teste (Tabela 2).

As taxas de sensibilidade encontradas foram superiores quando utilizado o ponto
de corte 2, oriundo de amostras de animais negativos para a cisticercose em condicdes
controladas, corroborando Monteiro et al. (2006). Esse fato possivelmente esta ligado a
maior ocorréncia de reacGes inespecificas dos soros de animais negativos a inspe¢do
post-mortem (Monteiro, 2004). Estes resultados reforcam a importancia da origem do
soro controle-negativo, mostrando a sua interferéncia no desempenho do teste ELISA
indireto. Os achados do presente estudo confirmam os resultados de Pinto et al. (2006)
que relataram ser de grande importancia a selecdo de soros-controle na interpretacéo dos
resultados do teste ELISA e no estabelecimento do seu ponto de corte, visando
assegurar a sua eficacia no diagnostico da cisticercose bovina.

Os dados encontrados no presente estudo estdo em concordancia com 0s
resultados encontrados por Monteiro et al. (2006), que relatam indices de 90% de
sensibilidade do teste ELISA para animais experimentalmente infectados e 20% para
animais naturalmente infectados, ambos os casos utilizando o soro-controle de animais
negativos para cisticercose criados sob condicoes controladas, utilizando o ponto de

corte adicionados de 2 desvios-padréo.

Tabela 2. Frequéncia de resultados positivos e negativos para cisticercose ao teste
ELISA aplicado em bovinos infectados experimentalmente de acordo com os resultados
do exame anatomo-patoldgico realizado ap6s o abate, considerando dois diferentes
pontos de corte, utilizando-se de 2 e 3 desvios-padrao.

Exame anatomo-patoldgico

2 desvios-padrao 3 desvios-padrao
Ponto de corte Pontodecorte2* Ponto de corte Ponto de corte
1* 1* 2*
Elisa + - + - + - + -
+ 52 0 85 0 29 0 80 0
- 41 - 8 - 64 - 13 -
Total 93 - 93 - 93 - 93 -

*Ponto de corte 1 — bovinos abatidos em matadouro-frigorifico e negativos para cisticercose através do
exame anatomo-patolégico. Ponto de corte 2 — bovinos negativos criados em isolamento.

O limiar de deteccdo de cisticercose pelo teste ELISA em relagdo ao nimero de
cisticercos presentes em animais infectados encontrado no presente trabalho foi de 1
cisticerco situado nos locais de inspecédo de rotina para animais naturalmente infectados,

lembrando que a deteccdo de cisticercos desse grupo de animais é realizada em
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musculaturas pré-definidas durante inspecdo de rotina, ndo excluindo a presenca de
cisticercos em outras musculaturas ndo inspecionadas. O limiar de detec¢do encontrado
em animais experimentalmente infectados foi de 2 cisticercos (Tabela 3), ressaltando-se
que durante o abate dos bovinos experimentalmente infectados nenhum animal
apresentou somente 1 cisticerco no total das areas pesquisadas. Kyvsgaard et al. (1991)
estabeleceram um limiar de deteccdo para 22 cisticercos e Hayunga et al. (1991) um
limiar de 12 cistos. J& Minozzo et al. (2004) encontrou um limiar de 2 cisticercos em
bovinos experimentalmente infectados, condizente com os resultados do presente
estudo.

Segundo Gallie & Sewell (1972), ndo ha aparente relagdo entre a resposta
imunologica e ndmero de cisticercos detectados no exame post-mortem; em
contrapartida as amostras sorologicas coletadas dos animais 31, 36 e 37 no momento do
abate, apresentaram-se como negativas ao teste ELISA utilizando o ponto de corte 1, e
quando utilizado o ponto de corte 2, as amostras indicaram positividade, nesses animais
foi encontrada uma quantidade significativa de cisticercos, sendo em média 37
cisticercos por animal, o que destaca a importancia da utilizacdo de soro-controle
adequado para a finalidade do teste. Mesmo com esses achados, no presente estudo ndo
foi encontrado correlacdo direta entre carga parasitaria e resposta imunoldgica,
corroborando Minozzo et al. (2004) e Soares et al. (2006). Porém esses resultados
divergem dos encontrados por Smith et al. (1991) que relataram que o nivel de
anticorpos anti-Taenia saginata detectados pelo teste ELISA esteve diretamente
relacionado ao numero de cisticercos recuperados em animais infectados
experimentalmente.

Nos dias 30 e 60 pos-infeccdo, seis dos nove bovinos experimentalmente
infectados apresentaram-se como positivos ao teste ELISA (portadores da cisticercose)
utilizando o ponto de corte 1 adicionados de 2 SD. Contudo no dia 90 pos-infeccédo
somente 4 animais apresentaram titulos positivos e no dia 120 o nimero foi reduzido
para 2 animais. Os demais periodos analisados foram 150 dias sendo que dos 9 animais,
trés apresentaram-se como positivos (3/9), 180 dias (6/8), 210 dias (5/7), 240 dias (4/6),
270 dias (3/5), 300 dias (4/4), 330 dias (1/4), 360 dias (1/3), 390 dias (0/2) e 420 dias
(0/1) (Tabela 3). Ao comparar individualmente os critérios estabelecidos para o ponto
de corte 1 adicionados de 2 desvios-padrdo, através do teste de Marascuilo, foi
encontrado diferenca estatistica significante (p<0,05) somente entre os dias 180-
330/390/420 e 300-330/390/420 pdés-infeccdo, tratando-se contudo, de casos isolados
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que ocorreram provavelmente devido ao baixo nimero de animais amostrados nesses

periodos.

Tabela 3. NUmero de amostras positivas no teste ELISA dos nove bovinos infectados
experimentalmente, de acordo com o periodo pos-infeccdo (dias) e critério de ponto de
corte.

