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RESUMO 

 

 

NEVES, Leandro Batista das. Aplicação da reação em cadeia da polimerase (PCR) para a 

detecção de DNA de Echinococcus sp. em fezes de cães domésticos (Canis familiaris) do 

estado do Acre, Brasil. 2016. 110 f. Dissertação (Mestrado em Microbiologia) - Faculdade de 

Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016. 

 

A equinococose é uma infecção zoonótica na qual canídeos albergam os helmintos 

adultos no intestino delgado e ruminantes e roedores possuem a fase larval (metacestóide) no 

fígado e pulmões. Os seres humanos são hospedeiros acidentais. Entre as espécies de 

Echinococcus confirmadas no Brasil, Echinococcus granulosus sensu lato (s.l.), o agente 

causador da equinococose cística (CE), é comum no Rio Grande do Sul, especialmente nas 

fronteiras com Argentina e Uruguai. No ciclo biológico, os cães domésticos e bovinos e 

ovinos são os hospedeiros definitivos e intermediários, respectivamente. Por outro lado, 

Echinococcus vogeli é o causador da equinococose policística (PE) e o ciclo natural de sua 

transmissão no norte do Brasil registra uma relação predador-presa entre o cachorro-vinagre e 

a paca, os hospedeiros definitivo e intermediário, respectivamente. Além disso, um ciclo 

sinantrópico é estabelecido quando o homem volta da caça e alimenta os cães com as vísceras 

de pacas abatidas. Os cães se infectam com metacestóides presentes no fígado e passam a 

desempenhar um papel como hospedeiros definitivos em um ciclo doméstico, contaminando o 

ambiente peridomiciliar com ovos do parasito eliminados com as fezes. No Acre, casos 

anteriores de pacas infectadas, casos clínicos de equinococose policística humana e sorologia 

positiva para a PE foram relatados. Os casos humanos mostraram fatores epidemiológicos 

associados a PE. No entanto, o papel dos cães domésticos no elo entre à infecção humana e o 

ciclo natural que envolve E. vogeli é pouco conhecido e as aplicações de metodologias 

moleculares para a avaliação da infecção por E. vogeli em cães domésticos são inexistentes na 

literatura. Esse estudo teve como objetivo analisar amostras de fezes de cães do Acre para a 

detecção de Echinococcus sp. por meio da técnica de PCR utilizando o gene cox 1. Setenta e 

cinco amostras fecais (14 de Sena Madureira, 06 de Rio Branco, 07 de Bujari, 36 de Xapuri e 

12 de Epitaciolândia) foram submetidas a exame parasitológico de rotina (sedimentação 

espontânea). Os sedimentos foram também submetidos à extração de DNA e cada material 

resultante à PCR. Este estudo mostrou contaminação ambiental por fezes de cães em todos os 

44 locais de coleta sendo que 41,33% das amostras estavam contaminadas com ovos de 

helmintos derivados de 23 (52,27%) pontos. Um total de 06 amostras foram positivas na PCR, 

no entanto, Echinococcus foi confirmado pelo sequenciamento do DNA em apenas 02. Uma 

amostra de E. granulosus s.s. (G1) e uma de E. vogeli mostraram 100% de homologia com as 

sequências de referência depositadas no GenBank. Este é o primeiro estudo realizado no norte 

do Brasil para avaliar a frequência de Echinococcus sp. em cães domésticos; E. vogeli é um 

achado esperado, uma vez que é uma área de transmissão da PE. A constatação de E. 

granulosus s.s., no entanto, é um resultado inesperado tendo em vista que a distribuição 

geográfica é a área mais ao sul do Brasil. Do ponto de vista epidemiológico, os cães 

domésticos infectados pode ser um fator de risco para a transmissão da equinococose, 

considerando um cenário com ambos os agentes etiológicos. 

 

Palavras-chave: Echinococcus. Equinococose. Cães. Diagnóstico. PCR. 

 



ABSTRACT 

 

 

NEVES, Leandro Batista das. Application of polymerase chain reaction (PCR) for the 

Echinococcus sp. DNA detection in feces of domestic dogs (Canis familiaris) of Acre, Brazil. 

2016. 110 f. Dissertação (Mestrado em Microbiologia) – Faculdade de Ciências Médicas, 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014. 

 

Echinococcosis is a zoonotic infection in which canids harbor adult tapeworms in the 

small intestine and ruminants and rodents have the larval stage (metacestode) in the liver and 

lungs. Humans are incidental hosts. Among the valid species of Echinococcus in Brazil, 

Echinococcus granulosus senso latu (s.l.) the causative agent of cystic echinococcosis (CE) is 

common in Rio Grande do Sul, especially on the borders with Argentina and Uruguay. In the 

life cycle, domestic dogs, cattle and sheep are definitive and intermediate host, respectively. 

In the other hand, Echinococcus vogeli causes polycystic echinococcosis (PE) and the natural 

cycle of transmission in northern Brazil enrolls a predator-prey relationship between the bush 

dog and the paca, the definitive and intermediate hosts, respectively. In addition, a 

synanthropic cycle is established when human comes back from hunting and feeds domestic 

dogs with the entrails of slaughtered pacas. Dogs become infected with liver metacestodes 

and play a role as definitive hosts in a domestic cycle, contaminating the peridomestic 

environment with parasite eggs eliminated with their feces. In state of Acre, previous cases of 

infected pacas, clinical cases human of polycystic echinococcosis and positive serology for 

PE have been reported. The human cases show epidemiological factors associated with PE. 

However, the role of domestic dogs in the link in the link between human and natural 

infection cycle involving E. vogeli is little known and applications of molecular methods for 

assessing infection by E. vogeli in domestic dogs are lacking in literature. This study aimed to 

analyze samples from dogs feces from Acre for detecting Echinococcus sp. through the PCR 

technique using the cox 1 gene. Seventy-five fecal samples (14 from Sena Madureira, 06 from 

Rio Branco, 07 from Bujari, 36 from Xapuri and 12 from Epitaciolândia) were submitted to 

routine parasitological examination (spontaneous sedimentation). The sediments were also 

subjected to DNA extraction and each resulting material to PCR. This study showed 

environmental contamination by feces of dogs in all 44 collection sites and 41.33% of 

samples were contaminated with helminth eggs in 23 (52.27%) points. A total of 06 samples 

were positive in the PCR, however, Echinococcus was confirmed only in 02 samples by DNA 

sequencing. One sample of E. granulosus s.s. (G1) and one of E. vogeli showed 100% 

homology with the reference sequences deposited in GenBank. This is the first study carried 

out in northern Brazil to evaluate the occurrence of Echinococcus sp. in domestic dogs; E. 

vogeli is an expected finding since it is a PE transmission area. E. granulosus s.s. finding, 

however, is an unexpected one given that the geographical distribution is the southern area in 

Brazil. From an epidemiological point of view, infected domestic dogs may be a risk factor 

for echinococcosis transmission, considering the outstanding scenery of both etiological 

agents.  

 

Keywords:  Echinococcus. Echinococcosis. Dogs. Diagnostic. PCR. 
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INTRODUÇÃO  

 

 

O cão, animal amplamente distribuído foi descrito por Linnaeus em 1758 como Canis 

familiaris. É um mamífero canídeo, subespécie do lobo (Canis lupus) e, talvez, o mais antigo 

animal domesticado pelo ser humano (BHAGAT, 2002).  

A origem do cão doméstico baseia-se em suposições, por se tratarem de ocorrências de 

milhares de anos. Uma das teorias aponta para um início anterior ao processo de 

domesticação, sugerindo a separação do lobo há cerca de 135.000 anos, com base nos 

vestígios de canídeos, similares morfologicamente à do lobo cinzento, encontrados 

juntamente com ossadas humanas na região paleártica (WANG & TEDFORD, 2010). 

Evidências arqueológicas ainda são escassas, porém a maioria dos fósseis de cães data de 

7.000 anos atrás (KENDALL, 2002).  

Estudos atuais apontam que os humanos do Paleolítico foram provavelmente os 

primeiros a domesticar os cães, cerca de 33.000 anos atrás, a partir do cruzamento de lobos 

menos agressivos na Ásia Oriental. As descobertas desses autores sugerem uma origem 

comum de um único pool de genes entre todas as populações de cães. Quando compararam o 

DNA mitocondrial (mtDNA) de 38 lobos da Eurásia com os de 654 cães domésticos 

distribuídos pela Ásia, Europa, África, América e Ártico, foi verificado que a variação 

genética entre os cães é muito maior na China, Tailândia, Camboja, Tibet e Japão, sugerindo 

uma origem no Leste Asiático para o cão doméstico (SAVOLAINEN et al., 2002; OVODOV 

et al., 2011).  

Ao longo dos séculos, através da domesticação, o ser humano realizou uma seleção 

artificial dos cães por suas aptidões, características físicas ou tipos de comportamentos e a 

relação estabelecida tornou-se uma das mais fortes ―ligações humano-animal‖ (CARMENA 

& CARDONA, 2013). O resultado foi uma grande diversidade de raças caninas, as quais 

variam em pelagem e tamanho dentro de suas próprias raças, atualmente classificadas em 

diferentes grupos ou categorias. As designações vira-lata (no Brasil) ou rafeiro (em Portugal) 

são dadas aos cães sem raça definida ou mestiços descendentes (HARE et al., 2002). 

Com a expectativa de vida variando entre dez e vinte anos, o cão é um animal social 

que, representa companhia para muitas pessoas e pode também contribuir com o 

desenvolvimento físico, social e emocional das crianças e com o bem-estar de seus 

proprietários, em particular de indivíduos idosos (PATRONEK et al., 1997; WONG et al., 

1999; BERZINS, 2000; BENTUBO et al., 2007; PAUL et al., 2010).  Possuindo excelente 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Mam%C3%ADfero
https://pt.wikipedia.org/wiki/Canidae
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https://pt.wikipedia.org/wiki/Animalia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Domestica%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ser_humano
https://pt.wikipedia.org/wiki/Milh%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Lobo_cinzento
https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9culo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sele%C3%A7%C3%A3o_artificial
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sele%C3%A7%C3%A3o_artificial
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https://pt.wikipedia.org/wiki/Portugal
https://pt.wikipedia.org/wiki/Mesti%C3%A7o
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olfato e audição, os cães podem ser bons caçadores, vigorosos corredores, relativamente 

dóceis e leais, inteligentes e com boa capacidade de aprendizagem. Deste modo, podem ser 

adestrados para executar um grande número de tarefas úteis, como cão de terapia, de caça, de 

tração, de pastoreio, de guarda, cão-guia e cães farejadores. Assim como o ser humano, 

também podem ser vítimas de doenças virais, bacterianas, parasitoses, depressão e mal de 

Alzheimer, bem como aquelas características do envelhecimento, como problemas de visão e 

audição, artrite e mudanças de humor (ROSSI, 2010). 

O aumento da população humana habitando cada vez mais a maioria das áreas na 

Terra tem provocado severas modificações nos ambientes naturais. A locomoção das pessoas 

transportando também seus animais domésticos resulta na introdução de um número de 

espécies domésticas para novos habitats. A abundância de cães livres na natureza é 

preocupação crescente em muitos países devido ao elevado risco da predação de animais 

silvestres, pela hibridação com canídeos selvagens, pondo em perigo espécies raras e, por 

serem reservatórios em potencial de parasitos, contribuindo para transmissão de inúmeras 

doenças (BRICKNER, 2002; DIAZ et al., 2015). 

O cão doméstico é encontrado em associação com seres humanos em todo o mundo e 

em uma grande variedade de habitats, sendo considerado animal de companhia. O crescente 

número desses animais tem estreitado o contato com o homem, aumentando inclusive a 

exposição humana a agentes responsáveis por zoonoses como equinococose, leishmaniose, 

toxocaríase, raiva, doença de Chagas, peste e outras infecções bacterianas (GENNARI et al., 

1999; DOS SANTOS et al., 2002; RIBEIRO, 2004; CHOMEL & SUN, 2011; DEPLAZES et 

al., 2011; DIAZ et al., 2015). 

Cães domésticos podem ser parasitados por muitos helmintos zoonóticos, porém, o 

volume de informações disponíveis sobre cada espécie é mais ou menos abundante 

dependendo da importância de determinado parasito para esses animais ou dos seus 

envolvimentos com infecções humanas ou, até mesmo, com espécies domésticas exploradas 

comercialmente (KATAGIRI & OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2007; ABU-MADI et al., 2010; 

LEFKADITIS et al., 2014; TUN et al., 2015). 

As infecções parasitárias acometem cães de todas as idades, mas usualmente, são mais 

prevalentes em filhotes, principalmente pelo fato de muitos parasitos utilizarem vias de 

transmissão que expõem especificamente recém-nascidos ou neonatos e, também, porque os 

animais jovens não respondem imunologicamente de forma eficaz (RAMÍREZ-BARRIOS et 

al., 2004).  
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As larvas de Toxocara canis (Werner, 1782), Toxocara cati (Schrank, 1782), 

Ancylostoma caninum Ercolani, 1859 e Ancylostoma braziliense Faria, 1909 podem migrar 

pelo parênquima pulmonar de cães que, em geral, são assintomáticos. As infecções maciças 

podem ocasionar lesões e reação inflamatória do parênquima pulmonar com possibilidade de 

infecção bacteriana secundária, exigindo tratamento antibiótico. Tosse e taquipnéia podem ser 

observadas em filhotes (RIBEIRO, 2004). T. canis e A. caninum, por exemplo, são os 

principais agentes etiológicos no homem da larva migrans visceral (LMV) e larva migrans 

cutânea (LMC) ou ―bicho geográfico‖, respectivamente (GENNARI et al., 1999; 

GONZÁLEZ et al., 2015) e a presença deles em cães é uma indicação indireta da ocorrência 

destas doenças em seres humanos em regiões endêmicas (SHARMA et al., 2015). 

Os cães domésticos também são frequentemente infectados por parasitos 

gastrointestinais (TUN et al., 2015; TORRES-CHABLÉ et al., 2015). Da mesma forma que os 

próprios hospedeiros, a maioria dos parasitos de cães têm ampla distribuição geográfica. No 

entanto, o elenco de espécies e suas respectivas prevalências são afetados por fatores 

climáticos, hábitos culturais, recursos diagnósticos e nível de notificação (MCCARTHY & 

MOORE, 2000). 

O helminto Spirocerca lupi (Rudolphi, 1809), nematóide parasito do esôfago e 

estômago de cães, é relativamente frequente no Brasil, tendo sido descrito em cães de várias 

regiões do país (MENSE et al., 1992; OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2002; FONSECA et al., 

2012).  Os adultos vivem dentro de nódulos fibrosos, de vários centímetros de diâmetro nas 

paredes do esôfago, estômago e aorta (CURY & LIMA, 2002; GIANNELLI et al., 2014; 

SASANI et al., 2014). A presença de nódulos no esôfago pode levar a esofagite e o 

crescimento, principalmente próximos à cárdia, pode causar obstrução parcial, levando à 

disfagia e desconforto gástrico com regurgitação e vômitos (FREITAS, 1977; CURY & 

LIMA, 2002; CHIKWETO et al., 2012; VRDOLJAK et al., 2014). Esses nódulos parasitários 

têm sido associados ao surgimento de sarcomas esofágicos em cães (RANEN et al., 2004; 

FONSECA et al., 2012; NIVY et al., 2014). Os ovos de S. lupi ganham a luz do esôfago ou 

estômago por meio de pequenas fístulas nos nódulos e alcançam o meio exterior junto com as 

fezes dos cães (FREITAS, 1977; RIBEIRO, 2004; GIANNELLI et al., 2014; SUDAN et al., 

2015). 

Os helmintos adultos do nematóide Physaloptera praeputialis (Linstow, 1899) são 

hematófagos e vivem aderidos à mucosa do estômago de cães onde podem provocar erosões, 

levando a gastrite catarral ou hemorrágica e anemia (FREITAS, 1977; FORTES, 1987). Os 

helmintos adultos põem seus ovos na luz do estômago e estes alcançaram o meio exterior 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gonz%C3%A1lez%20F%20CG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26455707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oliveira-Sequeira%20TC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11750997
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chikweto%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22841904
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junto com as fezes dos seus hospedeiros (RIBEIRO, 2004; CANTÓ et al., 2011; RAMOS et 

al., 2013). 

Infecções por helmintos adultos de Trichuris vulpis Frolich, 1789, nematóide do ceco 

e cólon, causam anemia e diarréia em cães e as lesões provocadas podem levar a infecções 

bacterianas secundárias (RIBEIRO, 2004). T. vulpis vive com a extremidade anterior fixada à 

mucosa e alimenta-se de líquidos tissulares, células epiteliais e sangue (CURY & LIMA, 

2002). Milhares de ovos do parasito podem ser eliminados diariamente juntamente com as 

fezes dos cães e no ambiente, no interior dos ovos, as larvas evoluem para o seu terceiro 

estádio, tornando-se infectantes (RIBEIRO, 2004). Vários estudos demonstraram a presença 

de ovos do parasito nas fezes de cães do Brasil (OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2002; 

BLAZIUS et al., 2005; CAMPOS FILHO et al., 2008; KATAGIRI & OLIVEIRA-

SEQUEIRA, 2008; CORONATO et al., 2012; LIMA et al., 2015; OLIVEIRA-ARBEX et al., 

2016). 

A. caninum é um nematódeo hematófago do intestino delgado de cães. Em cães 

jovens, a passagem de larvas pelo leite pode ter consequências fatais ou ser responsável pela 

produção de quadros de anemia hemorrágica aguda ou crônica acompanhada de diarréia que 

pode conter sangue e muco. Em cães adultos podem causar deficiência de ferro e anemia 

hipocrômica microcítica (URQUHART et al., 1996). A. braziliensis, trata-se de uma espécie 

menos prevalente, cujos efeitos relacionados à hematofagia dos vermes adultos causam 

transtornos semelhantes a A. caninum. No entanto, por ser menos voraz, é também menos 

patogênico (KATAGIRI & OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2007). Os ovos de ancilostomídeos são 

postos na luz do intestino delgado e eliminados para o ambiente, podendo ser detectados nas 

fezes (MATEUS et al., 2014; TORRES-CHABLÉ et al., 2015). As fêmeas ovipõem 

diariamente milhares de ovos não embrionados, sendo que as de A. caninum põem em média 

16.000 e as de A. braziliense, 4.000 (FREITAS, 1977; RIBEIRO, 2004).  

Assim como as espécies do gênero Ancylostoma, T. canis é frequentemente 

encontrado no intestino delgado de cães (TORRES-CHABLÉ et al., 2015). Embora seja uma 

infecção frequente em animais jovens, cães adultos podem permanecer susceptíveis e 

contribuir para a contaminação ambiental (OVERGAAUW, 1997). Nos cães, os efeitos da 

infecção por T. canis dependem da idade do animal, do número, localização e estágio de 

desenvolvimento dos helmintos (PARSONS, 1987). Os adultos no intestino podem causar 

obstrução intestinal dos ductos colédoco e pancreático (URQUHART et al., 1996). Os ovos 

de T. canis são eliminados não embrionados junto com as fezes dos cães e no ambiente, em 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oliveira-Sequeira%20TC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11750997
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oliveira-Sequeira%20TC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11750997
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oliveira-Sequeira%20TC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11750997
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condições favoráveis, as larvas evoluem no interior dos ovos até seu estádio infectante 

(RIBEIRO, 2004). 

Dos nematóides parasitas de cães, os ancilostomídeos são os mais prevalentes 

(KATAGIRI & OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2008; SPRENGER et al., 2014; LIMA et al., 2015; 

TORRES-CHABLÉ et al., 2015; OLIVEIRA-ARBEX et al., 2016), porém os principais 

cestódeos parasitos gastrintestinais de cães pertencem às famílias Dilepididae (Dipylidium 

caninum) e Taeniidae (Taenia sp. e Echinococcus sp.), sendo a maioria bastante adaptado a 

esses hospedeiros não lhes causando grandes transtornos (GEORGI, 1987).  

D. caninum (Linnaeus, 1758) possui ampla distribuição geográfica em cães, podendo 

também infectar o homem. Devido à ingestão acidental de pulgas infectadas, há relatos de 

parasitismo por D. caninum em humanos, principalmente crianças, que desenvolveram quadro 

clínico abdominal brando e prurido anal (LLOYD, 1998; MOLINA et al., 2003; RAETHER 

& HÄNEL, 2003). Em geral não provoca danos graves e os cães podem tolerar centenas de 

vermes adultos em seu intestino delgado sem manifestarem sintomatologia. Nas infecções de 

alta intensidade pode ocorrer irritação da mucosa com enterite. A saída ativa da proglote pelo 

ânus pode causar prurido na região perianal (FREITAS, 1997). Ovos do parasito são 

frequentemente detectados em análises parasitológicas envolvendo amostras ambientais e 

fezes de cães (MATEUS et al., 2014; TORRES-CHABLÉ et al., 2015). 

