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INTRODUCAO

A familia Sarcocystidae compreende os parasitos dos géneros Toxoplasma, Neospora,
Sarcocystis, Hammondia, Besnoitia (Irvine; Walker; Friedrichs, 2016) e Cystoisospora spp.
(Samarasinghe; Johnson; Ryan, 2008). Os principais parasitos da Familia Sarcocystidae que
infectam humanos sdo o Sarcocystis spp. e 0 Toxoplasma gondii.

Existem duas espécies de Sarcocystis que tem o homem como hospedeiro definitivo, S.
hominis e S. suihominis, estes possuem como hospedeiros intermediarios, respectivamente,
bovinos e suinos. Sarcocystis possuem um ciclo de vida heteroxénico, ou seja, com dois
hospedeiros. Hospedeiros intermedidrios sdo infectados pela ingestdo de oocistos ou
esporocistos livres em alimentos ou dgua contaminados com fezes dos hospedeiros definitivos
e estes completam o ciclo ao consumir cistos intramusculares de hospedeiros intermediarios
(Davies et al., 2011). Em seres humanos, geralmente a infec¢do por Sarcocystis causa sintomas
auto limitantes como diarreias, nauseas, vomitos, dor abdominal e cdlicas (Neves, 2012). Em
animais de producdo a infec¢do por Sarcocystis é mais dramatica podendo causar sintomas
variados (Carrigan, 1986), resultando também na diminuigdo da producéo leiteira e da carne e
abortamentos (Fayer; Johnson; Lunde, 1976).

Os hospedeiros definitivos do T. gondii sdo os felideos e seus hospedeiros
intermediarios compreendem varios animais homeotérmicos, domésticos e silvestres, incluindo
0 homem. O T. gondii possui um ciclo de vida do tipo heteroxénico facultativo, ou seja, 0s
hospedeiros definitivos podem se infectar pelas diferentes formas infectantes apresentadas pelo
parasito durante seu ciclo de vida, e 0s diversos outros animais que podem se infectar pelo
parasito ndo sustentam seu ciclo sexual, sendo considerados hospedeiros intermediarios, estes
se infectam pela ingestdo de oocistos eliminados nas fezes de felinos, ingestdo de cistos
teciduais, ou por via congénita. Em humanos a maioria das infecgdes por Toxoplasma gondii
sdo assintomaticas, porém muitos individuos imunodeprimidos desenvolvem encefalite aguda
culminando em o6bito (Rey, 2008), em infeccdes intrauterinas € comum sequelas como
retinocoroidite, encefalomielite e hidrocefalia ou microcefalia (Voge et al., 2003). Em animais
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de producéo este parasito € responsavel por severas perdas, pois causam, entre outros males, o
abortamento das crias (Bowman, 2006).

O estudo aqui apresentado objetivou a deteccdo de protozoario parasitos pertencentes a
familia Sarcocystidae em tecidos de origem suina (Sus scrofa) comercializados na forma de
embutidos em feiras livres do municipio de Feira de Santana, BA, por meio da técnica de reacao
em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) seguida da analise de alta resolucédo de curvas
de dissociacdo (HRM).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas aliquotas de 74 amostras de tecidos de embutidos coletadas em feiras
livre do municipio Feira de Santana-BA coletadas em um trabalho anterior. As amostras
permaneceram congeladas a -20°C até o momento da extracdo do &cido desoxirribonucleico
(DNA).

A extracdo de DNA foi realizada utilizando o kit PureLink® Genomic DNA de acordo
com as instrucdes do fabricante.

Para deteccdo e amplificagio de DNA de Sarcocystidae foram utilizados
oligonucleotideos para uma sequéncia do gene 18S do rRNA. A anélise de alta resolucdo das
curvas de dissociagdo (HRM) para Sarcocystidae foi padronizada para diferenciar Toxoplasma
gondii, Sarcocystis neurona, Neospora caninum e Cryptosporidium parvum (Fehlberg, 2016).

A HRM foi realizada na plataforma AB7500 Fast (Life Technologies®) utilizando
MeltDoctor® como agente intercalante. Para identificacdo da temperatura de melting (Tm) de
cada parasito, o0 DNA extraido foi amplificado individualmente em uma reacdo de 20 pL,
contendo 10 pL MeltDoctor HRM Master Mix (Life Technologies®), 1,2 puL (1 pmol) de cada
oligonucleotideo iniciador (senso e anti-senso), 2 pL da amostra com 20 ng de DNA/ul e agua
ultrapura gsp 20 ul. As reacdes de PCR foram realizadas em 35 ciclos de 95°C por 15 s e 60°C
por 1 min e uma rampa HRM foi gerada através dos dados de aquisicdo de fluorescéncia entre
as temperaturas de 72°C a 88°C. Todas as amostras foram avaliadas em duplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 74 amostras de DNA extraidas de embutidos de suinos analisadas, quatro (5,41%;
IC95%: 1,49-13,27%) amplificaram sequéncias de organismos diferentes dos utilizados no
controle na HRM.

A utilizacdo da PCR para amplificacdo da regido 18S do rRNA para a deteccdo de
parasitos da familia Sarcocystidae tem sido amplamente relatada na literatura cientifica. Por
este motivo ndo consideramos que o pequeno numero de amostras amplificadas esteja
relacionado com uma baixa sensibilidade da sequéncia alvo selecionada.

Das amostras analisadas em Yazd, Ird (Hajimohammadi et al., 2014), 77,9% foram
positivas para Sarcocystis spp. No Egito do total de amostras analisadas, 53% e 12,3% estavam
infectadas por S. fusiformis e S. buffalonis, respectivamente (EI-Seify, 2014). No norte da India
pela PCR convencional 72,8% das amostras foram positivas, enquanto pela qPCR houve
positividade em 76,4% (Kaur et al., 2015). No Ird, houve sucesso na deteccdo de DNA com
66,7%, 20% e 13,3% das amostras sendo compativeis com as espécies S. gigantea, S. moulei e
Sarcocystis spp., respectivamente (Kalantari et al., 2016).



A baixa frequéncia de amostras amplificadas pode estar relacionada com um fator de
diluigdo, tendo em vista que inicialmente contdvamos com uma amostra de cerca de 250 g, da
qual foram separados, aleatoriamente, 25 g de tecido e destes, ap6s homogeneizacado com salina,
apenas 200 pL procederam para a extracdo de DNA, o que pode ter reduzido consideravelmente
a chance de formas parasitarias serem submetidas a extracdo de DNA.

CONSIDERACOES FINAIS

A PCR-HRM né&o detectou a presenca de DNA compativel com Toxoplasma gondii ou
Sarcocystis spp. em amostras de embutidos de origem suina, entretanto quatro amostras tiveram
sequéncias amplificadas, as quais serdo submetidas a sequenciamento para determinagdo do
género ou espécie envolvida.
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