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Helmintofauna gastrointestinal e hepatica do ratinho-caseiro (Mus musculus
domesticus) do Arquipélago da Madeira: potencial zoonético e importancia em

sanidade animal

Resumo
Os roedores sao reservatoérios de diversas espécies parasitas com um importante impacto em
saude humana e animal. O ratinho-caseiro (Mus musculus domesticus), devido aos seus
habitos comensais e proximidade a populacdes humanas, é uma das espécies mais
problematicas no que respeita a disseminagéo de parasitas zoonéticos. Nas ilhas da Madeira
e de Porto Santo, este risco é amplificado pelas elevadas densidades populacionais e pela
estreita relacdo de proximidade com os humanos e produtos agricolas. Neste estudo, foi
analisada pela primeira vez a parasitofauna destas populac¢des insulares de roedores.
Os sistemas digestivos e figados de 200 ratinhos, 161 da Madeira e 39 de Porto Santo, foram
processados para pesquisa de lesdes e parasitas, sendo que 182 (91,0%) foram positivos. Na
Madeira, 89,4% dos animais foram positivos e em Porto Santo 97,4%.
O tremétode Brachylaima sp. foi identificado no intestino delgado de 2,0% da amostra (4/200).
O metacéstode Cysticercus fasciolaris foi identificado nos figados de 24,0% dos ratinhos
(48/200) e Cysticercus sp. em 12,5% (25/200), de ambas as ilhas. O céstode Hymenolepis
diminuta foi identificado em 0,5% dos individuos (1/200) e Rodentolepis nana em 2,5%
(5/200), ambos apenas identificados no intestino delgado de ratinhos da Madeira. Os
nematodes Calodium hepaticum, 23,5% (47/200), espécie zoondtica, Heligmosomoides
polygyrus, 6,5% (13/200), Heterakis spumosa, 5,0% (10/200) e Trichuris muris, 39,0%
(78/200), foram apenas identificados na ilha da Madeira; Gongylonema neoplasticum, 2,0%
(4/200) foi apenas identificado na ilha de Porto Santo e Mastophorus muris, 11,5% (23/200) e
Syphacia obvelata, 73,5% (147/200), foram identificados em ambas as ilhas.
Esta variacdo observada entre ilhas pode ser devida as diferentes densidades populacionais
dos ratinhos, pool genético, origem dos individuos fundadores e/ou diferentes niveis de
interagdo com os hospedeiros definitivos. C. fasciolaris, H. diminuta, R. nana e C. hepaticum
sdo agentes zoondéticos cujos ciclos bioldgicos, de alguns destes, podem envolver carnivoros
domeésticos com proximidade ao Homem, amplificando o risco de transmissdo. Brachylaima
sp. e S. obvelata possuem um potencial zoonético devido aos seus ciclos biolégicos pelo que
ndo devem ser descurados. As infecbes humanas por estes parasitas sao frequentemente
subestimadas, possivelmente devido a falta de conhecimento da importancia dos parasitas de
roedores como importantes ameacas em termos de saude publica e animal, sendo um

problema digno de estudo no ambito de One Health.

Palavras-chave: Arquipélago da Madeira, Roedores, Mus musculus, Helmintes, Zoonoses,
One Health.



Gastrointestinal and liver helminthic fauna in house mice (Mus musculus
domesticus) from the Madeira Archipelago: its zoonotic potential and

importance in animal health

Abstract
Rodents are major reservoirs for parasites with important implications for human and animal
health. The western house mouse (Mus musculus domesticus), due to its commensal habits
and proximity with human dwellings, is one of the most problematic species concerning the
spread of zoonotic parasites. In the Portuguese islands of Madeira and Porto Santo, this risk
is potentiated by high population densities and a close relationship with humans and
agricultural products. In this study, we assessed for the first time the parasitofauna of these
rodent insular populations.
The digestive systems and livers of 200 mice, 161 mice from Madeira and 39 from Porto Santo,
were screened for lesions and parasites, being 182 (91%) positive. In Madeira island, mice
were positive for 89.4% of the samples and in Porto Santo for 97.4%.
The trematode Brachylaima sp. was found on both islands in the small intestines of 2.0% of
the sample (4/200). The metacestodes Cysticercus fasciolaris was found in the livers of 24%
mice (48/200) and Cysticercus sp. in 12.5% (25/200) on both islands. The adult cestodes
Hymenolepis diminuta was found in 0.5% of samples (1/200) and Rodentolepis nana in 2.5%
(5/200), both only found in the small intestines of mice from Madeira.
The nematodes Calodium hepaticum, 23.5% (47/200), a zoonotic species, Heligmosomoides
polygyrus, 6.5% (13/200), Heterakis spumosa, 5.0% (10/200) and Trichuris muris, 39.0%
(78/200), were only detected in Madeira; Gongylonema neoplasticum, 2.0% (4/200) was only
detected in Porto Santo and Mastophorus muris, 11.5% (23/200) and Syphacia obvelata,
73.5% (147/200), were detected on both islands.
This variation across islands may be due to differences in mouse population densities, genetic
pool, colonization origin and/or different levels of interaction with definitive hosts. C. fasciolaris,
H. diminuta, R. nana and C. hepaticum are zoonotic agents whose life cycles, for some of
them, may involve domestic carnivores in the proximity with humans, amplifying their chance
of transmission. Brachylaima sp. and S. obvelata have also a zoonotic potential due to their
life cycles and human proximity, and therefore should not be overlooked. The human infections
by these parasites are usually underestimated, possibly due to the lack of knowledge on the
importance of rodent parasites as major threats and reason for concern in terms of animal and

public health, a problem that should be further studied under the scope of One Health.

Keywords: Madeira archipelago, Rodents, Mus musculus, Helminths, Zoonosis, One Health.
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1. Introducéo
1.1. Atividades no Laboratoério
O estagio curricular teve lugar no Laboratério de Parasitologia e Doengas Parasitarias da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa. Durante este estagio curricular
foi possivel observar e participar em diversas técnicas laboratoriais realizadas rotineiramente
no diagndéstico de doencas parasitarias em animais domésticos, silvestres e exoticos, dentro
das quais:

- Técnicas coproldgicas qualitativas como o método de flutuagéo ou de Willis e 0 método de
sedimentagéo natural, e quantitativas como o método de McMaster para contagem de ovos
por grama de fezes (OPG) de estrongilideos gastrointestinais de ruminantes e equideos.

- Método de Baermann para pesquisa e identificacdo de larvas L1 de nematodes
respiratorios em grandes e peguenos animais.

- Coprocultura para observacao e identificagéo de larvas L3 de nematodes.

- Realizagdo do protocolo de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) para pesquisa de reacgéo
anti-Leishmania infantum.

- Pesquisa de acaros em produto de raspagem cuténea, pélo e contetdo auditivo.

- ldentificagdo de exemplares de Helmintes, Artrépodes e Insetos com utilizacdo do
Microscépio Estereoscépico (ME) e Microscopio Otico Composto (MOC).