Diversas espécies do gênero Taenia Linnaeus, 1758 podem parasitar o intestino 

delgado de cães, como Taenia multiceps Leske, 1780, Taenia hydatigena Pallas, 1766, Taenia 

ovis (Cobbold, 1869), Taenia pisiformis Bloch, 1780 e Taenia serialis (Gervais, 1847) Baillet, 

1863. O ciclo biológico envolve dois hospedeiros mamíferos, sendo um hospedeiro definitivo, 

o cão, e um hospedeiro intermediário, que varia, dependendo da espécie, entre bovinos, 

suínos, ovinos, lagomorfos ou humanos (ABBASI et al., 2003). As espécies de Taenia que 

possuem o cão como hospedeiro definitivo são pouco patogênicas para este hospedeiro, 

entretanto as formas larvais (metacestóides) de algumas espécies podem formar cistos em 

locais como fígado, pulmões e sistema nervoso central dos hospedeiros intermediários, 

acarretando enfermidades em animais de importância econômica ou até mesmo apresentar 

potencial zoonótico (ING et al., 1998; RAETHER & HÄNEL, 2003). No Brasil, foram 

registradas raras infecções por T. hydatigena, T. taeniformis  (Batsch, 1786) e T. multiceps, 

respectivamente, em suínos (Rio Grande do Sul), gato (Mato Grosso) e ovino (Mato Grosso 

do Sul) (BATISTA et al., 2010; RAMOS et al., 2013; MONTEIRO et al., 2015). 

À exceção de Echinococcus granulosus senso latu (s.l.) (Batsch, 1786), agente 

etiológico da equinococose cística, distribuído de forma descontínua em todos os continentes, 
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as demais espécies do gênero Echinococcus Rudolphi, 1801 têm uma distribuição mais 

restrita (ECKERT & DEPLAZES, 2004). Das espécies que têm o cão como hospedeiro 

definitivo, apenas E. granulosus s.l. e Echinococcus vogeli Rausch & Bernstein, 1972 

ocorrem no Brasil e os dados sobre a infecção em hospedeiros definitivos são escassos no país 

(FARIAS et al., 2004; de LA RUE et al., 2011; SANTOS et al., 2012; SOARES et al., 2014).  

A infecção por E. granulosus s.l. é comum no estado do Rio Grande do Sul, onde o 

cão doméstico é o principal hospedeiro definitivo e os bovinos e ovinos, os hospedeiros 

intermediários (FARIAS et al., 2004). O parasito E. vogeli, agente causador da equinococose 

policística, é exclusivo da região neotropical e no Brasil tem circulação relacionada à região 

amazônica. A maioria dos estudos evidencia o encontro da forma metacestóide em paca 

(Cuniculus paca Linnaeus, 1758) e no homem, respectivamente, os hospedeiros 

intermediários, natural e acidental, do parasito (D’ALESSANDRO et al., 1981; 

D’ALESSANDRO & RAUSCH, 2008; NOYA-ALARCÓN et al., 2011; VIZCAYCHIPI et 

al., 2013; MAYOR et al., 2015; STIJNIS et al., 2015; ALMEIDA et al., 2015; 

DEBOURGOGNE et al., 2015).  

Os cestóides mais patogênicos do hospedeiro humano são os da família Taeniidae 

Ludwig, 1886, quando o organismo na fase assexuada de reprodução, o metacestóide (forma 

larvar), desenvolve-se preferencialmente no cérebro, fígado ou pulmões. Além do 

metacestóide (cisticerco) da Taenia solium Linnaeus, 1758 envolvido na neurocisticercose, os 

metacestóides (cistos hidáticos) de quatro espécies do gênero Echinococcus Rudolphi 1801 

são reconhecidos pela Organização Mundial da Saúde (OMS) como potenciais causadoras de 

grave doença em humanos, a equinococose ou hidatidose (D’ALESSANDRO & RAUSCH, 

2008). Essas espécies são E. granulosus s.l. (Batsch, 1786), que provoca a equinococose 

cística; Echinococcus multilocularis Leuckart, 1863, a equinococose alveolar; Echinococcus 

oligarthrus (Diesing, 1863) e E. vogeli Rausch & Bernstein, 1972 que causam a equinococose 

policística. 

A equinococose canina mais demonstrada é a causada pelos vermes adultos das 

espécies E. granulosus s.l. e E. multilocularis, enquanto que as informações das infecções por     

E. vogeli e E. oligarthrus em canídeos domésticos e silvestres são provenientes de raros 

relatos (CABRERA et al., 1960; D’ ALESSANDRO et. al., 1981; SOARES et al., 2014). 

E. granulosus s.l. possui distribuição ampla em países com atividades de pecuária, 

tendo sido introduzido nas Américas no início do século XVI. Já E. multilocularis ocorre em 

hospedeiros naturais do Hemisfério Norte (RAUSCH, 1986). As outras duas espécies, 

naturais da região neotropical, E. vogeli e E. oligarthrus, são consideradas simpátricas sobre 
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extensas áreas da América Latina, onde seus hospedeiros necessários estão presentes 

(D’ALESSANDRO & RAUSCH, 2008).  

Os ciclos biológicos das espécies de Echinococcus spp. podem ser classificados em 

doméstico quando o cão doméstico atua como hospedeiro definitivo ou em silvestre, quando 

carnívoros silvestres estão envolvidos na transmissão. Dentro dos ciclos, o papel específico 

das diferentes espécies hospedeiras pode variar consideravelmente entre as regiões e nas áreas 

onde a equinococose é endêmica, os ciclos biológicos silvestre e doméstico podem coexistir 

ou se sobrepor (RAUSCH, 1995).  

No intestino delgado dos hospedeiros, os vermes adultos, que podem chegar até doze 

milímetros de comprimento, penetram profundamente entre as vilosidades das criptas de 

Lieberkühn associando suas ventosas e ganchos rostelares ao epitélio. Pequenas alterações 

podem ocorrer, tais como o achatamento local de células epiteliais, ligeira infiltração celular 

na mucosa e o aumento da produção de muco. Produtos de excreção/secreção podem ser 

liberados a partir do escólex do parasito, induzindo a produção de anticorpos na circulação 

(ECKERT et al., 2001a). Esta íntima relação parasito-hospedeiro normalmente não causa 

doença significativa nesses hospedeiros, mesmo em infecções com alta carga parasitária 

(CARMENA & CARDONA, 2013). 

O estágio metacestóide das espécies de Echinococcus é encontrado intimamente nas 

vísceras de seus hospedeiros intermediários e, ocasionalmente, também em espécies de 

animais que normalmente não fazem parte do ciclo biológico habitual dos parasitos, como o 

homem, considerado hospedeiro acidental. Os hospedeiros intermediários naturais são 

tipicamente herbívoros predados pelos hospedeiros definitivos carnívoros (ECKERT et al., 

2001a). 

E. granulosus s.l. utiliza espécies da família Canidae como hospedeiros definitivos e 

sua transmissão é mantida principalmente em um ciclo sinantrópico com os cães domésticos 

como hospedeiros definitivos e espécies de gado (bovino/ovino) como hospedeiros 

intermediários (MCMANUS et al., 2003; CARMENA & CARDONA, 2013). Em certas 

regiões, canídeos selvagens podem estar envolvidos no ciclo biológico (JENKINS & CRAIG, 

1992).  

E. multilocularis é restrito ao Hemisfério Norte e seu ciclo biológico é 

predominantemente silvestre. Os principais hospedeiros definitivos são raposas do gênero 

Vulpes e Alopex, e menos frequentemente cães e gatos domésticos. Na América do Norte, os 

coiotes parecem ter um papel importante no ciclo e os lobos também podem estar envolvidos 

em determinadas regiões (RAUSCH, 1986, 1995, 1997). Populações de felídeos domésticos e 
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selvagens naturalmente infectadas com E. multilocularis foram encontradas, sugerindo que o 

papel zoonótico desses animais deva ser considerado frente aos hospedeiros definitivos 

preferenciais no contexto de regiões altamente endêmicas (UMHANG et al., 2015). Uma 

variedade de espécies de pequenos roedores tais como ratazanas (Rattus sp.), pikas (Ochotona 

sp.) e lemingues (Lemmini sp.) podem atuar como hospedeiras intermediárias do parasito 

(VUITTON et al., 2003). 

Cães domésticos infectados por E. granulosus s.l. e E. multilocularis são a principal 

fonte de infecção para o desenvolvimento, respectivamente, das equinococoses humanas 

cística e alveolar. Ambas são importantes zoonoses que representam grandes problemas de 

saúde coletiva em diversas regiões do mundo, causando um prejuízo socioeconômico 

considerável (BUDKE et al., 2006; BENNER et al., 2010; TORGERSON et al., 2010). 

Com relação às espécies neotropicais, E. oligarthrus foi descrito pela primeira vez em 

1863 por Karl Moritz a partir de material coletado do intestino delgado de pumas (Felis puma 

concolor) (RAUSCH, 1986, 1995, 1997). O verme adulto é o menor parasito do gênero, com 

2-3 milimetros de comprimento e utiliza espécies selvagens da família Felidae como 

hospedeiros definitivos (RAUSCH et al., 1978, 1981). 

E. vogeli é o principal alvo do presente estudo, por sua endemicidade na região norte 

do Brasil, incluindo o estado do Acre. O parasito utiliza o cachorro-vinagre (Speothos 

venaticus Lund, 1842) (Figura 1) e o cão doméstico como hospedeiros definivos (RAUSCH, 

1986, 1995, 1997). O verme adulto (Figura 2) pode chegar a 12 milimetros, desenvolvendo 

até 6 proglótides. E. vogeli e E. oligarthrus podem reter cerca de 90 ovos em seus úteros 

(RAUSCH et al., 1978, 1981).  

S. venaticus é um canídeo sul-americano encontrado desde o Panamá até o nordeste 

argentino, com exceção do Chile e Uruguai. É uma espécie rara, peculiar por sua adaptação à 

vida em florestas, sendo considerado semi-aquático por conseguir nadar e mergulhar com 

facilidade (LANGGUTH, 1975; HUSSON, 1978; DEMATTEO et al., 2011). 
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Figura 1 – Imagem do cachorro-vinagre (Speothos venaticus) 

  

Fonte: Serviço de Referência Nacional em Hidatidose (SRNH-IOC/Fiocruz-RJ). 

 

 

Figura 2 – Representação esquemática do verme adulto de Echinococcus vogeli 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
   

 Fonte: Serviço de Referência Nacional em Hidatidose (SRNH-IOC/Fiocruz-RJ). 

 

Os cistos hidáticos (estágio metacestóide) (Figura 3) de E. vogeli são caracterizados 

como vesículas esféricas contínuas ou esporadicamente isoladas, de aspecto esbranquiçado e 

por vezes translúcido, com cada uma sendo capaz de albergar de 10 a 500 protoescólices do 

helminto. Situam-se no parênquima, sendo que a maioria fica perto da superfície, 
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contrastando com a coloração escura do fígado, quando estabelecidos neste órgão nos 

hospedeiros intermediários (D’ALESSANDRO et al., 1981; D’ALESSANDRO & RAUSCH, 

2008).  

 

Figura 3 – Representação esquemática do metacestóide de Echinococcus sp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Serviço de Referência Nacional em Hidatidose (SRNH-IOC/Fiocruz-RJ). 

 

 

O ciclo biológico de E. vogeli (Figura 4), foi primeiramente relatado por Cabrera et al. 

(1960). Esses autores observaram que o cachorro-vinagre, o hospedeiro definitivo natural 

desse cestóide, caçava em bandos sua presa preferida, a paca (C. paca) (Figura 5), 

perseguindo-a na terra e na água. Embora o cachorro-vinagre e a paca possuam tamanhos 

semelhantes, um único cachorro pode às vezes ser capaz de superar esses roedores, como 

mostrado por Deutsch (1983). No presente, este predador é o único hospedeiro definitivo 

natural conhecido de E. vogeli, embora indivíduos da espécie Cerdocyon thous (graxaim) já 

tenham sido experimentalmente infectados. A elevada prevalência de metacestóides de          

E. vogeli em pacas é um indicativo de uma taxa muito mais elevada da presença desses 

helmintos nos hospedeiros definitivos, uma vez que poucos estudos envolveram a análise 

intestinal de cachorros-vinagre (D’ALESSANDRO & RAUSCH, 2008; SOARES et al., 

2014). Os vermes adultos de E. vogeli aparentemente não se desenvolvem em gatos ou em 

outros felinos (D’ALESSANDRO et al., 1981). 
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Figura 4 – Representação esquemática do ciclo biológico de Echinococcus vogeli 
 

 
 

Legenda: a- ovo; b- ovo ingerido pela paca; c- metacestóide; d- ingestão de protoescólice pelo cachorro vinagre; 

e- escólice desenvaginado; f- verme adulto; g- ingestão de ovo pelo homem; h- metacestóides. 

Fonte: Ilustração de Bruno Eschenazi do Serviço de Produção e Tratamento de Imagem – IOC/Fiocruz-RJ. 

 

 

 

Figura 5 – Imagem da paca (Cuniculus paca) 
 

 
 

Fonte: Serviço de Referência Nacional em Hidatidose (SRNH-IOC/Fiocruz-RJ). 

 

Em alguns áreas da região amazônica a caça de animais como cutias (Dasyprocta 

punctata Gray, 1842), tatus (Dasypus novemcinctus Linnaeus, 1758), pacas, porcos-do-mato 

(Pecari tajacu Linnaeus, 1758) e veados-mateiros (Mazama americana Erxleben, 1777) é 

praticada como subsistência e a carne desses animais constitui a principal fonte de proteína da 

população dentre os animais terrestres caçados (VALSECCHI et al., 2014; MAYOR et al., 
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2015). A paca inclusive está entre as espécies mais intensamente caçadas na América Latina, 

principalmente por causa de sua carne, cotada como a mais apreciada entre todas as de caça 

(VALSECCHI & AMARAL, 2009). Um estudo realizado no Acre revelou, por exemplo, que 

pacas, porcos-do-mato e veados-mateiros são animais que correspondem a quase 60% da 

biomassa abatida na Reserva Extrativista do Alto Tarauacá e que cada pessoa tinha um 

consumo médio anual de 51,82 kg de carne de caça (BOTELHO, 2013).  

Sabe-se que a paca se apresenta como hospedeira de uma série de parasitos (NAMUE 

& WONGSAWAD, 1997; ITO & ITAGAKI, 2003; PARAMASVARAN et al., 2009) e 

estudos assinalam a infecção do metacestóide de E. vogeli em pacas da região amazônica 

colombiana (D’ALESSANDRO et al., 1981), brasileira (D’ ALESSANDRO & RAUSCH, 

2008), venezulana (NOYA-ALARCÓN et al., 2011), do norte da Argentina (VIZCAYCHIPI 

et al., 2013) e peruana (MAYOR et al., 2015).  

Além da paca, outras espécies de mamíferos das Américas Central e do Sul também 

são reconhecidas como hospedeiras intermediárias de E. vogeli e E. oligarthrus, destacando-

se o gambá (Didelphis marsupialis Hegner and Ratcliffe, 1927), a cutia (D. punctata), a cutia 

cinzenta (D. fuliginosa, Wagler, 1832), o rato-espinho (Proechimys semispinosus, Allen, 

1899) e os coelhos selvagens (Sylvilagus floridanu e S. floridanus Allen, 1899) 

(D’ALESSANDRO et al., 1981). 

A equinococose policística humana causada por E. vogeli é uma doença naturalmente 

endêmica de algumas regiões da América do Sul e América Central. A doença ocorre 

predominantemente em áreas rurais onde as populações, geralmente, possuem cães 

domésticos, desenvolvem atividades de caça e possuem baixo nível sócio-economico e 

cultural (D’ALESSANDRO, 1997). A transmissão peridomiciliar é a principal e ocorre 

quando os cães domésticos são alimentados com as vísceras cruas de pacas e contaminam o 

ambiente peridomiciliar com os ovos do parasito junto de suas fezes (D’ALESSANDRO & 

RAUSCH, 2008). 

No final da década de 1970 a doença humana foi reconhecida, quando foram relatados 

13 casos humanos englobando os países Colômbia, Equador e Panamá (D’ALESSANDRO et 

al., 1979). Os principais sinais e sintomas clínicos são dor abdominal, icterícia, 

hepatomegalia, perda de peso, febre e aumento da massa abdominal em função do 

estabelecimento e crescimento dos cistos hidáticos no fígado, o que ocorre na maioria dos 

casos (MENEGHELLI et al., 1992; SIQUEIRA et al., 2013). 

De acordo com informações publicadas por Rausch & D’Alessandro (2002), 99 casos 

humanos de equinococose policística foram diagnosticados em 11 países, incluindo a região 
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da Nicarágua, na América Central e o Chile, Argentina e Uruguai, na América do Sul 

(D’ALESSANDRO, 1997; RAUSCH & D’ALESSANDRO, 2002). Dos 72 casos 

diagnosticados, em agosto de 1996, por exemplo, a maioria era do Brasil (24 casos), 

Colômbia (16 casos), Equador (11 casos), e Argentina (11 casos). Além disso, de 1 a 3 casos 

esporádicos foram identificados ainda em outros sete países (D’ALESSANDRO, 1997).  

Até março de 2007, o número total de casos conhecidos de equinococose policística 

era de 172. Além disso, dois estudos sorológicos no Brasil demonstraram que 41 de 1064 e 19 

de 40 pessoas (total de 60 de 1104) apresentaram anticorpos anti-Echinococcus detectados no 

teste de contraimunoeletroforese. Não é conhecido se todas essas 60 pessoas (5% de 1104) 

tiveram equinococose confirmada, porém, parece lógico considerar que algumas dessas 

pessoas provenientes de áreas onde a infecção é endêmica podem ter tido infecções 

assintomáticas por E. vogeli. Sendo assim, o número de pessoas infectadas nos países 

neotropicais seria de 232, com 160 casos somente no Brasil (PASTORE et al., 2003a). 

Quarenta casos brasileiros da ocorrência de equinococose policística nos estados do Pará e 

Amapá, região da Amazônia Ocidental, foram resumidos por Soares et al. (2004). Dados 

prévios demostraram a ocorrência de casos clínicos de equinococose policística e indivíduos 

com sorologia positiva em áreas urbanas e rurais do município de Sena Madureira no Acre 

(PASTORE et al., 2003a,b). Fatores epidemiológicos associados com a vida destes 

indivíduos, como o histórico de caça para subsistência e o hábito da alimentação de cães 

domésticos com vísceras cruas de pacas, são uma realidade da região (MENEGHELLI et al., 

1986; SIQUEIRA et al., 2007, 2013).   

Atualmente o número de casos humanos é desconhecido, porém, são reconhecidos 

mais de 200 casos em 12 países da América do Sul tropical. Especialistas acreditam que os 

casos publicados, representem, provavelmente, apenas uma pequena proporção do número 

real e que a infecção seja atualmente mais comum, estando subdiagnosticada (OOSTBURG et 

al., 2000; D’ALESSANDRO & RAUSCH, 2008).  

Casos de equinococose policística, sem dúvida, muitas vezes escapam do diagnóstico 

e as significativas morbidade e mortalidade são as consequências (D’ALESSANDRO & 

RAUSCH, 2008). A doença ainda é pouco associada a E. oligarthrus em função do pequeno 

número de casos humanos registrados nas regiões endêmicas (MORO & SCHANTZ, 2009). 

Dos quatro casos humanos conhecidos, três descreveram a localização ocular do metacestóide 

do parasito em humanos da Venezuela (LOPERA et al., 1989), Suriname (BASSET et al., 

1998) e Brasil (SOARES et. al., 2013). O outro caso humano, demonstrou a presença do 
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metacestóide de E. oligarthrus na parede do ventrículo esquerdo de um brasileiro, após a 

autópsia (D’ALESSANDRO et al., 1995). 

A infecção de seres humanos com ovos de Echinococcus sp. pode ocorrer nos 

ambientes silvestre e domiciliar como resultado da manipulação dos hospedeiros definitivos 

infectados ou de fezes contendo ovos, além de plantas ou solos contaminados com ovos 

(SZOSTAKOWSKA et al., 2014), seguidos pela transferência direta dos ovos à boca por 

mãos e alimentos contaminados. Ovos de Echinococcus sp. podem se aderir ao pelo dos cães 

(NOSIK, 1952), em particular em torno do ânus, nas coxas e sobre as patas (MATOFF & 

KOLEV, 1964). Estudos da década de 90 na República Popular da China (Sichuan) já 

demonstravam que pessoas que bebem água de pequenas valas acessíveis aos animais têm um 

risco maior de adquirir infecção por E. granulosus s.l. do que as que consomem água de poço 

(LIU, 1993). A ingestão de legumes, saladas, frutas cruas e outros vegetais contaminados com 

ovos de Echinococcus sp. também pode resultar em infecção (LIU, 1993; LASS et al., 2015). 

Um estudo utilizando 103 alimentos coletados de florestas, plantações e hortas da província 

de Vármia-Masúria na Polônia demonstrou a presença de ovos de E. multilocularis em 23,3% 

das amostras, dentre frutas, legumes e cogumelos (LASS et al., 2015). 

A infecção de primatas e ariranhas com ovos de E. vogeli eliminados juntamente com 

as fezes de cachorros-vinagre em um zoológico norte-americano, sinalizou que os visitantes 

humanos e outros animais estavam sob risco (HOWARD & GENDRON, 1980). Assim, 

canídeos importados de áreas onde a doença é endêmica podem ser fontes de infecção quando 

são mantidos como animais de estimação (D’ALESSANDRO & RAUSCH, 2008). Cães 

vadios em áreas urbanas também apresentam perigo para os seres humanos por já terem sido 

relatados com E. granulosus s.l., embora com uma incidência menor do que o descrito para 

regiões rurais de Dom Pedrito em Rio Grande do Sul (HOFFMANN et al., 2001). 