Periodo pods- Ponto de corte 1* Ponto de corte 2*
infecgéo
2SD 3SD 2 SD 3SD

150 05 05 09 07
180 06 05 09 08
210 06 03 09 09
240 04 01 07 07
270 03 03 07 07
330 05 02 07 06
360 06 03 08 08
390 05 02 07 07
420 03 02 05 05

s 17,485 10,579 13,682 11,454

P 0,231 0,719 0,474 0,650

SD= Desvio Padrdo. *Ponto de corte 1 — bovinos abatidos em matadouro-frigorifico e negativos para
cisticercose através do exame anatomo-patolégico. *Ponto de corte 2 — bovinos negativos criados em

isolamento. X2= resultado do qui-quadrado, p=valor estatistico do teste.

Utilizando o ponto de corte 1 adicionado de 3 desvios-padrdo, no dia 0 pds-
infeccdo foi possivel detectar 5 animais positivos do total, seguidos de 30 dias pés-
infeccdo (5/9), 60 dias (3/9), 90 dias (1/9), 120 dias (3/9), 150 dias (2/8), 180 dias (3/8),
210 dias (2/7), 240 dias (2/6), 270 dias (1/5), 300 dias (1/4), 330 dias (0/4), 360 dias
(1/3), 390 dias (0/2) e 420 dias pos-infeccdo (0/1).

Ao utilizar o ponto de corte 2 adicionados de 2 desvios-padréo, a detecgdo do
teste ELISA foi mais elevada que as demais, sendo que no dia 0 pos-infeccdo os valores
de DO ficaram acima do ponto de corte, seguidos de 30 dias pds-infecgdo (9/9), 60 dias
(9/9), 90 dias (7/9), 120 dias (7/9), 150 dias (7/8), 180 dias (8/8), 210 dias (7/7), 240
dias (5/6), 270 dias (5/5), 300 dias (4/4), 330 dias (3/4), 360 dias (2/3), 390 dias (2/2) e
420 dias pos-infeccdo (1/1).

Contudo, na utilizagdo do ponto de corte 2 adicionados de 3 desvios-padréo foi
possivel detectar as seguintes amostras: dia 0 pos-infeccdo (7/9), 30 dias (8/9), 60 dias
(9/9), 90 dias (7/9), 120 dias (7/9), 150 dias (6/8), 180 dias (8/8), 210 dias (7/7), 240
dias (5/6), 270 dias (5/5), 300 dias (4/4), 330 dias (3/4), 360 dias (2/3), 390 dias (1/2) e

420 dias pés-infeccdo (1/1). Entretanto ndo foi encontrada diferenca estatistica (p>0,05)
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pelo teste do qui-quadrado ao comparar os periodos pos-infeccdo com os resultados de
positividade no ELISA.

Somado a esse fato, ao analisar as amostras de sangue coletadas no momento do
abate dos nove animais, seis apresentaram valores de densidade Optica abaixo do ponto
de corte estabelecido no teste ELISA sugestivo de animais negativos para cisticercose,
contudo ao exame post-mortem foram recuperados cisticercos de todos 0s seis animais
(Tabela 4). De acordo com Flisser et al. (1979) a auséncia de anticorpos ndo pode
descartar a auséncia da doenca, sendo que a resposta humoral contra a cisticercose pode
ser curta ou baixa. Esse fato demonstra que a utilizacdo isolada do teste ELISA para
diagndstico da cisticercose no campo ainda pode apresentar deficiéncias sendo de

grande importancia a associacao do método sorol6gico com 0 macroscopico.

Tabela 4. Resultado do teste ELISA em soros de bovinos infectados experimentalmente
por animal, periodo pos-infeccdo (dias), nimero de cisticercos encontrados durante o
abate e critério de ponto de corte.

Animal Periodo Cisticercos Ponto de corte 1* Ponto de corte 2*
pos-
infeccdo

2SD 3SD 2SD 3SD
39 150 05 N N P P
38 180 32 P N P P
33 210 53 P P P P
40 240 04 N N P P
32 270 50 P P P P
37 330 48 N N P P
31 360 37 N N P P
36 390 26 N N P P
35 420 02 N N P P

SD= Desvio Padrdo. N= Negativo; P= Positivo.
*Ponto de corte 1 — bovinos abatidos em matadouro-frigorifico e negativos para cisticercose através do
exame anatomo-patolégico. *Ponto de corte 2 — bovinos negativos criados em isolamento.

De acordo com Minozzo et al. (2004), o fato dos animais infectados
desenvolverem anticorpos, mas no curso da infeccdo os niveis dos mesmos poderem
cair abaixo do ponto de corte, mostra que o teste poderia ndo detectar alguns animais em
fase crénica da doenga. Contudo, ao se fazer associagdo do teste macroscopico de rotina
e 0 exame soroldgico, a probabilidade de deteccéo da doenca é maior.

O esquema de padronizacdo do teste ELISA pode variar de acordo com o interesse
de sua aplicacdo, como por exemplo, com finalidades de levantamento epidemioldgico
da cisticercose, e liberacdo da carne de animais abatidos para o consumo direto ou por
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meio de aproveitamento condicional. Nesses casos, € interessante priorizar as maiores
taxas de sensibilidade ou de sensibilidade+especificidade do teste, respectivamente.
Neste aspecto, a padronizacédo laboratorial deveré considerar certo desempenho do teste
ELISA que contemple um equilibrio desejado entre sensibilidade e especificidade
(Pinto et al., 2006).

Atualmente através de pesquisas emprega-se a utilizagdo associada do exame
anatomo-patolégico realizado em matadouros-frigorificos com a utilizacdo de testes
soroldgicos como o ELISA, sendo importante ndo somente para diagnostico da doenca,
mas podendo servir como uma ferramenta epidemiologica fornecendo dados da
prevaléncia, conhecimento das areas de risco e acompanhamento da sanidade do
rebanho abatido provenientes de areas endémicas.

