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Abstract 

Cystic echinococcosis is a zoonosis caused by the tapeworm Echinococcus 
granulosus, with its specie variabilities known as genotypes, characterized in 11 
different genotypes. Some of these became new species and others were rearranged 
in complex cryptic species. The lifecycle of the parasite is mainly domestic, 
requiring dogs as definitive hosts and livestock species as intermediate hosts. 
Humans are considered accidental hosts. Although cystic echinococcosis is a public 
health problem in Portugal, the rare data available concerns only infection in 
intermediate hosts. The aim of this work is to do a genetic characterization of 
Echinococcus samples in Portugal and evaluate its phylogenetic relationships 
worldwide. 

A slaughterhouse survey was conducted to assess prevalence and perform 
the molecular characterization of E. granulosus in sheep, cattle, goats and human 
samples. For the survey 211 samples were obtained, namely 175 from sheep, 3 
from goats, 32 from cattle and 1 human. Also were used 3 samples form Italian 
buffalos and 2 samples from Brazilian sheep 

Molecular analyses based on mitochondrial genes identified genotypes G1-
G3 of E. granulosus sensu stricto in almost all livers, pancreas, kidneys and lung 
samples. One sample was identified as G7 genotype of E. canadensis. Based on the 
concatenated sequences of cox1+ATP6+rrnL+rrnS (~2600 bp), the phylogenetic 
trees have shown the probability of segregation, showing that three portuguese 
samples were segregated with G3 genotype of E. granulosus sensu stricto. The high 
(30,0%) cyst fertility observed in sheep argues for the potential contribution of 
sheep to the lifecycle of E. granulosus sensu stricto, like previous observations in 
Europe. The 71 Portuguese samples identified as G1-G3 genotypes are dispersed in 
the center and south of Portugal and are the dominant genetic cluster in pastoral and 
livestock animals. The identification of a cattle sample as G7 genotype of E. 
canadensis alerts us to the transmission of the G7 genotype to cattle. This is a new 
finding not known until now. 

The nuclear genes analysis sowed similar phylogenetic trees revealing a 
sample segregated with E. canadensis complex and the other samples segregated 
with the E. granulosus s.s. genotypes G1-G3. 

The souththern part of Portugal, considered having a hyperendemic 
situation, still has a high number of slaughtered animals at home, usually without 
veterinary inspection. Further extensive slaughterhouse surveys with molecular 
identification also involving other slaughterhouses, are essential to obtain a better 
overview of the epidemiological situation of E. granulosus sensu lato in the 
country. In addition, human studies are relevant to better improve public health 
programs and treatments. 

 
Keywords: Echinococcus granulosus; Portugal; G1-G3 genotypes; Sheep; Cattle. 
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Resumo 

A hidatidose/equinococose é uma zoonose causada pelo céstode 
Echinococcus granulosus, juntamente com as suas variantes específicas 
denominadas de genótipos. Estão descritos 11 genótipos diferentes sendo que 
alguns destes já obtiveram o estatuto de novas espécies de Echinococcus e outras 
foram rearranjadas em complexos crípticos de espécies. O ciclo de vida do parasita 
é maioritariamente doméstico, tendo canídeos como hospedeiros definitivos e 
pequenos ruminantes e gado bovino como hospedeiros intermediários. O Homem é 
considerado um hospedeiro acidental. Embora a hidatidose/equinococose seja um 
problema de Saúde Pública em Portugal, existem poucos dados epidemiológicos 
sobre a infecção por este parasita e esses são apenas referentes a alguns hospedeiros 
intermediários. O principal objectivo deste trabalho é caracterizar geneticamente as 
amostras de Echinococcus obtidas em Portugal e estudar as relações filogenéticas 
destas com as amostras descritas em todo o mundo. 

Foram obtidas 211 amostras provenientes de matadouros portugueses, sendo 
175 de ovinos, 3 de caprinos e 32 de bovinos. Foi ainda obtida uma amostra de um 
humano. Foram ainda utilizadas neste estudo três amostras provenientes de búfalos 
de Itália e duas amostras provenientes de ovinos do Brasil. Com as amostras férteis 
(n=72) foi feita a caracterização molecular para fragmentos de genes mitocondriais. 

 A análise molecular das amostras de fígado, rim, pâncreas e pulmão, 
identificou a maior parte como pertencendo ao complexo G1-G3 de E. granulosus 
sensu stricto. Uma amostra foi identificada como E. canadensis genótipo G7. Com 
base nas sequências concatenadas dos genes cox1+ATP6+rrnL+rrnS (~2600pb) foi 
efectuada inferência filogenética a qual demonstrou probabilidade de segregação de 
três amostras portuguesas juntamente com sequências de referência do genótipo G3 
do E. granulosus s.s.. Foi observada uma elevada fertilidade (~30%) nos quistos 
hidáticos provenientes de ovinos, tendo um elevado potencial infeccioso para os 
diversos hospedeiros intermediários, informação que está de acordo com o 
observado com outros estudos realizados na Europa.  

As 71 amostras portuguesas identificadas como pertencentes ao complexo 
de genótipos G1-G3 estão dispersas no Centro e Sul de Portugal, sendo este o 
complexo genético mais comummente encontrado nos animais de pastorícia e no 
gado bovino. Foi identificada uma amostra de bovino como pertencendo ao 
genótipo G7 do complexo E. canadensis que pode ser um alerta para a 
possibilidade de transmissão deste genótipo entre o gado bovino, facto que ainda 
não tinha sido descrito até à actualidade. 

Foi também efectuada análise filogenética com base em dois fragmentos de 
genes nucleares que revelaram resultados semelhantes aos obtidos com a análise 
efctuada com os fragmentos de genes mitocondriais, revelando a presença de uma 
amostra que segregava juntamente com o complexo E. canadensis e todas as outras 
amostras encontravam-se dentro do complexo E. granulosus s.s. genótipos G1-G3. 
 A zona sul de Portugal (Alentejo), considerada como hiperendémica, 
continua a ter bastantes situações de abate de animais a nível doméstico, 
normalmente sem controlo veterinário.  
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Assim a existência de mais estudos epidemiológicos e moleculares 
envolvendo outros matadouros, com maior abrangência a nível nacional e 
contemplando outros possíveis hospedeiros, permitiria evidenciar a situação 
epidemiológica do E. granulosus s.s. no país. Também seria importante a existência 
de estudos em amostras humanas para uma melhor implementação dos programas 
de Saúde Pública e para uma opção mais eficaz na escolha de tratamentos para a 
parasitose. 

 
Palavras-chave: Echinococcus granulosus; Portugal; Genótipos G1-G3; 

Ovinos; Bovinos. 
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Echinococcus granulosus Batsch, 1786, Rudolphi, 1801, helminta da família 

Taeniidae, é o agente etiológico da hidatidose/equinococose, doença crónica 

negligenciada, e com uma distribuição cosmopolita (Piccoli et al., 2013, Brunetti, 

Garcia e Junghanss, 2011). No seu ciclo, o cão e outros canídeos como o lobo ou a 

raposa, assumem o papel de hospedeiros definitivos, enquanto os animais para 

consumo humano (principalmente ovinos e bovinos) são os hospedeiros 

intermediários (Craig et al., 2007). Os humanos são um hospedeiro intermediário 

acidental quando ocorre a ingestão de ovos do parasita. O parasita pode surgir em 

quase todos os órgãos e cavidades vascularizadas (maioritariamente no fígado e 

pulmão), desenvolvendo-se e formando quistos (metacéstodes) (Larrieu e Frider, 

2001). A infecção no hospedeiro intermediário, que pode ser assintomática durante 

alguns anos, apresenta um quadro clínico quando o quisto hidático se desenvolve e 

exerce compressão nos órgãos/tecidos do hospedeiro ou após a ruptura do quisto, 

levando a uma reação anafilática bastante exuberante. O diagnóstico da hidatidose é 

feito muitas vezes por exclusão de diagnósticos sendo normalmente usadas técnicas 

imagiológicas nomeadamente ecografia e técnicas de serologia (Brunetti et al., 2011, 

Brunetti e Junghanss, 2009). 

 A caracterização genética do agente da hidatidose humana ou animal é um 

instrumento útil para a confirmação do diagnóstico e para a possibilidade de se 

conhecerem os padrões de distribuição, transmissão e suscetibilidade de um 

hospedeiro intermediário para determinado genótipo de E. granulosus. Até 

recentemente, a taxonomia de Echinococcus spp. tem sido um assunto controverso 

devido à diversidade morfológica, tanto no parasita adulto como no seu estadio larvar 

(Nakao et al., 2013). O desenvolvimento incompleto dos metacéstodes em 

hospedeiros considerados aberrantes tem servido para criar uma maior confusão nos 

estudos efectuados, pois tem levado ao aparecimento de novas estirpes/genótipos, o 

que por si só torna difícil o agrupamento dentro das espécies já descritas. A espécie 

E. granulosus Batsch, 1786, Rudolphi, 1801, foi historicamente considerada como a 

causa de hidatidose unilocular e alveolar até final dos anos 50 do século passado 

(Vuitton et al., 2011). Algum tempo mais tarde, a espécie Echinococcus 

multilocularis Leuckart, 1863 foi finalmente confirmada e o seu ciclo de vida foi 

descrito (Nakao et al., 2013). Porém, a taxonomia do E. granulosus manteve-se 
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controversa porque continuaram a ser encontradas hidátides uniloculares 

morfologicamente indistinguíveis em diversos ungulados e humanos. Assim, foram 

propostas várias subespécies de E. granulosus baseadas maioritariamente na 

especificidade do hospedeiro intermediário. Contudo, os taxa sub-específicos 

propostos foram relegados para sinónimos de E. granulosus devido à sua aparente 

distribuição simpátrica com as subespécies referidas. Foram feitas tentativas de 

comparação morfológica tradicional baseada na observação microscópica dos 

metacéstodes obtidos de hospedeiros intermediários, mas não foi possível distinguir 

as subespécies umas das outras e da espécie E. granulosus. Consequentemente, 

apenas quatro espécies morfológicas, E. granulosus, E. multilocularis, E. oligarthra 

(Nakao et al., 2013, Hüttner e Romig, 2009, Cameron, 1926, Diesing, 1863) e E. 

vogeli Rausch e Bernstein, 1972, permaneceram como válidas (Eckert et al., 2001). 

A referida espécie E. granulosus foi sub-dividida em estirpes de forma a delinear a 

especificidade para o hospedeiro intermediário onde tinham sido primariamente 

descritas: “estirpe da ovelha, do búfalo, do cavalo, do gado, do porco, do camelo e 

dos cervídeos” e, foi ainda definida uma estirpe, com base no seu hospedeiro 

definitivo, a “estirpe do leão” (Eckert et al., 2001, Thompson et al., 1995, 

Kumaratilake e Thompson, 1982). Assim, no final do século passado, com base em 

estudos moleculares efetuados, foi possível alterar a taxonomia de Echinococcus spp. 

(Bowles e McManus, 1993, Bowles et al., 1992), tendo sido demonstrado que E. 

multilocularis, E. vogeli e E. oligarthrus eram distintas umas das outras e que E. 

granulosus poderia ser dividida em genótipos: G1 a G8. Estes genótipos tinham 

correspondência com algumas das estirpes referidas anteriormente como: G1 (estirpe 

da ovelha), G2 (estirpe da ovelha da Tasmânia), G3 (estirpe do búfalo), G4 (estirpe 

do cavalo), G5 (estirpe do gado), G6 (estirpe do camelo), G7 (estirpe do porco) e G8 

(estirpe dos cervídeos). Actualmente ainda são utilizadas estas denominações como 

padrões para a classificação molecular quando se realizam estudos de epidemiologia 

molecular em hidatidose (McManus e Thompson, 2003). Foram caracterizados ainda 

mais dois genótipos denominados de G9 (sem estirpe definida) e de G10 (estirpe dos 

cervídeos feno-escandinavos) (Lavikainen et al., 2003, Scott et al., 1997). Assim, 

embora continue o debate científico sobre a taxonomia, foram descritos até à 

atualidade 11 genótipos ou estirpes distintas de E. granulosus (G1-G10) e o genótipo 
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do leão (E. felidis), consoante o hospedeiro intermediário mais comum (McManus e 

Thompson, 2003, Thompson e McManus, 2002, Bowles, Blair e McManus, 1994).  

Nos últimos anos os estudos com base nas análises filogenéticas usando 

genoma mitocondrial e nuclear, mostraram que estes genótipos eram parafiléticos, 

sugerindo que E. granulosus é um conjunto críptico de espécies carecendo ainda de 

uma melhor clarificação, dada a sua diversidade (Nakao et al., 2013). Dados obtidos 

a partir da sequenciação dos genomas mitocondriais dos genótipos G1 e G4 (Le et 

al., 2002) e E. multilocularis (Nakao et al., 2002), mostraram a existência de 

divergência genética, tendo levado novamente à revisão taxonómica dos genótipos de 

E. granulosus. Após estes estudos, a primeira revisão taxonómica elevou a espécie o 

Echinococcus equinus Williams e Sweatman, 1963, e trouxe de novo à discussão o 

Echinococcus ortleppi López-Neyra e Soler Planas, 1943, com base em dados 

ecológicos, morfológicos e genéticos (Thompson e McManus, 2002). Houve uma 

segunda revisão taxonómica que também se baseou na análise filogenética do 

genoma mitocondrial e que elevou a espécie o Echinococcus granulosus canadensis 

Webster e Cameron, 1961 (Nakao et al., 2007). Com estas alterações os genótipos de 

E. granulosus ficaram distribuídos da seguinte forma: E. granulosus sp. (G1, G2, G3 

ou cluster G1-G3 e E. felidis), E. equinus (G4), E. ortleppi (G5) e E. canadensis (G6, 

G7, G8, G9 e G10 ou complexo G6-G10) (Knapp et al., 2011, Saarma et al., 2009, 

Thompson, 2008, Nakao et al., 2007, Romig, Dinkel e Mackenstedt, 2006). Em 2005 

foi descrita, na China, a espécie Echinococcus shiquicus Xiao, Qiu, Nakao, Li, Yang, 

Chen, Schantz, Craig e Ito, 2005, presente na região do planalto tibetano (Xiao et al., 

2006, 2005) e foi confirmada a validade da espécie E. felidis Ortlepp, 1937 (Hüttner 

et al., 2008). O reconhecimento taxonómico de espécies foi confirmado por análise 

de sequências genómicas. 

A recentemente agrupada espécie E. granulosus sp. inclui os genótipos G1 

(estirpe da ovelha comum), G2 (estirpe da ovelha da Tasmânia) e G3 (estirpe do 

búfalo) e tem sido encontrada mais frequentemente a infectar os humanos do que 

outras espécies do género Echinococcus. Em relação à estirpe do cavalo (G4) ou E. 

equinus, parece não haver casos de infecciosidade para os humanos e existem muito 

poucos casos relatados de infeções humanas pela estirpe dos bovinos (G5) ou E. 

ortleppi (de la Rue et al., 2011, Romig et al., 2006, Bowles, van Knapen e 
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McManus, 1992). No que concerne ao complexo G6-G10 existe alguma 

controvérsia, tendo nos últimos tempos havido uma considerável investigação para 

esclarecer as relações infecciosidade e transmissão deste mesmo complexo. No que 

diz respeito aos humanos, as estirpes do camelo (G6), a do porco (G7) e a G9, além 

de estarem geneticamente relacionadas entre si, tal como as estirpes dos cervídeos 

(G8 e G10), também parecem apresentar um grau de infecciosidade moderado 

(Knapp et al., 2011; Simsek, Kaplan e Ozercan, 2011, Schneider et al., 2010; Nakao 

et al., 2007). Contudo, estes dados encontram-se em constante avaliação e vão 

surgindo novas informações sobre a infecciosidade destas estirpes para os humanos. 

  Tendo em conta a importância que esta parasitose ainda tem em Portugal, 

quer devido à infecciosidade para com os hospedeiros intermediários (pequeno 

ruminantes, bovinos e porcinos), quer para os humanos (como hospedeiros 

acidentais), que continuam a ser infetados devido sobretudo à atividade de pastorícia 

a que parte da população de algumas regiões geográficas se dedica, reveste-se de 

elevada importância o conhecimento molecular das estirpes/genótipos circulantes 

para um melhor estabelecimento de planos de prevenção e combate a esta parasitose.  

 

1.1.   Sistemática 

Equinococose é um termo utilizado para descrever a patologia parasitária e 

zoonótica causada pelos estadios adulto ou larvar (metacéstode) das espécies dos 

céstodes, pertencentes ao género Echinococcus (Rudolphi, 1801), pertencentes à 

família Taeniidae (Ludwig, 1886), dentro da ordem Cyclophyllidea (Schmidt, 1982), 

subclasse Eucestoda (Southwell, 1930), classe Cestoda e filo Platyhelminthes. 

Rudolphi (1801) denominou o género de Echinococcus no qual o nome para o 

parasita Echinococcus granulosus tem sido adoptado. Ao longo dos anos houve 

diversas revisões taxonómicas ao género Echinococcus, sendo que as primeiras 

foram baseadas em observações morfológicas e biológicas de infecções naturais e 

experimentais (Kumaratilake e Thompson, 1982). Rausch e Nelson (1963) fizeram 

uma revisão em que simplificaram e agruparam as diversas espécies componentes 

deste género Echinococcus, do seguinte modo: 



CAPÍTULO 1 
 

 9 

Família Taeniidae Ludwig, 1886 

Género Echinococcus Rudolphi, 1801 

E. granulosus Batsch, 1786 

E. multilocularis Leuckhart, 1863 

E. oligarthra Diesing, 1863 

E. vogeli Rausch e Bernstein, 1972 

Contudo, nos últimos anos ainda foram consideradas mais cinco espécies 

válidas (E. equinus, E. ortleppi, E. canadensis, E. shiquicus e E. felidis) (Hüttner et 

al., 2008, Nakao et al., 2007). A identificação da espécie como E. granulosus advém 

de descrições iniciais de quistos hidáticos em ovinos (Batsch, 1786). Apesar das 

tentativas para a clarificação da taxonomia deste género, muitos investigadores 

concordam que a classificação e nomenclatura de Echinococcus tem sido controversa 

durante muito tempo (Thompson e Lymbery, 1988). As principais razões apontadas 

para esta controvérsia têm sido devidas ao facto de os parasitas pertencentes a este 

género terem um número de características fenotípicas muito pequeno, e porque as 

descrições taxonómicas existentes têm sido insuficientes (Nakao et al., 2007). As 

espécies e sub-espécies de Echinococcus foram originalmente descritas baseando-se 

maioritariamente nas características da especificidade da relação parasita-hospedeiro 

(Thompson, 2008). 

 Alguns anos mais tarde alguns investigadores chegaram à conclusão de que a 

caracterização morfológica por si só não seria suficiente para a diferenciação das 

espécies de Echinococcus. Das onze espécies propostas apenas três poderiam ser 

distinguíveis morfologicamente, sendo seis semelhantes ao E. granulosus e o estatuto 

de outras duas permanecia indeterminado. Após várias tentativas de encontrar 

consenso acerca da especiação de Echinococcus, chegou-se à conclusão que havia 

espécies que ocupavam o mesmo espaço geográfico e tinham os mesmos hospedeiros 

definitivos que o E. granulosus (Le et al., 2002) e que poderia influenciar os 

diferentes ciclos de vida (Thompson, 2008). 

 Vários investigadores chegaram à conclusão que seria necessária uma 

nomenclatura taxonómica formal de modo a haver uma comunicação científica 
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efectiva a todos os níveis e que esta deveria providenciar estabilidade e valor 

preditivo acerca das características das diferentes espécies que compõem este género 

(Thompson e McManus, 2002). Isto também pode ser importante para se poderem 

construir medidas de vigilância e programas de controlo da hidatidose mais efectivos 

(Kumaratilake e Thompson, 1982). Assim, o conceito de “estirpe” foi aceite como 

referência a “variantes intra-específicas” das espécies conhecidas, mas em que o 

estatuto taxonómico pode não ser facilmente discernível (Thompson e Lymbery, 

1988, Kumaratilake e Thompson, 1982). Actualmente, a classificação taxonómica 

aceite do género Echinococcus é a que se encontra na tabela 1. 
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Tabela 1 – Taxonomia do género Echinococcus e algumas características das diferentes espécies  

 
* Hospedeiros intermediários humanos 
1 Genótipo descrito apenas em humanos (Scott, Stafaniak, Pawlowski e McManus, 1997) 2 Potencial zoonótico incerto (Romig, Dinkel e Mackenstedt, 2006) 3 Foram 
apenas confirmados 3 casos humanos (D’Alessandro e Rausch, 2008)  
a Adaptado com base em Thompson, 2008, Tappe et al., 2010, Knapp et al., 2011 e Nakao et al., 2013. b Dados obtidos a partir de Scott et al., 1997; Lavikainen et al., 
2003; McManus e Thompson, 2003; Dinkel et al., 2004; Eckert e Deplazes, 2004; Mwambete, Ponce-Gordo e Cuesta-Bandera, 2004; Xiao et al., 2005; Lavikainen et al., 
2006; Romig et al., 2006; Beato, 2009; D’Alessandro e Rausch (2008); Hüttner et al., 2008; Hüttner, Siefert, Mackenstedt e Romig, 2009; Omer et al., 2010; Kamal, 
Romig, Kern e Rihab, 2011; Konyaev et al., 2011; Rojo-Vazquez et al., 2011; Sharifiyazdi, Oryan, Ahmadnia e Valinezhad, 2011.  
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1.2.   Ciclo de vida 

Cães (Canis familiaris) e outros carnívoros são os hospedeiros definitivos 

habituais para o E. granulosus, enquanto os hospedeiros intermediários se inserem 

numa vasta lista de mamíferos, incluindo ungulados domésticos e também humanos 

(Torgerson e Budke, 2003). O hospedeiro intermediário aloja o metacéstode, que se 

irá desenvolver em quistos hidáticos férteis (que podem conter até milhares de 

protoescólices) ou inférteis. Os cães são infectados com quistos contendo 

protoscólices viáveis quando ingerem as vísceras parasitadas (figura 1) de um 

hospedeiro intermediário. Quando estas protoescólices são ingeridas por um 

hospedeiro definitivo susceptível, vão evaginar no duodeno após exposição à pepsina 

no estômago, bílis e aumento de temperatura (Thompson e McManus, 2002). Um 

parasita adulto sexualmente maduro pode-se desenvolver a partir de cada 

protoescólice (Thompson e McManus, 2002). Dependendo da espécie e da estirpe 

(genótipo) e da susceptibilidade do hospedeiro, o parasita adulto atinge a maturidade 

sexual cerca de quatro a seis semanas após infecção (Thompson e McManus, 2002), 

ficando alojado no íleon, de onde migrará de forma activa para as criptas de 

Lieberkühn e ligar-se-á à mucosa intestinal (Eckert et al., 1989). 

 

 

Figura 1 – Protoescólices em quisto hidático de fígado de ovino 

 

Os parasitas adultos podem atingir cerca de 7mm em comprimento e são 

compostos por escólex com duas coroas de ganchos e quatro ventosas, a que se 

seguem 3 a 4 proglótides: colo ou pescoço, imatura, madura e grávida, dependendo 

SBeato, 2010 50 µm 
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da espécie ou estirpe (Roberts, 1994). O segmento terminal pode sair intato do 

intestino ou ser aí desintegrado, sendo as fezes responsáveis pela disseminação de 

proglótides e de ovos (Craig et al., 2003). 

O potencial biótico do E. granulosus é uma contribuição major para a 

dinâmica de transmissão deste parasita. O potencial biótico pode ser definido como 

“o número de potenciais quistos viáveis que se podem estabelecer num hospedeiro 

intermediário por um único hospedeiro definitivo, por dia” (Gemmell et al., 2001). A 

média de parasitas no hospedeiro definitivo (cão) varia de forma considerável dentro 

das áreas consideradas endémicas (Macpherson, 2001). Na maioria das zonas 

endémicas em países desenvolvidos, a média de parasitas de E. granulosus no 

intestino do cão é entre 200-400 (Gemmell et al., 1987). Contudo, em cães 

massivamente infestados, o número de parasitas adultos pode atingir os 50.000, 

ocupando completamente a extensão do intestino delgado (Macpherson et al., 1983). 

