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RESUMO

Este estudo investigou a capacidade de métodos diagnésticos complementares —
incluindo PCR, histopatologia e ELISAs baseados em antigenos recombinantes de
Taenia saginata — para confirmar les@es inicialmente detectadas por inspecao visual
durante a vigilancia de rotina da cisticercose bovina. Um total de 232 amostras de tecido
e 197 amostras de soro foram coletadas de bovinos abatidos sob a fiscalizacdo dos
Servicos de Inspecao Federal e Estadual do Mato Grosso do Sul, Brasil, entre abril de
2023 e junho de 2024. As lesbes classificadas como positivas na inspec¢do visual
apresentaram baixa concordancia com os métodos laboratoriais, indicando incerteza
substancial na classificacdo em campo. A PCR direcionada ao gene da subunidade 1
da citocromo oxidase demonstrou alta especificidade, mas baixa sensibilidade,
revelando que, embora os falsos positivos fossem incomuns, muitas infeccbes
verdadeiras — especialmente aquelas envolvendo cistos calcificados ou degenerados
— néo foram detectadas. A histopatologia confirmou apenas uma minoria das lesdes
identificadas visualmente, destacando a influéncia da viabilidade do cisto e da
preservacdo do tecido na confirmacdo diagnéstica. Os ensaios ELISA utilizando
antigenos recombinantes TSA-9 e quiméricos TSA-9/TSA-18 apresentaram baixo
desempenho diagndstico, com a maioria dos casos visualmente positivos apresentando
resultado negativo. Analises multivariadas mostraram que a positividade na PCR estava
fortemente associada a cistos viaveis e tecido muscular, enquanto lesées hepaticas —
frequentemente apresentando degeneragdo avangcada — tiveram uma probabilidade
significativamente menor de serem confirmadas. Observou-se um aumento linear na
deteccgdo por PCR em todas as categorias de lesfes, desde lesdes ndo caracteristicas
até cistos calcificados e viaveis. No geral, os resultados demonstram que a degeneracao
dos cistos e a localizacdo anatdmica afetam criticamente as taxas de confirmacgéo e que
a inspecao visual isoladamente ndo possui confiabilidade suficiente, ressaltando a
necessidade de métodos laboratoriais complementares para apoiar o diagnostico
preciso e a tomada de decisdes sanitarias.

Palavras-chave: Inspecdao visual; PCR; Testes soroldgicos; Histopatologia
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ABSTRACT

This study investigated the ability of complementary diagnostic methods—including
PCR, histopathology, and ELISAs based on recombinant Taenia saginata antigens—to
confirm lesions initially detected by visual inspection during routine bovine cysticercosis
surveillance. A total of 232 tissue samples and 197 serum samples were collected from
cattle slaughtered under Federal and State Inspection Services in Mato Grosso do Sul,
Brazil, between April 2023 and June 2024. Lesions classified as positive at visual
inspection showed low concordance with laboratory-based methods, indicating
substantial uncertainty in field classification. PCR targeting the cytochrome oxidase
subunit 1 gene demonstrated high specificity but low sensitivity, revealing that although
false positives were uncommon, many true infections—especially those involving
calcified or degenerated cysts—were not detected. Histopathology confirmed only a
minority of visually identified lesions, highlighting the influence of cyst viability and tissue
preservation on diagnostic confirmation. ELISAs using recombinant TSA-9 and TSA-
9/TSA-18 chimera antigens exhibited poor diagnostic performance, with most visually
positive cases testing negative. Multivariate analyses showed that PCR positivity was
strongly associated with viable cysts and muscle tissue, whereas liver lesions—
frequently showing advanced degeneration—were significantly less likely to be
confirmed. A linear increase in PCR detection across lesion categories was observed,
from non-characteristic lesions to calcified and viable cysts. Overall, the findings
demonstrate that cyst degeneration and anatomical location critically affect confirmation
rates and that visual inspection alone lacks sufficient reliability, underscoring the need
for complementary laboratory methods to support accurate diagnosis and sanitary
decision-making.

Keywords: Visual inspection; PCR; Serological tests; Histopathology
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1. INTRODUCAO

A cisticercose bovina € uma zoonose parasitaria causada pela forma
larval de Taenia saginata, e representa importante problema econdémico e de
saude publica (OIE, 2006; Rossi et al., 2014). No Brasil, constitui uma das
principais causas de condenacao total ou parcial de carcagcas em matadouros
sob inspecao federal, comprometendo o desempenho da cadeia produtiva da
carne e gerando prejuizos econémicos a produtores e frigorificos (Rossi et al.,
2020).

O papel do Brasil na bovinocultura mundial reforca a relevancia desse
problema sanitario. O pais detém o maior rebanho bovino comercial do mundo,
com aproximadamente 194 milhdes de cabecas, correspondendo a 11,6% do
rebanho global, é o segundo maior produtor de carne bovina, com cerca de 11,8
milhdes de toneladas, atras apenas dos Estados Unidos, e o maior exportador
mundial, responsavel por aproximadamente 21% da carne bovina
comercializada internacionalmente em 2024 (ABIEC, 2025).

Os estados que mais contribuem para a elevada produtividade da
pecuaria de corte brasileira incluem Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias,
Par4, Minas Gerais e Sdo Paulo. Em Mato Grosso do Sul, o rebanho foi estimado
em 19,01 milhdes de cabecas em 2024, representando cerca de 11,08% do
rebanho bovino nacional, e o municipio de Corumb4, localizado na porcao
sudoeste do estado, destaca-se por deter o maior rebanho municipal do pais
(ABIEC, 2025).

Essa elevada produtividade da pecuaria bovina gera ampla
empregabilidade e contribui para o desenvolvimento dos setores econdmico, de
transporte, educacdo e saude. Entretanto, também pode ampliar o risco de
transmisséo de zoonoses veiculadas por alimentos, como a cisticercose, quando
medidas de controle sanitario ndo sdo adequadamente implementadas (Tessele
et al., 2013).

A atuacdo do Servico de Inspecédo Federal €, portanto, fundamental para
a protecéo da saude publica e para a certificacdo da qualidade dos produtos de
origem animal destinados ao mercado interno e internacional, 0 que evidencia a

necessidade de avancos cientificos e tecnolégicos que aprimorem 0sS
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procedimentos de inspecéo, facilitem o diagnostico de enfermidades e previnam
0 consumo de alimentos improéprios (Brasil, 2017).

Atualmente, o método rotineiro empregado em frigorificos e abatedouros
brasileiros para a deteccao de cisticercose bovina baseia-se na inspecao visual
e na palpacdo de carcacas e visceras, com realizacdo de cortes em sitios
anatdbmicos prediletos, visando a identificacdo de lesbes macroscopicas que
acometem a musculatura e 6rgdos prioritarios, incluindo cisticercos de T.
saginata (Uys et al., 2023). Embora seja um método operacionalmente simples,
rapido e de baixo custo, a inspecao visual apresenta variacdes de sensibilidade
e especificidade que podem subestimar a real prevaléncia de enfermidades,
como a cisticercose bovina (Abuseir et al., 2007; Dettmann et al., 2022).

Estudos indicam que a prevaléncia de cisticercose bovina pode estar
subestimada (até 10 vezes) quando apenas a inspec¢ao de rotina € utilizada, em
funcdo de fatores como o estagio de desenvolvimento dos cistos, a intensidade
e a distribuicdo da infeccdo e a experiéncia do inspetor na linha de abate. Além
disso, o numero e a profundidade dos cortes realizados em diferentes sitios
anatdbmicos da carcaca, bem como a possibilidade de confusdo com outras
lesGes macroscopicas, como as provocadas por Sarcocystis spp. Ou processos
inflamatérios crénicos, podem influenciar negativamente a acuracia diagndstica
(Lopes et al., 2011; Panziera et al., 2017).

Dessa maneira, este estudo avaliou a capacidade de métodos
laboratoriais complementares — PCR, histopatologia e ELISA com antigenos
recombinantes de T. saginata — para confirmacdo de lesdes suspeitas de
cisticercose bovina identificadas por inspecéo visual em carcacas abatidas sob
servi¢co de inspecéo oficial em Mato Grosso do Sul, Brasil.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1) Bovinocultura de corte brasileira

O Brasil consolidou-se como o segundo maior produtor mundial de carne
bovina em 2024, com producéo de 11,8 milhdes de toneladas em equivalente

carcaga, atras apenas dos Estados Unidos (12,3 milhdes de toneladas) (ABIEC,
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2025). No comércio internacional, o pais lidera as exportacdes, respondendo por
21% do volume global — ou seja, uma em cada cinco toneladas exportadas &
brasileira —, 0 que refor¢ca sua relevancia no abastecimento alimentar mundial
(ABIEC, 2025).

O rebanho bovino nacional distribui-se majoritariamente nas regides
Centro-Oeste (62 milhdes de cabecas; 32% do total), Norte (50 milhdes),
Sudeste (31,25 milhdes), Nordeste (29,20 milhdes) e Sul (20,73 milhdes). Em
Mato Grosso do Sul, destaca-se o municipio de Corumba, com o segundo maior
rebanho municipal do Brasil (2,2 milh6es de cabecas) e crescimento de 9,71%
na ultima década (IBGE, 2024).

Cerca de 65% da carne bovina produzida no Brasil € inspecionada pelo
Servigo de Inspecao Federal (SIF), conforme quantitativo de estabelecimentos
por estado (Figura 1) (ABIEC, 2025). Contudo, o abate clandestino representa
risco significativo a saude publica, especialmente para zoonoses como a
cisticercose bovina, ao escapar de qualquer fiscalizacdo sanitaria. Estimativas
indicam que esse abate néo fiscalizado corresponde a 3,83% a 14,1% do total
nacional (CEPEA, 2019).
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Figura 1. Distribuicdo da quantidade de plantas frigorificas espalhadas pelos estados

brasileiros, sob fiscalizag&o do servico de inspecao federal (SIF) no Brasil. Fonte: ABIEC, 2025
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2.2) Principais lesdes observadas em inspecao post mortem de bovinos

no Brasil

Estudos de Tessele et al. (2013), Bica et al. (2018), Panziera et al. (2020),
Bidone et al. (2021) descreveram as principais lesfes parasitarias em carcacas
e visceras de bovinos abatidos sob SISBI/SIF. As parasitoses associadas a
condenacbes nos abatedouros referem-se, principalmente, a cisticercose (T.
saginata), a fasciolose (Fasciola hepatica), a hidatidose (Echinococcus
granulosus), a paramfistomiase (Paramphistomum cervi) e & miosite eosinofilica
por Sarcocystis spp., assim como as nematodioses gastrintestinais e hepaticas.

Na inspecdo post-mortem de bovinos, as lesGes degeneradas de
cisticercose apresentam-se macroscopicamente como cistos firmes, branco-
amarelados, com limites bem definidos em musculos e 6rgdos, enquanto a
fasciolose causa espessamento e alteracdes fibrosas nos ductos biliares, e as
lesbes de Sarcocystis spp. manifestam-se como areas nodulares ou estriadas
verde-amareladas em musculos esqueléticos e miocéardio. Essas caracteristicas
morfolégicas estdo ligadas a localizacdo anatdmica, a morfologia do parasita e
a reacdao inflamatdéria nos tecidos adjacentes, frequentemente granulomatosa ou
eosinofilicas (Tessele et al., 2013; Panziera et al., 2017; Panziera et al., 2020).

As lesdes devem ser diferenciadas de processos infecciosos, neoplasicos
e degenerativos semelhantes, como miosites crénicas por migracdo parasitaria,
lesbes toxicas ou consumo de Urochloa spp., tuberculose e hidatidose;
confusdes ocorrem especialmente em localizagdes atipicas de Sarcocystis spp.
(musculos profundos, subcutaneo), levando a condenacdes inadequadas de
carcacas (Tessele et al., 2013; Panziera et al., 2017; Panziera et al., 2020; Brown
et al., 2017).
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Portanto, Bidone et al. (2021) reforcam que, em estabelecimentos sob
SISBI/SIF, a alta prevaléncia de cisticercose e fasciolose, aliada a semelhanca
macroscopica com outras afec¢des, aumenta o risco de diagndstico equivocado
se nao houver integracdo entre inspecédo visual e, quando necessério, exames
complementares (histopatologico, sorolégico ou molecular). Assim, o
aprimoramento de técnicas diagnosticas e a capacitacao constante dos médicos
veterindrios inspecionistas sdo essenciais para reduzir erros diagnosticos e

garantir seguranca sanitéria.

2.3) Impacto econémico da cisticercose bovina no Brasil

A cisticercose bovina é uma das principais causas de condenacéo total ou
parcial de carcacas em frigorificos sob inspecdo federal no Brasil, gerando
impacto significativo sobre a cadeia produtiva da carne (Rossi et al., 2020;
Guimaraes-Peixoto et al.,, 2012). Esses prejuizos atingem especialmente
pecuaristas e estabelecimentos sob inspecdo, devido a necessidade de
tratamentos térmicos (frio/calor), desossa especial, processamento tecnoldgico
e restricbes ao comércio, sobretudo para os principais mercados exportadores
como a China, Estados Unidos, Egito e a Argélia, que representam
aproximadamente 65-70% do total das exportacdes de carne bovina brasileira
em 2023-2025 (Santos e Barros, 2009; FAZCOMEX, 2024; ABIEC, 2025).

A doenca é endémica em todas as unidades federativas brasileiras, com
maior ocorréncia em areas associadas a piores indicadores socioecondmicos e
falhas em saneamento bésico, fiscalizacdo e educacao sanitaria (Magaco et al.,
2017). Diversos estudos com dados oficiais do SIF/MAPA estimaram perdas
substanciais atribuidas a cisticercose bovina, reforcando seu peso econdmico e
sanitario.