4. Conclusdes

1. A utilizacdo dos pontos de corte obtidos a partir das densidades Opticas dos soros de

animais negativos em isolamento aumenta a sensibilidade do teste ELISA;

2. A sensibilidade do teste ELISA para animais naturalmente infectados utilizando
ponto de corte 1 e ponto de corte 2 adicionados de 2 desvios-padrdo ficou em 12% e
24,4%, respectivamente e utilizando o ponto de corte 1 e 2 com 3 desvios-padrdo a
sensibilidade ficou em 1,99% e 14,4%;

3. O valor da sensibilidade do teste ELISA encontrada para animais experimentalmente
infectados, utilizando ponto de corte 1 e 2 adicionados de 2 desvios-padrdo foi de
55,9% e 92,5%, respectivamente e utilizando ponto de corte 1 e 2 adicionados de 3

desvios-padrao foi de 31,2% e 86%.

4. Em todos casos testados a especificidade do teste ELISA ficou em 100%.
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CONCLUSAO GERAL

Diante dos resultados obtidos foi possivel constatar que os cisticercos podem
estar presentes em qualquer musculatura dos bovinos, ndo somente nas inspecionadas
rotineiramente em matadouros-frigorificos, sendo importante a associacdo de testes
complementares de diagnostico.

Os cisticercos se mostraram capazes de criar mecanismos de evasdo ao ataque
imunolégico do hospedeiro mantendo-se viaveis por longos periodos. As
imunoglobulinas predominantes na evolugdo da cisticercose em bovinos foram IgM e
IgG quando comparadas a 1gG; e 1gG,. Com relagdo as caracteristicas morfoldgicas
encontradas foi possivel constatar no centro da lesdo de cisticercos viaveis, células
envolvidas nos processos inflamatérios com rico infiltrado celular e grande presenca de
eosinofilos, neutrofilos e linfocitos. E os cisticercos inviaveis se apresentaram centro
necrético na lesdo, rico em corpusculos calcareos e detritos celulares. Também foi
verificado um grande infiltrado celular na periferia da lesdo composto de histiocitos em
palicada, células gigantes multinucleadas e basofilos. O cisticerco possui uma capsula
de protecdo com trés camadas, a mais externa ao cisticerco é rica em tecidos de
reparacao.

Com relacdo ao desempenho do teste ELISA foi possivel verificar que a
sensibilidade do teste ao utilizar soros-controle de animais negativos para a cisticercose
e criados em isolamento tende a aumentar quando comparado a utilizacdo de soro-
controle de animais negativos para a cisticercose durante inspecéao de rotina.

Através da associacdo dos achados do presente estudo é possivel compreender
melhor os parametros celulares e humorais relativos ao desenvolvimento da cisticercose
em bovinos infectados natural e experimentalmente, aplicando os conhecimentos
adquiridos para padronizacdo do teste ELISA como subsidio ao diagnéstico da

cisticercose hovina.
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Anexo capitulo 1

Tabela 1. Relacdo dos cisticercos recuperados dos nove bovinos experimentalmente infectados de acordo com o periodo pos-infeccdo, regido
anatomica e viabilidade.

Anim. Pos-infecgédo Rotineiramente inspecionados N&o rotineiros

Mastig. Lingua Coracdo Diafragma  Eso6fago Figado C. Filé Alcatra Acém Paleta

Vv I Vv | Vv | Vv I V I Vv | Vv | Vv | Vv | Vv |

39 150 - 01 - 01 - 0 - - - - - 01 - 01 - - - - - -
38 180 01 06 0L - 03 06 - - 02 01 - - 03 01 04 - 02 - 01 01

33 210 08 11 - 01 04 08 - - - - - 01 - 06 - - 04 10 - -
40 240 01 02 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
32 270 - 08 - 01 03 06 - 02 - - - 17 - 03 - 02 - 01 01 o06

37 330 - - 2 - 12 01 05 - - - 09 - 02 - o8 - 04 - 05 -

31 360 - - - - 01 35 - - - - - - - - - 01 - - - -
36 390 - 06 - - - 15 - - - - - 03 - - - - - - - 02

35 420 - - - - - 02 - - - - - - - - - - - - - -
Total 10 34 03 03 23 74 05 02 02 01 09 22 05 11 12 03 10 11 o0O7 10

Anim.= Animal; Mastig.= MUsculos mastigatérios; C.Filé= Contra-filé; V= Viaveis; |= Inviaveis
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Anexo capitulo 2

1. Protocolo do ELISA indireto (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay)

As placas de poliestireno foram sensibilizadas com os antigenos diluidos em solugéo
tamponada carbonato-bicarbonato 0,5M pH 9,6 estocadas a 37 °C durante 1 hora. Apos
trés lavagens, de cinco minutos cada uma, em solucédo salina contendo 0,05% de tween-
20, foi realizado o bloqueio dos sitios reativos (leite desnatado a 5% em PBS pH 7,4),
durante 1 hora a 37°C. Novas lavagens foram realizadas e as amostras foram diluidas
em leite desnatado a 1% em PBS pH 7,4 e a placa incubada por 30 minutos a 37°C.
Apbs lavagens, foi adicionado o conjugado de acordo com a finalidade proposta sendo
eles: IgM (A10-100P, Bethyl, Montgomery, TX, USA) (1:2.500), IgG total (A5295,
Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) (1:5.000), IgG; (AAI21P, AbD Serotec,
Kidlington, Oxford, UK) (1:2.500) e 1gG, (AAI22P, AbD Serotec, Kidlington, Oxford,
UK) (1:2.500), e repetidos os procedimentos de incubacdo e lavagem. A reacao foi
revelada com solucdo de dihidrocloreto de o-fenilendiamina (OPD) P8287 (Sigma
Chemical Co.; St Louis, MO, USA) a 0,1% e H,0, 0,003% em tampao citrato-fosfato
0,2M pH 5,0, durante um periodo de incubacdo de 10 minutos. A reacdo foi bloqueada
com H,SO,4 4N. As leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro com comprimento
de onda a 492nm. A quantidade de reagentes aplicados a placa se manteve em 100pl,

exceto para a solucdo bloqueadora, 200pl.