Embora a equinococose seja essencialmente propagada por hospedeiros definitivos, à 

persistência do ciclo de vida dos parasitos está ligada à durabilidade dos ovos no ambiente, 

principalmente os de E. granulosus s.l. e E. vogeli em se tratando de infecções disseminadas 

por cães domésticos no domicílio ou em locais onde os cães vadios são a maioria 

(CHAÂBANE-BANAOUES et al., 2015). Quando em ambiente adequado, úmido e com 

temperaturas mais baixas, os ovos permanecem infectantes por cerca de um ano depois de 

terem sido depositados sobre o solo, mesmo sob diferentes condições climáticas (SANCHEZ-

THEVENET et al., 2005). Por outro lado, a dessecação e elevadas temperaturas são os dois 

fatores mais importantes para a redução da longevidade no ambiente (GEMMELL, 1968; 

LAWS, 1968; GEMMELL & LAWSON, 1986; VEIT et al., 1995; ECKERT et al., 2001b). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cha%C3%A2bane-Banaoues%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25888846
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Estudos que avaliem a resistência e viabilidade dos ovos de E. oligarthrus e E. vogeli 

no ambiente tornam-se necessários, porém já foi demonstrado que ovos de E. multilocularis 

permaneceram viáveis cerca de 16 meses em água a 4°C (VEIT et al., 1995).  

A inativação de ovos de Echinococcus sp. pode ser realizada com água ou calor seco 

fervente. Assim como os ovos de Taenia sp., os de E. granulosus s.l. são inativados dentro de 

5 minutos entre 60°C e 80°C e rapidamente a 100°C (ECKERT et al., 2001b). Já o período de 

tempo durante o qual os materiais contaminados devem ser aquecidos pode variar. Por 

exemplo, o calor penetra nas fezes de cães lentamente e tal material deve ser fervido por pelo 

menos 5 minutos para assegurar a inativação de todos os ovos (GEMMELL, 1968).  

A maior parte dos processos de tratamento de águas residuais (por exemplo, 

sedimentação) não elimina totalmente os ovos de tenídeos (ECKERT et al., 2001b). Com base 

em experiências com os ovos de Ascaris, pode-se presumir que os ovos de Taenia sp. e 

Echinococcus sp. são inativados nas lamas de depuração e decomposição após exposição 

durante pelo menos 30 minutos a temperaturas de 65°C ou superior, geradas pelos processos 

de aquecimento ou de fermentação (ECKERT et al., 2001b). 

Por outro lado, estudos mostraram que ovos de E. granulosus s.l. e E. multilocularis 

são altamente resistentes a temperaturas negativas e as temperaturas de -18°C a -20°C do 

congelador são insuficientes para inativar os ovos dentro de um prazo razoável. No entanto, as 

temperaturas de -70°C a -80°C são capazes de inativar os ovos de E. granulosus s.l. e E. 

multilocularis dentro de 96 e 48 horas, respectivamente. Para a inativação, as temperaturas 

eficazes tem que atingir todas as partes do material contaminado. Por exemplo, carcaças de 

raposas têm de ser congeladas a -80°C durante pelo menos quatro dias (de forma rotineira, por 

sete dias), a fim de alcançar completa ultracongelação. A elevada resistência ao frio dos ovos 

de E. multilocularis está bem documentada. Por outro lado, ainda não é claro se                      

E. oligarthrus, E. vogeli e os genótipos de E. granulosus s.l. podem diferir em diferentes 

regiões no que diz respeito à resistência ao frio dos seus ovos (ECKERT et al., 2001b). 

Os ovos de Echinococcus sp. também são sensíveis à dessecação. Em umidade relativa 

de 25%, os ovos de E. granulosus s.l. foram inativados dentro de quatro dias e de 0%, em 

apenas um dia (LAWSON & GEMMELL, 1983). Os ovos de E. multilocularis perderam a 

infectividade para roedores após exposição durante dois dias a 25°C e umidade relativa de 

27%. O mesmo aconteceu quando expostos durante duas horas a 43°C e 15% de umidade 

relativa, e, durante 3 horas a 45°C e 85% a 95% de umidades relativas (VEIT et al., 1995). 

É um consenso que a eliminação de ovos de Echinococcus sp. nas fezes dos cães 

domésticos parece ser a fonte de risco mais comum para as pessoas. Tornam-se necessários 
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mais estudos que visem demonstrar a contaminação ambiental por esses ovos 

(SZOSTAKOWSKA et al., 2014; LASS et al., 2015) e programas que promovam a educação 

das populações em risco. O risco de adquirir equinococose é passível de ser reduzido de 

acordo com a forma de como os cães são mantidos (RAUSCH, 2003), mas a antiga associação 

mais íntima entre pessoas e seus cães só será interrompida provavelmente mediante a 

exigência excepcional de mudanças no estilo de vida (RAUSCH, 2003; D’ALESSANDRO & 

RAUSCH, 2008). 

Programas de controle são comuns em áreas endêmicas de equinocococe cística e 

utilizam estratégias que interrompem o ciclo biológico de E. granulosus s.l., com resultados 

bem-sucedidos em muitos países (FARIAS et al., 2004). Estes programas envolvem o 

diagnóstico nos hospedeiros definitivos e o tratamento com anti-helmíntico (MACPHERSON 

et al., 1984; SANTILLÁN, 1999). Praziquantel, utilizado na dosagem de 5 mg/kg é um anti-

helmíntico 100% eficaz contra a forma adulta de Echinococcus sp., porém sem propriedades 

ovicidas (THAKUR et al, 1978; ECKERT et al., 1984). 

Farias et al. (2004) sugerem que um programa de controle com o objetivo de reduzir o 

impacto da equinococose nos seres humanos ou animais deve ser contínuo ou pelo menos 

existente, até as informações sobre a transmissão serem claras e completamente 

compreendidas por todas as pessoas envolvidas.  

Em 1982 no Chile, um programa de controle de escala nacional desenvolvido para a 

equinococose cística foi desenvolvido com sucesso, porém, a descentralização do programa 

em 1997, juntamente com a redução da intervenção anti-helmíntica profilática em cães levou 

ao recrudescimento da doença no país (LARRIEU & ZANINI, 2012). 

Um exemplo de programa de controle bem-sucedido desde a sua criação em 1992 foi o 

modelo uruguaio, em que os cães são tratados com praziquantel 12 vezes por ano e as taxas de 

equinococose canina foram reduzidas para 0,7% em 1997 (LARRIEU & ZANINI, 2012). A 

tentativa de erradicação da doença no país ainda se mantem, com os proprietários recebendo 

informações contínuas sobre a equinococose, porém, desde então (1997), a ausência de novos 

dados epidemiológicos sobre a prevalência canina, torna desconhecido o estado atual da 

infecção no Uruguai (CARMENA & CARDONA, 2013). 

Na tentativa de estabelecer um programa de controle da equinococose, Farias et al. 

(2004) administraram praziquantel (Droncit®-Bayer, S. Paulo, Brasil - dosagem de 5 mg/kg) 

para tratamento terapêutico e profilático de E. granulosus s.l. em cães de Santana do 

Livramento no estado do Rio Grande do Sul. O esquema terapêutico foi realizado a cada trinta 

dias durante oito meses, resultando na interrupção eficiente da transmissão parasitária. Porém, 
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pelo fato do projeto não ter sido contínuo, a reincidência das infecções nos cães foi marcante 

quatro meses após a realização do último do tratamento. 

A comprovação microscópica da infecção por Echinococcus sp. em fezes de canídeos 

é limitada pois os ovos são morfologicamente indistinguíveis entre as espécies do gênero e as 

espécies de Taenia (DINKEL et al, 1998). Outro aspecto a ser considerado é a eliminação 

frequentemente irregular de ovos nas fezes desses hospedeiros (ECKERT et al., 2001a). Os 

ovos podem ser detectados em amostras fecais utilizando-se técnicas de exames 

parasitológicos de rotina, como a sedimentação espontânea (HOFFMAN et al., 1934), ou 

mesmo diretamente sobre a pele perianal com fita adesiva transparente, a qual é pressionada 

na pele, transferida para uma lâmina e examinada ao microscópio (ECKERT et al., 2001a).  

A técnica de raspagem intestinal (IST), com sensibilidade máxima de 78% (ZHANG 

et al., 2003) ainda é o método padrão ouro para a detecção da infecção em hospedeiros 

definitivos e baseia-se na investigação do intestino do animal morto, identificação visual e 

contagem, sob o microscópio estereoscópio, dos vermes adultos com base em suas 

características morfológicas (DINKEL et al., 1998; ECKERT, 2003; DUSCHER et al., 2005; 

TACKMANN et al., 2006; BEIROMVAND et al., 2011; BARNES et al., 2012; CARMENA 

& CARDONA, 2013; MAAS et al., 2014). Até o final da década de 1980, a IST era a única 

metodologia confiável para o diagnóstico da infecção intestinal por Echinococcus sp. em 

hospedeiros definitivos. Esta técnica, porém, sempre foi considerado um método de 

diagnóstico caro, trabalhoso e de alto risco biológico, não podendo ser recomendada para 

verificação de animais domésticos vivos (ZHANG et al., 2003). 

Atualmente, o diagnóstico da infecção por Echinococcus sp. em canídeos ainda conta 

com a detecção parasitológica de vermes adultos após a morte e necropsia (MAAS et al., 

2014), ou após a administração do purgativo arecolina em animais vivos (de LA RUE et al., 

2011; BOUFANA et al., 2013). Ambas as metodologias permitem a contagem dos helmintos 

eliminados, a estimativa das cargas parasitárias nos hospedeiros e são fontes de materiais para 

estudos moleculares, porém, são consideradas de difícil utilização em estudos 

epidemiológicos de grande escala, por serem laboriosas, biologicamente perigosas e 

sensibilidade insuficiente (ALLAN et al., 1992; CARMENA & CARDONA, 2013).  

A aplicação de arecolina, principal alcalóide da noz de areca (semente da Areca 

catechu), em cães e o exame do material fecal após a purgação apresenta a vantagem do 

aumento da probabilidade dos vermes serem explusos, mesmo em situações de baixa carga 

parasitária, quando a expurgação consegue ser induzida. Sendo um fármaco bromidrato 

parassimpatomimético, acaba tendo uma importante ação sobre o músculo liso do intestino 
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delgado promovendo expurgação, com os vermes podendo ser transportados com o material 

eliminado (ECKERT et al., 1984). Para esta atividade, o fármaco deve ser administrado por 

via oral e as doses variam entre 1,75 mg/kg e 3,5 mg/kg do peso corporal, sendo adequadas 

para a maioria dos cães. Dobrar ou reduzir para metade a dosagem não aumenta a eficácia, 

mas a primeira situação pode causar vômitos (ECKERT et al., 2001a).  

A arecolina pode ser administrada na forma de comprimido ou em forma líquida, mas 

o teste apresenta sérias desvantagens, como demonstrado em um estudo tunisiano, em que 

apenas 68% dos 118 cães expurgaram os helmintos após uma primeira dose e em 12% dos 

cães, a expurgação não aconteceu mesmo depois de uma segunda administração (SCHANTZ, 

1997). No mesmo estudo, apenas 65% dos 46 cães infectados foram detectados positivos após 

a única administração e 78% depois de uma segunda dose de arecolina (SCHANTZ, 1997). 

Mortes ocasionais já foram relatadas após a penetração de pedaços afiados de ossos da dieta 

no intestino e o teste de arecolina não é recomendado em cadelas grávidas, cães idosos ou 

filhotes (ECKERT et al., 1984). Substituir esta droga por um purgante menos traumático seria 

altamente desejável (BARNES et al., 2012). 

Schantz (1997) descreve que a visualização da eliminação da forma adulta dos 

helmintos em resposta a ação da arecolina, pode ser explorada com fins educativos para a 

população na comprovação da infecção dos cães pelo parasito.  

Quanto aos ensaios de imunodiagnóstico, os testes Enzyme-Linked Immunosorbent 

Assay (ELISA) e contraimunoeletroforese desenvolvidos para detecção de anticorpos no soro 

dos canídeos demonstram sensibilidade altamente variável (entre 40 a 90%) e a reatividade 

cruzada com outras espécies de parasitos é frequentemente detectada (GASSER et al., 1988, 

1992, 1994; BENITO et al., 2006; ANANDA & D’ SOUZA, 2015). 

Os ensaios de detecção de copro-antigenos (DNA e proteínas) desenvolvidos e 

aprimorados recentemente são os mais apropriados e relativamente mais práticos para o 

diagnóstico de infecção por Echinococcus sp. em canídeos. Apesar de possuirem limitações 

de sensibilidade, são específicos pelo menos para a detecção do gênero Echinococcus 

(ALLAN et al., 1992).  

Duas técnicas para o diagnóstico de infecções de Echinococcus em carnívoros vivos 

foram introduzidas e aprimoradas (ECKERT et al., 2001a) e tem tido um impacto importante 

em estudos epidemiológicos e, mais recentemente, sobre a vigilância durante os programas de 

controle da equinococose (CRAIG et al., 2015). Uma delas, baseia-se na detecção de 

proteínas copro-parasitárias ou coproantígenos (CA), por ensaio imunoenzimático (CA-
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ELISA) e a outra, na detecção de moléculas de DNA, por meio de PCR (copro-PCR ou copro-

DNA), em amostras de fezes de animais. 

A CA-ELISA é baseada na utilização de anticorpos policloniais contra antígenos 

somáticos (ALLAN et al., 1992), antígenos de secreção/excreção de proglótides (DEPLAZES 

et al., 1992) ou antígenos de metacestóides (BENITO & CARMENA, 2005) para a detecção 

dessas moléculas em amostras fecais. A metodologia, porém, não é capaz de diferenciar entre 

as espécies do gênero de Echinococcus (ECKERT et al., 2001a). Quando a carga parasitária é 

maior do que 50 helmintos, o método possibilita uma detecção gênero-específica com 

especificidade em torno de 97%. No entanto, a sensibilidade é relativamente limitada, 

resultando, por exemplo, numa média em torno de 60% para infecções naturais por               

E. granulosus s.l. em canídeos (ALLAN et al., 1992; JENKIS et al., 2000). Reação cruzada 

entre E. granulosus s.l. e T. hydatigena pode ocorrer em abordagens diagnósticas por CA-

ELISA (DEPLAZES et al., 1992). 

 Siavashi et al. (2006) utilizaram a CA-ELISA para a detecção da equinococose canina 

em três províncias iranianas relatando uma especificidade e sensibilidade do método de 74% e 

72%, respectivamente. Zare-Bidaki et al. (2009), utilizando a mesma metodologia em 

amostras de fezes de canídeos de Moghan Plain no Irã, encontraram 21,6% infectados com 

Echinococcus sp. A CA-ELISA também já foi aplicada para diagnosticar ou excluir a 

infecção por E. multilocularis em gatos, usando amostras fecais frescas ou previamente 

congeladas a -20°C (DEPLAZES & ECKERT, 1996; DEPLAZES et al., 1999).  

Vários estudos comparando CA-ELISA e a purgação com arecolina recomendam o 

uso do método enzimático devido a variações na eficácia da purgação (WACHIRA et al., 

1990; CRAIG et al., 1995; RUIZ et al., 1995; SCHANTZ, 1997).  

Farias et al. (2004) demonstraram índices de infecção distintos na análise de amostras 

de fezes de cães de áreas rurais de Santana do Livramento (RS). Em análise realizada antes do 

tratamento com anti-helmíntico, foram detectados 11,36% e 27,69% de cães parasitados, com 

a utilização, respectivamente, de purgação com arecolina e a CA-ELISA. Índices discrepantes 

também foram encontrados em nova avaliação realizada quatro meses após o término do 

tratamento, sendo observados 36,84% e 47,37% de cães infectados com a utilização de 

purgação e CA-ELISA, respectivamente.  

Embora os testes que utilizem coproantígenos facilitem o rastreio em larga escala em 

hospedeiros definitivos e por isso devam ser considerados (DEPLAZES et al., 1994; MORO 

et al., 1999), as necessidades de maior sensibilidade de detecção e da detecção específica da 
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espécie envolvida levou ao desenvolvimento de uma reação em cadeia da polimerase (copro-

PCR) para esta finalidade.  

O teste copro-PCR envolve a concentração de ovos a partir de materiais fecais, 

extração de DNA e a identificação de sequências-alvo específicas da espécie, utilizando 

primers de DNA. As sequências-alvo são freqüentemente direcionados para os DNAs 

ribossômico e mitocondrial, onde geralmente há um alto nível de heterogeneidade genética e 

mutação dentro dessas sequências, aumentando a presença de determinantes específicos de 

espécie (CRAIG & PAWLOWSKI, 2002).  

O primeiro método baseado em PCR para a detecção de DNA de Echinococcus sp. em 

amostras fecais, foi desenvolvido por Bretagne et al. (1993), para a deteceção de                     

E. multilocularis em raposas sendo, posteriormente, modificado e melhorado (MATHIS et al., 

1996; DINKEL et al., 1998). A PCR realizada no estudo mostrou uma especificidade de 

100% e sensibilidade média de 89%, variando de 78% a 100%, influenciadas pela carga de 

helmintos (DINKEL et al., 1998). Outros ensaios copro-PCR altamente sensíveis e 

específicos foram desenvolvidos para a detecção de E. multilocularis no rastreio da infecção 

em raposas em estudos epidemiológicos (VAN DER GIESSEN et al., 1999). O método é 

recomendado por Dinkel et. al. (1998) como um alternativo à IST. 

Mathis et al. (1996) realizaram tanto a extração de DNA de ovos de tenídeos quanto a 

PCR de acordo com o descrito por Bretagne et al. (1993), porém introduziram uma 

modificação para o isolamento dos ovos de amostras fecais. Realizando uma combinação de 

clivagem sequencial com um entre-passo de flutuação em solução de cloreto de zinco, os ovos 

oriundos de grandes volumes de amostra puderam ser concentrados em poucos microlitros de 

líquido e detectados por meio de microscópio invertido. A especificidade da PCR foi de 100% 

para E. multilocularis e a sensibilidade geral foi de 94% conforme determinado pela necropsia 

do intestino delgado de 55 raposas analisadas. 

Sequências de DNA repetidas de forma consecutiva (em tandem) no genoma foram 

identificadas como alvos úteis para o diagnóstico por PCR, devido à sua elevada abundância e 

um potencial grau de especificidade. Essas sequências foram previamente identificadas para a 

utilização em Schistosoma spp. Weinland, 1858 (HAMBURGER et al., 1991, 1998, 2001) e 

em outros helmintos, como Fasciola spp. Linnaeus, 1758 e Taenia spp. (MC REYNOLDS et 

al., 1986; GONZALEZ et al., 2000).  

Abbasi et al. (2003) pesquisaram as sequências em tandem utilizando o genótipo G1 

de E. granulosus s.l.  isolado de ovelhas, considerado o mais comum e o principal envolvido 

em infecções humanas (CUCHER et al., 2015). Embora com uma menor sensibilidade, os 
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iniciadores desenvolvidos para a sequência repetitiva EgG1 Hae III identificada no estudo, 

também amplificaram o DNA de protoescólices de E. granulosus s.l. de isolados de cavalo, 

camelo, bovino e de cistos hidáticos de cabra, demonstrando diferentes padrões de bandas. A 

elevada sensibilidade do ensaio foi demonstrada quando a positividade na PCR ocorreu para 1 

fentograma de DNA extraído a partir de fezes enriquecidas com um único ovo de 

Echinococcus. A elevada especificidade do teste foi demonstrada pela ausência de sinais de 

amplificação quando estavam presentes 10 nanogramas de DNA de E. multilocularis, três 

espécies de Taenia e D. caninum, assim como com o DNA de Mesocestoides sp. e T. canis. 

Para E. granulosus s.l., o diagnóstico da infecção em canídeos baseando-se na PCR, 

dependeu da identificação de sequências alvo adequadas para uma amplificação com elevada 

sensibilidade e especificidade. Primeiramente, iniciadores ou primers com base no gene 

mitocondrial citocromo c oxidase subunidade 1 (cox 1) foram desenvolvidos para a 

identificação de ovos de E. granulosus s.l. isolados de amostras ambientais (CABRERA et al., 

2002). Outros estudos também utilizaram a copro-PCR associada ao gene cox 1 com a mesma 

finalidade analisando fezes de cães do Japão (NONAKA et al., 2009) e da Lituânia 

(BRUZINSKAITE et al., 2009). 

