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RESUMO

NEVES, Leandro Batista das. Aplicacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para a
deteccdo de DNA de Echinococcus sp. em fezes de cdes domésticos (Canis familiaris) do
estado do Acre, Brasil. 2016. 110 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) - Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

A equinococose é uma infec¢do zoonotica na qual canideos albergam os helmintos
adultos no intestino delgado e ruminantes e roedores possuem a fase larval (metacestdide) no
figado e pulmdes. Os seres humanos sdo hospedeiros acidentais. Entre as espécies de
Echinococcus confirmadas no Brasil, Echinococcus granulosus sensu lato (s.l.), o agente
causador da equinococose cistica (CE), € comum no Rio Grande do Sul, especialmente nas
fronteiras com Argentina e Uruguai. No ciclo bioldgico, os cdes domésticos e bovinos e
ovinos sdo os hospedeiros definitivos e intermediarios, respectivamente. Por outro lado,
Echinococcus vogeli é o causador da equinococose policistica (PE) e o ciclo natural de sua
transmissdo no norte do Brasil registra uma relacdo predador-presa entre o cachorro-vinagre e
a paca, os hospedeiros definitivo e intermediario, respectivamente. Além disso, um ciclo
sinantrépico é estabelecido quando o homem volta da caca e alimenta os cdes com as visceras
de pacas abatidas. Os cdes se infectam com metacestdides presentes no figado 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 clinicos de equinococose policistica humana e sorologia
positiva para a PE foram relatados. Os casos humanos mostraram fatores epidemioldgicos
associados a PE. No entanto, o papel dos cdes domésticos no elo entre a infeccdo humana e o
ciclo natural que envolve E. vogeli é pouco conhecido e as aplicacdes de metodologias
moleculares para a avaliagdo da infeccdo por E. vogeli em cdes domésticos sdo inexistentes na
literatura. Esse estudo teve como objetivo analisar amostras de fezes de cdes do Acre para a
deteccdo 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 Epitacioléndia) foram submetidas a exame parasitolégico de rotina (sedimentacdo
espontanea). Os sedimentos foram também submetidos a extracdo de DNA e cada material
resultante a PCR. Este estudo mostrou contaminacdo ambiental por fezes de caes em todos 0s
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
sequéncias de referéncia depositadas no GenBank. Este é o primeiro estudo realizado no norte
do Brasil para avaliar a frequéncia de Echinococcus sp. em cées domeésticos; E. vogeli é um
achado esperado, uma vez que € uma area de transmissdo da PE. A constatacdo de E.
granulosus s.s., no entanto, é um resultado inesperado tendo em vista que a distribuicdo
geografica é a area mais ao sul do Brasil. Do ponto de vista epidemioldgico, os cdes
domeésticos infectados pode ser um fator de risco para a transmissdo da equinococose,
considerando um cenario com ambos 0s agentes etioldgicos.

Palavras-chave: Echinococcus. Equinococose. Cées. Diagnostico. 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. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias 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 Epitaciolandia) 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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INTRODUCAO

O cao, animal amplamente distribuido foi descrito por Linnaeus em 1758 como Canis
familiaris. E um mamifero canideo, subespécie do lobo (Canis lupus) e, talvez, o mais antigo
animal domesticado pelo ser humano (BHAGAT, 2002).

A origem do cdo domeéstico baseia-se em suposi¢des, por se tratarem de ocorréncias de
milhares de anos. Uma das teorias aponta para um inicio anterior ao processo de
domesticacdo, sugerindo a separacdo do lobo ha cerca de 135.000 anos, com base nos
vestigios de canideos, similares morfologicamente a do lobo cinzento, encontrados
juntamente com ossadas humanas na regido paleartica (WANG & TEDFORD, 2010).
Evidéncias arqueoldgicas ainda sdo escassas, porém a maioria dos fosseis de cédes data de
7.000 anos atrds (KENDALL, 2002).

Estudos atuais apontam que os humanos do Paleolitico foram provavelmente os
primeiros a domesticar os cées, cerca de 33.000 anos atras, a partir do cruzamento de lobos
menos agressivos na Asia Oriental. As descobertas desses autores sugerem uma origem
comum de um Unico pool de genes entre todas as populagdes de cdes. Quando compararam 0
DNA mitocondrial (mtDNA) de 38 lobos da Eurdsia com os de 654 cdes domésticos
distribuidos pela Asia, Europa, Africa, América e Artico, foi verificado que a variagio
genética entre os cdes € muito maior na China, Tailandia, Camboja, Tibet e Japdo, sugerindo
uma origem no Leste Asiatico para o cdo doméstico (SAVOLAINEN et al., 2002; OVODOV
etal., 2011).

Ao longo dos séculos, através da domesticacdo, o ser humano realizou uma selecéo
artificial dos cdes por suas aptiddes, caracteristicas fisicas ou tipos de comportamentos e a
relacdo estabelecida tornou-se uma das mais fortes “ligagdes humano-animal” (CARMENA
& CARDONA, 2013). O resultado foi uma grande diversidade de racas caninas, as quais
variam em pelagem e tamanho dentro de suas proprias ragas, atualmente classificadas em
diferentes grupos ou categorias. As designacdes vira-lata (no Brasil) ou rafeiro (em Portugal)
séo dadas aos cdes sem raca definida ou mesticos descendentes (HARE et al., 2002).

Com a expectativa de vida variando entre dez e vinte anos, 0 cdo € um animal social
que, representa companhia para muitas pessoas e pode também contribuir com o
desenvolvimento fisico, social e emocional das criancas e com o bem-estar de seus
proprietarios, em particular de individuos 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
https://pt.wikipedia.org/wiki/Lobo
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
https://pt.wikipedia.org/wiki/Comportamento
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ra%C3%A7a
https://pt.wikipedia.org/wiki/Vira-lata
https://pt.wikipedia.org/wiki/Brasil
https://pt.wikipedia.org/wiki/Rafeiro
https://pt.wikipedia.org/wiki/Portugal
https://pt.wikipedia.org/wiki/Mesti%C3%A7o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Expectativa_de_vida_ao_nascer

16

olfato e audicdo, os cdes podem ser bons cacadores, vigorosos corredores, relativamente
doceis e leais, inteligentes e com boa capacidade de aprendizagem. Deste modo, podem ser
adestrados para executar um grande numero de tarefas uteis, como céo de terapia, de caca, de
tracdo, de pastoreio, de guarda, cdo-guia e cdes farejadores. Assim como o ser humano,
também podem ser vitimas de doencas virais, bacterianas, parasitoses, depressdo e mal de
Alzheimer, bem como aquelas caracteristicas do envelhecimento, como problemas de viséo e
audicao, artrite e mudancas de humor (ROSSI, 2010).

O aumento da populacdo humana habitando cada vez mais a maioria das areas na
Terra tem provocado severas modificacbes nos ambientes naturais. A locomocéo das pessoas
transportando também seus animais domésticos resulta na introdugdo de um ndmero de
espécies domesticas para novos habitats. A abundancia de cdes livres na natureza é
preocupacdo crescente em muitos paises devido ao elevado risco da predacdo de animais
silvestres, pela hibridacdo com canideos selvagens, pondo em perigo espécies raras e, por
serem reservatorios em potencial de parasitos, contribuindo para transmissdo de inimeras
doencas (BRICKNER, 2002; DIAZ et al., 2015).

O cdo domeéstico ¢é encontrado em associa¢do com seres humanos em todo o mundo e
em uma grande variedade de habitats, sendo considerado animal de companhia. O crescente
ndmero desses animais tem estreitado o contato com o homem, aumentando inclusive a
exposicdo humana a agentes responsaveis por zoonoses como equinococose, leishmaniose,
toxocariase, raiva, doenca de Chagas, peste e outras infeccdes bacterianas (GENNARI et al.,
1999; DOS SANTOS et al., 2002; RIBEIRO, 2004; CHOMEL & SUN, 2011; DEPLAZES et
al., 2011; DIAZ et al., 2015).

Cées domésticos podem ser parasitados por muitos helmintos zoonéticos, porém, o
volume de informacgdes disponiveis sobre cada espécie € mais ou menos abundante
dependendo da importancia de determinado parasito para esses animais ou dos seus
envolvimentos com infecgdes 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 infecgdes parasitarias acometem cées de todas as idades, mas usualmente, s&o mais
prevalentes em filhotes, principalmente pelo fato de muitos parasitos utilizarem vias de
transmissdo que expdem especificamente recém-nascidos ou neonatos e, também, porque 0s
animais jovens ndo respondem imunologicamente de forma eficaz (RAMIREZ-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 parénquima pulmonar de cées que, em geral, sdo assintomaticos. As infec¢bes macicas
podem ocasionar lesdes e reacdo inflamatoria do parénquima pulmonar com possibilidade de
infeccdo bacteriana secundéria, exigindo tratamento antibiético. Tosse e taquipnéia podem ser
observadas em filhotes (RIBEIRO, 2004). T. canis e A. caninum, por exemplo, sdo o0s
principais agentes etioldgicos no homem da larva migrans visceral (LMV) e larva migrans
cutainea (LMC) ou “bicho geografico”, respectivamente (GENNARI et al., 1999;
GONZALEZ et al., 2015) e a presenca deles em cées é uma indicacéo indireta da ocorréncia
destas doengas em seres humanos em regides endémicas (SHARMA et al., 2015).

Os cées domésticos também sdo frequentemente infectados por parasitos
gastrointestinais (TUN et al., 2015; TORRES-CHABLE et al., 2015). Da mesma forma que os
proprios hospedeiros, a maioria dos parasitos de cdes tém ampla distribuicdo geogréfica. No
entanto, o elenco de espécies e suas respectivas prevaléncias sdo afetados por fatores
climaticos, habitos culturais, recursos diagnésticos e nivel de notificacgdo (MCCARTHY &
MOORE, 2000).

O helminto Spirocerca lupi (Rudolphi, 1809), nematdide parasito do esb6fago e
estdbmago de caes, é relativamente frequente no Brasil, tendo sido descrito em cdes de varias
regides do pais (MENSE et al., 1992; OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2002; FONSECA et al.,
2012). Os adultos vivem dentro de nodulos fibrosos, de varios centimetros de diametro nas
paredes do esdfago, estbmago e aorta (CURY & LIMA, 2002; GIANNELLI et al., 2014,
SASANI et al., 2014). A presenca de nddulos no esdfago pode levar a esofagite e o
crescimento, principalmente préximos a cérdia, pode causar obstrucdo parcial, levando a
disfagia e desconforto gastrico com regurgitacdo e vémitos (FREITAS, 1977; CURY &
LIMA, 2002; CHIKWETO et al., 2012; VRDOLJAK et al., 2014). Esses nédulos parasitarios
tém sido associados ao surgimento de sarcomas esofagicos em cdes (RANEN et al., 2004;
FONSECA et al., 2012; NIVY et al., 2014). Os ovos de S. lupi ganham a luz do eséfago ou
estdbmago por meio de pequenas fistulas nos nédulos e alcancam o meio exterior junto com as
fezes dos cées (FREITAS, 1977; RIBEIRO, 2004; GIANNELLI et al., 2014; SUDAN et al.,
2015).

Os helmintos adultos do nematdide Physaloptera praeputialis (Linstow, 1899) sdo
hemato6fagos e vivem aderidos a mucosa do estbmago de cdes onde podem provocar erosoes,
levando a gastrite catarral ou hemorragica e anemia (FREITAS, 1977; FORTES, 1987). Os

helmintos adultos p6em seus ovos na luz do estdmago e estes alcancaram 0 meio exterior
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junto com as fezes dos seus hospedeiros (RIBEIRO, 2004; CANTO et al., 2011; RAMOS et
al., 2013).

Infecgcdes por helmintos adultos de Trichuris vulpis Frolich, 1789, nematdide do ceco
e cblon, causam anemia e diarréia em cées e as lesdes provocadas podem levar a infeccdes
bacterianas secundarias (RIBEIRO, 2004). T. vulpis vive com a extremidade anterior fixada a
mucosa e alimenta-se de liquidos tissulares, células epiteliais e sangue (CURY & LIMA,
2002). Milhares de ovos do parasito podem ser eliminados diariamente juntamente com as
fezes dos cées e no ambiente, no interior dos ovos, as larvas evoluem para o0 seu terceiro
estadio, tornando-se infectantes (RIBEIRO, 2004). Vérios estudos demonstraram a presenga
de ovos do parasito nas fezes de cdes 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 nematdédeo hemat6fago do intestino delgado de cdes. Em cdes
jovens, a passagem de larvas pelo leite pode ter consequéncias fatais ou ser responsavel pela
producdo de quadros de anemia hemorragica aguda ou crénica acompanhada de diarréia que
pode conter sangue e muco. Em cées adultos podem causar deficiéncia de ferro e anemia
hipocrémica microcitica (URQUHART et al., 1996). A. braziliensis, trata-se de uma espécie
menos prevalente, cujos efeitos relacionados a hematofagia dos vermes adultos causam
transtornos semelhantes a A. caninum. No entanto, por ser menos voraz, € também menos
patogénico (KATAGIRI & OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2007). Os ovos de ancilostomideos sao
postos na luz do intestino delgado e eliminados para o ambiente, podendo ser detectados nas
fezes (MATEUS et al., 2014; TORRES-CHABLE et al., 2015). As fémeas ovipdem
diariamente milhares de ovos ndo embrionados, sendo que as de A. caninum péem em média
16.000 e as de A. braziliense, 4.000 (FREITAS, 1977; RIBEIRO, 2004).

Assim como as espécies do género Ancylostoma, T. canis é frequentemente
encontrado no intestino delgado de cdes (TORRES-CHABLE et al., 2015). Embora seja uma
infeccdo frequente em animais jovens, cdes adultos podem permanecer susceptiveis e
contribuir para a contaminagdo ambiental (OVERGAAUW, 1997). Nos cées, os efeitos da
infeccdo por T. canis dependem da idade do animal, do numero, localizagdo e estagio de
desenvolvimento dos helmintos (PARSONS, 1987). Os adultos no intestino podem causar
obstrucdo intestinal dos ductos colédoco e pancredtico (URQUHART et al., 1996). Os ovos

de T. canis séo eliminados ndo embrionados junto com as fezes dos cées e no ambiente, em
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condigdes favoraveis, as larvas evoluem no interior dos ovos até seu estadio infectante
(RIBEIRO, 2004).

Dos nematdides parasitas de cdes, os ancilostomideos sdo o0s mais prevalentes
(KATAGIRI & OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2008; SPRENGER et al., 2014; LIMA et al., 2015;
TORRES-CHABLE et al.,, 2015; OLIVEIRA-ARBEX et al., 2016), porém os principais
cestodeos parasitos gastrintestinais de cées pertencem as familias Dilepididae (Dipylidium
caninum) e Taeniidae (Taenia sp. e Echinococcus sp.), sendo a maioria bastante adaptado a
esses hospedeiros ndo Ihes causando grandes transtornos (GEORGI, 1987).

D. caninum (Linnaeus, 1758) possui ampla distribuicdo geogréfica em cdes, podendo
também infectar o homem. Devido a ingestdo acidental de pulgas infectadas, ha relatos de
parasitismo por D. caninum em humanos, principalmente criancas, que desenvolveram quadro
clinico abdominal brando e prurido anal (LLOYD, 1998; MOLINA et al., 2003; RAETHER
& HANEL, 2003). Em geral ndo provoca danos graves e os cdes podem tolerar centenas de
vermes adultos em seu intestino delgado sem manifestarem sintomatologia. Nas infec¢des de
alta intensidade pode ocorrer irritacdo da mucosa com enterite. A saida ativa da proglote pelo
anus pode causar prurido na regido perianal (FREITAS, 1997). Ovos do parasito sdo
frequentemente detectados em andlises parasitologicas envolvendo amostras ambientais e
fezes de cdes (MATEUS et al., 2014; TORRES-CHABLE et al., 2015).

Diversas espécies do género Taenia Linnaeus, 1758 podem parasitar o intestino
delgado de cées, 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 bioldgico envolve dois hospedeiros mamiferos, sendo um hospedeiro definitivo,
0 cdo, e um hospedeiro intermediario, que varia, dependendo da espécie, entre bovinos,
suinos, ovinos, lagomorfos ou humanos (ABBASI et al., 2003). As espécies de Taenia que
possuem o cdo como hospedeiro definitivo sdo pouco patogénicas para este hospedeiro,
entretanto as formas larvais (metacestoides) de algumas espécies podem formar cistos em
locais como figado, pulmdes e sistema nervoso central dos hospedeiros intermediarios,
acarretando enfermidades em animais de importancia econdmica ou até mesmo apresentar
potencial zoondtico (ING et al., 1998; RAETHER & HANEL, 2003). No Brasil, foram
registradas raras infec¢bes por T. hydatigena, T. taeniformis (Batsch, 1786) e T. multiceps,
respectivamente, em suinos (Rio Grande do Sul), gato (Mato Grosso) e ovino (Mato Grosso
do Sul) (BATISTA etal., 2010; RAMOS et al., 2013; MONTEIRO et al., 2015).

A excecdo de Echinococcus granulosus senso latu (s.l.) (Batsch, 1786), agente

etioldgico da equinococose cistica, distribuido de forma descontinua em todos os continentes,
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as demais espécies do género Echinococcus Rudolphi, 1801 tém uma distribuicdo mais
restrita (ECKERT & DEPLAZES, 2004). Das espécies que tém o cdo como hospedeiro
definitivo, apenas E. granulosus s.l. e Echinococcus vogeli Rausch & Bernstein, 1972
ocorrem no Brasil e os dados sobre a infec¢do em hospedeiros definitivos sdo escassos no pais
(FARIAS et al., 2004; de LA RUE et al., 2011; SANTOS et al., 2012; SOARES et al., 2014).

A infecgdo por E. granulosus s.I. ¢ comum no estado do Rio Grande do Sul, onde o
cdo domestico é o principal hospedeiro definitivo e os bovinos e ovinos, 0s hospedeiros
intermediarios (FARIAS et al., 2004). O parasito E. vogeli, agente causador da equinococose
policistica, é exclusivo da regido neotropical e no Brasil tem circulagdo relacionada a regido
amazobnica. A maioria dos estudos evidencia o encontro da forma metacestéide em paca
(Cuniculus paca Linnaeus, 1758) e no homem, respectivamente, 0s hospedeiros
intermediarios, natural e acidental, do parasito (D’ALESSANDRO et al., 1981,
D’ALESSANDRO & RAUSCH, 2008; NOYA-ALARCON et al., 2011; VIZCAYCHIPI et
al., 2013; MAYOR et al.,, 2015; STIINIS et al., 2015; ALMEIDA et al., 2015;
DEBOURGOGNE et al., 2015).