2. Solucdes para o teste ELISA

2.1. Tampéo Carbonato- Bicarbonato pH 9,6 (0,05M)

Na,COs 0,318g
NaHCO; 0,586¢
H,O destilada g.s.p. 200 mL

Acertar o pH para 9,6. Armazenar em geladeira.
2.2. Solucdo Salina (0,15M)

NaCl 8,59
H,O destilada g.s.p. 1000 mL
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2.3. PBS pH 7,4 (0,02M)

NaCl 8,09

KH,PO, 0,209
Na,HPO, 1,159
KClI 0,20

Dissolver os sais em, mais ou menos, 800 mL de agua destilada. Acertar o pH para 7,4 e

completar o volume para 1000 mL. Armazenar em geladeira.

2.4. Tampéo citrato-fosfato pH 5,0 (0,2M)

Acido Citrico 2,109 +- 400 mL H,0
destilada
Nay;HPO4.12H,0 35,69 +/- 400 mL H0
destilada

Misturar as solugbes e acertar o pH para 5,0. Completar o volume para 1000 mL.

Armazenar em geladeira.

2.5. Solucéo de bloqueio da reacéo
H,SO, 53,26 mL
H.O destilada 446,74 mL

Guardar a temperatura ambiente.

3. Reagentes do teste ELISA

3.1. Solug&o de incubagdo do antigeno

Solucéo tamponada carbonato-bicarbonato pH 9,6

3.2. Solugéo de bloqueio da placa
Leite desnatado 5049
PBSpH 7,4 100 mL

3.3. Solucéo de diluicdes de amostras e conjugado
Leite desnatado 5% em PBS 20 mL
PBS pH 7,4 g.s.p. 100 mL
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3.4. Solucédo de lavagem de placa
Solucéo salina 0,15 M 1000 mL
Tween 20 0,5mL

Armazenar em geladeira.

3.5. Solugéo Substrato para enzima peroxidase

Tampéo citrato-fosfato pH 5,0 10 mL
Orto-phenylenediamine (OPD) 0,010g
H,0, a 30 % 0,010 mL

4. Preparo do material para microscopia de luz

4.1. Solucdo Resina
Deve preparar a solugdo estoque de resina - 50 ml de resina + ativador de resina:
Agitar por 5 minutos em Becker.

Separar essa solucao em frasco identificado com a data.

4.2. Solucdo Resina/alcool
15 ml solucéo estoque de resina e adicionar 15 ml &lcool 100%.

Separar essa solucdo e guardar em frasco Resina/alcool.

4.3. Resina de infiltracéo

Colocar 15 ml de resina estoque em frasco para infiltracéo.

Feito as solucbes conforme descrito acima, iniciar o emblocamento da seguinte forma:
Fragmentos fixados em fixador (12 a 24 horas);

Fragmentos em alcool 70% até o dia do emblocamento;

4.4. Inicio do emblocamento:

Retirar os fragmentos do alcool 70% e transferir para alcool 95% por 4 horas;
Ap0s 4 horas em alcool, colocar solucdo de alcool/resina por 12 horas;
Passado o periodo de 12 horas em &lcool/resina, colocar em resina de infiltragdo no

minimo por 24 horas;
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4.5. Emblocamento final:
Apo6s as 24 horas dos fragmentos em resina de infiltracdo deve-se preparar a resina
plastico;

4.5.1. Resina plastico

Resina pura - 15 ml + 1 ml de endurecedor;

Agitar a solugdo em banho de gelo para retardar o tempo de endurecimento da resina;
Colocar os fragmentos no molde e completar com a resina plastica;

Ap6s alguns minutos, levar a estufa 60°C por 24 horas;

Retirar da estufa e colar em bloquinhos de madeira para posterior corte no micrétomo.

5. Coloracéo das laminas:

5.1. Hematoxilina e Eosina (HE)

Hematoxilina férrica 5
Lavagem em H,O corrente 1’
Eosina aquosa I
Lavagem em H,O corrente 15>
5.2. Masson

Hematoxilina férrica 10°
Lavagem em H,O corrente I
Ponceau fucsina 5’
Lavagem em H,O corrente I’
Acido fosfomolibdico 1% 307
Fast green I’

5.3. Von Kossa (adaptado)

Hidratacdo do corte em H,O corrente
Solucao de Nitrato de Prata 5% 30’ sob a luz
Lavagem em H,O corrente r

Imersdo em Tiossulfato de Sédio 5% para lavagem
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Hematoxilina

Lavagem em H,O corrente
Ponceau

Lavagem em H,O corrente

Fast green
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Tabela 1. Evolucdo da resposta imunolédgica por determinacdo de imunoglobulinas da classe IgM de bovinos experimentalmente
infectados, de acordo com o periodo pos-infecgédo (dias).

Periodo pés-infecgdo
Animal 0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420

31 0,203 0,218 0,197 0,208 0,193 0,175 0,215 0,19 0,212 0,210 0,210 0,215 0,188 -
32 0,210 0,290 0,197 0,187 0,190 0,202 0,170 0,138 0,164 0,180 - - - -
33 0,144 0,342 0,177 0,135 0,126 0,122 0,101 0,135 - - - - - - -
35 0,207 0,203 0,18 0,291 0,177 0,174 0,18 0,183 0,207 0,159 0,152 0,182 0,159 0,164 0,165
36 0,159 0,190 0,166 0,148 0,189 0,155 0,139 0,151 0,150 0,261 0,165 0,141 0,304 0,158 -
37 0,345 0,123 0,093 0,069 0,064 0,079 0,083 0,087 0,073 0,081 0,188 0,107 - -
38 0,085 0,210 0,007 0,004 0,004 0,085 0,119 - - - - - - - -
39 0,081 0,204 0,006 0,010 0,010 - - - - - - - - - -
40 0,230 0,085 0,0045 0,00056 0,001 0,072 0319 0,065 0,053 - - - - - -
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Tabela 2. Evolucdo da resposta imunoldgica por determinacdo de imunoglobulinas da classe IgG (total) de bovinos experimentalmente
infectados, de acordo com o periodo pos-infeccédo (dias).