Nas zonas mais húmidas do planeta, têm sido reportados casos de infestações 

massivas no hospedeiro definitivo, o que pode indicar que o potencial biótico varia 

amplamente perante diferentes situações ecológicas e condições climáticas 

(Macpherson, 2001). Foi sugerido que este tipo de ambiente ecológico pode 

aumentar o potencial biótico do parasita providenciando condições favoráveis para a 

sobrevivência dos ovos (Wachira et al., 1991). 
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Figura 2 – Ciclo de vida de Echinococcus granulosus: 1 – O cão, hospedeiro definitivo, infecta-se ao 
ingerir as vísceras dos hospedeiros intermediários com metacéstodes (quistos hidáticos); 2 – Os 
proglótides grávidos do parasita E. granulosus são libertados no intestino do cão e eliminados com as 
fezes para o exterior: 3 – Os ovos contaminam o solo, água, ar e o próprio pêlo do cão; 4 – Os 
embriões hexacantos darão origem, nos hospedeiros intermediários, incluindo o Homem, à formação 
de hidátides ou quistos hidáticos (imagem adaptada de Trinca, 2001) 

 

Quando os parasitas atingem a maturidade, as proglótides gravídicas podem 

libertar cerca de 1.000 ovos a cada duas semanas (Schantz et al., 1995). Estas 

proglótides gravídicas, ou ovos, serão libertados nas fezes e irão contaminar os solos 

e vegetações circundantes. Os herbívoros são expostos à infecção nas pastagens ou 

em águas contaminadas, e que estão também em contacto com os carnívoros (Craig 

et al., 1988). Os humanos podem ser infectados quando entram em contacto com os 

cães parasitados, especialmente em situações de jogos ou contactos mais próximos 

entre crianças e cães (figura 2). Está descrito que os ovos de E. granulosus podem 

aderir ao pelo dos cães e assim serem transmitidos a quem entra em contacto com os 
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mesmos (Torgerson e Heath, 2003). Existem formas de contacto indirecto que 

também podem ter um papel importante na transmissão desta parasitose, como a 

ingestão de água, frutos ou vegetais contaminados (Carmona et al., 1998), entre 

outros, podendo levar à infecção dos humanos (Torgerson et al., 1998). Existem 

também factores de risco associados a esta parasitose que podem ir desde o tipo de 

actividade profissional que o individuo tem, ou o pouco cuidado com a higiene, 

baixo nível educacional/conhecimento do ciclo de vida/transmissão do parasita ou a 

associação próxima com os animais domésticos, especialmente em zonas rurais de 

países em vias de desenvolvimento, podendo ter um importante papel no potencial de 

infecção dos diversos hospedeiros (Macpherson, 2001). 

 Os ovos de E. granulosus são ingeridos por hospedeiros intermediários 

susceptíveis, onde a oncoesfera, contendo a larva sofre a acção das enzimas 

gastrointestinais levando a que esta se liberte de dentro do embrióforo antes de 

conseguir penetrar a parede do intestino. Este movimento de penetração na parede do 

intestino é auxiliado pela acção da bílis, pelo movimento dos ganchos que o parasita 

apresenta e por secreções líticas do próprio (Siracusano et al., 2012). Três pares de 

ganchos na região oposta ao núcleo apresentam-se com um sistema muscular 

bastante desenvolvido, com a função de conseguir penetrar nos tecidos (Holcman e 

Heath, 1997). Assim, a oncoesfera liberta a larva das suas camadas protetoras, 

podendo facilmente atingir os tecidos da lâmina própria e penetrar nos mesmos. Ao 

penetrar, é transportada de forma passiva através da linfa e do sangue para os tecidos 

alvo (Zhang et al., 2003), nos quais a larva se vai desenvolver de forma lenta em 

quisto hidático (Siracusano et al., 2012). Estes quistos hidáticos desenvolvidos são 

compostos por duas camadas derivadas do parasita, uma interior denominada de 

camada germinativa a partir da qual as cápsulas e protoescólices se irão desenvolver 

e outra externa denominada de camada laminada, que se encontra envolta numa 

cápsula fibrosa derivada do hospedeiro (McManus et al., 2003). Os protoescólices 

vão-se desenvolver dentro de cápsulas originárias, na camada germinativa, e podem 

dar origem a vesículas filhas (figura 2) (Rogan et al., 2006). Os pulmões e o fígado 

são os órgãos mais atingidos por este parasita levando ao aparecimento do quisto 

hidático, embora exista um largo espectro de possibilidades de fixação da oncoesfera, 

como o baço, rins, cérebro, músculos, coração, pâncreas, osso, bexiga, entre outros 
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(Diaz et al., 2011, Eckert et al., 2001, Grácio, 1997). Quando ocorre a ruptura de um 

quisto hidático em qualquer parte do organismo, o conteúdo que existe dentro do 

mesmo dispersa-se e pode provocar uma reacção anafilática. Caso o hospedeiro 

sobreviva a esta reacção, pode ocorrer hidatidose secundária, que é quando novos 

quistos se desenvolvem em novos órgãos após a ruptura do primeiro (Eckert et al., 

2001).  

Os humanos foram rotulados como um hospedeiro final para o parasita pois o 

ciclo de vida do mesmo normalmente é perpetuado através da ingestão dos 

hospedeiros intermediários herbívoros pelos hospedeiros definitivos carnívoros 

(McManus et al., 2003, Zhang et al., 2003). Desta forma o ciclo de vida do E. 

granulosus mantém-se por diversas gerações. 

 

1.3.   Epidemiologia 

E. granulosus é a espécie mais dispersa mundialmente dentro do género, com 

uma variedade de padrões de ciclo de vida que refletem a diversidade geográfica, 

epidemiológica e cultural das populações. Estudos epidemiológicos têm sido feitos, 

combinando a caracterização morfológica e biológica com a caracterização genética, 

levando à conclusão que os genótipos de E. granulosus variam em relação ao tipo de 

hospedeiro animal em estudo. Echinococcus sp. provavelmente evoluiu de uma 

população ancestral localizada no Norte da Europa, onde o ciclo predador-presa entre 

lobos e cervídeos estaria bem estabelecido (David de Morais, 1998). O 

desenvolvimento da civilização humana, a colonização de diferentes regiões e a 

domesticação dos ungulados e canídeos levaram eventualmente ao aparecimento de 

outros ciclos de vida. O parasita pode ser encontrado por todo o mundo, com 

excepção de algumas zonas remotas da Gronelândia e em algumas áreas bem 

definidas, maioritariamente em ilhas, onde os programas de controlo da parasitose 

foram muito bem aplicados, como por exemplo na Islândia, Nova Zelândia e 

Tasmânia (Eckert e Deplazes, 2004). 

A região mediterrânica é considerada endémica para E. granulosus. Foram 

descritos diferentes factores como sendo responsáveis pela manutenção da infecção, 
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designadamente: a tradição na manutenção da criação de ovinos em regime 

extensivo; o contacto próximo entre humanos, cães e ovinos, em zonas rurais, 

havendo assim a possibilidade de ocorrência do ciclo de vida do parasita completo; a 

elevada taxa de cães errantes e abandonados; a continuidade do abate de animais no 

domicílio e a alimentação dos cães com as vísceras cruas potencialmente infectadas, 

dos animais abatidos; falta de programas de controlo e necessidade de um maior 

número de programas de Saúde Pública (Eckert e Deplazes, 2004, David de Morais, 

1998).  

Em relação à hidatidose em Portugal, a sua incidência em humanos aumenta 

de Norte para Sul sendo o Alentejo a região do país com maiores níveis de 

incidência. Porém, os dados obtidos para a incidência da hidatidose animal variam no 

sentido contrário, aumentando de Sul para Norte. Pensa-se que a doença se encontra 

subestimada tanto nos animais como nos humanos, mas não há certezas devido à 

falta de estudos epidemiológicos à escala nacional (Reis et al., 2014). Após um 

aumento ocorrido até à década de 80, parece que a doença em humanos está em 

declínio, provavelmente devido à ampla divulgação pública sobre regras básicas de 

higiene. Um outro motivo é a importância cada vez maior dada pela população à 

prevenção primária, como por exemplo a desparasitação regular dos cães e o 

estabelecimento de grupos multidisciplinares dedicados ao controlo da hidatidose, o 

que ocorre em algumas áreas da província do Alentejo (David Morais, 2010). No 

entanto, esta província é considerada ainda endémica pelo Laboratório Nacional de 

Saúde Pública, ou seja, a totalidade do distrito de Évora. Entre 2008 e 2013, 35% dos 

novos casos positivos e 71% dos casos positivos seguidos, após a cirurgia de excisão 

do quisto hidático, vieram daquela área. No Norte, na província de Trás-os-Montes, o 

E. granulosus apresentou uma prevalência de 8-11%, 30% e 7-12%, em suínos, 

pequenos ruminantes e no cão, respectivamente. A alta prevalência nos cães pode ser 

atribuída ao facto de 80% dos cães serem alimentados com vísceras/carne crua e de 

92% dos alunos do ensino básico terem cães (Reis et al., 2014). Descobertas recentes 

de E. granulosus em lobos (G7) e quistos hidáticos em javalis, destacam a 

importância de hospedeiros selvagens e um possível ciclo selvagem ou o cruzamento 

do ciclo doméstico com o selvagem (Guerra et al., 2013, Guerra, 2012). Assim, 

segundo os dados existentes em Portugal, a equinococose/hidatidose está a abrandar, 
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mas o seu estatuto endémico em algumas localidades do Sul e do Norte, juntamente 

com as novas descobertas sobre a vida selvagem e baixo volume de informação, 

sublinham a importância de se estabelecer uma vigilância ativa da doença, 

permitindo uma oportuna criação de programas de Saúde Pública dirigida a 

populações-alvo. 

 

1.3.1. Epidemiologia molecular 

 Os diferentes estudos moleculares realizados ao longo dos últimos anos 

vieram contribuir para o conhecimento da variabilidade genética do género 

Echinococcus. Contudo, as investigações iniciadas por Josephine Bowles et al. 

(1992), com o estudo de fragmentos dos genes mitocondriais NADH desidrogenase 

sub-unidade 1 e citocromo oxidase sub-unidade 1, foram a base do que actualmente 

se considera ser o conhecimento e prática na área. Inicialmente os estudos 

descreveram 7 diferentes genótipos ou estirpes de E. granulosus com base no estudo 

de fragmentos de 366pb da região do gene cox1 em 49 isolados provenientes de 

diferentes hospedeiros e de diferentes áreas geográficas (Bowles, Blair e McManus, 

1992). Com o passar dos anos houve uma continuidade no investimento na 

investigação e foram identificados outros genótipos tendo sido designados de G8 

(Bowles et al., 1994), G9 (Scott et al., 1997) e G10 (Lavikainen et al., 2003). Outros 

dados foram apresentados, incluindo a sequenciação completa do genoma 

mitocondrial, que levaram a diversas revisões taxonómicas de Echinococcus spp. 

(Nakao et al., 2013, 2007, Saarma et al., 2009, Thompson, 2008). Enquanto algumas 

estirpes provaram apenas estar relacionadas com outros agentes de hidatidose e 

consequentemente foram apresentadas como novas espécies, outras são apenas 

consideradas pequenas variantes, cuja validade de serem chamadas de genótipos é 

dúbia. A “estirpe do leão” ou E. felidis, apenas recentemente foi geneticamente 

caracterizada devido à falta de material biológico para tal. A maior controvérsia 

taxonómica, o cluster G6-G10, parece agora ter encontrado um rumo (Nakao et al., 

2013). Apesar de todas estas controvérsias parecerem estar resolvidas existem ainda 

algumas preocupações devido às consequências biológicas, médicas e económicas de 

toda esta diversidade. Para algumas das espécies e genótipos descritos, continuamos 
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com algumas lacunas na informação como a distribuição geográfica, frequência 

relativa em humanos e animais, especificidade dos hospedeiros e patologia, sendo 

para tal necessário continuar com os estudos de investigação (Alvarez Rojas et al., 

2014).  

 O Echinococcus granulosus s.s., composto pelos genótipos G1, G2 e G3, e 

descrito pela primeira vez por Bowles et al. em 1992 e 1993, a partir de sequências 

parciais dos genes cox1 e nad1, apresentava uma baixa variabilidade genética, apesar 

deste primeiro estudo ter sido feito com base em pequenas sequências de genoma 

mitocondrial. Já nesse tempo tinha ficado patente que estes genótipos apresentavam 

uma maior relação genética entre eles que qualquer outra espécie ou estirpe descrita 

até aí (Alvarez Rojas et al., 2014). Deste então, outros estudos foram realizados 

utilizando outros genes e/ou sequências genómicas maiores, tendo sido identificados 

vários haplótipos dentro do cluster G1-G3, e sido possível descrever G1 e G3 como 

genótipos e G2 como uma variante de G1 ou de G3 (Nakao et al., 2013, Yanagida et 

al., 2012, Casulli et al., 2012, Snabel et al., 2009, Vural et al., 2008, Busi et al., 

2007). Segundo Yanagida et al. (2012), as diferenças geográficas na diversidade de 

E. granulosus s.s. sugere uma hipótese para a origem destas espécies no Oriente e 

subsequente dispersão para outras regiões. Apesar dos estudos apresentados, a 

variabilidade do cluster G1-G3 continua sem estar suficientemente esclarecida. 

Globalmente, o principal hospedeiro intermediário deste taxa é a ovelha, embora a 

infecção ocorra numa elevada variedade de gado e espécies selvagens de herbívoros 

por todo o mundo (Cardona e Carmena, 2013, Thompson e McManus, 2002). Na 

grande maioria das regiões mundiais os bovinos estão infectados por G1, estirpe 

descrita como a mais disseminada a nível mundial e que infecta maior número e 

maior variedade de hospedeiros intermediários, mas estes contribuem muito pouco 

para a transmissão da doença pois os quistos hidáticos são, na sua maior parte, 

estéreis (Thompson e McManus, 2002). O genótipo G3 foi descrito como a estirpe do 

búfalo, a partir de amostras provenientes de búfalos de água, mas também já foi 

descrita noutros hospedeiros intermediários e nos humanos. 

Em relação ao E. equinus, este foi inicialmente descrito a partir de isolados 

provenientes de cavalos de Espanha e do Reino Unido, tendo sido definido como o 

genótipo G4. As sequências obtidas da sequenciação de um fragmento do gene cox1 
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demonstraram a existência de diferenças significativas deste genótipo para o G1. 

Quando Bowles e McManus (1993) compararam os fragmentos de nad1 obtidos, 

verificaram também diferenças bastante significativas (Bowles e McManus, 1993). 

Estudos morfológicos de isolados provenientes de cavalos do Reino Unido já tinham 

evidenciado que eles estariam parasitados com uma nova sub-espécie, facto que veio 

a ser comprovado com os estudos moleculares (Alvarez Rojas et al., 2014). Esta 

espécie parece ocorrer de forma simpátrica com o genótipo G1 (Pezeshki et al., 

2013, Mwambete et al., 2004). Li et al. (2002), analisaram o genoma mitocondrial 

completo de isolados do parasita, provenientes de cavalo, nomeadamente do 

conhecido até então genótipo G4. Actualmente está descrito como sendo uma espécie 

independente, a qual parece ser específica para hospedeiros intermediários da família 

Equidae (burros, cavalos e zebras) (Nakao et al., 2013). Posteriormente foram 

identificadas infecções em cavalos do Reino Unido, Irlanda e países da Europa 

Central (Alvarez Rojas et al., 2014). Mitrea et al. (2010) encontraram evidências 

sugestivas de que E. equinus ocorre de forma comum em alguns países de Europa de 

Leste (Mitrea et al., 2014). Também foram descritas infecções em cavalos por E. 

equinus em países como África do Sul, Nova Zelândia, Estados Unidos da América 

(EUA), Itália e Espanha (Varcasia et al., 2008, Mwambete et al., 2004). 

  E. ortleppi, descrito por Ortlepp em 1934, em cães da zona de Pretoria, foi 

considerado como o E. granulosus, que provocava hidatidose em gado bovino 

(McManus e Thompson, 2003). E. ortleppi está disperso por algumas zonas da 

Europa, África e América do Sul, infectando bovinos, sendo os quistos produzidos 

tipicamente férteis. Bowles et al. (1992) caracterizaram um fragmento do gene cox1 

para um isolado de bovino proveniente da Holanda, tendo este formado a base para a 

designação do genótipo G5. Juntando a informação obtida da caracterização parcial 

dos genes nad1 e cox1, com as características morfológicas e de desenvolvimento 

únicas, levou a que E. ortleppi fosse reconhecido como espécie (Thompson e 

McManus, 2002), a qual é actualmente reconhecida como a mais relacionada com os 

genótipos de E. canadensis (Nakao et al., 2013). A espécie E. ortleppi parece estar 

adaptada a ter como hospedeiro intermediário o gado bovino, embora também possa 

ser encontrada noutras espécies de hospedeiros intermediários (Alvarez Rojas et al., 

2014). Na década de 1980 foi detectada a hidatidose nos bovinos de países da Europa 
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Central, mas actualmente o parasita é considerado erradicado dos mesmos, ocorrendo 

apenas infecções esporádicas (Romig et al., 2006). Foram também descritas 

infecções por esta espécie em gado no Sudão (Omer et al., 2010, Dinkel et al., 2004) 

e na Itália (Busi et al., 2007) e em búfalos na Índia (Pednekar et al., 2009). Também 

há registos da presença do parasita em porcos na Índia (Singh et al., 2012), África 

(Dinkel et al., 2004) e na América do Sul (de la Rue et al., 2006, Kamenetzky et al., 

2002). Foi ainda referido um caso de hidatidose no Vietnam, num macaco, que se 

comprovou ser por E. ortleppi (Plesker et al., 2001). 

No que concerne ao actualmente denominado E. canadensis, é composto 

pelos “antigos” genótipos G6 a G10 e por numerosas variantes e formas 

intermediárias (Alvarez Rojas et al., 2014). A designação do genótipo G6 seguiu-se a 

uma caracterização de um fragmento do gene cox1 de isolados de camelos 

provenientes da Somália e Sudão e de um caprino do Quénia (Bowles et al., 1992). 

Eckert et al. (1989) tinha descrito algumas diferenças morfológicas e de 

desenvolvimento de E. granulosus isolados de camelos aquando da comparação com 

a mesma espécie desenvolvida noutros hospedeiros intermediários, tendo confirmado 

estas diferenças em parasitas adultos obtidos a partir do hospedeiro intermediário, o 

cão. O genótipo G7 foi definido a partir da caracterização de dois isolados de porcos 

procedentes da Polónia (Bowles et al., 1992). Subsequentemente foram confirmadas 

as diferenças das características morfológicas, de desenvolvimento, e genéticas, em 

isolados de porcos da Europa (Eckert et al., 2001). Foi encontrado um elevado grau 

de similaridade entre os genótipos G6 e G7 quando se analisaram e compararam as 

sequências parciais do gene cox1 (Bowles et al., 1992), revelando a diferença de 

apenas um único nucleótido, e de três nucleótidos quando se compararam as 

sequências parciais do gene nad1 (Bowles e McManus, 1993). A relação próxima 

destes dois genótipos veio a ser confirmada através da análise filogenética de 

fragmentos de gene nucleares e do genoma mitocondrial completo (Saarma et al., 

2009, Nakao et al., 2007). Em estudos realizados nos últimos anos, os isolados 

analisados não permitiram fazer a separação entre os dois genótipos, sendo que os 

autores preferiram referir-se aos mesmos como genótipo G6/G7 (Mogoye et al., 

2013, Nakao et al., 2013). Contudo, biologicamente existirão diferenças relevantes 

entre as variantes G6/7 (Alvarez Rojas et al., 2014). Soriano et al. (2010) observaram 
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na província Argentina de Neuquén, caprinos infectados por parasitas do genótipo 

G6, ao fazerem a caracterização molecular e obterem 100% de homologia com as 

sequências originalmente descritas como G6, e suínos infectados por parasitas do 

genótipo G7, (100% de homologia com a sequência de G7 descrita por Bowles et al. 

em 1992) (Soriano et al., 2010). Existem dúvidas sobre até que ponto estes dois 

genótipos ocorrem de forma simpátrica e qual a sua real importância epidemiológica. 

A primeira descrição do genótipo G6 provém de isolados de camelos da Somália e 

Sudão e de um caprino no Quénia (Bowles et al., 1992). Em 2011 foi feito um estudo 

epidemiológico no Sudão, tendo sido identificado o genótipo G6 como o único 

responsável pela hidatidose naquele país, tendo sido obtidos 570 isolados 

provenientes de camelos, bovinos, ovinos e caprinos (Romig et al., 2011), 

apresentando assim uma variedade de hospedeiros intermediários maior para este 

genótipo. Quanto ao genótipo G7, este parece ter como principal hospedeiro 

intermediário, na Europa Central e de Leste, o porco (Cardona e Carmena, 2013), 

variando depois em determinadas regiões. Na Grécia foi identificado o genótipo G7 

em caprinos (Varcasia et al., 2007), na América do Sul em porcos e alpacas (Sanchez 

et al., 2012, Moro et al., 2009, Kamenetzky et al., 2002,), na América do Norte em 

porcos (Villalobos et al., 2007), na Roménia em javalis selvagens (Rostami Nejad et 

al., 2012) e em Portugal em porcos (Castro et al., 2005). A distribuição global destes 

dois genótipos permanece inexplicada nos hospedeiros intermediários (Cardona e 

Carmena, 2013), tendo sido as técnicas utilizadas para a diferenciação dos mesmos 

quase sempre as mesmas, bem como os mesmos primers (Dinkel et al., 2004).  

 Bowles et al. (1994) iniciaram a caracterização molecular de isolados obtidos 

de dois alces nos EUA (Minesota e Alasca) utilizando sequências parciais de genes 

mitocondriais (Bowles et al., 1994), tendo obtido um genótipo distinto dos 

anteriormente descritos, sendo este designado de genótipo G8. Outro grupo de 

investigadores caracterizou isolados provenientes de cervídeos da Finlândia e Suécia, 

os quais eram muito semelhantes entre si, mas diferentes do genótipo associado aos 

cervídeos e caracterizado anteriormente como G8 (Lavikainen et al., 2006, 2003). 

Assim, a este novo genótipo foi dada a designação de genótipo G10. Foi sugerido 

que este novo genótipo representava uma forma indígena da Fenoescandinávia, mas 

mais tarde foi comprovado que os genótipos G8 e G10 ocorriam, ambos, na Améria 
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do Norte e no norte dos continentes Europeu e Asiático, usando cervídeos 

(maioritariamente alces e renas) como hospedeiros intermediários (Alvarez Rojas et 

al., 2014, Nakao et al., 2013, Moks et al., 2008, Thompson et al., 2006,). 

 Com base nas diferenças nos tipos de hospedeiros intermediários e na 

distribuição geográfica entre o ciclo silvático (G8 e G10) e o ciclo semi-doméstico 

(G6 e G7) foi sugerido que os genótipos G6 e G7 fossem considerados como 

espécies separadas das anteriores, adoptando o nome de Echinococcus intermedius 

(Thompson et al., 2008, Sharma et al., 2013). Após estudo filogenético destes 

diferentes genótipos com base no genoma mitocondrial completo, chegou-se à 

conclusão que G10 é filogeneticamente mais próximo de G6/7 do que de G8, 

tornando impossível a sugestão taxonómica anterior. Com base apenas na 

divergência de sequências, G8 poderia possivelmente ser tratado como uma espécie 

separada de G6/7/10, mas esta informação necessita ser confirmada com outros 

estudos genéticos, como a sequenciação de genes nucleares e com caracterização 

biológica e morfológica dos mesmos (Nakao et al., 2013).  

 Scott et al. (1997) encontraram num isolado humano da Polónia, padrões 

únicos utilizando PCR-RFLP para um fragmento do gene ITS1, sendo 

posteriormente sequenciado um fragmento do gene nad1 apresentando uma 

homologia igual ao genótipo G7 (Scott et al., 1997). Partindo desta informação, foi 

proposto um novo genótipo, o G9. Análises posteriores em isolados humanos e 

suínos da Polónia bem como da Eslováquia e da Ucrânia (Kedra et al., 1999) 

demonstraram ser impossível identificar o genótipo G9. Neste estudo foi verificado 

que a fonte de infecção para humanos e porcos era a mesma. O gene ITS1 é um 

marcador altamente polimórfico, daí que tenha sido questionado o uso deste 

marcador como adequado para estudos taxonómicos (Alvarez Rojas et al., 2014). 

Assim, a validade do genótipo G9 necessita ser comprovada (McManus, 2006). Na 

ausência de informações que suportem a existência deste genótipo, o isolado humano 

descrito por Scott et al. (1997) é considerado como genótipo G7. 