Os cestdides mais patogénicos do hospedeiro humano sdo os da familia Taeniidae
Ludwig, 1886, quando o organismo na fase assexuada de reproducdo, o metacestoide (forma
larvar), desenvolve-se preferencialmente no cérebro, figado ou pulmdes. Além do
metacestoide (cisticerco) da Taenia solium Linnaeus, 1758 envolvido na neurocisticercose, 0s
metacestdides (cistos hidaticos) de quatro espécies do género Echinococcus Rudolphi 1801
sdo reconhecidos pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como potenciais causadoras de
grave doenga em humanos, a equinococose ou hidatidose (D’ALESSANDRO & RAUSCH,
2008). Essas espécies sao E. granulosus s.l. (Batsch, 1786), que provoca a equinococose
cistica; Echinococcus multilocularis Leuckart, 1863, a equinococose alveolar; Echinococcus
oligarthrus (Diesing, 1863) e E. vogeli Rausch & Bernstein, 1972 que causam a equinococose
policistica.

A equinococose canina mais demonstrada é a causada pelos vermes adultos das
espécies E. granulosus s.I. e E. multilocularis, enquanto que as informagdes das infeccGes por
E. vogeli e E. oligarthrus em canideos domésticos e silvestres sdo provenientes de raros
relatos (CABRERA et al., 1960; D’ ALESSANDRO et. al., 1981; SOARES et al., 2014).

E. granulosus s.l. possui distribuicdo ampla em paises com atividades de pecuaria,
tendo sido introduzido nas Américas no inicio do século XVI. Ja E. multilocularis ocorre em
hospedeiros naturais do Hemisfério Norte (RAUSCH, 1986). As outras duas espécies,

naturais da regido neotropical, E. vogeli e E. oligarthrus, sdo consideradas simpatricas sobre
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extensas &reas da América Latina, onde seus hospedeiros necessarios estdo presentes
(D’ALESSANDRO & RAUSCH, 2008).

Os ciclos biolégicos das espécies de Echinococcus spp. podem ser classificados em
domeéstico quando o cdo doméstico atua como hospedeiro definitivo ou em silvestre, quando
carnivoros silvestres estdo envolvidos na transmissdo. Dentro dos ciclos, o papel especifico
das diferentes espécies hospedeiras pode variar consideravelmente entre as regides e nas areas
onde a equinococose é endémica, os ciclos biologicos silvestre e doméstico podem coexistir
ou se sobrepor (RAUSCH, 1995).

No intestino delgado dos hospedeiros, os vermes adultos, que podem chegar até doze
milimetros de comprimento, penetram profundamente entre as vilosidades das criptas de
Lieberkiihn associando suas ventosas e ganchos rostelares ao epitélio. Pequenas alteracdes
podem ocorrer, tais como o achatamento local de células epiteliais, ligeira infiltracdo celular
na mucosa e 0 aumento da producdo de muco. Produtos de excrecdo/secrecdo podem ser
liberados a partir do escélex do parasito, induzindo a producdo de anticorpos na circulacdo
(ECKERT et al.,, 2001a). Esta intima relacdo parasito-hospedeiro normalmente ndo causa
doenca significativa nesses hospedeiros, mesmo em infeccdes com alta carga parasitaria
(CARMENA & CARDONA, 2013).

O estagio metacestoide das espécies de Echinococcus é encontrado intimamente nas
visceras de seus hospedeiros intermediarios e, ocasionalmente, também em espécies de
animais que normalmente ndo fazem parte do ciclo bioldgico habitual dos parasitos, como o
homem, considerado hospedeiro acidental. Os hospedeiros intermedidrios naturais Sao
tipicamente herbivoros predados pelos hospedeiros definitivos carnivoros (ECKERT et al.,
2001a).

E. granulosus s.1. utiliza espécies da familia Canidae como hospedeiros definitivos e
sua transmissdo é mantida principalmente em um ciclo sinantrépico com os cdes domésticos
como hospedeiros definitivos e espécies de gado (bovino/ovino) como hospedeiros
intermediarios (MCMANUS et al., 2003; CARMENA & CARDONA, 2013). Em certas
regides, canideos selvagens podem estar envolvidos no ciclo bioldgico (JENKINS & CRAIG,
1992).

E. multilocularis é restrito ao Hemisfério Norte e seu ciclo biologico é
predominantemente silvestre. Os principais hospedeiros definitivos sdo raposas do género
Vulpes e Alopex, e menos frequentemente cdes e gatos domésticos. Na América do Norte, 0s
coiotes parecem ter um papel importante no ciclo e os lobos também podem estar envolvidos
em determinadas regides (RAUSCH, 1986, 1995, 1997). Populacgdes de felideos domésticos e
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selvagens naturalmente infectadas com E. multilocularis foram encontradas, sugerindo que o
papel zoonotico desses animais deva ser considerado frente aos hospedeiros definitivos
preferenciais no contexto de regides altamente endémicas (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 intermediarias do parasito
(VUITTON et al., 2003).

Cées domésticos infectados por E. granulosus s.l. e E. multilocularis sdo a principal
fonte de infeccdo para o desenvolvimento, respectivamente, das equinococoses humanas
cistica e alveolar. Ambas sdo importantes zoonoses que representam grandes problemas de
salde coletiva em diversas regibes do mundo, causando um prejuizo socioecondmico
consideravel (BUDKE et al., 2006; BENNER et al., 2010; TORGERSON et al., 2010).

Com relacéo as 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 € o menor parasito do género, com
2-3 milimetros de comprimento e utiliza espécies selvagens da familia Felidae como
hospedeiros definitivos (RAUSCH et al., 1978, 1981).

E. vogeli é o principal alvo do presente estudo, por sua endemicidade na regido norte
do Brasil, incluindo o estado do Acre. O parasito utiliza o cachorro-vinagre (Speothos
venaticus Lund, 1842) (Figura 1) e o cdo doméstico como hospedeiros definivos (RAUSCH,
1986, 1995, 1997). O verme adulto (Figura 2) pode chegar a 12 milimetros, desenvolvendo
até 6 proglétides. E. vogeli e E. oligarthrus podem reter cerca de 90 ovos em seus Uteros
(RAUSCH et al., 1978, 1981).

S. venaticus é um canideo sul-americano encontrado desde o Panama até o nordeste
argentino, com excecdo do Chile e Uruguai. E uma espécie rara, peculiar por sua adaptaco a
vida em florestas, sendo considerado semi-aquatico 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: Servico de Referéncia Nacional em Hidatidose (SRNH-1OC/Fiocruz-RJ).

Figura 2 — Representacdo esquematica do verme adulto de Echinococcus vogeli
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Fonte: Servico de Referéncia Nacional em Hidatidose (SRNH-IOC/Fiocruz-RJ).

Os cistos hidaticos (estagio metacestdide) (Figura 3) de E. vogeli sdo caracterizados
como vesiculas esféricas continuas ou esporadicamente isoladas, de aspecto esbranquicado e
por vezes translicido, com cada uma sendo capaz de albergar de 10 a 500 protoescélices do

helminto. Situam-se no parénquima, sendo que a maioria fica perto da superficie,
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contrastando com a coloracdo escura do figado, quando estabelecidos neste 6rgdo nos
hospedeiros intermediarios (D’ALESSANDRO et al., 1981; D’ALESSANDRO & RAUSCH,
2008).

Figura 3 — Representacdo esquematica do metacestdide de Echinococcus sp.
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Areia hidatica

" Vesicula proligera
»

. Protoescolice

Fonte: Servico de Referéncia Nacional em Hidatidose (SRNH-1OC/Fiocruz-RJ).

O ciclo bioldgico 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 cestoide, cacava em bandos sua presa preferida, a paca (C. paca) (Figura 5),
perseguindo-a na terra e na dgua. Embora o cachorro-vinagre e a paca possuam tamanhos
semelhantes, um Unico cachorro pode as vezes ser capaz de superar esses roedores, como
mostrado por Deutsch (1983). No presente, este predador € o Unico hospedeiro definitivo
natural conhecido de E. vogeli, embora individuos da espécie Cerdocyon thous (graxaim) ja
tenham sido experimentalmente infectados. A elevada prevaléncia de metacestdides de
E. vogeli em pacas é um indicativo de uma taxa muito mais elevada da presenca desses
helmintos nos hospedeiros definitivos, uma vez que poucos estudos envolveram a analise
intestinal de cachorros-vinagre (D’ALESSANDRO & RAUSCH, 2008; SOARES et al.,
2014). Os vermes adultos de E. vogeli aparentemente ndo se desenvolvem em gatos ou em
outros felinos (D’ALESSANDRO et al., 1981).
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Figura 4 — Representacdo esquematica do ciclo bioldgico de Echinococcus vogeli
CACHORRO-VINAGRE

Legenda: a- ovo; b- ovo ingerido pela paca; c- metacestéide; d- ingestdo de protoescoélice pelo cachorro vinagre;
e- escolice desenvaginado; f- verme adulto; g- ingestdo de ovo pelo homem; h- metacestoides.
Fonte: llustragdo de Bruno Eschenazi do Servico de Producéo e Tratamento de Imagem — IOC/Fiocruz-RJ.

Figura 5 — Imagem da paca (Cuniculus paca)

Em alguns areas da regido amazonica a caca 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 subsisténcia e a carne desses animais constitui a principal fonte de proteina da
populacdo dentre os animais terrestres cacados (VALSECCHI et al., 2014; MAYOR et al.,
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2015). A paca inclusive esta entre as espécies mais intensamente cacadas na Ameérica Latina,
principalmente por causa de sua carne, cotada como a mais apreciada entre todas as de caca
(VALSECCHI & AMARAL, 2009). Um estudo realizado no Acre revelou, por exemplo, que
pacas, porcos-do-mato e veados-mateiros sdo animais que correspondem a quase 60% da
biomassa abatida na Reserva Extrativista do Alto Tarauaca e que cada pessoa tinha um
consumo médio anual de 51,82 kg de carne de caca (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 infeccdo do metacestdide de E. vogeli em pacas da regido amazobnica
colombiana (D’ALESSANDRO et al., 1981), brasileira (D’ ALESSANDRO & RAUSCH,
2008), venezulana (NOYA-ALARCON et al., 2011), do norte da Argentina (VIZCAYCHIPI
etal., 2013) e peruana (MAYOR et al., 2015).

Além da paca, outras espécies de mamiferos das Américas Central e do Sul também
sdo reconhecidas como hospedeiras intermediérias de E. vogeli e E. oligarthrus, destacando-
se 0 gamba (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 policistica humana causada por E. vogeli é uma doenca naturalmente
endémica de algumas regibes da América do Sul e América Central. A doenca ocorre
predominantemente em &reas rurais onde as populacbes, geralmente, possuem caes
domésticos, desenvolvem atividades de caca e possuem baixo nivel sdcio-economico e
cultural (D’ALESSANDRO, 1997). A transmissao peridomiciliar é a principal e ocorre
guando os cdes domésticos sdo alimentados com as visceras 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 doenca humana foi reconhecida, quando foram relatados
13 casos humanos englobando os paises Colémbia, Equador e Panama (D’ ALESSANDRO et
al.,, 1979). Os principais sinais e sintomas clinicos sdo dor abdominal, ictericia,
hepatomegalia, perda de peso, febre e aumento da massa abdominal em funcdo do
estabelecimento e crescimento dos cistos hidaticos no figado, 0 que ocorre na maioria dos
casos (MENEGHELLI et al., 1992; SIQUEIRA et al., 2013).

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

humanos de equinococose policistica foram diagnosticados em 11 paises, incluindo a regido
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da Nicaragua, 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),
Colémbia (16 casos), Equador (11 casos), e Argentina (11 casos). Alem disso, de 1 a 3 casos
esporadicos foram identificados ainda em outros sete paises (D’ALESSANDRO, 1997).

Até marco de 2007, o numero total de casos conhecidos de equinococose policistica
erade 172. Além disso, dois estudos sorolégicos 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. Ndo é conhecido se todas essas 60 pessoas (5% de 1104)
tiveram equinococose confirmada, porém, parece ldgico considerar que algumas dessas
pessoas provenientes de areas onde a infeccdo € endémica podem ter tido infeccOes
assintomaticas por E. vogeli. Sendo assim, o ndmero de pessoas infectadas nos paises
neotropicais seria de 232, com 160 casos somente no Brasil (PASTORE et al., 2003a).
Quarenta casos brasileiros da ocorréncia de equinococose policistica nos estados do Paré e
Amapa, regido da Amazénia Ocidental, foram resumidos por Soares et al. (2004). Dados
prévios demostraram a ocorréncia de casos clinicos de equinococose policistica e individuos
com sorologia positiva em areas urbanas e rurais do municipio de Sena Madureira no Acre
(PASTORE et al., 2003a,b). Fatores epidemioldgicos associados com a vida destes
individuos, como o histérico de caca para subsisténcia e o habito da alimentacdo de cdes
domeésticos com visceras cruas de pacas, sdo uma realidade da regido (MENEGHELLI et al.,
1986; SIQUEIRA et al., 2007, 2013).

Atualmente o nimero de casos humanos é desconhecido, porém, sdo reconhecidos
mais de 200 casos em 12 paises da América do Sul tropical. Especialistas acreditam que 0s
casos publicados, representem, provavelmente, apenas uma pequena propor¢do do numero
real e que a infeccdo seja atualmente mais comum, estando subdiagnosticada (OOSTBURG et
al., 2000; D’ALESSANDRO & RAUSCH, 2008).

Casos de equinococose policistica, sem duvida, muitas vezes escapam do diagnéstico
e as significativas morbidade e mortalidade sdo as consequéncias (D’ALESSANDRO &
RAUSCH, 2008). A doenca ainda é pouco associada a E. oligarthrus em funcéo do pequeno
numero de casos humanos registrados nas regioes endémicas (MORO & SCHANTZ, 2009).
Dos quatro casos humanos conhecidos, trés descreveram a localiza¢éo ocular do metacestéide
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 presenca do
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metacestoide de E. oligarthrus na parede do ventriculo esquerdo de um brasileiro, apds a
autopsia (D’ALESSANDRO et al., 1995).

A infeccdo de seres humanos com ovos de Echinococcus sp. pode ocorrer nos
ambientes silvestre e domiciliar como resultado da manipulacdo dos hospedeiros definitivos
infectados ou de fezes contendo ovos, além de plantas ou solos contaminados com ovos
(SZOSTAKOWSKA et al., 2014), seguidos pela transferéncia direta dos ovos & boca por
méos e alimentos contaminados. Ovos de Echinococcus sp. podem se aderir ao pelo dos cées
(NOSIK, 1952), em particular em torno do anus, nas coxas e sobre as patas (MATOFF &
KOLEV, 1964). Estudos da década de 90 na Republica Popular da China (Sichuan) ja
demonstravam que pessoas que bebem agua de pequenas valas acessiveis aos animais tém um
risco maior de adquirir infeccdo por E. granulosus s.l. do que as que consomem agua de pog¢o
(L1U, 1993). A ingestdo de legumes, saladas, frutas cruas e outros vegetais contaminados com
ovos de Echinococcus sp. também pode resultar em infec¢do (L1U, 1993; LASS et al., 2015).
Um estudo utilizando 103 alimentos coletados de florestas, plantagdes e hortas da provincia
de Varmia-Masuria na Poldnia demonstrou a presenca de ovos de E. multilocularis em 23,3%
das amostras, dentre frutas, legumes e cogumelos (LASS et al., 2015).

A infecgéo de primatas e ariranhas com ovos de E. vogeli eliminados juntamente com
as fezes de cachorros-vinagre em um zoolégico norte-americano, sinalizou que o0s visitantes
humanos e outros animais estavam sob risco (HOWARD & GENDRON, 1980). Assim,
canideos importados de areas onde a doenca é endémica podem ser fontes de infeccdo quando
sd0 mantidos como animais de estimacdo (D’ALESSANDRO & RAUSCH, 2008). Cées
vadios em areas urbanas também apresentam perigo para 0s seres humanos por ja terem sido
relatados com E. granulosus s.l., embora com uma incidéncia menor do que o descrito para
regides rurais de Dom Pedrito em Rio Grande do Sul (HOFFMANN et al., 2001).

Embora a equinococose seja essencialmente propagada por hospedeiros definitivos, a
persisténcia do ciclo de vida dos parasitos estd ligada a durabilidade dos ovos no ambiente,
principalmente os de E. granulosus s.I. e E. vogeli em se tratando de infecgdes disseminadas
por cdes domésticos no domicilio ou em locais onde os cdes vadios sdo a maioria
(CHAABANE-BANAOUES et al., 2015). Quando em ambiente adequado, imido e com
temperaturas mais baixas, 0s ovos permanecem infectantes por cerca de um ano depois de
terem sido depositados sobre o solo, mesmo sob diferentes condigdes climéaticas (SANCHEZ-
THEVENET et al., 2005). Por outro lado, a dessecacédo e elevadas temperaturas sdo os dois
fatores mais importantes para a reducdo da longevidade no ambiente (GEMMELL, 1968;
LAWS, 1968; GEMMELL & LAWSON, 1986; VEIT et al., 1995; ECKERT et al., 2001b).
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Estudos que avaliem a resisténcia e viabilidade dos ovos de E. oligarthrus e E. vogeli
no ambiente tornam-se necessarios, poréem ja foi demonstrado que ovos de E. multilocularis
permaneceram viaveis cerca de 16 meses em agua a 4°C (VEIT et al., 1995).

A inativacdo de ovos de Echinococcus sp. pode ser realizada com agua ou calor seco
fervente. Assim como os ovos de Taenia sp., os de E. granulosus s.l. s&o inativados dentro de
5 minutos entre 60°C e 80°C e rapidamente a 100°C (ECKERT et al., 2001b). Ja o periodo de
tempo durante o qual os materiais contaminados devem ser aquecidos pode variar. Por
exemplo, o calor penetra nas fezes de cées lentamente e tal material deve ser fervido por pelo
menos 5 minutos para assegurar a inativacdo de todos os ovos (GEMMELL, 1968).