Periodo pés-infecgdo (dias)
Animal 0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420

31 0,112 0,207 0,210 0,157 0136 0,134 0,131 0,130 0,151 0,139 0,150 0,149 0,114 - -
32 0,152 0,272 0,205 0,188 0,158 0,181 0,197 0,176 0,193 0,192 - - - - -
33 0,099 0,275 0,165 0,120 0,139 0,218 0,195 0,193 - - - - - - -
35 0,111 0,137 0,132 0,157 0,134 0,142 0,140 0,152 0,158 0,157 0,162 0,135 0,108 0,115 0,139
36 0,128 0,136\ 0,151 0,166 0,188 0,144 0,144 0,141 0,240 0,133 0,147 0,136 0,258 0,135 -
37 0,256 0,154 0,167 0,132 0,116 0,150 0,147 0,165 0,183 0,205 0,156 0,108 - - -
38 0,122 0,248 0,120 0,116 0,128 0,123 0,156 - - - - - - - -
39 0,118 0,242 0,189 0,142 0,116 - - - - - - - - - -
40 0,262 0,122 0,129 0,105 0,106 0,110 0,356 0,103 0,092 - - - - - -

Ponto de corte adicionados de 2 desvios padréo = 0,141
Ponto de corte adicionados de 3 desvios padrdo = 0,162
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Tabela 3. Evolugdo da resposta imunoldgica por determinagdo de imunoglobulinas da classe 1gG subclasse 1 (IgG;) de bovinos

experimentalmente infectados, de acordo com o periodo pos-infecgéo (dias).

Periodo pos-infecgdo (dias)

Animal
31
32
33
35
36
37
38
39
40

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420
0,007 0,035 0,046 0,021 0,015 0,012 0,007 0,016 0,025 0,020 0,029 0,023 0,012 -
0,011 0,019 0,027 0,034 0,023 0,026 0,038 0,036 0,042 0,044 - - - - -
0,012 0,012 0,014 0,011 0,014 0,038 0,027 0,031 - - - - - - -
0,002 0,013 0,004 0,013 0,007r 0,007 0,007 0,014 0020 0,013 0,010 0,012 0,005 0,011 0,010
0,005 o0,007r 0,016 0,011 0,013 0,013 0,017 0,007 0,00/ 0,012 0,010 0,007 0,006 0,010 -
0,006 0,016 0,031 0,015 0,017 0,020 0,025 0,045 0,038 0,041 0,025 0,006 - - -
0,021 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 - - - - - - - -
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 - - - - - - - - - -
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 - - - - - -
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Tabela 4. Evolugdo da resposta imunoldgica por determinagdo de imunoglobulinas da classe 1gG subclasse 2 (IgG,) de bovinos
experimentalmente infectados, de acordo com o periodo po6s-infecgéo (dias).

Periodo pos-infecgdo (dias)

Animal 0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420

31 0,000 0,001 0,007 0,000 0,000 0,004 0,000 0,000 0,016 0,000 0,001 0,000 0,000 - -
32 0,002 0,007 0,016 0,004 0,000 0,003 0,003 0,012 0,000 0,003 0,000 0,003 - - -
33 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000 0,000 0,005 0,002 - - - - - - -
35 0,004 0,009 0,024 0,000 0,006 0,000 0,001 0,016 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000 0,002 0,005
36 0,003 0,005 0,011 0,007r 0,012 0,005 0,001 0,007 0,010 0,006 0,002 0,002 0,004 0,003 -
37 0,004 0,009 0,010 0,000 0,004 0,001 0,004 0,004 0,002 0,020 0,005 0,006 - - -
38 0,003 0,014 0,006 0,007 0,007 0,002 0,006 - - - - - - - -
39 0,000 0,003 0,006 0,010 0,003 - - - - - - - - - -
40 0,006 0,007 0,005 0,006 0,004 0,029 0,012 0,005 0,002 - - - - - -
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Anexo capitulo 3

Tabela 1. Resultados do teste ELISA (DO) nas amostras de soro de bovinos naturalmente infectados, de acordo com a procedéncia da
amostra, quantidade de cisticercos recuperados e sua viabilidade, utilizando diferentes pontos de corte adicionados de 2 ou 3 desvios-padrao.

Amostra Procedéncia  Cisticerco Regido Viabilidade  Ponto de Ponto de Ponto de Ponto de DO
da amostra anatdmica cortel + cortel+ corte2+  corte2+
2SD 3SD 2 SD 3SD
01 3-ES 01 C I P N P P 0,096
02 5-ES 01 C I P N P P 0,095
03 6—ES 01 M | P N P P 0,101
04 7-ES 03 CF \% P N P P 0,103
05 9-ES 01 C | N N N N 0,074
06 11 -ES 01 C I P N P P 0,095
07 13-ES 05 C,M, L Vv N N N N 0,079
08 15-ES 01 M \% N N N N 0,065
09 17 -ES 01 C Vv N N N N 0,076
10 19-ES 01 C I N N N N 0,076
11 21 —ES 01 M Vv N N N N 0,053
12 23-ES 01 C \% N N N N 0,040
13 25 -ES 01 M Vv N N N N 0,042
14 27 -ES 01 M \% N N P N 0,082
15 29 —ES 01 M | N N N N 0,046
16 31-ES 01 M \% N N N N 0,074
17 33-ES 01 C \ N N N N 0,055
18 35-ES 01 M \% N N N N 0,048
19 37-ES 01 C I N N N P 0,082
20 39-ES 01 M I N N N N 0,055
21 41 - ES 01 C I N N N N 0,055
22 43 - ES 02 CF I N N N N 0,050
23 45 - ES 01 C \% N N N N 0,052
24 47 —ES 01 F | P P P P 0,151
25 51-ES 01 C I N N N N 0,079
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Continuagao

