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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE
Echinococcus granulosus sensu lato EM SUINOS NO RIO GRANDE
DO SUL
AUTORA: DANIELI URACH MONTEIRO
ORIENTADORA: MARIO LUIZ DE LA RUE
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 01 de margo de 2013.

Equinococose é uma infeccdo zoondtica causada por um metacestdide pertencente a familia
Taeniidae e género Echinococcus. O estagio larvario (cisto hidatico) do parasito causa sérios
problemas de salde publica, além de atingir varias espécies de animais, acarretando prejuisos
econdmicos a indUstria de carnes. A equinococose é considerada endémica em alguns paises, sendo
que na América do Sul os paises mais acometidos sdo Argentina, Uruguai, Peru, Bolivia, Chile e
parte sul do Brasil. No Rio Grande do Sul (RS), principalmente em regides de fronteira com Argentina
e Uruguai, hd uma ocorrencia maior de casos, acometendo preferencialmente ovinos e bovinos,
sendo que a espécie prevalénte no estado é o Echinococcus granulosus. O controle do parasito deve
ser baseado no adequado conhecimento do ciclo de transmissdo e de sua taxonomia, sendo
essencial a vigilancia epidemioldgica preditiva. A identificagdo da espécies e cepas dentro do género
Echinococcus, assim como o reconhecimento de areas geograficas contaminadas pelo parasito é
essencial para o estabelecimento de programas de controle da equinococose. As ferramentas
moleculares séo utilizadas na identificagdo e caracterizacdo deste parasito com rapidez, eficacia e
seguranca, favorecendo um diagnostico preciso desta enfermidade. Diante da importancia de dados
epidemiolégicos acerca da equinococose cistica no estado de RS, este estudo teve como obijetivo,
realizar a identificag&o e a caracteriza¢cdo molecular de cistos em visceras suinas, a fim de localizar
possiveis focos da equinococose cistica em propriedades rurais na regido centro/norte do Rio Grande
do Sul, bem como caracterizar a espécie e cepa presente nos cistos hidaticos. Neste trabalho foram
analisadas visceras suinas oriundas de frigorificos da regido centro/norte do RS. Um total de
3.101.992 suinos foram abatidos na regido estudada no periodo de janeiro de 2008 a 2012, destes,
58 animais continham cistos, apresentando morfologia compativel com cisto hidatico. Foram
realizadas analises macroscopicas e moleculares em todos os cistos encontrados. Para a realizagédo
da PCR (reacdo em cadeia da polimerase) utilizou-se um fragmento do gene mitocondrial citocromo ¢
oxidase subunidade | (cox-1). Andlise macroscopica constatou cistos de formas e tamanhos variados.
Na caracterizacdo molecular, evidenciou-se Echinococcus spp. (10,3%), Taenia hydatigena (56,9%) e
inconclusivos (32,8%). Para andlise molecular empregou-se o método de Neighbor-Joining, onde
identificou-se dois grupos distintos caracterizados dentro da espécie Echinococcus granulosus sensu
lato. O E. granulosus stricto sensu cepa G1 foi identificado em 2 amostras e E. canadensis cepa G7
em 3 amostras. Os resultados evidenciam o papel epidemiolégico dos suinos, atuando como
hospedeiro intermediario de Echinococcus granulosus sensu lato e seu potencial na transmisséo de
cepas infectantes para humanos no sul do Brasil. Desta forma € necessario uma monitorizacao
constante e rigorosa identificacdo de cistos, evitando resultados nao fidedignos, a fim de monitorar a
propagacado da equinococose cistica no estado do RS.

Palavras-chave: Echinococcus spp.. Taenia hydatigena. Rio Grande do Sul. Suinos.
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Echinococcosis is a zoonotic infection caused by a metacestéide belonging to the family Taeniidae
genus Echinococcus. The larval stage (hydatid cyst) of the parasite causes serious public health
problems, and achieves several species of animals, including livestock production, leading to
economic losses to the meat industry. Echinococcosis is considered endemic in many countries and in
South America the most affected countries are Argentina, Uruguay, Peru, Bolivia, Chile and southern
part of Brazil. In the State of Rio Grande do Sul (RS), especially border regions with Argentina and
Uruguay, there is a higher prevalence of cases affecting mainly sheep and cattle, consisting
Echinococcus granulosus the most prevalent specie. The parasite control should be based on
adequate knowledge of the transmission cycle and taxonomy of the parasite. It is essential to
predictive epidemiological surveillance, in cases of disease, the determination of appropriate treatment
actions. The identification of species and strains within the genus, as well as recognition of the
geographical area infested by the parasite is essential for the establishment of programs to control
equinococosis. Molecular tools are used in the identification and characterization of this parasite due
to be quick, efficient and safe techniques, favoring an accurate diagnosis of the disease and assisting
in the development of control programs, as well as in the prevention of cystic echinococcosis. Given
the importance of epidemiological data of cystic echinococcosis in the state of RS, this study aimed to
perform the identification and molecular characterization of cysts in swine viscera, in order to identify
sources of cystic echinococcosis in rural properties belonging to the central / north areas of Rio
Grande do Sul, as well as characterize the species and strains present in the hydatid cysts evaluated.
For that, the present work analyzed viscera of swines from a slaughterhouse located in the
central/north region of RS. A total of 3,101,992 swines were slaughtered from January 2008 to
January 2012 in its facilities. Of these, 58 animals presented cysts, which had morphology compatible
with hydatid cyst. Molecular and macroscopic analyses of the cysts were carried out. To perform the
PCR (polymerase chain reaction), a gene fragment of mitochondrial cytochrome ¢ oxidase subunit |
(COX-l) was used. Macroscopic analysis showed cysts of varying sizes and shapes. Molecular
characterization showed up: Echinococcus spp. (10.3%), Taenia hydatigena (56.9%) and inconclusive
(32.8%). For molecular analysis, the neighbor-joining method was used, which identified two distinct
groups characterized within species Echinococcus granulosus sensu lato. E. granulosus sensu stricto
G1 strain was identified in 2 samples and E. canadensis strain G7 in 3 samples. With this results
stands out the epidemiological role of swines, acting as an intermediate host of Echinococcus spp.
and their potential for transmission of strains to humans in southern Brazil. Thus, it is necessary a
constantly vigilance and an accurate identification of cysts, avoiding then, unreliable results, and
allowing to follow up the spread of cystic echinococcosis in the State of RS.

Keywords: Echinococcus spp.. Taenia hydatigena. Rio Grande do Sul. Swines.
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1 INTRODUCAO

Equinococose, também conhecida por hidatidose, € causada por um parasito
pertencente a familia Taeniidae e género Echinococcus. O Echinococcus spp. tem
uma distribuicdo mundial e exerce varios danos a saude publica além de perdas na
industria de carnes. Seu ciclo de vida compreende dois hospedeiros distintos, 0
definitivo (HD), sendo o principal o cédo, que alberga o parasito adulto e o
intermediario (HI), geralmente ovinos e bovinos que abriga a fase larvaria (cisto
hidatico) (ECKERT et al., 2001; THOMPSON, 2008; MONTEIRO, 2011). Através da
ingestdo dos ovos do Echinococcus spp., juntamente com a alimentacdo e/ou agua,
ocorre a contaminacdo dos HI e acidentalmente, sendo da mesma forma a

contaminacao de humanos.

As quatro principais espécies de Echinococcus, tradicionalmente,
reconhecidas incluem Echinococcus multilocularis, causador da equinococose
alveolar; Echinococcus oligarthrus e Echinococcus vogeli, responsaveis pela
equinococose policistica e Echinococcus granulosus, agente etiolégico da
equinococose cistica (EC). O E. granulosus sensu lato é tradicionalmente dividido
em subespécies que abrangem 10 gendtipos diferentes (G1 ao G10) com variacdes
principalmente na morfologia, hospedeiro intermediario e infectabilidade
(THOMPSON, 2008; SHARBATKHORI, 2009; GROSSO et al., 2012). Estes
genotipos sdo descritos como: E. granulosus sensu stricto (G1, G2, G3), E. equinus
(G4) e E. ortleppi (G5), além de E. canadensis (G6 ao G10), que possui uma
taxonomia bastante controversa (NAKAO et al., 2007). Recentes estudos
filogenéticos incluem mais duas espécies dentro do género Echinococcus, o
Echinococcus shiquicus, causador do cisto unilocular e o Echinococcus felidis,
oriundo de ledes da Africa (NAKAO et al., 2007; THOMPSON, 2008).

A EC é uma parasitose comum no sul do Brasil, principalmente no RS, as
regibes de fronteira com Argentina e Uruguai sdo as mais acometidas pela
parasitose (ROSENZVIT et al., 1999; de la RUE, 2008). A migracdo do E.
granulosus é favorecida pela intensa atividade pecuéria, que € economicamente

ativa no estado, acometendo principalmente ovinos e bovinos, que devido a criacédo
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extensiva, facilita o acesso dos cées a estes animais (de la RUE, 2008; de la RUE et
al., 2011).

Estudo feito, no RS, pelo Departamento de Produgdo Animal (DPA -
Secretaria da Agricultura) entre 2001 e 2009, através de exame macroscopico das
lesBes, encontrou indices de prevaléncia de EC em animais sob Inspecdo Sanitaria
de 1,87% em suinos, 25,20% em ovinos e 10,31% em bovinos, indicando uma alta
prevaléncia do Echinococcus spp. entre os animais no estado (SANTOS et al.,
2010).