 E. felidis foi originalmente descrito em leões africanos, tendo sido incluído no 

E. granulosus como uma sub-espécie E. g. felidis ou a “estirpe do leão”. Devido à 

falta de material para análise genética esta não foi incluída como um genótipo (G) de 
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E. granulosus. Recentemente foi possível proceder à caracterização molecular a 

partir de amostras de leões do Uganda e de parasitas adultos preservados, 

provenientes da África do Sul. Até à data apenas se conhece o leão como hospedeiro 

definitivo e um isolado de javalis africanos do Uganda (Hüttner et al., 2009, 2008, 

Hüttner e Romig, 2009). Com base na análise do genoma mitocondrial, associa-se 

este ao E. granulosus s.s. sugerindo que as características biológicas do E. felidis se 

assemelham às do E. granulosus s.s. (Alvarez Rojas et al., 2014, Nakao et al., 2013). 

 

1.4.   Marcadores moleculares 

Quando se refere E. granulosus não se fala apenas numa espécie, mas num 

complexo de genótipos que posteriormente deram origem a um complexo de 

espécies. Este grupo de parasitas apresenta uma variabilidade intra-específica em 

todo o mundo dificultando muitas vezes a identificação dos mesmos (Adwan et al., 

2013). Para o estudo da variabilidade deste complexo grupo de parasitas, muitas 

técnicas têm sido testadas ao longo dos tempos. Os primeiros marcadores genéticos a 

serem estudados foram dois fragmentos de dois genes mitocondriais, o citocromo c 

oxidase subunidade 1 (COI ou Cox1) e o NADH desidrogenase subunidade 1 (NDI 

ou nad1) os quais revelaram a existência de algumas diferenças genéticas entre os 

exemplares de Echinococcus estudados (Bowles et al., 1992, Bowles e McManus, 

1993). Este foi o início do estudo do genoma mitocondrial do E. granulosus que, 

com o decorrer do tempo e das diversas investigações realizadas, tornou possível 

dividir o complexo em 10 genótipos diferentes, G1 a G10 (Lavikainen et al., 2003, 

Thompson e McManus, 2002, Scott et al., 1997, Bowles e McManus, 1993, Bowles, 

Blair e McManus, 1992). 

 Com este tipo de estudos foram abertos novos campos de investigação, 

iniciando-se a comparação genotípica com a fenotípica. Ao serem feitas estas 

avaliações descobriu-se que a variabilidade genética poderia influenciar muitas 

características fenotípicas, nomeadamente padrões do ciclo de vida, taxa de 

desenvolvimento do parasita, distribuição geográfica, especificidade em relação ao 

hospedeiro intermediário, dinâmicas de transmissão, infecciosidade, antigenicidade, 

controlo das patologias associadas e a susceptibilidade a agentes quimioterapêuticos 
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(Adwan et al., 2013, Thompson, 2008). Os estudos da variabilidade genética 

com/entre a população de E. granulosus poderão vir a ter bastante importância em 

programas de controlo das patologias dado que irão influenciar a idealização e o 

desenvolvimento de métodos de diagnóstico, produção de vacinas (quer nos 

hospedeiros intermediários, quer nos definitivos) e em tratamentos mais eficientes 

contra este parasita, patologias associadas e a epidemiologia do mesmo (Grosso et 

al., 2012, Bhattacharya et al., 2007, de la Rue et al., 2006). 

 Durante os anos em que foi desenvolvido o estudo do genoma mitocondrial 

do complexo E. granulosus, muitos investigadores trabalharam para conseguir 

discernir as implicações que a variabilidade genética poderia ter no funcionamento 

da mitocôndria do parasita, tendo sido totalmente sequenciado o genoma 

mitocondrial dos céstodes no ano 2000 (Nakao et al., 2000). Sabe-se que a maior 

parte das proteínas necessárias ao funcionamento da mitocôndria são produzidas pelo 

genoma nuclear e que apenas algumas são da responsabilidade da mitocôndria, a qual 

desempenha um importante papel na respiração celular. Foi necessário conhecer os 

constituintes deste genoma circular para poder continuar a sequenciação de outros 

elementos desta população. Este genoma codifica cerca de 12 subunidades proteicas 

de enzimas envolvidas na fosforilação oxidativa, dois rRNAs e 22 tRNAs associados 

à síntese proteica na mitocôndria (Nakao et al., 2000). 

 O genoma mitocondrial é uma fonte rica em dados para estudos de biologia 

da evolução, genética populacional e análise filogenética, o que tem vindo a ser feito 

com o genoma de Echinococcus (Nakao et al., 2013, Le et al., 2002, Nakao et al., 

2000). Estão na atualidade sequenciados quase todos os genomas mitocondriais dos 

elementos do complexo de espécies de E. granulosus, sendo que os últimos a serem 

sequenciados foram o do E. felidis e o do E. granulosus G10 (cervídeo 

Fenoescandinavo) (Nakao et al., 2013). 

 Nos últimos anos começaram a ser feitos estudos ao nível do genoma nuclear 

de forma a se conhecer mais acerca deste parasita. Ao serem estudados os dois tipos 

de genomas, começaram-se a encontrar diferenças em termos de taxa de mutação, 

localização geográfica das mesmas, entre outras, levando os investigadores a estudar 

a importância de usar um tipo de genoma e o outro ou os dois em simultâneo 
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(Saarma et al., 2009). Sabe-se que os fragmentos mitocondriais apresentam algumas 

limitações pois estes focam-se apenas numa porção do genoma que tem uma forma 

muito específica e particular de transmissão entre gerações. Contrariamente ao 

genoma nuclear, o DNA mitocondrial é assumido como tendo uma herança 

uniparental (excepto em casos raros). Por outras palavras, é universalmente aceite 

que diferentes linhagens de mitocôndrias não recombinam entre si, apesar de ter 

havido alguns estudos que indicam que este facto não ocorre com o E. granulosus, 

pensando-se que pode haver cruzamentos (Haag et al., 1999, 1998). Existem ainda 

estudos que revelam que no Schistosoma mansoni há cruzamento de informação 

entre múltiplas gerações, especulando-se que o mesmo possa também ocorrer no E. 

granulosus (Jannotti-Passos et al., 2001). Consequentemente, o uso exclusivo de 

marcadores mitocondriais na tipificação de estirpes, apresenta, pelo menos 

teoricamente, o risco de perda de informação importante nas modificações genéticas 

entre elementos da mesma população. Por isso, apenas a análise do genoma 

mitocondrial torna-se ineficiente para uma correcta identificação filogenética deste 

complexo de espécies (Bart et al., 2004, Le et al., 2002). Na atualidade usam-se 

marcadores mitocondriais mais abrangentes como ATP6 (ATP sintase F0 

subunidade6) ou citocromo B e também alguns marcadores nucleares começaram a 

ser usados para haver complementaridade de estudos, tendo alguns investigadores 

proposto o estudo de fragmentos de DNA nuclear tais como regiões rDNA ITS 

(Okamoto et al., 1995). Resumindo, apesar de algumas desvantagens, o genoma 

mitocondrial apresenta a vantagem de ser haplóide, de apresentar múltiplas cópias, 

ser neutro e dar acesso a diferentes genes em que não há recombinação (Saarma et 

al., 2009). Com os estudos feitos nos últimos anos pensa-se que poderão existir 

inserções de sequências mitocondriais no genoma nuclear e vice-versa (Leister, 

2005). Nakao et al. (2007) demonstraram que as análises filogenéticas usando apenas 

genoma mitocondrial não são concordantes com as mesmas análises usando genes 

nucleares, havendo alterações significativas nas posições que ocupam as diferentes 

espécies de Echinococcus (Saarma et al., 2009). 
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1.5.   Patologia e resposta imune 

Os hospedeiros definitivos são infectados pelo estadio adulto do parasita 

Echinococcus spp. Esta é chamada de forma intestinal da Equinococose. Assim, há 

uma adaptação do intestino do hospedeiro definitivo levando a que alterações 

histológicas ocorram em resposta à fixação do parasita (por exemplo: adesão à 

mucosa intestinal devido a infiltração celular ou aumento da produção de muco), mas 

geralmente esta infecção é totalmente assintomática nos hospedeiros definitivos, 

embora a presença de proglótides gravíticos no lúmen do ânus possam provocar 

algum prurido (Eckert et al., 2001). A libertação de produtos de excreção/secreção 

por parte do parasita leva a uma estimulação da resposta imune no hospedeiro 

definitivo. Estudos experimentais em cães infectados demonstraram ser possível 

detectar anticorpos contra os antigénios dos protoescólices cinco dias após infecção 

dos mesmos e contra os produtos de excreção/secreção dos antigénios do escólex dez 

dias após infecção (Jenkins e Rickard, 1986). Moreno et al. (2004) detectaram um 

aumento constante das IgG contra os antigénios dos protoescólices durante pelo 

menos 14 dias após infecção experimental de 6 cães. Também foram detectadas IgA 

e IgE, mas os seus títulos variavam dentro dos animais em estudo. Embora se associe 

a resposta imune por parte do hospedeiro contra o parasita, os estudos têm falhado 

quando querem correlacionar os títulos de IgG com a quantidade de parasitas que 

infectam o animal (Gasser et al., 1988). Apesar de não se terem obtido resultados 

concretos quanto ao desenvolvimento da resposta imune por parte das 

imunoglobulinas, é do conhecimento científico que há evidências de resposta tanto 

humoral como celular, contra o E. granulosus nos hospedeiros caninos (Guerra et al., 

2013). Há também dados que sustentam que existe algum grau de protecção contra a 

reinfecção destes hospedeiros (Torgerson, 2006) e que após uma primo-infecção, os 

cães desenvolvem uma resposta imune humoral muito mais marcada (Rossi et al., 

2012). 

 A hidatidose quística é a forma de equinococose nos hospedeiros 

intermediários e acidentais, causada pelo E. granulosus. O crescimento do 

metacéstode é normalmente lento e são necessários vários anos para que se 

desenvolvam sinais clínicos de doença que, dependendo do hospedeiro, assim será o 
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tempo necessário (por exemplo 10-12 meses em suínos; 2-4 anos em ovinos) (Eckert 

et al., 2001). Assim, como a maior parte dos animais que servem de hospedeiros 

intermediários são abatidos nos primeiros anos de vida, há muitas infecções 

subclínicas que apenas se diagnosticam no abate pelos profissionais das inspecções 

veterinárias. Os sinais clínicos são raros e dependem fortemente da localização, 

dimensão, número de quistos e qual a sua relação com as estruturas adjacentes. Na 

maior parte dos hospedeiros intermediários a grande maioria dos quistos encontra-se 

no fígado e nos pulmões, sendo que as alterações na função hepática são as mais 

encontradas nestes hospedeiros (Eckert et al., 2001). 

 Após infecção do hospedeiro intermediário, o ovo e os antigénios da 

oncoesfera são reconhecidos quer pela resposta humoral, quer pelas respostas 

mediadas por linfócitos T. Nesse instante as respostas imunes iniciam a sua acção 

(Siracusano et al., 2012) o que permite algum controlo sobre o parasita bem como a 

imunidade contra uma possível re-infecção (Zhang, Ross e McManus, 2008). 

Embora a imunidade celular seja referida como existindo e tendo um papel na defesa 

do hospedeiro, os seus mecanismos ainda não estão totalmente conhecidos (Zhang et 

al., 2003). Apesar de experimentalmente se ter demonstrado algum grau de 

imunidade por parte dos hospedeiros intermediários após infecção, tem que se ter em 

conta que foi usado um número maior de parasitas que o normalmente encontrado 

em condições naturais em que existe uma grande percentagem de animais parasitados 

com mais idade (Eckert e Deplazes, 2004). 

 A membrana laminada do quisto hidático induz uma resposta reguladora por 

parte do parasita o que leva a uma atenuação da resposta imune inata do hospedeiro. 

Existem também, envolvendo o metacéstode, tecidos do hospedeiro que formam uma 

camada adventícia feita de fibras de colagénio e algumas células inflamatórias, 

levando a que a evolução crónica seja possível (Diaz et al., 2011). 

 A fertilidade dos quistos depende da espécie do hospedeiro intermediário e da 

infecciosidade da estirpe de Echinococcus. Em Portugal a maior parte das infecções é 

provocada por Echinococcus sensu stricto e a grande percentagem de quistos férteis 

é encontrada no fígado de ovinos. Apesar de haver também registos de quistos férteis 

em bovinos, a maioria destes são estéreis (, David de Morais, 1998). Paredes et al. 
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(2011) encontraram elevada concentração de IgGs na camada germinativa de quistos 

inférteis em bovinos. De acordo com os autores, a fertilidade dos quistos poderá estar 

relacionada com algum grau de resposta imune por parte dos hospedeiros. 

 

1.6.   Diagnóstico 

Existe uma vasta variedade de técnicas de diagnóstico disponíveis para E. 

granulosus. A escolha do método a utilizar vai depender: 

a.   do objectivo do estudo; 

b.   da origem da amostra/isolado (hospedeiro definitivo ou intermediário, isolado 

de origem humana ou animal, isolado de animal domestico ou selvagem); 

c.   se se trata de um diagnostico/estudo em hospedeiros vivos ou em amostras 

obtidas de hospedeiros abatidos; 

d.   do equipamento e recursos financeiros disponíveis. 

 Seja qual for a técnica escolhida, por razões de segurança, os materiais 

infecciosos (quistos hidáticos, intestinos, fezes, etc.) deverão ser primeiro congelados 

a -70ºC pelo menos durante 4 dias ou a -80ºC durante pelo menos 2 dias (Eckert et 

al., 2001). O material de protecção pessoal e a descontaminação do material utilizado 

também nunca podem ser negligenciados. 

 

1.6.1.   Diagnóstico nos hospedeiros definitivos 

 Os ovos de Echinococcus spp. podem ser encontrados em amostras de fezes 

de hospedeiros intermediários e acidentais. Para posterior observação ao microscópio 

ótico pode ser utilizado um método de concentração com uma solução saturada de 

sulfato de zinco e sacarose (Mathis, Deplazes e Eckert, 1996). Estes autores 

desenvolveram um método baseado em flutuação e peneiração que permite uma 

maior sensibilidade na recolha de ovos nas fezes. Como exemplo, um estudo 

efetuado na Lituânia com 240 cães encontrou uma prevalência de 14,2% com esta 

técnica, contra apenas 5,0% usando o método de MacMaster modificado 

(Bružinskaitė et al., 2009). Apesar de ser rápido, barato e ideal para um diagnóstico 
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de rotina, a este método só lhe falta sensibilidade, uma vez que só pode detectar 

infecções patentes, podendo aparecer resultados falsos negativos devido à baixa 

carga parasitária, libertação irregular de ovos ou proglótides grávidos intactos nas 

fezes. Colhendo amostras em distintos dias, bem como analisando maiores 

quantidades de fezes, poder-se-á fazer aumentar a sensibilidade (Torgerson e 

Deplazes, 2009). Em casos raros, proglótides podem ser encontrados nas fezes, o que 

pode permitir a identificação da espécie (Eckert et al., 2001).  

 A purga com bromidrato de aerocolina era uma técnica comum no passado 

(Deplazes et al., 2011, Kamiya, 2007,). A droga, administrada por via oral, agia 

como um agente parasimpaticomimético que paralisava os vermes e estimulava a 

motilidade do músculo liso intestinal. Isto levava, eventualmente, à eliminação do 

parasita adulto nas fezes fazendo com que aumentasse a hipótese da sua identificação 

(Eckert et al., 2001). Este método tem praticamente 100% de especificidade, mas a 

sensibilidade pode ser inferior a 65%. É também um método demorado, com 

potenciais riscos de segurança, não só para os animais, mas também para os seres 

humanos já que há lugar a libertação para o ambiente de vermes adultos e ovos 

(Torgerson e Deplazes, 2009).  

 A técnica mais utilizada para o diagnóstico nos carnívoros, tanto de E. 

granulosus como em outras espécies do mesmo género, é a Sedimentação e a 

Técnica de Contagem (SCT). Objectivamente, o intestino delgado deve ser dividido 

em cinco secções e incubado em solução salina fisiológica. Após a remoção do 

intestino, o líquido restante é deixado para sedimentação e decantação em sucessivas 

etapas. Os vermes podem ser visualizados e quantificados utilizando um microscópio 

estereoscópico (Kamiya, 2007). Embora este método não necessite de equipamento 

muito avançado, é considerado eficaz em termos de custos, mas é demasiado 

demorado não sendo adequado para um elevado número de amostras. Baseados na 

técnica descrita anteriormente, Umhang et al. (2011) descreveram uma adaptação a 

partir desta técnica, a Sedimentação Segmentar e Técnica de Contagem (SSCT), 

onde apenas dois segmentos do intestino delgado foram rastreados, tendo encontrado 

uma sensibilidade semelhante à descrita anteriormente. Existem ainda outras técnicas 

utilizadas para este tipo de diagnóstico, mas que por um ou outro motivo não são tão 

utilizadas, como a Técnica de Raspagem Intestinal (IST) (Kamiya, 2007). Esta 
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técnica é menos sensível (78%) para Echinococcus sp. do que a SCT (100%), tendo a 

vantagem de ser menos morosa (Hofer et al., 2000).  

 Técnicas mais avançadas têm sido desenvolvidas para o diagnóstico de 

espécies de Echinococcus. Diversos testes de ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay) para pesquisa de copro-antigénios estão disponíveis para a 

detecção de antigénios nas amostras fecais de canídeos (Deplazes et al., 1999, Allan 

et al., 1992, Deplazes et al., 1992). Alguns são específicos para uma das espécies, ao 

passo que outros detectam, quer E. granulosus, quer E. multilocularis, e podem ser 

utilizadas tanto em hospedeiros vivos como mortos, permitindo o rastreio de um 

elevado número de amostras simultaneamente. Além disso, as infecções pré-patentes 

podem ser detectadas. Deplazes et al. (1992) foram capazes de detectar amostras 

positivas entre 10 a 20 dias pós-infecção. No entanto, resultados falso-negativos 

podem ocorrer em áreas com baixa prevalência e também devido à reatividade 

cruzada com antigénio de Taenia (Torgerson e Deplazes, 2009, Christofi et al., 

2002).  

 Estão disponíveis métodos serológicos para a detecção de anticorpos no soro 

de hospedeiros definitivos infectados, e são capazes de dar resultados positivos em 

menos de duas semanas após a infecção (Moreno et al., 2004). No entanto, como 

mencionado anteriormente, não foi encontrada nenhuma correlação entre os títulos 

de anticorpos e a carga parasitária. Além disso, para estudos epidemiológicos 

especialmente em populações selvagens este método apresenta sérias limitações. 

 Técnicas baseadas na PCR são altamente específicas, permitindo detetar 

espécies e por vezes identificar estirpes, podendo ser utilizadas em ovos recuperados 

a partir das fezes. Uma vez que são técnicas demoradas e dispendiosas, a utilidade 

em estudos de grande escala, nomeadamente epidemiológicos, é questionável. 

Quando a análise é feita em amostras colhidas de fezes, este método irá sofrer a 

mesma baixa sensibilidade e limitações como mencionado anteriormente para 

técnicas coprológicas, nomeadamente a detecção das infecções patentes. Além disso, 

os inibidores fecais podem interferir nos resultados da PCR (Torgerson e Deplazes, 

2009). Uma forma de ultrapassar esta situação poderá passar por os ovos serem 

isolados através de uma técnica de peneiração-flutuação (Mathis et al., 1996) que, 
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combinada com a PCR, apresenta sensibilidade tão alta como 78% e especificidade 

de 93% (Ziadinov et al., 2008). Várias técnicas baseadas na PCR estão agora 

disponíveis para o diagnóstico em diferentes tipos de amostras (Armua-Fernandez et 

al., 2011, Trachsel, Deplazes e Mathis, 2007, Stefanic et al., 2004, Abbasi et al., 

2003,). A sequenciação dos produtos amplificados em PCR pode ser usada para a 

caracterização de espécies de Echinococcus e para diferenciação das estirpes de E. 

granulosus. 

 

1.6.2.   Diagnóstico nos hospedeiros intermediários 

 Como a grande maioria das infecções por Echinococcus são assintomáticas, o 

diagnóstico post mortem (matadouros) é a melhor forma de fazer diagnóstico nos 

hospedeiros intermediários. Esta forma de diagnóstico ocorre maioritariamente em 

matadouros através da inspecção visual das vísceras, especialmente do fígado e 

pulmões. Contudo, as prevalências obtidas a partir dos matadouros poderão ser 

subestimadas visto que a maior parte dos animais, nomeadamente os ovinos, são 

abatidos muito jovens quando os quistos hidáticos podem ser tão pequenos que não 

se conseguem detectar (Kamiya, 2007, Eckert e Deplazes, 2004).  

 Num estudo realizado no Quénia em 300 pequenos ruminantes observados 

post mortem e em que foram utilizados apenas métodos imagiológicos, como a 

ecografia, para a observação de pulmões e fígado, foi obtida uma sensibilidade de 

apenas 54,36% e uma especificidade de 97,64% (Sage et al., 1998). Os métodos 

serológicos podem ser úteis quando usados para detectar antigénios de quisto 

hidático em animais muito jovens onde a identificação de quistos pode ser muito 

difícil de fazer (Eckert et al., 2011). Contudo, como estes métodos apresentam uma 

sensibilidade baixa, são normalmente mais adequados para identificar parasitas no 

rebanho geral, do que para um diagnóstico individual (Eckert e Deplazes, 2004).  

 Quanto aos exames de imagem como a radiologia convencional, a 

ultrassonografia, a tomografia computorizada e a ressonância magnética são bastante 

úteis para a detecção dos quistos. Em muitos casos o diagnóstico pode ser sugerido 

por um simples telerradiografia de rotina. O diagnóstico pré-operatório do quisto 

hidático pode ser feito por ecografia e confirmado por tomografia computorizada 
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(Brown et al., 1995). A ecocardiografia e a ressonância magnética têm grande valor 

diagnóstico nos quistos cardíacos além de determinarem a sua relação com os tecidos 

adjacentes (Alehan et al., 1995). Nos casos de hidatidose intra-craniana, a 

ressonância magnética apresenta-se como um exame de diagnóstico bastante 

importante (Kohli et al., 1995).  

 Os exames imagiológicos, além da importância que têm para a confirmação 

diagnóstica, são úteis no diagnóstico diferencial em relação a outras massas tumorais 

semelhantes (Marrone et al., 2012). No Homem faz-se o diagnóstico por combinação 

de imagiologia com serologia (Trinca, 2001) tornando-o desse modo mais fiável e 

sensível. 

 As técnicas de biologia molecular podem ser usadas para a identificação de 

espécies e de estirpes. A técnica de Random Amplified Polymorphic DNA-PCR 

(PCR-RAPD) foi desenvolvida por Scott e McManus em 1994, para a distinção de 

espécies do género Echinococcus e entre genótipos de E. granulosus (Scott e 

McManus, 2004). Também a PCR associada a fragmentos de restrição (PCR-RFLP) 

foi usada com sucesso para a distinção entre genótipos de E. granulosus em quistos 

hidáticos isolados a partir de hospedeiros intermediários (Beato, 2009).  

 

1.7.   Tratamento 

O diagnóstico nos hospedeiros intermediários é normalmente feito post 

mortem, logo após abate no matadouro. Quando efectuado em animais vivos, a sua 

eficiência e o custo que acarreta não compensam tratar estes hospedeiros 

intermediários (Kamiya, 2007). No caso dos humanos já é algo diferente e implica 

vários tipos de tratamento. 

 O objectivo do tratamento ao quisto hidático é a morte do parasita e 

consequentemente a cura da doença (Menezes da Silva, 2003, Sayek e Onat, 2001, 

Wen, New e Craig, 1993). O tratamento tem que ser efetuado com risco mínimo e 

máximo conforto para o paciente, prestando sempre atenção para se evitar 

complicações, hidatidose secundária, e recaídas. Os métodos para atingir a morte do 

parasita poderão ser médicos, como o uso de fármacos, ou cirúrgicos, nomeadamente 
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a esterilização do conteúdo do quisto, o uso de agentes escolicidas, a remoção directa 

do parasita por meio de aspiração ou a excisão cirúrgica de todo o quisto (Brunetti e 

Junghanss, 2009, Junghanss et al., 2008). 

 A esterilização do quisto baseia-se na degeneração da membrana germinal do 

quisto e da destruição dos elementos viáveis do líquido hidático, devido ao efeito de 

drogas escolicidas, injectadas no quisto ou administradas por via oral ou por ablação 

térmica (radiofrequência).  