No estado de Goias, Aquino et al. (2017) relataram perdas de US$ 9,26
milh6es em 2007 e US$ 11,31 milhBes em 2014, associadas a condenacao de
carcagas e tratamentos térmicos extras pela cisticercose bovina. Em S&o Paulo,
Comin et al. (2021) avaliaram mais de 6,2 milhGes de carcacas inspecionadas
entre 2017 e 2019, registrando prevaléncia de 1,41% da doenca e perdas totais
em torno de US$ 5,8 milhdes para produtores locais, decorrentes de descontos

por tratamentos como congelamento, salmoura, térmico e destinagédo a graxaria.
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No Rio Grande do Sul, Henckel et al. (2020) estimaram prejuizos minimos
de US$ 167.868,53 entre 2019 e 2020, com predominio de cisticercos ndo
viaveis (70,56%), o que leva majoritariamente ao aproveitamento condicional de
carcacas destinadas ao mercado interno. Na Regido Serrana de Santa Catarina,
Padilha et al. (2018) observaram prevaléncia de 7,06% entre 2003 e 2013, com
25,79% de cistos viaveis e aumento expressivo da infeccdo de 4,58% (2005)
para 9,94% (2013), destacando cabeca e coracdo como o0s sitios anatdmicos
mais afetados.

Em Mato Grosso do Sul, Dutra et al. (2012) registraram prevaléncia média
de 1,34% utilizando Sistemas de Informacdo Geografica com dados do
SIF/IMAPA entre 2007 e 2010, enquanto Aragdo et al. (2014) relataram
prevaléncias de 1,2% (2010) e 2,8% (2012) no estado. Esses achados, somados
a relatos de outras regides, confirmam que a cisticercose bovina é endémica no
territorio brasileiro e implica perdas econémicas continuas e relevantes para o

setor de carne.

2.4) Etiologia da cisticercose bovina

O ciclo da T. saginata envolve humanos como hospedeiros definitivos
(teniase) e bovinos como intermediarios (cisticercose) (Cértes, 2000; Neves,
2007; Rey, 2008). A infeccdo dos bovinos ocorre pela ingestdo de ovos em
alimentos contaminados, comum em areas com deficiéncias de saneamento
bésico (Cortes, 2000; Cabaret et al., 2002).

No trato digestorio dos bovinos, o envoltério dos ovos é digerido, liberando
a oncosfera, que atravessa a mucosa intestinal e alcanca a circulacao
sanguinea, migrando preferencialmente para a musculatura esquelética (Neves,
2007; Rey, 2008). Nesses tecidos, a larva se diferencia em cisticerco, formando
uma vesicula preenchida por liquido e delimitada por parede cistica; o
metacestodeo de T. saginata é denominado Cysticercus bovis (Cortes, 2000;
Neves, 2007).

Os humanos se infectam ao consumir carne bovina crua ou mal cozida
contendo cisticercos viaveis, especialmente preparagcdes que ndao atingem
temperaturas suficientes para inativar o parasita (Rey, 2008). No intestino

delgado, o escllex evaginado fixa-se a mucosa e, em cerca de 8 a 12 semanas,
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desenvolve-se o0 verme adulto, que pode sobreviver por até 25 anos no
hospedeiro humano (Neves, 2007; Rey, 2008).

Nas proglotes maduras, ocorre autofertilizacdo e producdo de grande
namero de ovos embrionados; as proglétides gravidicas terminais destacam-se
e sdo eliminadas com as fezes ou ativamente pelo anus (Neves, 2007; Urquhart
et al., 1990). Esses segmentos podem atingir aproximadamente 1 cm de
comprimento por 0,6—0,7 cm de largura e conter até 160 mil ovos, contribuindo
para intensa contaminagéo ambiental (Neves, 2007; Urquhart et al., 1990).

A liberacdo de proglotides gravidicas, associada ou ndo a defecacdo,
favorece ampla dispersdo de ovos no ambiente, aumentando o potencial de
exposicdo de bovinos em areas de pastagem (Cabaret et al., 2002; Jansen et
al., 2021). Estudos apontam que a dispersao pode ser potencializada por fatores
ambientais e por vetores mecanicos, como invertebrados e aves, o que amplia a
area de risco além do local imediato de eliminacdo das fezes humanas (Jansen
et al., 2021, Lopes et al., 2011).

2.5) Epidemiologia: Fatores de risco e condi¢cdes predisponentes para a

permanéncia da cisticercose

No Brasil, a pecuéaria de corte é predominantemente conduzida em
sistema extensivo, caracterizado pelo uso de grandes areas de pastagem,
alimentacdo baseada em forragens naturais ou cultivadas e menor intensidade
de manejo técnico mecanizado. Esse modelo, adotado por grande parte dos
produtores, apresenta menor custo operacional, mas esta associado a desafios
como variagdes na qualidade das pastagens, menor controle sobre a densidade
animal e acesso irrestrito a fontes de agua superficiais, frequentemente expostas
a contaminacédo fecal humana (Rossi et al., 2020).

Diversas condi¢cdes ambientais descritas em estudos geoespaciais de
diferentes regides brasileiras contribuem para a manutencédo da cisticercose
bovina, incluindo areas alagadas ou com alta pluviosidade, criacdo de bovinos
em localidades proximas a plantacdes (cana-de-acucar, café e laranja),
proximidade de pastagens a cursos d’agua e lancamentos de efluentes,

atividades turisticas em areas rurais sem infraestrutura sanitaria adequada e a
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deposicao direta de excretas humanas no ambiente (Pereira et al., 2017; Duarte
et al., 2022).

Andlises espaciais recentes reforcam que o risco de ocorréncia da
cisticercose € dindmico e pode variar ao longo do tempo, em funcdo de
mudanc¢as nos habitos populacionais, na infraestrutura de saneamento e no
tamanho do rebanho, como demonstrado em estudo de Gomes et al. (2023).
Neste trabalho, o mapa de areas de risco foi elaborado com base em varidveis
como saneamento inadequado, populagéo bovina, risco de inundagéao e uso e
ocupacao do solo caracteristico da regido estudada, evidenciando a importancia
desses fatores na distribuicdo espacial da cisticercose.

Em estudo recente de Dias et al. (2025), indicadores socioeconémicos,
demogréficos e zootécnicos foram analisados como potenciais fatores de risco
para a cisticercose bovina, apesar da limitada robustez dos modelos. Em nivel
populacional, microrregides com maior densidade humana apresentaram maior
frequéncia de carcacas positivas, sugerindo maior potencial de contaminacéo
ambiental e maior pressdo sobre saneamento e inspecdo. Em nivel individual,
animais mais velhos exibiram maior probabilidade de infeccao, refletindo maior
tempo de exposicao a pastagens e fontes de agua potencialmente contaminadas
ao longo da vida produtiva.

Esses achados dialogam com sinteses técnicas nacionais, como 0
documento da Embrapa (2023), que destaca que a cisticercose bovina é uma
zoonose multifatorial, fortemente influenciada por alta densidade populacional
humana, baixa cobertura de saneamento, consumo de carne bovina mal cozida

e caracteristicas de manejo e uso do solo.

2.5.1) Descarte de efluentes

Sistemas de tratamento de esgoto e estacdes de aguas residuais
frequentemente ndo séao capazes de eliminar totalmente ovos de Taenia spp., de
modo que o descarte de efluentes e 0 uso de lodo de esgoto em areas agricolas
podem representar importante fator de risco para infeccdes por T. saginata em
bovinos (Jansen et al., 2021; Cabaret et al., 2002). Bovinos podem se infectar ao

ingerir ovos viaveis presentes em pastagens ou fontes de agua contaminadas,
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especialmente em regibes com manejo inadequado de dejetos humanos
(Abuseir et al., 2006).

No Brasil, investigacdes de surtos apontam associac¢ao entre cisticercose
bovina, sistemas de esgotamento sanitario ineficazes e acesso de bovinos a
areas de pastagem ou agua contaminadas por fezes humanas ou sedimentos de
esgoto (Alves et al., 2017; Duarte et al., 2022). Essas condi¢des favorecem a
manutenc¢ao de focos de transmisséo em propriedades rurais com deficiéncia de
infraestrutura sanitaria.

Biorresiduos aplicados em pastagens de ruminantes, como lodo de
esgoto e chorume, podem atuar como veiculos de ovos de T. saginata quando
empregados para fertilizacao do solo e reciclagem de residuos (Dumontet et al.,
2001). Em paises da Europa Ocidental e na América do Norte, T. saginata € uma
das espécies de helmintos mais frequentemente detectadas em lodos de esgoto
urbano, reforcando sua importancia como risco sanitario em areas de uso
agropecudrio desses residuos (Cabaret et al., 2002).

Como hospedeiro definitivo, o ser humano alberga o verme adulto e
elimina proglétides e ovos de T. saginata pelas fezes. Quando esses ovos
contaminam o lodo de esgoto urbano destinado a adubacdo de pastagens,
ocorre disseminacdo ambiental do parasito e aumento da probabilidade de
surtos de cisticercose bovina em rebanhos expostos, cenario jA descrito em

diferentes contextos epidemioldgicos (Cabaret et al., 2002; Jansen et al., 2021).

2.5.2) Dispersdo de ovos de Taenia spp. e contaminagcdo de solos,

alimentos e agua

As proglotides gravidicas contendo ovos viaveis de T. saginata sao
eliminadas pelas fezes humanas e podem ser expelidas tanto associadas a
defecacdo quanto de forma independente, favorecendo ampla contaminacao
ambiental (Dorny; Praet, 2007). Em paises de baixa renda, a combinacdo de
saneamento basico precario, educacéo sanitaria deficiente e manejo inadequado
de dejetos humanos contribui para a contaminacdo de solos, plantacfes e

mananciais com ovos de Taenia spp., aumentando a prevaléncia de cisticercose
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bovina em rebanhos expostos a essas areas (Pereira et al., 2017).

A agua representa um importante meio de transmissao, tanto pelo
consumo direto de 4gua contaminada, quanto pelo uso em processos produtivos
(Abuseir et al., 2007; Saelens et al., 2022). Além do uso para dessedentacdo
animal, a utilizacdo de agua contaminada na irrigacdo de culturas agricolas e
pastagens expde vegetais e forragens a ovos de helmintos, como demonstrado
em estudos que monitoraram cistos, oocistos e ovos em aguas residuais, lodo e
efluentes tratados (Dudlova et al., 2015).

O abastecimento hidrico de propriedades rurais tem sido identificado
como fator de risco relevante para a cisticercose bovina (Allepuz et al., 2009). O
acesso nado controlado do gado a fontes de agua superficiais, como rios, lagos,
acudes e canais, bem como o alagamento sazonal de areas de pastagem,
configuram importantes condi¢cdes predisponentes para a infeccdo dos bovinos
(Boone et al., 2007). No Brasil, estudos de Pereira et al. (2017) evidenciaram
associacao entre pastagens alagadas, altos indices pluviométricos e ocorréncia
de cisticercose bovina em diferentes estados, reforcando o papel de fatores
hidrolégicos na dinamica da doenca.

Outros autores observaram que fazendas leiteiras e de grande porte
apresentaram maior vulnerabilidade a infec¢ao por cisticercose bovina, sendo o
abastecimento hidrico a principal via de transmisséo. Além disso, a localizacdo
geografica da propriedade influencia significativamente o risco de ocorréncia da
doenca (Allepuz et al., 2009).

Observou-se que propriedades de grande porte e fazendas leiteiras
apresentam maior vulnerabilidade a infec¢do, sendo o tipo de abastecimento
hidrico e a localizac&o geografica da propriedade variaveis decisivas para o risco
de cisticercose bovina (Allepuz et al., 2009; Calvo-Artavia et al., 2013). A
proximidade entre fazendas e estagOes de tratamento de esgoto ou pontos de
lancamento de efluentes também foi apontada como potencial fonte de
exposicdo de bovinos a ovos de taenideos (Calvo-Artavia et al., 2013; Abunna
et al., 2008; Asaava et al., 2009).

A deteccdo de formas evolutivas de parasitas intestinais em recursos
hidricos esta associada a riscos para a saude publica e para a qualidade da
agua, com impacto tanto em humanos quanto em animais (Dalu et al., 2011).

Paralelamente, o crescimento da demanda global por alimentos frescos e o
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rapido transporte internacional de frutas e vegetais aumentam o potencial de
disseminacdo de estagios infectantes de parasitos em cadeias alimentares,
especialmente quando a producdo ocorre em &reas com uso de &gua
contaminada ou solos fertilizados com residuos organicos nao tratados (Slifko et
al., 2000).

Em paises em desenvolvimento, o uso de agua contaminada por fezes
humanas e animais para irrigacdo tem sido associado a elevadas taxas de
contaminacgao de frutas e vegetais por ovos de helmintos (Guilherme et al., 1999;
Takayanagui et al., 2001). A contaminacéao fecal de alimentos pode ocorrer em
diferentes etapas da cadeia produtiva, incluindo cultivo, colheita, processamento,
armazenamento e transporte, sobretudo quando se emprega agua contaminada
para lavagem ou irrigagdo, ou quando o0s vegetais sao cultivados em solos
contaminados e consumidos crus ou mal higienizados (Slifko et al., 2000;
Aghaindum et al., 2019).

Diversos estudos em diferentes paises documentaram contaminagéo
parasitaria de vegetais destinados ao consumo humano, evidenciando a
presenca de cistos, oocistos e ovos de helmintos, inclusive no Brasil
(Santomauro et al., 2024). Considerando que parcela significativa dos vegetais
produzidos em paises em desenvolvimento é exportada para mercados de
paises desenvolvidos, o risco de disseminacdo internacional de parasitose

veiculada por alimentos ndo pode ser negligenciado (Robertson; Gjerde, 2001).

2.5.3) Atividades turisticas e influéncia na disseminacdo da cisticercose

bovina

Atividades recreativas como camping em areas rurais tém sido
associadas a contaminacdo de pastagens por fezes humanas, resultante de
praticas inadequadas de higiene pessoal e habitos culturais que favorecem a
defecacédo a céu aberto. Essa exposicao direta contribui significativamente para
a disseminacao de ovos de T. saginata, elevando a prevaléncia de cisticercose
bovina em rebanhos que pastam nessas areas (Santos e Barros, 2009).