O suino esta entre as espécies acometidas pelo Echinococcus granulosus
sensu lato, especialmente devido a forma de criacdo intensiva, proxima as
propriedades, o que pode facilitar a contaminacdo pelo parasito. A suinocultura é
uma atividade importante para a economia do RS, sendo que no ano de 2012,
registrou-se 7.034.228 abates de suinos no estado, um aumento de 4,40%
relacionado com o ano de 2011, segundo dados do ACSURS (Associacdo de
Criadores de Suinos do RS). Entretanto, observa-se, pelos dados dos Servicos de
Inspecéo Sanitaria, tanto em nivel federal como estadual, que ainda ha uma série de
enfermidades acometendo esses animais (SANTOS et al., 2010; ACSURS, 2012). A
eguinococose em suinos acarreta prejuizos a industria de carnes, principalmente
pelo descarte de visceras, devido a ocorréncia de contaminacdo durante o ciclo de
producdo animal. Além dos riscos inerentes a saude publica, uma vez que muitos
produtores desconhecem a doenca, ja que esta ndo é uma enfermidade considerada
usual na suinocultura (SANTOS et al., 2010).

Em humanos o desenvolvimento do cisto hidatico € geralmente lento e
assintomatico, dificultando o diagndstico da enfermidade. No Brasil, a notificacdo
desta parasitose em humanos néo é obrigatéria pelo Ministério da Saude desde
1987, o que afeta o desenvolvimento de acdes e informacdes sobre a epidemiologia
acerca da equinococose (de la RUE et al., 2011).

Outro cestddeo presente no RS é Taenia hydatigena, que apesar de ndo ser
infectante para seres humanos, traz prejuizos a industria de carnes. Sua fase
larvaria € denominada de Cysticercus tenuicollis, muito semelhante ao cisto hidatico
desenvolvido pelo E. granulosus, o que pode originar erros de diagndéstico nas

analises macroscopicas (CABRERA et al., 1995).
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A identificacdo correta de cistos do Echinococcus spp. em frigorificos € de
extrema importancia, assim como a determinacdo do gendtipo especifico em
questao, a fim de reconhecer os eminentes riscos da EC para humanos e animais,
bem como estabelecer tratamentos que condizem com o ciclo de vida do parasito.
Os métodos moleculares sdo ferramentas tdo importantes quanto os métodos
parasitolégicos e sorologicos convencionais de identificagdo deste parasito, em cisto
hidaticos em animais, e vém auxiliar no diagndstico rapido e preciso da enfermidade
(de la RUE et al., 2011; BALBINOTTI et al., 2012).

O conhecimento das possiveis regides endémicas da EC no RS é essencial
para direcionar as acfes de profilaxia e de controle da parasitose, que buscam
interromper o ciclo do Echinococcus spp. evitando sua disseminacao. Diante disto,
motivou-se a realizagdo deste trabalho, a fim de determinar novos aspectos sobre a
epidemiologia desta zoonose no RS, bem como espécies e genétipos do E.

granulosus sensu lato.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos geral

. Realizar a identificagdo e a caracterizacdo molecular de cistos em
visceras suinas, a fim de localizar possiveis focos da equinococose cistica em
propriedades rurais na regido centro/norte do Rio Grande do Sul, bem como

caracterizar a espécie e cepa presente nos cistos hidaticos.

2.2 Objetivos especificos

Verificar o potencial da regido centro/norte do RS como foco de

desenvolvimento da equinococose cistica;

¢ |dentificar macroscopicamente cistos hidaticos em visceras suinas;

e Caracterizar molecularmente amostras de cisto em visceras suinas;

e Empregar técnicas moleculares para determinar os diferentes genoétipos

presentes nos cistos hidaticos, isolados na regido estudada;

e Verificar a atuagdo do suino como hospedeiro intermediario do Echinococcus

spp. na area pesquisada.
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3 REVISAO DA LITERATURA

O género Echinococcus, descrito primeiramente por Rudolphi (1801) é
composto por espécies pertencentes ao filo Platyhelminthes da classe Cestoda e
familia Taeniidae. Este parasito pode contaminar humanos e animais, podendo levar
a morte quando ndo diagnosticada. Devido a sua distribuicdo geografica,
abrangendo todos os continentes habitaveis, da EC estd sendo considerada,
atualmente, emergente em diversos paises. Estima-se que ocorre cerca de 2 a 3
milhdes de casos humanos em todo mundo (REY, 1991; OIE, 2011; GROSSO et al.,
2012).

3.1 Morfologia

Echinococcus spp. adulto € constituido por: escolex (cabeca), onde encontra-
se um rostro com duas fileiras de aculeos; estrobilo (corpo), constituido por trés a
quatro proglotes, sendo a primeira jovem, a segunda madura e a terceira gravida
(Figural) (REY, 1991; ECKERT et al., 2001).

A fase larvaria do Echinococcus spp. é composta por uma estrutura cistica,
conhecida por cisto hidatico ou hidatide (Figura 1). E de formato arredondado,
preenchido de liquido claro, com numerosos protoescéleces, sendo esta a forma
infectante para o hospedeiro definitivo (REY, 1991; FORTES, 2004). O cisto é
formado por trés membranas: a) membrana adventicia: a mais externa; b)
membrana laminar, constituindo uma barreira a penetracdo de micro-organismos; c)
membrana germinativa, que cumpre a fungdo reprodutiva. No interior do cisto
encontra-se também, a areia hidatica que é composta por protoescéleces isolados,
fragmentos de membrana e vesiculas proligeras. Os protoescéleces podem ser
utilizadas na deteccéo da viabilidade do cisto hidatico, tanto no HI, como no homem
(ECKERT et al., 2001; VIRGINIO et al., 2012).

Cisto Hidatico
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Escolex {

Membrana
adventicia

Membrana
laminar

Membrana

Estrobilo < germinativa

Figura 1. A. Echinococcus spp. adulto; B. Ovo; C. Cisto hidatico com
vesiculas proligeras; (d-e: hidatide filhas e netas); D. Protoescoélex invaginado; E.
Protoescélex desinvaginado (presentes no interior do cisto hidatico).

Fonte: Adaptado de REY (1991).

Taenia hydatigena é outro cestdédeo da familia Taeniidae, encontrada no RS.
Ao contrario de outras ténias que tem seu desenvolvimento em humanos como
Taenia solium e Taenia saginata, a T. hydatigena ndo causa qualquer dano a saude
humana. No entanto, seu desenvolvimento se da principalmente em suinos, ovinos e
bovinos, seus HI, onde desenvolve a sua fase larvaria chamada de Cysticercus
tenuicollis, tendo o cdo como seu HD (NEVES, 2005; REY, 2011). As infeccdes
causadas, nos HI, tanto pela T. hydatigena, quanto por Echinococcus spp.,
determina perdas na industria de carnes, devido ao descarte das visceras
contaminadas ou até mesmo a condenacédo da carcaca nos frigorificos. Além disso,
induzem a erros na identificacdo, pois os dados epidemiologicos relacionados a
prevaléncia de equinococose em frigorificos sdo realizados por analise

macroscopica do cisto (KNAPP et al., 2011).

Por ndo causar qualquer dano a saude dos seres humanos a T. hydatigena
vem sendo utilizada com seguranca, como modelo de estudo, sendo util na
compreensao de aspectos fundamentais que ocorrem na infeccédo por parasitos da

familia Taeniidae, sdo também de grande importancia para prever as atividades do
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parasito no ambiente, no céo, bem como para estabelecer medidas de controle e
prevencgao eficazes na zona rural (TORGERSON; HEATH, 2003). Sua identificagéo
em HI é valida, pois motiva o tratamento de cdes em regides endémicas, a fim de

evitar prejuizos a industria de carnes.

3.2 Ciclo Biolégico

E. granulosus adulto tem seu habitat natural no intestino delgado dos HD
(canideos domésticos e selvagens). O parasito adulto leva em média 35 a 40 dias
para atingir o seu desenvolvimento completo, surgindo assim 0s primeiros ovos
embrionados no anel gravidico. O parasito normalmente encontra-se fixado no
intestino do HD por meio de suas ventosas e aculeos, e 0s movimentos de
contracdo dos estrobilos levam ao desprendimento das proglotes gravidicas, as
guais contém o0s ovos, e sdo expulsas juntamente com as fezes do HD (ECKERT et
al., 2001; FORTES, 2004; NEVES, 2005). A longevidade do Echinococcus spp. €
aproximadamente de 3 a 4 meses no organismo do HD. Depois de decorrido este
tempo pode haver a permanéncia no interior do intestino, porém na forma infértil
(ECKERT et al., 2011).

A oncosfera ou o embrido hexacanto sdo envolvidos pelo embri6éforo, sendo
este conjunto chamado de ovo. No interior de uma proglote gravidica pode-se
encontrar de 400 a 800 ovos infectantes prontos para contaminar os HI (ECKERT et
al., 2001). No ambiente, os ovos podem durar até 21 dias em &guas pouco

profundas ou areia imida e 11 dias em contato com o ar (REY, 1991).

Os principais HI do E. granulosus sdo ovinos, caprinos, suinos e bovinos,
estes contaminam-se ao ingerirem alimentos e/ou agua contaminados com 0S 0voS
do parasito. No intestino delgado, ocorre a penetracdo do parasito pela mucosa,
podendo distribuir-se aos diferentes 6rgaos, onde ocorrerd a formacdo do cisto
hidatico (ECKERT et al., 2001).

Os caes contaminam-se ap0s a ingestdo do cisto hidatico viavel presente nas

visceras cruas oriundas do HIl. Os protoescoéleces, presentes no intestino delgado,
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maturam-se e transformam-se em parasitos adultos, completando o ciclo do
Echinococcus spp. (Figura 2) (ALMEIDA et al., 2008).

Os humanos sao considerados hospedeiros acidentais, uma vez que nao
fazem parte do ciclo de vida natural do parasito. Estes se contaminam
acidentalmente ao ingerir agua e/ou alimentos contendo ovos do parasito ou contato

direto com cées contaminados com Echinococcus spp. (ECKERT et al., 2001).

Ciclo biologico do Echinococcus granulosus
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Figura 2 - Ciclo biolégico do Echinococcus granulosus.

Fonte: Adaptado de: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Echinococcosis.htm

3.3 Taxonomia

Atualmente, estudos moleculares auxiliam na revisdo taxonémica do género
Echinococcus spp., pois além da identificacdo e da caracterizagdo mais precisa e

especifica deste parasito, auxiliam nas analises epidemioldgicas, a fim de encontrar
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focos desta infeccdo (MOKS et al.,, 2008; THOMPSON, 2008; de la RUE et al.,
2011).