Quanto à administração oral de drogas escolicidas, o albendazol é o fármaco 

escolhido actualmente para o tratamento oral de quistos hidáticos (Menezes da Silva, 

2010). O seu metabolito, o sulfoxido de albendazol, é o componente activo com uma 

meia-vida de 8,5 horas (Riget et al., 2004). O albendazol é administrado por via oral, 

a cada 12 horas, numa dose total de 10-15 mg / kg / dia, durante um período 

chamado de ciclo terapêutico. O efeito do escolicida depende do estadio de 

desenvolvimento da hidátide e da integridade da membrana germinativa também 

(mais eficaz sobre os quistos jovens, e em menos quistos com mais de 50% de 

calcificação) (Menezes da Silva, 2003). O albendazol também é utilizado em cirurgia 

para reduzir a tensão do quisto interno, impedindo a hidatidose secundária (Brunetti e 

Junghanss, 2009, Junghanss et al., 2008).  

Quanto à injecção de uma solução escolicida na cavidade do quisto, este é o 

método mais antigo de tratamento para os quistos hepáticos (Dimerlau, 1973), tendo 

sido considerado o melhor método para o tratamento de quistos simples. Este método 

consiste na punção do quisto e aspiração de uma parte do conteúdo para permitir a 

introdução da solução escolicida. Esta solução deve permanecer na cavidade quística 

durante pelo menos 10 minutos. Depois, a cavidade quística deve ser totalmente 

aspirada. No passado, esta abordagem só foi feita por laparotomia, mas hoje em dia 

existem mais duas abordagens: laparoscopia e punção percutânea.  

A punção percutânea é conhecida como PAIR (Punção, Aspiração, Injecção 

(do escolicida) e Re-aspiração) e é considerada a técnica padrão para a abordagem 

destes quistos (Silva, 2010, Brunetti e Junghanss, 2009, Junghanss et al., 2008, 

Brunetti et al., 2002, Giorgio et al., 2001, Gargouri et al., 1990,) uma vez que é uma 

técnica minimamente invasiva, é menos dolorosa para o paciente, possui uma taxa de 
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complicação inferior, é mais barata, permite dar alta mais rapidamente e a retoma à 

atividade mais curta (Silva, 2010, Brunetti e Junghanss, 2009, Junghanss et al., 2008, 

Brunetti et al., 2002).  

A ablação térmica por radiofrequência provou ser um método seguro para 

destruir a camada germinal (Brunetti e Junghanss, 2009, Junghanss et al., 2008, 

Brunetti et al., 2004, Brunetti e Filice, 2001), podendo ser realizado por via 

percutânea utilizando o mesmo tipo de instrumentos utilizados na ablação de tumores 

hepáticos. Como o conteúdo do quisto é destruído por calor em vez de o ser por meio 

de um agente químico, o processo é mais simples do que o tratamento PAIR, uma 

vez que evita a necessidade de injectar um agente escolicida (Brunetti et al., 2004, 

Brunetti e Filice, 2001). No entanto, são necessárias mais investigações antes que 

possa ser recomendada como tratamento percutâneo eficaz. 

 Outra forma de promover a cura da doença é a remoção do parasita. Há duas 

maneiras diferentes de remover o parasita: a aspiração do parasita (ou quisto 

hidático) ou a excisão do quisto, o que necessariamente elimina o parasita, 

procedimento chamado quistectomia. Estes procedimentos apresentam similaridades 

com os referidos anteriormente, mas são cirurgias que apresentam as suas limitações 

e riscos inerentes (Junghanss et al., 2008, Schipper et al., 2002, Saremi e McNamara, 

1995, Magistrelli et al., 1991). 

 No que concerne aos hospedeiros intermediários animais, o tratamento com 

derivados de imidazóis, tais como mebendazol foram estudados em ovinos e suínos, 

mas concluiu-se que para ser um tratamento efectivo eram necessários vários dias de 

tratamento consecutivo o que não era viável para os produtores (Eckert et al., 2001). 

Foi, então, desenvolvida uma vacina recombinante (Eg95) a qual comprovou atribuir 

100% de protecção nos ovinos. Também se verificou que era efectiva em caprinos e 

em bovinos. A vacina é administrada em duas doses injectadas de forma sub-cutânea 

com um mês de intervalo entre as mesmas e é efectiva durante o máximo de 12 

meses (Heath, Jensen e Lighttowlers, 2003). Contudo ao vacinar estes hospedeiros 

intermediários não se está a tratar possíveis quistos hidáticos que eles possam já ter, 

logo, são necessárias outras medidas de controlo nestes animais já infectados, 

nomeadamente tratá-los (Eckert et al., 2001). 
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1.8.   Medidas de controlo 

A hidatidose nos últimos anos tem passado por um período de aumento da 

sua prevalência como diversos estudos o comprovam, tendo incrementado de forma 

exponencial nos países de Leste Europeu (Piccoli et al., 2013) o que indicia que 

programas de controlo mais eficazes necessitam ser implementados e os que existem 

necessitam ser revistos, pois estamos perante uma patologia com grandes perdas 

económicas para os seus produtores e que põe em risco milhões de humanos por todo 

o mundo. 

 Para que um programa de controlo sanitário possa ser implementado é 

necessário ter estudos de base que possam ser a longo termo e que possam avaliar a 

população alvo, de forma correcta, e extrapolar a população em risco, no caso, saber 

a prevalência e incidência em hospedeiros intermediários/acidentais (gado/humano) e 

definitivos (cães). Estas medidas de controlo têm de ser bem implementadas para se 

poder evitar a disseminação da parasitose (Eckert e Deplazes, 2004). 

 Estes programas de controlo deverão incluir educação à população e melhoria 

das inspecções sanitárias feitas por veterinários além de que se deve estar focado na 

protecção pessoal dos indivíduos que lidam com material infeccioso (trabalhadores 

de matadouros, veterinários). Um controlo da população canina é também 

importante, nomeadamente a correcta desparasitação dos cães, com inceneração das 

fezes, o seu registo e o controlo das populações errantes. Também se deverá ter em 

atenção os animais selvagens pois estes podem funcionar como reservatório ou como 

hospedeiros alternativos para a manutenção do ciclo de vida. 

 Ao longo dos anos foram implementados diversos programas de controlo 

como por exemplo na Nova Zelândia, Chipre e em alguns países do continente sul-

americano (Gemmell et al., 2001). Estes programas têm como objectivos o controlo 

da parasitose no hospedeiro definitivo (cão), nos hospedeiros intermediários e nos 

humanos. Normalmente tratam-se os cães com praziquantel, abrangendo toda a 

população canina, mas tendo uma especial atenção para os cães que guardam os 
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rebanhos. Em alguns casos também são abatidos cães errantes de forma a conseguir 

controlar melhor a prevalência durante estes programas. Nos matadouros locais as 

vísceras eram processadas e as que demonstravam alguma possibilidade de estarem 

parasitadas eram rejeitadas e acondicionadas adequadamente (Jimenez et al., 2002). 

 Outra medida importante é a remoção de ungulados mortos dos campos, de 

forma a impedir os hospedeiros definitivos de se alimentarem com vísceras 

parasitadas, especialmente de animais com mais idade, pois estes têm maior 

probabilidade de ter quistos hidáticos e apresentam um maior potencial infeccioso 

(Torgerson et al., 2009).  

 A hidatidose provoca directa ou indirectamente perdas anuais na ordem dos 

milhões de dólares americanos, sendo que estes dados são apenas estimativos 

(Budke, Deplazes e Torgerson, 2006). Na prática, os efeitos provocados pela 

parasitose nos animais também levam a uma diminuição da produção de leite, a qual 

tem um grande impacto na economia, especialmente em comunidades e regiões 

pobres que dependem maioritariamente da pastorícia (Eckert e Deplazes, 2004). Em 

conclusão, as medidas de controlo são necessárias e apesar dos custos os resultados 

serão um bem maior para o futuro (Budke, Deplazes e Torgerson, 2006). 

 Após a implementação de programas de controlo efectivos, deve ser mantida 

uma vigilância permanente e outras medidas de controlo necessárias para tal 

(Gemmell et al., 2001). Mas, existe uma medida de extrema importância e que deve 

ser mantida que é o controlo sobre a importação de animais, especialmente de cães, e 

a sua desparasitação, caso contrário a probabilidade da infecção voltar a aumentar é 

bastante elevada. 
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1.9.   Objectivos 

O presente trabalho tem como objectivo geral o estudo do céstode E. 

granulosus em Portugal aos níveis epidemiológico, morfológico e molecular, 

contribuindo para o conhecimento do mesmo em hospedeiros intermediários. 

 

1.9.1.   Objectivos específicos  

Os objectivos específicos que foram definidos são os seguintes

 

1. Estudo morfológico de material biológico (órgãos internos) de animais e 

humanos parasitados por E. granulosus; 

 

2. Identificação e caracterização dos polimorfismos encontrados nos genótipos de 

E. granulosus circulantes em Portugal, fazendo o uso de marcadores 

moleculares de origem mitocondrial e nuclear; 

 

3. Avaliação das relações filogenéticas existentes entre as estirpes de E. 

granulosus circulantes em Portugal usando os marcadores mitocondriais e os 

nucleares. 
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2.1. Introdução 

A hidatidose apresenta uma distribuição cosmopolita e encontra-se entre as 

zoonoses de maior importância a nível mundial. O parasita Echinococcus 

granulosus, responsável por esta doença, apresenta um ciclo de vida heterogéneo 

cuja forma adulta se encontra presente em cães ou outros canídeos (hospedeiros 

definitivos) e a forma larvar (hidátide) pode ser encontrada em numerosas espécies 

de herbívoros ou omnívoros (hospedeiros intermediários) incluindo, entre outros, 

ovinos, bovinos, camelos e porcos (Vural et al., 2008). Os humanos surgem como 

hospedeiros acidentais. (McManus e Thompson, 2003). 

A espécie E. granulosus apresenta um elevado nível de variação intra-

específica, sendo que algumas variantes genéticas (genótipos) têm sido descritas 

como estando adaptadas a diferentes hospedeiros intermediários. Estes genótipos 

apresentam diferentes características no que diz respeito às patologias que causam, às 

suas características bioquímicas, fisiológicas, antigénicas e genéticas, assim como à 

sua infecciosidade diferencial para com os humanos (Dinkel et al., 2004), ao padrão 

do ciclo de vida, à dinâmica de transmissão e à sensibilidade a agentes 

quimioterapêuticos (McManus e Thompson, 2003 e Manterola et al., 2008). Todos 

estes aspectos têm implicações significativas no desenho e desenvolvimento de 

vacinas, técnicas de diagnóstico e esquemas terapêuticos, e apresentam grande 

impacto na epidemiologia e controlo da hidatidose (Manterola et al., 2008). 

Como consequência da grande diversidade genética, tendo por base a análise 

das sequências nucleotídicas de diversos marcadores mitocondriais, foram descritos 

10 genótipos (G1 a G10) para E. granulosus (Nakao et al., 2007). Alguns genótipos 

foram recentemente propostos para merecer o estatuto de espécie, nomeadamente os 

genótipos G1-G3, associados à espécie E. granulosus sensu stricto, G4 (E. equinus), 

G5 (E. ortleppi) e G6-G10 (E. canadensis), havendo sido também sugerido um taxon 

independente, o E. felidis (Šnábel et al., 2009; Simsek et al., 2010), encontrado em 

África, não tendo sido estudadas as suas características morfológicas ou incluído, até 

hoje, em nenhum genótipo. O E. granulosus s.s. é um complexo de três genótipos 

intimamente relacionados, o G1-G3. A estirpe da ovelha comum (G1) é conhecida 

com sendo altamente infecciosa para os humanos, sendo as estirpes agrupadas como 

G2, correspondentes à linhagem da ovelha da Tasmânia (G2). Por seu turno, G3 
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corresponde à linhagem genética de E. granulosus encontrada em búfalos domésticos 

(Bubalus bubalis), no Sul de Itália, usados para a produção de leite que origina um 

dos queijos típicos da região (Rinaldi et al., 2008; Soriano et al., 2010). Por outro 

lado, foi demonstrado que a variabilidade genética dentro das estirpes está presente, 

principalmente no genótipo G1. 

Em Portugal, desde o século XIX que têm sido descritos casos de hidatidose 

(David Morais, 1998) e realizados alguns estudos de cariz imunológico e 

epidemiológico. A nível genético pouco se conhece sobre as estirpes de E. 

granulosus circulantes em Portugal, apesar de existirem já alguns estudos 

publicados, tanto centrados em hospedeiros definitivos como também nos 

intermediários (Cardoso et al., 2014, Mateus et al., 2014, Beato et al., 2013, Guerra 

et al., 2013, Beato et al., 2010). 

Portugal continua a ser considerado pela OMS como endémico, com algumas 

zonas de hiperendemicidade para a hidatidose, sendo importante conhecer a nível 

epidemiológico a situação no país em relação ao E. granulosus em hospedeiros 

intermediários.  

Os principais objectivos deste estudo são identificar o órgão parasitado e a 

fertilidade dos quistos, avaliando a presença ou ausência de protoescólices nos 

mesmos. 

 

 2.2. Materiais e métodos 

Foram obtidas 210 amostras (tabela 1) de material biológico que os 

veterinários das inspecções sanitárias suspeitavam ter lesões de quisto hidático. Estas 

amostras eram provenientes de diferentes matadouros nacionais (Alcains, Guarda, 

Sousel e Pedrogão Grande), situados na região centro do país e norte do Alentejo, e 

que recebem animais de todas as regiões nacionais. Foi ainda obtida uma amostra de 

quisto hidático de rim, proveniente de um hospital da zona centro de Portugal. No 

total, o estudo recaiu sobre 211 amostras de quisto hidático de diferentes 

hospedeiros, órgãos e idades. 

Foram, ainda usadas no presente trabalho, três amostras de DNA de fígado de 

bufalo provenientes de Itália e duas amostras de fígado de ovino provenientes do 

Brasil. 
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2.2.1. Recolha das amostras 

O material biológico foi recolhido sob as condições de assepsia que os 

matadouros permitiam e transportado (refrigerado) para o laboratório, onde foram ou 

guardadas a -20ºC ou processadas de imediato. 

 

2.2.2. Trabalho laboratorial 

As amostras foram trabalhadas sob condições de assepsia, sendo extraídos 

das hidátides, o líquido e a areia hidáticos. A areia hidática foi lavada com soro 

fisiológico e, após remoção da maioria dos restos de membranas foram observadas 

todas as amostras ao microscópio para se determinar a fertilidade dos quistos. Após 

esta determinação as amostras foram divididas por eppendorfs de 2ml e guardadas 

em etanol absoluto a -20ºC até posterior continuação do trabalho. 

A fertilidade dos quistos hidáticos foi determinada com base na observação 

ao microscópio ótico do liquido hidático dos mesmos. A presença de areia hidática, 

protoscólices no liquido hidático, nos quistos indicava que o mesmo era fértil. A 

ausência desta areia hidática implicava a infertilidade dos mesmos quistos. 

 

2.2.3. Trabalho estatístico 

O Software utilizado foi o SPSS 17.0, o qual serviu para a criação da base de 

dados contendo toda a informação sobre as variáveis.  

Para avaliar os parâmetros apurados, foi realizada a análise estatística com o 

teste do χ2 e o cálculo dos limites de confiança a 95%, com a determinação dos graus 

de liberdade de forma a estimar as categorias independentes na amostra. O teste do 

χ2 foi o utilizado por se tratar da análise de variáveis nominais (categóricas), e como 

tal recorreu-se à utilização deste teste não-paramétrico. Este serve para averiguar se 

as variáveis são independentes: H0: as variáveis são independentes vs. H1: as 

variáveis são dependentes. O valor de p > 0,05 foi considerado estatisticamente não 

significativo para todos os casos. 
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2.3. Resultados  

Foram analisados um total de 211 amostras de quistos hidáticos. As amostras 

foram obtidas a partir do fígado, pâncreas, rim e pulmão de diversos hospedeiros 

intermediários como ovinos, bovinos e caprinos e, também, de humanos. 

A distribuição da origem amostras associando o hospedeiro e o órgão 

parasitado encontra-se descrita na tabela 1:  
 

Tabela 1. Distribuição das amostras consoante a espécie e o órgão 

 Hospedeiro Total  Ovino  Bovino Caprino Humano 

Órgão 

Pulmão 71 
(33,6%) 

24 
(11,4%) 

0 
 

0 95 
(45,0%) 

Fígado 87 
(41,2%) 

8 
(3,8%) 

3 
(1,4%) 

0 98 
(46,4%) 

Pâncreas 17 
(8,1%) 0 0 0 17 

(8,1%) 

Rim 0 0 0 1 
(0,5%) 

1 
(0,5%) 

Total 175 
(82,9%) 

32 
(15,2%) 

3 
(1,4%) 

1 
(0,5%) 

211 
100% 

 

 

Cerca de 83% das amostras foram obtidas de ovinos, sendo esta percentagem, 

na sua maioria, dividida entre o fígado e o pulmão, tendo sido ainda encontradas 17 

amostras (8,1%) no pâncreas destes animais. As restantes amostras foram obtidas de 

bovinos, caprinos e uma amostra humana, perfazendo um total de 211 amostras em 

estudo (Tabela 1). Os ovinos são o hospedeiro animal que apresenta maior número 

de quistos recolhidos daí que seria de esperar que apresentassem uma maior 

percentagem de quistos obtidos por órgão. 

Na tabela 2 indica-se o número de quistos férteis presentes no pulmão, fígado, 

pâncreas e rim, de cada espécie. 
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Tabela 2. Distribuição das amostras consoante o hospedeiro, o órgão e a quantidade de quistos férteis 

 
Hospedeiro 

Total 
Ovino  Bovino Caprino  Humano 

Quistos Férteis 

Pulmão 15 
(19,7%) 

9 
(11,8%) 0 0 24 

 (31,6%) 
Fígado 43 

(56,6%) 
3 

(3,9%) 0 0 46 
(60,5%) 

Pâncreas 5 
(6,6%) 0 0 0 5 

(6,6%) 
Rim 0 0 0 1 

(1,3%) 
1 

(1,3%) 

Total 63 
(82,9%) 

12 
(15,8%) 0 1 

(1,3%) 
76 

100% 
 

Em relação à fertilidade dos quistos, os ovinos apresentaram 15 (19,7%) 

quistos férteis no pulmão, 43 (56,6%) no fígado e ainda 5 (6,6%) quistos férteis 

obtidos a partir do pâncreas, enquanto os bovinos apresentaram 9 (11,8%) e 3 (3,9%) 

quistos férteis no pulmão e no fígado respectivamente. Quanto aos caprinos, não 

apresentaram quistos férteis. O único quisto obtido de um humano foi no rim e era 

fértil. Verificou-se que maioritariamente as amostras férteis obtidas eram 

provenientes de fígado de ovino, sendo esta também a espécie de onde se obtiveram 

maior número de amostras, na generalidade. 

Quanto à idade dos animais podemos referir que há uma elevada discrepância 

entre a mesma, havendo valores desde 3 meses, no caso dos caprinos, até 18 anos, no 

caso dos bovinos, sendo que a maior parte dos ovinos apresentavam cerca de 12 

meses de idade aquando do abate.  

Para uma melhor compreensão da importância destes dados a nível estatístico 

foram levantadas algumas hipóteses estatísticas que foram estudadas e das quais se 

apresentam os resultados. 

Foi colocada uma hipótese estatística de que a fertilidade dos quistos estaria 

relacionada com o hospedeiro parasitado. Os resultados da associação entre o 

hospedeiro animal e a fertilidade dos quistos encontram-se descritos na tabela 3, 

revelando que cerca de 30% dos quistos de ovino eram férteis contra cerca de 6% de 

quistos hidáticos de bovinos férteis. 
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 Tabela 3. Distribuição das amostras férteis, inférteis e calcificadas, por hospedeiro 

 
Hospedeiro	
  

Total	
  Ovino Bovino Caprino Humano 

Fértil	
   63 
(29,8%)	
  

12 
(5,7%)	
   0	
   1 

(0,5%)	
  
76 

(36,0%)	
  

Infértil	
   19 
(9,0%)	
  

5 
(2,4%)	
  

3 
(1,4%)	
   0	
   27 

(12,8%)	
  

Calcificadas	
   85 
(40,3%)	
  

15 
(7,1%)	
   0	
   0	
   100 

(47,4%)	
  

Contaminadas	
   8 
(3,8%)	
   0	
   0	
   0	
   8 

(3,8%)	
  

Total	
   175 
82,9%	
  

32 
15,2%	
  

3 
1,4%	
  

1 
0,5%	
  

211 
100,0%	
  

 

Quanto à fertilidade, as amostras podem ser classificadas em férteis ou 

inférteis, sendo também importante referir as amostras calcificadas (Figura 1). Houve 

contaminação bacteriana de algumas amostras, levando a pensar que as condições de 

colheita ou de armazenamento não tinham a  assepsia necessária.  

 

 
Figura 1. Pulmão de ovino evidenciando um quisto hidático calcificado 

 

Do total das 211 amostras, 36,0% (76) eram amostras férteis, 12,8% (27) 

amostras inférteis e 47,4% (100) amostras encontravam-se calcificadas. Houve ainda 

a contaminação bacteriana de 3,8% (8) amostras, que foram incineradas.  

Tendo em conta apenas as amostras férteis, 29,8% (63) correspondem a 

ovinos e 5,7% (12) a bovinos, o que seria expectável pois o número de amostras 

obtidas de ovinos também foi consideravelmente superior ao de bovinos. Das 

amostras inférteis, 9,0% (19) foram colhidas de ovinos, 12,4% (5) de bovinos e 1,4% 

(3) de caprinos. Nenhuma das amostras de caprinos era fértil pois estes eram animais 

muito jovens, não tendo ainda sido possível o desenvolvimento de protoescólices 
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dentro dos quistos. Apenas foi possível obter uma amostra de humanos (0,5%) que 

era fértil e proveniente de um quisto renal. 

Os caprinos não apresentaram amostras calcificadas, ao contrário do que se 

verificou para os ovinos e os bovinos, que apresentaram 40,3% (85) e 7,1% (15) de 

amostras calcificada, respectivamente.  

Em todos os aspectos encontramos maiores percentagens nos ovinos que nas 

outras espécies estudadas, mas também é necessário notar que quase 83% das 

amostras utilizadas neste estudo são provenientes de ovinos. 

Aceita-se a hipótese H1, pois foi encontrada associação entre a espécie e a 

fertilidade do quisto, valor de p<0,05 (tabela 4). 

 
Tabela 4. Associação entre a fertilidade dos quistos e a variável hospedeiro animal 

Hipóteses X2 Valor (d.f.) p 
valor 

H0: A Fertilidade dos quistos 
não está relacionada com o 

hospedeiro animal 
 

H1: A Fertilidade dos quistos 
está relacionada com o 

hospedeiro animal 

29,963 (12) 0,003 

 

Havendo uma relação entre as amostras férteis e o hospedeiro animal 

parasitado, foi elaborada uma nova hipótese estatística na qual se procurava 

relacionar a fertilidade dos quistos com o órgão de onde os mesmos eram recolhidos. 

Na tabela 5 estabelece-se a ligação entre a localização do quisto no hospedeiro e a 

fertilidade/calcificação dos quistos analisados. As oito amostras contaminadas no 

decorrer da análise dos quistos hidáticos, não foram consideradas para esta análise 

estatística.	
  
Tabela 5. Distribuição dos quistos férteis, inférteis e calcificados, por órgão parasitado 

 Órgão	
   Total	
  Pulmão	
   Fígado	
   Pâncreas	
   Rim	
  

Classificação	
  

Fértil	
   24	
   46	
   5	
   1	
   76	
  
11,8%	
   22,7% 2,5%	
   0,5%	
   37,4%	
  

Infértil	
   8	
   19	
   0	
   0	
   27	
  
3,9%	
   9,4%	
   13,3%	
  

Calcificados	
   61	
   27	
   12	
   0 
 

100	
  
30,0%	
   13,3% 5,9%	
   49,3%	
  

Total	
   93	
   92	
   17	
   1	
   203	
  
45,8%	
   45,3%	
   8,4%	
   0,5%	
   100,0%	
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Após exclusão das 8 amostras contaminadas ficaram 203 quistos hidáticos 

que foram tidos em consideração para esta análise, 45,8% (93) foram obtidos a partir 

do pulmão, 45,3% (92) do fígado, 8,4% do pâncreas e 0,5% do rim, demonstrando 

que o número de amostras obtidas do fígado e pulmão está bastante equiparada, 

quando analisados os números absolutos.  

Visando os quistos obtidos a partir do pulmão, 11,8% (24) são férteis, 3,9% 

(8) são inférteis e 30,0% (61) são calcificados, revelando que a percentagem de 

quistos férteis no pulmão é bastante inferior à de quistos calcificados, ~12% e 30%, 

respectivamente. 