A proximidade de fazendas com infraestruturas como ferrovias e

estacionamentos aumenta o risco de contaminacédo das pastagens por ovos de
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T. saginata, devido a auséncia de saneamento adequado e a presenca frequente
de individuos portadores de teniase. Estudos caso-controle na Europa, incluindo
Flutsch et al. (2008) na Suica e Calvo-Artavia et al. (2013) na Dinamarca,
confirmam essa associacdo por meio de analises epidemiolégicas que
identificam esses locais como pontos criticos de transmisséo fecal-oral.

Allepuz et al. (2009) aplicaram um questionario baseado no sistema de
pontuacdo de risco da European Food Safety Authority (EFSA, 2004) para
classificar propriedades na Catalunha quanto a probabilidade de cisticercose
bovina, identificando como fatores principais a qualidade da fonte de agua, o
sistema de alimentacdo (pasto versus cocho), visitas a areas endémicas e
localizacdo geografica proxima a centros populacionais. Abordagens
semelhantes podem ser Uteis ao contexto brasileiro pelas condi¢des similares

gue favorecem o aparecimento de casos em rebanhos nacionais.

2.5.4) Impacto da educacgdo sanitaria no meio rural e a prevaléncia da

cisticercose bovina

A auséncia de educacdo sanitaria em areas rurais, combinada ao
saneamento precario, representa fator determinante para a manutencao do ciclo
biolégico da cisticercose bovina (Rey, 2008). Boone et al. (2007) demonstraram
que grande parte dos produtores desconhece a verdadeira epidemiologia da
doenca, associando erroneamente a transmissao de ovos de T. saginata a caes
ou outros animais, em confusdo com Neospora caninum ou Sarcocystis spp.,
além de superestimarem a a¢ao de anti-helminticos de amplo espectro contra C.
bovis.

Trabalhadores sazonais (como cerqueiros e equipes de manutencéo de
rodovias) e visitantes ocasionais (pescadores, atletas ou cacgadores) que
acessam propriedades rurais frequentemente atuam como portadores
assintomaticos de teniase, disseminando ovos de T. saginata nas pastagens
(Ferreira et al., 2014). Assim, mesmo individuos urbanos sem rotina rural podem
adquirir infeccdo por consumo de carne infectada com cisticercos viaveis,
fechando o ciclo teniase-cisticercose de forma continua.

Panziera et al. (2017) registraram prevaléncia média de 10-15% de

cisticercose bovina por lote abatido, alcancando até 90% de condenacdes totais,
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em municipios gauchos como Santa Maria, Farroupilha, Montenegro e Vacaria.
Nessas ocorréncias, identificaram-se falhas sanitarias no confinamento com
contaminagao por fezes humanas e contribuicdo de trabalhadores eventuais

para a disseminacdo ambiental.

2.6) Ferramentas de diagndstico da cisticercose bovina
2.6.1) Método tradicional de inspecao da carne

A inspecao da carne bovina no Brasil é realizada por médicos-veterinarios
do SIF/SISBI durante o abate, mediante incisao e palpacdo dos principais
musculos e 6rgaos. Conforme o Decreto n° 10.468/2020 do MAPA, as incisfes
e a palpacao dos musculos e visceras sdo executadas de acordo com a linha de
inspecdo: linha B — avaliacdo visual dos musculos masseteres e pterigdideos;
linha D — esbéfago; linha E — figado; linha F — coracdo (saco pericardico e
ventriculos direito e esquerdo); e linha | — diafragma (Brasil, 2020).

Com base nos procedimentos de avaliacdo e na presenca de cistos, a
carcaca € encaminhada ao Departamento de Inspecdo Federal (DIF) para
avaliacgéo final, conforme previsto no Decreto n°® 9.013/2017 (Brasil, 2017). O DIF
atua como instancia de inspecao detalhada de carcacas suspeitas, realizando
multiplas incisdes profundas e avaliacdo ampliada dos musculos e visceras,
aplicando os critérios de julgamento e descarte previstos no Decreto n°
9.013/2017, com as alteracdes introduzidas pelo Decreto n° 10.468/2020 e
normas complementares do MAPA (Brasil, 2017; Brasil, 2020).

De forma simplificada, o artigo 185 do RIISPOA estabelece que carcacas
com infec¢éo intensa (oito ou mais cistos viaveis ou calcificados) distribuidos nos
musculos, 6rgéos, quartos dianteiros e traseiros citados na normativa devem ser
condenadas. Para infec¢Oes leves ou moderadas, em que a quantidade de
cisticercos € insuficiente para caracterizar infeccéo intensa, requer-se inspecao
completa e tratamento térmico, apos a remocdo das areas afetadas (Brasil,
2017).

No entanto, estudos experimentais revelam que cisticercos
frequentemente se instalam em locais fora do escopo da inspe¢ao convencional,

incluindo escépula, acém, lombo, filé mignon, costelas posteriores e lombo
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superior. Regides como paleta, coracao, figado, masseter e o conjunto acém-
pescoco concentram a maioria dos cisticercos, o que compromete a deteccao
visual e explica a variabilidade na sensibilidade diagnostica (Lopes et al., 2011).

Em abatedouros egipcios, Abd El-Hameed et al. (2024) reportaram
masseter, musculos esqueléticos e lingua como os sitios mais afetados por C.
bovis, com prevaléncias de 0,76%, 0,07%, 0,03% e 0,02%, respectivamente,
enquanto o coracao liderou infecgbes sazonais. Esses resultados alinham-se
aos de Costa et al. (2012), que apontaram o coragdo como principal alvo
(1,90%). Fatores hemodinamicos, topograficos e ecologicos guiam a dispersdo
das oncosferas, sem predilecdo absoluta por um sitio Unico, com a experiéncia
do inspetor influenciando a identificagéo (Abd El-Hameed et al., 2024).

O exame visual de carcacas durante o abate apresenta baixa
sensibilidade na deteccdo de infeccBes leves de cisticercose, frequentemente
falhando em identificar casos, limitando a confiabilidade da vigilancia
epidemioldgica na auséncia de testes complementares (Jorga et al., 2025).
Ampliar incisbes em musculos e visceras eleva a deteccdo, mas danifica
carcacas e aumenta riscos bacteriologicos (Dettmann et al., 2022). Incisdes
cardiacas adicionais oferecem alternativa menos invasiva, aproveitando
degeneracéo e inflamacéo dos cistos para visualizacdo (Eichenberger et al.,
2011).

Lesdes semelhantes, como actinobacilose, tuberculose, hidatidose e
migracdes helminticas, desafiam a diferenciacao de cisticercos, ampliando erros
diagnosticos (Panziera et al., 2017; Tortelly, 2003; Costa et al., 2012).
Histopatologia, testes moleculares e imunodiagndsticos elevam a precisdo
nessas situacoes (Scandrett et al., 2012).

2.6.2) Testes soroldgicos (ELISA)

Testes soroldgicos baseados na deteccdo de anticorpos anti-Taenia
saginata representam um auxilio a inspecéo visual convencional, permitindo a
identificacdo de infeccdes recentes ou pré-existentes mesmo na auséncia de
cisticercos visiveis na carcaca. Em estudo soroldgico transversal de Allepuz et
al. (2012) ja foi detectado soroprevaléncia maior que a obtida na inspecao visual,

em matadouros da regido da Catalunha (Espanha), sendo que os animais com
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resultado positivo no teste ELISA ndo foram identificados como positivos na
inspecéo visual da carne.

Ensaios tipo ELISA para anticorpos revelam prevaléncia de cisticercose
bovina subestimada pela inspecao de carcacas, Uteis para 0 monitoramento de
rebanhos e para a avaliacdo de riscos em diferentes sistemas de producao.
Contudo, a baixa concordancia entre achados post mortem e resultados
sorologicos observado em alguns estudos também limita o uso isolado desses
testes, reforcando a necessidade de integracdo com avaliagdo de carcacas e,
sempre que possivel, com testes de antigeno (Jansen et al., 2018; Assava et al.,
2009).

A deteccéo soroldgica de anticorpos permite identificar animais expostos
sem danificar a carcaca, oferecendo vantagens comparado a outros métodos
invasivos, mas exige validacdo extensiva, padronizacdo de cut-offs e
interpretacao critica. Assim, mesmo com monitoramento soroldgico intensivo, as
limitagBes diagnosticas podem subestimar a prevaléncia real da cisticercose,
demandando a integragdo com inspecao post mortem e exames moleculares
(Abuseir et al., 2006).

2.6.3) Diagnostico parasitoldgico

Diferentes técnicas detectam e quantificam ovos de Taenia spp. em solo,
alimentos e 4&gua, incluindo peneiramento, sedimentacdo, centrifugacao,
filtragem e flotagdo com solu¢cdes como agua, Tween 20/80, cloreto de sodio,
PBS ou hipoclorito de sodio para desprender ovos de detritos (Aghaindum et al.,
2019). A microscopia convencional, embora simples e econémica, exige pessoal
especializado para diferenciar ovos parasitarios de detritos e nao distingue
Taenia spp. de Echinococcus spp. nem identifica espécies zoondticas versus néo
zoonoticas. A falta de padronizacéo e validagao limita sua aplicacdo em analises
epidemioldgicas precisas (Saelens et al., 2022).

Para solo, protocolos combinam diluicdo com Tween 20/80 ou bicarbonato
de amonio, seguidos de sedimentacdo ou flotagdo com sacarose e sulfato de
zinco, alcancando recuperacdo de 2,5-20,9% dos ovos conforme a solucéo

utiizada. Em alimentos, técnicas de sedimentacdo-concentracdo e
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sedimentacao-flotacdo separam ovos por densidade especifica usando sulfato
de zinco saturado, nitrato de sddio ou cloreto de zinco. Volumes maiores de agua
requerem pré-filtragem com peneiras e lavagem com Tween 80 ou EDTA para
maximizar recuperacao (Saelens et al., 2022).

Apos filtracdo ou centrifugacédo, o sedimento é tratado com sulfato de
zinco saturado (método Bailenger modificado), aliquotado e examinado
microscopicamente, descartando-se o sobrenadante. Técnicas complementares
como PCR e sequenciamento confirmam identificagdo molecular, superando
limitacbes da microscopia. Essas abordagens aumentam robustez analitica,
embora persistam desafios na validacao para monitoramento ambiental rotineiro

da cisticercose (Dudlové et al., 2015; Aghaindum et al., 2019).

2.6.4) Diagnoéstico molecular

Ferramentas moleculares superam as limitacdes da microscopia
convencional na diferenciacdo de género e espécies de Taenia spp. em agua,
alimentos e outros meios ambientais. Saelens et al. (2022) descrevem diversas
ferramentas de diagnostico molecular — como PCR convencional, PCR
multiplex e PCR em tempo real — ja testadas para a detec¢do de ovos de T.
saginata (dgua, alimentos e solo), as quais podem ser empregadas no
monitoramento de contaminacdo ambiental e de alimentos.

Federer et al. (2016) e Frey et al. (2019) avaliaram amostras de vegetais
e frutas para identificacdo de parasitos e demonstraram, por meio de técnicas
moleculares, a presenca de ovos de T. saginata. Federer et al. (2016) detectaram
DNA de T. saginata em uma das amostras por PCR multiplex seguida de
sequenciamento, indicando contaminacdo fecal humana em alimentos
preparados para consumo. Frey et al. (2019) aplicaram PCR em tempo real como
meétodo de triagem para identificacdo diferencial de ovos de taenideos em
vegetais e frutas, permitindo discriminar E. granulosus, Echinococcus
multilocularis e Taenia spp. (incluindo T. saginata).

Em contraste com os estudos em alimentos, para dgua ndo existem
estudos especificos de PCR para T. saginata, sendo a maioria das ferramentas

moleculares aplicadas a deteccdo de Echinococcus spp. ou Taenia spp. em
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geral, especialmente em agua superficial, subterranea ou de esgoto. Assim,
ainda ndo ha protocolo validado de PCR para ovos de T. saginata em agua de
irrigacao, rios ou esgoto. A revisédo de Saelens et al. (2022) destaca essa lacuna,
indicando que primers especificos para T. saginata (como da regido HDP2) ainda
nao foram validados em agua.

Sensibilidade e especificidade superiores em analises moleculares para
deteccdo de cisticercos na carne bovina s80 essenciais para analises
epidemioldgicas precisas (Dudlova et al., 2015). Gonzalez et al. (2006)
descreveram um painel sequencial de PCRs adaptadas de protocolos prévios
para discriminar molecularmente T. saginata, T. solium, T. hydatigena, E.
granulosus e Sarcocystis spp. em cistos duvidosos, calcificados ou degenerados
de bovinos e suinos.

Em sintese, o multiplex-PCR do fragmento gendémico repetitivo HDP2
(3.954 bp de T. saginata), utilizando os primers PTs7S35F1/F2 e PTs7S35R1,
diferenciou T. saginata (bandas de 600 e 170 bp) de T. solium (apenas 170 bp)
com alta sensibilidade em cistos degenerados. Posteriormente, PCR-RFLP com
primers BD1/4S (ITS1: 750-1000 bp) e NC6/NC2 (ITS2: 550-650 bp) em regides
conservadas de 18S/5.85/28S rDNA — identificou T. hydatigena (375 e 125 bp)
e E. granulosus por tamanhos e digestédo especifica. Finalmente, PCR do 18S
rRNA (primers 3L/3H: 500 bp) seguido de sequenciamento confirmou
Sarcocystis hominis (bovinos) e S. suihominis (suinos), resolvendo confusdes
morfolégicas em abatedouros (Gonzalez et al., 2006).