As relacdes filogenéticas de Echinococcus spp. revelaram ciclos domeésticos e
silvestres com diferentes graus de patogenicidade para os animais e humanos
(ECKERT et al., 2001). Analises filogenéticas baseadas no sequenciamento de DNA
obtidos a partir de diferentes marcadores génicos como subunidade mitocondrial
citocromo c oxidase subunidade | (cox-1) e desidrogenase NADH | (NDI) estdo sendo
utiizadas por varios autores na identificacdo de espécies e genotipos de
Echinococcus spp. (BOWLES et al, 1992; BOWLES; MCMANUS, 1993;
KAMENETZKY et al., 2002; XIAO et al., 2003; THOMPSON et al.,, 2006; CRUZ-
REYES et al., 2007; NAKAO et al., 2007; MOKS et al., 2008; de la RUE et al., 2011).

A equinococose € causada por varias espécies de Echinococcus, sendo que
as quatro principais incluem: Echinococcus multilocularis (Leuckart, 1863),
Echinococcus oligarthrus (Rausch & Bernstein, 1972), Echinococcus vogeli (Diesing,
1863) e Echinococcus granulosus (Batsch, 1786). Outras duas espécies foram
recentemente relatadas, o Echinococcus shiquicus (Xido et al., 2005) e também o
Echinococcus felidis descrito primeiramente por Otleppi (1937), mas reconhecido
como espécie apos analises descritas por Huttner et al. (2008) (HUTTNER et al.,
2008; OIE, 2011; GROSSO et al., 2012).

E. vogeli e E. oligarthrus em sua fase adulta encontram-se parasitando
canideos e felideos selvagens, sendo que em sua fase larvaria podem ser
encontrados parasitando roedores selvagens. Estdo distribuidos principalmente nas
Américas Central e do Sul. No Brasil ha casos raros documentados, no estado do
Acre (ECKERT et al., 2001; PASTORE et al., 2003).

E. multilocularis abrange, principalmente um ciclo de vida selvagem, seu HD
geralmente é a raposa vermelha (Vulpes vulpes), a fase larvaria desenvolve-se
preferencialmente em roedores selvagens. No entanto, a distribuicdo é
predominantemente no hemisfério norte (ECKERT et al., 2001).

A EC é causada pelo E. granulosus sensu lato, sendo esta a espécie mais
amplamente difundida por todo mundo, constituindo um grande problema de saude
publica (GROSSO et al., 2012). Este acomete preferencialmente canideos (HD) e
diversos HI como: suinos, bovinos, ovinos, caprinos entre outros, também acomete
acidentalmente os humanos (ECKERT et al., 2001; de la RUE, 2008).
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E. granulosus apresenta uma maior variacdo intraespecifica quando
comparado a outras espécies do género Echinococcus, podendo ser caracterizado
como Echinococcus granulosus sensu lato (MCMANUS; THOMPSON, 2003;
BALBINOTTI et al., 2012). As diferencas detectadas entre as variantes, da espécie
E. granulosus sensu lato, sdo: morfologia, taxa de viruléncia, distribuicdo geogréfica,
maturacdo no hospedeiro intermediario, entre outras. Através destas, houve uma
caracterizacdo em genotipos, também chamadas cepas e linhagem (ECKERT et al.,
2001; THOMPSON, 2008; OIE, 2011).

Algumas diferencas encontradas entre estes gendtipos sdo tdo importantes
quanto as encontradas entre as espécies do mesmo género, 0 que leva a
categorizacao destas em espécies validas (THOMPSON; MCMANUS, 2002; NAKAO
et al., 2007), incluindo: gendtipo G1/G2/G3 oriundas de ovinos, ovinos da Tasmania
e bufalos, respectivamente, foram caracterizadas em Echinococcus granulosus
sensu stricto. O gendtipo G4, linhagem equina, chamado de Echinococcus equinus
e a cepa bovina G5 corresponde ao Echinococcus ortleppi. Os gendtipos
G6/G7/G8/G9/G10, encontram-se sob discussdo taxonbmica, alguns autores
classificam-nas como Echinococcus canadensis descrita primeiramente por Webster
e Cameron (1961) (LAVIKAINEN et al., 2003; THOMPSON et al., 2006; NAKAO et
al., 2007; HUTTNER et al., 2008; MOKS et al., 2008; SNABEL et al., 2009).
Entretanto, Saarma et al., (2009) descreveram E. canadensis abrangendo a cepa G8
e G10 e confirma uma nova subespécie descrita por Lopez-Neyra e Soler Planas
(1943) chamada Echinococcus intermedius, onde abrangeria as cepas G6/G7/G9,
proveniente de camelos e suinos. Para realizacdo deste estudo, considerou-se E.
canadensis abrangendo da cepa G6 a G10.

E necessario entender a genética, estrutura molecular e antigénica do
parasito, bem como as diferencas existentes entre as cepas de Echinococcus spp.,
pois estas caracteristicas podem representar importantes aspectos no controle da
equinococose, desta forma a suscetibilidade a infeccdo de humanos por alguns
taxons tem sido relatada por diversos autores (ECKERT; THOMPSON 1997;
KAMENETZKY et al., 2002; BART et al., 2006; GROSSO et al., 2012).

E. granulosus sensu stricto (G1l) parece ser amplamente distribuido,
principalmente em areas onde a atividade pecuaria € predominante, com criagdo
extensiva de ovinos (ROMIG, 2003; ANDRESIUKI et al., 2009; GROSSO et al.,
2012). Na América do Sul, o gendtipo G1 foi relatado em paises como Argentina,
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Chile, Peru, Bolivia e Uruguai (ROSENZVIT et al., 1999; KAMENETZKY et al., 2002;
de la RUE et al., 2011). No Brasil, a ocorréncia da cepa G1 ja foi descrita em ovinos,
bovinos, cdes e humanos (HAGG et al., 1999; de la RUE et al., 2006; de la RUE et
al., 2011).

Em 2011, de la RUE et al., descrevem 4 casos de EC cepa G1 em humanos
no RS, onde a frequéncia deste genoétipo pode estar provavelmente relacionada com
o nivel de contaminacédo parasitaria no ambiente causada por caes, onde bovinos,
ovinos e humanos ficam susceptiveis a esta contaminacao.

A possibilidade de ocorréncia do E. canadensis (G7) em humanos €
considerada rara. No entanto, ha regides em paises como a Pol6nia, Lituania,
Austria, onde a cepa G7 estd presente, ou até mesmo, tornou-se dominante
(PAWLOWSKI; STEFANIAK, 2003; SARKUNAS et al., 2010, SCHNEIDER et al.,
2010), em animais o E. canadensis (G7) foi descritos recentemente no México,
Argentina, Peru (CRUZ-REYES et al., 2007; MORO et al., 2009; SORIANO et al.,
2010). Os suinos sao os mais acometidos por este genaotipo, por isto a denominacao
cepa suina. Entretanto tém-se relatos desta cepa acometer outros HI (cabras,
javalis) e cées (KEDRA et al., 1999; KAMENETZKY et al., 2002; VARCASIA et al.,
2007). O parasito adulto do E. canadensis genétipo G7 tem curto periodo pré-
patente, de aproximadamente 34 dias. Desta forma o seu desenvolvimento é mais
curto em relacdo a cepa G1 (periodo de 45 dias), necessitando assim, de um
esquema de tratamento diferenciado com anti-helmintico para os cées, a fim de
romper o ciclo de vida do parasito (SNABEL et al., 2009).

3.4 Epidemiologia

E. granulosus sensu lato tem uma distribuicdo cosmopolita, considerado
endémico em varias regibes do mundo, sua maior prevaléncia é encontrada em
algumas partes da Eurésia, Africa, Austria e América do Sul (Figura 3) (ECKERT et
al., 2001).

Os locais endémicos da equinococose geralmente sao as pequenas e médias
propriedades produtoras de carne, incluindo especialmente, a ovina, a caprina, a

bovina e a suina, onde a criacdo e o abate dos animais ocorrem na maioria das
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vezes de forma artesanal e nao apresentam inspecdo veterinaria. Estas
propriedades geralmente apresentam coexisténcia do parasito e dos seus
hospedeiros, levando a contaminacdo do meio ambiente e mantendo o seu ciclo
bioldgico. Estes locais sdo considerados as zonas de risco a sanidade dos animais

de producéo e da populacdo humana (de la RUE, 2008).

Segundo Eckert et al. (2001), E. granulosus foi introduzido na América do Sul
através de animais domésticos importados de regifes potencialmente endémicas.
Diferentes gendtipos de E. granulosus sensu lato possuem diferentes distribui¢des,

conforme sua adaptacéo ao Hl.

B Alta endemicidade
[ ] Endémico
oo | Esporadico

F Livre

PF Provisoriamente livre

Figura 3 - Distribui¢cdo geografica mundial de Echinococcus granulosus sensu lato.

Fonte: Adaptado de ECKERT et al., (2001).

O gendtipo G1 é o mais amplamente distribuido no mundo, tem sido relatado
na Europa, Oriente Médio, Africa, parte da Asia, Australia, Nova Zelandia, além de
América do Norte e do Sul. Na América do Sul identifica-se uma grande
endemicidade da cepa G1, além desta, encontra-se 0s genoétipos G1/G2/G3 que
corresponde ao E. granulosus sensu stricto, E. ortleppi (G5) e E. canadensis, cepas
G6 e G7 (ROSENZVIT et al., 1999; KAMENETZKY et al., 2002; BADARACO et al.,
2008; OIE, 2011).
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No Brasil, a maioria dos casos de EC é originada no estado RS, onde os
primeiros casos foram conhecidos no inicio do século XX (de la RUE, 2008). A
metade sul do RS tem como principais atividades econdmicas a agricultura e
pecuaria. Nas fazendas o habito de usar caes para auxiliar na criacdo de ovinos,
juntamente com a pratica de alimentd-los com visceras cruas destes animais, ajuda
na perpetuacéo do ciclo de vida do parasito (FARIAS et al., 2004; de la RUE, 2008).