Os quistos extraídos a partir do fígado foram 22,7% (46) férteis, 9,4% (19) 

inférteis e 13,3% (27) calcificados, demonstrando que quase um quarto das amostras 

obtidas provinha do fígado dos hospedeiros, e eram férteis, havendo apenas uma 

pequena percentagem de quistos inférteis. 

Ao analisar estes dados denota-se um número de amostras provenientes de 

fígado e de pulmão muito semelhantes em número absoluto, mas quando se analisam 

as condições de fertilidade, e consequente capacidade infecciosa para os hospedeiros, 

verifica-se que há um maior número de amostras férteis (maior capacidade de 

infecciosidade) com localização no fígado que nos outros órgãos. 

Relativamente à hipótese a provar, a associação entre a localização dos 

quistos e sua fertilidade, ela foi verificada (p<0,05). Assim sendo, aceita-se a 

hipótese H1 (tabela 6), demonstrando que o órgão onde se encontram maior número 

de quistos férteis é o fígado, um dos maiores órgãos do nosso organismo e rico em 

redes de capilares sanguíneos, necessários para a alimentação e crescimento do 

metacéstode. 
Tabela 6. Associação entre a fertilidade dos quistos e a variável órgão 

Hipóteses X2 Valor (d.f.) p valor 
H0: Fertilidade dos quistos 
não está relacionada com o 

órgão parasitado; 
H1: Fertilidade dos quistos 

está relacionada com o órgão 
parasitado. 

35,236 (9) 0,007 
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2.3.1. Distribuição geográfica das amostras obtidas 

 As amostras biológicas analisadas (sob a forma de quistos hidáticos) foram 

recolhidas entre Outubro de 2007 e Maio de 2011 em matadouros nas regiões Centro 

e Alentejo de Portugal continental (figura 2). Das amostras recolhidas há claramente 

um predomínio de distribuição pela região Alentejana, como apresentado na tabela 7, 

facto que tem sido referenciado por vários autores, sendo esta zona considerada 

endémica para E. granulosus (David Morais, 1998).  

 
Figura 2 - Distribuição geográfica, por distrito, das amostras de Echinococcus granulosus recolhidas 

entre 2007 e 2011 

 

Tabela 7. Distribuição geográfica das amostras recolhidas entre 2007 e 2011 

Zonas geográficas Norte1 Centro2 Lisboa e Vale 
do Tejo3 Alentejo4 Algarve Total 

Número de Amostras 1 
(0,5%) 

39 
(18,5%) 

21 
(9,9%) 

150 
(71,1%) 0 211 

1 Distritos de Braga, Bragança, Porto, Viana do Castelo e Vila Real; 2 Distritos de Aveiro, Castelo Branco, Coimbra, 

Guarda, Leiria e Viseu; 3 Distritos de Santarém e Lisboa; 4 Distritos de Beja, Évora, Portalegre e Setúbal 

 

Os dados obtidos no presente estudo indicam-nos que a zona do Alentejo 

continua a ser a zona onde existe o maior predomínio do quisto hidático em Portugal, 
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com aproximadamente 71% do total de amostras obtidas neste estudo, enquanto na 

zona do Algarve, nos locais de colheita das nossas amostras, não se encontrou 

nenhuma amostra parasitada com o E. granulosus e na região Norte de Portugal 

apenas uma amostram revelou ser quisto hidático.  

 

2.4. Discussão 

A hidatidose, uma das mais importantes parasitoses provocadas por helmintas 

no Homem, apresenta algumas lacunas no campo dos estudos epidemiológicos, 

sendo difícil estabelecer uma prevalência precisa nos hospedeiros intermediários dos 

diferentes países onde esta está documentada (Njoroge et al., 2002). Esta doença 

apresenta uma distribuição geográfica à escala mundial, especialmente em regiões 

onde os habitantes vivem em condições sanitárias precárias e próximo de animais, 

sendo a Bacia Mediterrânica uma área em que esta parasitose assume maior 

relevância (McManus et al., 2003).  

Portugal encontra-se entre os países considerados pela OMS como endémico, 

com uma incidência nacional estimada em 2,2 casos/100.000 habitantes (McManus 

et al., 2003, Gemmell et al., 2001). No entanto, há estudos que indicam que este 

quadro epidemiológico tem maior importância na região do Alentejo. No presente 

estudo, de facto foi confirmado que a zona com maior amostragem é o Alentejo, 

composto pelos distritos de Portalegre, Évora e Beja, como demonstrado na figura 2, 

vindo a confirmar os estudos realizados no século passado onde esta era, 

epidemiologicamente, a zona mais afectada pela hidatidose (David Morais, 2010, 

2007). No entanto, este facto pode dever-se a um viés associado à origem geográfica 

da maioria dos quistos hidáticos analisados (Beiras e Alentejo), tendo-se tido acesso 

restrito a amostras provenientes do Norte de Portugal. Assim, seria necessário o 

acesso a amostras provenientes de outras zonas geográficas de Portugal para se poder 

retirar com certezas esta conclusão. Não obstante, e tal como David Morais defendeu 

em 1998, a região considerada hiperendémica para E. granulosus era o Alentejo e na 

actualidade continua a ser a região mais prevalente para o parasita. 

Quanto à fertilidade, as amostras podem ser classificadas em férteis ou 

inférteis, sendo também importante referir as amostras calcificadas pois significa que 
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houve uma resposta imunitária do hospedeiro que impediu a permanência do parasita 

vivo dentro do quisto.  

No que diz respeito à análise da fertilidade dos quistos encontrados e 

distribuição por diferentes órgãos, os resultados obtidos estão de acordo com o 

observado por Ponce-Gordo (1995), isto é, os quistos férteis em bovinos são mais 

comuns no pulmão, enquanto em ovinos estão habitual e maioritariamente 

localizados no fígado. Os resultados estão também de acordo com a informação 

veiculada noutras publicações, no que se refere ao haver maior número de pequenos 

ruminantes (ovinos) infectados por E. granulosus do que bovinos (Abusheewa et al., 

2010, Ponce-Gordo, 1995). Em Portugal, pode-se tentar explicar este facto 

invocando uma maior existência de ovinos, os quais ainda continuam em regime 

extensivo de crescimento (David Morais, 1998), alimentando-se do que encontram 

no campo, campo esse onde podem existir os ovos de E. granulosus. Por seu turno, 

os bovinos, mesmo que se encontrem em regime extensivo de crescimento, demoram 

mais anos a desenvolver-se e são abatidos numa idade mais avançada, sendo que 

muitos dos seus quistos hidáticos já se encontram calcificados, logo não são úteis 

para o presente estudo. 

É importante evidenciar que apenas 1,4% do total de amostras de quistos 

hidáticos foram obtidas na espécie caprina, estando estes presentes no fígado, sendo 

esta espécie descrita na literatura (Ponce Gordo, 1995) como a mais selectiva nos 

locais onde se alimenta e na forma como se alimenta. Esta espécie tem uma maior 

tendência para se alimentar de pequenos arbustos e folhas pendentes, sendo estes 

locais menos prováveis de estarem contaminados com ovos de E. granulosus, 

provenientes das fezes dos hospedeiros definitivos que possam circular pelos 

campos. 

Tendo em conta apenas as amostras férteis, quase 30% correspondem a 

ovinos e cerca de 6% a bovinos, estes dados estão de acordo com os relatórios da 

OMS, onde é referido que as amostras em ovinos são, em percentagem, mais férteis 

que as de bovinos (Gemmell et al., 2001). Das amostras inférteis, quase 20% foram 

colhidas de ovinos, pois esta foi a espécie de hospedeiro com maior peso amostral, 

logo seria normal que houvesse uma maior probabilidade deste facto ocorrer. 

Nenhuma das amostras de caprinos era fértil pois estes eram animais muito jovens, 
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não tendo por isso ainda existido o desenvolvimento de protoescólices dentro dos 

quistos. 

Quanto à fertilidade por órgão parasitado, os resultados obtidos são apoiados 

pelo estudo de Ibrahim (2009) em que os quistos hepáticos de ovinos apresentavam 

maior número de quistos férteis em relação aos pulmonares e cujas taxas de 

fertilidade de quistos hepáticos de camelos, bovinos, ovinos e caprinos foram 

maiores do que as pulmonares. Tal facto pode dever-se à estreita relação entre o cão, 

ovino e homem, que torna possível a finalização do ciclo de vida do parasita (Berhe, 

2009). 

Quanto à espécie bovina, a maioria dos quistos era pulmonar estando de 

acordo com a bibliografia que indica que a maioria dos quistos hidáticos bovinos são 

pulmonares enquanto nos ovinos são hepáticos (Al-Yaman, 1985). Deve ser 

destacada a alta incidência de quistos observada no pulmão, no entanto o número de 

quistos férteis é baixo (Ponce Gordo, 1995). Em contrapartida, a taxa de fertilidade 

de quistos hepáticos foi menor do que a pulmonar em bovinos, o que é apoiado pelos 

resultados obtidos no presente estudo (Ibrahim, 2009). 

 A localização de quistos no pâncreas não é muito comum. Efectivamente, a 

literatura relata uma incidência entre 0,1% e 2% de todos os quistos hidáticos em 

humanos (Krige et al., 2005), não havendo descrição de percentagens de incidência 

dos mesmos em animais. Sendo o pâncreas um órgão ricamente irrigado pelo sistema 

sanguíneo será perfeitamente normal que os ovos circulantes na rede arterial e 

venosa do hospedeiro por aqui passem e, caso sejam de maior tamanho que o calibre 

dos vasos sanguíneos onde viajam possam ficar aí retidos e se possam vir a 

desenvolver, apesar dos poucos casos humanos descritos como tal (Krige et al., 

2005). 

O grande número de amostras calcificadas, juntamente com a baixa 

fertilidade, pode ser explicado tendo em conta que o valor económico individual de 

cada animal é geralmente alto, e como tal estes animais são (em geral) alvo de 

muitos cuidados veterinários. Assim, existe a possibilidade de que ao utilizar 

fármacos com espectro profilático, possam ter um efeito colateral nos quistos, 

causando a degeneração da membrana germinativa (Ponce Gordo, 1995). 
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Em conclusão, como a fertilidade dos quistos hidáticos em ovinos é superior 

aos de outras espécies, estes animais têm nitidamente um papel importante na 

continuação do ciclo de vida do E. granulosus, providenciando hospedeiros 

intermediários capazes de perpetuar este ciclo durante gerações. Foi encontrado um 

maior número de quistos férteis no fígado na espécie ovina, enquanto na espécie 

bovina estes apresentavam-se ao nível do pulmão. 
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circulação internacional com arbitragem científica: 

 Beato, S., Roque, C., Parreira, R., Belo, J., Grácio, M.A. (2015). Comparative 

performance of five different methods for the extraction of Echinococcus 

granulosus DNA from biological samples. World Journal of Microbiology and 

Biotechnology.  
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Resumo 

O Echinococcus granulosus é o agente etiológico da hidatidose/equinococose. 

É um céstode com distribuição mundial e apresenta uma grande variabilidade 

genética, o que justifica a sua classificação em vários genótipos, tendo 

inclusivamente alguns deles adquirido recentemente o estatuto de novas espécies. 

Atualmente, a controvérsia ao redor da sua classificação taxonómica tem sido 

estudada por inferência filogenética utilizando sequências de DNA obtidas a partir de 

amostras biológicas. 

Neste estudo foi comparada a performance de 5 métodos de extração de 

DNA, a partir de protoscólices de E. granulosus. Esta comparação foi efetuada tendo 

como base a eficiência da extracção, a reprodutibilidade e a pureza do DNA. As 

quantificações foram efetuadas por espectrofotometria, excepto a integridade do 

DNA, avaliada através da amplificação do gene mitocondrial citocromo c oxidase 

subunidade 1 (CO1). 

A versão modificada do método de extração fenol-clorofórmio demonstrou 

ser o método mais eficaz para a extração de DNA, no entanto o grau de pureza não é 

o ideal. Apesar disso, este baixo grau de pureza das amostras não impediu a 

amplificação do gene CO1 por PCR. Resumindo, o High pure PCR template 

preparation kit foi considerado como o método de eleição para a extração de DNA 

de E. granulosus.  

 

Palavras-chave: Echinococcus granulosus, extracção DNA, concentração DNA, 

pureza DNA 
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CAPÍTULO 4 

Dominância aparente do complexo genético  

G1-G3 de Echinococcus granulosus na região 

centro de Portugal  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Este capítulo corresponde ao artigo publicado em revista de circulação 

internacional com arbitragem científica:  

Beato, S., Parreira, R., Calado, M.C., Grácio, M.A. (2010). Apparent dominance of 

the G1-G3 genetic cluster of Echinococcus granulosus strains in the central 

inland region of Portugal. Parasitology International, 59(4):638-42. 
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Resumo 

A infecção pelo estadio larvar do cestode Echinococcus granulosus provoca 

uma doença conhecida como equinococose ou hidatidose, que é uma das 

infecções zoonóticas mais comuns de importância veterinária e médica. Numerosos 

estudos têm demonstrado que o E. granulosus existe como um complexo de estirpes 

diferentes e apresenta uma ampla variedade de critérios para a sua identificação. Dez 

genótipos distintos (G1-G10) foram identificados como tendo potencial impacto 

sobre a patologia, epidemiologia e medidas implementadas para o controlo da 

hidatidose.  

O principal objectivo deste estudo foi realizar uma análise preliminar dos 

genótipos de E. granulosus que circulam na região central do interior de Portugal. 

As amostras de parasitas (quistos hidáticos, n = 27) foram isolados a partir do 

fígado e do pulmão de bovinos e ovinos. O DNA extraído de isolados de 

protoescólices dos quistos férteis serviram de base para a amplificação por PCR de 

uma parte dos genes mitocondriais citocromo c oxidase subunidade 1 (cox1) e ATP 

sintase F0 subunidade 6 (atp6), bem como as grandes rrnL / (16S) e pequenas (rrnS / 

12S) genes de RNA ribossómico.  

Foram feitas comparações nas bases de dados com sequências homólogas que 

indicaram uma muito alta similaridade com as referências atribuídas ao G1, G3 e / ou 

complexo G1-G3 de Echinococcus. A análise filogenética (Abordagem Bayesiana) 

apoiou essas observações, e confirmou a atribuição de todas as sequências analisadas 

para o cluster genético G1-G3. 

 

Palavras-chave: Echinococcus granulosus; quisto hidático; genótipos G1-G3; 

Portugal; DNA mitocondrial 
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Apparent dominance of the G1-G3 genetic cluster of Echinococcus granulosus 
strains in the central inland region of Portugal (artigo publicado) 
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CAPÍTULO 5  

Echinococcus granulosus em Portugal: primeira 

evidência do genótipo G7 em gado bovino  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Este capítulo corresponde ao artigo publicado em revista de circulação 
internacional com arbitragem científica:  

Beato, S., Parreira, R., Roque, C., Gonçalves, M., Silva, L., Maurelli, M.P., Cringoli, 

G., Grácio, M.A. (2013). Echinococcus granulosus in Portugal: The first report of 

the G7 genotype in cattle. Veterinary Parasitology, 198 (1-2), 235-239. 
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Resumo 

Embora a hidatidose/equinococose continue a ser reconhecido como um 

problema de Saúde Pública em Portugal, os dados moleculares em relação aos tipos e 

prevalência de infecção de estirpes de seu agente etiológico (Echinococcus 

granulosus) ainda são escassos.  

Ao longo dos últimos anos temos vindo a avaliar a prevalência da CE no país, 

e neste artigo foram determinados os genótipos do parasita que infectam ovinos, 

caprinos, bovinos e humanos, em Portugal, com base em 209 quistos hidáticos 

provenientes de fígado (n = 96), pulmão (n = 95), pâncreas (n = 17) e rim (n = 1), 

amostras estas que foram obtidas entre 2007 e 2011. Protoescólices ou membranas 

germinativas foram recolhidas a partir de quistos individuais, o DNA foi extraído, e 

uma parte desse DNA que codifica o gene mitocondrial citocromo c oxidase 

subunidade 1 foi amplificado por PCR.  

No geral, os resultados confirmam o domínio global do cluster G1-G3 de E. 

granulosus, que são particularmente prevalentes no Centro e Sul de Portugal, em 

ruminantes. Inesperadamente, uma sequência do parasita com origem num bovino 

encontrado corresponde ao genótipo de E. granulosus G7 (actualmente descrito 

como E. canadensis), aqui relatada pela primeira vez em bovinos, e em Portugal. 

 

 

 

Palavras-chave: Echinococcus granulosus; Portugal; genótipos; hospedeiros 

intermediários; citocromo oxidase mitocondrial 
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6.1. Introdução 

A hidatidose é uma zoonose causada pelo estadio larvar do céstode 

Echinococcus granulosus. Esta afeta anualmente um elevado número de humanos e 

animais, causando sérios problemas económicos e de saúde, devido a migrações e mau 

controlo sanitário dos animais (Andresiuk et al., 2013, Sharma et al., 2013, Craig et al., 

2007). Portugal é caracterizada pela OMS como um país hiper-endémico em que esta 

doença é um problema de Saúde Pública (OMS, 2002), ainda que nos últimos anos 

apenas a zona do Alentejo esteja indicada como híper-endémica (David Morais, 2010). 

A extensa variação intraespecífica no E. granulosus está associada com a mudança do 

ciclo de vida doméstico e silvático, a especificidade do hospedeiro, distribuição 

geográfica, dinâmica de transmissão, infecciosidade para os humanos, antigenicidade e 

sensibilidade a agentes quimioterapêuticos (Sharma et al., 2013, Romig, 2003, 

Thompson e McManus, 2002). 

A caracterização genética do género Echinococcus veio auxiliar o 

desenvolvimento de estudos epidemiológicos mais robustos. Estes demonstraram que a 

prevalência da hidatidose em geral varia em função do tipo de hospedeiro analisado, 

particularmente envolvendo os diferentes genótipos de E. granulosus s.s.. No caso dos 

seres humanos tem sido discutida a sua susceptibilidade à hidatidose, sendo expectável 

de que esta dependa não só de determinantes genéticos das populações humanas, mas 

também do genótipo de E. granulosus (Nakao et al., 2007). Os níveis de variabilidade 

genética e as relações filogenéticas dentro e entre genótipos de E. granulosus têm 

implicações importantes para a segurança e desenvolvimento de programas eficientes de 

controlo de doenças, assim como para o desenvolvimento de programas de controlo de 

custos no domínio da pecuária (Andresiuk et al., 2013).  

A classificação do género Echinococcus tem sido controversa durante largas 

décadas devido às pequenas alterações existentes nas características morfológicas dos 

diferentes genótipos, descritores taxonómicos inadequados e falta de provas para a 

segregação geográfica ou ecológica (McManus, 2013; Thompson e McManus, 2002). 

Na verdade, e principalmente com base em estudos de DNA mitocondrial, foi mostrado 

que o E. granulosus compreende dez genótipos diferentes (G1 a G10), que tinha sido 

dividido em espécies distintas, compreendendo E. granulosus sensu stricto (G1, G2 e 
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G3), E. equinus (G4), E. ortleppi (G5) e E. canadensis (G6, G7, G8, G9 e G10) (Nakao 

et al., 2007). Hüttner et al. (2008) propuseram uma outra espécie E. felidis, que foi 

posicionada como um taxon irmão de E. granulosus s.s. (McManus, 2013). Esses 

estudos indicaram que o complexo E. granulosus não é monofilético, mas parafilético 

(Knapp et al., 2011, Nakao, 2007), enquanto a análise de genes nucleares apenas sugere 

que o complexo E. granulosus seja monofilético (Sharma et al., 2013, Saarma et al., 

2009). A classificação dos genótipos do complexo G6-G10 ainda é ambígua, sendo a 

nomenclatura de E. canadensis a mais aceite. A revisão taxonómica para unificar 

estirpes de Echinococcus específicas de cervídeos, camelos e porcos numa única 

espécie, E. canadensis, tem sido sugerida (McManus, 2013, Moks et al., 2008, Nakao et 

al., 2007). Foram realizados alguns estudos que sugeriram que o complexo E. 

canadensis deve ser dividido em duas espécies, E. canadensis (G8 / G10) e E. 

intermedius (G6 / G7) (Ito et al., 2014, Nakao et al., 2013, Boubaker et al., 2013, 

Thompson, 2008). Esta proposta ganhou maior apoio nas análises filogenéticas 

baseadas no estudo das sequências de diferentes marcadores nucleares (Saarma et al., 

2009), mas as análises de filogenia do genoma mitocondrial contradizem essa 

suposição, mostrando que os genótipos G6, G7, G10 formam um subgrupo e o genótipo 

G8 é um taxon irmão (Moks et al., 2008). 

Os genótipos do complexo de espécies E. granulosus s.s. podem ser 

diferenciados pela composição das sequências de nucleótidos dos marcadores 

mitocondriais utilizados (subunidade 1 da nad-desidrogenase, subunidade 1 da 

citocromo oxidase C e a subunidade 6 da ATP sintase F0). Esta informação foi 

transmitida em alguns estudos, mas a diferença entre o complexo de espécies E. 

granulosus s.s. é pequena (McManus, 2013, Rinaldi et al., 2008) e alguns autores 

referem que entre G2 e G3 não há diferenças, pelo menos no gene NADH (Casulli et 

al., 2008), no entanto são relatadas algumas diferenças no gene COI (Pednekar et al., 

2009). Numa tentativa de detecção e discriminação dos genótipos do complexo G1-G3, 

em 2009, um grupo italiano otimizou a técnica de PCR em tempo real, utilizando como 

base o gene ribossomal 12S, que indiciava pequenas diferenças nas temperaturas de 

desnaturação da dupla cadeia de DNA entre o genótipo G1 e G2/G3. Estes resultados 

foram importantes pois conseguiram separar o genótipo G1 dos outros dois pertencentes 

a este complexo, mas não resolveu por inteiro a diferenciação do complexo (Maurelli et 
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al., 2009). Foram também utilizadas outras técnicas de biologia molecular para tentar 

demonstrar esta diferenciação como o RAPD-PCR, utilizado em amostras de diferentes 

hospedeiros intermediários, não tendo sindo possível esta diferenciação genética (Taha, 

2012). Ao comparar, utilizando o BLASTn, os amplicões obtidos em diversos estudos 

com as sequências de referência depositadas no GenBank, é possível identificar 

inequivocamente todas as espécies/genótipos pertencentes ao complexo E. granulosus 

s.s., mas dentro do complexo, é difícil identificar as diferenças entre os genótipos G1, 

G2 e G3.  

As hipóteses filogenéticas defendidas actualmente foram alargadas com base nas 

informações obtidas a partir da sequenciação completa do genoma mitocondrial, 

contudo é importante estudar os genes nucleares, como fonte alternativa de 

conhecimento. Sabe-se que o DNA mitocondrial dá informações importantes quanto à 

filogenia das espécies, contudo é, geralmente, haploide, apresenta cópias múltiplas e dá 

acesso a vários genes onde não ocorre recombinação (Saarma et al., 2009). É importante 

referir que com base na análise do genoma mitocondrial foi possível diferenciar as 

espécies neotropicais E. oligarthrus e E. vogeli (Santos et al., 2012). Estes genes 

parecem apresentar uma “rápida” evolução (Brown, 1983, Brown et al., 1979), podendo 

limitar as informações transmitidas (Saarma et al., 2009). Outra característica do DNA 

mitocondrial é a transmissão materna do mesmo, sendo que nos parasitas há trabalhos 

que revelam algumas alterações intraespecíficas (Jannotti-Passos et al., 2001). Com a 

forte ligação existente entre os genes que compõem o genoma mitocondrial (genoma 

circular), a informação obtida a partir dos diferentes genes não representa 

filogeneticamente a história evolutiva dos genomas (Ballard e Rand, 2005). Assim é 

necessário o estudo de genes nucleares que apresentam características favoráveis ao 

estudo da evolução genómica das estirpes/espécies, tendo em atenção que podem existir 

no genoma nuclear cópias parálogas o que pode induzir em erros na construção da 

filogenia das espécies (Saarma et al., 2009). 

Com base em todas estas informações pretende-se verificar se existem 

diferenças entre o complexo E. granulosus s.s. (G1-G3) com base na análise 

filogenética de parte da sequência de 4 genes mitocondriais (COI, ATP6, 12S rRNA e 

16S rRNA), e na análise dos codões codificados pelos genes COI e ATP6 e, ainda, a 

análise da variabilidade nucleotídica dos fragmentos 12S rRNA e 16S rRNA. Também 
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se pretende analisar fragmentos de dois genes nucleares ELP e EF1a de forma a avaliar 

as relações filogenéticas deste género, com base na análise filogenética destes genes 

nucleares. Vai tentar-se compreender se os fragmentos nucleares sequenciados 

apresentam relações diferentes entre as diversas espécies/genótipos que compõem este 

grupo, em relação ao que se obtém com a análise dos genes mitocondriais. 