- Realizacdo de diversas técnicas especificas de coloragcdo: Giemsa para pesquisa de
hemoparasitas em esfregacos sanguineos, Ziehl-Neelsen para pesquisa de
Cyptosporidium spp. e Giardia sp. em esfregacos fecais e posterior observacdo ao MOC.

As actividades no laboratério decorreram entre junho de 2014 e junho de 2015 constituindo
um total de 1720 horas praticas.

Dos trabalhos realizados durante o estagio surgiram 0S seguintes resumos e respetivos
posters, um deles com comunicacéo oral, aceites em conferéncias internacionais (Anexos A
e B):

Valente, A., Gabriel, S.I., Gomes, L., Correia, J., Mathias, M.L. & Madeira de Carvalho, L.M.

(2014). Helminthic infections in the liver of Mus musculus domesticus from Madeira

Archipelago - Preliminary Results [abstract]. Proceedings of the 14™ Rodens et Spatium

International Conference on Rodent Biology, Lisbon, Portugal, 28 July-2 August 2014, pp. 152.

Valente, A., Gabriel, S.I., Gomes, L., Correia, J., Mathias, M.L. & Madeira de Carvalho, L.M.

(2015). Gastrointestinal and liver helminthic infections in house mice (Mus musculus

domesticus) from the Madeira Archipelago: implications on Animal and Public Health
[abstract]. In Proceedings of the 25™ International Conference of the World Association for the

Advancement of Veterinary Parasitology, Liverpool, UK, 16-20 August, pp. 352.


https://www.google.pt/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&ved=0CCcQFjAB&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FZiehl%25E2%2580%2593Neelsen_stain&ei=piOMVfy8HMGwUu_pgfgH&usg=AFQjCNEJD9xDsii3Id5JPUhdjCrcaOybPg&sig2=dExL4gM4ulf9zZXCavw8NQ&bvm=bv.96782255,d.d24

1.2. Enquadramento e justificacdo do estudo

O grupo de “Biologia de Adaptacdo e Processos Ecolégicos” do Centro de Estudos do
Ambiente e do Mar (CESAM - Lisboa) e o Departamento de Biologia Animal da Faculdade de
Ciéncias da Universidade de Lisboa (FCUL), no ambito do Projeto “Especiacdo ou
despeciacdo? — Zona hibrida entre duas racas cromossomicas do ratinho-caseiro na ilha da
Madeira” (PTDC/BIA-EVF/116884/2010), tem vindo a desenvolver um trabalho com
exemplares da subespécie Mus musculus domesticus capturados em ilhas do Arquipélago da
Madeira (homeadamente Madeira e Porto Santo) com o fim de averiguar a sua origem
evolutiva, e do qual resultaram ja véarios artigos em revistas cientificas de referéncia mundial.
Da mesma forma que artefactos materiais podem ser usados como evidéncias da presenca e
estilo de vida de humanos em determinada regiao, também existem os chamados “artefactos
vivos”, de denominacdo habitual bioproxies, passiveis de fornecer informacdo importante
mediante a andalise do genoma de cada individuo. (Jones, Eager, Gabriel, J6hannesdottir &
Searle, 2013). Estes autores referem varias descobertas inesperadas no seu estudo no que
diz respeito a filogeografia do ratinho-caseiro. Um desses achados mais surpreendentes € a
ligagdo deste animal do Arquipélago da Madeira com os Vikings dinamarqueses. Estes
verificaram que, apesar da ilha da Madeira ter sido descoberta pelos Portugueses no ano de
1419, determinadas sequéncias genéticas dos ratinhos analisados apresentavam mais
semelhancas com ratinhos do Norte da Europa do que com ratinhos de Portugal Continental
(Azevedo, 2013; Jones et al. 2013).

Segundo Gabriel, J6hannesdottir, Jones, e Searle, (2010) foi possivel desenhar provaveis
rotas de colonizacdo do ratinho-caseiro Mus musculus domesticus baseadas na analise de
ADN mitocondrial, sendo que uma das provaveis rotas explicaria a colonizagdo do
Arquipélago da Madeira pelo ratinho-caseiro durante a Era Viking, ha cerca de 1000 anos.
Este povo histérico teria realizado deslocacdes por via maritima a partir da periferia do
noroeste da Europa, permitindo ao ratinho-caseiro a colonizagéo tanto da Escandinavia, como
pontos mais a sul da Europa, como o Arquipélago da Madeira (Gabriel et al., 2010).

No decorrer do projeto supracitado foi verificada a presenca de um namero significativo de
agentes parasitarios nos figados e sistemas digestivos dos exemplares capturados, surgindo
assim uma possibilidade de colaboracdo com o laboratorio de Parasitologia e Doencas
Parasitérias da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa. Criou-se assim
uma oportunidade de analisar um grupo significativo de exemplares, tanto da ilha da Madeira
como de Porto Santo, a fim de averiguar a helmintofauna gastrointestinal e hepética de Mus
musculus domesticus do Arquipélago da Madeira, algo ndo estudado até aos dias de hoje

segundo a literatura a que tivemos acesso.



1.3. Caracterizacdo do Arquipélago da Madeira

O Arquipélago da Madeira, localizado na margem oriental do Oceano Atlantico Norte, entre o
arquipélago dos Acores a Norte e o0 arquipélago das Canarias a Sul, faz parte de um conjunto
de arquipélagos denominado Regido Geografica da Macaronésia, constituida por uma cadeia
de ilhas oceénicas vulcanicas moderadamente distantes entre si e do continente africano. Os
arquipélagos constituintes, Madeira, Agores, Canarias e Cabo Verde, tiveram a sua origem
em eventos geoldgicos comuns (Capelo et al., 2004; Faria et al., 2008).

O Arquipélago da Madeira, vulgarmente designado de Arquipélago da Madeira e Selvagens,
€ composto por dois grupos de ilhas: o Grupo Norte que inclui a ilha da Madeira, a ilha de
Porto Santo e as ilhas Desertas, e 0 Grupo Sul localizado mais préximo ao Continente Africano
e ao Arquipélago das Canarias, constituido pelas ilhas Selvagens (Figura 1). Apesar da
proximidade entre as ilhas do Grupo Norte e as ilhas Selvagens, estudos da morfologia dos
fundos oceanicos, verificaram que existe continuidade entre a Madeira e as ilhas Desertas,
enquanto a ilha de Porto Santo, a nordeste, encontra-se separada destas por profundidades
superiores a 2 000 m (Ribeiro & Ramalho, 2007; Borges et al. 2008).

Figura 1 — Regido autbnoma da Madeira e seus municipios. Adaptado de DREM (2014).
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A ilha da Madeira apresenta uma configuracdo alongada, com cerca de 46 Km este-oeste e
23 Km norte-sul, cobrindo uma area de cerca de 737 Km? (Ribeiro & Ramalho, 2007).