Trabalhos recentes como Abd El-Hameed et al. (2024) e Elbarbary et al.
(2025) simplificaram essa abordagem de Gonzalez et al. (2006), validando
especificamente os primers PTs7S35F1/PTs7S35R1 da regido HDP2 (599 bp)
como teste confirmatorio para C. bovis em inspecdes de abatedouros egipcios.
Demonstraram 73-100% de confirmagdo molecular em cistos visualmente
suspeitos (coracdo, masseter, lingua), diferenciando T. saginata de Sarcocystis
spp., inclusive em cistos calcificados e degenerados, viabilizando aplicacéo
rotineira, evitando condenac¢fes desnecessarias de carcacas e elevando a

seguranca alimentar.

2.6.5) Diagnostico histopatolégico

No Brasil, o diagndstico oficial post-mortem da cisticercose bovina segue
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o RIISPOA (artigo 185), classificando metacestodeos como Vivos ou
mineralizados por exame macroscopico (Brasil, 2017). Cisticercos integros sao
facilmente identificados visualmente, mas formas degeneradas ou calcificadas
demandam histopatologia para diferenciacdo precisa de lesées semelhantes
(Panziera et al., 2017).

A classificacao histopatolégica distingue trés grupos: (1) cisticercos vivos;
(2) degenerados com possivel viabilidade do escélex (subtipos 2a: necrose
caseosa extensa sem viabilidade; 2b: membrana preservada com escolex
potencialmente infeccioso); e (3) mineralizados. Caracteristicas microscépicas
incluem infiltrado granulomatoso com histiocitos em palicada, eosindfilos e
corpusculos calcarios ovais basofilicos ao redor de areas necroticas (Costa et
al., 2012; Tessele et al., 2013).

A andlise detalhada da membrana e do escélex em casos intermediarios
determina a infectividade, impactando decisdes sanitarias como condenacéo ou
liberacdo de carcacas. Mineralizacdes distroficas podem simular corpusculos
diagndsticos, exigindo cautela na interpretacdo. Essa resposta imunopatoldgica
reflete contencao do parasita pelo hospedeiro, evoluindo de necrose aguda para
calcificacdo crbénica (Panziera et al., 2017).

A histopatologia, embora essencial para casos duvidosos, enfrenta
limitagbes praticas em abatedouros pela necessidade de infraestrutura
laboratorial e tempo de processamento. Sua integracdo com métodos
moleculares e soroldgicos surge como estratégia complementar para otimizar a
vigilancia sanitaria, reduzindo condenacdes injustificadas e aprimorando a
rastreabilidade da cisticercose bovina no Brasil (Brasil, 2017; Panziera et al.,
2017).

2.7) Importancia do complexo teniase-cisticercose para a doenca em

humanos

O complexo teniase-cisticercose constitui importante zoonose de saude
publica, envolvendo T. saginata e T. solium. Humanos atuam como hospedeiros
definitivos para ambas as espécies, enquanto bovinos sao intermediarios da T.
saginata e suinos da T. solium (Acevedo-Nieto et al., 2022). A transmissao

ocorre pelo consumo de carne bovina ou suina crua ou mal cozida contendo
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cisticercos viaveis (Asaava et al., 2009).

Em um estudo de Sato et al. (2018), estimou-se que oito a vinte pessoas
podem ser infectadas pela ingestdo de carne de uma carcaga bovina
contaminada. A disseminagdo ambiental de ovos por via fecal agrava o
problema. Isso ocorre especialmente em areas rurais com deficiéncias higiénico-
sanitarias (Uys, 2023). Estudos em regibes endémicas ja destacaram
associacfes com morbidades neurolégicas. Dessa forma, o controle demanda
vigilancia integrada para interromper os ciclos (Liu et al., 2025).

Em humanos, T. solium causa neurocisticercose com formacao de cistos
cerebrais, podendo levar a convulsdes, cefaleias e déficits neuroldgicos
graves. T. saginata, por outro lado, causa teniase intestinal geralmente
assintomatica ou com sintomas leves, como nauseas, desconforto abdominal,
flatuléncia, diarreia, perda de apetite, fraqueza, perda de peso e prurido anal por
proglétides moveis (Liu et al., 2025; Asaava et al., 2009).

O diagndstico precoce é feito através de exames coproparasitolégicos.
Outros métodos de deteccdo auxiliar podem incluir o diagndstico por imagem
como tomografia, mitigando complicacfes graves neuroldgicas. A identificacédo
rapida previne evolucfes severas e o monitoramento clinico é essencial em
endemias (Chang et al., 2020).

No Brasil, estudos em assentamentos rurais de Minas Gerais indicaram
prevaléncia baixa de teniase, todavia, ha relatos notificados em varias regides
do pais e subnotificacdo da doenca. A teniase humana atingiu 0,35% (3/855)
nessas areas. Clusters ocorrem nas regiées Norte e Noroeste, principalmente,
associados a criacdo de suinos soltos em sistemas extensivos (Acevedo-Nieto
et al., 2022).

Globalmente, estima-se que 60-70 milhdes de pessoas no mundo sao
portadores de teniase, sendo o maior nimero de casos registrados relatados nos
continentes asiatico e africano (Liu et al, 2025). Prevaléncias variam
amplamente em zonas endémicas, como 0,4% em areas rurais do Camboja e
até 2,5% em Turkana (Quénia) (Chang et al., 2020).

A subnotificagdo da doenca subestima os dados globais reais (Asaava et
al., 2009). Em Turkana (Quénia), a soropositividade bovina atingiu 16,7% em
rebanhos (Asaava et al., 2009). No Oriente Médio reportou-se 0,2-8,6% de
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teniase humana em estudos populacionais (Liu et al., 2025).

Costumes alimentares dessas regifes, como consumo de carne bovina
mal cozida, impulsionam essas taxas. Além disso, falhas na inspecao tradicional
subestimam cisticercos viaveis na linha de abate. Esses fatores explicam a
persisténcia das altas prevaléncias regionais (Liu et al., 2025).

Portanto, o controle da teniase depende de ac¢des integradas para a
diminuicdo de casos, como: procedimentos adequados de abate sanitario; o
tratamento antiparasitario é fundamental; a vigilancia integrada de casos
notificados e monitoramento ambiental (Uys, 2023).

A interconexdo teniase-cisticercose potencializa riscos zoonéticos. Os
humanos contaminam o ambiente e animais sdo infectados por ovos fecais
dispersos (Acevedo-Nieto et al.,, 2022). Economicamente, ha perdas por
condenacédo de carcacas com a cisticercose e clinicamente a neurocisticercose
em humanos induz sintomatologia grave (Asaava et al., 2009).

Abordagem One Health integra saide humana e animal enfatizando a
vigilancia ambiental unificada (Acevedo-Nieto et al., 2022). As politicas
unificadas reforcam prevencdo dessas doencas, auxiliam na reducdo de
morbimortalidade associada, além de intervencdes multisetoriais em locais de
maior prevaléncia dos casos e monitoramento continuo dessas regifes sao
essenciais para a diminuicdo da ocorréncia dessas zoonoses (Acevedo-Nieto et
al., 2022; Hou et al., 2023).

2.8) Prevencéao e controle da cisticercose bovina

A inspecao visual post-mortem em abatedouros oficiais segue o RIISPOA,
mas sua baixa sensibilidade exige estratégias complementares para remover
carcacas infectadas da cadeia alimentar de forma eficaz (Brasil, 2017). Falhas
criticas de comunicacdo entre salude animal e humana impedem acles
integradas, como rastreamento de areas infectadas e monitoramento de
trabalhadores expostos (Rossi et al., 2020).

O método Delphi identificou medidas prioritarias para reducdo da
cisticercose: educacdo sanitaria rural, vigilancia intersetorial, normativas
sanitarias e pesquisas epidemiologicas (Nickele et al., 2016). Educacéo sobre

cozimento adequado de carne demonstra maior eficacia que controle isolado em
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abatedouros para interromper o ciclo teniase-cisticercose rural (Duarte et al.,
2022).

O tratamento sistemético da teniase humana em comunidades rurais
reduz significativamente a incidéncia de cisticercose em rebanhos comerciais.
Rastreamento de movimentacdo animal e mapeamento de fazendas de risco
permitem intervencgdes sanitarias direcionadas com resultados comprovados no
Brasil (Rossi et al., 2014).

Boas préticas de manejo rural (alimentacdo, pastagens seguras,
instalacdes sanitarias) e prevencdo ambiental (tratamento de esgoto, agua
potavel para gado) complementam o controle. Essa abordagem One Health,
integrando saneamento, educacdo continuada e comunicagao intersetorial,
representa a estratégia mais promissora para controle sustentavel da

cisticercose bovina brasileira (Nickele et al., 2016).
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RESUMO

Este estudo investigou a capacidade de métodos diagndsticos complementares
— incluindo PCR, histopatologia e ELISAs baseados em antigenos
recombinantes de Taenia saginata — para confirmar lesdes inicialmente
detectadas por inspecdo visual durante a vigilancia de rotina da cisticercose
bovina. Um total de 232 amostras de tecido e 197 amostras de soro foram
coletadas de bovinos abatidos sob a fiscalizacdo dos Servigos de Inspecao
Federal e Estadual do Mato Grosso do Sul, Brasil, entre abril de 2023 e junho de
2024. As lesbes classificadas como positivas na inspecao visual apresentaram
baixa concordancia com os métodos laboratoriais, indicando incerteza
substancial na classificacdo em campo. A PCR direcionada ao gene da
subunidade 1 da citocromo oxidase demonstrou alta especificidade, mas baixa
sensibilidade, revelando que, embora os falsos positivos fossem incomuns,
muitas infeccbes verdadeiras — especialmente aquelas envolvendo cistos
calcificados ou degenerados — ndo foram detectadas. A histopatologia
confirmou apenas uma minoria das lesdes identificadas visualmente, destacando
a influéncia da viabilidade do cisto e da preservacéo do tecido na confirmacéao
diagnéstica. Os ensaios ELISA utilizando antigenos recombinantes TSA-9 e
quiméricos TSA-9/TSA-18 apresentaram baixo desempenho diagnéstico, com a
maioria dos casos visualmente positivos apresentando resultado negativo.
Andlises multivariadas mostraram que a positividade na PCR estava fortemente
associada a cistos viaveis e tecido muscular, enquanto lesdes hepaticas —
frequentemente apresentando degeneracdo avancada — tiveram uma
probabilidade significativamente menor de serem confirmadas. Observou-se um
aumento linear na deteccao por PCR em todas as categorias de lesbes, desde
lesGes ndo caracteristicas até cistos calcificados e viaveis. No geral, 0s
resultados demonstram que a degeneracédo dos cistos e a localizagdo anatémica
afetam criticamente as taxas de confirmagdo e que a inspecao visual
isoladamente ndo possui confiabilidade suficiente, ressaltando a necessidade de
métodos laboratoriais complementares para apoiar o diagnéstico preciso e a
tomada de decisdes sanitarias.

Palavras-chave: Inspecéo visual; PCR; Testes sorologicos; Histopatologia
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RESUMO DO AUTOR

A cisticercose bovina é tradicionalmente diagnosticada em abatedouros por meio
de inspecgao visual, onde os inspetores procuram lesdes semelhantes a cistos
nos tecidos. No entanto, esse método frequentemente falha em distinguir
infeccbes verdadeiras de outras condi¢cdes que produzem lesdes de aparéncia
similar, levando a condenacgéo desnecessaria de carcagas ou, inversamente, a
nao deteccdo de infecgdes. Neste estudo, avaliamos a confiabilidade da
inspecéo visual na identificacdo de cistos de Taenia saginata, comparando as
lesBes detectadas em campo com métodos laboratoriais: PCR, histopatologia e
ELISA utilizando proteinas recombinantes do parasita. Constatamos que muitas
lesbes consideradas positivas durante a inspecdo visual ndo puderam ser
confirmadas por nenhum teste complementar. A PCR, embora altamente
especifica, detectou apenas uma parte das infeccbes verdadeiras,
particularmente nao identificando cistos degenerados ou calcificados. A
histopatologia confirmou apenas uma minoria dos casos visualmente positivos,
e os testes sorolégicos apresentaram valor limitado. E importante ressaltar que
cistos viaveis e aqueles localizados no tecido muscular apresentaram uma
probabilidade maior de serem confirmados do que as lesdes encontradas no
figado, que frequentemente apresentavam degeneracdo avancada. Esses
resultados destacam as limitacfes significativas de se basear exclusivamente na
inspecdo visual para o diagndstico da cisticercose bovina e enfatizam a
necessidade de integrar métodos laboratoriais para melhorar a preciséo, reduzir

as perdas econdmicas e aumentar a seguranca alimentar.

INTRODUCAO

A cisticercose bovina é uma zoonose causada pelo estagio metacestodeo
da Taenia saginata, que pode levar a teniase em humanos. Embora ambas as
doencas sejam bem controladas em muitos paises desenvolvidos, a cisticercose
bovina permanece uma doenca tropical negligenciada em diversas regides,

representando uma preocupacao significativa para a saude publica (Panziera et
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al, 2017; Gutema et al., 2020).

A transmissdo do complexo teniase-cisticercose ocorre quando 0s ovos
de T. saginata, excretados nas fezes humanas, contaminam pastagens e fontes
de agua. O gado ingere esses ovos, levando ao encistamento das larvas em
seus tecidos (Laranjo-Gonzales et al., 2016; Vianna et al., 2020). A disseminacéo
da doenca é exacerbada por saneamento inadequado, higiene precaria, dejetos
humanos em é&reas de pastagem e a estreita interacdo entre o gado e as
atividades agricolas ou de pesca (Laranjo-Gonzales et al., 2016; Arriola et al.,
2014; Maia et al., 2017; Rossi et al., 2020). A infeccdo humana ocorre pelo
consumo de carne bovina crua ou malpassada contendo cistos viaveis,
particularmente proveniente de matadouros clandestinos ou sem inspecéo oficial
(Oliveira et al., 2020).