3.5 Transmissao

A evolucdo do ciclo do Echinococcus granulosus sensu lato esté
estreitamente relacionado a manutencéo do agente etiolégico nos hospedeiros e no
meio ambiente, sendo que o descuido do status sanitario dos cdes, habitantes das
propriedades rurais, traz riscos de perpetuagcdo do ciclo do parasito (de la RUE,
2008).

Os abates clandestinos, sem a devida inspecédo sanitaria, e o fornecimento de
visceras cruas contaminadas oriundas dos HI aos cédes, auxiliam na disseminacgéo
do parasito, contaminando humanos e animais (DINKEL et al., 2004).

Além do meio rural, o urbano vem se destacando como potencial reservatorio
de ovos de Echinococcus granulosus sensu lato. Segundo Hoffmann et al. (2001)
em Dom Pedrito, RS, os caes urbanos foram identificados como possiveis
contaminantes, trazendo riscos a populacdo. Sabe-se que a equinococose canina é
a forma infectante direta para humanos. Assim, o conhecimento, sobre o ciclo,

profilaxia e controle de equinococose em locais endémicos sédo imprescindiveis.

3.6 Equinococose Cistica

3.6.1 Em Humanos

No Rio Grande do Sul, em humanos desde 1987 a notificacdo da doenca néo
€ obrigatéria, sendo assim a epidemiologia desta parasitose nédo é esta totalmente
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conhecida (KLOETZEL; PEREIRA, 1992). Mardini e Souza, (1999) encontraram 701
casos cirurgicos de retira de cisto hidatico no RS, entre os anos de 1981 a 1998.

Entretanto, ap6s o estudo, somente através de relato de casos, pode-se
avaliar a existéncia da EC em humanos. Ha relatos descrevendo a presenca de cisto
hidatico pulmonar em paciente residente de Brasilia (DF) em 1997; cisto hidatico
pulmonar gigante em homem da cidade de S&o Gabriel (RS) em 2001; e relato de
seis casos de EC humana na cidade de Sant’Ana do Livramento (RS), no ano de
2011; entre outros (ALMEIDA et al., 1997; MOREIRA et al., 2001; de la RUE et al.,
2011).

De la Rue (2008) relata um estudo realizado em 1999, pela Secretaria de
Saude do Estado do RS, onde avaliou-se a prevaléncia de casos de EC, através de
sorologia, em 7.415 habitantes de 18 municipios das regides de fronteira
(Brasil/Argentina/Uruguai). Confirmando a incidéncia de EC, em humanos, na regido
sul e sudoeste do estado. Alguns municipios afetados pelo estudo, estédo

representado na figura 4.

Uruguaiana - 19,7

Barra do Quarai - 89,4

Quarai - 43 ...+ T
S. do Livramento — 48,9 1 J

D. Pedrito - 17,4
Herval - 28,8

Arroio Grande - 29,6

Jaguaréo - 20,1

S. Vitéria do Palmar - 11,6

Figura 4 - Prevaléncia de equinococose cistica humana em municipios da éarea

endémica do RS (/100.000 habitantes — 1999).
FONTE: Copiado de la Rue (2008).
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A Argentina possui programas de controle de notificagdo da EC em todo pais,
através do Sistema Nacional de Vigilancia da Saude. Em 2010 a prevaléncia desta
zoonose foi de 385 casos em humanos, comprovando a prevaléncia desta
parasitose neste pais (ARGENTINA, 2012).

A evolucdo do cisto hidatico ocorre lentamente, assim 0s sintomas podem
demorar anos para se manifestar, podendo causar sinais clinicos quando o cisto
atingir grandes dimensdes e/ou comprometer importantes fungdes no organismo.
Normalmente criancas sao mais suscetiveis a infeccdo por Echinococcus spp., por
manterem um contato mais proOximo com os caes, vindo a manifestar a doenca anos

apos a contaminacao (NEVES, 2005).

Os sinais clinicos dependem muito do local e do 6Orgdo parasitado. A
compressdo do 6rgdo e aumento do volume abdominal é comumente relatado pelos
pacientes, geralmente causando dor. A localiza¢do dos cistos hidaticos normalmente
ocorre no figado (80%) e nos pulmdes (20%), sendo que nos demais 6rgados como:
rins, baco, cérebro, coracdo e medula 6ssea a ocorréncia € menor (cerca de 0,5%).
Isto, provavelmente, pode ser explicado pelo pequeno aporte sanguineo destinado a
estes 0rgaos, e grande aporte para o figado e pulmédo, uma vez que Echinococcus
spp. utiliza a via sanguinea para atingir o 6rgao-alvo (ECKERT et al., 2001;
GROSSO et al., 2012). Cistos pequenos, calcificados podem permanecer por anos

no organismo de forma assintomatica (FORTES, 2004).

As formas mais graves da doenca podem surgir apos a ruptura espontanea
ou mecanica de um cisto hidatico no organismo, levando ao extravasamento de
liguido hidatico o que pode desencadear choque anafilatico, além da liberacédo de
protoescoleces no organismo, podendo ocorrer a longo prazo a formacgéo de cistos
hidaticos secundarios (NEVES, 2005).

3.6.2 Nos animais
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No cdo o quadro clinico geralmente é despercebido, porém quando ha a
infeccdo macica pelo Echinococcus spp. pode haver o desencadeamento de diarreia
catarral hemorragica. Uma vez contaminado, o cdo pode apresentar ovos do
parasito pelo corpo todo, incluindo a regiédo perianal, pelos e focinho (TORGERSON,;
HEATH, 2003; FORTES, 2004).

Nos HI, os sinais clinicos sdo muito variaveis, dependendo da espécie e do
comprometimento do 6rgdo parasitado, além do tempo de contaminagdo. Na maioria
das vezes os sinais sao inaparentes e a equinococose sO é percebida pela ocasido
do abate nas espécies de producéo pecuaria (ECKERT et al., 2001).

3.7 Tratamento

Nos humanos o tratamento depende basicamente do 6rgdo comprometido, do
estagio biolégico larvario, bem como da quantidade de cistos hidaticos presentes no
orgao afetado. A patogenia e 0s sinais clinicos dependem das alteracdes nas
funcgbes vitais, podendo incluir tanto processos irritativos, alérgicos ou mecéanicos
(NEVES, 2005).

7

Um dos métodos mais empregado € o tratamento por excisdo cirdrgica,
baseado na retirada do cisto do 6rgdo. Este procedimento requer uma série de
cuidados e habilidade do cirurgido, a fim de evitar o extravasamento do liquido
hidatico causando infeccbes de mudltiplos 6rgdos. Aproximadamente 90% dos

pacientes evoluem para a cura com este método (ECKERT et al., 2001).

O Método P.A.LLR. (Puncao, aspiracao, injecdo e re-aspiracao) desenvolvido
na década de 80, € uma técnica cirdrgica que auxilia na retirada do cisto hidatico,
diminuindo as recidivas da doenca e evitando o extravasamento do liquido hidatico.
Este consiste na puncdo do cisto hidatico, com auxilio de seringa, aspiracdo do
liguido e em seguida introdugédo de um escolicida, o qual se deixa atuar durante
alguns minutos, a fim de inviabilizar as protoescoleces, apds se reaspira o liquido
presente no interior do cisto, podendo, assim haver a retirada total do mesmo
(ECKERT et al., 2001; SILVA et al., 2001; NEVES, 2005).
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O uso de medicamentos anti-helminticos com o albendazol e mebendazol sdo
Uteis apds o procedimento cirdrgico para evitar recidivas da doenca, assim como no
tratamento de cistos pequenos ou quando ha varios 6rgaos afetados, nos casos cujo

meétodo invasivo ndo seria necessario (NEVES, 2005).

No tratamento das infec¢des pelo parasito adulto no HD, o praziquantel é o
medicamento de escolha, pois age na permeabilidade da membrana celular,
provocando a contracdo da musculatura, consequentemente levando a paralisia e
morte dos parasitos. Além disso, o fato de ser administrado em uma dose Unica
viabiliza o tratamento dos cdes (REGERT, 2008).

O desenvolvimento de uma vacina eficiente em HI tem sido almejado por
diversas pesquisas. O principal enfoque estd na utilizacdo de uma proteina
recombinante expressa na oncosfera (EG95), a fim de conseguir niveis de protecéo
em ovinos e bovinos (GAUCI et al., 2005). Entretanto, o alto custo de produgéao pode
inibir a aplicacdo em grandes escalas deste recurso (TONGESTON, 2006). Ovelhas
vacinadas com o antigeno (EG95) sdo protegidas em média de 96-98%, contra o
desenvolvimento de cistos hidaticos (LIGHTOWLERS et al., 1996). Segundo
Lightowlers e Gauci (2001), a utilizacdo da vacina em ovinos, tem sido tdo bem
sucedida, que pode-se considerar como um modelo de desenvolvimento da mesma

para seres humanos.

3.8 Controle e Profilaxia

A identificacdo de éareas endémicas € de extrema importancia, pois as
medidas profilaticas de educacdo sanitaria devem convergir em &reas sob risco de
contaminagao. A profilaxia deve ser voltada para o esclarecimento da populagéo
sobre: os riscos a saude publica, o ciclo de vida do Echinococcus spp., a importancia
em manter os animais de producdo afastados do contato direto com o0s caes
domésticos, bem como a necessidade de realizar o controle e o tratamento
parasitologico dos cdes portadores do Echinococcus spp.. E indispensavel, porém,

que todas as acdes sejam desempenhadas de maneira sistematica, ininterrupta e
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rigorosamente controlada, a fim de erradicar o parasito (ECKERT, et al., 2001,
FORTES, 2004).