A ilha de Porto Santo encontra-se a uma distancia de 500 Km de Africa, 900 Km a sudoeste
de Lisboa, e a cerca de 50 Km da ilha da Madeira com a qual contrasta ndo s6 em dimenséao
como também a nivel de condigBes geoclimaticas. Esta ilha, juntamente com os seus ilhéus
mais importantes, apresenta uma area de cerca de 43 Km?, verificando-se a norte uma
vertente mais montanhosa e uma zona de pinhal, ja na costa sul a paisagem € dominada,
maioritariamente, por cerca de 9 Km de praia (Camara Municipal de Porto Santo, 2014;
DREM, 2014).



1.3.1. Habitats
No arquipélago da Madeira as condi¢des geocliméticas diferem bastantes entre as ilhas da
Madeira e de Porto Santo. A altitude média da ilha da Madeira é de cerca de 646 m sendo o
seu pico mais alto o Pico Ruivo, no municipio de Santana, com cerca de 1 862 m de altura.
Ja na ilha de Porto Santo, a altitude média € de cerca de 86 m, e onde o pico mais alto é o
Pico de Facho com cerca de 517 m de altura (Franca & Almeida, 2003; Cabrita, 2004).
Na Madeira os solos predominantes séo de coloracdo escura e de origem vulcanica, que se
encontram geralmente em ambiente montanhoso e himido, de regides articas a tropicais com
uma grande diversidade de vegeta¢do. Em Porto Santo os solos predominantes sdo de origem
calcaria encontrando-se geralmente em locais planos ou com colinas, em ambientes aridos e
semiaridos, e cuja vegetacdo natural é escassa, sendo dominada por arbustos e arvores
xerdfitas (Franca & Almeida, 2003; IUSS Grupo de Trabajo WRB, 2007).
A Conservacdo da Natureza tem sido alvo de diversos esforgos por parte de instituicdes e
organizacoes, pelo que é elevada a area de zonas protegidas na Regido Autonoma da
Madeira. Em 1982, foi criado o Parque Natural da Madeira que abrange cerca de 2/3 do
territério da ilha da Madeira, e diversas zonas constituem Reservas Naturais e Areas
Protegidas (Franga & Almeida, 2003; Servi¢co do Parque Natural da Madeira, 2014). A floresta
Laurissilva foi considerada em 1999, Patrimonio Mundial pela Organizacdo das Nacodes
Unidas para a Educacéo, a Ciéncia e a Cultura (UNESCO). Esta formacéo florestal, cuja
origem remonta ao Terciario, apresenta uma grande diversidade biolégica, de fauna e flora,
sendo exclusiva dos arquipélagos da Madeira, Acores e Candarias (Franca & Almeida, 2003;
Comissdo Nacional da UNESCO, n.d.; Fontinha, 2004; Menezes et al., 2006; Servico do
Parque Natural da Madeira, 2015).
A ilha da Madeira esta coberta em mais de metade por superficie florestal, constituindo os
espacos naturais, cerca de um quarto do seu territorio. A area agricola nesta ilha é na ordem
dos 18% enquanto a area social ocupa apenas cerca de 5% da ilha, localizando-se a sua
maioria na vertente sul da ilha. Relativamente a ilha de Porto Santo, a rocha méae aflora a
superficie em quase toda a ilha, predominando a aridez com apenas um pequeno bosque
numa das zonas de maior altitude. A ocupacdo agricola representa cerca de 10% da éarea

total, e a floresta exdtica aproximadamente 15% (Franca & Almeida, 2003; Cabrita, 2004).

1.3.2. Fauna de mamiferos
O arquipélago da Madeira ao possuir estas caracteristicas Unicas permitiu o desenvolvimento
de uma grande diversidade biologica. No que diz respeito a fauna de mamiferos, esta é
maioritariamente constituida por mamiferos terrestres introduzidos pelo Homem, a excecéo
do morcego, Unico mamifero terrestre autoctone. Destes mamiferos terrestres, as espécies
carnivoras sao constituidas maioritariamente por duas espécies assilvestradas, Felis catus

(gato) e Mustela furo (furdo). Dos restantes, alguns foram voluntariamente introduzidos como
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0 caso do Oryctolagus cuniculus (coelho-bravo) e outros involuntariamente como Mus
musculus, Rattus rattus e Rattus norvegicus (ratinhos e ratazanas) (Jesus, Teixeira, Teixeira,
Freitas & Russo, 2009). Estas espécies roedoras podem estar infetadas com uma grande
variedade de parasitas e agentes zoonéticos adquirindo o estatuto de praga com forte impacto
em Saude Publica (Battersby, Hirschhorn & Amman, 2008).

1.3.3. Caracterizacéo climatica

A biodiversidade que se verifica no arquipélago da Maderia, tanto de fauna como de flora,
encontra-se estabelecida dadas as condi¢cbes de orografia e geoclimaticas caracteristicas
destes territorios insulares.

A ilha da Madeira, segundo a classificacdo climatica de Koppen, apresenta
predominantemente um clima temperado com verao seco e temperado (clima do tipo Csb com
temperatura média do més mais quente com valor menor ou igual a 22°C e com quatro ou
mais meses com temperaturas médias superiores a 10°C) (Figura 2A). Por outro lado, as
zonas costeiras apresentam um clima temperado com verao seco e quente (clima do tipo Csa
com temperatura média do més mais quente com valor superior a 22°C) (Agéncia Estatal de
Meteorologia de Espanha [AEMET] e Instituto de Meteorologia de Portugal [IM], 2011) (Figura
2A). A ilha de Porto Santo apresenta um clima seco do tipo estepe quente (clima do tipo BSh
com uma temperatura média anual superior a 18°C). Contudo, nas areas de maior altitude
assemelha-se a ilha da Madeira apresentando um clima temperado com verao seco e
temperado (Csb) (AEMET & IM, 2011) (Figura 2A).

Figura 2 — Classificacao climatica do Arquipélago da Madeira.
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A - Classificagdo climatica de Képpen-Geiger. BSh (Clima Seco variedade estepe quente), Csa (Clima
Temperado com verdo seco e quente), Csb (Clima Temperado com verdo seco e temperado), Csc
(Clima Temperado com verao seco e fresco). Na ilha da Madeira observam-se os climas do tipo Csa,
Csb e Csc. Na ilha de Porto Santo observam-se os climas do tipo BSh, Csa e Csbh. B - Média da
precipitacdo total anual no arquipélago da Madeira (1971-2000). Adaptado de AEMET & IM (2011).



Os valores médios anuais da temperatura média do ar no Arquipélago da Madeira dependem
da altitude do local e diminuem com o aumento desta, variando entre 14°C e 18°C nas regides
costeiras e entre 6°C e 12°C nas regides interiores de maior altitude. Os valores médios anuais
da temperatura maxima séo superiores a 20°C nas regides costeiras da ilha da Madeira e em
guase toda a ilha de Porto Santo, sendo mesmo superiores a 22°C na faixa litoral Sul e
Noroeste da ilha da Madeira. Os valores médios anuais da temperatura minima do ar variam
num intervalo entre 4°C e 8°C nas areas de maior altitude apresentando valores superiores a
12°C nas éareas costeiras (AEMET & IM, 2011).