Inúmeros trabalhos utilizaram a copro-PCR para a identificação de Echinococcus em 

estudos epidemiológicos realizados com canídeos da Argentina (SORIANO et al., 2010), 

Canadá (HIMSWORTH et al., 2010a,b), China (WANG et al., 2010; VANISCOTTE et al., 

2011), Iran (BEIROMVAND et al., 2011), Kosovo (SHERIFI et al., 2011), Suíça (NAGY et 

al., 2011) e França (UMHANG et al., 2012). Chaâbane-Banaoues et al. (2015), por exemplo, 

utilizaram a copro-PCR para a detecção de E. granulosus s.l. em amostras fecais de canídeos 

recolhidas do ambiente em oito diferentes regiões da Tunísia, encontrando índices de infecção 

entre  8,3% a 41,3% dependendo da região. Al-Jawabreh et al. (2015), utilizando a mesma 

metodologia em amostras de cães domésticos na Palestina, encontraram o índice de 18% de 

infecção com E. granulosus s.l. Laurimaa et al. (2015), utilizando também a copro-PCR em 

dois estudos diferentes na Estônia, obtiveram os índices de infecção de 7,1% para E. 

multilocularis em amostras de fezes de raposas e 2,2% para E. granulosus s.l. em fezes de 

cães urbanos. 

Estudos com abordagens moleculares envolvendo o diagnóstico de E. vogeli em fezes 

de canídeos são inexistentes. Na América do Sul, somente dois trabalhos no Brasil 

indentificaram o parasito em seu hospedeiro definitivo natural, porém, caracterizaram o 

material genético de vermes adultos coletados diretamente do intestino delgado de dois 

cachorros-vinagres da Ilha do Marajó no Pará (SANTOS et al., 2012; SOARES et al., 2014).   

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cha%C3%A2bane-Banaoues%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25888846
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A genotipagem de isolados de Echinococcus sp. tem se mostrado ser de suma 

importância devido à diferença nos ciclos biológicos, padrões de transmissão do parasito, a 

susceptibilidade do hospedeiro a diferentes genótipos, diferentes quadro clínicos em termos 

do tamanho dos cistos e gravidade, bem como a distribuição geográfica de cada espécie ou 

genótipo (MCMANUS & BOWLES, 1996; GROSSO et al., 2012; AL-JAWABREH et al., 

2015). 

O fato das mitocôndrias possuírem DNA próprio, possuirem taxas de evolução 

relativamente rápidas com herança exlusivamente materna e pela característica do mtDNA 

não sofrer recombinação, se tornaram úteis para discriminação de organismos intimamente 

relacionados (MCMANUS & BOWLES, 1996; MCMANUS & THOMPSON, 2003). 

Sequencias curtas de mtDNA podem ser úteis para distinguir indivíduos de espécies 

diferentes, incluindo helmintos (HAJIBABAEI et al., 2007). O gene mitocondrial codificador 

da citocromo c oxidase subunidade 1 (cox 1), por exemplo, é bastante utilizado em análises 

moleculares por PCR com o intuito de detectar e identificar as variantes genéticas existentes 

nas espécies do gênero Echinococcus, porém, o sequenciamento automático sempre 

complementa esses protocolos utilizados (BOWLES et al., 1992; BART et al., 2006; UTUK 

et al., 2008; BRUZINSKAITE et al., 2009; NONAKA et al., 2009; SORIANO et al., 2010; de 

LA RUE et al., 2011; XHAXHIU et al., 2011; MA et al., 2012; PARSA et al., 2012; 

SANTOS et al., 2012; CUCHER et al., 2015); 

Um novo protocolo de PCR utilizando o gene mitocondrial codificador da subunidade 

12S do rRNA mostra-se com promissoras sensibilidade e especificidade, respectivamente, 

para a detecção e diferenciação entre os isolados de Taenia sp. e Echinococcus sp., além de 

conter alvos polimórficos suficientes para a determinação das espécies de Echinococcus, sem 

a dependência do sequenciamento automático subsequente (ROELFSEMA et al., 2016). 

A taxonomia do gênero Echinococcus vem sofrendo inúmeras alterações ao longo das 

últimas décadas, já que novos dados moleculares e epidemiológicos vêm fornecendo 

evidências para a designação de espécies que antigamente eram reconhecidas como linhagens 

(BOWLES et al., 1992; NAKAO et al., 2007; SANTOS et al., 2012; ROMIG et al., 2015). 

São aceitas atualmente outras espécies para o gênero Echinococcus diferentemente das quatro 

espécies reconhecidas pela OMS (MORO & SCHANTZ, 2009; SAARMA et al., 2009; 

ROMIG et al., 2015). 

Diferentemente de E. multilocularis, E. oligarthrus e E. vogeli, E. granulosus é 

considerada uma única espécie com altas diversidades genotípica e fenotípica, sendo 

denominada atualmente de E. granulosus sensu lato e reconhecida como um conjunto de 
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espécies crípticas, que diferem consideravelmente em morfologia, desenvolvimento, 

especificidade de hospedeiro (incluindo infectividade e patogenicidade para o ser humano) e 

outros aspectos (SANTOS et al., 2012). Esta diversidade também se refletiu nos genomas 

mitocondriais e nucleares e levou à construção de árvores filogenéticas e hipóteses sobre a 

origem e dispersão geográfica dos vários táxons. Com base em características fenotípicas e 

sequências de genes, E. granulosus sensu lato (s.l.) foi subdividida atualmente em E. 

granulosus sensu stricto (s.s.) (composta pelos genótipos anteriormente identificados como 

variantes G1, G2 e G3), E. felidis (a antiga ―linhagem de leão‖), E. equinus (a ―linhagem de 

cavalo‖, genótipo G4), E. ortleppi (a ―linhagem do gado‖, genótipo G5) e E. canadensis 

(composta pela ―linhagem do camelo‖, genótipo G6, a ―linhagem do porco‖, genótipo G7 e 

duas "linhagens de cervídeos", genótipos G8 e G10) (MORO et al., 2009; SAARMA et al., 

2009; ROMIG et al., 2015). 

Com relação à caracterização molecular do material genético de metacestóides de       

E. vogeli e E. oligarthrus, o único estudo brasileiro utilizou 42 amostras obtidas de 

hospedeiros intermediários, entre pacas, cutias, tatus e isolados humanos, da região 

Amazônica do Brasil. Essa abordagem de Santos et al. (2012) envolveu a detecção por PCR e 

análise por sequenciamento dos amplicons obtidos utilizando marcadores mitocondrial (cox 1) 

e nucleares (Ag4 – maleato desidrogenase; Eg10 e P-29 – antígenos; ERK- quinase 

reguladora de sinal extracelular; Ir – receptor para insulina; e TGF – fator de crescimento e 

transformação). Os resultados demonstraram um alto grau de diferenciação entre as duas 

espécies e entre as espécies E. granulosus s.l., E. multilocularis e E. ortleppi utilizadas na 

comparação. Não foi detectada porém, variabilidade genética entre os isolados de                   

E. oligarthrus (n=4) e a variabilidade entre os isolados de E. vogeli (n=38) foi considerada 

baixa. 

No estado do Acre muitas pessoas habitam áreas isoladas que são de difícil acesso, 

onde a carne de animais silvestres, incluindo a da paca é frequentemente consumida como 

fonte de proteína, drente os animias terrestres caçados. 

Nesse contexto, o homem ao ir à caça e retornar, comumente desenvolve o hábito de 

alimentar seus cães com as vísceras cruas da paca abatida. As vísceras da paca que 

apresentam cistos hidáticos podem propiciar a infecção do cão, que, por sua vez, pode 

contaminar o ambiente domiciliar por meio de ovos de E. vogeli eliminados com suas fezes e 

criar condições para o desenvolvimento da equinococose policística humana. 

A análise coproparasitológica de cães domésticos que são alimentados regularmente 

com alimento proveniente de caça pode ser considerada um bom indicador da contaminação 
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do ambiente, sobretudo o peridomiciliar. Verificar o papel dos cães domésticos no elo entre à 

infecção humana e o ciclo natural que envolve E. vogeli, o cachorro-vinagre e a paca, não 

somente servirá de alerta para a possibilidade do desenvolvimento da doença no homem mas 

também poderá contribuir para o direcionamento de ações de intervenção, como orientações 

que levem a prevenção, diagnóstico, tratamento e acompanhamento por parte dos órgãos 

competentes. 

Aplicações de metodologias moleculares para a avaliação da infecção por E. vogeli em 

cães domésticos são inexistentes na literatura. Quando se refere a Echinococcus sp. e a  

análise fecal de cães domésticos do Brasil como um todo, os estudos com abordagens 

moleculares são escassos até mesmo nos locais onde E. granulosus s.l. é considerado 

endêmico. 

A utilização da reação em cadeia da polimerase para a detecção de DNA de 

Echinococcus nas fezes dos cães das áreas de estudo (juntamente com o sequenciamento dos 

DNAs detectados) agrega maior fidedignidade ao diagnóstico, pois além da avaliação 

qualitativa, permite também a distinção entre as espécies do gênero Echinococcus e as 

espécies de Taenia, contribuindo para estudos que venham analisar a estrutura dos DNAs 

detectados e as possíveis variações existentes entre os materiais genéticos identificados. A 

possibilidade do diagnóstico diferencial entre as espécies do gênero Echinococcus também é 

um aspecto importante a ser considerado, uma vez que, os agentes ainda não descritos nas 

aréas de estudo podem ser identificados. 

A análise de material biológico obtido de cães, mantendo os animais com vida e sem 

administração de purgativos, foram vantagens adicionais consideradas na elaboração da 

metodologia do presente estudo.  
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1 OBJETIVOS 

 

 

1.1 Geral 

 

Analisar fezes de cães domésticos (Canis familiaris) do estado do Acre quanto a 

presença de DNA de Echinococcus sp. utilizando a reação em cadeia da polimerase (PCR) 

para o gene mitocondrial codificador da subunidade I do citocromo C oxidase (cox 1). 

 

 

1.2 Específicos 

 

a) Analisar fezes de cães domésticos quanto à presença de ovos de tenídeos por meio da 

microscopia comum após o emprego de técnica de sedimentação espontânea; 

b) Reproduzir protocolo de PCR para o gene cox 1 de Echinococcus sp. testando 

previamente a reprodutibilidade e sensibilidade de detecção do amplicon esperado 

(450 bp) para posterior aplicação nas amostras do estudo; 

c) Realizar o sequenciamento automático dos amplicons obtidos para a confirmação das 

espécies detectadas na comparação com sequências de Echinococcus sp. depositadas 

no GenBank. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

2.1 Considerações éticas 

 

 

Esse estudo foi realizado de acordo com as avaliações éticas da Comissão de Ética no 

Uso de animais da Fiocruz - CEUA/Fiocruz e do Comitê de Ética em Pesquisa com Seres 

Humanos - CEP Fiocruz/IOC, sendo aprovado de acordo com o estabelecido nas licenças de 

cada comitê ético, L-035/2015 e 39632014.1.0000.5248 (CAAE), respectivamente. 

 

 

2.2 Áreas de estudo 

 

 

As amostras de fezes de cães foram coletadas de locais públicos e/ou residências (ou 

propriedades) localizadas no estado do Acre. As expedições foram realizadas em agosto de 

2014 e junho/julho de 2015. Todas as fazendas, colocações e colônias visitadas foram 

propriedades localizadas, respectivamente, em áreas rurais, seringais e assentamentos 

pertencentes aos municípios de Rio Branco (-67°48’30’’W e -6°58’32‖S), Bujari (-

67°57’08’’W e -9°49’50‖S), Xapuri (-68°30’16’’W e -10°39’06‖S) e Epitaciolândia (-

68°44’29’’W e -11°01’44‖S) (IBGE, 2016).  

Também foram incluídas nesse estudo, 14 amostras de fezes oriundas de cães de 

habitantes da Floresta Estadual do Antimary (FEA) no município de Sena Madureira (-

68°39’28’’W e -09°04’02‖S) (IBGE, 2016), coletadas em 2013 e cujos sedimentos fecais 

encontravam-se armazenados no Serviço de Referência Nacional em Hidatidose do 

Laboratório de Helmintos Parasitos de Vertebrados do Instituto Oswaldo Cruz Fiocruz 

(SRNH-LHPV-IOC/Fiocruz).  

A escolha das localidades foi baseada nos relatos de casos humanos de equinococose 

policística registrados anteriormente nos municípios de estudo (ALMEIDA, 2012). Os 

municípios de coleta estão representados na Figura 6.  
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Figura 6 – Localização das áreas estudadas no Acre 
 

 

Fonte: Ilustração de Heloisa Diniz do Serviço de Produção e Tratamento de Imagem – IOC/Fiocruz-RJ. 

 

 

Nas regiões de Floresta Amazônica, a divisão das localidades dentro dos estados e 

cidades é realizada pelas próprias associações de moradores. O que é conhecido como bairro 

nos outros estados do Brasil, nas áreas rurais do Acre pode ser chamado de seringal ou 

assentamento. O primeiro é caracterizado pela distribuição mais espaçada das famílias dentro 

de uma área de reserva florestal com o desenvolvimento de atividades exploratórias florestais 

sustentáveis. Os assentamentos são áreas que reúnem um número maior de famílias no mesmo 

local, com áreas menores e mais definidas para os peridomicílios, porém, com a vantagem de 

usufruir de recursos e serviços oferecidos pelo governo. Por sua vez, cada propriedade, seja 

no seringal ou assentamento, é diferenciada, respectivamente, pelo nome único de sua 

colocação ou colônia, sendo estas representações similares aos números das casas em um 

bairro, conforme acontece em outros estados brasileiros (PEREIRA, 2014). 

De acordo com dados do Portal do Governo do Acre, o estado foi incorporado ao 

Brasil em 1903 e possui 88% de cobertura florestal. Ele é o 15º em extensão territorial, com 

uma superfície de 164.221,36 km², correspondente a 4,26% da Região Norte e a 1,92% do 

território nacional. O Estado está situado num planalto com altitude média de 200 metros, 

localizado no sudoeste da Região Norte, entre as latitudes de -7°06´56‖N e longitude de -

73º48'05"N, latitude de -11º08’41"S e longitude -68º42'59"S. Os limites do Estado são 

formados por fronteiras internacionais com Peru e Bolívia e por divisas estaduais com os 

estados do Amazonas e Rondônia. As cidades mais populosas são: Rio Branco, Cruzeiro do 

Sul, Feijó, Tarauacá e Sena Madureira (PORTAL DO GOVERNO DO ACRE, O ESTADO, 

2015). Um mapa mais detalhado do Acre pode ser observado na Figura 7. 



42 

 

Figura 7 – Mapa do Acre 

 

 
 

Fonte: Intituto Brasileiro de Geografia e Estatística. Disponível em: < http://www.guiageo.com/acre.htm>. 

 

 

 

De acordo com dados do IBGE sobre a hidrografia e economia do Acre, a maioria das 

cidades e povoados acreanos se originou as margens dos rios. Os principais cursos d’água da 

rede hidrográfica correm na direção Nordeste e são afluentes da margem direita do rio 

Solimões, que a partir de Manaus recebe o nome de Amazonas. Estes rios são cheios de 

curvas, chamadas de ―meandros‖. No que se refere a outros usos econômicos, foram 

identificadas áreas onde predominam a exploração madeireira e o extrativismo vegetal de 

castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa) e de seringueira (Hevea guianensis), associados 

entre si, às lavouras alimentares para subsistência, a caça de animais silvestres e pesca. Os 

seringueiros, que além de explorarem a borracha e praticarem lavouras de subsistência, a 

pesca e a caça, são também envolvidos com atividades pecuárias (IBGE, 2016). 

A capital do Acre, Rio Branco, possui um grande número de bairros devido a um 

intenso processo migratório ocorrido nos anos 70. Isto fez a cidade concentrar metade da 

população, com cerca de 290.000 habitantes ocupando também o quinto lugar em extensão 

territorial no estado, 8.831 km
2
. O município de Rio Branco limita-se ao norte com os 

municípios de Bujari e Porto Acre; ao sul com os municípios de Xapuri e Capixaba; a leste, 

com o município de Senador Guiomard e a oeste, com o município de Sena Madureira. Rio 

Branco possui 15 projetos de assentamentos, totalizando uma área de 81.352 hectares 

(PORTAL DO GOVERNO DO ACRE. O ESTADO, 2015).   
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O município de Bujari situa-se às margens da BR 364, rodovia de 4.324,6 km que liga 

o Acre a São Paulo, e sua origem está relacionada ao comércio e ao extrativismo vegetal. 

Bujari era uma colocação de seringa pertencente ao seringal Empreza, atual cidade de Rio 

Branco. A urbanização ocorreu paralelamente à construção do trecho da BR 364 entre Rio 

Branco e Sena Madureira. A sede municipal de Bujari fica a 21 km da capital Rio Branco. Sua 

área é cortada por dois rios: o Antimari e o Andirá, que são de suma importância para a vida 

da população que vive nas suas margens. Bujari possui hoje a décima nona população do 

Estado e ocupa o décimo sexto lugar em tamanho de área. A economia local baseia-se no 

comércio, no extrativismo vegetal, na pecuária e na agricultura de subsistência, com destaque 

para a piscicultura e a produção de hortaliças. Apresentando 6.543 habitantes, o município 

abrange uma área de 3.037 km². Bujari limita-se ao norte, com o estado do Amazonas; ao sul, 

com o município de Rio Branco; a leste, com o município de Porto Acre e a oeste, com o 

município de Sena Madureira. Em Bujari encontra-se os Projetos de Assentamento 

Extrativistas (PAEs) Canary e São Pedro (Limoeiro), ambos com parte de suas áreas 

localizadas dentro da Floresta Estadual do Antimary, considerada uma Unidade de 

Conservação de Uso Sustentável (PORTAL DO GOVERNO DO ACRE. BUJARI, 2015).  

A Floresta Estadual do Antimary (FEA) foi criada em 1988, para promoção da 

conservação e do uso sustentável dos recursos florestais, como parte de uma política de uso 

do solo que pudesse ser utilizada como modelo para outras regiões da Amazônia. Esta área é 

composta pelo seringal Limoeiro e por parte dos seringais Arapixi, Pacatuba e Mapinguari. 

Encontra-se situada no município do Bujari, compreendendo uma faixa de terra cujo limite de 

um lado é o Estado do Amazonas e do outro a BR-364. A reserva abrange uma área que 

engloba a própria floresta (57.629 hectares) e áreas do Projeto Limoeiro (11.150 hectares). 

Com exceção das primeiras atividades de exploração realizadas em 2003 e 2004, a FEA não 

sofreu nenhuma forma de exploração madeireira, seja sobre planos de manejo ou de forma 

convencional. Entretanto, há muitos anos que a população local vem utilizando recursos 

florestais não madeireiros como forma de subsistência (AQUINO et al., 2011).  

Uma parte da FEA está localizada no município de Sena Madureira, abrigando cerca 

de 80 famílias de seringueiros nesta região. Sena Madureira, atualmente, é o terceiro 

município mais populoso do Estado e o segundo em extensão territorial. Ele representa o pólo 

econômico da regional Alto Purus e possui uma conexão muito intensa com Rio Branco, 

situada a uma distância de 136 km. Apresentando 34.230 habitantes, o município abrange 

uma área de 23.732 km². Sena Madureira limita-se ao norte com o estado do Amazonas; ao 

sul, com o município de Assis Brasil; a leste, com os municípios de Bujari, Rio Branco, 
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Xapuri e Brasiléia; a oeste com o município de Manuel Urbano e a sudoeste, com a República 

do Peru. O município conta com cinco projetos de assentamento: Favo de Mel, Oriente, João 

Batista, Uirapuru e Joaquim de Matos, um Projeto de Assentamento Rápido Mário Lobão, um 

Projeto de Assentamento Dirigido Boa Esperança, um Projeto de Assentamento Extrativista 

Riozinho, um Projeto Estadual Pólo agroflorestal Elias Moreira, dois Projetos de 

Assentamento Florestal Providência Capital e Valência, e a Reserva Extrativista 

Cazumbá/Iracema (CENAMO, 2011). 

Xapuri localiza-se ao sul do estado do Acre a 106 km da capital Rio Branco. Fundada 

oficialmente em março de 1904 teve seu surgimento diretamente relacionado à expansão do 

extrativismo da borracha no final do século XIX, que resultou na fundação dos seringais 

amazônicos. O município ocupa o nono lugar em população no Estado e a décima segunda 

posição em área. É o município mais visitado do estado por conta, principalmente, dos 

monumentos históricos da época da Revolução Acreana e da casa onde residia Chico Mendes. 

Xapuri limita-se ao norte com Rio Branco; ao sul, com o município de Epitaciolândia; a leste, 

com o município de Capixaba; a oeste, com o município de Sena Madureira e a sudoeste, com 

o município de Brasiléia. Apresentando 14.314 habitantes, o município abrange uma área de 

5.347 km². Em Xapuri encontra-se o Projeto de Assentamento Tupá, os PAE (Projeto de 

Assentamento Extrativista) Chico Mendes e Equador e os Projetos Estaduais em forma de 

Pólos Agroflorestais: Xapuri I e II (PORTAL DO GOVERNO DO ACRE. XAPURI, 2015). 