 

 

6.2. Materiais e métodos 

 Foram recolhidas amostras provenientes de diferentes hospedeiros 

intermediários, no período de Outubro de 2007 a Maio de 2011, recorrendo a diferentes 

matadouros e a um hospital na região centro. As amostras biológicas provenientes de 

animais consistiram numa colecção de 210 quistos (175 ovinos, 32 bovinos e 3 

caprinos). Os isolados foram recolhidos a partir dos matadouros de Alcains, Guarda, 

Pedrogão Grande e Sousel, Portugal. A única amostra de um quisto hidático proveniente 

de um humano teve como origem um paciente do sexo masculino com 65 anos de idade, 

com hidatidose confirmada pela observação ao microscópio do líquido hidático e exame 

histopatológico, tendo sido o quisto encontrado no rim. Foram também estudadas três 

amostras de DNA de búfalos provenientes de Itália e duas amostras de DNA de ovinos 

provenientes do Brasil. 

O DNA genómico foi extraído de 72 quistos férteis (tabela 2) com o kit de “High 

pure PCR Template Preparation” (Roche, Alemanha), conforme indicado pelo 

fornecedor, e armazenado a -20ºC. Foram ainda utilizadas 2 amostras DNA 

provenientes do Brasil e 3 amostras provenientes de Itália, caracterizadas como 

Echinococcus sensu stricto G3, para comparação com as amostras portuguesas. 

Fragmentos do gene mitocondrial COI (codificando a subunidade I da citocromo 

oxidase C) foram amplificados a partir de 77 amostras de DNA, como descrito por 

Bowles e McManus (1992), utilizando os primers JB3 / JB4.5 (Bowles e McManus, 

1993). Além disso, foram amplificados ainda fragmentos de outros genes mitocondriais, 

utilizando primers concebidos para este fim (tabela 1). A amplificação por PCR foi 

realizada com o kit “Illustra™ puReTaq Ready-to-go PCR beads” (GE Healthcare, 

Buckinghamshire, Reino Unido), utilizando 0.6µM de cada primer num volume final de 
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reação de 25 µl. Os perfis térmicos de PCR incluíram 5 min a 94ºC, seguidos de 35 

ciclos de 45 segundos a 94ºC, 45 segundos a 55ºC e 1 minuto a 72ºC, e finalmente 10 

minutos a 72ºC. Os produtos de PCR foram separados em gel de agarose (1%) corado 

com brometo de etídio. 

 

 
Tabela 1 – Sequências de primers desenhados para o estudo de fragmentos de genes mitocondriais 

Nome do primer Sequência (5’-3’) 

ATP6F 5’ AAACTGTRGGGTTCATGTCYC 3’ 

ATP6R 5’ CACAACATAAAHGGAAAYAAACCAAAC 3’ 

12SrF 5’ GGTTTATTTGCCTTTTGCATCATGC 3’ 

12SrR 5’ CCTAAGTCAACATCGAGGTGGCAAAC 3’ 

16SrF 5’ AGCCAGGTCGGTTCTTATCTATTG 3’ 

16SrR 5’ CGAGGGTGACGGGCGGTGTGTAC 3’ 

 

Foram também amplificados dois fragmentos de genes nucleares que codificam 

para a proteína esrina-radixina-moezina (ERM) – fragmento do gene ELP, e para o 

factor de elongação 1 alfa (EF1a) como descrito por Xiao et al., 2005 e Saarma et al., 

2009, respectivamente. Foram utilizados os primers ELPF/ELPR e EfF/EfR, 

respectivamente (Xiao et al., 2005, Saarma et al., 2009), respeitando as condições de 

PCR descritas pelos mesmos autores.  

Os amplicões de DNA obtidos foram directamente purificados a partir das 

misturas de reacção utilizando o kit “QIAquick PCR Purification” (Qiagen, Valencia, 

EUA), e directamente sequenciados. A PCR foi seguida por sequenciação em ambos os 

sentidos usando o analisador ABI 3730xl DNA. A análise das sequências de nucleótidos 

foi feita comparando as sequências obtidas com outras sequências depositadas nas bases 

de dados do Centro Nacional de Informações Biotecnológicas (disponível em 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

As relações filogenéticas foram inferidas a partir de sequências de nucleótidos 

alinhados com MAFFT vs.6 (mantendo o alinhamento dos codões), utilizando o modelo 

evolutivo indicado por jModeltest (Posada, 2009), definido com base no critério 
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informativo de Akaike (GTR+I+Γ). As sequências de referência do parasita utilizadas 

foram obtidas através de consulta de bases de dados públicas. As árvores filogenéticas 

foram construídas utilizando a aplicação informática MrBayes v3.0b4 (Ronquist e 

Huelsenbeck, 2003), e consistiram em 20x106 gerações a partir de uma árvore aleatória 

e quatro cadeias de Markov com valores padrão amostrados uma vez em cada 1000 

gerações. Os primeiros 10% de árvores amostradas foram descartadas (burn-in). Para 

evitar desvios aparentes, duas séries separadas foram realizadas para cada análise. O 

visualizador gráfico Figtree 1.3 (http://tree.bio.ed.ac.uk) foi usado para desenhar árvores 

filogenéticas. A todas as árvores foi-lhes associada uma raiz, correspondendo esta ao 

taxon Taenia crassiceps. Todas as sequências determinadas no decorrer deste estudo 

foram depositadas em bases de sequências nucleotídicas de acesso público (EMBL / 

GenBank /DDBJ). Foram consideradas como estatisticamente significativas apenas as 

probabilidades a posteriori superiores a 0,8 (p> 0,8). 

A análise de aminoácidos, para os genes COI e ATP6 foi realizada com o 

software Mega 5, sendo que as sequências de aminoácidos foram inferidas a partir das 

sequências nucleotídicas utilizando o código genético mitocondrial dos Equinodermes e 

vermes achatados (“Echinoderm and flatworm mitochondrial genetic code”) (Nakao et 

al., 2000). 

A análise da diversidade nucleotídica (π) para os genes ribossómicos12S rRNA e 

16S rRNA foi realizada com a ajuda do software Mega 5.0 com base no modelo 

kimura-2-parâmetros com uma distribuição gama (G) (Tamura et al., 2011, Nei e 

Kumar, 2000, Kimura, 1980). 
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6.3. Resultados 

Das 77 amostras férteis usadas no presente estudo provenientes de diferentes 

espécies de hospedeiros intermediários como ovinos, bovinos, búfalos e humanos, 

observamos uma maior prevalência de amostras de ovinos em relação a todas as outras 

espécies (tabela 2). Em relação ao órgão parasitado, a maior prevalência foi encontrada 

no fígado, apesar de uma boa representatividade de amostras provenientes do pulmão.  

6.3.1. Análise filogenética dos marcadores mitocondriais  

As amostras foram caracterizadas com base na análise molecular de um 

fragmento do gene mitocondrial COI tendo-se obtido os resultados descritos na tabela 2. 

 

Tabela 2 – Característica das amostras trabalhadas por hospedeiro humano e animal, localização dos 

quistos e genótipo 

 Número de 
amostras Genótipos1 

Humano 1 G1 
Hospedeiro animal 

Bovinos 12 G1 e G7 
Búfalos 3 G1-G3 
Ovinos 61 G1 e G1-G3 

Localização dos Quistos 
Rim 1 G1 

Fígado 47 G1, G1-G3 e 
G7 

Pulmão 24 G1 
Pâncreas 5 G1 

1 Genótipos definidos com base na análise do fragmento mitocondrial do gene COI (figura 1) 

 As árvores filogenéticas obtidas para os diferentes fragmentos de genes 

sequenciados foram construídas e analisadas verificando-se a existência de um 

complexo G1-G3 de E. granulosus s.s. em todas (figura 1, 2, 3, 4 e 5), com segregação 

de um pequeno grupo de sequências dentro deste complexo, em todas as árvores com 

excepção do fragmento do gene ribossomal 12S (figura 1). Este fragmento ribossomal 

sequenciado apresenta todas as amostras pertencentes ao complexo G1-G3 do E. 

granulosus s.s. encontram juntas, não havendo segregação de nenhuma delas dentro 
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deste complexo. Com os dados fornecidos por esta árvore filogenética parece que a 

análise do fragmento do marcador 12S rRNA estudado apresenta uma menor 

capacidade de resolução e existe neste fragmento um índice de variabilidade 

nucleotídica baixo (π= 0,007). 

 

Figura 1 – Árvore filogenética (análise bayesiana) gerada a partir da análise das sequências parciais do 
gene ribossomal 12S, de Echinococcus sp.. As sequências obtidas das estirpes portuguesas estão 
indicadas por números e pelos prefixos “S”, “C” e “V” e as sequencias obtidas das estirpes italianas estão 
indicadas pelo prefixo “IT”. A árvore foi construída tendo como outgroup uma sequência de Taenia 
crassiceps (NC002547). Todas as sequências obtidas neste estudo foram depositadas nas bases de dados 
públicas EMBL/GenBank/DDBJ com os números de acesso FR667922-FR667949 e HG975333-
HG975356. 
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  Ao ser analisada apenas a árvore filogenética construída com base na análise das 

sequências de um fragmento (de cerca de 450 pb) do gene mitocondrial COI, consegue-

se diferenciar um pequeno grupo de 5 amostras que parece segregar dentro deste 

complexo G1-G3 (figura 2). Neste grupo localizam-se as sequências referentes a três 

amostras provenientes de Itália e descritas como pertencendo ao genótipo G3 do E. 

granulosus s.s., mas a probabilidade a posteriori obtida (p=0,79) não nos permite 

confirmar esta segregação, carecendo de confirmação posterior. Mesmo não obtendo um 

p>0,8 desta segregação consegue-se distinguir algumas amostras caracterizadas como 

genótipo G3 (amostras provenientes de Itália e algumas portuguesas) do grupo G1/G2 

(figura 2). Assim, será necessário associar a esta a análise de outros marcadores 

mitocondriais. 
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Figura 2– Árvore filogenética (análise bayesiana) gerada a partir da análise das sequências parciais do 
gene mitocondrial COI de Echinococcus sp.. As sequências obtidas das estirpes portuguesas estão 
indicadas por números e pelos prefixos “S”, “C” e “V” e as sequencias obtidas das estirpes italianas estão 
indicadas pelo prefixo “IT”. A árvore foi construída tendo como outgroup uma sequência de Taenia 
crassiceps (NC002547). Todas as sequências obtidas neste estudo foram depositadas nas bases de dados 
públicas EMBL/GenBank/DDBJ com os números de acesso FN646353-FN646378, FR666904-FR666905 
e HF947552-HF947598 
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Ao analisar as árvores filogenéticas originadas pelas sequências dos fragmentos 

dos genes ribossomal 16S (Figura 3) e mitocondrial ATP6 (Figura 4) individualmente, 

consegue-se verificar que o agrupamento de sequências, observado na figura 2, é 

consistentemente observado na análise destes dois fragmentos e há uma outra amostra 

(S15) também dentro deste grupo. Existe uma maior probabilidade a posteriori, tanto 

para a análise feita com base na sequência do fragmento ATP6 (p=0,84), como com 

base na sequência do fragmento 16S rRNA (p=0,88), indicando que este grupo de 

amostras de facto segrega dentro do complexo G1-G3 de E. granulosus s.s., 

conseguindo distinguir assim o genótipo G3, típico do búfalo, dos genótipos G1-G2, 

genótipos típicos da ovelha comum e da ovelha da Tasmânia, respectivamente. Ao 

comparar a probabilidade a posteriori obtida para estes complexos na análise efectuada 

com as sequências destes dois fragmentos encontramos uma maior probabilidade para o 

fragmento 16S indicando que este poderá ser o marcador molecular mais robusto, 

quando usado sozinho, para a diferenciação do genótipo G3 dos outros dois (G1 e G2).  
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Figura 3 – Árvore filogenética (análise bayesiana) gerada a partir da análise das sequências parciais do 
gene ribossomal 16S, de Echinococcus sp.. As sequências obtidas das estirpes portuguesas estão 
indicadas por números e pelos prefixos “S”, “C” e “V” e as sequencias obtidas das estirpes italianas estão 
indicadas pelo prefixo “IT”. A árvore foi construída tendo como outgroup uma sequência de Taenia 
crassiceps (NC002547). Todas as sequências obtidas neste estudo foram depositadas nas bases de dados 
públicas EMBL/GenBank/DDBJ com os números de acesso FR666874-FR666903 e HG975357-
HG975376. 
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Figura 4 – Árvore filogenética (análise bayesiana) gerada a partir da análise das sequências parciais do 
gene mitocondrial ATP6, de Echinococcus sp.. As sequências obtidas das estirpes portuguesas estão 
indicadas por números e pelos prefixos “S”, “C” e “V” e as sequencias obtidas das estirpes italianas estão 
indicadas pelo prefixo “IT”. A árvore foi construída tendo como outgroup uma sequência de Taenia 
crassiceps (NC002547). Todas as sequências obtidas neste estudo foram depositadas nas bases de dados 
públicas EMBL/GenBank/DDBJ com os números de acesso FR668537-FR668555 e HG975307-
HG975332. 
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Ao concatenar as sequências dos quatro fragmentos amplificados (~2600pb), 

COI+ATP6+12S+16S (figura 5) consegue-se obter uma probabilidade a posteriori 

próximo de 0,99, revelando uma robustez bastante elevada. Com os dados obtidos existe 

uma elevada probabilidade de identificação do genótipo G3 de E. granulosus s.s. dentro 

do complexo G1-G3, separando-o dos genótipos G1 e G2, não sendo possível a 

diferenciação destes dois, separadamente. 

 

Figura 5 – Árvore filogenética (análise bayesiana) gerada a partir da análise das sequências parciais 
concatenadas dos genes COI/ATP6/12S/16S (~2600 pb), de Echinococcus sp.. As sequências obtidas das 
estirpes portuguesas estão indicadas por números e pelos prefixos “S”, “C” e “V” e as sequencias obtidas 
das estirpes italianas estão indicadas pelo prefixo “IT”. A árvore foi construída tendo como outgroup uma 
sequência de Taenia crassiceps (NC002547). Todas as sequências obtidas neste estudo foram depositadas 
nas bases de dados públicas EMBL/GenBank/DDBJ. 
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Para complementar a análise foi feita a identificação de polimorfismos que 

possam estar associados a estes genótipos, como sendo a análise de aminoácidos 

codificados pelas sequências dos fragmentos de genes mitocondriais COI e ATP6, 

também uma análise das sequências do fragmentos de genes ribossómicos 12S e 16S 

procurando encontrar zonas de maior variabilidade e que pudessem ser únicas para 

determinar as diferenças entre os vários genótipos. Como base desta análise dos 

aminoácidos codificados pelos vários fragmentos de genes sequenciados foi tida em 

consideração a tabela do código genético alternativo para os equinodermes e vermes 

achatados (Nakao et al., 2010), devido à alteração de aminoácidos codificados por 

determinadas sequências. 

Tabela 3 - Distribuição dos genótipos das amostras estudadas após análise dos aminoácidos codificados 
pela porção analisada da sequência do gene mitocondrial COI 

 CODÃO* 
 16 18 20 84 87 

E. granulosus (G1) A F A S V 
E. granulosus (G2) A F A S V 
E. granulosus (G3) A F A S A 

E. equinus (G4) A L V N K 
E. ortleppi (G5) A L V N R 

E. canadensis (G6) S L V N A 
E. canadensis (G7) S L V N A 
E. canadensis (G8) S L V N G 
E. canadensis (G10) S L V N G 

E. shiquicus A F V N K 
E. vogeli A L V S K 

E. oligarthus S F V N K 
E. multilocularis G F V S K 

      
*A- Ala; F – Phe; G – Gly; K – Lys; L – Leu; N – Asn; R – Arg; S – Ser; V – Val. 

Tabela 4 - Distribuição dos genótipos das amostras estudadas tal como definido pela análise da sequência 
primária dos produtos aparentemente codificados pela secção analisada do gene COI 

 
Codão* Total 

16 18 20 84 87  G1 A F A S V 68 
G1BC A F V S V 2 
G1N A F A N V 1 
G3 A F A S A 5 

G6/G7 S L V N A 1 

     Total 77 
*A – Ala; F – Phe; L – Leu; N – Asn; S – Ser; V – Val. 
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Com base na análise dos aminoácidos codificados pela sequência do gene COI, 

com base na sequência AB033407 (tabela 3), foram identificados nas amostras do 

presente estudo, 3 genótipos diferentes e duas variantes do genótipo G1 (tabela 4). 

Foram identificadas mais duas amostras que na posição 20 codificavam para um resíduo 

de valina e não de aspartato (A20V). Foi ainda identificada uma amostra que na posição 

84 codificava para um resíduo de aspartato e não um de serina (S84N), aparentemente 

codificado por todas as outras sequências em análise, sendo identificada como uma 

variante ou haplótipo do genótipo G1 (tabela 4). Esta amostra é caracterizada como 

sendo proveniente do pulmão de um bovino proveniente do distrito de Beja, descrita 

como lesão única neste hospedeiro intermediário. Na mesma data foram recolhidas 

amostras de outros bovinos da mesma zona geográfica, mas sendo maioritariamente 

amostras inférteis ou calcificadas. Foram caracterizadas mais amostras provenientes 

desta localização geográfica pertencentes ao genótipo G1. Com base nesta análise 

conseguimos diferenciar as amostras S15, S29, S74, ITI1, ITI2 e ITI3 como sendo 

pertencentes ao genótipo G3 de E. granulosus s.s., apesar de apenas haver um 

aminoácido diferente entre o genótipo G1 e o G3 na posição 87.  

Foi feita uma análise da sequência nucleotídica do fragmento do gene ATP6, 

analisando os aminoácidos codificados, tendo por base a sequência AF297617 (contém 

todo o gene mitocondrial ATP6 e ainda fragmentos dos genes ND4 e ND2). A partir da 

sequência deste gene são codificados alguns aminoácidos diferentes para as diferentes 

espécies, mas dentro do complexo G1-G3 de E. granulosus s.s. há apenas diferença em 

3 aminoácidos (tabela 5). Ao analisar os aminoácidos codificados por este gene 

mitocondrial foi encontrada uma diferença entre os genótipos G6 e G7 de E. canadensis 

na posição 129 do mesmo, sendo que o genótipo G6 codifica para um resíduo de serina 

e o genótipo G7 codifica para um resíduo de metionina. No gene analisado 

anteriormente (COI) não era possível encontrar diferenças nos aminoácidos codificados 

entre estes dois genótipos. Foram também encontradas diferenças para os aminoácidos 

codificados, nesta mesma posição, para o genótipo G8, que codifica para um resíduo de 

guanina, e para o genótipo G10, que codifica para um resíduo de serina.  

 

 



CAPÍTULO 6 
 

143 
 

Tabela 5 - Distribuição dos genótipos das amostras estudadas após análise dos aminoácidos codificados 
pela porção analisada da sequência do gene mitocondrial ATP6 

 CODÃO* 
 88 115 127 129 189 

E. granulosus (G1) S F G G I 
E. granulosus (G2) S F ? G ? 
E. granulosus (G3) S L D G T 

E. equinus (G4) A F G S I 
E. ortleppi (G5) T F C G V 

E. canadensis (G6) T F C S V 
E. canadensis (G7) T F C M V 
E. canadensis (G8) A F C G V 
E. canadensis (G10) T F C S V 

E. shiquicus S I G S F 
E. vogeli S V S G I 

E. oligarthus T V G S V 
E. multilocularis T F C S V 

 
*A – Ala; C – Cys; D – Asp; F – Phe; G – Gly; I – Ile; L – Leu; M – Met; S – Ser; T – Thr; V – Val. 

A amostra V150, caracterizada como E. canadensis, apresentou 99% de 

identidade utilizando o BLASTn com as estirpes E. canadensis G7, mas nas árvores 

filogenéticas encontra-se num complexo que engloba as estirpes G6 e G7 não sendo 

possível fazer a segregação das mesmas. Ao analisar as sequências do fragmento do 

gene COI não é possível diferenciar G6 de G7 pois apesar de existirem substituições 

entre os nucleótidos que compõem as sequências destes genótipos estas são 

conservativas, resultando na conservação da sequência primária das proteínas 

codificadas pelos genes encontrados nos genótipos G6 e G7. No entanto ao analisar as 

sequências nucleotídicas do gene mitocondrial ATP6 foi possível encontrar um codão 

diferente na posição 129, sendo que no genótipo G6 este codifica para um resíduo de 

serina e no genótipo G7 codifica para um resíduo de metionina. A amostra V150 nesta 

posição codifica para um resíduo de metionina sendo então idêntica às sequências de 

referência de E. canadensis (G7). Este é um genótipo típico do porco e não de bovinos, 

sendo a primeira referência em Portugal a este genótipo neste hospedeiro intermediário.  

Quanto à análise da composição das sequências nucleotídicas dos fragmentos 

12S rRNA e 16S rRNA para o complexo de genótipos G1-G3 de E. granulosus s.s., a 

diversidade nucleotídica encontrada ao comparar as amostras deste complexo foi 

bastante baixa, no fragmento 12S rRNA (π=0,007). No que concerne às sequências do 

fragmento 16S rRNA, a diversidade nucleotídica dentro do complexo de genótipos G1-
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G3 foi maior (π=0,056) demonstrando que existe maior variabilidade nucleotídica no 

fragmento do gene 16S rRNA que no fragmento do gene 12S rRNA.  

 
Figura 6 – Distribuição, em percentagem, dos genótipos de Echinococcus obtidos pela análise dos codões 

do fragmento do gene mitocondrial COI no universo das amostras obtidas 

 

 Com base na análise dos aminoácidos codificados pelas sequências nucleotídicas 

do fragmento do gene COI foi feita uma distribuição da percentagem de amostras por 

genótipo, apresentada na figura 6, indicando que as 77 amostras estudadas distribuem-se 

maioritariamente (~93%) pelo genótipo G1 do E. granulosus s.s., tendo-se encontrado 

6% de amostras pertencentes ao genótipo G3 do E. granulosus s.s. e 1% de amostras 

pertencentes aos genótipos G6/G7 do E. canadensis.  

 
6.3.2. Análise filogenética dos marcadores nucleares  

  Para complementar o estudo realizado foram ainda amplificados dois fragmentos 

de genes nucleares e foi feita a sua análise filogenética separadamente. 

Foram sequenciadas com sucesso apenas seis sequências nucleotídicas para o 

gene nuclear EF1a (factor de elongação 1 alfa) (Figura 7). Esta árvore filogenética 

mostra que E. multilocularis é o taxon base no género Echinococcus, havendo de 

seguida uma segregação do E. shiquicus com uma probabilidade a posteriori de 1. 

Todas as outras espécies de Echinococcus têm origem no mesmo ramo, com uma 

probabilidade a posteriori de 0,76. Esta probabilidade a posteriori obtida encontra-se 

próximo do limite do que é considerado aceitável (p>0,8), sendo necessário o estudo de 
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outros genes nucleares. Dentro deste ramo há uma segregação com probabilidade a 

posteriori de 1, que engloba o E. ortleppi e o complexo E. canadensis. Dentro deste 

complexo E. canadensis (G6-G10) há uma separação entre os genótipos G6-G7 e os 

genótipos G8-G10, com probabilidades a posteriori de 0,91 e 1, respectivamente, 

revelando que com base na análise deste fragmento do gene a probabilidade destes taxa 

serem parafiléticos é elevada. As amostras usadas neste estudo segregam todas 

juntamente com as sequências de referência do complexo E. granulosus s.s.. 

Quanto ao baixo número de amostras que se conseguiram sequenciar, este facto 

pode ter ocorrido devido ao baixo número de cópias deste gene, ou ao esgotamento do 

material genético utilizado para os diversos estudos feitos neste trabalho, tendo sido este 

o último gene a ser sequenciado. Todas as amostras que se conseguiram sequenciar 

encontram-se dentro do grupo de E. granulosus s.s., resultados semelhantes aos obtidos 

com a análise dos genes mitocondriais.  

Neste fragmento de 1040 pb é possível encontrarmos a sequência nucleotídica 

que compõe o exão 2 e parte do exão 3, num total de 1008 pb codificantes, sendo o 

intrão existente entre estes dois exões bastante pequeno. Ao realizar a análise 

filogenética apenas dos exões, o resultado foi o mesmo, obtendo as mesmas 

probabilidades a posteriori. Assim a informação não codificante neste fragmento não 

tem influência na análise filogenética efectuada. 
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Figura 7 – Árvore filogenética (análise bayesiana) gerada a partir da análise das sequências parciais do 
gene nuclear EF1a (1040 pb), de Echinococcus sp.. As sequências obtidas das estirpes portuguesas estão 
indicadas por números e pelos prefixos “S”. A árvore foi construída tendo como outgroup duas 
sequências de Echinococcus multilocularis (AB306933 e EU834909). Todas as sequências obtidas neste 
estudo foram depositadas nas bases de dados públicas EMBL/GenBank/DDBJ. 
 