A precipitacdo média anual varia entre ilhas, sendo mais abundante na ilha da Madeira
(Funchal — 596,4 mm) que na ilha de Porto Santo (Aeroporto — 361,3 mm) (Figura 2B). Na ilha
da Madeira, a precipitacdo média anual é fortemente influenciada pela orografia e pelas
vertentes a norte e a sul, sendo a precipitacdo mais abundante em cotas mais altas da ilha e
nas vertentes situadas mais a norte (AEMET & IM, 2011). J4 nailha de Porto Santo, a orografia
suave, ao contrario do que se verifica na ilha da Madeira, deixa passar os ventos alisios
predominantes impedindo o processo de condensacao, conferindo a esta ilha um clima mais
seco e um ambiente mais arido (Faria et al., 2008). A precipitagdo no Arquipélago da Madeira
€ entdo, mais abundante nos meses de dezembro e de janeiro. J4 o periodo seco em alguns
pontos da ilha da Madeira € muito curto, resumindo-se apenas ao més de julho (AEMET & IM,
2011) (Figura 2B).

Alteracdes na temperatura e flutuagdes da precipitagdo tém efeitos a curto e a longo prazo no
habitat tanto de espécies vetoras como de helmintes. Niveis elevados de precipitacdo
potenciam o aumento de locais de reproducédo de alguns vetores como mosquitos, carracas e
caracois (Githeko, Lindsay, Confalonieri & Patz, 2000). Na realidade, o clima do arquipélago
da Madeira, particularmente a ilha da Madeira, com temperaturas médias amenas e humidade
elevada ao longo de todo o ano, concorre em grande medida para facilitar os ciclos biolégicos
de diversos parasitas nomeadamente helmintes (Mas-Coma, Valero & Bargues, 2008;
Froeschke & Matthee, 2014).

1.3.4. Populagdes humanas, de roedores e Saude Publica

Segundo a estimativa do ano de 2013 da Direcdo Regional de Estatistica da Madeira [DREM]
(2014), a Regido Autbnoma da Madeira apresentava uma densidade populacional de 326,2
hab./Km?, sendo que Porto Santo apresentava uma densidade populacional de 124,4
hab./Km?2. Assim, na ilha da Madeira a populacdo residente era de cerca de 256 014
habitantes, j& na ilha de Porto Santo verificou-se uma ocupacéo de cerca de 5 299 habitantes.
Segundo dados dos Censos de 2011, a densidade populacional na Regido Auténoma da
Madeira era cerca de trés vezes superior & média de Portugal continental (114,5 hab/Km?),
situacao que se verificou igualmente no ano de 2013 (Instituto Nacional de Estatistica [INE],
2012; DREM (2014) (Figura 3).



Os roedores em geral, estdo presentes tanto em habitats naturais como em ambientes
urbanos em proximidade com populagées humanas, sendo que nestes ultimos encontram
condi¢cdes propicias a sua subsisténcia devido a maior quantidade de alimento, 4gua e
abrigos, assim como a auséncia de predadores naturais. Estas condi¢cbes levam ao
estabelecimento de col6nias de roedores com maiores densidades populacionais que as
observadas nas populacdes selvagens (Mathias, 1999; Froeschke & Matthee, 2014).

Figura 3 — Densidade Populacional da ilha da Madeira e da ilha de Porto Santo em 2011.
Adaptado de INE (2012).
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As espécies de roedores representam cerca de 40% das espécies de mamiferos e tém vindo
a ser mencionadas como sendo um dos maiores reservatorios de zoonoses, com impacto
significativo em Salde Publica, Animal e Ambiental — One Health (Singleton & Krebs, 2007,
Bidaisee & Macpherson, 2014; Froeschke & Matthee, 2014).

Meerburg, Singleton & Kijlstra (2009), descrevem no seu artigo de revisdo, 61 agentes
patogénicos em roedores passiveis de serem transmitidos a humanos, e dessa forma
zoondéticos, bem como as suas consequéncias em termos de morbilidade e mortalidade, tanto
a nivel animal como humano. Destes 61 agentes, 20 sédo de natureza viral, 19 de natureza
bacteriana e 22 de natureza parasitaria. Estes agentes patogénicos podem ser transmitidos
por duas vias: direta ou indireta. A via direta pode ocorrer através de mordedura, ingestao de
alimentos e 4gua contaminados com excrementos dos roedores, ou ainda por via cutéanea a
partir de agua contaminada com urina ou por inalacao de agentes presentes nos excrementos.
A Sindrome Pulmonar por Hantavirus, a Leptospirose, a Febre de Lassa, a Peste Negra e a
Salmonelose séo alguns exemplos de doencas transmitidas por esta via (Meerburg et al.,
2009; Centers for Disease Control and Prevention, 2011). A via indireta pode ocorrer através
do contacto com ectoparasitas artropodes vetores (como carracas, acaros e pulgas) ou
através da ingestao de alimentos de origem animal de individuos que ingeriram roedores

infetados e/ou 0s seus excrementos. A Babesiose, a Leishmaniose Cutanea, a Peste Negra
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e a Doenca de Lyme sédo exemplos de doencas que podem ser transmitidas através de via
indireta (Meerburg et al., 2009; Centers for Disease Control and Prevention, 2012).
Varia¢Bes na ocupacdo humana do territorio, juntamente com alteragées climéaticas mundiais,
podem levar ao aparecimento e/ou aumento de doencgas transmitidas por roedores, uma vez
que os vetores, hospedeiros intermediarios e definitivos, e os proprios roedores, podem ser
influenciados por estas variacoes (Githeko et al., 2000).

O ratinho-caseiro (Mus musculus) € provavelmente o mamifero mais invasivo e ubiquitério, e
com maior sucesso depois do Homem, sendo por isso considerado como um dos 100
invasores da lista 700 of the World’s Worst Invasive Alien Species publicada pela Global
Invasive Species Database. (Lowe, Browne, Boudijelas & De Poorter, 2000; Cucchi, Auffray &
Vigne, 2012).

1.4. Caracterizagdo do Ratinho-caseiro (Mus musculus)

O ratinho-caseiro, de nome cientifico Mus musculus, pertence ao Reino Animalia, Filo
Chordata, Classe Mammalia, Ordem Rodentia, Familia Muridae, Género Mus e epiteto
especifico musculus Linnaeus,1758. Inicialmente considerava-se a existéncia de duas
espécies distintas, Mus musculus Linnaeus, 1758 e Mus domesticus Schwartz & Schwartz,
1943, no entanto evidéncias mais recentes indicam que Mus domesticus podera ser na
realidade uma subespécie de Mus musculus, dando origem a denominac¢ao de Mus musculus
domesticus (Sans, 2002; Singleton & Krebs, 2007; Musser et al., 2008; Jong et al., 2014).