A maior parte dos processos de tratamento de aguas residuais (por exemplo,
sedimentacdo) ndo elimina totalmente os ovos de tenideos (ECKERT et al., 2001b). Com base
em experiéncias com 0s ovos de Ascaris, pode-se presumir que os ovos de Taenia sp. e
Echinococcus sp. sdo inativados nas lamas de depuracdo e decomposicdo apOs exposicdo
durante pelo menos 30 minutos a temperaturas de 65°C ou superior, geradas pelos processos
de aquecimento ou de fermentacdo (ECKERT et al., 2001b).

Por outro lado, estudos mostraram que ovos de E. granulosus s.l. e E. multilocularis
sdo altamente resistentes a temperaturas negativas e as temperaturas de -18°C a -20°C do
congelador séo insuficientes para inativar 0s ovos dentro de um prazo razoavel. No entanto, as
temperaturas de -70°C a -80°C sdo capazes de inativar os ovos de E. granulosus s.l. e E.
multilocularis dentro de 96 e 48 horas, respectivamente. Para a inativacdo, as temperaturas
eficazes tem que atingir todas as partes do material contaminado. Por exemplo, carcacgas de
raposas tém de ser congeladas a -80°C durante pelo menos quatro dias (de forma rotineira, por
sete dias), a fim de alcancar completa ultracongelacédo. A elevada resisténcia ao frio dos ovos
de E. multilocularis estd bem documentada. Por outro lado, ainda ndo é claro se
E. oligarthrus, E. vogeli e os genotipos de E. granulosus s.l. podem diferir em diferentes
regides no que diz respeito a resisténcia ao frio dos seus ovos (ECKERT et al., 2001b).

Os ovos de Echinococcus sp. também séo sensiveis a dessecacdo. 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 ap0s exposi¢do 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).

E um consenso que a eliminagdo de ovos de Echinococcus sp. nas fezes dos cies

domeésticos parece ser a fonte de risco mais comum para as pessoas. Tornam-se necessarios
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mais estudos que visem demonstrar a contaminagdo ambiental por esses ovos
(SZOSTAKOWSKA et al., 2014; LASS et al., 2015) e programas que promovam a educacéo
das populacdes em risco. O risco de adquirir equinococose é passivel de ser reduzido de
acordo com a forma de como os cées sdo mantidos (RAUSCH, 2003), mas a antiga associa¢do
mais intima entre pessoas e seus cdes sO sera interrompida provavelmente mediante a
exigéncia excepcional de mudancas no estilo de vida (RAUSCH, 2003; D’ALESSANDRO &
RAUSCH, 2008).

Programas de controle sdo comuns em areas endémicas de equinocococe cistica e
utilizam estratégias que interrompem o ciclo bioldgico de E. granulosus s.l., com resultados
bem-sucedidos em muitos paises (FARIAS et al., 2004). Estes programas envolvem o
diagnostico nos hospedeiros definitivos e o tratamento com anti-helmintico (MACPHERSON
et al., 1984; SANTILLAN, 1999). Praziquantel, utilizado na dosagem de 5 mg/kg é um anti-
helmintico 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 gue um programa de controle com o objetivo de reduzir o
impacto da equinococose nos seres humanos ou animais deve ser continuo ou pelo menos
existente, até as informacGes sobre a transmissdo 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 cistica foi desenvolvido com sucesso, porém, a descentralizacdo do programa
em 1997, juntamente com a reducdo da intervencdo anti-helmintica profilatica em cées levou
ao recrudescimento da doenca no pais (LARRIEU & ZANINI, 2012).

Um exemplo de programa de controle bem-sucedido desde a sua criagdo em 1992 foi o
modelo uruguaio, em que 0s cdes sdo 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 erradicacdo da doenca no pais ainda se mantem, com os proprietarios recebendo
informacdes continuas sobre a equinococose, porém, desde entdo (1997), a auséncia de novos
dados epidemioldgicos sobre a prevaléncia canina, torna desconhecido o estado atual da
infeccdo 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 terapéutico e profilatico de E. granulosus s.I. em cdes de Santana do
Livramento no estado do Rio Grande do Sul. O esquema terapéutico foi realizado a cada trinta

dias durante oito meses, resultando na interrupcao eficiente da transmissao parasitaria. Porém,
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pelo fato do projeto ndo ter sido continuo, a reincidéncia das infecgdes nos cédes foi marcante
quatro meses apoés a realizagdo do Gltimo do tratamento.

A comprovacao microscopica da infeccdo por Echinococcus sp. em fezes de canideos
é limitada pois os ovos sdao morfologicamente indistinguiveis entre as espécies do género e as
espécies de Taenia (DINKEL et al, 1998). Outro aspecto a ser considerado é a eliminacao
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
parasitologicos de rotina, como a sedimentacdo espontanea (HOFFMAN et al., 1934), ou
mesmo diretamente sobre a pele perianal com fita adesiva transparente, a qual é pressionada
na pele, transferida para uma lamina e examinada ao microscépio (ECKERT et al., 2001a).

A técnica de raspagem intestinal (IST), com sensibilidade maxima de 78% (ZHANG
et al., 2003) ainda ¢ o método padrdo ouro para a deteccdo da infeccdo em hospedeiros
definitivos e baseia-se na investigacdo do intestino do animal morto, identificacdo visual e
contagem, sob o0 microscopio estereoscopio, dos vermes adultos com base em suas
caracteristicas morfoldgicas (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 Unica
metodologia confidvel para o diagnostico da infeccdo intestinal por Echinococcus sp. em
hospedeiros definitivos. Esta técnica, porém, sempre foi considerado um método de
diagnostico caro, trabalhoso e de alto risco bioldgico, ndo podendo ser recomendada para
verificacdo de animais domésticos vivos (ZHANG et al., 2003).

Atualmente, o diagndstico da infec¢do por Echinococcus sp. em canideos ainda conta
com a deteccdo parasitoldgica de vermes adultos apds a morte e necropsia (MAAS et al.,
2014), ou ap6s a administracdo 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 parasitarias nos hospedeiros e sdo fontes de materiais para
estudos moleculares, porém, sdo consideradas de dificil utilizacgdo em estudos
epidemioldgicos de grande escala, por serem laboriosas, biologicamente perigosas e
sensibilidade insuficiente (ALLAN et al., 1992; CARMENA & CARDONA, 2013).

A aplicacdo de arecolina, principal alcaldide da noz de areca (semente da Areca
catechu), em cées e o exame do material fecal ap0s a purgacdo apresenta a vantagem do
aumento da probabilidade dos vermes serem explusos, mesmo em situagcdes de baixa carga
parasitaria, quando a expurgacdo consegue ser induzida. Sendo um farmaco bromidrato

parassimpatomimético, acaba tendo uma importante acdo sobre o masculo liso do intestino
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delgado promovendo expurgagdo, com 0s vermes podendo ser transportados com o material
eliminado (ECKERT et al., 1984). Para esta atividade, o fA&rmaco 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 cdes. Dobrar ou reduzir para metade a dosagem nao aumenta a eficacia,
mas a primeira situacdo pode causar vomitos (ECKERT et al., 2001a).

A arecolina pode ser administrada na forma de comprimido ou em forma liquida, mas
0 teste apresenta sérias desvantagens, como demonstrado em um estudo tunisiano, em que
apenas 68% dos 118 cdes expurgaram os helmintos apés uma primeira dose e em 12% dos
cdes, a expurgacdo ndo aconteceu mesmo depois de uma segunda administragdo (SCHANTZ,
1997). No mesmo estudo, apenas 65% dos 46 cées infectados foram detectados positivos apos
a Unica administracdo e 78% depois de uma segunda dose de arecolina (SCHANTZ, 1997).
Mortes ocasionais ja foram relatadas ap0s a penetracdao de pedacos afiados de ossos da dieta
no intestino e o teste de arecolina ndo é recomendado em cadelas gravidas, cdes idosos ou
filhotes (ECKERT et al., 1984). Substituir esta droga por um purgante menos traumatico seria
altamente desejavel (BARNES et al., 2012).

Schantz (1997) descreve que a visualizacdo da eliminacdo da forma adulta dos
helmintos em resposta a acdo da arecolina, pode ser explorada com fins educativos para a
populagdo na comprovacao da infecg¢do dos cées pelo parasito.

Quanto aos ensaios de imunodiagndstico, os testes Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) e contraimunoeletroforese desenvolvidos para deteccdo de anticorpos no soro
dos canideos demonstram sensibilidade altamente variavel (entre 40 a 90%) e a reatividade
cruzada com outras espécies de parasitos € frequentemente detectada (GASSER et al., 1988,
1992, 1994; BENITO et al., 2006; ANANDA & D’ SOUZA, 2015).

Os ensaios de deteccdo de copro-antigenos (DNA e proteinas) desenvolvidos e
aprimorados recentemente sdo 0s mais apropriados e relativamente mais praticos para o
diagnostico de infeccdo por Echinococcus sp. em canideos. Apesar de possuirem limitacoes
de sensibilidade, sdo especificos pelo menos para a deteccdo do género Echinococcus
(ALLAN et al., 1992).

Duas técnicas para o diagndstico de infecgdes de Echinococcus em carnivoros vivos
foram introduzidas e aprimoradas (ECKERT et al., 2001a) e tem tido um impacto importante
em estudos epidemioldgicos e, mais recentemente, sobre a vigilancia durante os programas de
controle da equinococose (CRAIG et al., 2015). Uma delas, baseia-se na deteccdo de

proteinas copro-parasitarias ou coproantigenos (CA), por ensaio imunoenzimatico (CA-
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ELISA) e a outra, na detec¢do de moléculas de DNA, por meio de PCR (copro-PCR ou copro-
DNA), em amostras de fezes de animais.

A CA-ELISA ¢ baseada na utilizacdo de anticorpos policloniais contra antigenos
somaticos (ALLAN et al., 1992), antigenos de secrecao/excrecao de proglotides (DEPLAZES
et al., 1992) ou antigenos de metacestdides (BENITO & CARMENA, 2005) para a deteccao
dessas moléculas em amostras fecais. A metodologia, porém, ndo é capaz de diferenciar entre
as especies do género de Echinococcus (ECKERT et al., 2001a). Quando a carga parasitaria €
maior do que 50 helmintos, o método possibilita uma deteccdo género-especifica com
especificidade em torno de 97%. No entanto, a sensibilidade é relativamente limitada,
resultando, por exemplo, numa média em torno de 60% para infeccBes naturais por
E. granulosus s.l. em canideos (ALLAN et al., 1992; JENKIS et al., 2000). Reacdo cruzada
entre E. granulosus s.l. e T. hydatigena pode ocorrer em abordagens diagnésticas por CA-
ELISA (DEPLAZES et al., 1992).

Siavashi et al. (2006) utilizaram a CA-ELISA para a detec¢do da equinococose canina
em trés provincias 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 canideos de Moghan Plain no Ird, encontraram 21,6% infectados com
Echinococcus sp. A CA-ELISA também ja foi aplicada para diagnosticar ou excluir a
infeccdo por E. multilocularis em gatos, usando amostras fecais frescas ou previamente
congeladas a -20°C (DEPLAZES & ECKERT, 1996; DEPLAZES et al., 1999).

Vaérios estudos comparando CA-ELISA e a purgacdo com arecolina recomendam o
uso do método enzimético devido a variacBes na eficicia da purgacdo (WACHIRA et al.,
1990; CRAIG et al., 1995; RUIZ et al., 1995; SCHANTZ, 1997).

Farias et al. (2004) demonstraram indices de infeccdo distintos na analise de amostras
de fezes de cdes de areas rurais de Santana do Livramento (RS). Em andlise realizada antes do
tratamento com anti-helmintico, foram detectados 11,36% e 27,69% de cdes parasitados, com
a utilizacdo, respectivamente, de purgacdo com arecolina e a CA-ELISA. indices discrepantes
também foram encontrados em nova avaliagdo realizada quatro meses apds o término do
tratamento, sendo observados 36,84% e 47,37% de cdes infectados com a utilizacdo de
purgacdo e CA-ELISA, respectivamente.

Embora os testes que utilizem coproantigenos 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 detecgdo e da deteccdo especifica da
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espécie envolvida levou ao desenvolvimento de uma reagdo em cadeia da polimerase (copro-
PCR) para esta finalidade.

O teste copro-PCR envolve a concentracdo de ovos a partir de materiais fecais,
extracdo de DNA e a identificacdo de sequéncias-alvo especificas da espécie, utilizando
primers de DNA. As sequéncias-alvo séo freqlientemente direcionados para 0s DNAS
ribossdémico e mitocondrial, onde geralmente ha um alto nivel de heterogeneidade genética e
mutacdo dentro dessas sequéncias, aumentando a presenca de determinantes especificos de
espécie (CRAIG & PAWLOWSKI, 2002).

O primeiro método baseado em PCR para a deteccdo de DNA de Echinococcus sp. em
amostras fecais, foi desenvolvido por Bretagne et al. (1993), para a detececdo 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 sensiveis e
especificos foram desenvolvidos para a deteccdo de E. multilocularis no rastreio da infeccédo
em raposas em estudos epidemioldgicos (VAN DER GIESSEN et al., 1999). O método €
recomendado por Dinkel et. al. (1998) como um alternativo a IST.

Mathis et al. (1996) realizaram tanto a extracdo de DNA de ovos de tenideos quanto a
PCR de acordo com o descrito por Bretagne et al. (1993), porém introduziram uma
modificacdo para o isolamento dos ovos de amostras fecais. Realizando uma combinacdo de
clivagem sequencial com um entre-passo de flutuacdo em solucédo de cloreto de zinco, 0s ovos
oriundos de grandes volumes de amostra puderam ser concentrados em poucos microlitros de
liquido e detectados por meio de microscdpio 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.

Sequéncias de DNA repetidas de forma consecutiva (em tandem) no genoma foram
identificadas como alvos Uteis para o diagnostico por PCR, devido a sua elevada abundéancia e
um potencial grau de especificidade. Essas sequéncias foram previamente identificadas para a
utilizacdo 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 sequéncias em tandem utilizando o gendtipo G1
de E. granulosus s.l. isolado de ovelhas, considerado o mais comum e o principal envolvido

em infec¢des humanas (CUCHER et al., 2015). Embora com uma menor sensibilidade, os
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iniciadores desenvolvidos para a sequéncia repetitiva EgG1 Hae Il identificada no estudo,
também amplificaram o DNA de protoescolices de E. granulosus s.I. de isolados de cavalo,
camelo, bovino e de cistos hidaticos de cabra, demonstrando diferentes padrdes de bandas. A
elevada sensibilidade do ensaio foi demonstrada quando a positividade na PCR ocorreu para 1
fentograma de DNA extraido a partir de fezes enriquecidas com um Unico ovo de
Echinococcus. A elevada especificidade do teste foi demonstrada pela auséncia de sinais de
amplificacdo quando estavam presentes 10 nanogramas de DNA de E. multilocularis, trés
espeécies de Taenia e D. caninum, assim como com o0 DNA de Mesocestoides sp. e T. canis.

Para E. granulosus s.l., o diagndstico da infecgdo em canideos baseando-se na PCR,
dependeu da identificacdo de sequéncias alvo adequadas para uma amplificacdo 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
identificacdo 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 cdes do Japdo (NONAKA et al.,, 2009) e da Lituania
(BRUZINSKAITE et al., 2009).

Inimeros trabalhos utilizaram a copro-PCR para a identificacdo de Echinococcus em
estudos epidemioldgicos realizados com canideos da Argentina (SORIANO et al., 2010),
Canadd (HIMSWORTH et al., 2010a,b), China (WANG et al., 2010; VANISCOTTE et al.,
2011), Iran (BEIROMVAND et al., 2011), Kosovo (SHERIFI et al., 2011), Suica (NAGY et
al., 2011) e Franca (UMHANG et al., 2012). Chadbane-Banaoues et al. (2015), por exemplo,
utilizaram a copro-PCR para a deteccéo de E. granulosus s.l. em amostras fecais de canideos
recolhidas do ambiente em oito diferentes regides da Tunisia, encontrando indices de infec¢do
entre 8,3% a 41,3% dependendo da regido. Al-Jawabreh et al. (2015), utilizando a mesma
metodologia em amostras de cdes domésticos na Palestina, encontraram o indice de 18% de
infeccdo com E. granulosus s.l. Laurimaa et al. (2015), utilizando também a copro-PCR em
dois estudos diferentes na Estonia, obtiveram os indices de infeccdo de 7,1% para E.
multilocularis em amostras de fezes de raposas e 2,2% para E. granulosus s.l. em fezes de
cdes urbanos.

Estudos com abordagens moleculares envolvendo o diagndstico de E. vogeli em fezes
de canideos sdo inexistentes. Na Ameérica 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 llha do Marajo no Para (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
importancia devido a diferenga nos ciclos bioldgicos, padrbes de transmissdo do parasito, a
susceptibilidade do hospedeiro a diferentes gendtipos, diferentes quadro clinicos em termos
do tamanho dos cistos e gravidade, bem como a distribuicdo geogréafica de cada espécie ou
genétipo (MCMANUS & BOWLES, 1996; GROSSO et al., 2012; AL-JAWABREH et al.,
2015).

O fato das mitocondrias possuirem DNA préprio, possuirem taxas de evolugdo
relativamente rapidas com heranca exlusivamente materna e pela caracteristica do mtDNA
ndo sofrer recombinacdo, se tornaram Uteis para discriminagdo de organismos intimamente
relacionados (MCMANUS & BOWLES, 1996; MCMANUS & THOMPSON, 2003).
Sequencias curtas de mtDNA podem ser (teis para distinguir individuos 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 anéalises
moleculares por PCR com o intuito de detectar e identificar as variantes genéticas existentes
nas espéecies do género Echinococcus, porém, o sequenciamento automatico 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 detec¢do e diferenciacdo entre os isolados de Taenia sp. e Echinococcus sp., além de
conter alvos polimérficos suficientes para a determinacéo das espécies de Echinococcus, sem
a dependéncia do sequenciamento automatico subsequente (ROELFSEMA et al., 2016).