Amostra Procedéncia  Cisticerco Regiéo Viabilidade  Ponto de Ponto de Ponto de Ponto de DO
da amostra anatdmica corte1 + corte 1 + corte 2 + corte 2 +
2SD 3SD 2 SD 3SD
26 55-ES 01 C \% N N N N 0,062
27 57—-ES 01 M Vv N N N N 0,076
28 59 - ES 01 M \% N N N N 0,069
29 61— ES 01 F I N N N N 0,066
30 63 - ES 01 M \% N N N N 0,064
31 65— ES 01 F I N N N N 0,066
32 67 - ES 01 C I N N N P 0,083
33 69 — ES 01 M \ N N N N 0,059
34 71-ES 01 C I N N N N 0,060
35 73-ES 01 C I N N N N 0,076
36 75-ES 01 C \% P N N N 0,106
37 77—ES 01 M Vv N N N N 0,070
38 79 -ES 01 M \% N N N P 0,081
39 81 -ES 01 C I N N N N 0,079
40 83 -ES 01 M I N N P P 0,089
41 85—-ES 01 C Vv N N N N 0,070
42 87 - ES 01 C I N N N N 0,063
43 89 —ES 01 C C N N N N 0,069
44 91 -ES 01 C C N N N P 0,081
45 93 -ES 01 C \ N N N N 0,055
46 95 -ES 01 C I N N N N 0,077
47 97 —ES 01 C I N N N N 0,059
48 99 - ES 01 C I N N N N 0,062
49 101 -ES 01 C I N N N N 0,059
50 103 -ES 01 C I N N N N 0,060
51 105 - ES 03 C L \% N N N N 0,059
52 107 - ES 01 M Vv N N N N 0,071
53 109 - ES 01 C I N N N N 0,077
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Amostra Procedéncia  Cisticerco Regiéo Viabilidade  Ponto de Ponto de Ponto de Ponto de DO
da amostra anatdmica corte1 + corte 1 + corte 2 + corte 2 +
2SD 3SD 2 SD 3SD
54 111 -ES 01 C I P N P P 0,106
55 113 -ES 01 C I P N P P 0,092
56 115-ES 01 C I P N P P 0,099
58 119-ES 01 M Vv N N P P 0,086
59 121 -ES 01 M \% N N N N 0,058
60 123 - ES 01 C I N N N N 0,062
61 125 -ES 01 C \% P N P P 0,092
62 127 - ES 01 M Vv N N N N 0,076
63 129 - ES 01 M \% N N N N 0,060
64 131 -ES 02 CF \ N N N N 0,063
65 133 -ES 01 C \% N N N N 0,062
66 135 -ES 01 C \ N N P P 0,083
67 137 -ES 01 C I N N P P 0,083
68 139 -ES 01 C I N N N N 0,068
69 141 - ES 01 C \% N N N N 0,061
70 143 - ES 01 C \ N N N N 0,066
71 145 - ES 01 C I N N N N 0,063
72 147 - ES 01 C | N N N N 0,066
73 149 — ES 01 C I N N N N 0,061
74 151 -ES 01 C Vv N N N N 0,068
75 153 - ES 02 C,M I N N N N 0,070
76 155 - ES 01 C \ N N N N 0,057
77 157 - ES 01 C | N N P N 0,080
78 159 - ES 01 C I N N N N 0,062
79 161 —-ES 01 C I N N N N 0,058
80 163 - ES 01 C I N N N N 0,060
81 165 -ES 01 C \Y N N N N 0,066
82 167 - ES 01 M I N N N N 0,070
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Amostra Procedéncia  Cisticerco Regiéo Viabilidade  Ponto de Ponto de Ponto de Ponto de DO
da amostra anatdmica corte1 + corte 1 + corte 2 + corte 2 +
2SD 3SD 2 SD 3SD
83 169 — ES 01 C I P N P P 0,105
84 171 -ES 01 C | N N P N 0,080
85 173 -ES 01 C I N N P N 0,082
86 175-ES 01 M Vv P N P P 0,098
87 181 - ES 01 M \% N N N N 0,069
88 183 —ES 01 C I N N N N 0,053
89 185 - ES 01 C I N N N N 0,058
90 187 —ES 01 C I N N N N 0,058
91 189 — ES 01 C \% N N N N 0,063
92 191 -ES 01 C | N N N N 0,054
93 193 - ES 01 L I P N P P 0,090
9 195-ES 01 M | N N P P 0,087
95 199 - ES 01 F I N N N N 0,073
96 201 - ES 01 F | P N P P 0,094
97 203 - ES 01 C I N N N N 0,058
98 205 - ES 01 M | N N N N 0,051
199 207 - ES 01 C \% N N N N 0,074
100 215 -ES 01 M Vv N N P P 0,089
101 217 - ES 01 C \% N N P N 0,085
102 219 -ES 01 C \ N N N N 0,062
103 221 - ES 01 M \% N N N N 0,079
104 223 - ES 01 M Vv N N N N 0,071
105 225 - ES 01 M Vv N N N N 0,070
106 227 - ES 01 F I N N N N 0,062
107 229 - ES 01 C | N N N N 0,071
108 231 -ES 01 M I N N N N 0,056
109 233 -ES 01 C I N N N N 0,063
110 235-ES 01 F I N N N N 0,068
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Amostra Procedéncia  Cisticerco Regiéo Viabilidade  Ponto de Ponto de Ponto de Ponto de DO
da amostra anatdmica corte1 + corte 1 + corte 2 + corte 2 +
2SD 3SD 2 SD 3SD
111 237 —-ES 01 M I P N P P 0,095
112 239 - ES 01 C I N N N N 0,064
113 241 —ES 01 M \% N N N N 0,061