As evidéncias da presenca de Mus musculus domesticus datam de 12000 a.C., ainda que o
seu crescimento exponencial se tenha verificado apenas 2000 anos depois, durante o periodo
Neolitico no Antigo Oriente (atual Médio Oriente). Este fendmeno surgiu na transicdo da
estratégia de subsisténcia dos cacadores-recoletores para a producédo de alimentos de forma
sedentéaria, com o desenvolvimento da agricultura e subsequente armazenamento dos cereais
(Cucchi et al., 2012).

Este roedor é classificado, segundo a International Union for Conservation of Nature (IUCN),
como Pouco Preocupante (LC), com uma distribuicdo essencialmente em habitats
antropogénicos, e cujo contacto com o homem tem permitido a sua disseminacdo pelo
planeta, com exce¢do da Antartica (Musser et al., 2008). No caso de Portugal o ratinho-caseiro
encontra-se vastamente distribuido por todo o territério continental bem como nos
arquipélagos dos Acores e da Madeira. Neste ultimo, o ratinho-caseiro, Mus musculus,
encontra-se presente nas ilhas da Madeira, Porto Santo e Desertas (Borges et al., 2008),
tendo sido erradicado da ilha Selvagem Grande apds um projecto de erradicacao de espécies
invasoras iniciado em 2002 (Oliveira et al., 2010). Contrariamente as populacdes continentais,
nas ilhas do arquipélago o ratinho-caseiro ocupa igualmente habitats exteriores, n&o
estritamente dependentes da presenca humana. Isto acontece principalmente devido a

inexisténcia da maioria das espécies de roedores encontrada no continente (por exemplo,
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Mus spretus ou Apodemus sylvaticus), reduzindo a competicao inter-especifica. Apesar disto
as populagcdes comensais possuem densidades mais elevadas do que as populagbes
selvagens (Mathias, 1999). Estas popula¢cdes comensais associadas a presenca humana
encontram nestes locais maior disponibilidade de alimento e abrigo (Mathias, 1999), ocupando
um certo nimero de construgdes urbanas desde casas e celeiros, a fabricas e locais de
armazenamente de alimentos com atmosfera controlada (MacDonald & Barrett, 1993;
Battersby et al., 2008). Relativamente as populagdes selvagens estas tendem a ocupar areas
litorais arenosas, zonas florestais e de preferéncia proximas de cursos de agua, contudo
ocupam igualmente &reas de cultivo com sistema de regadio e jardins (MacDonald & Barrett,
1993; Mathias, 1999; Battersby et al., 2008). A auséncia da maior parte dos predadores
naturais nas ilhas também contribui para a expansdo das areas ocupadas pelo ratinho-

caseiro.

1.4.1. Morfologia
O ratinho-caseiro, Mus musculus, apresenta olhos pretos brilhantes e proeminentes, orelhas
redondas e um focinho pontiagudo com longos bigodes (MacKay et al., 2010). A pelagem
deste roedor apresenta uma coloracdo que pode variar entre o castanho claro, o cinzento e o
preto, no entanto a pelagem na regido ventral apresenta uma colora¢do mais clara podendo
variar entre o branco, o creme, o castanho e o cinzento (Berry, 1970; Hutchins, 2003;
Battersby et al., 2008; MacKay et al., 2010) (Figura 4).

Figura 4 - llustracao cientifica do ratinho-caseiro Mus musculus domesticus. (Silvar, 2014).

A sua cauda, cujo comprimento (6,0-10,5 cm) é aproximadamente igual ao da soma do
comprimento da cabeca e do corpo (6,5-9,5 cm), apresenta-se espessa, escamosa, com anéis
proeminentes e praticamente sem pélo (MacDonald & Barrett, 1993; Battersby et al., 2008).
O ratinho-caseiro pode medir entre 13-20 cm de comprimento total e pesar entre 12-30 g
(MacDonald & Barrett, 1993; Battershy et al., 2008; MacKay et al., 2010). De um modo geral,

as fémeas de ratinhos capturados em meio selvagem séo ligeiramente maiores que 0s



machos, ao contrario do que se verifica nos ratinhos em cativeiro (Berry, 1970; MacDonald &
Barrett, 1993).

O isolamento geografico que se verifica em populacdes de roedores residentes em ilhas faz
com que apresentem diferencas frequentes na sua demografia, reproducédo, comportamento
e morfologia quando comparadas com populagbes de roedores do continente. Estas
diferencas integram o conceito de Sindrome Insular caracterizado por densidades mais
elevadas e estaveis, melhor capacidade de sobrevivéncia e aumento da massa corporal,
assim como diminuicées ao nivel da agressividade, taxa reprodutiva e dispersédo (Adler &
Levins, 1994).

1.4.2. Ecologia

Os individuos desta espécie sdo animais tipicamente noturnos ou crepusculares, podendo
estar ativos durante o dia, caso haja escassez de alimento. Sdo mamiferos extremamente
ageis, com um excelente sentido de equilibrio, o que lhes permite saltar e nadar
razoavelmente bem. Ratinhos jovens conseguem passar por brechas de largura inferior a 7-8
mm, enquanto ratinhos adultos conseguem somente passar por brechas com tamanho
superior a 1 cm de largura. As suas tocas tém geralmente cerca de 2 cm de didmetro
(Battersby et al., 2008; Olsen, 2013). A audi¢&o e o olfato estdo bem desenvolvidos, sendo a
comunicacdo entre eles e o reconhecimento do ambiente feitos principalmente pelo olfato
(MacDonald & Barrett, 1993). A alimentagdo destes animais varia significativamente
consoante o0 habitat dos mesmos (Battersby et al., 2008). O ratinho-caseiro €
predominantemente granivoro e portanto em ambientes cultivados as sementes sdo a base
da sua dieta. Em ambientes ndo cultivados a alimentacédo é a base de sementes, plantas
(folhas, raizes e caules), frutos, fungos, insetos (nomeadamente no estado larvar) e outros
invertebrados, ovos, penas e até mesmo outros vertebrados (Bomford, 1987; Wanless, Angel,
Cuthbert, Hilton & Ryan, 2007).

Os dejetos do ratinho-caseiro tém geralmente a forma de bastonete, com cerca de 6 mm de
comprimento e 2-2,5 mm de largura, apresentando um odor rangoso e sendo bastante duros
guando secos, nao se desfazendo com facilidade ao contrario do que acontece com os dejetos
de outros pequenos mamiferos, como por exemplo os morcegos (Howie, 2007; Olsen, 2013).
Atualmente, a densidade populacional deste roedor pode variar de 10 ratinhos por m?, no caso
de populacdes comensais, a 1 ratinho por 100 m?, no caso de populaces selvagens. Em
condicOes ideais as populagbes podem ter crescimentos bastante significativos atingindo

densidades populacionais na ordem dos 200 000 ratinhos por hectare (MacKay et al., 2010).