Atualmente, a inspecdo visual de carcacas em matadouros continua
sendo o principal método para diagnosticar a cisticercose bovina e controlar a
transmissdo humana (Uys et al., 2023). No entanto, esse método macroscopico
sofre de uma dupla limitacdo: em nivel de carcaca inteira, ele carece de
sensibilidade e ndo detecta infeccGes leves ocultas (falsos negativos); porém,
em nivel de lesdo, ele carece de especificidade, frequentemente classificando
erroneamente granulomas ou cicatrizes ndo parasitarias como cistos de T.
saginata, levando a uma superestimagdo da doenca entre as carcacas
sinalizadas (falsos positivos).

A inspecao visual é particularmente pouco sensivel em infeccdes leves,
muitas vezes subestimando a prevaléncia da doenca em até 10 vezes,
dependendo da experiéncia do inspetor e do estagio de desenvolvimento dos
cisticercos (Geysen et al., 2007). Além disso, a impossibilidade de inspecionar
completamente as carcacas — devido a necessidade de evitar danifica-las para
fins comerciais — pode levar a liberacdo de carcacas infectadas para consumo
(Nascimento et al., 2020; Dettmann et al., 2022).

Os cistos de T. saginata encontrados em carcacas bovinas variam em
desenvolvimento dependendo da duragéo da infec¢do. A analise histopatologica
permite a identificagdo dessas variacoes, possibilitando a classificagcdo dos
cistos como viaveis, em degeneracdo caseosa ou calcificados (Costa et al.,
2012).

Um fator importante que influencia a deteccdo da cisticercose bovina é a
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selecdo dos locais anatdmicos para inspecdo. De acordo com o Decreto n°
10.468/2020 do Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA), os locais
prioritarios de inspecéo incluem os musculos mastigatérios, a lingua, o coracao,
o diafragma, o esbdfago e o figado (Brasil, 2020). No entanto, estudos
experimentais sugerem que regides como a escapula, o acém, a garupa, o filé
mignon, 0 coxdao mole, as costelas traseiras e o musculo da canela —
frequentemente negligenciadas em inspec¢des de rotina — podem abrigar um
namero maior de cistos do que as areas tradicionalmente examinadas (Lopes et
al., 2011). O impacto da selecéo do local anatdmico na sensibilidade da inspecéo
foi destacado em um estudo realizado em um abatedouro no Rio Grande do Sul,
Brasil, onde 31,25% das carcacas com infeccbes leves apresentaram cistos
detectados somente apos o corte de grupos musculares adicionais (Rodrigues,
1993).

A inspecdo visual de carcacas bovinas pode, as vezes, levar a
diagndsticos errdbneos, uma vez que lesdes nao relacionadas a T. saginata, como
cicatrizes ou outras anormalidades de 6rgaos, podem ser confundidas com a
doenca, resultando em sobrediagndstico. Por exemplo, as lesGes hepaticas
causadas pela degeneracao de cistos podem assemelhar-se as de varias outras
condicdes, levando a falsos positivos (Scandrett et al., 2012). Os diagnésticos
diferenciais, como actinobacilose, tuberculose, hidatidose e migracdo de
helmintos, devem, portanto, ser cuidadosamente considerados (Panziera et al.,
2017; Costa et al., 2012; Tortelly, 2003; Costa et al., 2006).

Vérios estudos relataram discrepancias entre a inspecdo visual e os
métodos moleculares. Na Alemanha, por exemplo, 20% dos cistos viaveis e
49,2% dos cistos degenerados ndo foram detectados por PCR (Abuseir et al.,
2006). No Egito, apenas 1,9% das 685 carcacas diagnosticadas visualmente
com cisticercose foram confirmadas por PCR (El-Sayad et al., 2021). Na Bélgica,
a PCR confirmou 97% dos cistos viaveis e 73% dos cistos degenerados (Geysen
et al., 2007). Em Tocantins, Brasil, 28,57% de 14 carcacas visualmente positivas
foram confirmadas como positivas para T. saginata por PCR, com histopatologia
revelando les6es compativeis com granulomas e equinococose em amostras
negativas (Figueiredo et al., 2019).

Para aumentar a seguranca alimentar e se alinhar aos padrbes

internacionais, o MAPA emitiu o Decreto n° 10.468/2020, introduzindo critérios
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mais rigorosos para a inspecao de carcacas bovinas. As novas regulamentacfes
exigem tratamento térmico para carcacas que contenham até um cisto viavel ou
calcificado, bem como a remocdo e condenacdo das areas afetadas (Brasil,
2020). No entanto, a implementacdo dessas medidas acarreta consequéncias
econbmicas substanciais, com perdas projetadas chegando a US$
12.435.235,29 em S&o Paulo, em comparacdo com US$ 5.829.103,99 sob as
regulamentacdes anteriores (Comin et al., 2021). E importante notar que a
maioria dos diagndésticos de cisticercose em abatedouros pelo Servigo Federal
de Inspecao (SIF) envolve carcacas contendo apenas um cisto calcificado (De
Souza et al., 2017), levantando preocupacdes sobre a adequacéo dos critérios
de descarte atuais e a necessidade de equilibrar a protecdo da salude publica
com o impacto econdémico.

Com base nessas limitacfes, levantamos a hipotese de que a inspecéo
visual superestima as taxas reais de infeccdo quando comparada com métodos
de diagndstico confirmados em laboratério — PCR, histopatologia e ELISA —
devido a sua especificidade reduzida e a possibilidade de classificacao incorreta
de lesbes ndo relacionadas como cisticercos.

Este estudo tem como objetivo avaliar a confiabilidade da inspecéao visual
como método definitivo para o diagnéstico de cisticercose em carcacas e
visceras bovinas, comparando os resultados da inspec¢éo visual com aqueles
confirmados por PCR, histopatologia e ELISA usando proteinas recombinantes

de T. saginata.

MATERIAIS E METODOS

DECLARACAO DE ETICA

Nenhum animal foi abatido especificamente para fins experimentais. As
amostras bioldgicas foram obtidas de rebanhos comerciais durante inspecodes de

rotina em abatedouros, em conformidade com a legislag&o brasileira.

ORIGEM DAS AMOSTRAS
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Este estudo foi conduzido entre abril de 2023 e junho de 2024, envolvendo
a coleta de fragmentos de tecido — com e sem lesGes caracteristicas de
cisticercose — e aliquotas de soro de carcagas bovinas. As amostras foram
obtidas de um total de 232 animais. Destes, 224 foram abatidos em um
estabelecimento sob a jurisdicdo do Servico de Inspecédo Federal (SIF) e 8 em
um estabelecimento sob a jurisdicdo do Servico de Inspecdo Estadual (SIE),
ambos localizados no estado de Mato Grosso do Sul, Brasil. Apds a designacéo
do inspetor no Departamento de Inspecao Final (DIF), as amostras de tecido
foram coletadas e acondicionadas em recipientes plasticos individuais. O sangue
foi coletado em tubos sem anticoagulante; apos a retracao do coagulo, o soro foi
separado e armazenado em microtubos plasticos a -20 °C até o processamento.

Para contextualizar com precisao a populacdo do estudo, € importante
reconhecer que todas as amostras foram obtidas de carcacas previamente
sinalizadas durante a inspecdo visual de rotina post mortem.
Consequentemente, carcacas nado sinalizadas ou sem lesdes macroscopicas
aparentes nao foram incluidas na amostragem. Isso introduz um viés de
espectro, uma vez que a populacdo do estudo reflete predominantemente
animais com suspeita ou anormalidades visiveis e ndo representa toda a gama
de estados de infeccéo presentes na populacdo de abate. Como resultado, os
achados nao podem ser extrapolados diretamente para estimar a prevaléncia de
resultados falso-negativos na inspecéo visual, e a generalizacdo dos resultados
para carcacgas assintomaticas ou nao inspecionadas é inerentemente limitada.

Cada amostra foi identificada individualmente com o numero de
identificagdo do animal, localizagdo anatdmica da lesdo, numero do lote e data
de coleta. As amostras foram acondicionadas sob refrigeracdo em caixas de
poliestireno e transportadas para o Departamento de Satude Animal da Embrapa
Bovinos de Corte para andlises de PCR e ELISA. Uma porcao representativa
das amostras de tecido foi fixada em formalina tamponada a 10% e enviada ao
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia

da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul para avaliacdo histopatolégica.



1314
1315
1316
1317
1318
1319
1320
1321
1322
1323

1324
1325
1326

1327
1328
1329
1330
1331
1332
1333
1334
1335

42

Dos 232 animais avaliados, coletamos exatamente 232 amostras de
tecido/érgéo (representando uma lesédo especifica ou tecido alvo por animal) e
197 amostras de soro viaveis. Os fragmentos de tecido foram obtidos do
coracado, figado ou grupos musculares especificos (diafragma, masseter e
pterigoide). Com base nos dados diagndsticos oficiais do abatedouro, os 232
animais foram classificados em dois grupos: infectados (n = 195 animais),
apresentando cistos viaveis ou calcificados; e ndo infectados (n = 37 animais),
apresentando estruturas semelhantes a cistos sem caracteristicas definitivas de
cisticercose ou totalmente desprovidas dessas lesdes. A distribuicdo detalhada

dessas amostras entre os varios meétodos diagndsticos € ilustrada na Figura 1.

Coleta Inicial
Amostras coletadas de abatedouros (SIF e SIE) com
base em lesGes macroscopicas detectadas pelo servigo
de inspecéo.
Total de amostras potenciais: N=232

l

Inclusées no estudo
Amostras que atenderam aos critérios do estudo com
registros completos.
Total incluido: N = 232
(Usadas para comparagao Inspegao Visual vs. PCR)

|
v v

Subconjunto de sorologia Subconjunto de histopatologia
Amostras de soro disponiveis. Amostras de tecido de abatedouro sob SIF
N =197 adequadamente fixadas para histologia.
(Usadas para comparagao ELISA vs. PCR) N =184
(Usadas para comparac&o Histopatologia vs. PCR)

Figura 1. Fluxograma ilustrando a selegéo e distribuicdo de amostras de tecido
bovino e soro utilizadas para avaliagbes diagnésticas comparativas com o método de
referéncia PCR.

Os cistos analisados foram classificados como calcificados, viaveis ou
lesbes indicativas de sarcocistose. Amostras sem lesdes caracteristicas de
cisticercose foram obtidas de nodulos de tecido conjuntivo, tecido adiposo e
tecido hepatico necrético. Adicionalmente, oito amostras de tecido provenientes
de um matadouro sob SIE, diagnosticadas com cisticercose bovina com base na
presenca de cistos calcificados, foram incluidas no estudo. Fragmentos de tecido

foram coletados do coracéo e da cabeca.
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CRITERIOS E PROCEDIMENTOS PARA SELECAO DE
AMOSTRAS NO ESTUDO

As amostras de tecido selecionadas pelos abatedouros para este estudo
foram coletadas de acordo com os procedimentos de inspegao post-mortem
descritos no *Insp Bovinos: Manual de procedimentos de inspecéo e fiscalizacao
de bovinos e bubalinos e seus derivados em estabelecimentos sob inspecao
federal (SIF) (Brasil, 2023).

Este manual especifica o procedimento de coleta de acordo com cada
linha de inspecéo:

Linha B - Inspecédo da Cabeca e Lingua:

Uma incisdo sagital nos musculos masseteres é realizada de forma extensa e
profunda, com duas incisdes por masculo, feitas com um Gnico movimento para
cada incisdo, a fim de expor os masseteres externo e interno. Segue-se a
avaliacao visual das superficies musculares expostas. Uma incisdo sagital nos
musculos pterigoideos também é feita, com duas incisées por musculo sempre
que possivel, novamente com um Unico movimento por incisdo, seguida de uma
avaliacao visual das superficies expostas.

Linha D - Inspecédo do Trato Gastrointestinal, Baco, Pancreas, Bexiga, Es6fago
e Utero:

Exame visual e por palpacao da por¢cdo muscular (interna e externa) do eséfago.
Linha E - Inspecéo do Figado:

Inspecdo visual de toda a superficie do figado e palpacédo do érgéo.

Linha F - Inspecéo dos Pulmdes, Coracao, Traqueia e Glote:

Exame visual e Inspecao por palpacdo do coracdo; incisdo do saco pericardico
para expor a maior parte do musculo cardiaco para exame mais detalhado;
separacao do coracdo dos pulmdes por sec¢do dos principais vasos na base;
abertura Os ventriculos direito e esquerdo foram expostos por meio de uma
incisdo da base ao apice do coracdo, expondo as camaras cardiacas; e o
musculo cardiaco foi "descamado” (cortado sem separacdo completa) da base
ao apice com o auxilio de uma faca.

Linha | - Inspecdo da Meia Carcaga Craniana:

Inspecao do diafragma.
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Assim, para este estudo, de acordo com os procedimentos de avaliagao
e com base no oOrgao de interesse em cada linha de inspecdo, quando a
presenca de um cisto era observada em qualquer local, a carcaga era
encaminhada para o DIF (Departamento de Inspecdo Federal) para avaliacdo
adicional.

No DIF, as lesdes foram cuidadosamente avaliadas e informacfes
detalhadas foram registradas na planilha de coleta, incluindo o nimero do lote,
0 numero da carcaca, a data do abate, o diagnéstico, a localizacéo da leséo, as
caracteristicas da lesdo e o numero de lesdes. As lesdes foram entédo
classificadas como visualmente positivas para cisticercose (cistos viaveis ou
calcificados) ou visualmente negativas (como tecido conjuntivo ou tecido
adiposo).

Apos a avaliacdo do estagio de desenvolvimento do cisto, foram aplicados
os critérios de julgamento e descarte estabelecidos no Decreto n® 9.013/2017
[26], que regulamenta a inspecao industrial de produtos de origem animal. As
disposicdes pertinentes do decreto sdo as seguintes:

Art. 185. Carcacas com infeccdo intensa por Cysticercus bovis
(cisticercose bovina) devem ser condenadas.