A taxonomia do género Echinococcus vem sofrendo inimeras alteracGes ao longo das
ultimas décadas, ja& que novos dados moleculares e epidemiologicos vém fornecendo
evidéncias para a designacdo de espécies que antigamente eram reconhecidas como linhagens
(BOWLES et al., 1992; NAKAO et al., 2007; SANTOS et al., 2012; ROMIG et al., 2015).
Sdo aceitas atualmente outras espécies para o0 género 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 Unica espécie com altas diversidades genotipica e fenotipica, sendo

denominada atualmente de E. granulosus sensu lato e reconhecida como um conjunto de
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espécies cripticas, 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 a construcdo de arvores filogenéticas e hipoteses sobre a
origem e dispersdo geografica dos varios taxons. Com base em caracteristicas fenotipicas e
sequéncias de genes, E. granulosus sensu lato (s.l.) foi subdividida atualmente em E.
granulosus sensu stricto (s.s.) (composta pelos genotipos anteriormente identificados como
variantes G1, G2 e G3), E. felidis (a antiga “linhagem de ledo”), E. equinus (a “linhagem de
cavalo”, genotipo G4), E. ortleppi (a “linhagem do gado”, gendtipo G5) e E. canadensis
(composta pela “linhagem do camelo”, genétipo G6, a “linhagem do porco”, gendtipo G7 ¢
duas "linhagens de cervideos"”, gendtipos G8 e G10) (MORO et al., 2009; SAARMA et al.,
2009; ROMIG et al., 2015).

Com relacdo a caracterizacdo molecular do material genético de metacestoides de
E. vogeli e E. oligarthrus, o Gnico estudo brasileiro utilizou 42 amostras obtidas de
hospedeiros intermediarios, entre pacas, cutias, tatus e isolados humanos, da regido
Amazonica do Brasil. Essa abordagem de Santos et al. (2012) envolveu a deteccdo por PCR e
andlise por sequenciamento dos amplicons obtidos utilizando marcadores mitocondrial (cox 1)
e nucleares (Ag4 — maleato desidrogenase; Egl0 e P-29 — antigenos; ERK- quinase
reguladora de sinal extracelular; Ir — receptor para insulina; e TGF — fator de crescimento e
transformacdo). Os resultados demonstraram um alto grau de diferenciacdo entre as duas
espécies e entre as espécies E. granulosus s.l., E. multilocularis e E. ortleppi utilizadas na
comparagdo. N&o 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 areas isoladas que sdo de dificil acesso,
onde a carne de animais silvestres, incluindo a da paca é frequentemente consumida como
fonte de proteina, drente os animias terrestres cagados.

Nesse contexto, 0 homem ao ir a caga e retornar, comumente desenvolve o habito de
alimentar seus cdes com as visceras cruas da paca abatida. As visceras da paca que
apresentam cistos hidaticos podem propiciar a infeccdo do cdo, que, por sua vez, pode
contaminar o ambiente domiciliar por meio de ovos de E. vogeli eliminados com suas fezes e
criar condicdes para o desenvolvimento da equinococose policistica humana.

A analise coproparasitologica de cdes domésticos que sdo alimentados regularmente

com alimento proveniente de caca pode ser considerada um bom indicador da contaminacgéo
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do ambiente, sobretudo o peridomiciliar. Verificar o papel dos cdes domésticos no elo entre a
infeccdo humana e o ciclo natural que envolve E. vogeli, o cachorro-vinagre e a paca, ndo
somente servira de alerta para a possibilidade do desenvolvimento da doenga no homem mas
também podera contribuir para o direcionamento de ac¢bes de intervencdo, como orientacGes
que levem a prevencdo, diagndstico, tratamento e acompanhamento por parte dos 6rgaos
competentes.

Aplicacdes de metodologias moleculares para a avaliacao da infeccdo por E. vogeli em
cdes domeésticos sdo inexistentes na literatura. Quando se refere a Echinococcus sp. e a
andlise fecal de cdes domésticos do Brasil como um todo, os estudos com abordagens
moleculares sdo escassos até mesmo nos locais onde E. granulosus s.I. é considerado
endémico.

A utilizacdo da reacdo em cadeia da polimerase para a deteccdo de DNA de
Echinococcus nas fezes dos cdes das areas de estudo (juntamente com o sequenciamento dos
DNAs detectados) agrega maior fidedignidade ao diagndstico, pois além da avaliagdo
qualitativa, permite também a distincdo entre as espécies do género Echinococcus e as
espécies de Taenia, contribuindo para estudos que venham analisar a estrutura dos DNAS
detectados e as possiveis variacGes existentes entre 0s materiais genéticos identificados. A
possibilidade do diagnéstico diferencial entre as espécies do género Echinococcus também é
um aspecto importante a ser considerado, uma vez que, 0s agentes ainda ndo descritos nas
aréas de estudo podem ser identificados.

A andlise de material biologico obtido de cdes, mantendo 0s animais com vida e sem
administragdo de purgativos, foram vantagens adicionais consideradas na elaboragdo da
metodologia do presente estudo.
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1 OBJETIVOS

1.1 Geral

Analisar fezes de cdes domésticos (Canis familiaris) do estado do Acre quanto a
presenca de DNA de Echinococcus sp. utilizando a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

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

1.2 Especificos

a) Analisar fezes de cdes domésticos quanto a presenca de ovos de tenideos por meio da
microscopia comum apos 0 emprego de técnica de sedimentacdo espontanea;

b) Reproduzir protocolo de PCR para o gene cox 1 de Echinococcus sp. testando
previamente a reprodutibilidade e sensibilidade de deteccdo do amplicon esperado
(450 bp) para posterior aplicacdo nas amostras do estudo;

c) Realizar o sequenciamento automatico dos amplicons obtidos para a confirmacao das
espécies detectadas na comparacdo com sequéncias de Echinococcus sp. depositadas

no GenBank.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Consideracdes éticas

Esse estudo foi realizado de acordo com as avaliagdes éticas da Comissio de Etica no
Uso de animais da Fiocruz - CEUA/Fiocruz e do Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos - CEP Fiocruz/I0C, sendo aprovado de acordo com o estabelecido nas licencas de
cada comité ético, L-035/2015 e 39632014.1.0000.5248 (CAAE), respectivamente.

2.2 Areas de estudo

As amostras de fezes de caes foram coletadas de locais publicos e/ou residéncias (ou
propriedades) localizadas no estado do Acre. As expedigdes foram realizadas em agosto de
2014 e junho/julho de 2015. Todas as fazendas, colocages e coldnias visitadas foram
propriedades localizadas, respectivamente, em &reas rurais, seringais e assentamentos
pertencentes aos municipios 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 Epitaciolandia (-
68°44°29°°W e -11°01°44”S) (IBGE, 2016).

Também foram incluidas nesse estudo, 14 amostras de fezes oriundas de cdes de
habitantes da Floresta Estadual do Antimary (FEA) no municipio 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 Servico de Referéncia Nacional em Hidatidose do
Laboratério 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
policistica registrados anteriormente nos municipios de estudo (ALMEIDA, 2012). Os

municipios de coleta estdo representados na Figura 6.
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Figura 6 — Localizacdo das areas estudadas no Acre
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Fonte: lustracdo de Heloisa Diniz do Servico de Producéo e Tratamento de Imagem — I0C/Fiocruz-RJ.

Nas regides de Floresta Amazonica, a divisdo das localidades dentro dos estados e
cidades é realizada pelas préprias associacdes de moradores. O que é conhecido como bairro
nos outros estados do Brasil, nas areas rurais do Acre pode ser chamado de seringal ou
assentamento. O primeiro é caracterizado pela distribuicdo mais espacada das familias dentro
de uma area de reserva florestal com o desenvolvimento de atividades exploratérias florestais
sustentaveis. Os assentamentos sdo areas que reinem um numero maior de familias no mesmo
local, com areas menores e mais definidas para os peridomicilios, porém, com a vantagem de
usufruir de recursos e servicos oferecidos pelo governo. Por sua vez, cada propriedade, seja
no seringal ou assentamento, é diferenciada, respectivamente, pelo nome Unico de sua
colocacdo ou coldnia, sendo estas representacdes similares aos nimeros 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 0 15° em extenséo territorial, com
uma superficie de 164.221,36 km?, correspondente a 4,26% da Regido Norte e a 1,92% do
territério nacional. O Estado esta situado num planalto com altitude média de 200 metros,
localizado no sudoeste da Regido Norte, entre as latitudes de -7°06"56”N e longitude de -
73°48'05"N, latitude de -11°08’41"S e longitude -68°42'59"S. Os limites do Estado s&o
formados por fronteiras internacionais com Peru e Bolivia e por divisas estaduais com 0s
estados do Amazonas e Rond6nia. As cidades mais populosas sdo: Rio Branco, Cruzeiro do
Sul, Feijd, Tarauaca e Sena Madureira (PORTAL DO GOVERNO DO ACRE, O ESTADO,

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

730 /129 1710 i 70°0 P
// f Tl & ; s ® Capital de Estado
(// : : 3 B i Cidade
C= o JaIE_ J = e A
Roo N - : - { e
Rio Mog Wl ! ;
P / . Foond 3 Limite de Estado
f Qg i Uma C?nizelro s 7 ) Am azanes Principais rodovias
0 e e

’ 0
Porto Walter ® Tordiach

& & =~

MM T St
Thauaturdo & Manoel & of
0% Vs e
\ \ Sena Madumlv.ll\
Jorddo Z JSantaRoda W !
° B /
/’/'(’ “ 7 f NS Rondbma
} ) & Buy f )
’-'/ ' / \#‘\: \' ’an/ e
) 4 Rio Bnnco*« J o
s9IBGE o 2 Sicant N qnfauoac Castro
- / ( J 1
Editado | = . /e ‘,\&apluba
40 80 km | XBW"."?”\/(*
Assis ¥ {
~ s avsa S
T— Eptwﬁg-ar\dsa

Fonte: Intituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Disponivel 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’agua da
rede hidrografica correm na direcdo Nordeste e sdo afluentes da margem direita do rio
Solimdes, que a partir de Manaus recebe o nome de Amazonas. Estes rios sdo cheios de
curvas, chamadas de “meandros”. No que se refere a outros usos econdmicos, foram
identificadas areas onde predominam a exploracdo madeireira e o extrativismo vegetal de
castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa) e de seringueira (Hevea guianensis), associados
entre si, as lavouras alimentares para subsisténcia, a caca de animais silvestres e pesca. Os
seringueiros, que além de explorarem a borracha e praticarem lavouras de subsisténcia, a
pesca e a caca, sao também envolvidos com atividades pecuérias (IBGE, 2016).

A capital do Acre, Rio Branco, possui um grande nimero de bairros devido a um
intenso processo migratorio ocorrido nos anos 70. Isto fez a cidade concentrar metade da
populacdo, com cerca de 290.000 habitantes ocupando também o quinto lugar em extensao
territorial no estado, 8.831 km? O municipio de Rio Branco limita-se ao norte com 0s
municipios de Bujari e Porto Acre; ao sul com os municipios de Xapuri e Capixaba; a leste,
com o municipio de Senador Guiomard e a oeste, com 0 municipio de Sena Madureira. Rio
Branco possui 15 projetos de assentamentos, totalizando uma area de 81.352 hectares
(PORTAL DO GOVERNO DO ACRE. O ESTADO, 2015).
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O municipio de Bujari situa-se as margens da BR 364, rodovia de 4.324,6 km que liga
0 Acre a Séo Paulo, e sua origem esté relacionada ao comércio e ao extrativismo vegetal.
Bujari era uma colocacdo de seringa pertencente ao seringal Empreza, atual cidade de Rio
Branco. A urbanizagdo ocorreu paralelamente a construcdo 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
area é cortada por dois rios: 0 Antimari e 0 Andirg, que sdo de suma importancia para a vida
da populacdo que vive nas suas margens. Bujari possui hoje a décima nona populacdo do
Estado e ocupa o décimo sexto lugar em tamanho de area. A economia local baseia-se no
comeércio, no extrativismo vegetal, na pecuaria e na agricultura de subsisténcia, com destaque
para a piscicultura e a producdo de hortalicas. Apresentando 6.543 habitantes, 0 municipio
abrange uma area de 3.037 kmz2. Bujari limita-se ao norte, com o estado do Amazonas; ao sul,
com o municipio de Rio Branco; a leste, com o municipio de Porto Acre e a oeste, com 0
municipio de Sena Madureira. Em Bujari encontra-se o0s Projetos de Assentamento
Extrativistas (PAEs) Canary e S&o Pedro (Limoeiro), ambos com parte de suas areas
localizadas dentro da Floresta Estadual do Antimary, considerada uma Unidade de
Conservacao de Uso Sustentavel (PORTAL DO GOVERNO DO ACRE. BUJARI, 2015).

A Floresta Estadual do Antimary (FEA) foi criada em 1988, para promocdo da
conservacao e do uso sustentavel dos recursos florestais, como parte de uma politica de uso
do solo que pudesse ser utilizada como modelo para outras regides da Amazonia. Esta area é
composta pelo seringal Limoeiro e por parte dos seringais Arapixi, Pacatuba e Mapinguari.
Encontra-se situada no municipio 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 area que
engloba a prdpria floresta (57.629 hectares) e areas do Projeto Limoeiro (11.150 hectares).
Com excecdo das primeiras atividades de exploracdo realizadas em 2003 e 2004, a FEA néo
sofreu nenhuma forma de exploracdo madeireira, seja sobre planos de manejo ou de forma
convencional. Entretanto, h4 muitos anos que a populacdo local vem utilizando recursos
florestais ndo madeireiros como forma de subsisténcia (AQUINO et al., 2011).

Uma parte da FEA esta localizada no municipio de Sena Madureira, abrigando cerca
de 80 familias de seringueiros nesta regido. Sena Madureira, atualmente, é o terceiro
municipio mais populoso do Estado e o0 segundo em extens&o territorial. Ele representa o pdlo
econémico da regional Alto Purus e possui uma conexdo muito intensa com Rio Branco,
situada a uma distancia de 136 km. Apresentando 34.230 habitantes, o municipio abrange
uma area de 23.732 kmz2. Sena Madureira limita-se ao norte com o estado do Amazonas; ao

sul, com o municipio de Assis Brasil; a leste, com 0s municipios de Bujari, Rio Branco,
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Xapuri e Brasiléia; a oeste com o municipio de Manuel Urbano e a sudoeste, com a Republica
do Peru. O municipio conta com cinco projetos de assentamento: Favo de Mel, Oriente, Jodo
Batista, Uirapuru e Joaquim de Matos, um Projeto de Assentamento Rapido Mario Lobéo, um
Projeto de Assentamento Dirigido Boa Esperanca, um Projeto de Assentamento Extrativista
Riozinho, um Projeto Estadual Po6lo agroflorestal Elias Moreira, dois Projetos de
Assentamento Florestal Providéncia Capital e Valéncia, e a Reserva Extrativista
Cazumbé/Iracema (CENAMO, 2011).

Xapuri localiza-se ao sul do estado do Acre a 106 km da capital Rio Branco. Fundada
oficialmente em mar¢o de 1904 teve seu surgimento diretamente relacionado a expanséo do
extrativismo da borracha no final do século XIX, que resultou na fundacdo dos seringais
amazonicos. O municipio ocupa o nono lugar em populacdo no Estado e a décima segunda
posicdo em &rea. E o municipio mais visitado do estado por conta, principalmente, dos
monumentos historicos da época da Revolugdo Acreana e da casa onde residia Chico Mendes.
Xapuri limita-se ao norte com Rio Branco; ao sul, com o municipio de Epitaciolandia; a leste,
com o municipio de Capixaba; a oeste, com o0 municipio de Sena Madureira e a sudoeste, com
0 municipio de Brasiléia. Apresentando 14.314 habitantes, o0 municipio abrange uma area de
5.347 km2. Em Xapuri encontra-se 0 Projeto de Assentamento Tupd, os PAE (Projeto de
Assentamento Extrativista) Chico Mendes e Equador e os Projetos Estaduais em forma de
Pdlos Agroflorestais: Xapuri | e Il (PORTAL DO GOVERNO DO ACRE. XAPURI, 2015).

O municipio de Epitaciolandia possui sua sede municipal situada na margem direita do
rio Acre localizando-se a 155 km da capital Rio Branco. Epitaciolandia possui uma forte
ligagdo econdmica com a cidade vizinha de Cobija (Bolivia) pela ponte do igarapé Bahia e
mantém um grande intercAmbio comercial com a vizinha Brasiléia, por meio de uma ponte
sobre o rio Acre. Epitaciolandia ocupa o décimo segundo lugar em namero de populacdo
(13.434 habitantes) e o vigésimo segundo lugar em tamanho de area (1.655 km?), sendo o
menor municipio do Estado do Acre. As principais atividades econdémicas desenvolvidas no
municipio sd0 0 comércio em pequena escala; a industria madeireira e moveleira; a
agricultura de subsisténcia; e uma crescente atividade pecuarista. Epitaciolandia limita-se ao
norte, com o0 municipio de Xapuri; ao sul e a leste, com a Bolivia e a oeste, com 0 municipio
de Brasiléia. O municipio possui dois projetos de assentamentos, o Polo Agroflorestal de
Epitaciolandia e o PAE Porto Rico, com este ultimo, criado em 1991, assentando em torno de
47 familias em uma éarea de 7.530 hectares (SECRETARIA DE ESTADO DE MEIO
AMBIENTE DO ACRE, 2012).
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2.3 Obtencéo das amostras de fezes de cées

As amostras de fezes utilizadas no presente trabalho foram provenientes de residéncias
ou propriedades das areas de estudo cujo(s) proprietario(s) possuia(m) pelo menos um céo. A
participagdo na pesquisa foi oficializada mediante a assinatura voluntaria do termo de
consentimento livre e esclarecido (ANEXO A) e disponibilidade para entrevista, cujas
perguntas e respostas foram, respectivamente, orientadas e registradas na utilizacdo de um
questionario padrdo (ANEXO B). Dentre todas as informacGes do questionario, as
observagBes mais relevantes registradas foram o numero de cées e de individuos residentes
em cada local e o relato da pratica de alimentacdo do(s) cdo(es) com carne de caca, sobretudo
com visceras cruas de paca. Também foram considerados e tratados com a mesma
importancia, aquele(s) cdo(es) que ndo recebiam as visceras diretamente pelos proprietarios
mas que acabavam se alimentando do material descartado de forma inadequada.

Cada residéncia ou propriedade foi considerada um ponto de coleta especifico
independente da quantidade de cdes que la residiam. Amostras de fezes, por ventura,
encontradas em locais publicos como estradas (ou ramais) também foram coletadas e
dispensaram a assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido.

Quando possivel, os pontos de coleta tiveram o registro fotografico e as coordenadas
geograficas obtidas com o auxilio de maqguina fotogréafica (FujiFilm — modelo FinePix XP30 -
Japdo) integrada com sistema de posicionamento global (GPS). Informac6es adicionais sobre
os locais e os momentos de cada coleta foram registradas nos respectivos questionarios
aplicados e destinados a cada ponto. Imagens de alguns pontos de coleta e as caracteristicas
de alguns cdes das areas de estudo estdo representadas nas Figuras 8 e 9, respectivamente.