O município de Epitaciolândia possui sua sede municipal situada na margem direita do 

rio Acre localizando-se a 155 km da capital Rio Branco. Epitaciolândia possui uma forte 

ligação econômica com a cidade vizinha de Cobija (Bolívia) pela ponte do igarapé Bahia e 

mantém um grande intercâmbio comercial com a vizinha Brasiléia, por meio de uma ponte 

sobre o rio Acre. Epitaciolândia ocupa o décimo segundo lugar em número de população 

(13.434 habitantes) e o vigésimo segundo lugar em tamanho de área (1.655 km
2
), sendo o 

menor município do Estado do Acre. As principais atividades econômicas desenvolvidas no 

município são o comércio em pequena escala; a indústria madeireira e moveleira; a 

agricultura de subsistência; e uma crescente atividade pecuarista. Epitaciolândia limita-se ao 

norte, com o município de Xapuri; ao sul e a leste, com a Bolívia e a oeste, com o município 

de Brasiléia. O município possui dois projetos de assentamentos, o Pólo Agroflorestal de 

Epitaciolândia e o PAE Porto Rico, com este último, criado em 1991, assentando em torno de 

47 famílias em uma área de 7.530 hectares (SECRETARIA DE ESTADO DE MEIO 

AMBIENTE DO ACRE, 2012). 
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2.3 Obtenção das amostras de fezes de cães 

 

 

As amostras de fezes utilizadas no presente trabalho foram provenientes de residências 

ou propriedades das áreas de estudo cujo(s) proprietário(s) possuía(m) pelo menos um cão. A 

participação na pesquisa foi oficializada mediante a assinatura voluntária do termo de 

consentimento livre e esclarecido (ANEXO A) e disponibilidade para entrevista, cujas 

perguntas e respostas foram, respectivamente, orientadas e registradas na utilização de um 

questionário padrão (ANEXO B). Dentre todas as informações do questionário, as 

observações mais relevantes registradas foram o número de cães e de indivíduos residentes 

em cada local e o relato da prática de alimentação do(s) cão(es) com carne de caça, sobretudo 

com vísceras cruas de paca. Também foram considerados e tratados com a mesma 

importância, aquele(s) cão(es) que não recebiam às vísceras diretamente pelos proprietários 

mas que acabavam se alimentando do material descartado de forma inadequada. 

Cada residência ou propriedade foi considerada um ponto de coleta específico 

independente da quantidade de cães que lá residiam. Amostras de fezes, por ventura, 

encontradas em locais públicos como estradas (ou ramais) também foram coletadas e 

dispensaram a assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido.  

Quando possível, os pontos de coleta tiveram o registro fotográfico e as coordenadas 

geográficas obtidas com o auxílio de máquina fotográfica (FujiFilm – modelo FinePix XP30 - 

Japão) integrada com sistema de posicionamento global (GPS). Informações adicionais sobre 

os locais e os momentos de cada coleta foram registradas nos respectivos questionários 

aplicados e destinados a cada ponto. Imagens de alguns pontos de coleta e as características 

de alguns cães das áreas de estudo estão representadas nas Figuras 8 e 9, respectivamente. 

Após a explicação da importância do projeto no momento da visitação, foi realizada 

uma busca ativa no peridomicílio para a procura de fezes de cão(es) no ambiente, dando 

prioridade para os locais de maior circulação, permanência e preferência para a prática da 

defecação, com base nos comportamentos do(s) cão(es) observados pelo(s) proprietário(s) em 

cada ponto de coleta. A impossibilidade de permanência nos locais de coleta pelo tempo 

necessário à espera da defecação, fez com que fossem coletadas amostras de fezes eliminadas 

pelo(s) cão(es) fora dos momentos de visitação em praticamente quase todos os pontos, mas 

com priorização de amostras ainda úmidas e/ou pouco ressecadas. Amostras de fezes muito 

ressecadas e duvidosas quanto à procedência biológica, não foram coletadas. A busca pelas 

amostras foi facilitada nos locais em que o(s) proprietário(s) mantinha(m) o(s) cão(es) 
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contido(s) por certo período de tempo em um determinado local do peridomicílio. A obtenção 

de amostras recém-eliminadas foi facilitada em alguns locais, pelo próprio costume dos cães 

defecarem tão logo saírem da área da propriedade. O comportamento de caminhar rumo às 

áreas de florestas acompanhado de seu(s) cão(es) facilitou a coleta em alguns pontos, pois os 

proprietários promoveram tal atividade no momento da visitação. A ausência do(s) cão(es) no 

momento da visitação não impediu a coleta de amostra(s), em algumas localidades. 

Cada amostra de fezes de cães localizada no ambiente passou por um registro 

fotográfico e foi divida, com auxílio de luvas e palitos de madeira, em duas partes de tamanho 

aproximado, sendo transferidas para tubos de 50 mL (Figura 10). Um dos tubos recebeu 

formalina a 10% e o outro, etanol a 70%, ambos mantendo a proporção de uma parte de fezes 

e três do conservante. Cada tubo foi identificado de acordo com o mesmo número do ponto de 

coleta registrado no questionário e transportado de forma bem vedada para o laboratório. O 

município, o quantitativo, o ano e o ambiente de coleta das amostras oriundas do Acre estão 

descritas na Tabela 1. 

 

 Tabela 1 – Localidade, quantitativo, ambiente e ano de coleta das amostras de fezes do Acre 

Município 

Número de 

amostras 

(n=75) 

Ambient

e peridomiciliar 

(n=69) 

 

Estradas

* 

(n=06) 

Ano de 

coleta 

 

Sena Madureira 
 

14 
 

14 
 

----- 
 

2013 

Rio Branco 

Bujari 

6 6 ----- 2014 

7 6 1 2014 

Xapuri 36 33 3 2014 e 2015 

Epitaciolândia 12 10 2 2015 
 

Nota: * em todos os pontos foi visualizado pelo menos um cão errante circulando próximo da amostra. 

 

 

As amostras de fezes utilizadas como controles negativos na reação em cadeia da 

polimerase (PCR) foram àquelas recém-eliminadas provenientes de cães de residência do Rio 

de Janeiro (área não endêmica de equinococose), localizada no bairro de Anchieta 

(S22°82’63‖ e W43°39’05‖), zona norte da capital. Uma pessoa vivia no local na companhia 

de 11 cães (dois machos e nove fêmeas). Foram coletadas cinco amostras em setembro de 

2014 e os critérios para a utilização dessas amostras como controles estavam presentes: exame 

parasitológico de fezes negativo para ovos de helmintos; alimentação exclusiva com ração; 

circulação restrita ao interior da residência; e proprietário consentindo com a coleta mediante 

a assinatura voluntária de termo de consentimento livre e esclarecido. Essas amostras foram 

coletadas e conservadas da mesma maneira daquelas obtidas nas áreas de estudo. 

javascript:void(0)
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Figura 8 - Imagens representativas dos pontos de coleta das áreas de estudo 

  
 

Legenda: (A) propriedade de assentamento (colônia) em Xapuri; (B) propriedade de seringal (colocação) em 

Xapuri. 

Fonte: Serviço de Referência Nacional em Hidatidose – IOC/Fiocruz – RJ. 

 

 

Figura 9 - Imagens representativas das características dos cães das áreas de estudo 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Serviço de Referência Nacional em Hidatidose – IOC/Fiocruz – RJ. 
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Figura 10 - Imagens das fezes de cães no ambiente e da coleta de amostras 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Fonte: Serviço de Referência Nacional em Hidatidose – IOC/Fiocruz – RJ. 

 

 

  

2.4 Exame parasitológico de fezes 

 

 

Visando a procura de ovos de tenídeos, cada amostra de fezes mantida em formalina a 

10% foi submetida ao método de Lutz (LUTZ, 1919). Após a sedimentação em cálices 

apropriados, por no mínimo 12 horas, o material foi analisado entre lâmina e lamínula, em 

microscópio de campo claro (Nikon – modelo Eclipse E200 - China), com aumentos de até 

400 vezes. A inspeção da lâmina foi realizada a partir da escolha de um canto, promovendo-se 

uma análise até o canto oposto, em movimentos de ida e volta, procurando sempre sobrepor 

parcialmente os campos microscópicos por toda a extensão da lâmina delimitada pela 

lamínula. A análise do sedimento contou com a participação de pelo menos dois profissionais 

capacitados. Foram realizados registros fotográficos dos ovos encontrados com câmera digital 

(Nikon – modelo DS-Fi1 - China) acoplada ao microscópio e as imagens foram editadas em 
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um analisador digital de imagens equipado com o programa Nis-Elements AR (Nikon – 

EUA). Além de ovos de tenídeos, ovos de outros helmintos também foram considerados e 

registrados da mesma maneira. 

As amostras de Sena Madureira obtidas em 2013 cujos sedimentos já estavam 

mantidos em tubos com etanol a 70% no SRNH-LHPV-IOC/Fiocruz também foram 

analisadas de forma similar às amostras coletadas em 2014 e 2015, mesmo não tendo sido 

conservadas em formalina a 10%. 

  

 

2.5 Análise morfométrica 

 

 

Todos os ovos esféricos ou subglobulares contendo embrióforo radialmente estriado e 

ganchos no embrião (característicos de tenídeos) encontrados no sedimento fecal foram 

medidos com relação ao tamanho dos seus comprimento e largura totais com a utilização do 

analisador digital de imagens equipado com o programa Nis-Elements AR (Nikon – EUA). O 

mesmo ocorreu para os outros os ovos de helmintos encontrados, sobretudo para os de 

tricurídeos, uma vez que as medições obtidas contribuiriam para a distinção entre os ovos de 

Trichuris sp. e Calodium hepaticum. 

 

 

2.6 Extração e quantificação de DNA total das fezes 

 

 

As amostras de fezes mantidas em etanol a 70% foram submetidas a uma 

sedimentação espontânea. Após a sedimentação em cálices apropriados, por no mínimo 12 

horas, os sedimentos resultantes foram armazenados a -20°C até serem utilizados no 

protocolo de extração. O kit empregado para extração foi o QIAamp DNA Stool Mini Kit 

(QIAGEN Sample & Assay Technologies - Alemanha), com a implementação de duas etapas 

adicionais prévias àquelas descritas pelo fabricante (utilização de pérolas de vidro e mistura 

de polivinipirrolidona na amostra) e uma modificação no próprio protocolo do kit cujo tempo 

de incubação das amostras a 95°C no tampão de lise ASL foi realizado por 60 minutos e não 

por 5 minutos conforme o recomendado. 
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Para extração de DNA total foram misturados em tubos com capacidade de 1,5 mL, 

200 µL de sedimento fecal, 0,2 gramas de pérolas de vidro de 425 a 600 µm de diâmetro 

(SIGMA - Brasil), 1,0 mL do tampão ASL do kit e 120 µL de polivinilpirrolidona a 10% 

(PVP – SIGMA - Brasil). Somente após agitação dos tubos em agitador (Scientific Industries 

– modelo Vortex Genie 2 - EUA) por três minutos, na rotação máxima, com intervalos de três 

minutos entre cada agitação, que as etapas do protocolo estabelecido pelo fabricante do kit 

foram executadas. A partir de então os tubos foram levados ao termobloco (Labnet – modelo 

Accublock - EUA) e aquecidos a 95°C por 60 minutos. Para separar as pérolas de vidro do 

sobrenadante, os tubos foram levados à centrífuga (Eppendorf – modelo Centrifuge 5415 C - 

Alemanha) promovendo-se uma leve centrifugação (spin) durante 30 segundos. O material 

oriundo da lise foi transferido para tubo com capacidade de 2,0 mL, sendo centrifugado a 

14.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi utilizado para dissolver a pastilha inhibitex 

(própria do kit) em outro tubo de 2,0 mL e a mistura foi centrifugada a 14.000 rpm durante 3 

minutos. O novo sobrenadante foi então transferido para tubo de 1,5 mL e uma centrifugação 

a 14.000 rpm por 3 minutos foi realizada. Todo sobrenadante resultante foi transferido para 

outro tubo de 1,5 mL, porém apenas 200 µL desse conteúdo foram misturados a 15 µL de 

proteinase K e a 200 µL do tampão AL do kit. Após incubação a 70°C em termobloco por 10 

minutos, o conteúdo foi misturado a 350 µL de etanol absoluto e agitado em vórtex, na 

máxima velocidade, sendo transferido logo em seguida para o interior da coluna QIAamp 

Spin Collum já acoplada em tubo coletor de 2,0 mL, fornecidos pelo kit. O material foi 

centrifugado a 14.000 rpm por 1 minuto e a mesma coluna foi acoplada em outro tubo coletor 

de 2,0 mL, desprezando-se o conteúdo filtrado. No interior da coluna foram adicionados 500 

µL do tampão AW1 do kit e o conteúdo foi novamente centrifugado a 14.000 rpm por 1 

minuto, procedendo da mesma maneira com 500 µL do tampão AW2 do kit, com a utilização 

da mesma coluna e descartando também o conteúdo filtrado. O DNA total extraído foi 

recolhido em um tubo de 1,5 mL após a adição de 100 µL do tampão AE do kit e 

centrifugação a 14.000 rpm por 1 minuto. 

Um total de 2,0 µL de cada conteúdo resultante da extração foi submetido a 

quantificação de DNA total em espectrofotômetro (Uniscience - modelo  NanoDrop 

Spectrophotometer ND-1000 - EUA) e o restante do extrato foi mantido a -20°C até ser 

utilizado no protocolo da reação em cadeia da polimerase (PCR). A concentração de DNA 

total de cada amostra foi expressa pelo equipamento em ng/µL. 
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2.7 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

 

 

O preparo das reações de PCR foi realizado em tubos de 0,2 mL manipulados em 

estação de trabalho de uso específico para esta finalidade (Câmara asséptica – Permution - 

Brasil). O interior da estação foi irradiado previamente com luz ultravioleta por, no mínimo, 

15 minutos. Os DNAs controles, bem como todos os conteúdos de DNA total extraídos a 

serem analisados, foram aplicados nos tubos de reação em ambiente limpo e previamente 

irradiado com luz ultravioleta, fornecido por fluxo laminar de cabine de segurança biológica 

(Telstar – modelo Bio II A/P - Espanha). A manipulação dos DNAs a serem aplicados nos 

tubos de reação foi realizada em sala diferente do local onde as reações foram preparadas. 

 

 

2.7.1 Controles da PCR 

 

 

Durante todas as reações de PCR foram incluídos controles positivo e negativo. O 

DNA utilizado como controle positivo em todas as PCRs realizadas foi proveniente de 

extração de protoescólices (mestacestóide) de E. granulosus s.s. (G1), isolado de pulmão de 

bovino. O único teste no qual se incluiu também mais um controle positivo diferente foi a 

PCR realizada para avaliação prévia da reprodutibilidade do protocolo adotado. Nesta, foi 

utilizado também DNA proveniente de extração de protoescólices de E. ortleppi (genótipo 5), 

isolado de pulmão de bovino. Ambos DNAs (controles positivos) foram cedidos já extraídos 

pelo professor e pesquisador Dr. Henrique Bunselmeyer Ferreira do Laboratório de Genômica 

Estrutural e Funcional do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do 

Sul.  

Os controles negativos utilizados nas PCRs incluíram reações isentas de aplicação de 

DNA e a utilização dos extratos de DNA total provenientes de cinco amostras fecais de cães 

residentes fora da área de estudo (Rio de Janeiro). 
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2.7.2 Testes prévios para a avaliação da reprodutibilidade e sensibilidade do protocolo de 

PCR 

 

 

O teste de reprodutibilidade foi realizado com a utilização de 0,5 µL de E. ortleppi 

(genótipo 5) na concentração de 8,520 ng/µL e 0,5 µL de DNA de E. granulosus s.s. 

(genótipo 1) na concentração de 30,700 ng/µL. Os DNAs foram quantificados previamente 

em espectrofotômetro (Uniscience - modelo  NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 - EUA). 

O teste foi realizado com reações de 50,0 µL de volume total e também incluiu um controle 

negativo isento de qualquer fonte de DNA. A concentração final de DNA utilizada na PCR 

para cada controle positivo foi de 0,085 ng/µL para E. ortleppi e 0,307 ng/µL para                 

E. granulosus s.s. (G1) 

O teste de sensibilidade foi realizado com a utilização de 1,0 µL de DNA controle de 

E. granulosus s.s. (genótipo 1 - concentração de 330,200 ng/µL) e 1,0 µL de cada DNA 

proveniente de concentrações diferentes obtidas por meio de diluições realizadas com o DNA 

controle em água ultrapura. A partir do tubo contendo DNA controle na concentração de 

330,200 ng/µL foram realizadas oito diluições seriadas, praticando-se diluições de dez vezes 

com relação à anterior, obtendo-se concentrações que variaram desde 33,0 ng/µL até 

0,000003 ng/µL. A sensibilidade para detecção do DNA controle foi testada em reações de 

50,0 µL que além de incluir um controle negativo isento de qualquer fonte de DNA, contou 

com uma PCR capaz de avaliar diferentes concentrações de DNA que foram testadas dentro 

da faixa entre 0,00000006 ng/µL e 6,600 ng/µL de concentração final. 

 

 

2.7.3 PCR com as amostras do estudo 

 

 

Todos os conteúdos totais extraídos de cada sedimento fecal foram submetidos ao 

protocolo de PCR desenvolvido inicialmente por Bowles et al., 1992 e aprimorado 

(SANCHEZ et al., 2010; SANTOS et al., 2012). Os extratos foram testados quanto a 

apresentação de sinais de amplificação de fragmento de 475 bp (amplicon) do gene 

codificador para a subunidade 1 da citocromo C oxidase (cox 1). Os iniciadores (ou primers) 

utilizados foram os desenhados incialmente para regiões conservadas de cox 1 publicadas para 

Fasciola hepatica Linnaeus,  1758, sendo eles, o iniciador direto                                            
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5’-TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3’, denominado de CO1f e o reverso, 5’- 

TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG-3’, denominado de CO1r. As condições adotadas 

utilizadas na PCR para estes iniciadores incluíram as modificações realizadas com relação à 

concentração de reagentes (SANCHEZ et al., 2010) (Tabela 2) e àquelas estabelecidas por 

Santos et al. (2012) com relação às condições térmicas (Quadro 1).  

 

 

Tabela 2 - Reagentes, concentrações e volumes utilizados na PCR para o gene cox 1 
 

REAGENTES E  

CONCENTRAÇÃO DE USO 

CONCENTRAÇÃO 

NA REAÇÃO 

VOLUME 

UTILIZADO 

NA REAÇÃO (µL) 

Água ultrapura q.s.p. p/** 50 µl 26,2-29,2 

Tampão (10X)* 1X 5,0 

MgCl2 (50 mM)* 2,5 Mm 2,5 

dNTPs (mistura 2mM)* 0,2 mM ou 200 µM 5,0 

Iniciador CO1F 20 pmol 1 pmol/µl 2,5 

Iniciador CO1R 20 pmol 1 pmol/µl 2,5 

Taq DNA Polimerase (5 U/µl)* 1,5 U/µl 0,3 

Conteúdo extraído (DNA total) variada*** 3,0-6,0 
 

Legenda: * Invitrogen (Brasil); ** q.s.p. p/=quantidade suficiente para;*** 0,128-6,100 ng/µL (PCR com 3,0 

µL) e 0,253-12,200 ng/µL (PCR com 6,0 µL). 

 

 

 

 

    Quadro 1 - Condições térmicas utilizadas na PCR para o gene cox 1  
 

 
Total de ciclos 

Etapa 1 Hot Start Desnaturação a 94°C por 4 minutos 1 

Etapa 2 

Ciclo 1 

2 Desnaturação Hibridização Extensão 

94°C / 45‖  55°C / 45‖ 72°C / 45‖ 

Etapa 3 

Ciclo 2 

2 Desnaturação Hibridização Extensão 

94°C / 45‖ 54°C / 45‖ 72°C / 45‖ 

Etapa 4 

Ciclo 3 

2 Desnaturação Hibridização Extensão 

94°C / 45‖ 53°C / 45‖ 72°C / 45‖ 

Etapa 5 

Ciclo 4 

2 Desnaturação Hibridização Extensão 

94°C / 45‖ 52°C / 45‖ 72°C / 45‖ 

Etapa 6 

Ciclo 5 

2 Desnaturação Hibridização Extensão 

94°C / 45‖ 51°C / 45‖  72°C / 45‖ 
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Quadro 1 – continuação.  

 

Etapa 7 

 

Ciclo 6 

2 Desnaturação Hibridização Extensão 

94°C / 45‖ 50°C / 45‖ 72°C / 45‖ 

Etapa 8 

Ciclo 7 

2 Desnaturação Hibridização Extensão 

94°C / 45‖ 49°C / 45‖ 72°C / 45‖ 

Etapa 9 

Ciclo 8 

2 Desnaturação Hibridização Extensão 

94°C / 45‖ 48°C / 45‖ 72°C / 45‖ 

Etapa 10 

Ciclo 9 

2 Desnaturação Hibridização Extensão 

94°C / 45‖ 47°C / 45‖ 72°C / 45‖ 

Etapa 11 

Ciclo 10 

2 Desnaturação Hibridização Extensão 

94°C / 45‖ 46°C / 45‖ 72°C / 45‖ 

Etapa 12 

Ciclo 10 

20 Desnaturação Hibridização Extensão 

94°C / 45‖ 45°C / 45‖ 72°C / 45‖ 

Etapa 13 Extensão final Alongamento a 72°C por 7 minutos 1 
     

 

 

Os DNAs totais provenientes das amostras de estudo foram testados em dois testes de 

PCR com a utilização de volumes diferentes de conteúdo extraído nas reações. Primeiramente 

o volume de 3,0 µL foi definido tomando-se por base a quantificação prévia dos DNAs totais 

extraídos para que todos fossem utilizados dentro da faixa de concentração verificada no teste 

de sensibilidade de detecção do DNA controle. Uma segunda PCR foi realizada com 6,0 µL 

dos conteúdos extraídos, independentemente da concentração de DNA total observada na 

quantificação. As concentrações finais de DNA total utilizadas nas duas PCRs variaram entre 

0,128 e 6,100 ng/µL para a PCR utilizando 3,0 µL e entre 0,253 e 12,200 ng/µL para a PCR 

com 6,0 µL. 
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2.7.4 Spiking com as amostras negativas e PCR de contraprova 

 

 

Todas as amostras do estudo supostamente negativas nos dois testes de PCR 

realizados, só foram consideradas isentas da presença de DNA de Echinococcus sp. 