8 1. Infeccdo intensa é definida como a presenca de pelo menos oito
cistos viaveis ou calcificados, distribuidos da seguinte forma:
| — Quatro ou mais cistos nas areas de inspec¢do designadas (musculos
mastigatorios, lingua, coracao, diafragma e seus pilares, esbéfago e figado);
(Conforme alterado pelo Decreto n°® 10.468, de 2020) (Brasil, 2020).

Il — Quatro ou mais cistos localizados nos quartos dianteiros (musculos do
pescoco, peito e ombro) ou nos quartos traseiros (masculos da garupa, lombo e
lombo), apés inspecéo no DIF por meio de multiplas incisdes profundas.

§ 2. Para infecgOes leves ou moderadas, caracterizadas pela presenca de
cistos viaveis ou calcificados em quantidades insuficientes para constituir uma
infeccdo intensa, a inspecao deve ser realizada em todas as areas de inspecao
designadas em toda a carcaca. Nesses casos, a carcaga afetada deve ser
submetida a tratamento condicional, seja por congelamento ou aguecimento,
apos a remocdo e condenacédo das areas afetadas (Conforme alterado pelo
Decreto n° 10.468, de 2020) (Brasil, 2020).

8 6. Os procedimentos para a deteccdo de cistos nas areas de inspecao
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designadas devem estar em conformidade com as normas complementares.
Os cistos, independentemente do seu estagio de desenvolvimento, foram
coletados juntamente com o tecido circundante para facilitar a analise
histopatolégica e por PCR. Da mesma forma, para as carcacas que
apresentavam lesdes, foram coletadas amostras de sangue para 0 teste
sorologico ELISA. A coleta de sangue foi realizada por meio de uma incisdo na
veia do plexo braquial, elevando o membro anterior de cada meia carcaga e

aspirando o sangue para tubos para posterior analise.

TESTES MOLECULARES

A extracdo de DNA das amostras foi realizada utilizando o kit PureLink
(Invitrogen, Waltham, Massachusetts, EUA), seguindo as instrucbes do
fabricante. Um total de 25 mg de tecido homogeneizado foi utilizado para a
extracdo. A quantificagdo do DNA foi realizada utilizando o espectrofotometro
Nanodrop 2000c (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), conforme
as diretrizes do fabricante. ApGs a quantificacdo, as amostras extraidas foram
analisadas em gel de agarose a 0,8% para avaliar a integridade do DNA.

Para a deteccdo molecular, primers (primer direto 5
GGATTGCCTCGTCGTGTTTG 3 e primer reverso 5
CTAAGCATGATGCAAAAGGC 3’) foram desenhados para amplificar um
fragmento de 428 pares de bases da subunidade 1 do gene da citocromo oxidase
de T. saginata. O desenho dos primers foi feito com auxilio da ferramenta Primer-
BLAST do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

As reacbes de amplificacdo de DNA foram conduzidas em um
termociclador (MJ Mini Personal Thermal Cycler - Bio-Rad, Califérnia, EUA),
seguindo estas etapas: um ciclo inicial de desnaturacao a 95°C por 10 minutos,
seguido por 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 51°C por 1 minuto e 72°C por 40
segundos; uma extensédo final a 72°C por 7 minutos e finalizacdo a 4°C. As
reacoes foram realizadas com um volume total de 20 uL por amostra, utilizando
GoTaq Colorless Master Mix (2X) (Promega, EUA), 0,25 uM de cada primer e
200 ng de DNA alvo.

Os produtos de PCR, juntamente com o marcador molecular (1 kb Plus,
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Invitrogen, EUA), foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%,
com separacao eletroforética a 100 V e 400 mA em tampédo TBE 1X (0,11 M Tris-
HCI, 0,056 M EDTA € 0,11 M &cido borico). Os géis foram corados com um corante
comercial (SafeDye Nucleic Acid Stain - Cellco, Brasil) e visualizados sob luz
ultravioleta. As reacdes de PCR, quando testadas com DNA viavel de cisticercos
de T. saginata, amplificaram com sucesso até 60 pg de DNA.

Para verificar a presenca de potenciais inibidores de PCR, amostras
negativas foram testadas usando primers para o0 gene constitutivo bovino
DGATL1, localizado no cromossomo 14. Este gene codifica a enzima diacilglicerol
aciltransferase microssomal envolvida na sintese de triglicerideos. Os primers
(primer direto 5 AAGGCCAAGGCTGGTGAG 3 e primer reverso 9%
TAGGTCAGGTTGTCGGGGTA 3’) foram projetados a partir do acesso GenBank
AY065621, conforme descrito por Sevane et al. (2011), amplificando um

fragmento de 282 pb deste gene.

TESTES SOROLOGICOS COM PROTEINAS RECOMBINANTES
TSA-9 E QUIMERA TSA-9/TSA-18

Para produzir as proteinas alvo, a sequéncia de DNA que codifica TSA-9
e a sequéncia parcial de DNA de TSA-18 foram analisadas (acesso GenBank:
CAA67185.1 e CAA67186.1) e preparadas para a construcdo de plasmideos
sintéticos: pET28a-TSA-9 (um produto de 237 aminoacidos, 25,9 kDa) e pET28a-
TSA-9/TSA-18 quimera (um produto de 259 aminoacidos, 28,8 kDa). A produc¢éo
da proteina recombinante ocorreu apos transformacao na cepa Escherichia coli
BL21 Star (DE3) PlysS por meio de um protocolo de transformacédo quimica com
CaCl, 100 mM em meio Luria Bertani suplementado com 0,25% de glicose. A
expressdao da proteina foi induzida com 1 mM de isopropil B-D-
tiogalactopiranosideo (IPTG).

Para concentrar as células produzidas apos a inducéo, a cultura celular
foi centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sedimento foi entédo
ressuspendido em tampé&o nativo (1X) contendo 25 mM de NaH,PO, e 250 mM
de NaCl, seguido de uma incubacao de 30 minutos no gelo com 100 mg/mL de

lisozima. Apos a lise enziméatica, o lisado foi sonicado em ciclos de 10 segundos
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ligado e 10 segundos desligado, com 40% de amplitude no sonicador. O material
sonicado foi entdo centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Os granulos
resultantes foram ressuspensos em tampéo de ureia 8M (pH 8,0), filtrados
através de uma membrana de 0,45 pm e submetidos a primeira etapa de
purificacdo usando uma coluna de Ni2+ com resina ProBond (50% de suspensao
em 20% de etanol) em condi¢cdes desnaturantes.

As proteinas purificadas foram analisadas por SDS-PAGE (12%) (gel de
empilhamento 5% e gel de resolugdo 12%), com o marcador de proteinas
TrueColor High Range (9-245 kDa) usado como padrdo de peso molecular. A
eletroforese foi realizada a 120 V e 400 mA por aproximadamente 80 minutos.
Os géis foram corados com Azul Brilhante de Coomassie, 0 excesso de corante
foi removido usando uma solucéo descolorante e os géis foram posteriormente
documentados usando um sistema BioRad versdo 6.0.0. O material purificado
por afinidade foi entdo submetido a eletroeluicdo, com as mesmas condi¢cdes
eletroforéticas utilizadas para géis de SDS-PAGE. Para a visualizacao reversivel
da banda de proteina, foi utilizado tampdo de acetato de potassio (1M) para
marcar a banda alvo.

Apods a excisdo da porcédo do gel contendo a proteina de interesse, esta
foi colocada em uma membrana de didlise e imersa em tampé&o Tris-Glicina 1X
(25 mM Tris-base, 192 mM glicina). A membrana foi colocada em uma camara
de eletroforese submersa em tampao Tris-Glicina 1X e submetida a eletroforese
a 100 V por 300 minutos em banho de gelo para garantir a transferéncia completa
da proteina do gel para o tampao. Apés a eletroeluicdo, as proteinas foram
dialisadas contra agua, coletadas em tubos Falcon de 50 mL e liofilizadas. As
proteinas foram entao ressuspensas no menor volume possivel. A concentracdo
de proteina foi determinada usando o método de Bradford (1976), com albumina
de soro bovino (BSA) como padrdo para a curva de calibragdo. As proteinas
foram concentradas em aliquotas de 2 mg/mL e tratadas com SDS para
solubilizagcéo e adsor¢éo, conforme descrito por Lechtzier et al. (2002).

Os testes de ensaio imunoenzimatico (ELISA) foram padronizados
usando as proteinas recombinantes TSA-9 e quimera TSA-9/TSA-18
(Lightowlers et al., 1996). Os poc¢os de uma placa de poliéster Costar 3590 de
96 pocos (Corning, Corning, NY, EUA) foram adsorvidos com as proteinas

recombinantes TSA-9 e quimera TSA-9/TSA-18 em tampao carbonato-
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bicarbonato (pH 9,6) por 16 horas a 4°C em camara umida.

As placas foram bloqueadas com 200 pL/poco de uma solugcéo contendo
0,05% de Tween 20 (PBST) e 1% de caseina por 60 minutos a 37 °C. Ap0s
quatro lavagens com PBST, 100 uL/poco de soro controle e soro teste, diluidos
1:100 (TSA-9) e 1:50 (quimera TSA-9/TSA-18) em PBST com 1% de caseina,
foram incubados por 60 minutos a 37 °C. Posteriormente, 100 yL de conjugado
de peroxidase anti-IgG bovina (molécula inteira) (A5295, Sigma, St. Louis, MO,
EUA) diluido 1:10.000 em PBST foram adicionados a todos os po¢os. As placas
foram incubadas por 60 minutos a 37°C, lavadas quatro vezes e, em seguida,
adicionou-se 100 pL/poco de substrato de tetrametilbenzidina (T0440, Sigma,
EUA).

As reacdes foram interrompidas pela adicdo de 50 pL/poco de H,SO,
2,5N, e as densidades opticas (DOs) foram medidas utilizando um leitor de
ELISA (BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA) com um filtro de 450 nm. Os
valores de corte para o ELISA foram determinados com base na andlise da curva
ROC (Receiver Operating Characteristic) (Metz, 1978), utilizando o programa
EPITOOLS [31], selecionando o limiar que maximizou o indice de Youden (J =
Sensibilidade + Especificidade - 1) para equilibrar sensibilidade e especificidade.
Para a construcdo da curva ROC, foi utilizado um painel de referéncia de 60
soros. O grupo controle positivo compreendeu 30 amostras confirmadas por PCR
(10 de bovinos com cisticercos viaveis de T. saginata e 20 com cistos
calcificados), e o grupo controle negativo compreendeu 30 amostras de bovinos

sem cistos visiveis ou leses macroscoépicas durante a inspecao post-mortem.

HISTOPATOLOGIA

De 224 tecidos/6rgaos coletados durante a inspecao visual na linha de
abate em um abatedouro regulamentado por SIF, 184 fragmentos de tecido do
coracdo, musculo esquelético (pterigoide, masseter e diafragma) e figado foram
enviados ao Laboratério de Anatomia Patolégica da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.
Amostras do SIE n&do foram enviadas para analise histopatologica.

Essas amostras foram coletadas de 181 animais, pois trés animais
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apresentaram lesGes em dois locais diferentes. As amostras foram inicialmente
coletadas pelo servico de inspecdo do abatedouro e, em seguida, enviadas a
equipe da Embrapa Gado de Corte, onde foram congeladas e posteriormente
conservadas em formalina a 10%.

Na andlise macroscopica, as amostras foram classificadas em trés
grupos: 1 (sem lesdo), 2 (lesédo nodular sdlida) e 3 (leséo cistica), com subgrupos
3a (cistos vivos), 3b (cistos em degeneracédo) e 3c (cistos mineralizados), com
base na classificacdo de Panziera et al. (2017). No exame microscoépico, as
amostras foram reclassificadas em grupos A (sem lesédo), B (compativel com
cisticercose) e C (outras lesdes).

Para ser considerada compativel com cisticercose calcificada, a amostra
precisava conter todos o0s seguintes componentes: um cisto formado,
mineralizacao, uma cépsula fibrosa, células gigantes, infiltrado inflamatério misto
(linfécitos, macréfagos, eosinéfilos) e macréfagos em formacéo de palicada, com
ou sem corpos calcificados associados, com ou sem membrana parasitéria. Para
que uma amostra fosse compativel com cisticercose viva, o cisto deveria conter
um escélex invaginado emergindo da membrana parasitaria e, no parénquima,
deveriam existir estruturas ovais eosinofiicas com imagem negativa,
assemelhando-se a corpos calcificados.

No grupo C, as lesBes foram classificadas com base no 6rgao afetado.
Para o figado, as classificacBes incluiram: hepatite (presenca de infiltrado
inflamato6rio mononuclear e/ou polimorfonuclear, com ou sem proliferacdo de
ductos biliares), fibrose (proliferacdo de tecido conjuntivo fibroso,
independentemente da distribuicdo), cisto mineralizado (area cistica focal com
capsula de tecido conjuntivo fibroso e material basofilico granular compativel
com mineralizagdo em seu interior), abscesso (area nodular focal de necrose
central, sem mineralizagdo, circundada por uma capsula de tecido conjuntivo
fibroso), macrofagos espumosos (agregados focais ou multifocais de
macrofagos espumosos) e nenhuma alteracéo.

As amostras de musculo cardiaco e esquelético foram agrupadas de
acordo com a presenca de miosite/miocardite (presenca de infiltrado inflamatério
mononuclear e/ou polimorfonuclear), fibrose, cisto mineralizado, abscesso ou

auséncia de alteragdes.
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ANALISE ESTATISTICA

O desempenho diagndstico foi avaliado utilizando PCR (cox1) como
meétodo de referéncia para todas as avaliacbes comparativas (histopatologia,
ELISA TSA-9, ELISA quimera TSA-9/TSA-18 e inspec¢éo visual). Todos os
métodos avaliados foram dicotdbmicos, com pontos de corte fixos previamente
estabelecidos a partir de protocolos de referéncia validados. Embora trés animais
tenham fornecido mais de uma amostra de tecido para analise histopatologica
(conforme detalhado na secéo Histopatologia), a amostra individual foi mantida
como unidade de andlise para todas as comparacfes estatisticas entre os
métodos, a fim de garantir a consisténcia, visto que a propor¢do amostra-animal
era de aproximadamente 1:1.