3.9 Prejuizos a indastria de carnes

Segundo Torgerson e Macpherson (2011) em torno de US$ 2 bilhdes, séo
perdidos pela industria pecuéria mundial, atualmente, devido a EC. No RS, em 2004,
a prevaléncia de EC em bovinos foi de 12 a 16%, sendo que nos estados vizinhos
de Santa Catarina, Parana e Mato Grosso foi de 0,48/0,12/0,002% respectivamente,
demostrando a ocorréncia significativa de EC no RS, acarretando maiores prejuizos

econdmicos para o estado (de la RUE, 2008).

O controle sanitario, constante em frigorificos e os dados epidemiologicos e
estatisticos acerca da equinococose em animais, é exercido pela Inspecdo
Veterinaria. Estes dados sdo obtidos através dos relatos da presenca de cistos
hidaticos, visualmente observados durante a Inspecdo Sanitaria (BRASIL, 2012).
Desta forma, uma correta identificacdo a cerca do cisto hidatico é de extrema
importancia, pois o diagnostico baseado somente pelo método visual ndo é o
suficiente para identificacdo do cisto hidatico (ECKERT et al., 2001).

O descarte de visceras contaminadas em matadouros e frigorificos e a morte
de animais de alto valor zootécnico e comercial impedem a sua comercializacao,
consequentemente trazendo prejuizos ao setor de producdo animal. Medidas
profilaticas sdo extremamente necessarias em regides endémicas, a fim de evitar a
propagacéo da doenca (de la RUE et al., 2006; MONTEIRO, 2011).

3.10 Diagnéstico

O diagnostico da EC em humanos é muitas vezes presuntivo baseado nos
sinais clinicos e tecnologias de imagem (tomografia, ultrassonografia). Atualmente,

técnicas de biologia molecular vém desempenhando um papel muito importante
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como auxiliar no diagndstico desta relevante enfermidade, pois € uma metodologia
de rapida deteccdo, com boa sensibilidade, especificidade e alta confiabilidade
(ECKERT et al., 2001; FORTES, 2004; THOMPSON et al., 2006).

Em frigorificos com abates inspecionados, a utilizacdo de visceras
descartadas por contaminacdo pode ser Gtil no diagndstico da equinococose em HI.
Métodos moleculares ou andlise de protoescoleces podem ser empregados visando
um diagnostico seguro. Desta forma, também, é possivel rastrear as areas
endémicas e futuramente fomentar agées visando o controle e a profilaxia da doenga
(CRUZ-REYES et al., 2007; HUTTNER et al., 2008; VIRGINIO et al., 2012).

Estudos em torno de um diagndstico especifico em EC vém sendo
desenvolvido por diversos autores (GONZALEZ et al., 2000; VIRGINIO et al., 2003).
O Antigeno B (AgB) € uma lipoproteina abundante no interior do cisto hidatico e tem
sido considerado uma boa alternativa para imunodiagnoéstico da EC, pois €
considerado especifico para o género Echinococcus. O AgB é produzido pelo
parasito durante o desenvolvimento do metacestoide, secretado principalmente, pela
membrana germinativa e protoescoéleces, sendo altamente imunogénico em
humanos (MCMANUS; BRYANT, 1995 apud GRAICHEN, 2011;GONZALEZ et al.,
2000; VIRGINIO et al., 2003). A biologia desta proteina ndo estd bem determinada,
mas pela grande quantidade presente no parasito, sugere-se um papel importante
na sobrevivéncia do mesmo (BADARACO, 2007).

3.11 Anéalise Molecular

A analise molecular tem como objetivo primordial o estudo do material
genético, especialmente incluindo a identificacdo e a caracterizagdo molecular do
agente etioldgico. Dentre os diferentes métodos de biologia molecular, a técnica de
PCR (reacdo em cadeia da polimerase), aliada ao sequenciamento, vem sendo
empregada para a identificagdo correta do Echinococcus spp., tanto na sua fase
adulta, como na fase larvaria. Além de serem amplamente utilizadas em estudos de
analise filogenética ou filogenia (THOMPSON et al., 2006; SORIANO et al., 2010; de
la RUE et al., 2011; SHAHNAZI et al., 2011).
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A relagdo evolutiva entre as espécies, populacdes ou genes é conhecida por
filogenia, auxiliando no conhecimento sobre a evolugdo de determinadas
caracteristicas de um organismo. Geralmente a filogenia € descrita com ajuda de
uma arvore filogenética, que pode ser fundamentada em informacdes de sequéncias
do DNA de uma espécie ou subespécie. Portanto, a utilizacdo desta arvore contribui
para a identificacdo especifica das mudancas Unicas em popula¢des, ajuda no
entendimento das adaptacbes destas ao ambiente e caracteriza uma corrente
evolucdo (AMORIM, 2002; COX et al., 2011)

Com a utilizacdo da analise filogenética podemos compreender 0S processos
evolutivos, a extincdo e a adaptacdo de espécies, e assim, inferir a histéria da
evolucdo. Também constitui uma representacdo de ancestralidade, compreendida a
partir de caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas e moleculares, entre outras
(MIYAKI et al., 2001).

Entre os métodos de reconstrucdo de arvores filogenéticas as andlises
fenéticas utilizam medidas de distancia ou de similaridade genética, que mostram as
diferengas entre os caracteres em numeros, um modelo desta analise de
reconstrucdo é o Neighbor-Joining € um método de evolugdo minima, onde baseia-
se no célculo das distancias evolutivas para todos os individuos e na construcéao de
uma arvore que leva em consideracao as relacdes entre todas as distancias. Trata-
se de um método rapido e apropriado para um grande conjunto de dados, permitindo
linhagens com diferentes tamanhos de ramos e substituicbes mdaltiplas
(SCHENEIDER, 2001; AVISE, 2004).

O gene mitocondrial da citocromo c oxidase subunidade | (cox-I) é
amplamente utilizado em andlises moleculares, com intuito de identificar as variantes
existentes nas espécies e cepas dentro do género Echinococcus (BOWLES et al.,
1992). A analise do DNA mitocondrial (mtDNA) é vantajosa, pois a mitocondria
apresenta um sistema de reparo do DNA com mutacdes frequentes, refletindo com
precisdo a via evolutiva dos isolados (AMORIM, 2002; KAMENETZKY et al., 2002).
O emprego do mtDNA em estudos populacionais e evolutivos se vale principalmente
do fato dele possuir uma alta taxa de substituicbes de base, apresentar alteracdes

no tamanho total da molécula devido a insercdes e delecbes, além de ser
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considerado um genoma compacto, pois raramente possui sequéncias espacadoras,

sequéncias repetitivas, pseudogenes e introns (ARIAS et al., 2003).
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A novel epidemiologic situation in southern Brazil: First report of

Echinococcus spp. in swine

Abstract: Cystic echinococcosis (CE) is a zoonosis of worldwide occurrence,
causing several problems to public health, as well as economic losses in the meat
industry. In Brazil, the occurrence of CE is predominant in the State of Rio Grande do
Sul (RS), usually in border regions with Uruguay and Argentina. In the period
between January 2008 and January 2012 a total of 3,101,992 swine were
slaughtered in the central/northern region of RS and 58 animals had cysts with
morphology consistent with CE. Macroscopic and molecular analyses were carried
out in all the cysts. Polymerase chain reaction, through amplification of cytochrome C
oxidase gene - subunit 1 (COX 1), confirmed the positivity of 10.3% (06/58) for
Echinococcus spp., 56.9% (33/58) for Taenia hydatigena and 32.8% (19/58) of the
reactions were inconclusive. This analysis revealed the first report of Echinococcus
spp. in these regions of RS, locations do not considered endemic yet. Furthermore,
the results demonstrated that there is an evident failure in the swine meat inspection
process, highlighted by the predominant occurrence of T. hydatigena, which impairs
the official statistics.

Keywords: Echinococcus spp.; Taenia hydatigena; Rio Grande do Sul; pigs.

Introduction

Cystic echinococcosis (CE) is a zoonotic disease caused by genus Echinococcus
(Cestoda: Taeniidae), being Echinococcus granulosus sensu lato the predominant
species worldwide (Romig, 2003; Grosso et al.,, 2012). In South America it is

widespread in different countries such as Brazil, Argentina and Uruguay
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(Kamenetzky et al., 2002; de la Rue 2008). In Brazil, the disease is endemic in the
southern part of Rio Grande do Sul State (RS), causing infection in animals and
humans and leading to high economic expenses to livestock, as well as important
concerns to public health (de la Rue et al., 2011; Haag et al., 2004).

Swine as a natural intermediate host (IH) of E. granulosus sensu lato has
been reported recently in several countries and has an important role for maintaining
the parasite life cycle (Bruzinskait et al., 2009; Sarkiinas et al., 2010; Sanchez et al.,
2012; Schneider et al., 2010). According to Sanchez et al. (2012), swine have the
capability of becoming infected with multiple genotypes of E. granulosus, proliferating
the disease’s cycle in the farms.

It is important to emphasize that swine breeding system is different of sheep
and cattle in RS. Swine are breeding in intensive farming with restricted confinement,
being only susceptible to few exterior factors of transmission, which may allow the
parasitic contamination, for instance by taeniids (de la Rue 2008).

The differential diagnosis of Echinococcus granulosus sensu lato is of utmost
importance in order to differentiate it from other species of the family Taenidae, such
as Taenia hydatigena morphology which has cyst (larval stage), and cycle life similar
to Echinococcus granulosus sensu lato. However they are harmless to humans (Slais
and Vanek, 1980).

CE is considered a neglected disease in humans, since it is not a notifiable
disease reported to public health departments in south of Brazil. On the other hand,
the occurrence of echinococcosis in IH is mandatory, when the animals are
slaughtered in establishment with official sanitary inspection, i.e. Federal Inspection
Service (FIS) of the Brazilian Ministry of Agriculture. All recorded data by FIS are

used in epidemiological surveys by the authorities in charge (de la Rue 2008, Brazil,
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2008). This work aimed to verify the occurrence of Echinococcus spp. in viscera of

swine slaughtered in slaughter-houses located in the central and northern regions of

RS, Brazil.