(considerando o protocolo adotado) após verificação da possibilidade de inibição das reações.  

Foi realizado spiking (contaminação proposital da amostra com DNA conhecido) com 

o DNA controle de E. granulosus (genótipo 1) em uma parte de cada conteúdo extraído das 

amostras primariamente negativas e, em seguida, uma nova PCR para a busca de sinais de 

amplificação. 

O spiking foi promovido em tubos de 1,5 mL com a junção de 2,0 µL de DNA 

controle (concentração de 3,070 ng/µL) e 10,0 µL de cada conteúdo fecal extraído das 

amostras em questão, obtendo-se a concentração final de 0,511 ng/µL de DNA controle em 

cada extrato. 

A PCR foi realizada com reações de 50,0 µL de volume total utilizando 1,0 µL de 

DNA do conteúdo de cada spiking, empregando a concentração final de 0,010 ng/µL de DNA 

controle para cada reação. Esta concentração de DNA controle estava de acordo com testado 

previamente no teste de sensibilidade da PCR. 

As amostras que apresentaram o amplicon esperado (450 bp) na PCR realizada após o 

spiking foram consideradas orginalmente negativas quanto a presença de DNA de 

Echinococcus sp., pois os seus conteúdos foram incapazes de inibir a última PCR e puderam 

ser analisados como contraprova das primeiras PCRs com relação a presença de inibidores 

não removidos no protocolo de extração. As amostras que permaneceram negativas foram 

consideradas indeterminadas. 

 

 

2.7.5 Eletroforese e visualização dos sinais de amplificação das PCRs 

 

 

O procedimento adotado para a eletroforese de todos os testes de PCR foi o descrito 

por Sambrook & Russel (2001). Um volume de 10,0 µL de cada amostra foi misturado com 

2,0 µL de tampão carreador (Blue/Orange Loading Dye – Promega - Brasil) e 5,0 µL de 

corante GelRed (Biotium - Brasil) previamente diluído 500 vezes em água ultrapura. A 
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mesma proporção entre amostra, tampão carreador e GelRed foi utilizada para o marcador de 

peso molecular 100 bp DNA Ladder (Promega - Brasil). O conteúdo foi aplicado em gel de 

agarose (Promega - Brasil) a 1,0%. A eletroforese das amostras no gel foi realizada por 

aproximadamente 60 minutos em tampão TBE (Tris-borato-EDTA) 1X (Promega - Brasil) no 

interior de cuba apropriada (Hoefer – modelo SUB 15 - EUA). A condição de 90 volts foi 

mantida por fonte de eletroforese (BioRad – modelo Power PAC 1000) durante o 

procedimento. Após a eletroforese, os sinais de amplificação bem como o marcador de peso 

molecular foram observados no gel e fotografados por meio de sistema de foto-documentação 

(BioRad – modelo Gel Doc 2000 - EUA) associado ao programa Quantity One – Versão 4.6.9 

Basic (BioRad - EUA). 

 

 

2.8 Sequenciamento automático e análise dos DNAs detectados 

  

 

Para o sequenciamento automático dos amplicons resultantes da PCR, os produtos das 

reações foram purificados utilizando o kit illustra
TM 

GFX
TM

 PCR DNA and Gel Band 

Purification Kit (GE Healthcare – Reino Unido), seguindo as instruções do fabricante. Ambas 

as fitas de DNA foram sequenciadas utilizando os iniciadores PCO1f e PCO1r e o kit 

comercial ABI Prism
TM

 BigDye Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems - EUA). 

A análise das sequências foi realizada no sequenciador automático Analisador de DNA ABI 

3730 (Applied Biosystems - EUA), da subunidade RPT01A de Sequenciamento Automático – 

IOC/RJ da Rede de Plataformas Tecnológicas Fiocruz. As duas sequências nucleotídicas 

obtidas (senso e antisenso) foram analisadas, alinhadas e editadas com o auxílio da versão 4.9 

do programa Sequencher 
TM

 (Gene Codes Corporation - EUA) e, posteriormente, comparadas 

com as sequências de Echinococcus sp. depositadas no GenBank - National Center for 

Biotechnology Information dos Estados Unidos (NCBI-EUA), com o auxílio da ferramenta 

BLAST do próprio NCBI-EUA. O acesso aos programas e as instruções de utilização foram 

promovidos pela colaboração da Dra Luciana Trilles do Laboratório de Micologia Ambiental 

do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas – INI/Fiocruz-RJ.  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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3 RESULTADOS 

 

 

3.1 Amostras obtidas   

 

 

O número de amostras de fezes de cães analisadas no estudo foi 80, sendo 75 oriundas 

do Acre e 05 do Rio de Janeiro. As amostras do Acre foram coletadas em 44 pontos de coleta 

distribuídos pelas áreas de estudo. Com exceção de 06 amostras coletadas em estradas (01 de 

Bujari, 03 de Xapuri e 02 de Epitaciolândia), todas as demais do Acre (n=69) foram coletadas 

no ambiente peridomiciliar das residências ou propriedades visitadas. 

Não houve relato da administração de anti-helmíntico nos cães de todos os pontos de 

coleta visitados no Acre e a falta de informações fidedignas quanto ao sexo e a idade dos cães 

na maior parte dos pontos visitados impossibilitou o registro adequado desses dados. 

As Tabelas 3, 4, 5, 6 e 7 demonstram informações sobre os pontos de coleta em cada 

município. As tabelas descrevem o número de amostras coletadas, o número de cães e de 

indivíduos residentes nos locais, o tipo de área onde a propriedade estava inserida (entre 

fazenda, assentamento ou seringal) e se havia relato da oferta de vísceras de animais de caça 

(incluindo pacas) para a alimentação dos cães. 

A Figura 11 demonstra os municípios de estudo no Acre apontando a localização 

geográfica de 36 dos 44 pontos de coleta de amostras de fezes. Não foi possível a obtenção 

das coordenadas geográficas de 08 pontos de coleta no momento da visitação (06 pontos de 

Xapuri e 02 de Epitaciolândia). A figura demonstra também o número de amostras obtidas em 

cada ponto, além de informações referentes ao mapeamento dos locais onde existe a prática da 

alimentação do(s) cão(es) com carne de caça, incluindo vísceras de pacas. 

 

Tabela 3 – Informações sobre os pontos de coleta em Sena Madureira - AC 
 

Município 
Ponto 

(P) 

Amostras 

coletadas 

(n=14) 

N° de  

cães 

(n=31) 

N° de 

pessoas 

(n=27) 

Tipo  

de  

área 

Alimentação 

dos cães com 

vísceras* 

Sena 

Madureira 

 

P1 
 

2 
 

3 
 

4 
 

assentamento sim 

P2 7 12 5 assentamento sim 

P3 5 16 18 assentamento sim 
 

Legenda: * vísceras cruas de animais de caça, incluindo pacas. 
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Tabela 4 – Informações sobre os pontos de coleta em Rio Branco - AC 

Município 
Ponto 

(P) 

Amostras 

coletadas 

(n=06) 

N° de  

cães 

(n=09) 

N° de 

pessoas 

Tipo  

de  

área  

Alimentação 

dos cães com 

vísceras* 

Rio Branco 

 

P4 
 

2 
 

4 
 

5*** 
 

fazenda 
 

    não** 

P5 4 5 12 assentamento sim 
 

Legenda: * vísceras cruas de animais de caça, incluindo pacas; ** a alimentação não incluía carne de caça, 

porém, pelo menos dois cães possuíam acesso às carcaças de animais de produção mortos ou abatidos (bovinos e 

ovinos); *** pelo menos 5 pessoas residiam na propriedade, com exceção dos funcionários. 

 
 

 

Tabela 5 – Informações sobre os pontos de coleta em Bujari - AC 

Município 
Ponto 

(P) 

Amostras 

coletadas 

(n=07) 

N° de  

cães 

(n=17) 

N° de 

pessoas 

(n=19) 

Tipo  

de  

área 

Alimentação 

dos cães com 

vísceras* 

Bujari 

 

P12 
 

1 2 
 

4 
 

seringal 
 

sim 

P13 2 8 5 seringal sim 

P14 2 5 8 seringal sim 

P15 1 1 ----- estrada ----- 

P16 1 1 2 seringal sim 
  

Legenda: * vísceras cruas de animais de caça, incluindo pacas. 

 

 

Tabela 6 – Informações sobre os pontos de coleta em Epitaciolândia - AC 

Município 
Ponto 

(P) 

Amostras 

coletadas 

(n=12) 

N° de  

cães 

(n=19) 

N° de 

pessoas 

(n=22) 

Tipo de  

área da 

propriedade 

Alimentação 

dos cães com 

vísceras* 

Epitaciolândia 

 

P25 
 

3 3 
 

3 
 

assentamento 
 

sim 

P26 2 3 5 assentamento sim 

P27 2 4 6 assentamento sim 

P28 1 1 ----- estrada ----- 

P29 1 1 ----- estrada ----- 

P34 2 6 5 seringal sim 

P35 1 1 3 seringal sim 
    

   Legenda: * vísceras cruas de animais de caça, incluindo pacas. 

 

Tabela 7 – Informações sobre os pontos de coleta em Xapuri - AC 
 

Município 
Ponto 

(P) 

Amostras 

coletadas 

N° de  

cães 

N° de 

pessoas 

Tipo  

de  

Alimentação 

dos cães com 
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(n=36) (n=69) (n=97) área vísceras* 

Xapuri 

 

P6 
 

1 
 

1 ----- 
 

estrada 
 

----- 

P7 1 1 ----- estrada ----- 

P8 1 3 ----- estrada ----- 

P9 2 4 10 assentamento não 

P10 2 3 2 fazenda sim 

P11 3 2 3 assentamento sim 

P17 

P18 

P19 

P20 

P21 

P22 

P23 

P24 

P30 

P31 

P32 

P33 

2 

1 

1 

2 

1 

1 

2 

2 

1 

1 

1 

1 

4 

2 

1 

3 

1 

2 

2 

3 

1 

1 

3 

3 

2 

3 

3 

2 

6 

4 

5 

3 

3 

6 

3 

7 

assentamento 

seringal 

seringal 

assentamento 

seringal 

seringal 

fazenda 

assentamento 

seringal 

seringal 

seringal 

seringal 

sim 

não 

sim 

sim 

não 

sim 

sim 

não 

sim 

sim 

sim 

sim 

P36 

P37 

P38 

P39 

P40 

P41 

P42 

P43 

P44 

1 

1 

1 

1 

2 

1 

1 

1 

1 

1 

3 

3 

7 

3 

3 

1 

7 

1 

2 

2 

5 

6 

5 

3 

4 

4 

4 

assentamento 

seringal 

seringal 

seringal 

seringal 

assentamento 

assentamento 

assentamento 

assentamento 

sim 

sim 

sim 

sim 

sim 

sim 

sim 

sim 

sim 
 

Legenda: * vísceras cruas de animais de caça, incluindo pacas. 

 

 

 

 

Figura 11 – Municípios do Acre com os pontos de coleta do estudo 
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Legenda: P= ponto de coleta; n° entre parênteses= quantidade de amostras coletadas no ponto; ■ pontos de 

coleta onde o(s) cão(es) não são alimentados com carne de caça (n=4); ♦ pontos de coleta sem 

informação sobre a alimentação do(s) cão(es) (n=6); ● pontos de coleta com relato de cão(es) sendo 

alimentado(s) com carne de caça, incluindo vísceras de pacas (n=24);     pontos de coleta onde foram 

detectadas amostras de fezes de cães com DNA de Echinococcus sp. (n=2; P1 – E. vogeli; P4 – E. 

granulosus s.s./genótipo 1). 

Fonte: Ilustração de Heloisa Diniz do Serviço de Produção e Tratamento de Imagem – IOC/Fiocruz-RJ.  

 

 

3.2 Exame parasitológico de fezes 
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Foram encontrados ovos de helmintos em 31 (41,33%) das 75 amostras oriundas do 

Acre (Tabela 8). Ovos de cestódeos foram encontrados em 02 amostras, sendo de 

Vampirolepis nana (= Rodentolepis nana, Hymenolepis nana) em uma (1,33%) e de tenídeo, 

em outra (1,33%). Também foram visualizados ovos de ancilostomídeos em 20 amostras 

(26,67%), Toxocara sp. em 09 (12,0%), Trichuris sp. em 06 (8,0%) e S. lupi em 01 (1,33%). 

Dentre as 31 amostras positivas, em 05 (16,13%) foram detectadas poliparasitismo, com a 

presença de dois e três ovos de diferentes táxons de helmintos em 03 (9,68%) e 02 (6,45%) 

amostras, respectivamente. De um total de 44 pontos de coleta, as amostras positivas (n=31) 

compreenderam 23 pontos (52,27%).  

 

 

 Tabela 8 – Resultado do exame parasitológico de fezes de cães por município de estudo do Acre 

Município 

Total de amostras Amostras positivas 

analisadas 

(n=75) 

negativas  

(n=44 / 

58,67%) 

positivas  

(n=31 /  

41,33%) 

monoparasitadas 

(n=26 /  

83,87%) 

poliparasitadas 

(n=5 /  

16,13%) 
 

Sena Madureira 
 

14 
 

8 (57,14%) 
 

6 (42,86%) 
 

6 (100,00%)                 ---- 

Rio Branco 

Bujari 

6 2 (33,33%) 4 (66,67%)         1 (25,00%)            3 (75,00%) 

7 2 (28,57%) 5 (71,43%) 5 (100,00%)                 ---- 

Xapuri 36 23 (63,89%) 13 (36,11%)        12 (92,30%)            1 (7,70%) 

Epitaciolândia 12 9 (75,00%) 3 (25,00%)         2 (66,67%)            1 (33,33%) 

 
 

As tabelas 9, 10, 11, 12 e 13 descrevem, por município, os ovos de helmintos 

encontrados nas amostras em cada ponto de coleta. Não foram encontrados ovos de helmintos 

nas amostras (n=05) oriundas do Rio de Janeiro. 

 
 

  Tabela 9 – Pontos de coleta e ovos de helmintos encontrados nas amostras de Sena Madureira 

Município 
Ponto de coleta 

(P) 

Identificação           

das amostras (n=6) 
Ovos encontrados 

Sena Madureira 

 

P1 
 

35-SM-A Ancilostomídeo 

P2 

75-SM-A 
 

Ancilostomídeo 

76-SM-A Ancilostomídeo 

77-SM-A Ancilostomídeo 
 

P3  

 

Ancilostomídeo 
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134-SM-A 

135-SM-A Toxocara sp. 

Legenda: SM= Sena Madureira; A= amostra A. 

 

 

 

Tabela 10 – Pontos de coleta e ovos de helmintos encontrados nas amostras de Rio Branco 

Município 

 

Ponto de coleta 

(P) 

 

Identificação           

das amostras (n=4) 

 

Ovos encontrados 

Rio Branco 

 

P4 

 

 

01-RB-B 

 

Ancilostomídeo /  

Trichuris sp. / Tenídeo 

 

P5 

 

02-RB-A 

 

Ancilostomídeo /  

Trichuris sp. / Spirocerca lupi 
 

 

03-RB-A 

 

 

Ancilostomídeo / Trichuris sp. 
 

 

03-RB-B 

 

 

Ancilostomídeo 
  

  Legenda: RB= Rio Branco; A= amostra A; B= amostra B. 

 

 

 

Tabela 11 – Pontos de coleta e ovos de helmintos encontrados nas amostras de Bujari 

Município 

 

Ponto de coleta 

(P) 

 

Identificação           

das amostras (n=5) 

 

Ovos encontrados 

Bujari 

 

P12 
 

10-B-A 
 

Ancilostomídeo 
 

P13 
 

11-B-A 
 

Ancilostomídeo  
 

P14 
 

 12-B-B’ 
 

Ancilostomídeo 
 

P15 
 

13-B-A 
 

Ancilostomídeo 
 

P16 
 

14-B-A 
 

Ancilostomídeo 
 

 

Legenda: B= Bujari; A= amostra A; B’= amostra B. 

 

 

 

Tabela 12 – Pontos de coleta e ovos de helmintos encontrados nas amostras de Xapuri 

Município 

 

Ponto de coleta 

(P) 

 

Identificação das 

amostras (n=13) 

 

Ovos encontrados 
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Xapuri 

 

P6 
 

04-X-A 
 

Ancilostomídeo 
 

P7 
 

05-X-A 
 

Ancilostomídeo  
 

P8 
 

06-X-A 
 

Trichuris sp. 
 

 

P10 

 

 

 

08-X-A 

 
 

Ancilostomídeo  

 

 

P11 

 

 

 

09-X-A 

 

Toxocara sp. 
 

 

 

09-X-B 

 

Toxocara sp. 
 

 

 

09-X-C 

 

Toxocara sp. 
 

 

 

P20 

 

 

 

18-X-A 

 
 

Toxocara sp. / R. nana 

 

 

 

P23 

 

 

 

 

21-X-A 

 
 

Toxocara sp.  
 

21-X-B 
 

Toxocara sp. 
 

 

 

P30 

 

 

 

 

28-X-A 

 
 

Toxocara sp. 

 

P31 

 
 

29-X-A 

 
 

Trichuris sp. 
 

P39 

 
 

37-X-A 

 
 

Toxocara sp. 
 

Legenda: X= Xapuri; A= amostra A; B= amostra B; C=amostra C.  

 

 

Tabela 13 – Pontos de coleta e ovos de helmintos encontrados nas amostras de Epitaciolândia 

Município 

 

Ponto de coleta 

(P) 

 

Identificação           

das amostras 

(n=3) 

 

Ovos encontrados 

Epitaciolândia 

 

P25 
 

23-E-B 
 

Ancilostomídeo / Trichuris sp. 
 

P26 
 

24-E-A 
 

Ancilostomídeo  
 

P35 
 

33-E-A 
 

Ancilostomídeo 
 

Legenda: E= Epitaciolândia; A= amostra A; B= amostra B.  

 

As imagens de alguns ovos encontrados nas amostras do estudo estão representadas 

nas Figuras 12, 13 e 14. 

Figura 12 - Ovos de cestódeos encontrados nas amostras de fezes 
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Legenda: A- Setas: ovos de tenídeo (amostra 01-RB-B); B, C e D- Ovos de tenídeo. Setas: acúleos da oncosfera 

(amostra 01-RB-B); E e F- Ovos de Vampirolepis nana. Setas maiores: acúleos da oncosfera. Setas 

menores: filamentos polares. 

Fonte: Tratamento de imagem realizado por Ricardo Schmidt do Serviço de Produção e Tratamento de Imagem 

– IOC/Fiocruz-RJ. 

Figura 13 - Ovos de nematódeos encontrados nas amostras de fezes 
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Legenda: A- Ovo de Spirocerca lupi; B- Ovo embrionado de ancilostomídeo; C e D- Ovos de ancilostomídeos 

no início da segmentação; E e F- Ovos de Trichuris sp..  

Fonte: Tratamento de imagem realizado por Ricardo Schmidt do Serviço de Produção e Tratamento de Imagem 

– IOC/Fiocruz-RJ. 

 

 

 

Figura 14 - Ovos de Toxocara sp. encontrados nas amostras de fezes 
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Legenda: A, B, C e D- Ovos de Toxocara sp. em diferentes estágios de embrionamento; E e F- Ovos de 

Toxocara sp. em eclosão. 

Fonte: Tratamento de imagem realizado por Ricardo Schmidt do Serviço de Produção e Tratamento de Imagem 

– IOC/Fiocruz-RJ. 

3.3 Análise morfométrica dos ovos 



67 

 

 

 

       As médias das dimensões considerando comprimento e largura de todos os ovos de 

helmintos encontrados nos estudo estão descritos na Tabela 14. 

 

Tabela 14 – Resultado da análise morfométrica dos ovos de helmintos encontrados 

 

 

Táxons 

 

Médias das dimensões (µm) 

comprimento total largura total 
 

 

 

Ancilostomídeos 

Toxocara sp. 

Tricurídeos* 

Spirocerca lupi** 

Vampirolepis nana 

Tenídeos 

 

60,0 ± 1,2 
 

38,0 ± 1,1 
 

71,6 ± 1,4 72,3 ± 1,3 

65,0 ± 2,9 32,1 ± 5,3 

54,4 17,0 

57,5 ± 0,6 

31,0 ± 0,8 

52,5 ± 0,6 

27,5 ± 0,7 
 

Legenda: * medidas obtidas compatíveis com ovos de Trichuris sp.; ** foi encontrado apenas um 

ovo na amostra 02-RB-A. 