114 243 —ES 01 M Vv N N N N 0,061
115 245 - ES 01 C I N N N N 0,070
116 247 — ES 01 M Vv N N N N 0,061
117 249 —ES 01 M \% N N N N 0,068
118 251 - ES 01 M Vv N N N N 0,070
119 253 —ES 01 C I N N N N 0,062
120 255 - ES 01 C I N N N N 0,066
121 257 —ES 01 M I P N P P 0,096
122 259 — ES 01 M Vv N N N N 0,079
123 261 —ES 01 M \% N N N N 0,074
124 263 - ES 01 M \ P N P P 0,092
125 265 - ES 01 C I P N P P 0,091
126 267 — ES 01 C I N N P N 0,082
127 271 - ES 01 C I N N N N 0,061
128 273 -ES 01 C I N N N N 0,055
129 275 -ES 01 C \% N N N N 0,054
130 279 - ES 01 C \ N N N N 0,064
131 281 —ES 01 C \% N N N N 0,064
132 283 —ES 01 M I N N N N 0,058
133 285 - ES 01 M \ P N P P 0,093
134 287 —ES 01 C I N N N N 0,070
135 289 —ES 01 F I N N N N 0,065
136 291 - ES 01 F I N N N N 0,067
137 293 - ES 01 M Vv N N N N 0,043
138 295 - ES 01 C I N N N N 0,044
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Amostra Procedéncia  Cisticerco Regiéo Viabilidade  Ponto de Ponto de Ponto de Ponto de DO
da amostra anatdmica corte1 + corte 1 + corte 2 + corte 2 +
2SD 3SD 2 SD 3SD
139 297 —ES 01 C I N N P N 0,087
140 298 — ES 01 C I N N N N 0,053
141 299 — ES 01 M \% N N N N 0,046
142 300 -ES 01 C I N N N N 0,043
143 302 - ES 01 M \% N N N N 0,056
144 303 -ES 01 M \ N N N N 0,056
145 304 - ES 01 M I N N N N 0,045
146 307 - ES 01 M | P P P P 0,113
147 308 - ES 01 - I N N N N 0,062
148 309 - ES 01 F | N N N N 0,052
149 211 -ES 01 C \% P N P P 0,098
150 213 - ES 02 C Vv P P P P 0,115
151 197 - ES 01 C I N N P N 0,083
152 277 —ES 01 C | N N N N 0,075
153 328 —ES 01 M \% N N N N 0,066
154 329 - ES 01 M Vv N N N N 0,074
155 330-ES 01 M \% N N N N 0,058
156 331-ES 01 - I N N N N 0,057
157 332 -ES 01 - \% N N N N 0,076
158 343 -ES 01 M \ N N N N 0,060
159 344 —ES 01 C \% N N N N 0,059
160 345 -ES - - - N N P N 0,082
161 346 — ES - - - N N N N 0,058
162 347 - ES - - - N N N N 0,069
163 179 - ES 02 M, F | N N N N 0,072
164 269 — ES 01 C I N N N N 0,057
165 301 -ES 01 F | N N N N 0,067
166 344 —ES 01 C \% N N P P 0,089
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Amostra Procedéncia  Cisticerco Regiéo Viabilidade  Ponto de Ponto de Ponto de Ponto de DO
da amostra anatdmica corte 1 + corte 1 + corte 2 + corte 2 +
2SD 3SD 2 SD 3SD
167 1-BH 05 C,M \% N N N N 0,067
168 2—BH 02 M, L Vv N N N N 0,068
169 3-BH 10 F, L, CC \% N N N N 0,077
170 4 - BH 13 C,M, L Vv N N N N 0,076
171 5-BH 03 C,M \% N N N N 0,066
172 6 — BH 02 C,M Vv N N N N 0,078
173 7-BH 03 C,M I N N N N 0,070
174 8 —-BH 03 C,M | N N P N 0,083
175 9-BH G - - P N P P 0,107
176 10— BH 03 M,CC  V(01), 1(02) P P P P 0,120
177 11 -BH 02 M, C V(01), 1(01) N N N N 0,067
178 12 -BH 03 C,M \ N N N N 0,059
179 13-BH 02 M, CC \% N N N N 0,060
180 14 - BH 02 C,M Vv N N P N 0,084
181 15-BH 02 C,M \% N N N N 0,073
182 16 - BH 02 C,M Vv N N N N 0,071
183 17 - BH 02 C \% N N N N 0,069
184 18 -BH G - - N N N N 0,076
185 19-BH 02 M, D \% N N N N 0,079
186 20 -BH 02 M \ N N N N 0,075
187 21 -BH 02 M \% P N P P 0,107
188 22 - BH 02 C,F | N N N N 0,074
189 23 - BH 04 M, L, F,CC \% N N N N 0,055
190 24 - BH 02 M, E - N N N N 0,049
191 25 - BH 02 C,M \% N N P P 0,089
192 26 - BH 03 C, M, CC \ N N N N 0,074
193 27 - BH G - - N N P N 0,084
194 28 - BH 02 C | N N N N 0,043
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Amostra Procedéncia  Cisticerco Regiéo Viabilidade  Ponto de Ponto de Ponto de Ponto de DO
da amostra anatdmica corte1 + corte 1 + corte 2 + corte 2 +
2SD 3SD 2 SD 3SD
195 29 - BH 02 CF I N N N N 0,076
196 30-BH 02 M, F Vv N N N N 0,070
197 31-BH 02 CF I N N N N 0,063
198 32-BH 02 C \ N N N N 0,060
199 1-M 01 C I N N N N 0,060
200 2-M 01 C I N N N N 0,060
201 3-M 01 C | N N N N 0,067