Material and Methods

A total of 3,101,992 swine were slaughtered between January of 2008 and
January of 2012 in the central/northern region of RS. All of them were inspected by
the FIS, totalizing 58 cysts present in visceral tissues with similar morphology to
hydatid cyst. All samples were identified according to breeding farm location, since
the animals came from pig breeding farms with management and production within
international standards, i.e. highly technified farms and subjected to a strict quality
control involving animal welfare and sanitary conditions. The samples were stored in
70% ethanol and then sent to the laboratory of molecular biology and parasitology at
Federal University of Santa Maria (Universidade Federal de Santa Maria, UFSM).
The cysts were analyzed macroscopically through the observation of their shape and
size. Total DNA was obtained of cyst fragments using a commercial kit (QIAamp®
DNA Mini kit) (QIAGEN Inc. Chatsworth, CA), according to the manufacturer's
instructions. Polymerase chain reaction (PCR) was performed to amplify the
mitochondrial gene COX | (cytochrome C oxidase subunit I) according to Bowles et
al. (1992). DNA sequences obtained from sequencing were compared to sequences
deposited in GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) using the BLAST

program (Basic Local Alignment Search Tool).

Results
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Macroscopic analysis of the samples demonstrated cysts with variation on
their sizes and shapes. It was not possible to distinguish macroscopically
peculiarities to differentiate cestode parasites.

Molecular techniqgue was important to identify and distinguish the etiological
agent existing in the cysts. PCR generated a fragment of approximately 366 base
pairs and the results obtained were 10.3% (06/58) compatible with Echinococcus
spp., 56.9% (33/58) with T. hydatigena and 32.8% (19/58) showed inconclusive
results.

The origin places of the samples are shown in Figure 1. All of them are located
in the central/northern regions of RS considered non endemic to E. granulosus, and
distant about 450 km from the borderline with Uruguay and Argentina, which

represent endemic areas for CE (Balbinotti et al. 2012; de la Rue 2008).

Discussion

The data obtained in our study demonstrates that Echinococcus spp. is
present in swine in RS, Brazil. This is the first report of swine as IH of Echinococcus
spp. in the studied area. Additionally, the results suggest that dogs are being feeding
with contaminated viscera of IH, probably from cattle and sheep which came from
endemic regions, carrying the larval stage of Echinococcus spp. and maintaining the
parasite life cycle in the environment in the researched region. Probably, pig is not
responsible for perpetuating the parasite cycle in that region, since the swine
breeding farms are considerably technified and maintain strict quality control and

sanitary conditions.
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Furthermore, the transmission of parasite’s eggs may be occurring among pig
farms in that region probably due to their proximity. Other studies indicated that
different taeniids eggs may be transported by mechanical means including birds and
insects, or even through the wind (Lawson and Gemmell, 1990; Torgerson and
Heath, 2003). Similar issues may be present in the pig farms favoring the local
dispersion of the parasite eggs probably by insects such flies, which landing on the
feces of infected dog become vectors, and they will contaminate the swine feed as
well as the entire proprieties.

Macroscopic analysis conducted by FIS classified the 58 samples reported in
this study as "probable hydatid cysts". However, after molecular analysis, it was
evident only 10.3% of cysts were identified as Echinococcus spp.. In contrast, in a
great number of samples (56.9%) was evidenced T. hydatigena. This fact indicates
there are discrepant results released by the official inspection service based merely
on the macroscopic analysis. Balbinotti et al. (2012) also demonstrated the
importance of molecular analysis of Echinococcus spp. in cattle in Southern Brazil.
Similar to this research, Bruzinskait et al. 2009 also reported the occurrence of both
parasites, Echinococcus spp. and T.hydatigena, in cysts of swine from Lithuania.

In our study, 32.8% of cysts had inconclusive results. The lack on identification
of these samples may be occurred due to the low amount of DNA present in the
samples or a non-parasitic etiology of the cysts.

Epidemiological studies using molecular biology assays may be more accurate
than macroscopic analyses in order to diagnose the contamination by taeniids
parasites on the properties and in slaughter-houses. Besides, the correct

identification of the etiological agent can instigate researches to identify potential
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endemic sites, also it may support the establishment of programs to control and
prevent CE in south of Brazil.

Hydatid cysts present in swine viscera is an important epidemiologic finding,
since the occurrence of Echinococcus spp. indicates contamination in an area
considered non-endemic in RS. Contamination foci were reported by other authors
involving animals and humans located in the border with Argentina and Uruguay (de
la Rue et al., 2011; Farias et al., 2004; Hoffmann et al., 2001), currently considered
endemic for CE in Brazil. More investigation should be reached in order to identify
new possible risk areas and factors for CE in RS.

Finalizing, in the present study swine was identified as potential natural IH for
both, Echinococcus spp. and T. hydatigena, which may compromise the programs on
animal health and economical losses, mainly due to viscera discards. In addition, it is
necessary to achieve an accurate identification and a continuous monitoring of
hydatid cysts, especially in slaughter-house, in order to avoid incorrect results and
hazards to public health, as well as following the propagation of CE in the entire

Brazilian southern region.
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Figure 1. Map of Rio Grande do Sul, Brazil. The map emphasizes the municipalities
in central/north region where are located the swine breeding farms in RS,

corresponding the studied area.
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Echinococcus canadensis (G7) and Echinococcus granulosus

sensu stricto (G1) in swines of southern Brazil

Abstract: The Cystic Echinococcosis (CE) is an important zoonotic disease caused
by the parasite Echinococcus spp. In Brazil, this parasite is present in the state of Rio
Grande do Sul (RS), causing several damages to human and animal health. This
study aimed to identify the different genotypes of Echinococcus granulosus sensu
lato in hydatid cysts of swine viscera, as well as establishing the similarity between
these samples through the phylogenetic tree. During a period of 48 months, a total of
3,101,992 swines were slaughtered in the central / northern region of RS. From
them, five showed cysts in their viscera. Based on molecular analysis techniques, the
samples were, then, characterized as hydatid cysts. Amplification, sequencing and
phylogeny were based on the use of the mitochondrial gene Cytochrome C Oxidase
Subunit | (cox-1). The molecular analysis revealed the presence of two distinct
genotypes of Echinococcus granulosus sensu lato in samples. A total of five cysts,
two were positive for E. granulosus sensu stricto (G1) and three for E. canadensis
(G7). The results indicate the presence of potentially infectious strains for humans in
the central/northern region of RS, generating eminent risk of contamination for
humans and animals, as well as perpetuation of the parasite life cycle.

Keywords: Echinococcus granulosus sensu strico; Echinococcus canadensis; Rio

Grande do Sul; cox-I; Swine.

Introduction

The cystic echinococcosis (CE) is a disease caused by parasites of the genus
Echinococcus, which causes many health problems in different regions of the world,
and it is currently considered as a neglected parasitic disease in many countries. In
Brazil, the highest prevalence lays on the state of Rio Grande do Sul (RS), mainly in
regions bordering with Argentina and Uruguay, countries that are considered
potentially endemic for this parasite. Rural areas are the most affected, since
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livestock production is one of the main economic activities in the state (de la Rue et
al. 2006; de la Rue 2008; Moro and Schantz 2009).

Echinococcus granulosus sensu lato is the prevalent in southern Brazil,
developing a life cycle that involves dogs as definitive host (DH), hosting the adult
parasite in their intestines; and mainly cattle, sheep and swines serving as
intermediate hosts (IH), which are able to carry and host the larval stage of
Echinococcus spp.. Humans are considered accidental hosts of the parasite (de la
Rue 2008; Eckert et al. 2001).

The mitochondrial gene cytochrome c¢ oxidase subunit | (cox-I) has been
considered as a good marker for intraspecific classification of genetic variability of E.
granulosus. Additionally, phylogenetic analysis has assisted in identifying variations
among strains in order to understand the evolutionary processes of each species of
Echinococcus. (Bowles et al. 1992; Casulli et al. 2012).

The genotypes reported for E. granulosus sensu lato in southern Brazil include: E.
granulosus sensu stricto (G3 and G1); E. ortleppi (G5), and E. canadensis (G7),
usually affecting sheep, cattle, dogs and humans (Badaraco et al. 2008; de la Rue et
al. 2006; de la Rue et al. 2011). G1 genotype has been described in several
countries as the main cause of CE in humans, and it is widespread in Peru, Chile,
Argentina and Brazil (de la Rue et al. 2011; Grosso et al. 2012). The occurrence of
swine strain (G7) in humans is considered rare because of its low infectivity in
humans, as well the small number of cases diagnosed with this strain (Eckert and
Thompson 1997). However, there are countries in which this genotype is present, or
even it is prevalent (Cruz-Reyes et al. 2007; Sarkunas et al. 2010; Schneider et al.
2010).

Genotypes G1 and G7 are morphological and genetic different in some aspects,
as well as in their cycle in the host (Thompson and McManus 2002). However, both
have are able of develop in swines and humans, causing damage to the public
health, as well as to the meat industry. Based on the presented aspects, this study
aimed to characterize, molecularly, the isolates of Echinococcus spp. obtained from
viscera of swines containing cysts, identifying genetic variants present in a potentially

endemic area in southern Brazil.

Material and Methods
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Biological Samples

Biological samples evaluated in this study consisted of cysts obtained from
viscera of swines slaughtered in the central/northern region of Rio Grande do Sul,
from January 2008 to 2012. The cysts were stored in 70% ethanol and subsequently
characterized by molecular analysis.