 

 

 

3.4 Extração e quantificação do dna total dos sedimentos fecais 

 

 

Os resultados do rendimento de DNA obtido após extração do sedimento fecal variaram 

entre 2,1 e 101,7 ng/µL considerando todas as amostras do estudo (n=80). 
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3.5 REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) 

 

 

3.5.1 Reprodutibilidade do protocolo da PCR 

  

 

A Figura 15 mostra a imagem da foto-documentação de um gel de agarose a 1% com 

os resultados obtidos para o teste da reprodutibilidade da PCR. Os sinais de amplificação para 

as amostras controles utilizadas foram os esperados de acordo com a visualização do 

amplicons obtidos na região entre 400 e 500 bp (450 bp).  

  

 

Figura 15 – Resultados do teste de reprodutibilidade da PCR 

 
 

 

Legenda: (1) Marcador de peso molecular: 100 bp DNA Ladder; (2) Controle: DNA de E. ortleppi (0,085 

ng/µL); (3) e (4) Controles: DNA de E. granulosus s.s. (0,307 ng/µL); (5) Controle: reação com 

ausência de DNA. 

Nota: Amplicons (450 bp) da PCR corados com GelRed em gel de agarose a 1%. 

 

 

3.5.2 Sensibilidade do protocolo da PCR 

 

 

A Figura 16 mostra a imagem da foto-documentação de um gel de agarose a 1% com 

os resultados obtidos para o teste de sensibilidade da PCR. Foram visualizados os sinais de 

amplificação esperados (amplicons obtidos na região entre 400 e 500 bp) para a faixa entre 

0,000006 e 6,600 ng/µL de concentração final de DNA controle (E. granulosus s.s.) utilizado.  

 
 

 

    1         2         3        4        5 

400 bp 
500 bp 
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Figura 16 – Resultados do teste de sensibilidade da PCR (DNA de E. granulosus s.s.) 

 

 

Amplicons (450 bp) da PCR corados com GelRed em gel de agarose a 1%; Legenda: (1)  

 
Legenda: Marcador de peso molecular: 100 bp DNA Ladder; (2) 6,600 ng/µL de DNA; (3) 0,660 ng/µL de 

DNA; (4) 0,066 ng/µL de DNA; (5) 0,006 ng/µL de DNA; (6) 0,0006 ng/µL de DNA; (7) 0,00006 

ng/µL; (8) 0,000006 ng/µL de DNA; (9) 0,0000006 ng/µL de DNA; (10) 0,00000006 ng/µL de DNA; 

(11) Controle: reação com ausência de DNA. 

Nota: Amplicons (450 bp) da PCR corados com GelRed em gel de agarose a 1%. 

 

 

3.5.3 PCR com as amostras do estudo        

 

 

Das 75 amostras oriundas do Acre, 06 (8,0%) foram positivas na PCR (01 de Sena 

Madureira, 01 de Rio Branco, 03 de Xapuri e 01 de Epitaciolândia), incluindo a amostra 

coletada em Rio Branco onde ovos de tenídeo foram encontrados. Os resultados da PCR com 

as amostras do estudo estão descritos na Tabela 15, enquanto informações sobre os pontos de 

coleta somente das amostras positivas na PCR estão reunidas na Tabela 16. 

 

     Tabela 15 – Localidade e quantitativo de amostras positivas e negativas na PCR   

 

Município 

 

Resultado da PCR Total de amostras 

(n=75) Positivo (n=6 / 8%) 
 

Negativo* (n=69 / 92%) 
 

 

Sena Madureira 

Rio Branco 

Bujari 

Xapuri 

Epitaciolândia 

 

          1 (7,14%) ***  
 

13 (92,86%) 
 

14 

          1 (16,67%)** 5 (83,33%) 6 

                ----- 7 (100,0%) 7 

          3 (8,33%) *** 33 (91,67%) 36 

          1 (8,33%) *** 11 (91,67%) 12 
 

Legenda: * resultado preliminar; ** amostra positiva apenas na PCR com a utilização do volume de 3,0 µL do 

conteúdo de DNA total extraído; *** amostras positivas apenas na PCR com a utilização do volume 

de 6,0 µL do conteúdo de DNA total extraído. 

 

 

 

 

   1         2         3        4        5         6         7         8        9       10      11 

400 bp 
500 bp 
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Tabela 16 - Informações sobre as amostras positivas na PCR 

Município 

Identificação 

da amostra 

(n=6) 

Ponto de 

coleta 

(P) 

N°de  

Cães 

(n=14) 

N° de 

pessoas 

(n=28) 

Tipo 

de área 

Alimentação 

com 

vísceras* 
 

Sena 

Madureira 
18-SM-A P1 3 

 

4 assentamento sim 

 

Rio Branco 
 

01-RB-B*** 
 

P4 
 

4 
 

**** 
 

fazenda 
  

    não** 

 
 

09-X-C 
 

P11 
 

2 
 

3 
 

assentamento 
 

sim 

Xapuri 29-X-A P31 1 6 seringal sim 

 31-X-A P33 3 7 seringal sim 
 

Epitaciolândia 
 

33-E-A 
 

P35 
 

1 
 

3 
 

seringal 
 

sim 

Legenda: SM= Sena Madureira; RB= Rio Branco; X=Xapuri; E= Epitaciolândia; A= amostra A; B=amostra B; 

C=amostra C; * alimentação dos cães com vísceras cruas de animais de caça, incluindo pacas; ** 

relato do acesso dos cães às carcaças de animais de produção (bovinos e ovinos); *** amostra com 

ovos de tenídeo; **** pelo menos 5 pessoas residiam na propriedade, com exceção dos funcionários. 

  

  

 

A Figura 17 apresenta a imagem da foto-documentação de um gel de agarose a 1% 

com os resultados obtidos na PCR com as amostras do estudo. Os sinais de amplificação para 

as amostras positivas foram os esperados de acordo com a visualização do amplicons obtidos 

na região entre 400 e 500 bp (450 bp). Os resultados obtidos com algumas amostras negativas 

do estudo também estão representados na Figura 17 e as demais amostras negativas 

mantiveram o mesmo padrão de resultado, com ausência de sinais de amplificação no gel. 

   

 

Figura 17 – Resultados da PCR com as amostras do estudo 
  

 

 
 

 

Legenda: (1) Marcador de peso molecular: 100 bp DNA Ladder; (2) Controle positivo: DNA de                          

E. granulosus s.s. (0,460 ng/µl); (3) Controle negativo: reação com ausência de DNA; (4) Amostra 

29-X-A; (5) Amostra 31-X-A; (6) Amostra 33-E-A; (7) Amostra 09-X-C; (8) Amostra 01-RB-B; (9) 

Amostra 10-B-A; (10) Amostra 11-B-A; (11) Amostra 11-B-B; (12) Amostra 18-SM-A; (13) Amostra 

01-RJ-A. 

Nota: Amplicons (450 bp) da PCR (setas) corados com GelRed em gel de agarose a 1%. 

3.5.4 PCR de contraprova após spiking com as amostras negativas 

400 bp 
500 bp 

 

 

   1        2        3        4        5        6         7       8        9       10      11      12      13 
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Todas as amostras do estudo supostamente negativas na PCR (n=69) e as amostras 

provenientes do Rio de Janeiro (n=05) foram positivas na nova PCR realizada após spiking 

(PCR de contraprova). Elas foram consideradas originalmente negativas. 

A Figura 18 demonstra a imagem da foto-documentação de um gel de agarose a 1% 

com os resultados obtidos para as amostras analisadas na PCR de contraprova. Os sinais de 

amplificação para as amostras foram os esperados de acordo com a visualização do amplicons 

obtidos na região entre 400 e 500 bp (450 bp) e as outras amostras do estudo (não 

representadas na figura 18) mantiveram o mesmo padrão de resultado. 

 

 

Figura 18 – Resultados da PCR de contraprova após spiking 

 

 
 

 

 

 

Legenda: (1) Marcador de peso molecular: 100 bp DNA Ladder; (2) Controle positivo: DNA de                          

E. granulosus s.s. (0,921 ng/µl); (3) Controle negativo: reação com ausência de DNA; (4) Amostra 

35-SM-A; (5) Amostra 73-SM-A; (6) Amostra 74-SM-A; (7) Amostra 75-SM-A; (8) Amostra 76-SM-

A; (9) Amostra 77-SM-A; (10) Amostra 78-SM-A; (11) Amostra 80-SM-A; (12) Amostra 119-SM-A. 

Nota: Amplicons (450 bp) da PCR corados com GelRed em gel de agarose a 1%. 

  

 

3.6 Sequenciamento automático 

 

 

Dentre as 06 amostras positivas na PCR, os resultados do sequenciamento automático 

envolvendo 02, demonstraram sequências de nucleotídeos compatíveis (100% de identidade) 

com as espécies E. vogeli e E. granulosus s.s. (G1) na comparação com sequências de 

referência depositadas no GenBank. As outras sequências restantes (n=04) não tiveram suas 

identidades biológicas confirmadas por não demostrarem qualquer percentual de homologia 

com as sequências de Echinococcus sp. ou níveis de identidade confiáveis com quaisquer 

sequências depositadas relacionadas a outros organismos.   

                 1       2       3        4        5       6        7        8       9      10     11     12       

400 bp 
500 bp 



72 

 

As Figuras 19 e 20 apresentam as sequências de nucleotídeos compatíveis com 

espécies do gênero Echinococcus obtidas nas amostras do estudo, com relação às amostras 

18-SM-A e 01-RB-B, respectivamente.  

As Tabelas 17 e 18 reúnem, respectivamente, informações da análise realizada na 

ferramenta BLAST sobre o nível de similaridade entre as sequências obtidas nas amostras do 

estudo 18-SM-A e 01-RB-B com as sequências de Echinococcus sp. depositadas no 

GeneBank. O DNA detectado na amostra fecal 18-SM-A foi compatível com 04 sequências 

de E. vogeli do GeneBank enquanto que o da amostra 01-RB-B foi compatível com pelo 

menos 100 sequências referentes ao E. granulosus s.s. (G1).  

A Figura 21 demonstra o resultado da análise obtida por meio da ferramenta BLAST 

sobre o nível de similaridade entre as sequências obtidas nas amostras do estudo (18-SM-A e 

01-RB-B), o qual foi de 92%. 

 

 

 

Figura 19 - Sequência (425 bp) de parte do gene mitocondrial COX1 do DNA de E. vogeli 

detectado na amostra 18-SM-A de Sena Madureira (Ponto de coleta 1) 

 
 

 
  
 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 
  

 

 

 
 

 

 

 
 

Figura 20 - Sequência (424 bp) de parte do gene mitocondrial COX1 do DNA de E. 

granulosus s.s. (G1) detectado na amostra 01-RB-B de Rio Branco (Ponto de 

coleta 4) 
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Tabela 17 – Similaridade entre a sequência obtida na amostra 18-SM-A com sequências de E. 

vogeli depositadas no GenBank 
 

 

Identificação 

da amostra 
Similaridade* 

ReferênciaS no 

GeneBank (n=4) 
Agente biológico 

 
 

18-SM-A 

 

 

100% 

99% 

 

KM588226.1 

AB208546.1 Echinococcus  

vogeli 99% JX315616.1 

99% M84670.1 
 

Legenda: * percentual de identidade entre a sequência do estudo com a(s) sequência(s) mais similar(es) 

depositada(s) no GeneBank. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 18 – Similaridade entre a sequência obtida na amostra 01-RB-B com sequências de      

E. granulosus s.s. (G1) depositadas no GenBank 
 

 

Identificação Similaridade* / Referências no GenBank ** 
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da amostra Agente 

biológico 

 
 

01-RB-B 

 

100% / 

Echinococcus  

Granulosus s.s. 

(G1) 

 

KR337824.1; KR337821.1; KR337819.1; KR905709.1; 

KT382540.1; AB893250.1; AB893249.1; AB893248.1; 

AB893245.1; AB893244.1; AB777908.1; AB777907.1; 

AB777904.1; AB787547.1; AB787545.1; AB787544.1; 

AB787543.1; AB787542.1; AB787541.1; AB787540.1; 

AB787536.1; AB787533.1; HF947595.1; HF947556.1; 

HF947574.1; HF947566.1; HF947558.1; HF947554.1; 

HF947557.1; HF947555.1; HF947553.1; KC660075.1; 

AB786664.1; JX854029.1; AB688621.1; AB688617.1; 

AB688616.1; AB688614.1; AB688611.1; AB688610.1; 

AB688609.1; AB688608.1; AB688607.1; AB688603.1; 

AB688602.1; AB688598.1; AB688597.1; AB688596.1; 

AB688594.1; AB688591.1; AB688590.1; AB688141.1; 

JQ250816.1; JQ250815.1; JQ250806.1; JQ219963.1; 

AB622277.1; FN646371.1; FN646369.1; FN646368.1; 

FN646367.1; FN646366.1; FN646365.1; FN646364.1; 

FN646358.1; FN646357.1;  FN646355.1; HM598451.1; 

AY389989.1; AY377836.1; DQ356883.1; EF367275.1; 

EF367273.1; EF367272.1; EF367271.1; EF367267.1; 

AB893243.1; KY446001.1; KR337820.1; KP751431.1; 

KM100575.1; KM100574.1; KM100573.1; AB893251.1; 

AB893242.1; KJ162568.1; KJ162563.1; KJ162562.1; 

AB787548.1; AB787538.1; AB787532.1; AB787531.1; 

HF947592.1; HF947576.1; HF947567.1; HF947559.1; 

KC109659.1; JX854030.1; AB688620.1; AB688618.1. 
 

Legenda: * percentual de identidade entre a sequência do estudo com a(s) sequencia(s) mais similar(es) 

depositada(s) no GenBank; ** estão representadas pelo menos 100 sequencias de E. granulosus 

(genótipo 1) depositadas. 

 

 

 

 

Figura 21 - Análise realizada no BLAST-NCBI após alinhamento entre as sequências 

compatíveis com Echinococcus sp. obtidas nas amostras 18-SM-A e 01-RB-B 
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Legenda: Query = amostra 18-SM-A (sequência de E. vogeli); Sbjct = amostra 01-RB-B (sequência de              

E. granulosus s.s./genótipo 1); Traço = similaridade na posição; Ausência do traço = discrepância na 

posição.  

 

As Figuras 22, 23, 24 e 25 demonstram as sequências de nucleotídeos obtidas nas 

amostras do estudo que não foram compatíveis com as sequencias de Echinococcus sp. do 

GenBank, com relação às amostras 09-X-C, 29-X-A, 31-X-A e 33-E-A, respectivamente. 
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Figura 22 - Sequência de parte (415 bp) do gene mitocondrial COX1 do DNA detectado na 

 amostra 09-X-C de Xapuri (Ponto de coleta 11) 

 
 

 

 

 

Figura 23 - Sequência (416 bp) de parte do gene mitocondrial COX1 do DNA detectado na 

amostra 29-X-A de Xapuri (Ponto de coleta 31) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24 - Sequência (427 bp) de parte do gene mitocondrial COX1 do DNA detectado na 

amostra 31-X-A de Xapuri (Ponto de coleta 33) 
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Figura 25 - Sequência (417 bp) de parte do gene mitocondrial COX1 do DNA detectado na 

amostra 33-E-A de Epitaciolândia (Ponto de coleta 35) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 DISCUSSÃO 
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A contaminação do solo com helmintos parasitos apresenta grande perigo para a saúde 

coletiva e continua a ser um problema importante nos países em desenvolvimento (PAPINI et 

al., 2012; TRAVERSA et al., 2014). Do ponto de vista epidemiológico, a contaminação do 

ambiente com as fezes de cães domésticos e elementos parasitários infectantes, como ovos e 

larvas de helmintos, tem sido apontada como uma das principais fontes de infecções humanas 

(TRAVERSA et al., 2014). Estudos já demonstraram uma correlação positiva entre a 

contaminação do solo por helmintos e a presença de cães e fezes no ambiente, além de 

assinalarem que os locais mais contaminados são aqueles com maior circulação desses 

animais (CASSENOTE et al., 2011; SPRENGER et al., 2014). 

O presente estudo demonstrou contaminação ambiental por fezes de cães em todos os 

pontos de coleta e um percentual de 36% (27/45) de amostras contaminadas por ovos de 

helmintos em 23 (52,27%) deles. Taxas de contaminação iguais ou superiores também foram 

observadas em outros estudos realizados no Brasil, como, por exemplo, em amostras 

ambientais recolhidas no Rio de Janeiro (BRENER et al., 2008; CORONATO et al., 2012), 

Santa Catarina (PEDRASSANI et al., 2008), Alagoas (OLIVEIRA et al., 2011), São Paulo 

(CASSENOTE et al., 2011; MARQUES et al., 2012) e Paraná (SPRENGER et al., 2014). 

Os resultados também confirmaram que os cães domésticos do Acre são hospedeiros 

de helmintos com potencial zoonótico, como acontece com cães de outras regiões do país e do 

mundo (DANTAS-TORRES & OTRANTO, 2014; SUDAN et al., 2015; TORRES-CHABLÉ 

et al., 2015). Os dados estão de acordo com a maior ocorrência de alguns táxons, tais como 

Ancylostomatidae, Toxocara sp. e Trichuris sp. (SCAINI et al., 2003; CAMPOS FILHO et 

al., 2008; KATAGIRI & SEQUEIRA., 2008; THOMÉ et al., 2009; CORONATO et al., 2012; 

FIGUEIREDO et al., 2012; MOURA et al., 2013; SPRENGER et al., 2014; DIAZ et al., 

2015; TORRES-CHABLÉ et al., 2015; TUN et al., 2015). Uma ênfase deve ser dada sobre a 

importância destes resultados devido ao número de pessoas residindo e utilizando 

intensamente as áreas peridomiciliares nestes locais. Oliveira-Arbex et al. (2016), por 

exemplo, sinalizam para o risco em potencial do desenvolvimento de larva migrans cutânea e 

larva migrans visceral por proprietários de cães domésticos em Pratânia, município do interior 

de São Paulo, quando encontraram positividade em 67,3% (187/278) das amostras de fezes de 

cães, com destaque para 56,6% delas contendo ovos de ancilostomídeos e 11,9% com ovos de 

Toxocara sp. 
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O poliparasitismo em cães domésticos do Acre foi demonstrado, porém infecções 

helmínticas por táxons individuais também foram as mais comuns relatadas em estudos atuais 

que envolveram a análise de fezes de cães na Malásia (NGUI et al., 2014) e na Índia (SUDAN 

et al., 2015).  

Embora não se conheça o seu potencial zoonótico, ovos de S. lupi também foram 

encontrados com baixa prevalência nas fezes de cães no Iran (GHOLAMI et al., 2011), Itália 

(GIANNELLI et al., 2014), Brasil (OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2002; FONSECA et al., 

2012) e Índia (SUDAN et al., 2015). O sarcoma esofágico, associado com o desenvolvimento 

prévio da espirocercose, é a consequência em potencial mais grave da infecção por S. lupi 

(SHIPOV et al., 2015) e os cães domésticos da fazenda em Rio Branco onde a amostra com o 

S. lupi foi encontrada, podem estar sob o risco de desenvolvimento da doença. 

V. nana, cestódeo parasito de roedores, humanos e outros primatas, não costuma 

utilizar canídeos como hospedeiros definitivos (WOOLAND, 1924), porém, ovos do helminto 

foram encontrados em uma única amostra fecal do presente trabalho. Estudos envolvendo 

amostras fecais de lobos (Canis simensis) da Etiópia (VAN KESTEREN et al., 2015) e de 

raposas do Ártico (ELMORE et al., 2013) também encontraram ovos do parasito em uma de 

suas amostras e sugeriram contaminação do material analisado por ovos eliminados pelos 

hospedeiros definitivos ou pela ingestão de roedores infectados pelos canídeos. 

Nesse estudo, ovos de tenídeos também foram encontrados em uma única amostra 

fecal, o que está de acordo com trabalhos com cães domésticos do Japão (YAMAMOTO et 

al., 2006), Suíça (SAGER et al., 2006) e Eslováquia (ANTOLOVA et al., 2009) e com 

canídeos silvestres (Graxaim-do-campo - Lycalopex gymnocercus) da Argentina (SCIOSCIA 

et al., 2013).  

Inúmeros estudos já demonstraram o encontro de ovos de tenídeos que foram 

identificados como Echinococcus em amostras fecais de cães domésticos no Cazaquistão e 

Espanha (TRACHSEL et al., 2007), China (YU et al., 2008), Quirguistão (ZIADNOV et al., 

2008), Eslováquia (ANTOLOVA et al., 2009),  Japão (NONAKA et al., 2009), Alemanha 

(DYACHENCO et al., 2008), Lituânia (BRUZINSKAITE et al., 2009), Canadá 

(HIMSWORTH et al., 2010b) e Suíça (NAGY et al., 2011). 