*ES — Espirito Santo. BH- Belo Horizonte- MG. M- Muriaé- MG.

C= Coracdo; CC=Carcaca; D= Diafragma; F= Figado; G= Cisticercose generalizada; L=Lingua; M= Mastigatorios; V= Cisticerco vidvel; 1= Cisticerco inviavel; P=
Positivo no teste ELISA; N= Negativo no teste ELISA.

Ponto de corte 1= amostras de animais negativos para cisticercose no exame post-mortem; Ponto de corte 2= amostras de animais negativos para cisticercose e criados
em isolamento. Ponto de corte com 2 desvios padrdo = 0,090; Ponto de corte com 3 desvios padrdo = 0,107.
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Tabela 2. Resultados do teste ELISA (DO) nas amostras de soro de bovinos experimentalmente infectados, de acordo com a procedéncia da
amostra, quantidade de cisticercos recuperados e sua viabilidade, utilizando diferentes pontos de corte adicionados de 2 ou 3 desvios-padrao.

Amostra Procedéncia  Cisticerco Regido Viabilidade  Ponto de Ponto de Ponto de Ponto de DO
da amostra anatomica cortel+ cortel+ corte2+  corte2+
2SD 3SD 2 SD 3SD
01 31A P P P P 0,112
02 31B P P P P 0,207
03 31C P N P P 0,210
04 31D N N P P 0,157
05 31E N N P P 0,136
06 31F N N P P 0,134
07 31G N N P P 0,131
08 31) P N P P 0,130
09 31K N N P P 0,151
10 31L P N P P 0,139
11 31M P N P P 0,150
12 31N N N P P 0,149
13 310 37 C, AL V(01), 1(36) P N P P 0,114
14 32A P P P P 0,152
15 32B P P P P 0,272
16 32C P P P P 0,205
17 32D P N P P 0,188
18 32E P P P P 0,158
19 32F P P P P 0,181
20 32G P P P P 0,197
21 32] P P P P 0,176
22 32K P P P P 0,193
23 32L 50 M, L, C, D, N N P P 0,192
F, CF, AL,
AC, P
24 33A P P P P 0,099
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Amostra Procedéncia  Cisticerco Regiéo Viabilidade  Ponto de Ponto de Ponto de Ponto de DO
da amostra anatdmica corte1 + corte 1 + corte 2 + corte 2 +
2SD 3SD 2 SD 3SD
25 33B P P P P 0,275
26 33C N N P P 0,165
27 33D N N P P 0,120
28 33E P P P P 0,218
29 33F P P P P 0,195
30 33G P P P P 0,193
31 33J 53 M, L,C, F, V(37), 1(16) N N P P 0,139
CF, AC
32 35A N N P P 0,111
33 35B N N P P 0,137
34 35C N N P P 0,132
35 35D P N P P 0,157
36 35E N N P P 0,134
37 35F P N P P 0,142
38 35G N N P P 0,140
39 35J P N P P 0,152
40 35K P N P P 0,158
41 35L P N P P 0,157
42 35M P P P P 0,162
43 35N N N P P 0,135
44 350 N N n n 0,108
45 35P N N P n 0,115
46 35Q 02 C I N N P P 0,139
47 36A N N P P 0,128
48 36B N N P P 0,136
49 36C P N P P 0,151
50 36D P P P P 0,166
51 36E P P P P 0,188
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Amostra Procedéncia  Cisticerco Regiéo Viabilidade  Ponto de Ponto de Ponto de Ponto de DO
da amostra anatdmica corte1 + corte 1 + corte 2 + corte 2 +
2SD 3SD 2 SD 3SD
52 36F P N P P 0,144
53 36G P N P P 0,144
54 36J P N P P 0,141
55 36K N N P P 0,140
56 36L N N P P 0,133
57 36M P N P P 0,147
58 36N N N P P 0,136
59 360 P P P P 0,258
60 36P 26 M,C,F,P I N N P P 0,135
61 37A P P P P 0,256
62 37B P N P P 0,154
63 37C P P P P 0,167
64 37D N N P P 0,132
65 37E N N P P 0,116
66 37F P N P P 0,150
67 37G P N P P 0,147
68 37] P P P P 0,165
69 37K P P P P 0,183
70 37L P P P P 0,205
71 37M P N P P 0,156
72 37N 48 L,C,D,F, V(47),1(01) N N N N 0,108
CF, AL,
AC, P
73 38A N N P N 0,122
74 38B P P P P 0,248
75 38C N N P P 0,120
76 38D N N N N 0,116
77 38E N N P P 0,128
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Amostra Procedéncia  Cisticerco Regiéo Viabilidade  Ponto de Ponto de Ponto de Ponto de DO
da amostra anatdmica corte1 + corte 1 + corte 2 + corte 2 +
2SD 3SD 2 SD 3SD
78 38F N N P N 0,123
79 32 M,L,C E, V(17), I(15)
CF, AL,

38G AC, P P N P P 0,156
80 39A N N P N 0,118
81 39B P P P P 0,242
82 39C P P P P 0,189
83 39D P N P P 0,142
84 05 M, L,C,F, I

39E CF N N N N 0,116
85 40A P P P P 0,262
86 40B N N P N 0,122
87 40C P N P P 0,129
88 40D N N N N 0,105
89 40E N N N N 0,106
90 40F N N N N 0,110
91 40G P P P P 0,356
92 40J N N P P 0,103
93 40K 04 M, P V/(01), 1(03) N N N N 0,092

AC= Acém; AL= Alcatra; CF= Contra-filé¢; C= Coragdo; D= Diafragma; F= Figado; L=Lingua; M= Mastigatorios; V= Cisticerco viavel; 1= Cisticerco inviavel; P=
Positivo no teste ELISA; N= Negativo no teste ELISA.

Ponto de corte 1= amostras de animais negativos para cisticercose no exame post-mortem; Ponto de corte 2= amostras de animais negativos para cisticercose e criados
em isolamento. Ponto de corte com 1 + 2 desvios padrdo = 0,141; Ponto de corte 1 + 3 desvios-padrdo= 0,162; Ponto de corte 2 + 2 desvios-padrdo = 0,080; Ponto de
corte 2 + 3 desvios-padrdo = 0,088.
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