1.4.3. Ciclo de vida
As fémeas de Mus musculus tornam-se sexualmente maduras por volta das 6 semanas de

vida, embora tal possa ocorrer mais tarde perante elevada densidade populacional e
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temperatura baixa. Por sua vez, os machos atingem a maturidade sexual mais tardiamente
que as fémeas, contudo sdo menos afetados pelas alteragcdes ambientais. A gestacédo tem a
duracdo de 19-21 dias culminando no parto que geralmente ocorre de noite. A fémea entra
novamente em ovulagdo cerca de 12-18 horas pdés-parto (Berry, 1970; Mathias, 1999). As
ninhadas podem ser de 3 a 12 crias ocorrendo entre 5 a 10 vezes por ano (Hutchins, 2003).
As crias pesam cerca de 1 g a nascenga, apresentando-se cegas, surdas, sem pelo e
totalmente dependentes da progenitora. A taxa de crescimento pdés-natal depende da
quantidade de leite disponivel, e este por sua vez depende do tamanho da ninhada. Os
ratinhos sédo desmamados por volta das 3 semanas de vida pesando geralmente 10 g (Berry,
1970; Mathias, 1999). Os ratinhos em meio selvagem vivem em média cerca de 1 ano,

enguanto os ratinhos em cativeiro vivem geralmente cerca de 2 anos (Hutchins, 2003).

1.5. Helmintofauna de Mus musculus
Os roedores desempenham o papel de hospedeiros definitivos e hospedeiros intermediarios
dos ciclos biolégicos de diversos parasitas. Para além destas caracteristicas podem ainda
desempenhar o papel de hospedeiros paraténicos, albergando parasitas de forma temporaria
sem desenvolvimento dos mesmos, podendo facilitar a sua disseminagdo e manutengéo do

seu ciclo bioldgico (Gosling, 2005; Zajac & Conboy, 2012).

1.5.1. A nivel mundial
Singleton & Krebs (2007) descrevem na sua obra uma compilagéo de diversos endoparasitas
e ectoparasitas identificados em populacdes selvagens de ratinho-caseiro, e cujos autores
consideram tratarem-se de duas espécies distintas Mus musculus e Mus domesticus. A
helmintofauna presente nestas popula¢cbes selvagens de ratinho-caseiro é constituida por
pelo menos 5 espécies de trematodes (Brachylaima sp., Brachylaima cribbi, Echinostoma
indoense, Fasciola hepatica e Zonorchis sp.), 9 espécies de céstodes [Catenotaenia pusilla,
Echinococcus multilocularis, Hymenolepis diminuta (= Rodentolepis/Vampirolepis diminuta),
Mesocestoides sp., Paranoplocephala sp., Ralillietina sp., Rodentolepis nana (=
Vampirolepis/Hymenolepis fraterna; Rodentolepis fraterna) e Rodentolepis microstoma (=
Vampirolepis/Hymenolepis straminea), Taenia taeniaeformis (= Cysticercus fasciolaris)] e 21
espécies de nematodes [Aonchotheca annulosa (= Capillaria annulosa), Aspiculuris tetraptera,
Calodium hepaticum (= Capillaria hepatica), Eucoleus bacillatus (= Capillaria bacillatus),
Gallegostrongylus  australis, Gallegostrongylus ibicensis, Gongylonema aegypti,
Gongylonema musculi, Gongylonema neoplasticum, Heligmosomoides polygyrus (=
Nematospiroides dubius), Heterakis spumosa (= Ganguleterakis), Mastophorus muris,
Muspicea borreli, Nippostrongylus brasiliensis, Physaloptera getula, Protospirura muris (=
Mastophorus), Syphacia obvelata, Syphacia stoma, Trichinella spiralis, Trichosomoides

crassicauda e Trichuris muris].
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1.5.2. Anivel ibérico

Ao nivel da Peninsula Ibérica estd descrita a presenca de pelo menos 2 espécies de
trematodes (Brachylaemus erinacei, Brachylaemus recurvus), 5 espécies de céstodes
[Catenotaenia pusilla, Hymenolepis diminuta, Mesocestoides lineatus, Rodentolepis nana (=
Rodentolepis fraterna), Taenia taeniaeformis (larva)] e 8 espécies de nematodes (Aspiculuris
tetraptera, Calodium hepaticum, Gongylonema musculi, Gongylonema neoplasticum,
Heterakis spumosa, Syphacia obvelata, Trichinella spiralis e Trichuris muris) (Campillo et al.,
1980).

Em Portugal foram ja realizados estudos pontuais sobre helmintofauna no ratinho-caseiro
nomeadamente, no Jardim Zoologico de Lisboa (Crespo, 2012) e no Alentejo (Catanho et al.,
2003), que no seu conjunto incluem 3 espécies de céstodes (Cysticercus fasciolaris,
Hymenolepis diminuta e Hymenolepis nana) e 7 espécies de nematodes (Aspiculuris
tetraptera, Calodium hepaticum, Heterakis spumosa, Nippostrongylus brasiliensis, Syphacia
sp., Syphacia obvelata e Trichuris muris). Foi ainda realizado um estudo em Rattus norvegicus
na zona da grande Lisboa tendo sido identificadas 1 espécie de treméatodes (Brachylaima
recurva), 3 espécies de céstodes [Cysticercus fasciolaris, Hymenolepis diminuta e
Vampirolepis hana (=Rodentolepis nana)] e 6 espécies de nematodes [Capillaria hepatica
(=Calodium hepaticum), Gongylonema neoplasticum, Hetarakis spumosa, Nippostrongylus
brasiliensis, Trichosomoides crassicauda e Trichostrongylus sp.] (Afonso-Roque, Mendonga,
Marcos & Lopes, 1984).

1.5.3. Anivel insular

Nas ilhas Baleares, arquipélago pertencente a Espanha e situado no Mar Mediterraneo, foram
identificadas pelo menos 2 espécies de treméatodes (Brachylaima ruminae e Brachylaima sp.),
4 espécies de céstodes [Catenotaenia pusilla, Hydatigera taeniaeformis (syn. Taenia
taeniaeformis), Hymenolepis sp. (possivelmente Rodentolepis microstoma) e Mesocestoides
sp. (larva)] e 6 espécies de nematodes (Aspiculuris tetraptera, Gongylonema sp.,
Physaloptera getula, Spiruroidea gen. sp. larva, Syphacia obvelata e Trichuris muris) (Mas-
Coma et al., 1998).

Ao nivel do Arquipélago dos Acores foram realizados diversos estudos sobre a helmintofauna
em Mus musculus, como sao exemplo estudos feitos em Sao Miguel (Pereira, 2009) e em Séo
Miguel, Terceira e Flores (Casanova et al., 1996), que no seu conjunto incluem 2 trematodes
(Brachylaima sp. e Skrjabinocoelus sp.), 5 espécies de céstodes [Cladotaenia globifera (larva),
Cysticercus fasciolaris, Hymenolepis diminuta, Hymenolepis straminea e Rodentolepis nana],
10 espécies de nematodes (Aonchotheca annulosa, Calodium hepaticum, Eucoleus gastricus,
Gongylonema neoplasticum, Heterakis spumosa, Mastophorus muris, Nematoda sp.
Nippostrongylus brasiliensis, Syphacia obvelata e Trichuris muris) e 1 espécie

Acanthocephala (Prosthorhynchus sp.).
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Outro estudo a referir sera a tese de doutoramento de Afonso-Roque (1989) que para além
de véarios mamiferos e roedores, contemplou também a andlise de 5 exemplares de Mus
musculus, tendo sido identificados 1 céstode (Cysticercus pisiformis) e 2 nematodes
(Calodium hepaticum e Syphacia obvelata).