Apbs a explicacdo da importancia do projeto no momento da visitacdo, foi realizada
uma busca ativa no peridomicilio para a procura de fezes de cdo(es) no ambiente, dando
prioridade para os locais de maior circulagdo, permanéncia e preferéncia para a pratica da
defecacdo, com base nos comportamentos do(s) cao(es) observados pelo(s) proprietario(s) em
cada ponto de coleta. A impossibilidade de permanéncia nos locais de coleta pelo tempo
necessario a espera da defecacédo, fez com que fossem coletadas amostras de fezes eliminadas
pelo(s) céo(es) fora dos momentos de visitacdo em praticamente quase todos os pontos, mas
com priorizagdo de amostras ainda Umidas e/ou pouco ressecadas. Amostras de fezes muito
ressecadas e duvidosas quanto a procedéncia biolégica, ndo foram coletadas. A busca pelas

amostras foi facilitada nos locais em que o(s) proprietario(s) mantinha(m) o(s) céo(es)
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contido(s) por certo periodo de tempo em um determinado local do peridomicilio. A obtengéo
de amostras recém-eliminadas foi facilitada em alguns locais, pelo préprio costume dos cées
defecarem tdo logo sairem da area da propriedade. O comportamento de caminhar rumo as
areas de florestas acompanhado de seu(s) cao(es) facilitou a coleta em alguns pontos, pois 0s
proprietarios promoveram tal atividade no momento da visitacdo. A auséncia do(s) cao(es) no
momento da visitagdo ndo impediu a coleta de amostra(s), em algumas localidades.

Cada amostra de fezes de cdes localizada no ambiente passou por um registro
fotografico e foi divida, com auxilio 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 propor¢do de uma parte de fezes
e trés do conservante. Cada tubo foi identificado de acordo com 0 mesmo nimero do ponto de
coleta registrado no questionario e transportado de forma bem vedada para o laboratério. O
municipio, o quantitativo, 0 ano e o ambiente de coleta das amostras oriundas do Acre estdo

descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Localidade, quantitativo, ambiente e ano de coleta das amostras de fezes do Acre

NUmero de Ambient
Municipio amostras e peridomiciliar Estradas Ano de
(n=75) (n=69) (n=06) coleta
Sena Madureira 14 14 2013
Rio Branco 6 6 - 2014
Bujari 7 6 1 2014
Xapuri 36 33 3 2014 e 2015
Epitaciolandia 12 10 2 2015

Nota: * em todos os pontos foi visualizado pelo menos um cdo errante circulando préximo da amostra.

As amostras de fezes utilizadas como controles negativos na reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) foram aquelas recém-eliminadas provenientes de cdes de residéncia do Rio
de Janeiro (area ndo endémica de equinococose), localizada no bairro de Anchieta
(S22°82°63” ¢ W43°39°05”), zona norte da capital. Uma pessoa vivia no local na companhia
de 11 cées (dois machos e nove fémeas). Foram coletadas cinco amostras em setembro de
2014 e os critérios para a utilizacdo dessas amostras como controles estavam presentes: exame
parasitologico de fezes negativo para ovos de helmintos; alimentacdo exclusiva com racao;
circulacdo restrita ao interior da residéncia; e proprietario consentindo com a coleta mediante
a assinatura voluntéria de termo de consentimento livre e esclarecido. Essas amostras foram

coletadas e conservadas da mesma maneira daquelas obtidas nas areas de estudo.


javascript:void(0)

47

Figura 8 - Imagens representativas dos pontos de coleta das areas de estudo

!

Legenda: (A) propriedade de assentamento (col6nia) em Xapuri; (B) propriedade de seringal (colocagdo) em
Xapuri.
Fonte: Servico de Referéncia Nacional em Hidatidose — IOC/Fiocruz — RJ.
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Figura 10 - Imagens das fezes de cdes no ambiente e da coleta de amostras

Fonte: Servico de Referéncia Nacional em Hidatidose — IOC/Fiocruz — RJ.

2.4 Exame parasitologico de fezes

Visando a procura de ovos de tenideos, cada amostra de fezes mantida em formalina a
10% foi submetida ao método de Lutz (LUTZ, 1919). Apds a sedimentacdo em célices
apropriados, por no minimo 12 horas, o material foi analisado entre lamina e laminula, em
microscopio de campo claro (Nikon — modelo Eclipse E200 - China), com aumentos de até
400 vezes. A inspecdo da lamina foi realizada a partir da escolha de um canto, promovendo-se
uma analise até o canto oposto, em movimentos de ida e volta, procurando sempre sobrepor
parcialmente os campos microscépicos por toda a extensdo da lamina delimitada pela
laminula. A analise do sedimento contou com a participacdo de pelo menos dois profissionais
capacitados. Foram realizados registros fotograficos dos ovos encontrados com camera digital

(Nikon — modelo DS-Fil - China) acoplada ao microscépio 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 tenideos, ovos de outros helmintos também foram considerados e
registrados da mesma maneira.

As amostras de Sena Madureira obtidas em 2013 cujos sedimentos ja estavam
mantidos em tubos com etanol a 70% no SRNH-LHPV-IOC/Fiocruz também foram
analisadas de forma similar as amostras coletadas em 2014 e 2015, mesmo ndo tendo sido

conservadas em formalina a 10%.

2.5 Analise morfométrica

Todos os ovos esféricos ou subglobulares contendo embri6foro radialmente estriado e
ganchos no embrido (caracteristicos de tenideos) encontrados no sedimento fecal foram
medidos com relacdo ao tamanho dos seus comprimento e largura totais com a utilizacdo do
analisador digital de imagens equipado com o programa Nis-Elements AR (Nikon — EUA). O
mesmo ocorreu para 0s outros os ovos de helmintos encontrados, sobretudo para os de
tricurideos, uma vez que as medic¢des obtidas contribuiriam para a distin¢do entre os ovos de

Trichuris sp. e Calodium hepaticum.

2.6 Extracédo e quantificacdo de DNA total das fezes

As amostras de fezes mantidas em etanol a 70% foram submetidas a uma
sedimentacdo espontanea. Apos a sedimentacdo em calices apropriados, por no minimo 12
horas, os sedimentos resultantes foram armazenados a -20°C até serem utilizados no
protocolo de extragcdo. O kit empregado para extracdo foi o QlAamp DNA Stool Mini Kit
(QIAGEN Sample & Assay Technologies - Alemanha), com a implementacdo de duas etapas
adicionais prévias aquelas descritas pelo fabricante (utilizacdo de pérolas de vidro e mistura
de polivinipirrolidona na amostra) e uma modificacdo no proprio protocolo do kit cujo tempo
de incubacdo das amostras a 95°C no tampao de lise ASL foi realizado por 60 minutos e ndo

por 5 minutos conforme o recomendado.
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Para extracdo de DNA total foram misturados em tubos com capacidade de 1,5 mL,
200 pL de sedimento fecal, 0,2 gramas de pérolas de vidro de 425 a 600 pum de didmetro
(SIGMA - Brasil), 1,0 mL do tampdo ASL do kit e 120 pL de polivinilpirrolidona a 10%
(PVP — SIGMA - Brasil). Somente ap0s agitacdo dos tubos em agitador (Scientific Industries
— modelo Vortex Genie 2 - EUA) por trés minutos, na rotacdo maxima, com intervalos de trés
minutos entre cada agitacdo, que as etapas do protocolo estabelecido pelo fabricante do kit
foram executadas. A partir de entdo 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 a centrifuga (Eppendorf — modelo Centrifuge 5415 C -
Alemanha) promovendo-se uma leve centrifugacédo (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
(prépria 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 entdo transferido para tubo de 1,5 mL e uma centrifugacéo
a 14.000 rpm por 3 minutos foi realizada. Todo sobrenadante resultante foi transferido para
outro tubo de 1,5 mL, porém apenas 200 pL desse conteddo foram misturados a 15 uL de
proteinase K e a 200 pL do tampdo AL do Kkit. Apds incubacdo a 70°C em termobloco por 10
minutos, o contetdo foi misturado a 350 pL de etanol absoluto e agitado em vértex, na
maxima velocidade, sendo transferido logo em seguida para o interior da coluna QlAamp
Spin Collum ja 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 conteudo filtrado. No interior da coluna foram adicionados 500
pL do tampdo AW1 do kit e o contelido foi novamente centrifugado a 14.000 rpm por 1
minuto, procedendo da mesma maneira com 500 uL do tampdo AW?2 do Kit, com a utilizacdo
da mesma coluna e descartando também o conteudo filtrado. O DNA total extraido foi
recolhido em um tubo de 1,5 mL apds a adicdo de 100 pL do tampdo AE do Kit e
centrifugagéo a 14.000 rpm por 1 minuto.

Um total de 2,0 pL de cada conteddo resultante da extracdo foi submetido a
quantificacdo de DNA total em espectrofotdbmetro (Uniscience - modelo  NanoDrop
Spectrophotometer ND-1000 - EUA) e o restante do extrato foi mantido a -20°C até ser
utilizado no protocolo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A concentracdo de DNA

total de cada amostra foi expressa pelo equipamento em ng/pL.
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2.7 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

O preparo das reacbes de PCR foi realizado em tubos de 0,2 mL manipulados em
estacdo de trabalho de uso especifico para esta finalidade (Camara asséptica — Permution -
Brasil). O interior da estacéo foi irradiado previamente com luz ultravioleta por, no minimo,
15 minutos. Os DNAs controles, bem como todos os contetdos de DNA total extraidos a
serem analisados, foram aplicados nos tubos de reacdo em ambiente limpo e previamente
irradiado com luz ultravioleta, fornecido por fluxo laminar de cabine de seguranca biolégica
(Telstar — modelo Bio Il A/P - Espanha). A manipulacdo dos DNAs a serem aplicados nos

tubos de reacao foi realizada em sala diferente do local onde as rea¢fes foram preparadas.

2.7.1 Controles da PCR

Durante todas as reagdes de PCR foram incluidos controles positivo e negativo. O
DNA utilizado como controle positivo em todas as PCRs realizadas foi proveniente de
extracdo de protoescélices (mestacestdide) de E. granulosus s.s. (G1), isolado de pulméo de
bovino. O Unico teste no qual se incluiu também mais um controle positivo diferente foi a
PCR realizada para avaliacdo prévia da reprodutibilidade do protocolo adotado. Nesta, foi
utilizado também DNA proveniente de extracdo de protoescoélices de E. ortleppi (gen6tipo 5),
isolado de pulmé&o de bovino. Ambos DNAs (controles positivos) foram cedidos ja extraidos
pelo professor e pesquisador Dr. Henrique Bunselmeyer Ferreira do Laboratério de Genémica
Estrutural e Funcional do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul.

Os controles negativos utilizados nas PCRs incluiram reacdes isentas de aplicacdo de
DNA e a utilizagdo dos extratos de DNA total provenientes de cinco amostras fecais de caes

residentes fora da area de estudo (Rio de Janeiro).
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2.7.2 Testes prévios para a avaliacdo da reprodutibilidade e sensibilidade do protocolo de
PCR

O teste de reprodutibilidade foi realizado com a utilizagdo de 0,5 pL de E. ortleppi
(gendtipo 5) na concentracdo de 8,520 ng/uL e 0,5 pL de DNA de E. granulosus s.s.
(gendtipo 1) na concentracdo de 30,700 ng/uL. Os DNAs foram quantificados previamente
em espectrofotémetro (Uniscience - modelo NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 - EUA).
O teste foi realizado com reacdes de 50,0 puL de volume total e também incluiu um controle
negativo isento de qualquer fonte de DNA. A concentracdo final de DNA utilizada na PCR
para cada controle positivo foi de 0,085 ng/pL para E. ortleppi e 0,307 ng/pL para
E. granulosus s.s. (G1)

O teste de sensibilidade foi realizado com a utilizacdo de 1,0 uL de DNA controle de
E. granulosus s.s. (genétipo 1 - concentracdo de 330,200 ng/uL) e 1,0 uL de cada DNA
proveniente de concentrac@es diferentes obtidas por meio de dilui¢Ges realizadas com 0 DNA
controle em &agua ultrapura. A partir do tubo contendo DNA controle na concentracdo de
330,200 ng/pL foram realizadas oito diluigOes seriadas, praticando-se diluicdes de dez vezes
com relacdo a anterior, obtendo-se concentracdes que variaram desde 33,0 ng/uL até
0,000003 ng/pL. A sensibilidade para deteccdo do DNA controle foi testada em reacOes de
50,0 pL que além de incluir um controle negativo isento de qualquer fonte de DNA, contou
com uma PCR capaz de avaliar diferentes concentracdes de DNA que foram testadas dentro

da faixa entre 0,00000006 ng/pL e 6,600 ng/uL de concentracdo final.

2.7.3 PCR com as amostras do estudo

Todos os contetidos totais extraidos 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
apresentacdo de sinais de amplificagdo 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 regides conservadas de cox 1 publicadas para

Fasciola  hepatica  Linnaeus, 1758, sendo eles, o iniciador direto



S>-TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3,
TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG-3’, denominado de CO1r. As condi¢des adotadas
utilizadas na PCR para estes iniciadores incluiram as modificacdes realizadas com relacéo a

concentracdo de reagentes (SANCHEZ et al., 2010) (Tabela 2) e aquelas estabelecidas por

Santos et al. (2012) com relacdo as condic¢Ges térmicas (Quadro 1).

denominado de CO1f e o

Tabela 2 - Reagentes, concentracfes e volumes utilizados na PCR para o gene cox 1

REAGENTES E CONCENTRAGAO oV
CONCENTRACAO DE USO NA REACAO NA REACAO (uL)
Agua ultrapura g.s.p. p/** 50 ul 26,2-29,2
Tampaéo (10X)* 1X 5,0
MgCl, (50 mM)* 2,5Mm 2,5
dNTPs (mistura 2mM)* 0,2 mM ou 200 uM 5,0
Iniciador CO1F 20 pmol 1 pmol/ul 2,5
Iniciador CO1R 20 pmol 1 pmol/ul 2,5
Tagq DNA Polimerase (5 U/ul)* 1,5 U/l 0,3
Conteudo extraido (DNA total) variada*** 3,0-6,0

Legenda: * Invitrogen (Brasil); ** q.s.p. p/=quantidade suficiente para;*** 0,128-6,100 ng/uL (PCR com 3,0

pL) e 0,253-12,200 ng/uL (PCR com 6,0 pL).

Quadro 1 - Condicdes térmicas utilizadas na PCR para 0 gene cox 1

Total de ciclos
Etapa 1 Hot Start \ Desnaturacdo a 94°C por 4 minutos 1
Ciclo 1
Etapa 2 Desnaturacéo Hibridizacéo Extenséo 2
94°C / 45~ 55°C /45~ 72°C / 457
Ciclo 2
Etapa 3 Desnaturacéo Hibridizacéo Extenséo 2
94°C /45~ 54°C / 45” 72°C / 457
Ciclo 3
Etapa 4 Desnaturacéo Hibridizacéo Extenséo 2
94°C /45~ 53°C /45~ 72°C / 45”
Ciclo 4
Etapa 5 Desnaturacéo Hibridizacéo Extenséo 2
94°C / 45” 52°C /45> 72°C / 45”
Ciclo 5
Etapa 6 Desnaturacéo Hibridizacéo Extenséo 2
94°C / 45” 51°C/ 45” 72°C /1 45”

reverso, 5°-




Quadro 1 — continuagéo.

Ciclo 6
Etapa 7 Desnaturacéo Hibridizacdo Extenséo 2
94°C / 45~ 50°C /45~ 72°C / 457
Ciclo 7
Etapa 8 Desnaturacéo Hibridizacdo Extenséo 2
94°C / 45~ 49°C / 45” 72°C / 457
Ciclo 8
Etapa 9 Desnaturacéo Hibridizacdo Extenséo 2
94°C / 45~ 48°C / 45” 72°C / 457
Ciclo 9
Etapa 10 Desnaturacéo Hibridizacdo Extenséo 2
94°C / 45~ 47°C / 45” 72°C / 457
Ciclo 10
Etapa 11 Desnaturacéo Hibridizacdo Extenséo 2
94°C / 45~ 46°C / 45” 72°C / 457
Ciclo 10
Etapa 12 Desnaturacéo Hibridizacdo Extenséo 20
94°C / 45~ 45°C /457 72°C / 457
Etapa 13 | Extensdo final | Alongamento a 72°C por 7 minutos 1
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Os DNAs totais provenientes das amostras de estudo foram testados em dois testes de

PCR com a utilizacdo de volumes diferentes de conteudo extraido nas rea¢Bes. Primeiramente

o0 volume de 3,0 pL foi definido tomando-se por base a quantificacdo prévia dos DNAs totais

extraidos para que todos fossem utilizados dentro da faixa de concentragéo verificada no teste

de sensibilidade de deteccdo do DNA controle. Uma segunda PCR foi realizada com 6,0 pL

dos contedos extraidos, independentemente da concentracdo de DNA total observada na

quantificacdo. As concentracgdes finais de DNA total utilizadas nas duas PCRs variaram entre
0,128 e 6,100 ng/uL para a PCR utilizando 3,0 pL e entre 0,253 e 12,200 ng/uL para a PCR

com 6,0 L.
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2.7.4 Spiking com as amostras neqgativas e PCR de contraprova

Todas as amostras do estudo supostamente negativas nos dois testes de PCR
realizados, s6 foram consideradas isentas da presenca de DNA de Echinococcus sp.
(considerando o protocolo adotado) apo6s verificacdo da possibilidade de inibicdo das reacdes.

Foi realizado spiking (contaminacgéo proposital da amostra com DNA conhecido) com
0 DNA controle de E. granulosus (genétipo 1) em uma parte de cada conteudo extraido das
amostras primariamente negativas e, em seguida, uma nova PCR para a busca de sinais de
amplificacdo.

O spiking foi promovido em tubos de 1,5 mL com a juncdo de 2,0 uL de DNA
controle (concentracdo de 3,070 ng/pL) e 10,0 pL de cada conteudo fecal extraido das
amostras em questéo, obtendo-se a concentragédo final de 0,511 ng/uL de DNA controle em
cada extrato.