 Foi também amplificado e sequenciado um fragmento do gene nuclear ELP 

(Esrina-radixina-moesina like protein), tendo sido possível a sequenciação de 38 

amostras (Figura 8). Ao analisar esta árvore filogenética encontram-se as espécies E. 

oligarthrus e E. vogeli como base da mesma, considerados como taxa irmãos de todas 

as outras espécies de Echinococcus. Seguidamente a árvore segrega em três grupos 

diferentes sendo um composto por E. equinus, outro por E. shiquicus e E. multilocularis 

e outro por todas as restantes espécies de Echinococcus. Todos os grupos segregados 

apresentam elevada probabilidade a posteriori encontrando-se esta entre 0,88 e 1. Em 

relação às amostras do presente estudo encontramos uma (V150) que segrega 
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juntamente com os genótipos E. canadensis G6 e G7, os quais são segregados em 

conjunto. Estes genótipos estão separados do E. canadensis G8-G10 por uma elevada 

probabilidade a posteriori (p=1). A probabilidade a posteriori de E. felidis estar 

separado do complexo E. granulosus s.s. é de 0,86, revelando elevada probabilidade 

para que de facto seja o que acontece. Quanto às restantes amostras, encontram-se todas 

contidas no complexo E. granulosus G1-G3, dentro do qual encontramos dois pequenos 

grupos, contendo cada um duas amostras, que segregam sendo que duas destas amostras 

são as amostras Italianas (ITI1 e ITI3), descritas anteriormente como pertencentes ao 

genótipo G3. O outro pequeno grupo que segrega com elevada probabilidade são as 

amostras V189 e S71, amostras descritas morfologicamente como pertencentes a fígado 

de ovino e fígado de bovino respectivamente, provenientes da região do Alentejo.  

A análise filogenética feita com toda a sequência nucleotídica (905 pb) ou 

apenas com o fragmento do exão (55 pb), não demonstra uma topologia da árvore 

diferente, apenas se alterando os valores da probabilidade a posteriori. Estes 

demonstraram uma baixa resolução, pois a sequência codificante é muito pequena 

quando comparada com o tamanho total da sequência analisada. 

 Neste gene também não foi possível a amplificação e sequenciação de todas as 

amostras em estudo, provavelmente pelo baixo número de cópias do gene, à 

degeneração do material genético, manipulações diversas e esgotamento do mesmo 

material. 
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Figura 8 - Árvore filogenética (análise bayesiana) gerada a partir da análise das sequências parciais do 
gene nuclear ELP (914 pb), de Echinococcus sp.. As sequências obtidas das estirpes portuguesas estão 
indicadas por números e pelos prefixos “S” e “V” e as sequencias obtidas das estirpes italianas estão 
indicadas pelo prefixo “IT”. A árvore foi construída tendo como taxa de base uma sequência de E. 
oligarthrus (FN582294) e outra de E. vogeli (FN582293). Todas as sequências obtidas neste estudo foram 
depositadas nas bases de dados públicas EMBL/GenBank/DDBJ. 
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6.4. DISCUSSÃO 

Quando se comparam as sequências de referência de E. granulosus registadas 

nas bases de dados é possível identificar e distinguir grande parte das espécies 

pertencentes ou que pertenceram ao complexo E. granulosus. No entanto, dentro do 

complexo G1-G3 do E. granulosus s.s., é difícil identificar as diferenças entre os 

genótipos G1, G2 e G3. Com base nessas informações tentou-se verificar se existiam 

diferenças dentro do complexo E. granulosus s.s. (G1-G3) sequenciando fragmentos 

dos genes mitocondriais COI e ATP6 e dos genes ribossómicos 12S rRNA e 16S rRNA. 

A análise dos resultados foi feita com base na análise filogenética dos quatro 

fragmentos dos genes sequenciados, na análise dos codões codificados pelos fragmentos 

dos genes mitocondriais e ainda pela análise da diversidade nucleotídica dos fragmentos 

dos genes ribossómicos 12S rRNA e 16S rRNA. 

A presença de amostras pertencentes ao complexo G1-G3 do E. granulosus s.s. 

não apresenta uma novidade, pois este complexo é o que se encontra com maior 

dispersão mundial e amplamente adaptado a diversos hospedeiros intermediários 

(Sharma et al., 2013, Romig, 2003). Em Portugal, a maior parte das amostras 

sequenciadas encontram-se caracterizadas como pertencentes ao complexo G1-G3 do E. 

granulosus s.s. sendo este o que representa maior infecciosidade para o Homem (Beato 

et al., 2010). A diferenciação entre os três genótipos que compõem este complexo não é 

fácil, pois a maior parte dos genes mitocondriais apresentam alguma variabilidade 

nucleotídica nas suas sequências, mas que se reflete numa baixa variabilidade de 

aminoácidos codificados (Boufana et al., 2014). Como foi possível verificar, ao analisar 

cerca de 2600 pb houve uma diferenciação entre o E. granulosus G3 e o complexo E. 

granulosus G1/G2, com uma elevada probabilidade a posteriori (p=0,99). Este facto foi 

apoiado pela diferença existente entre os aminoácidos codificados pelos genes ATP6 e 

COI, demonstrando que entre estes genótipos há 2 e 1 aminoácidos diferentes, 

respectivamente. A análise dos fragmentos dos genes ribossómicos 12S e 16S 

demonstra um menor grau de variabilidade nucleotídica, não se identificando zonas 

específicas para esta variabilidade, sendo que no fragmento do gene 12S há uma 

variabilidade nucleotídica muito baixa entre as amostras analisadas. Como foi 

comprovado na árvore filogenética obtida para este fragmento, não há segregação de 
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amostras no complexo denominado G1-G3 de E. granulosus s.s., facto comprovado pela 

literatura que indica um elevado grau de conservação nucleotídica por parte deste gene 

ribossómico (Calderini et al., 2012). Quanto ao fragmento ribossómico 16S, apesar de 

não apresentar zonas de variabilidade nucleotídica passíveis de identificação, ao 

efectuar a análise filogenética deste fragmento consegue-se identificar a segregação de 

cinco amostras dentro do complexo E. granulosus s.s., sendo assim possível identificar 

o genótipo G3.  

Ao realizar a análise dos aminoácidos codificados pelo fragmento do gene COI 

foram identificadas duas variantes do genótipo G1, tendo sido uma destas (G1BC) já 

descrita em Itália (Boue et al., 2010) e uma que ainda não tinha sido descrita (G1N). A 

variante descrita neste estudo foi obtida de um animal proveniente da zona do Alentejo, 

considerada hiperendémica pela OMS (Gemmell et al., 2001). Sabe-se que o genótipo 

G1 é o mais amplamente distribuído e aquele que se encontra numa maior diversidade 

de hospedeiros intermediários, podendo por isso apresentar maior número de haplótipos 

como já foi descrito em diversos estudos (Boufana et al., 2014, Wang et al., 2014, 

Sharma et al., 2013, Vural et al., 2008) 

 Ao longo dos últimos anos foram realizados estudos que indicavam que a 

variabilidade nucleotídica existente entre os três genótipos pertencentes ao complexo E. 

granulosus s.s. era muito baixa e foi colocada a hipótese de que o genótipo G3 poderia 

ser uma variante do genótipo G1 ou que poderiam ser dois genótipos intimamente 

relacionados. Foi comprovado pela análise de diversos genes mitocondriais que não é 

possível diferenciar os genótipos G1 de G2 (Maurelli et al., 2009, Busi et al., 2007, 

Roratto et al., 2006, Obwaller et al., 2004). No presente estudo, com base na 

diferenciação dos aminoácidos codificados, também foi possível encontrar diferenças 

entre o genótipo G3 e o grupo de genótipos G1/G2, levando a pensar que se trata de 

dois genótipos diferentes. Continua a permanecer a dúvida da classificação do genótipo 

G2, se deve ser classificado como um genótipo independente ou apenas como uma 

variante dos genótipos G1 e/ou G3 de E. granulosus s.s.. 

 Ao analisar os marcadores moleculares estudados de forma independente 

consegue-se identificar o 16S rRNA como sendo o que apresenta uma probabilidade a 

posteriori individual mais elevada para a diferenciação do género Echinococcus. Desta 
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forma, este marcador de entre os estudados, poderá ser o marcador a utilizar 

individualmente para a diferenciação entre estes genótipos G1/G2 e G3. De entre os 

fragmentos de marcadores moleculares analisados este é aquele para o qual a 

segregação de um possível agrupamento de sequências do genótipo G3 foi melhor 

suportada do ponto de vista estatístico. Os trabalhos realizados por Wang et al. (2015) 

apresentaram dados que estão de acordo com os resultados apresentados neste trabalho, 

defendendo que o fragmento 16S rRNA poderá ser um bom candidato à caracterização e 

separação dos genótipos dentro do complexo E. granulosus s.s G1-G3 (Wang et al., 

2015). 

De entre as amostras analisadas foi encontrada uma amostra que apresentou 

100% de homologia com sequências de referência do genótipo G7. Ao analisar as 

árvores filogenéticas deste complexo de E. canadensis G6-G10 surgem algumas 

dúvidas quanto à possível segregação entre os genótipos G6 e G7 pois na maior parte 

dos marcadores utilizados noutros estudos ficam dúvidas acerca das diferenças entre 

estes dois genótipos (Lymbery et al., 2015, Nakao et al., 2013).  

A topologia das árvores filogenéticas sugere que os genótipos G6 e G7 do E. 

canadensis são descendentes de um ancestral comum, que terá utilizado os cervídeos 

como hospedeiros intermediários. As relações filogenéticas próximas entre os genótipos 

G10 e G6/G7, sugeridas por uma análise comparativa das topologias das diferentes 

árvores filogenéticas obtidas, deixam dúvidas quanto à forma de tratar os genótipos G8 

e G10 de E. canadensis, se como espécies independentes dos genótipos G6 e G7 de E. 

canadensis, ou se estes pertencem todos ao mesmo complexo com algumas diferenças 

nucleotídicas entre eles (Wang et al., 2015, Boufana et al., 2014, Nakao et al., 2013). 

Além dos estudos moleculares, a diferenciação dos genótipos de E. canadensis também 

depende de estudos feitos nos hospedeiros intermediários e na sua susceptibilidade à 

infecção (Sharma et al., 2013). 

No presente estudo, ao analisar as sequências nucleotídicas do gene mitocondrial 

ATP6 que codificam a subunidade 6 da proteína ATP sintase F0, encontrou-se apenas 

um aminoácido diferente entre as sequências de referência destes dois genótipos, tendo 

a amostra portuguesa (V150), encontrada num bovino, o mesmo aminoácido codificado 
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no genótipo G7. Apesar de se ter obtido esta informação, a diferença genética é muito 

pouco significativa, sendo necessários mais estudos para avaliar as diferenças entre os 

diferentes genes neste complexo.  

 Quanto à análise dos marcadores nucleares, foram sequenciados dois fragmentos 

de genes nucleares EF1a e ELP, englobando regiões codificantes dos mesmos (exões) e 

regiões não codificantes (intrões), as quais podem ter influência na filogenia dos 

diversos genótipos de E. granulosus e das espécies que compõem o género 

Echinococcus. 

 O gene nuclear ELP (esrin-radixin-moesin like protein) pertence à família de 

proteínas ERM, formada por ezrina, radixina e moesina, proteínas que auxiliam a 

interação entre o citoesqueleto e a membrana plasmática, e ainda participam na via de 

transdução de sinal de algumas vias de sinalização (Bretscher et al., 2000). Este gene foi 

inicialmente descrito em E. multilocularis, mas posteriormente comprovou-se a sua 

existência em todas as outras espécies e genótipos de Echinococcus, sendo utilizado 

para análise filogenética do género Echinococcus (Saarma et al., 2009). Neste género, a 

proteína codificada por este gene desempenha um importante papel nas ligações entre 

células e na adesão das células ao substracto, sugerindo importância desta no 

crescimento do parasita (Brehm et al., 1999). 

 No presente estudo foi demonstrada uma topologia da árvore filogenética 

baseada no fragmento do gene ELP muito semelhante à descrita por Knapp et al. 2011, 

onde são descritas as espécies E. oligarthrus e E. vogeli como a base da árvore havendo 

depois uma segregação de E. equinus em dois grupos, sendo um constituído por E. 

multilocularis, E. shiquicus, complexo E. granulosus s.s. e E. felidis e o outro pelo 

complexo E. canadensis e E. ortleppi (Knapp et al., 2011). Dentro do grupo que inclui o 

E. felidis e o complexo E. granulosus s.s. a probabilidade a posteriori de segregação 

destes é menor (0,88) que a dos outros grupos e espécies representados na árvore 

filogenética, informação também descrita por Knapp et al. 2011. Num estudo realizado 

em 2009 por Saarma et al. a topologia das árvores filogenéticas baseadas em genes 

nucleares foi ligeiramente diferente pois eles utilizaram sequências de 5 genes nucleares 

concatenados, logo uma maior probabilidade de ser essa a melhor distribuição 

filogenética do género Echinococcus. No presente estudo só foi possível construir esta 
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árvore filogenética com base numa sequência de 914 pb, daí que a topologia da árvore 

possa ser ligeiramente diferente, nomeadamente na posição do E. equinus e do 

complexo E. granulosus s.s. em relação às outras espécies de Echinococcus. Dentro do 

complexo E. granulosus s.s. duas amostras foram caracterizadas, usando marcadores 

mitocondriais, como pertencentes ao genótipo G3, e onde foram segregadas da maior 

parte das outras amostras do estudo com um elevado valor de probabilidade (p=1), 

demonstrando que com a análise do fragmento deste gene também se consegue fazer a 

distinção do genótipo G3 em relação aos genótipos G1/G2. Existem outras duas 

amostras dentro deste complexo que segregam com elevada probabilidade (p=1), 

podendo ser haplótipos dos genótipos G1/G2. Como já foi descrito em alguns estudos, 

nos genes nucleares, pode haver cruzamento de informação genética, havendo regiões 

codificantes e outras não codificantes, podendo residir numa destas informações a razão 

para a diferença entre estas amostras e as restantes que completam este complexo 

(Nakao et al., 2013, Knapp et al., 2011, Saarma et al., 2009). 

 Quanto ao gene EF1a (factor de elongação 1 alfa) este vai codificar uma proteína 

que promove a ligação do tRNA aos ribossomas durante a síntese proteica. Este gene 

descrito em alguns estudos realizados com amostras do género Echinococcus, mais 

concretamente com amostras dos complexos E. granulosus s.s. e E. canadensis, e 

amostras de E. vogeli e E. ortleppi, apresenta-se mostrando uma árvore semelhante no 

que concerne à posição de E. vogeli, como base da árvore filogenética, na segregação do 

complexo E. canadensis com E. vogeli e na segregação do complexo E. granulosus s.s. 

(Nakao et al., 2010, Moro et al., 2009). Quanto à posição onde se encontram as outras 

espécies de Echinococcus, há pequenas variações que podem ser devidas ao menor 

comprimento da sequência nucleotídica analisada quando comparada com os estudos 

que usaram sequências nucleotídicas maiores para a construção da árvore filogenética 

(Boufana et al., 2014, Knapp et al., 2011, Saarma et al., 2009).  

 Como referido anteriormente, a árvore filogenética obtida apenas com a análise 

dos exões foi igual à obtida com os 1040 pb deste gene, indicando que provavelmente 

será devido à baixa taxa de mutações no intrão existente entre estes dois exões, 

informação já encontrada noutros estudos com este gene (Knapp et al., 2011, Moro et 

al., 2009). Como já foi mencionado, o número de amostras amplificadas e sequenciadas 

foi pequeno, igual situação que ocorreu num estudo realizado por Moro et al. (2009), 
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onde foi sugerido que este facto se podia dever provavelmente ao baixo número de 

cópias deste gene nuclear (Moro et al., 2009). Tal como no presente estudo, este 

fragmento já tinha demonstrado pouca variabilidade ao nível intra-específico (Nakao et 

al., 2010, Moro et al., 2009). 

 Não foi possível comparar os resultados obtidos a partir da análise das 

sequências nucleotídicas mitocondriais e nucleares, pois o número de amostras que se 

conseguiram sequenciar é bastante inferior nos fragmentos de genes nucleares do que 

nos fragmentos de genes mitocondriais. Enquanto que na análise obtida a partir dos 

genes mitocondriais concatenados se consegue fazer a distinção dentro do complexo E. 

granulosus s.s. do genótipo G3 em relação aos genótipos G1/G2, na análise feita aos 

fragmentos nucleares consegue-se ver a separação das sequências italianas 

(caracterizadas como genótipo G3) das outras sequências do complexo, mas serão 

necessários mais estudos para se poder confirmar esta informação. Quanto à amostra 

(V150) que segrega juntamente com E. canadensis G6/G7 tanto na análise dos 

fragmentos mitocondriais concatenados como nos nucleares, não é possível saber, com 

base estatística, a qual destes genótipos a amostra pertence. Não é possível neste estudo 

obter a separação destes genótipos, sendo necessária a análise de outros marcadores, 

tanto mitocondriais como nucleares, para confirmar esta informação. 
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A hidatidose/equinococose, causada pela ingestão acidental de ovos de E. 

granulosus apresenta diferenças significativas no ciclo de vida entre o hospedeiro 

definitivo canino e os diversos hospedeiros intermediários. A hidatidose humana, 

mundialmente descrita com menor frequência, continua a apresentar novos casos 

todos os anos, tendo havido nos últimos anos um aumento desta incidência nos 

países de Leste Europeu (Piccoli et al., 2013). 

Portugal continua a ser considerado pela OMS como um país hiperendémico 

(Gemmell et al., 2001) havendo uma maior preponderância na zona do Alentejo 

(David Morais, 2010). Na zona centro, concretamente na zona de Cantanhede foi 

feito um estudo em hospedeiros definitivos (cães) onde em 301 amostras fecais 

recolhidas nenhuma foi positiva para ovos deste parasita, mostrando que as 

campanhas de controlo parecem estar a funcionar de forma correcta (Cardoso et al., 

2014). Quanto à situação epidemiológica na Europa há poucos estudos 

epidemiológicos que consigam abranger uma grande região geográfica e os que 

existem revelam um aumento da incidência desta parasitose no Leste da Europa em 

países como Roménia, Moldávia, Eslováquia e Polónia (Chihai et al., 2015, Alvarez 

Rojas et al., 2014, Umhang et al., 2014, Piccoli et al., 2013), sendo alguns destes 

países considerados hiperendémicos, com mais de 50% de amostras de bovinos e 

ovinos positivas para quisto hidático (Umhang et al., 2014).  

Os quistos férteis obtidos de amostras de ovinos são mais comummente 

encontrados no fígado, estando de acordo com o que Chihai et al. (2015) e Umhang 

et al. (2014) encontraram na Moldávia, onde o ciclo de vida cão-ovelha era o mais 

prevalente, tal como em Portugal. A baixa fertilidade dos quistos de bovinos deve-se 

à idade de abate destes animais, que é muito superior à dos ovinos, e também ao tipo 

de pastagens onde estes animais circulam, sem a presença de canídeos (Alvarez 

Rojas et al., 2014, Uhmang et al., 2014). Quanto aos caprinos, nas amostras obtidas 

em Portugal não foi possível encontrar quistos férteis porque por um lado as 

amostras eram em número reduzido e por outro os animais eram ainda muito jovens. 

Em relação à epidemiologia do quisto hidático nestes animais, não existem muitos 

trabalhos e os que existem apresentam baixo número de amostras quando 

comparados com outros estudos de hidatidose em bovinos ou ovinos (Youseffi et al., 

2013). A baixa taxa de parasitoses nos caprinos deve-se possivelmente à sua forma 
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de alimentação pois estes alimentam-se de folhas dos ramos mais distais das árvores 

onde existem menos ovos, logo o risco de se infectarem é menor (Otero-Abad e 

Torgerson, 2013) 

O órgão mais afectado por esta parasitose, formando quistos hidáticos 

volumosos, é o fígado, seguido do pulmão e de outros órgãos internos, dado que este 

parasita pode parasitar qualquer tecido que seja irrigado pela rede de capilares 

sanguíneos (Gemmell et al., 2001). No presente estudo houve um número muito 

semelhante de amostras parasitadas provenientes de fígado e de pulmão, porém, 

como o estudo não abrangeu todo o país, não se pode extrapolar acerca da 

prevalência num ou noutro órgão. Quanto a quistos férteis, eles apresentaram uma 

maior frequência em fígado de ovinos, o que está de acordo com resultados obtidos 

noutras partes do globo (Alvares Rojas et al., 2014, Otero-Abad e Torgerson, 2013).  

Neste estudo cerca de metade das amostras estavam calcificadas o que pode 

indicar que as medidas de controlo estão mais apertadas e os animais são alvo de 

maiores cuidados veterinários numa tentativa de diminuir a parasitose em Portugal. 

A taxonomia do género Echinococcus tem sido bastante controversa ao longo 

dos anos devido à parca variabilidade morfológica encontrada nos parasitas adultos e 

à grande plasticidade do estadio larvar que se conseguiu desenvolver em diversos 

hospedeiros intermediários (Thompson e McManus, 2002). Segundo alguns autores, 

a especificidade para o hospedeiro intermediário seria um pressuposto bastante 

importante para se conseguirem delinear as espécies e estirpes constituintes deste 

género (Thompson et al., 1995). 

Assim, dentro da espécie E. granulosus tornou-se importante conhecer as 

estirpes da mesma que circulam em Portugal e as suas especificidades. A 

caracterização molecular tem grande importância no contexto de melhor avaliação do 

potencial impacto sobre a patologia, epidemiologia e medidas implementadas para o 

controlo da hidatidose (Nakao et al., 2013). No presente trabalho foram usadas 

sequências parciais de genes mitocondriais e nucleares para avaliar as relações 

filogenéticas dentro do género Echinococcus.  

Foi necessário optimizar o método de extracção de DNA por forma a se 

conseguir obter elevadas quantidades de DNA com a menor concentração possível de 
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contaminantes, de modo a não inibir a reacção de PCR. Para tal foram testados 

alguns métodos comerciais e um método clássico descrito por Sambrook et al. (1989) 

tendo-se optado por um método vendido pela Roche, pois com o mesmo obteve-se 

DNA em quantidade desejável para o trabalho e com pouca concentração de 

possíveis contaminantes da reacção de PCR. Em amostras com muito pouco material 

biológico disponível extraiu-se DNA pelo método clássico, pois esse método 

consegue extrair maiores concentrações de DNA, mas, com maior concentração de 

possíveis contaminantes. Das 76 amostras férteis obtidas para a realização do estudo 

molecular, e após extracção de DNA, apenas foi possível a amplificação de 72 

amostras. As quatro amostras onde não foi possível amplificação apresentavam 

concentração de DNA muito baixa e tinham contaminantes, pelo que se esgotaram as 

mesmas. Assim, o presente estudo molecular incidiu sobre as 72 amostras recolhidas 

em animais abatidos em Portugal e sobre duas amostras enviadas do Brasil para 

comparação com as portuguesas e três amostras provenientes de Itália, descritas 

como E. granulosus G3, para melhor análise, comparação e compreensão dos 

resultados obtidos. 

As 77 amostras foram caracterizadas, amplificando e sequenciando um 

fragmento do gene mitocondrial COI, tendo-se obtido com base em análise 

filogenética, 76 amostras pertencentes ao complexo G1-G3, denominado de E. 

granulosus sensu stricto, e uma amostra, obtida de um fígado de bovino que se 

encontrava no complexo G6-G10 com uma homologia de 100% para o genótipo G7, 

sendo esta a primeira referência a E. canadensis em Portugal num hospedeiro 

intermediário bovino. Esta estirpe é descrita como infecciosa, maioritariamente para 

o porco, mas com alguns casos comprovados de infecção em humanos (Ito et al., 

2014, Piccoli et al., 2013) e encontra-se bem estabelecida na Europa com casos 

descritos dispersos em diversos países, como Espanha, França (Córsega), Alemanha, 

Itália, Grécia e Roménia, entre outros (Umhang et al., 2014, Beyhan e Umur, 2011). 