O teste de McNemar foi aplicado para avaliar a homogeneidade marginal
entre os testes pareados, utilizando o Epitools (Sergeant, 2018). A sensibilidade
e a especificidade foram calculadas no OpenEpi. O coeficiente kappa de Cohen
foi estimado usando o OpenEpi e confirmado com a calculadora kappa online do
VassarStats (http://vassarstats.net/kappa.html) para verificar instancias de
kappa muito baixo ou néo calculavel.

Como os métodos complementares foram analisados como resultados
binarios em pontos de corte predeterminados e o nimero de amostras positivas
para ELISA foi muito limitado, a geracdo da curva ROC e a estimativa da AUC
nao produziram resultados informativos para este conjunto de dados; portanto,
a andlise ROC néo foi realizada. As razbes de verossimilhanca (LR+ e LR-)
podem ser derivadas diretamente das tabelas de contingéncia 2x2, se
necessario.

As associacdes entre as variaveis “presenga e estado dos cistos” ou
“érgao afetado” e a positividade nos métodos de deteccdo complementares
foram avaliadas usando regressao logistica univariada e multivariada (SPSS
v.20.0).

Dado que as estatisticas kappa podem ser fortemente afetadas por
desequilibrios marginais e baixa prevaléncia — condi¢cdes presentes neste
conjunto de dados — valores kappa muito baixos ou ndo computaveis foram

interpretados em conjunto com as tabelas de contingéncia 2x2 completas e as
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estimativas de sensibilidade e especificidade correspondentes.

RESULTADOS

Inicialmente, foram avaliadas 197 amostras de soro e 232 amostras de
tecido nos testes individuais (conforme detalhado na Tabela 3). No entanto, para
avaliar rigorosamente o desempenho diagndstico dos testes soroldgicos e da
inspecdo visual de rotina, estabelecemos uma abordagem molecular e
histolégica combinada (PCR/HISTO) como método de referéncia.
Consequentemente, para a analise de desempenho (Tabela 1), o conjunto de
dados foi restrito ao subconjunto exato de amostras pareadas que apresentavam
dados completamente correspondentes em todas essas avaliacdes especificas.
Como uma parte das amostras de tecido (como as do SIE) ndo foi submetida a
avaliacéo histopatoldgica, o subconjunto final usado para calcular a sensibilidade
e a especificidade em relacdo ao método de referéncia PCR/HISTO
compreendeu 170 amostras de soro e 199 amostras de tecido.

Para o ELISA TSA-9 (n = 170), 3 amostras foram verdadeiros positivos
(positivas por ambos os métodos) e 77 foram verdadeiros negativos. Trés
amostras foram falsos positivos (ELISA-positivo/referéncia-negativo) e 87 foram
falsos negativos (ELISA-negativo/referéncia-positivo). A sensibilidade foi de
3,33% (IC 95%: 1,14-9,35) e a especificidade foi de 96,25% (IC 95%: 89,55—
98,72). O coeficiente Kappa nao foi calculado porque a concordancia observada
foi menor que a concordancia esperada pelo acaso. O teste de McNemar
apresentou p < 0,000001.

Para o ELISA quimera TSA-9/TSA-18 (n = 170), 8 amostras foram
verdadeiros positivos e 76 foram verdadeiros negativos. Quatro amostras foram
falsos positivos e 82 foram falsos negativos. A sensibilidade foi de 8,88% (IC
95%: 4,57-16,57) e a especificidade foi de 95,00% (IC 95%: 87,84-98,04). O
indice kappa de concordancia foi de 3,69% (IC 95%: 0,00-10,90) e o teste de
McNemar apresentou p < 0,000001.

Na inspecéo visual (n = 199), 98 amostras foram verdadeiros positivos e

25 foram verdadeiros negativos. Um total de 67 amostras foram falsos positivos
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(positivas na inspecédo visual, mas negativas pelo método de referéncia) e 9
foram falsos negativos. A sensibilidade foi de 91,59% (IC 95%: 84,78-95,51) e a
especificidade foi de 27,17% (IC 95%: 19,14-37,04). O indice kappa de
concordancia foi de 19,63% (IC 95%: 8,65-30,60) e o teste de McNemar
apresentou p < 0,000001.
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Tabela 1. Desempenho diagnostico dos métodos avaliados (ELISA e inspecéao visual de rotina) em comparacao com a PCR

e a histologia como referéncia para a deteccao de cistos viaveis de Taenia saginata.

N° de Método Método TP TN FP FN p-values 2 Kappa Sens% Esp%
amostras comparativo referencial (Pos/Pos)  (Neg/Neg) (Pos/Neg) (Neg/Pos) % (95% (95% (95%
IC) IC) IC)

170 ELISATSA-9 PCR/HISTO 3 77 3 87 <0.00001 b 3.33 96.25
(1.14-  (89.55 -

9.35) 98.72)

170 ELISA PCR/HISTO 8 76 4 82 <0.00001 3.69 8.88 95.00
Quimera (0.00 - (4.57- (87.84 -

10.90) 16.57) 98.04)

199 Inspecéo PCR/HISTO 98 25 67 9 <0.00001 19.63 91.59 27.17
visual (8.65- (84.78- (19.14-

30.60) 95.51) 37.04)

Notas: TP: Verdadeiro Positivo (Avaliado+ / Referéncia+); TN: Verdadeiro Negativo (Avaliado- / Referéncia-); FP: Falso Positivo (Avaliado+ / Referéncia-); FN:

Falso Negativo (Avaliado- / Referéncia+). a Teste de McNemar. b O coeficiente Kappa néo foi calculado para este conjunto de dados porque a concordancia

observada é menor que a concordancia esperada pelo acaso.
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A Tabela 2 mostra que as variaveis "presenca e condi¢ao do cisto" e "tipo
de 6rgao" estiveram associadas aos resultados da PCR na analise univariada (p
< 0,05). Além disso, essas duas varidveis mantiveram uma associacao
independente com os resultados da PCR no modelo multivariado, conforme
descrito na Tabela 2. A analise multivariada mostra que a probabilidade de obter
resultados positivos ha PCR € maior quando os cistos ainda estéo viaveis (OR
ajustada = 24,01; IC 95% 2,25 - 256,34; p = 0,009) em comparagcdo com
amostras calcificadas (OR ajustada = 8,51; IC 95% 1,10 - 65,67; p = 0,04), tendo
as amostras negativas como grupo de referéncia. Por outro lado, amostras
envolvendo pelo menos um muasculo apresentaram maior probabilidade de
serem positivas para PCR (OR ajustada = 4,83; IC 95% 2,43 - 9,59; p < 0,001),
tendo como grupo de referéncia as amostras envolvendo apenas o figado. E
importante notar que algumas dessas razdes de chances estimadas,
particularmente para cistos viaveis e calcificados, sdo acompanhadas por
intervalos de confianga muito amplos. Isso reflete a precisdo estatistica limitada
devido ao pequeno numero de amostras nessas subcategorias especificas. Na
analise univariada em relacdo aos outros meétodos diagndsticos, ndo foi
encontrada associacao significativa entre a presenca/condi¢cdo dos cistos ou o
orgao envolvido com os resultados do ELISA TSA-9 ou do ELISA Quimera (p >
0,05). Para a histopatologia, a presenca e a condicdo dos cistos mostraram
associacao significativa com o desfecho (p = 0,044), com maior frequéncia de
diagndsticos positivos em lesdes calcificadas (38,4%), mas nenhuma associacéo

foi encontrada com o tipo de 6rgéo afetado (p = 0,28).
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1669
1670 Tabela 2. Anélise de regressdo logistica univariada e multivariada identificando fatores associados a positividade do PCR

1671 paraT. saginata em tecidos bovinos (n = 232).

Analise Univariada Anélise Multivariada
Variavel Categoria Total de PCR Positiva
amostras n (%) cOR (95% IC) p-value aOR (95% IC) p-value
Negativo 37 1(2.7) 1.00 - 1.00 -
- 14.51 8.51
Condigéo do Calcificado 181 52 (28.7) (1.93-108.67) 0.003 (1.10-65.67) 0.04
cisto 90.00 24.01
Viavel 14 10 (71.4) (9.00-898.20) <0.001 (2.25-256.34) 0.009
Apenas figado 139 17 (12.2) 1.00 - 1.00 -
Tipo de tecido
. 7.02 4.83
Mdusculo(s) 93 46 (49.5) (3.66-13.44) <0.001 (2.43-9.59) <0.001

1672
1673 cOR: odds ratio bruto; aOR: odds ratio ajustado; IC: intervalo de confian¢a. a Resumo do modelo: Estatistica global = 46,69, 3 df (p < 0,001); R2 de Nagelkerke

1674  =0,28; teste de Hosmer-Lemeshow = 0,43, 3 df (p = 0,93). b Categoria de referéncia.
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Finalmente, a Tabela 2 mostra que a probabilidade de obter resultados
positivos na inspec¢dao visual no grupo de amostras com pelo menos um musculo
foi significativamente maior do que naquelas com apenas figado (OR = 9,71, IC
95% = 2,88-32,69, p < 0,0001).

A Tabela 3 mostra que as discrepéncias entre os testes alternativos e
agueles considerados o padréo ouro permaneceram significativas quando as
comparacdes foram estratificadas por subgrupos de amostras, ou seja, aguelas
contendo pelo menos um musculo e aquelas contendo apenas figado.

Em relagdo as diferentes lesbes observadas na histologia das 184
amostras, seguindo os critérios previamente estabelecidos, 64 eram compativeis
com cisticercose, 38 eram abscessos, 26 ndo apresentaram alteracdes
microscopicas, 22 eram casos de hepatite, 13 eram cistos calcificados, 11 eram

miosite/miocardite, 9 apresentavam macréfagos espumosos e 1 era fibrose.
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Tabela 3. Concordéancia entre métodos alternativos e de comparacéo, estratificada por tipo de érgéo.

Pelo menos um musculo Exclusivamente figado

Método avaliado Método d~e
comparagao Pos- Neg- Pos- Neg- p-value? Pos- Neg- Pos- Neg- p-value 2
Pos Neg Neg Pos Pos Neg Neg Pos
ELISA TSA-9 Histopatologia 0 32 17 1 <0.001 1 70 34 2 <0.001
ELISA quimera Histopatologia 0 33 17 0 <0.001 5 68 30 4 <0.001
Histopatologia Inspecéo visual 18 2 1 42 <0.001 36 25 7 53 <0.001
PCR Histopatologia 10 23 21 9 0.04 8 71 7 35 <0.001
ELISA TSA-9 ELISA quimera 3 73 1 0 > 0.99 2 107 2 9 0.06
ELISA TSA-9 Inspecéao visual 3 1 1 72 < 0.001 4 30 0 86 <0.001
ELISA TSA-9 PCR 2 36 2 37 <0.001 0 102 4 14 0.03
ELISA quimera Inspecéao visual 3 2 0 72 <0.001 7 26 4 83 <0.001
ELISA quimera PCR 2 37 1 37 <0.001 1 96 10 13 0.68
PCR Inspecéao visual 46 3 0 44 <0.001 16 33 1 - -

ELISA TSA-9: ELISA com TSA-9 recombinante; ELISA quimera: ELISA quimera de TSA-9 e TSA-18 recombinantes; Pos-Pos: positivo em ambos os métodos;
Neg-Neg: negativo em ambos os métodos; Pos-Neg: positivo no método de consulta e negativo no método de comparacgédo; Neg-Pos: negativo no método de

consulta e positivo no método de comparacao.

a P-value determinado pelo teste de McNemar, usando calculo exato de probabilidade binomial.
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DISCUSSAO

A cisticercose bovina, causada pelos metacestédeos de T. saginata,
continua sendo uma grande preocupacdo na producdo de carne bovina,
causando perdas econdmicas significativas devido a condenacéao de carcacas e
a diminuicdo do valor da carne. Representa também um risco para a saude
publica, contribuindo para a ocorréncia de teniase em humanos (Figueiredo et
al., 2019). No Brasil, essa infec¢céo parasitaria € comumente detectada durante
inspecdes post-mortem em abatedouros, mas as limitacdes da inspecao visual
como ferramenta diagnéstica estdo bem documentadas (Lopes et al., 2011;
Rodrigues, 1993; Figueiredo et al., 2019). O presente estudo teve como objetivo
avaliar o desempenho de métodos diagnosticos complementares —
histopatologia, ELISA e PCR — utilizando uma abordagem molecular e
histolégica combinada (PCR/HISTO) como método de referéncia, a fim de
fornecer uma avaliagdo mais precisa de sua confiabilidade na deteccdo da
cisticercose bovina.