A PCR foi realizada com reacfes de 50,0 uL de volume total utilizando 1,0 pL de
DNA do contetido de cada spiking, empregando a concentracédo final de 0,010 ng/pL de DNA
controle para cada reacgdo. Esta concentracdo 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 apés o
spiking foram consideradas orginalmente negativas quanto a presenca de DNA de
Echinococcus sp., pois 0s seus conteudos foram incapazes de inibir a tltima PCR e puderam
ser analisados como contraprova das primeiras PCRs com relacdo a presenca de inibidores
ndo removidos no protocolo de extracdo. As amostras que permaneceram negativas foram

consideradas indeterminadas.

2.7.5 Eletroforese e visualizacdo dos sinais de amplificacdo 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 puL de cada amostra foi misturado com
2,0 pL de tampao carreador (Blue/Orange Loading Dye — Promega - Brasil) e 5,0 pL de

corante GelRed (Biotium - Brasil) previamente diluido 500 vezes em &gua ultrapura. A
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mesma proporgéo entre amostra, tampéo carreador e GelRed foi utilizada para o marcador de
peso molecular 100 bp DNA Ladder (Promega - Brasil). O contetdo foi aplicado em gel de
agarose (Promega - Brasil) a 1,0%. A eletroforese das amostras no gel foi realizada por
aproximadamente 60 minutos em tampéao TBE (Tris-borato-EDTA) 1X (Promega - Brasil) no
interior de cuba apropriada (Hoefer — modelo SUB 15 - EUA). A condic¢dao de 90 volts foi
mantida por fonte de eletroforese (BioRad — modelo Power PAC 1000) durante o
procedimento. Apos a eletroforese, os sinais de amplificagdo bem como o marcador de peso
molecular foram observados no gel e fotografados por meio de sistema de foto-documentacao
(BioRad — modelo Gel Doc 2000 - EUA) associado ao programa Quantity One — Versdo 4.6.9
Basic (BioRad - EUA).

2.8 Sequenciamento automatico e anélise dos DNAs detectados

Para o0 sequenciamento automatico dos amplicons resultantes da PCR, os produtos das
reacdes foram purificados utilizando o kit illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare — Reino Unido), seguindo as instru¢cdes do fabricante. Ambas
as fitas de DNA foram sequenciadas utilizando os iniciadores PCO1f e PCO1r e o kit
comercial ABI Prism™ BigDye Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems - EUA).
A andlise das sequéncias foi realizada no sequenciador automatico Analisador de DNA ABI
3730 (Applied Biosystems - EUA), da subunidade RPTO1A de Sequenciamento Automatico —
IOC/RJ da Rede de Plataformas Tecnoldgicas Fiocruz. As duas sequéncias nucleotidicas
obtidas (senso e antisenso) foram analisadas, alinhadas e editadas com o auxilio da versdo 4.9
do programa Sequencher ™ (Gene Codes Corporation - EUA) e, posteriormente, comparadas
com as sequéncias de Echinococcus sp. depositadas no GenBank - National Center for
Biotechnology Information dos Estados Unidos (NCBI-EUA), com o auxilio da ferramenta
BLAST do proprio NCBI-EUA. O acesso aos programas e as instrucées de utilizacdo foram
promovidos pela colaboracdo da Dra Luciana Trilles do Laboratorio 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 ndmero de amostras de fezes de cées 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
distribuidos pelas areas de estudo. Com exce¢do de 06 amostras coletadas em estradas (01 de
Bujari, 03 de Xapuri e 02 de Epitaciolandia), todas as demais do Acre (n=69) foram coletadas
no ambiente peridomiciliar das residéncias ou propriedades visitadas.

N&o houve relato da administracdo de anti-helmintico nos cées de todos os pontos de
coleta visitados no Acre e a falta de informacdes fidedignas quanto ao sexo e a idade dos cées
na maior parte dos pontos visitados impossibilitou o registro adequado desses dados.

As Tabelas 3, 4, 5, 6 e 7 demonstram informagdes sobre os pontos de coleta em cada
municipio. As tabelas descrevem o nimero de amostras coletadas, 0 nimero de cdes e de
individuos residentes nos locais, 0 tipo de area onde a propriedade estava inserida (entre
fazenda, assentamento ou seringal) e se havia relato da oferta de visceras de animais de caca
(incluindo pacas) para a alimentagéo dos caes.

A Figura 11 demonstra os municipios de estudo no Acre apontando a localizacdo
geografica de 36 dos 44 pontos de coleta de amostras de fezes. N&o foi possivel a obtencao
das coordenadas geogréficas de 08 pontos de coleta no momento da visitagdo (06 pontos de
Xapuri e 02 de Epitaciolandia). A figura demonstra também o nimero de amostras obtidas em
cada ponto, além de informac6es referentes ao mapeamento dos locais onde existe a pratica da

alimentacdo do(s) cdo(es) com carne de caga, incluindo visceras de pacas.

Tabela 3 — Informacgdes sobre os pontos de coleta em Sena Madureira - AC

PONto Amostras  N°de N° de Tipo Alimentacdo
Municipio P) coletadas caes pessoas de dos cées com
(n=14) (n=31) (n=27) area visceras*
P1 2 3 4 assentamento sim
Sena
. P2 7 12 5 assentamento sim
Madureira
P3 5 16 18 assentamento sim

Legenda: * visceras cruas de animais de caca, incluindo pacas.
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Amostras  N° de o Tipo Alimentacao
L Ponto N N° de «
Municipio P) coletadas  caes 655085 de dos cées com
(n=06)  (n=09) P area visceras*
. P4 2 4 SFx* fazenda ndo**
Rio Branco
P5 4 5 12 assentamento sim

Legenda: * visceras cruas de animais de caca, incluindo pacas; ** a alimentacdo ndo incluia carne de caca,
porém, pelo menos dois cdes possuiam acesso as carcacas de animais de producdo mortos ou abatidos (bovinos e

ovinos); *** pelo menos 5 pessoas residiam na propriedade, com excecao dos funcionarios.

Tabela 5 — Informacdes sobre o0s pontos de coleta em Bujari - AC

Ponto Amostras  N° de N° de Tipo Alimentacao
Municipio P) coletadas  caes pessoas de dos cées com
(n=07)  (n=17) (n=19) area visceras*
P12 1 2 4 seringal sim
P13 2 8 5 seringal sim
Bujari P14 2 5 8 seringal sim
P15 1 1 - estrada @ -----
P16 1 1 2 seringal sim
Legenda: * visceras cruas de animais de caga, incluindo pacas.
Tabela 6 — Informacdes sobre os pontos de coleta em Epitaciolandia - AC
Ponto Amostras N°de N°de Tipo de Alimentacao
Municipio P) coletadas cdes  pessoas area da dos cées com
(n=12) (n=19) (n=22) propriedade visceras®
P25 3 3 3 assentamento sim
P26 2 3 5 assentamento sim
P27 2 4 6 assentamento sim
EpitaCi0|é.ndia P28 1 R —— estrada @ --—---
P29 1 1 - estrada = -----
P34 2 6 5 seringal sim
P35 1 1 3 seringal sim
Legenda: * visceras cruas de animais de caga, incluindo pacas.
Tabela 7 — Informacdes sobre os pontos de coleta em Xapuri - AC
. Ponto  Amostras N°de N° de Tipo Alimentacéo
Municipio x x
(P) coletadas caes pessoas de dos cées com




(n=36) (n=69) (n=97) area visceras*

P6 1 1 estrada = -----
P7 1 1 estrada = -----
P8 1 3 - estrada @ -----
P9 2 4 10 assentamento nao
P10 2 3 2 fazenda sim
P11 3 2 3 assentamento sim
P17 2 4 2 assentamento sim
P18 1 2 3 seringal nédo
P19 1 1 3 seringal sim
P20 2 3 2 assentamento sim
P21 1 1 6 seringal néo
P22 1 2 4 seringal sim
P23 2 2 5 fazenda sim
Xapuri P24 2 3 3 assentamento n&o
P30 1 1 3 seringal sim
P31 1 1 6 seringal sim
P32 1 3 3 seringal sim
P33 1 3 7 seringal sim
P36 1 1 2 assentamento sim
P37 1 3 2 seringal sim
P38 1 3 5 seringal sim
P39 1 7 6 seringal sim
P40 2 3 5 seringal sim
P41 1 3 3 assentamento sim
P42 1 1 4 assentamento sim
P43 1 7 4 assentamento sim
P44 1 1 4 assentamento sim

Legenda: * visceras cruas de animais de caga, incluindo pacas.

Figura 11 — Municipios do Acre com o0s pontos de coleta do estudo
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Legenda: P= ponto de coleta; n° entre parénteses—= quantidade de amostras coletadas no ponto; m pontos de
coleta onde o(s) cdo(es) ndo sdo alimentados com carne de caca (n=4); ¢ pontos de coleta sem
informacdo sobre a alimentagdo do(s) cdo(es) (n=6); ® pontos de coleta com relato de céo(es) sendo
alimentado(s) com carne de cagg incluindo visceras de pacas (n=24);  pontos de coleta onde foram
detectadas amostras de fezes de cées com DNA de Echinococcus sp. (n=2; P1 — E. vogeli; P4 — E.
granulosus s.s./gen6tipo 1).

Fonte: llustracdo de Heloisa Diniz do Servico de Producéo e Tratamento de Imagem — I0C/Fiocruz-RJ.

3.2 Exame parasitologico 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 cestddeos foram encontrados em 02 amostras, sendo de
Vampirolepis nana (= Rodentolepis nana, Hymenolepis nana) em uma (1,33%) e de tenideo,
em outra (1,33%). Também foram visualizados ovos de ancilostomideos 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
presenca de dois e trés ovos de diferentes taxons 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 parasitoldgico de fezes de cées por municipio de estudo do Acre

Total de amostras Amostras positivas

Municpoanalsdes "GRG RO TG PG

58,67%) 41,33%) 83,87%) 16,13%)

Sena Madureira 14 8 (57,14%) 6 (42,86%) 6 (100,00%)
Rio Branco 6 2 (33,33%) 4 (66,67%) 1 (25,00%) 3 (75,00%)

Bujari 7 2(28,57%) 5(71,43%) 5 (100,00%)
Xapuri 36 23 (63,89%) 13 (36,11%) 12 (92,30%) 1 (7,70%)
Epitaciolandia 12 9 (75,00%) 3 (25,00%) 2 (66,67%) 1 (33,33%)

As tabelas 9, 10, 11, 12 e 13 descrevem, por municipio, os ovos de helmintos
encontrados nas amostras em cada ponto de coleta. Ndo 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

Municipio Ponto de coleta Identificacdo Ovos encontrados
(P) das amostras (n=6)

P1 35-SM-A Ancilostomideo

75-SM-A Ancilostomideo

Sena Madureira P2 76-SM-A Ancilostomideo

77-SM-A Ancilostomideo

P3 Ancilostomideo
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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

L Ponto de coleta Identificacdo
Municipio @) trad
P (P) das amostras (n=4) VoS encontrados
Ancilostomideo /
P4 01-RB-B : . .
Trichuris sp. / Tenideo
) Ancilostomideo /
Rio Branco 02-RB-A o _ _
Trichuris sp. / Spirocerca lupi
P5
03-RB-A Ancilostomideo / Trichuris sp.
03-RB-B Ancilostomideo

Legenda: RB= Rio Branco; A= amostra A; B= amostra B.

Tabela 11 — Pontos de coleta e ovos de helmintos encontrados nas amostras de Bujari

Municipio Ponto de coleta Identificacdo Ovos encontrados
(P) das amostras (n=5)
P12 10-B-A Ancilostomideo
P13 11-B-A Ancilostomideo
Bujari P14 12-B-B’ Ancilostomideo
P15 13-B-A Ancilostomideo
P16 14-B-A Ancilostomideo

Legenda: B= Bujari; A= amostra A; B’= amostra B.

Tabela 12 — Pontos de coleta e ovos de helmintos encontrados nas amostras de Xapuri

Ponto de coleta Identificacdo das

Ovos encontrados
(P) amostras (n=13)

Municipio




63

P6 04-X-A Ancilostomideo
P7 05-X-A Ancilostomideo
P8 06-X-A Trichuris sp.
P10 08-X-A Ancilostomideo

09-X-A Toxocara sp.
P11 09-X-B Toxocara sp.

Xapuri 09-X-C Toxocara sp.

P20 18-X-A Toxocara sp. / R. nana

21-X-A Toxocara sp.
P23

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 Epitaciolandia

Identificacdo
Ponto de coleta ¢

Municipio das amostras Ovos encontrados
(P) _
(n=3)
P25 23-E-B Ancilostomideo / Trichuris sp.
Epitaciolandia P26 24-E-A Ancilostomideo
P35 33-E-A Ancilostomideo

Legenda: E= Epitaciolandia; A= amostra A; B= amostra B.

As imagens de alguns ovos encontrados nas amostras do estudo estdo representadas
nas Figuras 12, 13 e 14.

Figura 12 - Ovos de cestodeos encontrados nas amostras de fezes
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Legenda: A- Setas: ovos de tenideo (amostra 01-RB-B); B, C e D- Ovos de tenideo. Setas: aclleos da oncosfera
(amostra 01-RB-B); E e F- Ovos de Vampirolepis nana. Setas maiores: aculeos da oncosfera. Setas
menores: filamentos polares.

Fonte: Tratamento de imagem realizado por Ricardo Schmidt do Servico de Producdo e Tratamento de Imagem

— 10C/Fiocruz-RJ.

Figura 13 - Ovos de nematddeos encontrados nas amostras de fezes
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Legenda: A- Ovo de Spirocerca lupi; B- Ovo embrionado de ancilostomideo; C e D- Ovos de ancilostomideos
no inicio da segmentacédo; E e F- Ovos de Trichuris sp..
Fonte: Tratamento de imagem realizado por Ricardo Schmidt do Servigco de Producdo e Tratamento de Imagem
— 10C/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 estagios de embrionamento; E e F- Ovos de
Toxocara sp. em ecloséo.
Fonte: Tratamento de imagem realizado por Ricardo Schmidt do Servico de Producdo e Tratamento de Imagem
— 10C/Fiocruz-RJ.

3.3 Analise morfométrica dos ovos
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As médias das dimensdes considerando comprimento e largura de todos os ovos de

helmintos encontrados nos estudo estdo descritos na Tabela 14.

Tabela 14 — Resultado da analise morfométrica dos ovos de helmintos encontrados

Médias das dimens@es (um)

Taxons comprimento total largura total
Ancilostomideos 60,0+ 1,2 38,0+1,1
Toxocara sp. 716+14 72,3+13
Tricurideos* 65,0+2,9 32,1+53
Spirocerca lupi** 54,4 17,0
Vampirolepis nana 575+0,6 52,5+0,6
Tenideos 31,0+0,8 27507

Legenda: * medidas obtidas compativeis com ovos de Trichuris sp.; ** foi encontrado apenas um
ovo na amostra 02-RB-A.

3.4 Extracéo e quantificacio do dna total dos sedimentos fecais

Os resultados do rendimento de DNA obtido ap6s extracdo do sedimento fecal variaram
entre 2,1 e 101,7 ng/pL considerando todas as amostras do estudo (n=80).
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3.5 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

3.5.1 Reprodutibilidade do protocolo da PCR

A Figura 15 mostra a imagem da foto-documentacdo de um gel de agarose a 1% com
0s resultados obtidos para o teste da reprodutibilidade da PCR. Os sinais de amplificacdo para
as amostras controles utilizadas foram os esperados de acordo com a visualizacdo do

amplicons obtidos na regi&o 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/uL); (3) e (4) Controles: DNA de E. granulosus s.s. (0,307 ng/uL); (5) Controle: reagdo com
auséncia 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-documentacdo de um gel de agarose a 1% com
o0s resultados obtidos para o teste de sensibilidade da PCR. Foram visualizados os sinais de
amplificacdo esperados (amplicons obtidos na regido entre 400 e 500 bp) para a faixa entre

0,000006 e 6,600 ng/uL de concentracédo final de DNA controle (E. granulosus s.s.) utilizado.
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Figura 16 — Resultados do teste de sensibilidade da PCR (DNA de E. granulosus s.s.)

—
500 bp —> |
400 bp%!‘-- _—— . 4
==
o=
Amplicons (45C 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/uL de DNA,; (3) 0,660 ng/uL de
DNA; (4) 0,066 ng/uL de DNA,; (5) 0,006 ng/pL de DNA; (6) 0,0006 ng/pL de DNA; (7) 0,00006
ng/uL; (8) 0,000006 ng/uL de DNA; (9) 0,0000006 ng/pL de DNA; (10) 0,00000006 ng/pL de DNA,;
(11) Controle: reagdo com auséncia 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 Epitaciolandia), incluindo a amostra
coletada em Rio Branco onde ovos de tenideo foram encontrados. Os resultados da PCR com
as amostras do estudo estdo descritos na Tabela 15, enquanto informacGes sobre os pontos de

coleta somente das amostras positivas na PCR estdo reunidas na Tabela 16.

Tabela 15 — Localidade e quantitativo de amostras positivas e negativas na PCR

o Resultado da PCR Total de amostras
Municipio Positivo (n=6/8%) Negativo* (n=69 / 92%) (n=75)
Sena Madureira 1 (7,14%) *** 13 (92,86%) 14
Rio Branco 1 (16,67%)** 5 (83,33%) 6
Bujarir - 7 (100,0%) 7
Xapuri 3 (8,33%) *** 33 (91,67%) 36
Epitaciolandia 1 (8,33%) *** 11 (91,67%) 12

Legenda: * resultado preliminar; ** amostra positiva apenas na PCR com a utilizacdo do volume de 3,0 pL do
contelido de DNA total extraido; *** amostras positivas apenas na PCR com a utilizacdo do volume
de 6,0 pL do contetido de DNA total extraido.
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Tabela 16 - InformacGes sobre as amostras positivas na PCR

Identificacdo Pontode N°de N° de Tioo Alimentacao
Municipio da amostra coleta Cées  pessoas de épr ea com
(n=6) (P) (n=14) (n=28) visceras*
Sena. 18-SM-A P1 3 4 assentamento sim
Madureira
Rio Branco  01-RB-B*** P4 4 Fkokk fazenda nao**
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
Epitaciolandia 33-E-A P35 1 3 seringal sim

Legenda: SM= Sena Madureira; RB= Rio Branco; X=Xapuri; E= Epitaciolandia; A= amostra A; B=amostra B;
C=amostra C; * alimentacdo dos cdes com visceras cruas de animais de caca, incluindo pacas; **
relato do acesso dos cées as carcacas de animais de producdo (bovinos e ovinos); *** amostra com
ovos de tenideo; **** pelo menos 5 pessoas residiam na propriedade, com excecdo dos funcionarios.