Molecular Analysis

DNA extraction was performed from a fragment of hydatid cyst using a
commercial kit (QlAamp tissue) (QIAGEN Inc. Chatsworth, CA) according to
manufacturer's instructions. PCR was performed using a pair of primers for
amplification of the gene fragment cox-1, according to the protocol previously
published (Bowles et al., 1992), with modifications, including the following conditions:
initial denaturation of 94 °C/3min, followed by 30 cycles of: denaturation at 94 °C/30s,
52 °C/40s annealing and extension 72 °C/45s, finishing with 72 °C/10min. The
reactions were performed in a thermocycler model PTC 100 (MJ Research, Inc.). To
detect the pattern of bands the gel electrophoresis in 1% agarose was performed,
stained with ethidium bromide and visualized under UV light. The products were
purified with PCR Purification Kit - PureLink (Invitrogen) and sequenced on an
automated sequencer (MegaBACES500) using the DYEnamic ET kit (Amersham)

along with the same primers used in PCR.

Phylogenetic Analysis

The sequence similarity analysis of DNA amplified samples of gene cox-l was
carried out with using BLAST program (Basic Local Alignment Search Tool)
(http://www.ncbi.nim.nih.gov). The phylogenetic analysis was performed using the
Gap4 software/Staden package (Staden, 1996). The sequences used for comparison
with samples studied were obtained from GenBank (http://www.ncbi.nlm.-
nih.gov/GenBank), including: M84661 (G1-Bowles et al. 1992); M84667 (G7-Bowles
et al. 1992); M84665 (G5- Bowles et al. 1992); GU980906 (G1- Soriano et al. 2011) e
GU980914 (G7- Soriano et al. 2011). The AB243755 (Taenia solium- Sato et al.
2005) was used as outgroup. The phylogenetic tree was constructed through

Neighbor-Joining Analysis (NJ), where the data sets alignments were performed
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using the Clustal W algorithm in the software MEGA 5 (Tamura and Nei 1993). The
bootstrap number was a 1000 replicates.

Results

PCR analysis of the five strains obtained in this study amplified a fragment of
approximately 366pb, corresponding to the mitochondrial gene cox-l. The DNA
sequences generated were compared with sequences in Genbank obtaining two
samples with similarity to E. granulosus sensu stricto (G1) and three with E.
canadensis (G7). The samples obtained in this study were deposited in Genbank
under number of submission: Banklt 1461571, Banklt 1461578, Banklt 1461585,
Banklt 1461590 and Banklt 1461594.

The phylogenetic tree revealed two distinct groups (Fig. 1), where samples with
genotype G7 were grouped to compose the M1 group. M2 group was composed by
the grouping sequences of G1 genotype. The samples were compared with reported
isolates from Argentina by Soriano et al. (2010), where the sample G1 came from

sheep and the G7 was from swines.

Discussion

The identification of strains and species of Echinococcus spp. prevalent in each
endemic region is extremely important for effective control of the CE, since some
features such as human infectibility, maturation period of the parasite in the host,
geographic distribution, among others are different between strains and these factors
may cause various health hazards to human and animal (de la Rue et al. 2011;
Thompson and McManus 2002).

In this sense, the molecular analysis using the cox-I gene showed two distinct
genotypes of Echinococcus granulosus sensu lato: Genotype G7, specifically related
to swine hosts; and genotype G1, usually from sheep and often associated with CE
in humans. Similar results were reported in Peru, using the same molecular approach
and demonstrating the presence of the same genotypes (G1 and G7) isolated from
swines (Sanchez et al. 2012). These results clearly showed the infectability of swines
front to multiple strains of Echinococcus, placing this specie as a potential host of this

zoonosis (Eckert and Thompson 1997).
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In addition, the phylogenetic tree analysis showed similarity of samples
present in the group M1 where the sequences corresponding to genotype G7 were
grouped. All the samples were from swines, suggesting a probability of this genotype
to be widespread between Brazil and Argentina (Soriano et al. 2010); perhaps, the
strain dissemination may happened through the regions of Brazil bordering with this
country. M2 group met isolates of G1 genotype isolated in this study, with isolate G1
of a sheep from Argentina (Soriano et al. 2010). This parity among sequences,
suggests the probability of this strain to be genetically conserved in different
geographical areas. De la Rue et al. (2011) and Balbinotti et al. (2012) reported the
G1 genotype present in cattle, dogs and humans in the southwest region of the RS;
therefore, reporting the presence of the strain at the border with Argentina. Probably
the G1 strain migrated through the commerce of sheep and cattle in RS, reaching the
central/northern regions of the state (major concentration of swines in RS), allowing,
then, the adaptation of the parasite to a new host.

Swines as a host of G1 strain has been reported by other authors as Soriano
et al. (2010) in Argentina and Varcasia et al. (2006) in Italy, confirming the possible
adaptation of this strain in pigs, as well as the high infectibility of this genotype.
Hobbs et al. (1990) already reported the probability of swines be considered as an
accidental host of Echinococccus granulosus sensu stricto (G1) in regions where this
strain predominates. The report of G1 strain in swines in central region of RS is
concerning, since it consists in a new host susceptible to a highly infecting strain.
Therefore, caution with prophylaxis and epidemiology of this zoonotic disease should
be intensified.

E. canadensis (G7) is considered the predominant strain in swines with reports
by several authors, reaching countries like Lithuania, Mexico, Peru and Argentina
(Cruz-Reyes et al. 2007; Bruzinskaite et al. 2009; Sanchez et al. 2012; Soriano et al.
2010). However, there is a report in southern Brazil concerning about the occurrence
of G7 strain in cattle (Badaraco et al. 2008), representing it another possible host. In
this study it was confirmed the occurrence of G7 strain in RS state, representing its
first report in swines in the studied area. Thus, it is possible to suggest the actions of
spreading and adaptation of this strain to different hosts in different regions of the
state.

The fact that swines are able to host E. granulosus sensu stricto (G1) and E.

canadensis (G7) has considerable implications for the implementation of control
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program against CE due to differences in the parasite maturation, specially for adult
forms, where are necessary 34 days for G7 and 45 for G1 strain, complicating the
regular drug treatment for dogs (Thompson and McManus 2002). Thus, the strain
identification in this region consists in a high importance factor, in order to establish
an effective treatment for eradication of the parasite.

Therefore, swines represent a potential intermediate host for the genus
Echinococcus, with the possibility of their adaptation to different genotypes. E.
granulosus sensu stricto (G1) and E. canadensis (G7) are present in the
central/northern RS, probably in small swine farms. Additional studies, involving a
larger number of samples, must be run in order to demonstrate the importance of

these strains in swine, and especially a human EC.
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Fig.1 Neighbor Joining (NJ) tree based on cytochrome c oxidase | gene (cox-l), for

Echinococcus spp. isolates/genotypes. The percentage of replicate trees in which the

associated taxa clustered together in the bootstrap test (1000 replicates) is shown.

Phylogenetic analyses were conducted in MEGAS.
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5 DISCUSSAO

O Rio Grande do Sul é o estado do Brasil com maior incidéncia de
equinococose cistica. Regies de fronteira com Argentina e Uruguai, paises
considerados endémicos, sao as mais acometidas. Provavelmente, a contaminacao
se da mais facilmente, devido a intensa atividade pecuaria exercida na regido (de la
RUE, 2008). Balbinotti et al. (2012) e de la Rue et al. (2006, 2011) relatam a
ocorréncia de cisto hidatico em ovinos, bovinos e humanos, abrangendo
preferencialmente regides do sul e sudoeste do RS.

Segundo de la Rue (2008) o Echinococcus esta presente em uma area de
aproximadamente 100.000 quildmetros quadrados, proximo as regides de fronteira
(Brasil — Argentina/Uruguai), supondo que municipios como: Santana do Livramento,
Uruguaiana, Dom Pedrito, entre outras, estejam potencialmente contaminados com
0 parasito, sendo, portanto, consideradas regides endémicas. No entanto, observa-
se a ocorréncia de focos da parasitose na regido centro/norte do estado,
abrangendo municipios como Arroio do Meio, Tupandi, Anta Gorda, entre outros,
inferindo que o agente etiolégico da equinococose pode estar amplamente
distribuido no RS. Além disso, ha caréncia de dados epidemiolégicos que
comprovem a distribuicdo geografica do parasito, o que dificulta a profilaxia da
doenca.

Devido a nédo obrigatoriedade de relatos de casos de EC em humanos,
poucos dados se tem acerca da doenca (de la RUE, 2008). Conforme dados do
DATASUS (Departamento de Informética do SUS) foram registrados 5 casos de EC
em humanos no periodo de janeiro de 2008 a novembro de 2012 no RS, sendo que
0s municipios afetados incluem Canoas, Porto Alegre, Sdo Jerbnimo e Sao Sepé.
Estes dados confirmam a ocorréncia de casos de EC em regifes potencialmente
ndo endémicas do RS, com alguns focos da doenca na regido central, como visto
neste estudo. Entretanto, segundo de la Rue (2008) poucos casos de EC séao
relatados em municipios proximos as regides endémicas. A maioria dos casos esta
préxima a regido metropolitana, pois as oportunidades de trabalho induzem ao
éxodo rural e pelo lento desenvolvimento do cisto hidatico, o diagndéstico geralmente

e feito depois de alguns anos.
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A EC é considerada uma doenga reemergente em Varios paises e regides do
mundo, devido a sua distribuicdo cosmopolita. Este fato € atribuido ao aumento de
casos desta parasitose e uma reducdo nos programas de controle de zoonose,
conduzindo a EC para uma doenca grave com consideravéis perdas econfmicas,
sendo realmente um problema de saude publica (JENKINS et al., 2005; MORO;
SCHANTZ, 2009; GROSSO et al., 2012).