Também ao nivel do Arquipélago das Canarias foram j4 realizados diversos estudos (Lépez-
Darias, Ribas & Felit, 2008) sobre a helmintofauna em roedores, sendo de destacar o trabalho
realizado por Feliu et al. (2012) em Mus musculus domesticus na ilha El Hierro, no qual foram
identificadas 2 espécies de céstodes [Rodentolepis microstoma e Taenia taeniaeformis
(larva)], 6 espécies de nemétodes [Mastophorus muris, Protospirura sp., Rictularia sp.,
Heterakis spumosa, Syphacia obvelata e Trichuris muris) e 1 espécie Acanthocephala
(Prosthorhynchus cylindraceus (larva)].

No caso especifico do Arquipélago da Madeira ndo existe, até a data, qualquer registo
bibliogréafico da helmintofauna de Mus musculus. Como Borges et al. (2008) referem no seu
estudo “0 nosso conhecimento da diversidade nematologica do arquipélago [da Madeira] esta
longe de ser completo” sendo que das varias espécies de nematodes descritas nesta obra,

nenhuma foi identificada em Mus musculus.

1.6. Objetivos do estudo
O ratinho-caseiro, Mus musculus domesticus, € um roedor comensal, cuja localizacdo é
essencialmente préxima de populagbes humanas, sendo passivel de transmitir doencgas ao
Homem, animais domésticos e espécies selvagens, constituindo uma potencial ameaca a
Saude Publica.
No ambito desta temética, o presente trabalho teve como principais objetivos:
a) O estudo da helmintofauna gastrointestinal e hepatica presente em exemplares
capturados no arquipélago da Madeira (ilhas da Madeira e de Porto Santo);
b) Identificacdo e quantificacdo das espécies presentes, assim como a analise destas em
funcéo de fatores como o sexo, idade e localizacao geogréfica dos ratinhos;

c) Avaliacdo do seu potencial zoon6tico e relevancia em Saude Publica e Uma Saude.
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2. Material e Métodos

O material bioldgico alvo de estudo, gentilmente cedido pelo grupo de “Biologia de Adaptacgéao
e Processos Ecoldgicos” do CESAM - Lisboa e Departamento de Biologia Animal da FCUL no
ambito do Projeto “Especiagdo ou despeciagdo? — Zona hibrida entre duas racas
cromossomicas do ratinho-caseiro na ilha da Madeira”, foi constituido por 161 figados e
sistemas digestivos de 161 hospedeiros capturados na ilha da Madeira, e 39 figados e
sistemas digestivos de 39 hospedeiros capturados na ilha de Porto Santo perfazendo um total
de 200 ratinhos Mus musculus domesticus analisados (Figura 5).

2.1. Captura e observacédo dos hospedeiros
Os espécimes de Mus musculus domesticus foram capturados nos meses de setembro de
2012, maio, junho, setembro, outubro, novembro e dezembro de 2013 e outubro de 2014.
Para o efeito foram utilizadas armadilhas Sherman usando como isco uma mistura de sardinha

em lata e farinha, sendo os animais capturados vivos.

2.2. Distribuicdo da amostragem

O namero de exemplares capturados na ilha da Madeira teve a seguinte distribuicdo: Achadas
da Cruz (5), Arco da Calheta (6), Canhas (2), Chao da Ribeira (9), Chado da Ribeira () (1),
Chéo da Ribeira (ll) (2), Estreito da Calheta (20), Estreito da Calheta (Sitio da Camacha) (2),
Faial (Lombo de Baixo) (4), Faja da Ovelha (2), Levada Grande (2), Lombada dos Cedros (1),
Lombada dos Marinheiros (4), Lombo do Doutor (Cemitério) (3), Lombo do Saldo (1), Lugar
da Raposeira | (1), Lugar da Raposeira Il (2), Madalena do Mar (2), Madalena Il - Arco da
Cova da Calheta (1), Maloeira - Rua do Pico (2), Maloeira (1) (2), Maloeira (IV - Funeréria) (2),
Moledos (2), Ponta Delgada (11), Ponta Delgada (Lombada) (2), Ponta do Pargo (8), Ponta
do Pargo - Ribeira da Vaca (1), Ponta do Sol (Levada da Serra) (2), Porto da Cruz (Larano)
(3), Porto Moniz (2), Prazeres - Caminho do Miradouro (2), Ribeira da Janela (6), Ribeira da
Laje (2), Ribeira da Vaca (7), Ribeira Funda (4), Salbes (2), Santa (do Porto Moniz) (2),
Santana (Feiteira do Nuno) (6), Sao Vicente - Terra Cha (4), Seixal - Sitio da Portada (1), Sitio
da Faja (9), Socorro (7), Solar dos Prazeres (2) (Figura 5).

No caso da ilha de Porto Santo o nimero de exemplares capturados teve a seguinte
distribuicdo: Camacha (12), Farrobo (aeroporto) (3), Ponta (Centro Hipico) (9), Quinta das
Palmeiras (15) (Figura 5).
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Figura 5 — Mapa da ilha da Madeira e Porto Santo com a distribuicdo dos pontos de captura dos ratinhos Mus musculus domesticus.

Legenda — Localizagio e nimero de exemplares analisados em cada ponto da ilha da Madeira e da ilha de Porto Santo. E possivel ver a area ocupada pela Floresta
Laurissilva considerada Patriménio Mundial pela UNESCO e pertencente a Rede Natura 2000.




2.3.  Processamento laboratorial dos hospedeiros
As armadilhas foram verificadas todas as manhéas e os animais capturados transferidos para
gaiolas com racao e agua ad libitum. Os animais foram, entdo, transportados para a Estagéo
de Biologia Marinha do Funchal, onde foram processados. Foi feito o registo das coordenadas
geograficas do local de captura bem como de diversas caracteristicas morfolégicas para cada
individuo, nomeadamente o comprimento do corpo e cabec¢a, comprimento da cauda e peso.
Posteriormente os exemplares analisados foram categorizados tendo em conta 0 sexo
(machos e fémeas) e faixa etéria (juvenis [peso <12 g] e adultos [peso 212 g]) (Crowcroft &
Rowe, 1961; MacDonald & Barrett, 1993; Battersby et al., 2008). Foi realizada a eutanasia por
deslocamento cervical com anestesia prévia por isoflurano e de seguida realizada a necropsia
cuja data distou da altura de captura por um periodo maximo de uma semana. O sistema
digestivo e figado de cada ratinho foram colocados em etanol absoluto em tubos separados

e devidamente identificados.