Quanto à presença desta estirpe em bovinos não há publicações a referir presença 

neste hospedeiro intermediário, apenas em humanos, caprinos, suínos e javalis 

(Piccoli et al., 2013). Existem evidências da presença do genótipo G6 em bovinos 

(Soriano et al., 2010), o qual tem elevada homologia com o genótipo G7 e 

consequentemente com a amostra bovina portuguesa. Como ainda existem algumas 
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controvérsias quanto à posição taxonómica dos genótipos G6 e G7 e existe uma 

amostra, do presente estudo, que apresenta elevada homologia com o genótipo G7 é 

importante que se possa alargar o estudo molecular a outros genes para melhor 

caracterização desta amostra.  

Todas as outras amostras foram caracterizadas como pertencentes ao 

complexo G1-G3 de E. granulosus s.s., tendo na maioria dos casos 100% de 

homologia para sequências do genótipo G1. Com base na análise filogenética de 

sequências nucleotídicas de um fragmento do gene mitocondrial COI foram 

encontradas três amostras que eram segregadas juntamente com as amostras italianas, 

descritas como genótipo G3. Estes resultados levantaram a possibilidade de 

existência do genótipo G3 em três das amostras portuguesas, caracterizadas como 

provenientes de fígado de ovinos, todas do distrito de Castelo Branco. Este genótipo, 

previamente denominado de estirpe do búfalo, é actualmente descrito na literatura 

tanto como genótipo G1 como G2, não apresentando uma especificidade de 

hospedeiro intermediário, sendo infecciosa para o Homem (Thompson, 2008, Busi et 

al., 2007, Guarnera et al., 2004, Obwaller et al., 2004). Contudo, a identificação 

concreta do genótipo pode providenciar informação acerca de possíveis rotas de 

transmissão e da localização de potenciais reservatórios (Calderini et al., 2012, 

Thompson, 2008, Busi et al. 2007, Guarnera et al., 2004, Obwaller et al., 2004, 

Thompson e McManus, 2002, Rosenzvit et al., 1999), dotando a sua caracterização 

molecular de elevada importância. Assim, se estas três amostras corresponderem ao 

genótipo G3, seria a primeira vez que este genótipo era descrito em Portugal, com as 

três amostras concentradas numa região do país, o que poderia implicar um estudo 

mais alargado nesta região e nas regiões limítrofes para uma melhor compreensão 

das características do mesmo e sua importância em Portugal. 

Para uma melhor caracterização das amostras recolhidas foram amplificados 

fragmentos do gene mitocondrial ATP6 e dos genes ribossómicos 12S rRNA e 16S 

rRNA que vieram dar mais robustez à análise filogenética obtida com o fragmento do 

gene COI. Assim, ao concatenar as sequências dos fragmentos dos genes COI, 

ATP6, 12S rRNA e 16S rRNA conseguiu-se uma segregação do grupo que continha 

as três amostras portuguesas, com elevado suporte estatístico, levando a crer que 

serão mesmo amostras do genótipo G3 de E. granulosus s.s.. A análise filogenética 
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feita com as sequências nucleotídicas do fragmento do gene mitocondrial ATP6 

demonstrou ter um elevado poder de segregação das diferentes espécies de 

Echinococcus, sempre estatisticamente suportada. A árvore filogenética obtida a 

partir da análise do fragmento 16S rRNA demonstrou ter um elevado poder 

discriminativo dentro do complexo E. granulosus s.s., pois foi aquele onde se obteve 

um maior suporte estatístico na segregação do grupo de sequências pertencentes ao 

genótipo G3, facto que tinha sido sugerido em estudos anteriores (Wang et al., 2015, 

Beato et al., 2013). 

A amostra humana proveniente de um rim foi caracterizada como sendo E. 

granulosus s.s. G1 com 100% de homologia com as sequências de referência. Sendo 

este o genótipo mais comum a nível mundial e o mais infeccioso para os humanos, 

há uma maior probabilidade de ser encontrado (Alvarez Rojas et al., 2014, Piccoli et 

al., 2013,). A localização do quisto humano no rim está estimada em cerca de 1-3% 

do total de quistos hidáticos encontrados em humanos, não sendo comum encontrar 

quistos neste órgão (Sachar et al., 2014). 

As relações filogenéticas inferidas a partir das sequências nucleotídicas 

individuais e concatenadas dos genes mitocondriais COI, ATP6 e dos 16S rRNA e 

12S rRNA apresentaram algumas diferenças quanto à posição adoptada de algumas 

das espécies deste género na árvore filogenética. No gene 12S rRNA, que já foi 

descrito como o que apresenta menor variabilidade nucleotídica, segrega em primeiro 

lugar o complexo E. canadensis, seguido pelo E. shiquicus e depois as outras 

espécies, facto que não se repete em nenhuma das outras análises filogenéticas. Nas 

árvores filogenéticas geradas a partir dos fragmentos 16S rRNA e ATP6, que são os 

melhores candidatos para poderem ser utilizados como genes mitocondriais para 

distinção filogenética individualmente, a primeira espécie a segregar é o E. 

shiquicus, facto que se repete quando são concatenados os quatro fragmentos 

mitocondriais analisados, sugerindo que se trata de uma espécie irmã de todas as 

outras espécies do género Echinococcus. Esta análise vem a contradizer outros 

estudos que indicam que serão as espécies E. oligarthrus e E. vogeli os taxa basais 

das análises filogenéticas baseadas em genomas mitocondriais (Knapp et al., 2011, 

Moro et al., 2009, Saarma et al., 2009, Xiao et al., 2005, 2006). Este facto poderá ser 

devido ao tamanho das sequências nucleotídicas dos fragmentos de genes 
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mitocondriais utilizadas, pois no presente estudo foram usadas sequências com 

tamanhos entre 400–750 pb, que quando concatenadas deram origem a uma 

sequência nucleotídica com cerca de 2600 pb, enquanto que nos referidos estudos 

foram usadas sequências com mais de 5000 pb (Saarma et al., 2009). Apenas na 

análise filogenética obtida a partir do gene COI (o gene mais utilizado para a 

caracterização molecular de Echinococcus) se encontra a espécie neotropical E. 

oligarthrus como a base da árvore, sendo uma espécie irmã para todas as outras 

(Knapp et al., 2011). 

Em todas as análises filogenéticas obtidas a partir dos genes mitocondriais foi 

revelado que o complexo E. canadensis e o E. ortleppi serão taxa irmãos, visto que 

em todas as árvores segregam juntos, sendo esta informação estatisticamente 

suportada, dados que também já foram comprovados noutros estudos (Nakao et al., 

2013, Knapp et al., 2011, Saarma et al., 2009, Moro et al., 2009, Nakao et al., 2007). 

Em todas as árvores filogenéticas se pode verificar que os vários genótipos que 

compõem o complexo E. canadensis G6-G10 são bastante próximos entre eles, sendo 

difícil encontrar diferenças no genoma dos mesmos. Actualmente existe alguma 

controvérsia na classificação do complexo E. canadensis, sendo este complexo 

composto por quatro genótipos diferentes, G6, G7, G8 e G10, classificados como 

geneticamente relacionados e com baixa a moderada taxa de infecciosidade para o 

humano (Piccoli et al., 2013). Segundo Lymbery et al. (2015), as relações 

filogenéticas entre os genótipos que compõem este complexo estão bem definidas, 

mas a sua classificação taxonómica continua rodeada de alguma controvérsia, 

existindo evidências que os genótipos G6 e G7 representam uma única espécie, que 

difere tanto de G8 como de G10. Estes autores também referem que os genótipos G8 

e G10 apresentam diferentes trajectórias evolutivas podendo ser considerados como 

espécies diferentes (Lymbery et al., 2015). Estes pressupostos também já foram 

defendidos por outros autores (Yang et al., 2015, Nakao et al., 2013). 

A topologia das árvores filogenéticas obtidas da análise dos fragmentos de 

genes nucleares veio demonstrar ser semelhante às análises feitas anteriormente por 

outros investigadores (Nakao et al., 2013, Knapp et al., 2011, Saarma et al., 2009). 

Estas têm por base E. vogeli e E. oligarthrus e mostraram que E. felidis e o complexo 

E. granulosus são geneticamente mais semelhantes do que com as outras espécies de 
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Echinococcus. Esta informação já tinha sido discutida aquando da descoberta de uma 

estirpe típica do leão que parecia não se enquadrar como um genótipo de E. 

granulosus (Hüttner et al., 2008) apesar de continuar a ser necessária investigação 

molecular e morfológica desta estirpe do leão. 

A análise feita a partir das sequências nucleotídicas dos fragmentos dos genes 

nucleares EF1a e ELP veio demonstrar que alguns pares de espécies poderão ser 

classificados como taxa irmãos (E. oligarthrus com E. vogeli; E. shiquicus com E. 

multilocularis; E. canandensis com E. ortleppi). Com base nesta análise consegue-se 

inferir que E. oligarthrus e E. vogeli são taxa irmãos de todas as outras espécies de 

Echinococcus, tal como já tinha sido descrito por Knapp et al. 2011. Estes resultados 

foram todos suportados por elevados valores de probabilidade a posteriori. Quanto 

às espécies E. felidis e E. granulosus s.s., ainda serão necessários outros estudos para 

comprovar se são também taxa irmãos. 

 A análise feita com base nos fragmentos dos genes nucleares veio dar maior 

suporte à probabilidade encontrada na análise do genoma mitocondrial de E. 

oligarthrus ser uma espécie irmã de todos os outros Echinococcus. Além desta 

informação, a filogenia com base em genes nucleares indica que E. oligarthrus e E. 

vogeli são espécies irmãs e que ambas serão espécies irmãs para todos os outros taxa 

de Echinococcus (Nakao et al., 2013, McManus, 2013, Knapp et al., 2011). Existem 

algumas incongruências quanto às relações entre E. shiquicus e E. multilocularis, que 

muitos autores dizem serem espécies irmãs, como já referido, sendo necessários mais 

estudos no sentido de aprofundar o conhecimento destas duas espécies. Quanto ao E. 

granulosus s.s. pensa-se que forma juntamente com E. equinus, E. ortleppi e o 

complexo E. canadensis, um conjunto críptico de espécies parafiléticas (Knapp et al., 

2011) e não espécies monofiléticas como tinha sido anteriormente apontado (Saarma 

et al., 2009). No presente estudo encontramos algumas discrepâncias entre os 

diversos fragmentos sequenciados sendo necessárias mais análises para se conseguir 

resolver a filogenia do género Echinococcus.  

 No presente trabalho foi feito um estudo dos quistos hidáticos provenientes 

de vários matadouros no Centro de Portugal e Alto Alentejo tendo sido possível 

caracterizar algumas destas amostras recorrendo a técnicas de Biologia Molecular. 
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Estas amostras demonstraram pertencer a dois complexos de Echinococcus: o E. 

granulosus s.s. e o E. canadensis, existindo dentro do complexo E. granulosus s.s. 

divergência de três amostras juntamente com as amostras do genótipo G3 

provenientes de búfalos de Itália.  

De todas as amostras estudadas apenas uma provém de um humano sendo 

importante, no futuro, estudar mais amostras provenientes de humanos e conhecer os 

genótipos das mesmas, tal como tem sido feito noutros países.  

Quanto aos genótipos encontrados no presente estudo (G1/G2, G3 e G6/G7) 

estes são descritos por toda a Europa, tanto em animais como em humanos (Piccoli et 

al., 2013), sendo o genótipo G1 do E. granulosus s.s. o mais comum em toda a 

Europa e aquele que apresenta maior risco de infecciosidade para o humano 

(Umhang et al., 2014).  

Como referido anteriormente, o E. granulosus s.s. é o genótipo mais 

infeccioso para o Homem sendo de extrema importância a realização de estudos 

epidemiológicos moleculares em Portugal. No presente estudo apenas foi possível 

aceder a alguns matadouros de Portugal sendo importante alargar o estudo a todo o 

território de forma a obter dados da real situação epidemiológica do país em relação 

a esta parasitose, no que concerne aos hospedeiros intermediários. Esta parasitose 

traz aos produtores elevadas perdas monetárias e a todos os seres vivos risco de 

serem parasitados e desenvolver a doença, que é responsável por diversas co-

morbilidades. Também será importante, juntamente com os clínicos que 

acompanham doentes com esta parasitose, conseguir obter informação sobre a real 

incidência da mesma no ser humano, pois apesar de existir um relatório recente, este 

apenas apresenta resultados parciais (Reis et al., 2014), sendo necessário alargar o 

mesmo a todo o país. 

No que diz respeito ao hospedeiro definitivo canino existem alguns estudos 

recentes realizados na região centro e norte de Portugal (Cardoso et al., 2014, Mateus 

et al., 2014, Guerra et al., 2013), não tendo sido possível obter o acesso a nenhum 

estudo que consiga contemplar todo o país. Um estudo epidemiológico destes seria 

muito importante pois o cão continua a ser um animal de guarda utilizado na 

pastorícia.  
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Conjuntamente com os estudos epidemiológicos seria importante fazer a 

caracterização molecular das amostras obtidas para se realizar um estudo das estirpes 

existentes em todo o território e a partir destes delinear melhores estratégias de 

combate à parasitose, pois consoante as estirpes circulantes assim poderá ser a 

estratégia a utilizar ao nível da Saúde Pública. A importância do conhecimento das 

estirpes prende-se com o facto de estas poderem ser mais ou menos infecciosas para 

o ser humano, desenvolverem-se mais ou menos céleres e terem especificidades para 

determinados hospedeiros intermediários (Gemmell et al., 2001). 

Assim o presente trabalho trouxe conhecimento acerca desta parasitose em 

Portugal, ao nível da caracterização molecular, mas será apenas um contributo para o 

conhecimento da situação de Portugal e um estímulo para a continuação dos 

trabalhos. 

 

 

 
 



Discussão geral e conclusões 

172 
 

Referências bibliográficas 

ALVAREZ ROJAS, C. A., ROMIG, T., & LIGHTOWLERS, M. W. 2014. 

Echinococcus granulosus sensu lato genotypes infecting humans-review of 

current knowledge. Int J Parasitol, 44, 9-18.  

BEATO, S., PARREIRA, R., ROQUE, C., GONÇALVES, M., SILVA, L., 

MAURELLI, M.P., CRINGOLI, G., & GRÁCIO, M. A. 2013. Echinococcus 

granulosus in Portugal: The first report of the G7 genotype in cattle. Vet 

Parasitol, 198, 235-239. 

BEYHAN, Y.E., UMUR, S. 2011. Molecular characterization and prevalence of 

cystic echinococcosis in slaughtered water buffaloes in Turkey. Vet. Parasitol, 

181, 174-179. 

BUSI, M., SNABEL, V., VARCASIA, A., GARIPPA, G., PERRONE, V., DE 

LIBERATO, C., & D'AMELIO, S. 2007. Genetic variation within and between 

G1 and G3 genotypes of Echinococcus granulosus in Italy revealed by 

multilocus DNA sequencing. Vet Parasitol, 150, 75-83. 

CALDERINI, P., GABRIELLI, S., & CANCRINI, G. 2012. Is the goat a new host 

for the G3 Indian buffalo strain of Echinococcus granulosus? 

ScientificWorldJournal, 2012, 286357. 

CARDOSO, A. S., COSTA, I. M., FIGUEIREDO, C., CASTRO, A., & 

CONCEICAO, M. A. 2014. The occurrence of zoonotic parasites in rural dog 

populations from northern Portugal. J Helminthol, 88, 203-209.  

CHIHAI, O., UMHANG, G., ERHAN, D., BOUÉ, F., TĂLĂMBUŢĂ, N., RUSU, 

Ş., & ZAMORNEA, M. 2015. Slaughterhouse survey of cystic echinococcosis 

in cattle and sheep from the Republic of Moldova. J Helminthol, 1-5. 

DAVID DE MORAIS, J.A. 2010. The rise and decline of human hydatid disease in 

Portugal: historical and epidemiological analysis. Med Int, 17, 246-256. 

GEMMELL, M. A., ROBERTS, M. G., BEARD, T. C., & LAWSON, J.R. 2001. 

Epidemiology: Quantitative epidemiology and transmission dynamics with 

special reference to Echinococcus granulosus. eds. WHO/OIE Manual on 



Discussão geral e conclusões 

173 
 

Echinococcosis in Humans and Animals: A Public Health Problem of Global 

Concern. Office Internationales Epizooties. 

GUARNERA, E. A., PARRA, A., KAMENETZKY, L., GARCIA, G., & 

GUTIERREZ, A. 2004. Cystic echinococcosis in Argentina: evolution of 

metacestode and clinical expression in various Echinococcus granulosus 

strains. Acta Trop, 92, 153-159.  

GUERRA, D., ARMUA-FERNANDEZ, M. T., SILVA, M., BRAVO, I., SANTOS, 

N., DEPLAZES, P., & CARVALHO, L. M. 2013. Taeniid species of the 

Iberian wolf (Canis lupus signatus) in Portugal with special focus on 

Echinococcus spp. Int J Parasitol Parasites Wildl, 2, 50-53.  

HÜTTNER, M., NAKAO, M., WASSERMANN, T., SIEFERT, L., BOOMKER, J. 

D., DINKEL, A., & ITO, A. 2008. Genetic characterization and phylogenetic 

position of Echinococcus felidis (Cestoda: Taeniidae) from the African lion. Int 

J Parasitol, 38, 861-868.  

ITO, A., DORJSUREN, T., DAVAASUREN, A., YANAGIDA, T., SAKO, Y., 

NAKAYA, K., CHULUUNBAATAR, G. 2014. Cystic echinococcoses in 

Mongolia: molecular identification, serology and risk factors. PLoS Negl Trop 

Dis, 8, e2937.  

KNAPP, J., NAKAO, M., YANAGIDA, T., OKAMOTO, M., SAARMA, U., 

LAVIKAINEN, A., & ITO, A. 2011. Phylogenetic relationships within 

Echinococcus and Taenia tapeworms (Cestoda: Taeniidae): an inference from 

nuclear protein-coding genes. Mol Phylogenet Evol, 61, 628-638.  

LYMBERY A. J., JENKINS E. J., SCHURER J.M., & THOMPSON, R.C. 2015. 

Echinococcus canadensis, E. borealis, and E. intermedius. What's in a name?. 

Trends in Parasitology, 31, 121-126. 

MATEUS, T. L., CASTRO, A., RIBEIRO, J. N., & VIEIRA-PINTO, M. 2014. 

Multiple Zoonotic Parasites Identified in Dog Feces Collected in Ponte de 

Lima, Portugal-A Potential Threat to Human Health. Int. J. Environ. Res. 

Public Health, 11, 9050-9067.  



Discussão geral e conclusões 

174 
 

MCMANUS, D.P. 2013. Current status of the genetics and molecular taxonomy of 

Echinococcus species. Parasitology, 140, 1617–1623. 

MORO, P., & SCHANTZ, P. M. 2009. Echinococcosis: a review. Int J Infect Dis, 

13, 125-133. 

NAKAO, M., MCMANUS, D. P., SCHANTZ, P. M., CRAIG, P. S., & ITO, A. 

2007. A molecular phylogeny of the genus Echinococcus inferred from 

complete mitochondrial genomes. Parasitology, 134, 713-722.  

NAKAO, M., YANAGIDA, T., KONYAEV, S., LAVIKAINEN, A., 

ODNOKURTSEV, V. A., ZAIKOV, V. A., & ITO, A. 2013. Mitochondrial 

phylogeny of the genus Echinococcus (Cestoda: Taeniidae) with emphasis on 

relationships among Echinococcus canadensis genotypes. Parasitology, 140, 

1625-1636.  

OBWALLER, A., SCHNEIDER, R., WALOCHNIK, J., GOLLACKNER, B., 

DEUTZ, A., JANITSCHKE, K., ASPOCK, H., AUER, H. 2004. Echinococcus 

granulosus strain differentiation based on sequence heterogeneity in 

mitochondrial genes of cytochrome c oxidase-1 and NADH dehydrogenase-1. 

Parasitology, 128, 569–575. 

OTERO-ABAD, B., & TORGERSON, P. R. 2013. A systematic review of the 

epidemiology of echinococcosis in domestic and wild animals.  PLoS Negl 

Trop Dis, 7, e2249. 

PICCOLI, L., BAZZOCCHI, C., BRUNETTI, E., MIHAILESCU, P., BANDI, C., 

MASTALIER, B., CRETU, C. 2013. Molecular characterization of 

Echinococcus granulosus in south-eastern Romania: evidence of G1-G3 and 

G6-G10 complexes in humans. Clin Microbiol Infect, 19, 578-582.  

REIS T., VILARES, A., FERREIRA, I., MARTINS, S., FURTADO, C. & 

GARGATÉ, M. J. 2014. Hidatidose quística humana: análise retrospetiva de 

casos diagnosticados e em monitorização entre 2008 e 2013. Observações 

Boletim Epidemiológico, 8, 30-33. 

ROZENZVIT, M. C., ZHANG, L. H., KAMENETZKY, L., CANOVA, S. G., 

GUARNERA, E. A., MCMANUS, D. P. 1999. Genetic variation and 



Discussão geral e conclusões 

175 
 

epidemiology of Echinococcus granulosus in Argentina. Parasitology, 118, 

523– 30. 

SAARMA, U., JOGISALU, I., MOKS, E., VARCASIA, A., LAVIKAINEN, A., 

OKSANEN, A., MARAVILLA, P. 2009. A novel phylogeny for the genus 

Echinococcus, based on nuclear data, challenges relationships based on 

mitochondrial evidence. Parasitology, 136, 317-328.  

SACHAR, S., GOYAL, S., GOYAL, S., & SANGWAN, S. 2014. Uncommon 

locations and presentations of hydatid cyst. Ann Med Health Sci Res, 4, 447-

452.  

SAMBROOK J, FRITSCH F, MANIATIS T. 1989. Molecular Cloning: a laboratory 

manual. New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press. 

SORIANO, S. V., PIERANGELI, N. B., PIANCIOLA, L., MAZZEO, M., 

LAZZARINI, L. E., SAIZ, M. S., BASUALDO, J. A. 2010. Molecular 

characterization of Echinococcus isolates indicates goats as reservoir for 

Echinococcus canadensis G6 genotype in Neuquen, Patagonia Argentina. 

Parasitol Int, 59, 626-628.  

THOMPSON, R. C. 2008. The taxonomy, phylogeny and transmission of 

Echinococcus. Exp Parasitol, 119, 439-446. 

THOMPSON, R. C., LYMBERY, A. J., & CONSTANTINE, C. C. 1995. Variation 

in Echinococcus: towards a taxonomic revision of the genus. Adv Parasitol, 35, 

145-176.  

THOMPSON, R. C., & MCMANUS, D. P. 2002. Towards a taxonomic revision of 

the genus Echinococcus. Trends Parasitol, 18, 452-457.  

UMHANG, G., CHIHAI, O., & BOUÉ, F. 2014. Molecular characterization of 

Echinococcus granulosus in a hyperendemic European focus, the Republic of 

Moldova. Parasitol Res, 113, 4371-4376. 

UMHANG, G., RICHOMME, C., HORMAZ, V., BOUCHER, J. M., & BOUE, F. 

2014. Pigs and wild boar in Corsica harbor Echinococcus canadensis G6/7 at 

levels of concern for public health and local economy. Acta Trop, 133, 64-68. 



Discussão geral e conclusões 

176 
 

WANG, N., WANG, J., HU, D., ZHONG, X., JIANG, Z., YANG, A., YANG, G. 

2015. Genetic variability of Echinococcus granulosus based on the 

mitochondrial 16S ribosomal RNA gene. Mitochondrial DNA, 26, 396-401.  

YANG, D., ZHANG, T., ZENG, Z., ZHAO, W., ZHANG, W., & LIU, A. 2015. The 

first report of human-derived G10 genotype of Echinococcus canadensis in 

China and possible sources and routes of transmission. Parasitol Int, 64, 330-

333.  

YOUSSEFI, M. R., TABARIPOUR, R., OMRANI, V. F., SPOTIN, A., & 

ESFANDIARI, B. 2013. Genotypic characterization of Echinococcus 

granulosus in Iranian goats. Asian Pac J Trop Dis, 3, 362-366. 

XIAO, N., QIU, J., NAKAO, M., LI, T., YANG, W., CHEN, X., ITO, A. 2006. 

Echinococcus shiquicus, a new species from the Qinghai-Tibet plateau region 

of China: discovery and epidemiological implications. Parasitol Int, 55, S233-

236.  

XIAO, N., QIU, J., NAKAO, M., LI, T., YANG, W., CHEN, X., ITO, A. 2005. 

Echinococcus shiquicus sp., a taeniid cestode from Tibetan fox and plateau 

pika in China. Int J Parasitol, 35, 693-701. 