A Figura 17 apresenta a imagem da foto-documentacdo de um gel de agarose a 1%
com os resultados obtidos na PCR com as amostras do estudo. Os sinais de amplificacdo para
as amostras positivas foram os esperados de acordo com a visualizacdo do amplicons obtidos
na regido entre 400 e 500 bp (450 bp). Os resultados obtidos com algumas amostras negativas
do estudo também estdo representados na Figura 17 e as demais amostras negativas

mantiveram o mesmo padrdo de resultado, com auséncia de sinais de amplificacdo 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/ul); (3) Controle negativo: reacdo com auséncia 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 apos spiking com as amostras negativas
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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 apds spiking
(PCR de contraprova). Elas foram consideradas originalmente negativas.

A Figura 18 demonstra a imagem da foto-documentacdo de um gel de agarose a 1%
com os resultados obtidos para as amostras analisadas na PCR de contraprova. Os sinais de
amplificacdo para as amostras foram os esperados de acordo com a visualiza¢do do amplicons
obtidos na regido entre 400 e 500 bp (450 bp) e as outras amostras do estudo (ndo

representadas na figura 18) mantiveram o mesmo padréo de resultado.

Figura 18 — Resultados da PCR de contraprova apés spiking

BB% .“ o D G GNE T (B S T = e
-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Legenda: (1) Marcador de peso molecular: 100 bp DNA Ladder; (2) Controle positivo: DNA de
E. granulosus s.s. (0,921 ng/ul); (3) Controle negativo: reacdo com auséncia 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 automatico

Dentre as 06 amostras positivas na PCR, os resultados do sequenciamento automatico
envolvendo 02, demonstraram sequéncias de nucleotideos compativeis (100% de identidade)
com as espécies E. vogeli e E. granulosus s.s. (G1) na comparagdo com sequéncias de
referéncia depositadas no GenBank. As outras sequéncias restantes (n=04) nao tiveram suas
identidades biologicas confirmadas por ndo demostrarem qualquer percentual de homologia
com as sequéncias de Echinococcus sp. ou niveis de identidade confiaveis com quaisquer

sequéncias depositadas relacionadas a outros organismos.
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As Figuras 19 e 20 apresentam as sequéncias de nucleotideos compativeis com
espécies do género Echinococcus obtidas nas amostras do estudo, com relagcdo as amostras
18-SM-A e 01-RB-B, respectivamente.

As Tabelas 17 e 18 retnem, respectivamente, informacdes da analise realizada na
ferramenta BLAST sobre o nivel de similaridade entre as sequéncias obtidas nas amostras do
estudo 18-SM-A e 01-RB-B com as sequéncias de Echinococcus sp. depositadas no
GeneBank. O DNA detectado na amostra fecal 18-SM-A foi compativel com 04 sequéncias
de E. vogeli do GeneBank enquanto que o da amostra 01-RB-B foi compativel com pelo
menos 100 sequéncias referentes ao E. granulosus s.s. (G1).

A Figura 21 demonstra o resultado da andlise obtida por meio da ferramenta BLAST
sobre o nivel de similaridade entre as sequéncias obtidas nas amostras do estudo (18-SM-A e
01-RB-B), o qual foi de 92%.

Figura 19 - Sequéncia (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)

1 ATCCTGAGGT TTATGTGTTA ATTITGCCTG GGTITGGTAT AATTAGTCAT
21 ATATGTITGA GGGTTAGTGC TAATTTGGAT GTGTITGGTT TITATGGGTT
101 ATTGTITGCT ATGTITTCTA  TAGTATGTIT AGGAAGTAGG GTITGAGGGC
131  ATCATATGTT TACTGTTGGG TTGGATGTGA AGACGGCTGT TTTTTTTAGT
2001 TCTGTTACTA TGATTATAGGE GGTTCCTACT GGTATAAAGG TGTITACTIG
231 GTTGTATATG TIGTIGAATT CGAGTGTGAA TAAGGGTGAT CCGGTTITAT
301 GGTGAGTGGT TICTTITATA GTGTTIGTITA CGTITGGTGG TGTTACTGGT
331 ATAGTTITGT CTGCTTGTGT ATTGGATAAT GTITTGCATG ATACTTGGTT
401 TGTGGTAGCT CATTTTCATT ATGTT

Figura 20 - Sequéncia (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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ol
101
151
201
251
am
331
40

ATCCTGAGGT
ATTTGTTTGA
GTTGTITGCT
ATCATATGTT
TCTGTTACTA
GTTATATATG

TTATGTGTTG
GTATTAGTGC
ATGTTTTCTA
TACTGTTGGG
TGATTATAGG
TTGTTGAATT

ATTITGCCTG  GATITGGTAT AATTAGTCAT
TAATTTTGAT GCGTITGGGT TCTATGGGTT
TAGTGTGTIT GGGTAGCAGG GTITGGGGTC
TTGGATGTGA AGACGGCTGT TITITITAGC
GOTTCCTACT GGTATAAAGG TGTTITACTTG
COAGTGTTAA TGTTAGTGAT CCGGTIITGT

GATGGGTIGT TIC ATA  GTGTIGTITA CGTITGGGGGE AGTTACGGGT
ATAG GT CTGCTTGTGT GTTAGATAAT A GCATG ATACTTGGTT
TGTGGETGGCT CATTTTCATT  ATGT

Tabela 17 — Similaridade entre a sequéncia obtida na amostra 18-SM-A com sequéncias de E.
vogeli depositadas no GenBank

Identificacdo

ReferénciaS no

Similaridade* Agente biolégico
da amostra GeneBank (n=4) g g
100% KM588226.1
18_SM_A 99% A82085461 EChiﬂOCO.CCUS
99% JX315616.1 vogeli
99% M84670.1

Legenda: * percentual de identidade entre a sequéncia do estudo com a(s) sequéncia(s) mais similar(es)
depositada(s) no GeneBank.

Tabela 18 — Similaridade entre a sequéncia obtida na amostra 01-RB-B com sequéncias de
E. granulosus s.s. (G1) depositadas no GenBank

Identificacdo

Similaridade™* /

Referéncias no GenBank **
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da amostra Agente
bioldgico

KR337824.1; KR337821.1; KR337819.1; KR905709.1,
KT382540.1; AB893250.1; AB893249.1; AB893248.1;
ABB893245.1; AB893244.1; AB777908.1; AB777907.1,;
ABT777904.1; 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;
100% / AB688609.1; AB688608.1; AB688607.1; AB688603.1;
. AB688602.1; AB688598.1; AB688597.1; AB688596.1;
01-RB-B Echinococcus . . . .
Granulosus s.s. AB688594.1; AB688591.1; AB688590.1; AB688141.1;
(G1) 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;
ABB893243.1; KY446001.1; KR337820.1; KP751431.1,
KM100575.1; KM100574.1; KM100573.1; AB893251.1;
ABB893242.1; 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 sequéncia do estudo com a(s) sequencia(s) mais similar(es)
depositada(s) no GenBank; ** estdo representadas pelo menos 100 sequencias de E. granulosus
(genotipo 1) depositadas.

Figura 21 - Andlise realizada no BLAST-NCBI apds alinhamento entre as sequéncias
compativeis com Echinococcus sp. obtidas nas amostras 18-SM-A e 01-RB-B
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As Figuras 22, 23, 24 e 25 demonstram as sequéncias de nucleotideos obtidas nas

amostras do estudo que ndo foram compativeis com as sequencias de Echinococcus sp. do

GenBank, com relagdo as amostras 09-X-C, 29-X-A, 31-X-A e 33-E-A, respectivamente.



Figura 22 - Sequéncia de parte (415 bp) do gene mitocondrial COX1 do DNA detectado na
amostra 09-X-C de Xapuri (Ponto de coleta 11)

51
101
151
201
251
301
351
401

CCTGAGGTTT
AATTTCTACT
CTGCTATTAT
ATGTATACTT
TACAATGGTT
CAACTATGTG
ATTGGTTTIG
TTCTAATGCA
CACATTTTCA

ATATTTCAGT
TTTTCTCAGA
TATTATTGGA
CTGGTATTGA
ATTGCTATTC
GGGAGGTAGT
TTGCTTTATT
GGTATIGATG
TTATG

TATTCCTGGC
AACGTATTTT
ATAATTGGAT
TACAAATACA
CAACAGGGAT
ATTTGGTTTT
TACTATGGGT
TTTCTTTACA

TTTGGTATTG
TGGTCATACT
TTATTGTATG
AAAGCTTATT
AAAAATATTT
ATACACCTAT
GGATTGACAG
TGATACTTAT

TCAGTCATGT
TCAATGATAG
GGCACATCAT
TTACTTCTGC
AATTGGTTAG
GTATTTTGCA
GTATAATCCT
TATGTTGTTG

Figura 23 - Sequéncia (416 bp) de parte do gene mitocondrial COX1 do DNA detectado na

amostra 29-X-A de Xapuri (Ponto de coleta 31)

51
101
151
201
251
301
351
401

TCCTGAGGTT
TTATTGGTAC
TACGCAATGT
TATGTATACT
CTACTATGAT
GCAACCTTGT
TATAGGTTTT
TATCTAACGC
GCCCATTTTC

TATATATTAA

ACCTGC

C CTAAT AAGTCCATTT
TATCTATAGC TGTTCTAGGA

GTTGGTITAG
GATTGCTGTT

GAGGAGGCCA

CTCGTATTGT
AGGTCTTGAT
ATTATG

ATGTTGATAC
CCGACTGGAA
AATAGTACGC
TTACGTTAGG
ATTATGTTAC

TTTTGGTATC
TTGGTTATAT
TTTATAGTTT
TCGTGCTTAC
TTAAAATCTT
AAAACCCCAC
GGGTTTAACT
ACGATACTTA

GTTAGCCAAA
TGGAATGGTG
GGGCTCATCA

TTTACAGCAG

TAGTTGGATA
TACTTTTTGT
GGAATAGTCT
TTATGTTGTG

Figura 24 - Sequéncia (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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51
101
151
201
251
301
351
401

ATCCTGAGGT
TGTAATACAA
GTTTATGCTA
ACCATATGTA
AGCAGCTACT
TGGTTAGCAA
AGTTTCGCAT
TGTTGTTCTA
TTATGTAGTT

TTATATTITA
TACGAATCGC
TTATTTCTAT
TACCGTTGGC
ATGATTATAG
ACTTTATGGG
TGGGCTTTGT
GCAAATGGCT
GCCCATTTTC

ATTTTACCAG
GTACAATGGT
TGGTATTTTG
ATGGATGTTG
CTGGTTCCTA
GTGGTTTAAT
GTTGCTATTC
GGTTTGGATG
ATTATGT

COTTTGGGTA
TTTTGAGATA
GGTTTTAGTT
ATACACGTGC
CAGGTATCAA
TAATTGGAGA
ACCATTGGAG
TAGCTTTACA

TTATAAGTCA
TITAGGTATG
GTTTGGGCGC
TTAATTTTAC
AGTTTTTAGT
AGCTGCCCAA
GATTAACTGG
TGATAGCTTA

Figura 25 - Sequéncia (417 bp) de parte do gene mitocondrial COX1 do
amostra 33-E-A de Epitaciolandia (Ponto de coleta 35)

DNA detectado na

51
101
151
201
251
301
351
401

TGAGGTTTAT
TATCTACTTA
TGCTATGATT
TGTATACTGT
TACTATGATT
CTACATTGTG
CTTGQGGTTTT
TGAGTAATGC
GCGCATTTTC

ATAATTATAT
TGCCCGCCGG
TCTATAGGTG
TGGTTTGGAT
ATAGCTGTGC
GGGCGGTTAT
TTGGTTTTGT
TGGCTTAGAT
ATTATGT

TGCCAGCTTT
ACCAATTTTT
TACTTGGTTT
GGTTGATACA
CTACAGGTAT
TTAACTATGA
TTACAATAGG
ATAGCTTTGC

TGGTGTTATT
GGATATTTGG
TATAGTTTGG
CGTGCTTATT
AAAAGTGTTT
CAACTCCTTT
TGGGCTTACT
ATGATACTTA

AGTCAGGTAA
GTATGGTTTA
GCGCACCATA
TTACAGCAGC
AGTTGGTTAG
TGTTATTTGC
GGTATTATTT
TTATGTAGTT

4 DISCUSSAO
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A contaminacéo do solo com helmintos parasitos apresenta grande perigo para a saude
coletiva e continua a ser um problema importante nos paises em desenvolvimento (PAPINI et
al., 2012; TRAVERSA et al., 2014). Do ponto de vista epidemioldgico, a contaminagcdo do
ambiente com as fezes de cdes domésticos e elementos parasitarios infectantes, como ovos e
larvas de helmintos, tem sido apontada como uma das principais fontes de infeccdes humanas
(TRAVERSA et al., 2014). Estudos ja demonstraram uma correlacdo positiva entre a
contaminacdo do solo por helmintos e a presenca de cdes e fezes no ambiente, além de
assinalarem que os locais mais contaminados sdo aqueles com maior circulacdo desses
animais (CASSENOTE et al., 2011; SPRENGER et al., 2014).

O presente estudo demonstrou contaminagcdo ambiental por fezes de cdes em todos 0s
pontos de coleta e um percentual de 36% (27/45) de amostras contaminadas por ovos de
helmintos em 23 (52,27%) deles. Taxas de contaminacdo 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), S&o Paulo
(CASSENOTE et al., 2011; MARQUES et al., 2012) e Parand (SPRENGER et al., 2014).

Os resultados também confirmaram que os cées domésticos do Acre sdo hospedeiros
de helmintos com potencial zoondtico, como acontece com cdes de outras regides do pais e do
mundo (DANTAS-TORRES & OTRANTO, 2014; SUDAN et al., 2015; TORRES-CHABLE
et al., 2015). Os dados estdo de acordo com a maior ocorréncia de alguns taxons, tais como
Ancylostomatidae, Toxocara sp. e Trichuris sp. (SCAINI et al., 2003; CAMPOS FILHO et
al., 2008; KATAGIRI & SEQUEIRA., 2008; THOME et al., 2009; CORONATO et al., 2012;
FIGUEIREDO et al., 2012; MOURA et al., 2013; SPRENGER et al., 2014; DIAZ et al.,
2015; TORRES-CHABLE et al., 2015; TUN et al., 2015). Uma énfase deve ser dada sobre a
importancia destes resultados devido ao numero de pessoas residindo e utilizando
intensamente as areas peridomiciliares nestes locais. Oliveira-Arbex et al. (2016), por
exemplo, sinalizam para o risco em potencial do desenvolvimento de larva migrans cutanea e
larva migrans visceral por proprietarios de cdes domeésticos em Pratania, municipio do interior
de S&o Paulo, quando encontraram positividade em 67,3% (187/278) das amostras de fezes de
cdes, com destaque para 56,6% delas contendo ovos de ancilostomideos e 11,9% com ovos de

Toxocara sp.
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O poliparasitismo em cdes domésticos do Acre foi demonstrado, porém infeccdes
helminticas por taxons individuais também foram as mais comuns relatadas em estudos atuais
que envolveram a anlise de fezes de cies na Malasia (NGUI et al., 2014) e na india (SUDAN
etal., 2015).

Embora ndo se conhega o seu potencial zoondtico, ovos de S. lupi também foram
encontrados com baixa prevaléncia nas fezes de cées no Iran (GHOLAMI et al., 2011), Italia
(GIANNELLI et al., 2014), Brasil (OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2002; FONSECA et al.,
2012) e india (SUDAN et al., 2015). O sarcoma esofagico, associado com o desenvolvimento
prévio da espirocercose, € a consequéncia em potencial mais grave da infeccdo por S. lupi
(SHIPOV et al., 2015) e os cdes domésticos da fazenda em Rio Branco onde a amostra com o
S. lupi foi encontrada, podem estar sob o risco de desenvolvimento da doenca.

V. nana, cestdédeo parasito de roedores, humanos e outros primatas, ndo costuma
utilizar canideos como hospedeiros definitivos (WOOLAND, 1924), porém, ovos do helminto
foram encontrados em uma Unica amostra fecal do presente trabalho. Estudos envolvendo
amostras fecais de lobos (Canis simensis) da Etiépia (VAN KESTEREN et al., 2015) e de
raposas do Artico (ELMORE et al., 2013) também encontraram ovos do parasito em uma de
suas amostras e sugeriram contaminacdo do material analisado por ovos eliminados pelos
hospedeiros definitivos ou pela ingestdo de roedores infectados pelos canideos.

Nesse estudo, ovos de tenideos também foram encontrados em uma Unica amostra
fecal, 0 que esta de acordo com trabalhos com cdes domésticos do Japdo (YAMAMOTO et
al., 2006), Suica (SAGER et al., 2006) e Eslovaquia (ANTOLOVA et al., 2009) e com
canideos silvestres (Graxaim-do-campo - Lycalopex gymnocercus) da Argentina (SCIOSCIA
etal., 2013).

Inimeros estudos ja demonstraram o encontro de ovos de tenideos que foram
identificados como Echinococcus em amostras fecais de cdes domésticos no Cazaquistdo e
Espanha (TRACHSEL et al., 2007), China (YU et al., 2008), Quirguistdo (ZIADNOV et al.,
2008), Eslovaquia (ANTOLOVA et al., 2009), Japdo (NONAKA et al., 2009), Alemanha
(DYACHENCO et al, 2008), Lituania (BRUZINSKAITE et al, 2009), Canada
(HIMSWORTH et al., 2010b) e Suica (NAGY et al., 2011).

Embora o Brasil seja area endémica das equinococoses cistica e policistica, séo
escassos 0s estudos realizados na regido Sul para a investigagdo da presenca de
E. granulosus s.I. em caninos (FARIAS et al., 2004; de LA RUE et al., 2011; SANTOS et al.,
2012) e o papel dos cdes domésticos na transmissdo do parasito E. vogeli na regido Norte do

pais ainda ndo havia sido investigado. Nesta regido estdo presentes os fatores epidemioldgicos
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que caracterizam a area endémica de equinococose policistica, tais como cachorro vinagre
(D’ALESSANDRO & RAUSCH, 2008; SOARES et al., 2014) e pacas infectados
(MENEGHELLLI et al., 1990; ALMEIDA et al., 2013) e pacientes com historico de caga como
subsisténcia e 0 habito da alimentacdo dos cdes domeésticos com visceras cruas de pacas
(MENEGHELLI et al., 1986; SIQUEIRA et al., 2007; SIQUEIRA et al., 2013).