Embora o Brasil seja área endêmica das equinococoses cística e policística, são 

escassos os estudos realizados na região Sul para a investigação da presença de                      

E. granulosus s.l. em caninos (FARIAS et al., 2004; de LA RUE et al., 2011;  SANTOS et al., 

2012) e o papel dos cães domésticos na transmissão do parasito E. vogeli na região Norte do 

país ainda não havia sido investigado. Nesta região estão presentes os fatores epidemiológicos 
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que caracterizam a área endêmica de equinococose policística, tais como cachorro vinagre 

(D’ALESSANDRO & RAUSCH, 2008; SOARES et al., 2014) e pacas infectados 

(MENEGHELLI et al., 1990; ALMEIDA et al., 2013) e pacientes com histórico de caça como 

subsistência e o hábito da alimentação dos cães domésticos com vísceras cruas de pacas 

(MENEGHELLI et al., 1986; SIQUEIRA et al., 2007; SIQUEIRA et al., 2013).   

A metodologia proposta e os resultados obtidos estão enquadrados nos estudos atuais 

sobre PCR pois a associação com sequenciamento automático e a comparação com as 

sequências genéticas depositadas no GenBank permite a identificação de Echinococcus spp., 

conforme estudos epidemiológicos realizados em canídeos da Argentina (SORIANO et al., 

2010), Canadá (HIMSWORTH et al., 2010a,b), China (WANG et al., 2010; VANISCOTTE 

et al., 2011), Irã (BEIROMVAND et al., 2011), Kosovo (SHERIFI et al., 2011), Suíça 

(NAGY et al., 2011), França (UMHANG et al., 2012), Estônia (LAURIMAA et al., 2015), 

Palestina (AL-JAWABREH et al., 2015) e Tunísia (CHAÂBANE-BANAOUES et al., 2015). 

O kit empregado para a extração de DNA total das fezes (QIAamp DNA Stool Mini 

Kit - QIAGEN - Alemanha) permitiu a realização da PCR e a posterior identificação de 

Echinococcus sp., estando de acordo com estudos que envolveram a análise de amostras 

fecais de cães domésticos do Quênia (ABBASI et al., 2003) e da China (MOSS et al., 2013), 

além de cães domésticos e canídeos silvestres do Iran (MOBEDI et al., 2013). 

Se forem considerados os estudos da PCR associada a amplificação do gene COX1, os 

resultados estão de acordo com estudos realizados em fezes de cães domésticos do Japão 

(NONAKA et al., 2009) e da Lituânia (BRUZINSKAITE et al., 2009), onde a caracterização 

dos ovos de tenídeos revelou E. multilocularis e os genótipos 6 e 7 de E. granulosus. 

A obtenção de quatro sequências de organismos cuja identidade biológica não foi 

elucidada demonstra a possibilidade de detecção de organismos não-Echinococcus pela PCR 

associada ao marcador COX1, reforçando a dependência do sequenciamento automático como 

complemento da metodologia. Por outro lado, os resultados demonstram uma característica do 

marcador não revelada em estudos anteriores, talvez pela sua maior e mais frequente 

utilização na caracterização de vermes adultos ou metacestóides de Echinococcus sp. 

(SANCHEZ et al., 2010; de LA RUE et al., 2011; SANTOS et al., 2012; SOARES et al., 

2014; STIJNIS et al., 2015), sendo, portanto, pouco utilizado para a detecção em amostras de 

fezes ou ambientais (CABRERA et al., 2002; NONAKA et al., 2009; BRUZINSKAITE et al., 

2009). 

Poucos trabalhos relacionados à detecção de Echinococcus sp. em amostras fecais de 

canídeos relataram a utilização do spiking como controle de inibição da PCR para a 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cha%26%23x000e2%3Bbane-Banaoues%20R%5Bauth%5D
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verificação de resultados falso-negativos (DINKEL et al., 1998; ABBASI et al., 2003). Outros 

estudos admitem resultados inconclusivos quando a PCR se mantém negativa após a 

realização dos procedimentos de controle de inibição (DINKEL et al., 1998). Nossos 

resultados demostram a obtenção de sinais de amplificação do gene COX1 em todas as 

amostras negativas ao empregar DNA conhecido de E. granulosus s.s. em concentração 10 

vezes menor (0,10 ng) do que o adotado por Dinkel et al. (1998), porém, os autores utilizaram 

a PCR direcionada para o gene mitocondrial 12S rRNA. Abbasi et al. (2003) também 

verificaram todas as amostras fecais negativas do estudo com cães do Quênia e da Jordânia 

quanto à inibição da PCR e nenhuma delas foi capaz de inibir a reação após a realização do 

spiking, sendo verdadeiramente negativas. 

É importante assinalar que a amostra positiva (18-SM-A) de E. vogeli foi de um dos 

três cães habitantes de um assentamento da área Floresta Estadual do Antimary no município 

de Sena Madureira, que eram alimentados com vísceras cruas provenientes de caça, incluindo 

a de pacas. Dados prévios desse município mostram a ocorrência de casos clínicos de 

equinococose policística e indivíduos com sorologia positiva em áreas urbanas e rurais de 

Sena Madureira (PASTORE et al., 2003a,b), além de pacas infectadas (ALMEIDA et al., 

2013). O presente estudo demonstra um risco potencial de transmissão da equinococose 

policística, a partir da contaminação do ambiente com as fezes do animal infectado. 

A dificuldade revelada na análise microscópica de materiais fecais considerando a 

eliminação frequentemente baixa e irregular dos ovos de Echinococcus sp. nas fezes dos 

hospedeiros (ECKERT et al., 2001a), associada ao fato da amostra 18-SM-A não ter sido 

analisada a fresco ou até mesmo não ter sido preservada em formalina a 10%, pode ter 

influenciado na ausência de ovos de tenídeos na observação microscópica, porém, esse 

resultado pode ter sido superado pelo fato de alguns protocolos de PCR revelarem a 

capacidade de detecção de DNA de Echinococcus sp. a partir de único ovo (um ovo contém 

cerca de 8 pg de DNA), quantidade passível de escapar ao exame no microscópio (DINKEL 

et al., 1998).  

Um resultado inesperado foi o encontro de uma amostra (01-RB-B) positiva para o 

genótipo 1 de E. granulosus s.s.. A distribuição geográfica conhecida e atribuída ao parasito e 

a equinococose cística estão relacionadas com regiões de intensiva criação de animais de 

produção situadas na fronteira do Brasil com a Argentina e Uruguai (LARRIEU & ZANINI, 

2012). Ao que parece, os fatores de risco da cadeia epidemiológica da equinococose cística 

estão presentes, pois desde a década de 70 o desenvolvimento da agropecuária, em particular 

de bovinos e ovinos tem sido observado em municípios do Acre (PRADO & RIBEIRO, 
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2011). O deslocamento do gado de outras regiões pode ter introduzido o genótipo 1 que é o 

mais comum de E. granulosus s.l. (CUCHER et al.,  2015). Dados da literatura indicam que 

os cães com acesso mais fácil ao gado, são aqueles que se tornam infectados (OTERO-ABAD 

& TORGERSON, 2013).  

De fato, a amostra positiva para E. granulosus s.s. (G1) nesse estudo era de uma 

fazenda (localizada no interior de Rio Branco na divisa com o município de Porto Acre) onde 

pelo menos dois cães tinham circulação fácil à área peridomiciliar, com o relato do acesso e 

ingestão de vísceras dos animais de produção (bovinos e ovinos) abatidos ou mortos 

naturalmente, além do histórico de criação de animais oriundos de outras partes do Brasil. 

Esse pode ter sido um mecanismo de infecção pelo E. granulosus s.s. (G1) e a contaminação 

do ambiente com as fezes desses cães pode expor as pessoas a esse genótipo que é o mais 

comum em animais e humanos sendo o  responsável pela maior carga global de casos de 

equinococose cística (HIMSWORTH et al., 2010a,b; CUCHER et al., 2015). 

Outros estudos também detectaram genótipos de E. granulosus s.l. em amostras de 

fezes de cães domésticos como, por exemplo, G1 e o complexo G6-G7 em cães do 

Cazaquistão (STEFANIC et al., 2004; TRACHSEL et al., 2007);  G1 e o complexo G6-G7 

em cães da Espanha (TRACHSEL et al., 2007);  G1, G4 e o complexo G6-G7 em cães do 

Quirguistão (ZIADINOV et al., 2008); complexo G6-G7 em cães da Lituânia 

(BRUZINSKAITE et al., 2009); G10 em cães do Canadá (HIMSWORTH et al., 2010a); e o 

G1 em cães do Kosovo (SHERIFI et al., 2011). No Sul do Brasil, um único estudo havia 

caracterizado amostras de Echinococcus sp. provenientes de cães domésticos, encontrando os 

genótipos G1, G3 e G5 de E. granulosus s.l., porém, identificação realizada em exemplares de 

vermes adultos obtidos por meio da purgação (de LA RUE et al., 2011).  

A falta de informações fidedignas quanto ao sexo e a idade dos cães domésticos não 

permitiram a realização de inferências sobre a relação com as infecções, porém, no caso da 

equinococose canina, a infecção parece não estar relacionada com o sexo dos animais 

(SALEM et al., 2011) e poucos estudos conseguiram estabelecer uma correlação positiva para 

cargas parasitárias mais altas em cães jovens da Líbia (BUISHI et al., 2005), do Quênia 

(BUISHI et al., 2006) e da Uganda (INANGOLET et al., 2010). Entretanto, o contrário 

também foi relatado em uma pesquisa de campo realizada com cães vadios urbanos da 

Mauritânia onde os autores estabeleceram uma correlação positiva de entre carga parasitária 

alta e cães mais velhos (SALEM et al., 2011). 

 

 



83 

 

CONCLUSÕES 

 

 

a) O diagnóstico molecular pela PCR acompanhada do sequenciamento automático são 

métodos adequados para a identificação de espécies de Echinococcus sp.; 

b) Do ponto de vista epidemiológico, os dados do presente trabalho merecem os 

seguintes destaques: 1. contemplam o primeiro estudo de campo realizado na região 

norte do Brasil para avaliar a ocorrência de Echinococcus sp. em cães domésticos; 2. 

confirma o cão doméstico atuando como hospedeiro definitivo de E. vogeli em 

ambiente peridomiciliar na região da Floresta Estadual do Antimary – Sena 

Madureira; 3. uma vez que as vísceras de pacas fazem parte da dieta regular dos cães 

domésticos, sinalizam que os cães e seus proprietários, até mesmo nos locais onde 

Echinococcus sp. não foi detectado, estão sob o risco de desenvolverem equinococose 

ou podem estar com a infecção subdiagnosticada; 4. demonstram a primeira evidência 

da detecção de E. granulosus s.s. em amostra de fezes de hospedeiro definitivo fora da 

região Sul do Brasil e sobretudo na Região Norte, área endêmica do E. vogeli e da 

equinococose policística; 

c) Os resultados desse estudo apontam para a necessidade de formulação de ações de 

vigilância para as equinococoses, considerando o cenário da circulação de ambos os 

agentes etiológicos no Acre. 
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  

(3 PÁGINAS) 

  

Você está sendo convidado(a) como voluntário(a) a participar da pesquisa ―Avaliação 

de cães domésticos (Canis familiaris) na contaminação ambiental e transmissão da 

equinococose em área endêmica no Estado do Acre, Brasil‖ sob responsabilidade da 

pesquisadora Rosângela Rodrigues e Silva do Serviço de Referência Nacional em Hidatidose 

do Laboratório de Helmintos Parasitos de Vertebrados do Instituto Oswaldo Cruz – 

Fiocruz/RJ (SRNH-IOC/Fiocruz). 

Este estudo destina-se analisar as fezes de cães domésticos para a busca de ovos de 

vermes Tenídeos responsáveis pela doença Hidatidose ou Equinococose policística, também 

conhecida como ―Doença da paca‖. Essa doença é causada por um verme que se aloja 

principalmente no fígado, provocando cistos de vários tamanhos e números, simulando 

neoplasias (câncer). A infecção é adquirida provavelmente através do contato com as fezes de 

cães que por sua vez se infectam após comerem fígados (ou vísceras) de pacas doentes. O 

diagnóstico humano na maioria das vezes só pode ser realizado após o fígado estar muito 

comprometido, resultando em ―caroços na barriga‖. 

Caso você possua cão(es) e aceite participar dessa pesquisa, receberá uma cópia deste 

documento TCLE, as explicações sobre a pesquisa. Sua participação será permitir a coleta de 

fezes do(s) seu(s) animal(is) no interior da sua residência ou propriedade. Você também será 

entrevistado mediante a um questionário, para o fornecimento de dados para o seu cadastro, 

seus hábitos e costumes na relação com seu(s) cão(es), além de informações específicas sobre 

ele(s). Em algum momento da pesquisa você poderá ser solicitado para a permissão de uma 

nova coleta de fezes do(s) seu(s) animal(is). 

Se você for proprietário(a) de cão(es), sendo menor de dezoito anos, poderá também 

consentir em participar da pesquisa, mas seu(s) responsável(is) legais deverá(ão) respaldar a 

sua participação. 

Os possíveis riscos ou desconfortos para o(s) cão(es) são baixos, raros e se ocorrerem 

estão relacionados ao rápido período de contenção física, como medo e estresse, e ao emprego 

do laxativo, como ―ardência retal‖ ou ―reação alérgica‖. 

Você poderá saber mais sobre sob qualquer aspecto da pesquisa quando desejar, sendo 

livre para recusar sua participação, retirar seu consentimento e interromper sua participação a 

qualquer momento. A sua recusa em participar não irá acarretar qualquer penalidade ou perda 

de benefícios, além de também não acarretar em custos para você. 

O(s) pesquisador(es) irá(ão) tratar a sua identidade com os padrões profissionais de 

sigilo e os resultados pertinentes ao material do(s) seu(s) animal(is) serão armazenados no 

laboratório e enviados para você com confidencialidade. Você e seu(s) cão(es) não será(ão) 

identificado(s) em nenhuma publicação que possa ser resultado desse estudo e o seu nome ou 

material coletado não serão, respectivamente, divulgados ou liberados sem a sua prévia 

permissão. Uma via deste consentimento será arquivada no SRNH-IOC/Fiocruz e outra via 

ficará com você. 

As fezes do(s) seu(s) cão(es) serão armazenadas primeiramente sob a conduta de 

Biorrepositório (depósito que se destina ao armazenamento do material pelo tempo de 

realização da pesquisa), cuja guarda ficará com a pesquisadora Dra Rosângela Rodrigues e 

Silva, na responsabilidade institucional do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz. Caso haja 

necessidade, o tempo de armazenamento poderá ser prolongado mediante justificativa e 

aprovação do CEP (Comitê de Ética em Pesquisa) e o seu material poderá ser futuramente 

transferido para Biobanco institucional podendo assim ser utilizado em outras pesquisas. Um 

sistema seguro de identificação será mantido, garantindo sigilo e respeito à confidencialidade 

e à recuperação dos seus dados, seja para fornecimento de informações futuras de seu 



107 

 

interesse ou para a obtenção de novo consentimento específico para utilização em outra 

pesquisa. 

Você poderá escolher entre as opções abaixo condizentes com a participação nesse 

estudo: 
 

(     ) Necessito assinar um novo consentimento a cada pesquisa, ou seja, a cada nova pesquisa 

o pesquisador responsável entrará em contato para adquirir novo termo de consentimento livre 

e esclarecido; 

 

(   ) Dispenso a necessidade de assinar novo consentimento a cada pesquisa, ou seja, o(s) 

material(is) biológico(s) do(s) seu(s) animal(is) poderá(ão) ser utilizado(s) para pesquisa 

futuras sem a necessidade de novo termo de consentimento livre e esclarecido. 

 

Para esclarecimentos ou informações quanto a eticidade desta pesquisa, caso seja 

necessário, você poderá entrar em contato com os Comitês de Ética em Pesquisa (Comitê de 

Ética em Pesquisa com Seres Humanos - CEP Fiocruz/IOC - Instituto Oswaldo Cruz / 

Fundação Oswaldo Cruz - Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 (Expansão) - Manguinhos - Rio de 

Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360 - Telefone: (21) 3882-9011 - Tel/Fax: (21) 2561-4815 – e-mail: 

cepfiocruz@ioc.fiocruz.br - Skype: cep_fiocruz_ioc e Comissão de Ética no Uso de animais 

da Fiocruz - CEUA/Fiocruz - Avenida Brasil, 4.036 – sala 200, Expansão - Manguinhos - 

Rio de Janeiro - RJ - CEP: 21.040-361 - Telefone: (21) 3882-9121 / e-mail: ceua@fiocruz.br). 
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DECLARAÇÃO DO (A) PARTICIPANTE (A) OU DO SEU RESPONSÁVEL: 

 

Eu, ________________________________________________________________, 

fui informado(a) dos objetivos da pesquisa acima, de maneira clara e detalhada e esclareci 

minhas dúvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informações e reavaliar 

a minha decisão de continuar participando se assim o desejar. Estou satisfeito(a) com as 

explicações e concordo em ceder meus dados, e informações, além de material biológico 

(fezes) do(s) meu(s) cão(es) para esta pesquisa. Fui alertado(a) de que todos os dados desta 

pesquisa serão confidenciais. Em caso de dúvidas poderei entrar em contato com a 

pesquisadora Rosângela Rodrigues e Silva nos telefones (21) 99626-3215 / (21) 2562-1505 / 

(21) 2562-1485 e pelo e-mail: rsilva@ioc.fiocruz.br. Declaro, assinando abaixo (ou colocando 

a minha digital) que recebi uma cópia deste termo de consentimento livre e esclarecido e que 

me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas dúvidas. 

 

 

___________________________________________________________ 
Nome (Assinatura do participante ou digital) 

Data: ___ /___ /___. 

 

 

 

 

 

___________________________________________________________ 
Nome (Assinatura do responsável ou digital, no caso de participante menor de 18 anos) 

Data: ___ /___ /___. 

 

 

 

 

___________________________________________________________ 
Nome (Assinatura do pesquisador) 

Data: ___ /___ /___. 
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ANEXO B - QUESTIONÁRIO SOBRE AS CARACTERISTICAS DOS PONTOS DE 

COLETA (2 PÁGINAS) 

 

Número do ponto de coleta:___________                  Data:_____ /_____/_____ 

 

Endereço do ponto de coleta: ___________________________________________________ 

 

___________________________________________________________________________ 

 

Condições do tempo: (     ) ensolarado (     ) chuvoso (     ) nublado   

 

Temperatura ambiente (°C):_____ 

 

Amostra(s) de fezes de cães coletada(s):  
 

(      ) No interior da residência/propriedade  (      )  No peridomicilio 
 

(      ) Em local público. Qual?__________________________________________________ 
 

Número de cães que circulam na residência / propriedade:___________ 
 

Raça dos cães da residência / propriedade: ________________________________________ 

 

- Alimentação dos cães:  
 

(      ) ração (      ) restos de comida  

(      ) vísceras e/ou carcaças cruas de animais mortos. Quais?_________________________ 

 

- Hábitos dos cães: 
 

Local onde o(s) cão(es) dorme(m):  
 

(     ) no interior da residência/propriedade. Onde?__________________________________  

(     ) peridomicilio  

(     ) fora da propriedade 
  

Local onde o(s) cão(es) defeca(m):  
 

(     ) no interior da residência/propriedade. Onde?__________________________________  

(     ) peridomicilio  

(     ) fora da propriedade 
 

O(s) cão(es) da propriedade circula(m) na rua: SIM (      )  NÃO (      ) 
 

O(s) cão(es) da rua circula(m) na área domiciliar? SIM (      )  NÃO (      ) 

 

Nome do responsável pela casa:________________________________________________ 
 

Quantidade de pessoas na casa:________  
 

 

As pessoas brincam com o(s) cão(es)?  SIM (      )  NÃO (      ) 

 

Como é o contato das pessoas com o local onde o(s) cão(es) defeca(m)?  
 

(     ) plantação    (     ) apenas passam pelo local     (     ) sentam, brincam ou deitam no chão

  

Onde descartam as fezes dos cães?_______________________________________________  

Praticam caça? SIM (     ) NÃO (      ) Animais caçados:______________________________ 
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DADOS RELACIONADOS À COLETA DE AMOSTRAS DE FEZES 

APÓS DEFECAÇÃO PRESENCIADA PELA EQUIPE: 

 

 

Visualização de amostras de fezes no ambiente do ponto de coleta? SIM (     )  NÃO (      )    

 

Visualização do cão defecando? SIM (     )  NÃO (      )    

 

Necessidade de contenção física e utilização de laxativo osmótico? SIM (      )  NÃO (      ) 

 

Nome do cão:_______________________  Raça:_____________________  Idade:________  

 

Sexo do cão: M (    )  F (    )                      Tempo que o cão vive com a família:__________ 

 

O cão é alimentado com vísceras de animais? SIM (     )  NÃO (      )  Quais?_____________ 

 

O cão parece doente (lento, magro, com feridas)? SIM (     )   NÃO (      )  

 

Tempo de coleta após a eliminação das fezes:___________________ 

 

Características das fezes coletadas: moldadas (      )  diarreicas (      ) 

 

 

IDENTIFICAÇÃO DA AMOSTRA: _______________ 

 

 

ENTREVISTA REALIZADA POR: ____________________________________________ 
                                                                                            (NOME DO INTEGRANTE DA EQUIPE) 

 

 

 

 

 

 

  

 

 