As propriedades suinicolas, de onde foram coletadas as amostras de cistos,
sao provenientes da mesma regido, a qual abrange municipios préximos a central de
abates. Através da caracterizacdo molecular, descobriu-se que além de
Echinococcus spp. haviam cistos causados por Taenia hydatigena nas amostras
analisadas. A morfologia, tanto do ovo, quanto da fase larvaria do Echinococcus e
da T. hydatigena, sdo semelhantes, levando a crer que a distribuicdo desses ovos
no ambiente é feita da mesma forma (NEVES, 2005). Torgerson e Heath (2003)
relatam a probabilidade de ovos de T. hydatigena, migrarem em torno de 40 km,
com ajuda provavelmente de meios mecanicos, através das aves ou até mesmo pelo
vento. Deste modo, sugere-se que a disseminacao tanto de ovos de Echinococcus
guanto de T. hydatigena, na regido estudada, possa estar relacionada com a ajuda
de insetos, tais como moscas, que ao pousarem nas fezes contaminadas do céo,
possam carrear 0s ovos do parasito e assim contaminam o ambiente dos suinos.

O método utilizado para diagnoéstico da EC, em HI, pela Inspecdo de
Sanitaria, consiste principalmente no exame visual (macroscopico) dos animais
abatidos, gerando dados equivalentes ao numero de cistos hidaticos encontrados e
consequentemente uma epidemiologia desta parasitose (BRASIL, 2012). Pela
grande quantidade de amostras positivas para T. hydatigena encontradas neste
estudo, sugerimos que a analise feita somente por macroscopia nao seria 0
suficiente para identificacdo do Echinococcus em frigorificos. A correta identificacédo
do parasito é denotada pela observacdo de protoescoéleces no liquido hidatico ou
analise molecular da parede do cisto (ECKERT et al., 2001; BALBINOTTI et al.,
2012).

A ocorréncia de Echinococcus spp. e T. hydatigena em suinos também foi
relatada por Bruzinskait et al. (2009) na Lituania, confirmando a preferéncia destes
parasitos pelo mesmo hospedeiro. E importante ressaltar que a deteccdo da T.
hydatigena em suinos, ou qualquer outro hospedeiro, é de grande importancia, pois

motiva o tratamento de caes nas propriedades afetadas, em regides potencialmente
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endémicas, levando a diminuicdo dos prejuizos a indlstria de carnes
(TORGERSON; HEATH, 2003).

Os gendtipos, dentro da espécie Echinococcus granulosus sensu lato,
diferenciam-se gradativamente e transformam-se em linhagens cada vez mais
distantes, afetando o padrdo de ciclo de vida do parasito, assim como a
especificidade do hospedeiro, a taxa de desenvolvimento, a patogenicidade, a
dindmica de transmissao, bem como a epidemiologia da doenca, podendo assim,
ser considerados espécies distintas. A identificacdo destes géneros e espécies,
presentes em cada regido endémica é crucial para o efetivo controle da EC
(ECKERT et al., 2001; THOMPSON; MCMANUS 2002; THOMPSON, 2008). Diante
disto, procurou-se definir os genoétipos presente na regido centro/norte do RS, a fim
de identificar os métodos de controle desta doenca.

Através de andlises moleculares, identificou-se a ocorréncia do Echinococcus
granulosus sensu stricto (G1) e E. canadensis (G7) em suinos no RS. Resultados
semelhantes foram relatados por Sanchez et al. (2012) no Peru, Kamenetzky et al.
(2002) na Argentina e Villalobos et al. (2007) no México, utilizando a mesma
abordagem molecular, relataram a presenca destes genotipos, também em suinos.
Estes resultados confirmam a capacidade do suino como hospedeiro intermediario
de diferentes gendtipos de Echinococcus, contribuindo para a disseminagcdo da
zoonose pelo estado do RS.

Para a analise molecular do Echinococcus, foram utilizadas as sequéncias
que apresentaram melhor cromatograma. A arvore filogenética revelou a formacao
de dois grupos principais M1 e M2. O grupo M1 reuniu cinco sequéncias do
gendtipo G7, onde observa-se a nitida similaridade entre as amostras brasileiras
(Echi.Br- pigl, Echi.Br-pig2, Echi.Br-pig3) e Argentina (G7) (SORIANO et al., 2010),
comparado com a sequéncia de referéncia descrita por Bowles et al. (1992),
representada pela Figura 1 - Manuscrito 2. Esta analise confirma que este gendtipo
esta amplamente difundido entre os dois paises, provavelmente através da migracao
de animais pela fronteira do Brasil com a Argentina.

Scheneider et al. (2010) relatam a ocorréncia de 23 casos de EC causadas
pelo E. canadensis (G7) em humanos, demonstrando que esta cepa tem
consideraveis riscos a saude humana. A presenca do genoétipo G7 no RS traz

preocupacdes acerca da sua infectabilidade, sendo que esta ja foi descrita em
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bovinos, demostrando sua facil adaptacdo em diferentes hospedeiros (BADARACO
et al., 2008).

O grupo M2 compara sequéncias do genoétipo G1 do Brasil (Echi.Br-pig4,
Echi.Br-pig5), com a sequencia G1 proveniente de ovino relatada por Soriano et al.
(2010) da Argentina. A similaridade entre as sequéncias indica a probabilidade da
cepa G1 ser conservada geneticamente em diferentes areas geograficas. Estes
dados confirmam que este genoétipo pode adaptar-se aos diferentes HI, sendo
altamente infeccioso tanto em animais, como em humanos. No Brasil, o genétipo G1
ja foi anteriormente descrito em bovinos, ovinos, cdes e humanos, sendo relatada
neste estudo, em suinos, indicando que encontra-se, provavelmente, disseminada
pelo estado do RS (de la RUE et al., 2006, 2011; BALBINOTTI et al., 2012). Breyer
et al. (2004) na Bulgéaria e Soriano et al. (2010) na Argentina, também relatam a
ocorréncia da adaptacao da cepa G1 ao suino, confirmando os dados encontrados
neste estudo. No entanto, Hobbs et al. (1990) sugerem, que o0 suino pode ser
considerado um hospedeiro acidental em regides onde a cepa G1 predomina.

Segundo Moro et al. (2006) na América do Sul, os paises que apresentam um
maior niumero de notificacbes de equinococose cistica em humanos sdo Chile, Peru
e Argentina. No Brasil, dados epidemiol6gicos acerca da EC em humanos séo
escassos, ja que ndo ha notificacdo compulséria dos casos ocorridos (de la RUE,
2008). Assim, devido a falta de um controle da distribuicdo geografica desta zoonose
no RS, acredita-se que mais regifes do estado possam estar contaminadas.

A ocorréncia de dois gendtipos distintos (G1 e G7) poder estabelecer-se em
suinos, leva a crer que este possa ser considerado um potencial hospedeiro de
diferentes cepas de Echinococcus spp. e que o HD (cédo) pode estar abrigando as
duas linhagens. Casulli et al. (2012) sugerem que diferentes gendtipos em um Unico
HI, podem indiretamente, estar relacionado com o0 cruzamento entre parasitos
adultos diferentes em um mesmo HD. Haag et al. (1999) relatam a possibilidade da
fecundacdo cruzada entre os genotipos de Echinococcus, representando um caso
de hibridac&o entre as cepas.

A constatacdo de que os suinos podem abrigar tanto E. granulosus sensu
stricto (G1) quanto E. canadensis (G7) tem consideraveis implicagcbes para a
implementagdo de um programa de controle da EC, pois o periodo de maturagédo
dos parasitos diferem de uma cepa para outra, sendo de 34 dias para a cepa G7 e

de 45 dias para a cepa G1, dificultando o tratamento medicamentoso regular dos
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cédes (THOMPSON e MCMANUS 2002; MCMANUS; THOMPSON 2003). O céo, por
ser o HD do Echinococcus spp., é o responsavel por perpetuar o ciclo e disseminar
0s ovos do parasito. Portanto, € de extrema importancia um tratamento efetivo dos
mesmos, a fim de evitar a contaminacdo de humanos e animais (ECKERT et al.,
2001). Segundo de la Rue (2008), medidas de controle e profilaxia da EC s6 seriam
eficientes se englobassem: ac¢Bes educativas para mudar as praticas humanas
(alimentacdo de cdes com visceras cruas), 0 tratamento periédico dos céaes e
identificacdo fidedigna da EC junto a frigorificos.

Estudos futuros incluindo maior numero de amostras oriundas tanto de suinos
como de outros hospedeiros, serdo Uteis no esclarecimento da evolucdo da
equinococose cistica no RS. Ao mesmo tempo, auxiliarda na compreensao das
estratégias evolutivas de cada gendétipo, as quais o tornam capazes de invadir e
adaptar-se a diferentes hospedeiros, disseminando-se pelo sul do Brasil. Uma
monitorizacdo constante e uma rigorosa identificacdo de cistos hidaticos, poderiam
evitar resultados incorretos, e auxiliariam na profilaxia da EC, ainda pouco difundida
no estado do RS.

Diante das constatacdes obtidas neste estudo foi possivel reconhecer que o
suino representa um potencial hospedeiro intermediario para o Echinococcus spp.
na regiao centro/norte do RS. Tendo em vista que este hospedeiro nunca havia sido
estudado no Brasil, foi possivel verificar que mais de um genétipo de Echinococcus
circula entre os suinos, confirmando a capacidade deste HI em ser infectado tanto
por G1 quanto por G7. Portanto, pesquisas complementares deverao ser realizadas,
a fim de evidenciar a importancia do genétipo G7 em humanos, sendo que estes
estudos sdo indispensaveis para profilaxia e controle desta zoonose no estado do
Rio Grande do Sul.
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6 CONCLUSAO

- Existem focos da equinococose cistica na regido centro/norte do Rio Grande do
Sul;

- A identificacdo do cisto hidatico ndo poderd ser realizada somente pela analise
macroscopica, pois outros cestddeos possuem uma morfologia do cisto bastante
semelhante, podendo induzir ao erro de diagndstico da EC.

- Taenia hydatigena est4 presente em visceras suinas na regido estudada,
acarretando diversos danos a industria de carnes;

- O suino foi caracterizado como um hospedeiro intermediario do Echinococcus spp.
no Rio Grande do Sul;

- Identificou-se dois genoétipos presentes nas amostras de visceras suinas
analisadas, caracterizadas molecularmente em Echinococcus granulosus sensu

stricto cepa G1 e Echinococcus canadensis cepa G7.
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