A metodologia proposta e os resultados obtidos estdo enquadrados nos estudos atuais
sobre PCR pois a associagdo com sequenciamento automatico e a compara¢do com as
sequéncias genéticas depositadas no GenBank permite a identificacdo de Echinococcus spp.,
conforme estudos epidemioldgicos realizados em canideos da Argentina (SORIANO et al.,
2010), Canada (HIMSWORTH et al., 2010a,b), China (WANG et al., 2010; VANISCOTTE
et al.,, 2011), Ird (BEIROMVAND et al., 2011), Kosovo (SHERIFI et al., 2011), Suica
(NAGY et al., 2011), Franca (UMHANG et al., 2012), Estonia (LAURIMAA et al., 2015),
Palestina (AL-JAWABREH et al., 2015) e Tunisia (CHAABANE-BANAOUES et al., 2015).

O kit empregado para a extracdo de DNA total das fezes (QlAamp DNA Stool Mini
Kit - QIAGEN - Alemanha) permitiu a realizacdo da PCR e a posterior identificacdo de
Echinococcus sp., estando de acordo com estudos que envolveram a analise de amostras
fecais de cdes domésticos do Quénia (ABBASI et al., 2003) e da China (MOSS et al., 2013),
além de cé@es domésticos e canideos silvestres do Iran (MOBEDI et al., 2013).

Se forem considerados os estudos da PCR associada a amplificacdo do gene COX1, 0s
resultados estdo de acordo com estudos realizados em fezes de cdes domésticos do Japéo
(NONAKA et al., 2009) e da Lituania (BRUZINSKAITE et al., 2009), onde a caracterizacdo
dos ovos de tenideos revelou E. multilocularis e os gen6tipos 6 e 7 de E. granulosus.

A obtencdo de quatro sequéncias de organismos cuja identidade bioldgica ndo foi
elucidada demonstra a possibilidade de deteccdo de organismos ndo-Echinococcus pela PCR
associada ao marcador COX1, refor¢ando a dependéncia do sequenciamento automatico como
complemento da metodologia. Por outro lado, os resultados demonstram uma caracteristica do
marcador ndo revelada em estudos anteriores, talvez pela sua maior e mais frequente
utilizacdo na caracterizagdo de vermes adultos ou metacestoides de Echinococcus sp.
(SANCHEZ et al., 2010; de LA RUE et al., 2011; SANTOS et al., 2012; SOARES et al.,
2014; STIJINIS et al., 2015), sendo, portanto, pouco utilizado para a detecgdo em amostras de
fezes ou ambientais (CABRERA et al., 2002; NONAKA et al., 2009; BRUZINSKAITE et al.,
2009).

Poucos trabalhos relacionados a detecgdo de Echinococcus sp. em amostras fecais de

canideos relataram a utilizacdo do spiking como controle de inibicdo da PCR para a
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verificacdo de resultados falso-negativos (DINKEL et al., 1998; ABBASI et al., 2003). Outros
estudos admitem resultados inconclusivos quando a PCR se mantém negativa apos a
realizacdo dos procedimentos de controle de inibicdo (DINKEL et al., 1998). Nossos
resultados demostram a obtencdo de sinais de amplificacdo do gene COX1 em todas as
amostras negativas ao empregar DNA conhecido de E. granulosus s.s. em concentracdo 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 cédes do Quénia e da Jordania
quanto a inibicdo da PCR e nenhuma delas foi capaz de inibir a reacdo apos a realizacdo do
spiking, sendo verdadeiramente negativas.

E importante assinalar que a amostra positiva (18-SM-A) de E. vogeli foi de um dos
trés cdes habitantes de um assentamento da area Floresta Estadual do Antimary no municipio
de Sena Madureira, que eram alimentados com visceras cruas provenientes de caga, incluindo
a de pacas. Dados prévios desse municipio mostram a ocorréncia de casos clinicos de
equinococose policistica e individuos com sorologia positiva em areas 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 transmissdo da equinococose
policistica, a partir da contaminacdo do ambiente com as fezes do animal infectado.

A dificuldade revelada na analise microscopica de materiais fecais considerando a
eliminacdo 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 ndo ter sido
analisada a fresco ou até mesmo ndo ter sido preservada em formalina a 10%, pode ter
influenciado na auséncia de ovos de tenideos na observacdo microscopica, porém, esse
resultado pode ter sido superado pelo fato de alguns protocolos de PCR revelarem a
capacidade de deteccdo de DNA de Echinococcus sp. a partir de Unico ovo (um ovo contém
cerca de 8 pg de DNA), quantidade passivel de escapar ao exame no microscopio (DINKEL
etal., 1998).

Um resultado inesperado foi o encontro de uma amostra (01-RB-B) positiva para o
genotipo 1 de E. granulosus s.s.. A distribuicdo geografica conhecida e atribuida ao parasito e
a equinococose cistica estdo relacionadas com regides de intensiva criacdo de animais de
producdo situadas na fronteira do Brasil com a Argentina e Uruguai (LARRIEU & ZANINI,
2012). Ao que parece, os fatores de risco da cadeia epidemioldgica da equinococose cistica
estdo presentes, pois desde a década de 70 o desenvolvimento da agropecuaria, em particular

de bovinos e ovinos tem sido observado em municipios do Acre (PRADO & RIBEIRO,
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2011). O deslocamento do gado de outras regides pode ter introduzido o gendtipo 1 que é o
mais comum de E. granulosus s.I. (CUCHER et al., 2015). Dados da literatura indicam que
0s cées com acesso mais facil ao gado, sdo 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 municipio de Porto Acre) onde
pelo menos dois cées tinham circulagéo facil a area peridomiciliar, com o relato do acesso e
ingestdo de visceras dos animais de producdo (bovinos e ovinos) abatidos ou mortos
naturalmente, além do histérico de criagdo de animais oriundos de outras partes do Brasil.
Esse pode ter sido um mecanismo de infec¢do pelo E. granulosus s.s. (G1) e a contaminacéao
do ambiente com as fezes desses cdes pode expor as pessoas a esse genotipo que € o mais
comum em animais e humanos sendo o responsavel pela maior carga global de casos de
equinococose cistica (HIMSWORTH et al., 2010a,b; CUCHER et al., 2015).

Outros estudos também detectaram gendtipos de E. granulosus s.I. em amostras de
fezes de cdes domeésticos como, por exemplo, G1 e o complexo G6-G7 em cédes do
Cazaquistdo (STEFANIC et al., 2004; TRACHSEL et al., 2007); G1 e o complexo G6-G7
em cées da Espanha (TRACHSEL et al., 2007); G1, G4 e o complexo G6-G7 em cdes do
Quirguistdo (ZIADINOV et al., 2008); complexo G6-G7 em cdes da Lituénia
(BRUZINSKAITE et al., 2009); G10 em cées do Canadd (HIMSWORTH et al., 2010a); e o
G1 em cdes do Kosovo (SHERIFI et al., 2011). No Sul do Brasil, um Unico estudo havia
caracterizado amostras de Echinococcus sp. provenientes de cdes domésticos, encontrando 0s
genotipos G1, G3 e G5 de E. granulosus s.l., porém, identificacdo realizada em exemplares de
vermes adultos obtidos por meio da purgagéo (de LA RUE et al., 2011).

A falta de informacdes fidedignas quanto ao sexo e a idade dos cdes domésticos ndo
permitiram a realizacdo de inferéncias sobre a relacdo com as infeccBes, porém, no caso da
equinococose canina, a infeccdo parece ndo estar relacionada com o sexo dos animais
(SALEM et al., 2011) e poucos estudos conseguiram estabelecer uma correlacéo positiva para
cargas parasitarias mais altas em cées jovens da Libia (BUISHI et al., 2005), do Quénia
(BUISHI et al., 2006) e da Uganda (INANGOLET et al.,, 2010). Entretanto, o contrario
também foi relatado em uma pesquisa de campo realizada com cdes vadios urbanos da
Mauritania onde os autores estabeleceram uma correlagdo positiva de entre carga parasitaria
alta e cdes mais velhos (SALEM et al., 2011).
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CONCLUSOES

a) O diagndstico molecular pela PCR acompanhada do sequenciamento automatico sao

b)

métodos adequados para a identificagcdo de espécies de Echinococcus sp.;

Do ponto de vista epidemioldgico, os dados do presente trabalho merecem os
seguintes destaques: 1. contemplam o primeiro estudo de campo realizado na regido
norte do Brasil para avaliar a ocorréncia de Echinococcus sp. em cdes domésticos; 2.
confirma o cdo doméstico atuando como hospedeiro definitivo de E. vogeli em
ambiente peridomiciliar na regido da Floresta Estadual do Antimary — Sena
Madureira; 3. uma vez que as visceras de pacas fazem parte da dieta regular dos cdes
domésticos, sinalizam que os caes e seus proprietarios, até mesmo nos locais onde
Echinococcus sp. ndo foi detectado, estdo sob o risco de desenvolverem equinococose
ou podem estar com a infec¢do subdiagnosticada; 4. demonstram a primeira evidéncia
da deteccdo de E. granulosus s.s. em amostra de fezes de hospedeiro definitivo fora da
regido Sul do Brasil e sobretudo na Regido Norte, area endémica do E. vogeli e da
equinococose policistica;

Os resultados desse estudo apontam para a necessidade de formulacdo de acbes de
vigilancia para as equinococoses, considerando o cenério da circulacdo de ambos 0s

agentes etioldgicos no Acre.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(3 PAGINAS)

Vocé esté sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da pesquisa “Avaliacao
de cdes domésticos (Canis familiaris) na contaminacdo ambiental e transmissdo da
equinococose em area endémica no Estado do Acre, Brasil” sob responsabilidade da
pesquisadora Rosangela Rodrigues e Silva do Servico de Referéncia Nacional em Hidatidose
do Laboratorio de Helmintos Parasitos de Vertebrados do Instituto Oswaldo Cruz —
Fiocruz/RJ (SRNH-10C/Fiocruz).

Este estudo destina-se analisar as fezes de cdes domésticos para a busca de ovos de
vermes Tenideos responsaveis pela doenca Hidatidose ou Equinococose policistica, também
conhecida como “Doenca da paca”. Essa doenga ¢ causada por um verme que se aloja
principalmente no figado, provocando cistos de véarios tamanhos e nimeros, simulando
neoplasias (cancer). A infeccao é adquirida provavelmente através do contato com as fezes de
caes que por sua vez se infectam ap6s comerem figados (ou visceras) de pacas doentes. O
diagnostico humano na maioria das vezes s6 pode ser realizado apds o figado estar muito
comprometido, resultando em “carocos na barriga”.

Caso vocé possua cdo(es) e aceite participar dessa pesquisa, recebera uma copia deste
documento TCLE, as explicagdes sobre a pesquisa. Sua participacao sera permitir a coleta de
fezes do(s) seu(s) animal(is) no interior da sua residéncia ou propriedade. Vocé também sera
entrevistado mediante a um questionario, para o fornecimento de dados para o seu cadastro,
seus habitos e costumes na relacdo com seu(s) cao(es), além de informacdes especificas sobre
ele(s). Em algum momento da pesquisa vocé poderé ser solicitado para a permissao de uma
nova coleta de fezes do(s) seu(s) animal(is).

Se vocé for proprietario(a) de cao(es), sendo menor de dezoito anos, poderd também
consentir em participar da pesquisa, mas seu(s) responsavel(is) legais devera(ao) respaldar a
sua participagéo.

Os possiveis riscos ou desconfortos para o(s) cdo(es) sao baixos, raros e se ocorrerem
estdo relacionados ao rapido periodo de contencdo fisica, como medo e estresse, e a0 emprego
do laxativo, como “ardéncia retal” ou “reacao alérgica”.

Vocé podera saber mais sobre sob qualquer aspecto da pesquisa quando desejar, sendo
livre para recusar sua participacdo, retirar seu consentimento e interromper sua participacéo a
qualguer momento. A sua recusa em participar ndo ira acarretar qualquer penalidade ou perda
de beneficios, além de também ndo acarretar em custos para VOCé.

O(s) pesquisador(es) ira(ao) tratar a sua identidade com os padrfes profissionais de
sigilo e os resultados pertinentes ao material do(s) seu(s) animal(is) serdo armazenados no
laboratério e enviados para vocé com confidencialidade. VVocé e seu(s) cdo(es) ndo sera(do)
identificado(s) em nenhuma publicacdo que possa ser resultado desse estudo e 0 seu nome ou
material coletado ndo serdo, respectivamente, divulgados ou liberados sem a sua préevia
permissdo. Uma via deste consentimento sera arquivada no SRNH-IOC/Fiocruz e outra via
ficara com vocé.

As fezes do(s) seu(s) cdo(es) serdo armazenadas primeiramente sob a conduta de
Biorrepositorio (depdsito que se destina ao armazenamento do material pelo tempo de
realizacdo da pesquisa), cuja guarda ficara com a pesquisadora Dra Roséngela Rodrigues e
Silva, na responsabilidade institucional do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz. Caso haja
necessidade, o tempo de armazenamento podera ser prolongado mediante justificativa e
aprovacdo do CEP (Comité de Etica em Pesquisa) e o seu material podera ser futuramente
transferido para Biobanco institucional podendo assim ser utilizado em outras pesquisas. Um
sistema seguro de identificacdo sera mantido, garantindo sigilo e respeito a confidencialidade
e a recuperacdo dos seus dados, seja para fornecimento de informagbes futuras de seu
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interesse ou para a obtencdo de novo consentimento especifico para utilizacdo em outra
pesquisa.

Vocé podera escolher entre as opcdes abaixo condizentes com a participacdo nesse
estudo:

() Necessito assinar um novo consentimento a cada pesquisa, ou seja, a cada nova pesquisa
0 pesquisador responsavel entrard em contato para adquirir novo termo de consentimento livre
e esclarecido;

() Dispenso a necessidade de assinar novo consentimento a cada pesquisa, ou seja, 0(S)
material(is) biologico(s) do(s) seu(s) animal(is) podera(do) ser utilizado(s) para pesquisa
futuras sem a necessidade de novo termo de consentimento livre e esclarecido.

Para esclarecimentos ou informacdes quanto a eticidade desta pesquisa, caso seja
necessario, vocé podera entrar em contato com os Comités de Etica em Pesquisa (Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos - CEP Fiocruz/IOC - Instituto Oswaldo Cruz /
Fundacao Oswaldo Cruz - Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 (Expansédo) - 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 Comissdo de Etica no Uso de animais
da Fiocruz - CEUA/Fiocruz - Avenida Brasil, 4.036 — sala 200, Expansao - Manguinhos -
Rio de Janeiro - RJ - CEP: 21.040-361 - Telefone: (21) 3882-9121 / e-mail: ceua@fiocruz.br).
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DECLARACAO DO (A) PARTICIPANTE (A) OU DO SEU RESPONSAVEL::

Eu,

fui informado(a) dos objetivos da pesquisa acima, de maneira clara e detalhada e esclareci

minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informacoes e reavaliar
a minha decisdo de continuar participando se assim o desejar. Estou satisfeito(a) com as
explicacbes e concordo em ceder meus dados, e informacgdes, além de material bioldgico
(fezes) do(s) meu(s) céo(es) para esta pesquisa. Fui alertado(a) de que todos os dados desta
pesquisa serdo confidenciais. Em caso de davidas poderei entrar em contato com a
pesquisadora Rosangela 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 copia deste termo de consentimento livre e esclarecido e que

me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas davidas.

Nome (Assinatura do participante ou digital)
Data: I

Nome (Assinatura do responsavel ou digital, no caso de participante menor de 18 anos)
Data: I

Nome (Assinatura do pesquisador)
Data: /[ [
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ANEXO B - QUESTIONARIO SOBRE AS CARACTERISTICAS DOS PONTOS DE
COLETA (2 PAGINAS)

NUmero do ponto de coleta: Data: / /

Endereco do ponto de coleta:

Condicg0es do tempo: () ensolarado () chuvoso () nublado
Temperatura ambiente (°C):

Amostra(s) de fezes de cées coletada(s):
() No interior da residéncia/propriedade () No peridomicilio
() Emlocal publico. Qual?

Ndmero de cées que circulam na residéncia / propriedade:
Raca dos cdes da residéncia / propriedade:

- Alimentacéo dos caes:

(  )racdo ( ) restos de comida
() visceras e/ou carcagas cruas de animais mortos. Quais?

- Habitos dos cées:
Local onde o(s) céo(es) dorme(m):

() no interior da residéncia/propriedade. Onde?
() peridomicilio
() fora da propriedade

Local onde o(s) céo(es) defeca(m):

() nointerior da residéncia/propriedade. Onde?
() peridomicilio
() fora da propriedade

O(s) cdo(es) da propriedade circula(m) narua: SIM () NAO( )
O(s) cdo(es) da rua circula(m) na area domiciliar? SIM () NAO( )

Nome do responsavel pela casa:

Quantidade de pessoas na casa:

As pessoas brincam com o(s) cdo(es)? SIM( ) NAO( )

Como é o contato das pessoas com o local onde o(s) cdo(es) defeca(m)?
() plantacdo ( ) apenas passam pelo local () sentam, brincam ou deitam no ch&o

Onde descartam as fezes dos caes?
Praticam caca? SIM () NAO () Animais cagados:
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DADOS RELACIONADOS A COLETA DE AMOSTRAS DE FEZES
APOS DEFECACAO PRESENCIADA PELA EQUIPE:
Visualizacdo de amostras de fezes no ambiente do ponto de coleta? SIM () NAO ()
Visualizacdo do cdo defecando? SIM () NAO ()
Necessidade de contencéo fisica e utilizacio de laxativo osmético? SIM () NAO ()

Nome do céo: Raca: Idade:

Sexodocdo:M( ) F( ) Tempo que o cdo vive com a familia:

O cdo é alimentado com visceras de animais? SIM () NAO () Quais?

O cdo parece doente (lento, magro, com feridas)? SIM () NAO( )

Tempo de coleta apds a eliminacédo das fezes:

Caracteristicas das fezes coletadas: moldadas () diarreicas ()

IDENTIFICACAO DA AMOSTRA:

ENTREVISTA REALIZADA POR:

(NOME DO INTEGRANTE DA EQUIPE)