Embora nenhum célculo formal de tamanho amostral ou poder estatistico
tenha sido realizado antes da coleta das amostras, o niumero de amostras
incluidas no estudo foi adequado para estimar os parametros de acuracia
diagnéstica. Uma avaliacdo retrospectiva indicou que o nimero disponivel de
animais infectados (n = 195) fornece precisdo suficiente para as estimativas de
sensibilidade. Por exemplo, assumindo uma sensibilidade esperada de 40%,
esse tamanho amostral resulta em uma semi-amplitude aproximada do intervalo
de confianca de 95% de 7%, demonstrando poder estatistico adequado para
detectar diferencas significativas no desempenho do teste. Para a
especificidade, o numero de animais confirmados como néo infectados (n = 37)
naturalmente resulta em intervalos de confianca mais amplos; essa limitacao
reflete a baixa disponibilidade de animais verdadeiramente negativos em
rebanhos naturalmente infectados e, portanto, é reconhecida. No geral, o
tamanho amostral permite uma estimativa robusta da sensibilidade e suporta a
interpretacdo apropriada da especificidade dentro das restricdes realistas de
campo. No entanto, € imprescindivel reconhecer que essas estimativas de
desempenho diagndéstico sdo condicionais a suspeita visual prévia. Como

apenas carcacgas previamente identificadas como suspeitas durante a inspecao
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de rotina foram incluidas, isso introduz um viés de espectro. Consequentemente,
a sensibilidade relatada da inspecéo visual reflete seu desempenho em uma
populacdo pré-selecionada e ndo pode ser diretamente generalizada para
representar o desempenho da triagem no mundo real em uma populacéo geral
de abate ndo selecionada. Os resultados obtidos por métodos diagndsticos
complementares foram significativamente diferentes daqueles observados por
meio de inspecédo visual. Das 184 amostras de tecido analisadas por inspecao
visual e histopatologia, 103 amostras apresentaram resultados divergentes,
destacando a inadequacdo da inspecdo visual isoladamente na deteccdo da
cisticercose. Embora mais da metade das amostras inicialmente consideradas
positivas para cisticercose por inspecao visual tenham sido posteriormente
refutadas pela histopatologia, uma pequena proporcdo de lesdes nao
caracteristicas identificadas por inspecéo visual foi confirmada como cisticercose
por exame histologico. Essa discrepancia demonstra que a inspecéo visual
isoladamente ndo é um método confiavel para a deteccdo abrangente da
cisticercose bovina, particularmente para cistos calcificados ou em degeneragéo.

Os resultados obtidos por métodos diagndsticos complementares foram
significativamente diferentes daqueles observados por inspecédo visual. Ao
comparar a inspec¢do visual com a histopatologia, um grande numero de
amostras apresentou resultados divergentes, evidenciando a inadequacéo da
inspecéo visual isoladamente para a deteccdo da cisticercose. Enquanto mais
da metade das amostras inicialmente consideradas positivas para cisticercose
pela inspec¢ao visual foram posteriormente descartadas pela histopatologia, uma
pequena proporcdo de lesdes nao caracteristicas identificadas pela inspecéo
visual foi confirmada como cisticercose pelo exame histolégico. Essa
discrepancia demonstra que a inspecao visual isoladamente ndo é um método
confidvel para a detecgdo abrangente da cisticercose bovina, particularmente
para cistos calcificados ou em degeneracéo.

Em nosso estudo, o ELISA TSA-9 apresentou baixissima deteccdo de
verdadeiros positivos e alta identificagdo de verdadeiros negativos, com muitas
amostras positivas apenas pelo método de referéncia. O ELISA quimérico TSA-
9/TSA-18 demonstrou uma taxa ligeiramente maior de verdadeiros positivos,
mas ainda assim ndo conseguiu detectar a maioria das amostras positivas por

PCR. Esses resultados indicam sensibilidade muito baixa, mas alta
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especificidade (= 95%) para ambos os testes ELISA, evidenciando que a maioria
dos animais infectados ndo € detectada pela sorologia. Padrbes semelhantes
foram relatados por Paulan et al. (2013) para antigenos de T. saginata, com
sensibilidade muito baixa no ponto de corte classico (9% para ambos o0s
antigenos do fluido vesicular e da excrecado-secrecdo) e apenas uma leve
melhora em infeccdes intensas (12% e 9%, respectivamente). A sensibilidade
aumentou em infecgbes leves, mas permaneceu limitada (49% e 52%). A
especificidade foi alta no ponto de corte classico e para infec¢des intensas (96%
para ambos), mas diminuiu em infeccdes leves, particularmente para o antigeno
do fluido vesicular (30%), enquanto o antigeno de excrecdo-secrecao manteve
especificidade moderada (57%).

Diversos fatores gerais podem explicar esses resultados insatisfatorios no
teste ELISA, como baixos niveis de anticorpos circulantes em animais com
infeccdo leve ou em estagios iniciais da doencga, e variacdo natural na exposi¢cao
ao antigeno entre os bovinos — afetada por infeccdes repetidas, estado
imunolégico ou eliminacdo prévia do parasita. Resultados falso-positivos
também podem surgir devido a reatividade cruzada com outros parasitas ou
lesbes inflamatorias.

Além desses desafios soroldgicos gerais, a baixa sensibilidade especifica
observada em nossos ensaios ELISA indiretos utilizando proteinas
recombinantes TSA-9 e quimeras TSA-9/TSA-18 (3,33% e 8,88%,
respectivamente) justifica uma analise critica da natureza dos antigenos
empregados. Embora proteinas recombinantes expressas em Escherichia coli
sejam frequentemente utilizadas para mitigar a reatividade cruzada comumente
associada a antigenos nativos de Taenia spp., 0s sistemas de expressao
procariéticos inerentemente carecem de modificacbes pos-traducionais
eucaridticas, como a glicosilacdo. A auséncia dessas estruturas conformacionais
nativas pode comprometer o reconhecimento de epitopos-chave por anticorpos
circulantes. Essa limitacdo molecular € exacerbada pelo estagio fisiopatologico
da doenca: a grande maioria das lesdes detectadas durante inspec¢des visuais
de rotina em abatedouros, em nosso estudo, encontrava-se em estagios
avancados de degeneracédo caseosa ou calcificacdo. Em tais infecgdes cronicas,
a disponibilidade de antigenos é limitada e espera-se que os titulos de anticorpos

especificos estejam significativamente reduzidos. Consequentemente, a
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combinacéo do potencial alteracao de epitopos devido ao sistema de expresséo
da E. coli e a diminuicdo natural da resposta imune humoral em bovinos com
infec¢des de longa duracao provavelmente explica a baixa precisao diagnostica
desses testes sorolégicos em condicfes reais de abatedouro.

Em nosso estudo, a inspecdo visual de rotina demonstrou alta
sensibilidade, mas baixa especificidade quando comparada ao método de
referéncia molecular e histolégico combinado (PCR/HISTO). No entanto, essa
falta de especificidade deve ser interpretada dentro do seu contexto regulatorio.
A inspecdo visual de rotina funciona principalmente como uma ferramenta de
triagem de primeira linha, de alta sensibilidade, projetada com critérios
conservadores para minimizar falsos negativos e garantir a seguranga alimentar,
em vez de atuar como um diagnostico confirmatério definitivo. E crucial
considerar as limitacdes bioldgicas desses diagndsticos: embora as ferramentas
moleculares sejam altamente especificas, sua sensibilidade diagndstica diminui
significativamente em lesdes calcificadas devido a degradagdo do DNA.
Consequentemente, uma leséo calcificada com resultado negativo na PCR néo
exclui necessariamente uma infeccao historica por T. saginata; indica apenas a
auséncia de DNA alvo intacto. Portanto, em vez de servir como um padrdo
absoluto para todos os estagios de infeccao historica, a combinacdo PCR/HISTO
atua como uma ferramenta confirmatdria altamente precisa para cistos viaveis.
Nesse contexto, nossos resultados indicam que, embora a inspec¢ao visual de
rotina careca de especificidade devido a reatividade cruzada com outras lesées
granulomatosas (por exemplo, reacdes vacinais, actinobacilose), ela
superestima fundamentalmente a carga de cistos vidveis e infecciosos, que
representa o risco zoonoético imediato real, em vez da prevaléncia historica
absoluta do parasita.

Nosso estudo também revelou que certas variaveis, como a viabilidade
do cisto e o tipo de 6rgao, estavam significativamente associadas a positividade
do PCR. Cistos localizados em tecidos musculares apresentaram maior
probabilidade de gerar resultados positivos no PCR do que aqueles localizados
no figado. Essa associacao reflete diferencas na eficiéncia da detecc¢ao de cistos
e na biologia do parasita, e ndo na aplicagéo seletiva do PCR. Esses resultados
ressaltam a importancia de se considerar tanto a viabilidade do cisto quanto a

localizacdo anatbmica na interpretacédo dos resultados diagndsticos. No entanto,
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€ importante interpretar essas razdes de chances especificas com cautela. Os
intervalos de confianga muito amplos observados em nossas andlises de
subgrupos (por exemplo, o amplo IC para cistos viaveis no modelo multivariado)
sdo uma consequéncia direta do tamanho amostral limitado nessas categorias
especificas, 0 que reduz o poder estatistico e a precisdo dessas estimativas
especificas.

Curiosamente, o figado emergiu como um Orgdo relevante para o
diagndstico de cisticercose, embora alguns estudos sugiram que o figado pode
nao ser o ideal para inspecédo de rotina, dada a alta taxa de cistos nao viaveis
(Peixoto et al., 2018). No entanto, nossos achados indicam que o figado nao
deve ser totalmente descartado e que mais pesquisas sd0 necessarias para
determinar as correlacbes entre a degeneracdo dos cistos no figado e a
presenca de cistos viaveis em outros tecidos, como o musculo.

Em termos de achados histopatoldgicos, a presenca de granulomas,
infiltrados inflamatérios e cistos mineralizados foi consistente com descri¢cdes
anteriores de lesdes de cisticercose (Costa et al. 2012; Tessele et al., 2013).
Outras lesbes, como abscessos, fibrose e miosite, também foram observadas,
por vezes dificultando a diferenciacdo da cisticercose. A histopatologia serve
como ferramenta confirmatdria, particularmente quando os resultados da PCR
sdo inconclusivos ou a inspecéo visual é incerta, mas nao € viavel para inspec¢ao
de rotina devido a restricbes de tempo e logistica. Além disso, uma limitacao
metodolégica deve ser reconhecida em relacdo ao processamento das
amostras: devido a restri¢cdes logisticas nas condi¢cdes de campo do matadouro,
as amostras foram congeladas antes da fixacdo em formalina. Esse pré-
congelamento pode introduzir artefatos de cristais de gelo, potencialmente
comprometendo a arquitetura tecidual e os detalhes morfolégicos, o que pode
ter dificultado a visualizacdo microscopica das estruturas parasitarias e
influenciado a concordancia com os resultados da PCR em algumas lesbes
altamente degeneradas.

A fibrose e a hepatite observadas no figado podem resultar de danos
crénicos, incluindo migracao parasitaria ou lesdo téxica (Brown et al., 2017). Tais
lesbes podem ser interpretadas erroneamente como cisticercose,
particularmente quando os cistos estdo calcificados, destacando a necessidade

de histopatologia seletiva em casos desafiadores. Lesdes associadas a
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macrofagos espumosos e miosite eosinofilica também foram identificadas, com
macrofagos espumosos relacionados ao consumo de Urochloa spp. (Sin.
Brachiaria) sp. no Brasil (Almeida, 2016). Essas alteragOes teciduais nao
parasitarias podem confundir o diagnoéstico diferencial em ambientes de

abatedouro.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Em concluséo, nossos resultados demonstram que a inspec¢ao visual de
rotina superestima significativamente a carga de cistos viaveis e infecciosos de
T. saginata em bovinos, em vez da prevaléncia histérica geral da doenca.
Embora a inspecdo visual continue sendo uma ferramenta crucial e
indispensavel de triagem inicial em abatedouros, a falta de especificidade —
aliada as limitacbes das ferramentas moleculares na deteccdo de DNA
degradado em lesbes calcificadas — destaca a necessidade de uma
interpretacdo mais criteriosa dos dados epidemioldgicos. Ao focar na carga de
cistos viaveis confirmada pelo método de referéncia PCR/HISTO, os programas
de vigilancia podem avaliar com mais precisdo o risco zoondético imediato a
saude publica e orientar decisbes de gestdo de risco mais proporcionais e

eficazes dentro da estrutura regulatéria.

6. IMPACTO ECONOMICO, SOCIAL, TECNOLOGICO E/OU
INOVACAO

Esta pesquisa possui relevancia em multiplos eixos: econdmico, social,
tecnoldgico e de inovagao. Do ponto de vista econdmico, a demonstracdo das
limitacdes da inspecao visual e a comparagcdo com métodos complementares
(PCR, ELISA e histopatologia) contribuem para uma avaliacdo mais precisa da
ocorréncia de cisticercose bovina, reduzindo condenacdes indevidas de
carcagas e perdas financeiras para frigorificos e produtores. Ao mesmo tempo,
essa analise comparativa permite direcionar medidas de controle de forma mais
assertiva, diminuindo custos com manejo inadequado e com programas de

controle ineficazes.
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Do ponto de vista social, a melhoria na deteccao de cisticercos fortalece
a seguranca sanitaria da carne bovina, reduzindo o risco de transmissao de T.
saginata para humanos e, consequentemente, o impacto em saude publica
associado a teniase. Isso € especialmente relevante em paises como o Brasil,
onde a cisticercose bovina ainda € endémica e a inspec¢éao visual convencional
apresenta falhas reconhecidas. A maior confiabilidade diagnostica também
contribui para a confianca do consumidor na qualidade da carne e para a
manutengao de boa imagem do setor produtivo.

Em termos tecnoldgicos, o uso de PCR como referéncia entre as técnicas
estudadas representa avanco metodologico na deteccdo de infeccdes
parasitarias em carcacas. A pesquisa estimula a adocdo de técnicas moleculares
especificas em ambientes de inspecdo para casos desafiadores ou incertos,
favorecendo a modernizacdo dos protocolos oficiais. Além disso, o estudo gera
conhecimento aplicavel a padronizacdo de cortes de reacdo, interpretacdo de
resultados e integracdo de diferentes métodos em fluxos de trabalho de
diagnostico.

Quanto a inovacao, o trabalho contribui para o desenvolvimento de
estratégias diagndésticas, adaptaveis a rotina frigorifica, que podem ser
incorporadas em sistemas de inspecdo baseados em evidéncias. A andlise de
variaveis como viabilidade do cisto, localizacdo em diferentes érgaos e estagio
de degeneracdo abre caminho para a criacdo de ferramentas auxiliares de
decisdo em inspecdo oficial no Brasil. Em conjunto, esses aspectos posicionam
a pesquisa como um passo importante para a inovacdo em diagnostico de
cisticercose bovina e a construcdo de modelos de controle mais sustentaveis e

integrados na cadeia produtiva bovina.
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