2.4. Extragdo dos helmintes
A extracéo e isolamento dos helmintes foi realizada no Laboratério de Parasitologia e Doengas
Parasitéarias da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa.
Para a analise individual dos érgaos foi utilizado material cirdrgico como bisturi, tesoura,
pincas bico-de-pato e pingas dente-de-rato, e ainda placas de Petri, estiletes e pipetas de
Pasteur. Uma vez que 0s 0rgdos se encontravam conservados em tubos com etanol absoluto,
foi necesséario o uso constante deste de forma a evitar a dessecagdo dos tecidos e dos
parasitas durante a sua manipulacao e identificacao.
A dissecdo de cada 6rgéo foi realizada individualmente em placas de Petri e sob o ME.
Dependendo da presenca ou néo de parasitas e da sua quantidade, este processo chegou a
ultrapassar a duracéo de 3 horas, dada a minUcia necessaria na sua realizacao (Figura 6A).
Ao extrair o sistema digestivo do tubo, efetuou-se um corte ao nivel do piloro para separacao
do estbmago dos restantes 6rgaos. De seguida foi realizada uma incisdo desde a céardia ao
piloro extraindo de seguida o contetdo estomacal o qual foi alvo de pesquisa de parasitas. A
mucosa gastrica foi igualmente examinada para pesquisa de parasitas.
Apos a separacgéo do intestino delgado do intestino grosso, procedeu-se a incisdo longitudinal
deste em toda a sua extensao sendo cuidadosamente extraidos os parasitas e examinada a
sua mucosa.
Relativamente ao intestino grosso, cego e colon, foi realizada uma incisédo longitudinal em
toda a sua extensao, extraido o seu conteido e examinado para a presenca de parasitas.
O conteddo gastrointestinal foi conservado em etanol absoluto em tubos individuais
adequadamente identificados.
Na analise do figado, foram removidas as vesiculas de natureza parasitaria a superficie e

realizada uma incisdo para extracdo do parasita do seu interior. A presenca de Calodium
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hepaticum nos figados dos ratinhos analisados foi determinada através da observacao das
lesBes e escarificacao quer da superficie do parénquima hepatico quer da superficie de corte
aquando da dissecao do 6rgdo, e sucessiva observagédo dos ovos.

Uma vez que os 6rgados foram conservados em etanol absoluto, a rigidez dos tecidos e a
fragilidade dos parasitas em questdo nem sempre permitiram a obtencdo de exemplares
completos.

Os helmintes de cada espécie foram entdo separados por ratinho e colocados em etanol
absoluto. Estes foram etiquetados com o respetivo codigo e sexo do animal, espécie do

parasita presente, nimero de exemplares e respetivo género assim como a sua localizac¢ao.

2.4.1. Preparacao dos helmintes
ApOs extragcdo dos parasitas foi realizada montagem entre lamina e lamela com Lactofenol
d’Amann (Anexo C) para o seu esclarecimento, seguido de observacdo ao MOC (Crespo,
2012). Consoante a dimensao dos parasitas e numero assim foram montadas laminas apenas
com 1 ou até 40 parasitas, como no caso de Syphacia obvelata (Figura 6B). Apds a sua

identificacdo foram lavados com etanol absoluto e colocados de novo nos tubos de origem.

Figura 6 — Ambiente de trabalho (A) e lamina com montagem de 40 espécimes de Syphacia

obvelata em Lactofenol d’Amann (B).

Para céstodes e treméatodes realizou-se a técnica de coloracéo pelo Carmim Alcool Cloridrico
(Anexo D). Um dos requisitos desta técnica exige a colocacéo do parasita ainda vivo em 4gua
da torneira ou soro fisiologico, a 4°C durante cerca de 24h para que se dé a sua morte em

extensdo. Esta condicdo ndo foi possivel uma vez que os 0rgdos se encontravam ja
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preservados em etanol absoluto pelo que foi apenas realizada numa pequena amostra de
parasitas (4 espécimes de trematodes e 5 espécimes de céstodes) (Crespo, 2012).

A técnica de coloracdo consiste na exposicdo dos parasitas a Acido Alcool Cloridrico numa
placa de Petri durante 10 minutos e sucessiva fixagdo com Etanol a 70°. De seguida sofreram
diferenciacdo em Alcool Cloridrico a 1% sendo necessario controlar este processo sob o ME.
Apoés a diferenciacdo sofreram desidratagdo por passagem em alcoois de concentracdes
crescentes (70°, 95° e 100°) e finalmente esclarecimento com Xilol e posterior montagem
entre lamina e lamela com Entellan (Figura 7A).

Figura 7 — Colorac&o de trematodes e céstodes pelo Carmim Alcool Cloridrico (A) e técnicas

coprolégicas (B).

2.4.2. Classificagdo das lesdes hepaticas por Calodium hepaticum

O nivel de envolvimento hepatico nos hospedeiros positivos ao nematode Calodium
hepaticum foi classificado de acordo com Conlogue, Foreyt, Adess & Levine (1979) e Pereira
(2009). Para este efeito, foram adotados trés graus de intensidade:
» Leve (intensidade 1) — envolvimento dos bordos hepéticos ou lesdes discretas e
amplamente dispersas num Unico lébulo hepatico;
» Moderado (intensidade 2) — maior nidmero de les6es que o grau anterior mas
envolvendo até metade do figado;
» Grave (intensidade 3) — envolvimento de mais de metade do figado.

2.4.3. Contagem de ovos de Calodium hepaticum
Apos escarificacao de 14 figados que se revelaram positivos a Calodium hepaticum procedeu-
se a uma tentativa da contagem de ovos dos mesmos. Realizaram-se 5 raspagens com
recurso a um bisturi, 3 a superficie do figado e 2 nas superficies de corte apos incisdo do

orgdo. Ao produto de raspagem foram adicionados 100 uL de agua destilada, tendo sido
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retirados de seguida 25 ul que foram montados entre lamina e lamela (24 x 24 mm) e
observados ao MOC (objetiva de 10x). Foi realizada a contagem da totalidade dos ovos com
recurso a um contador manual e ainda a contagem de ovos em trés campos microscopicos

diferentes sendo realizada posteriormente a sua média.

2.4.4. Técnicas coprolbgicas
Foram realizadas técnicas coproldgicas qualitativas a 18 ratinhos. Estas técnicas consistiram
na técnica de Flutuacéo pelo método de Willis e Sedimentacdo Natural e ainda esfregaco do
conteudo intestinal e coloracdo Ziehl-Neelsen (Anexo E). Sendo estas técnicas qualitativas, o
protocolo, material e quantidades de solucdo saturada foram adaptadas perante a reduzida

guantidade de conteldo intestinal das amostras (Figura 7B).

2.4.5. Técnicas histologicas
Um conjunto de 18 figados constituido por figados sem lesdes visiveis, com lesdes tipicas de
Calodium hepaticum, com vesiculas compativeis com Cysticercus fasciolaris e vesiculas de
Cysticercus sp. foi analisado pelo Laboratério de Anatomia Patolégica da FMV/ULisboa, onde
foram submetidos a andlise histopatoldgica. Para esta analise, foi colhido um fragmento de
cada figado com espessura inferior a 5 mm e fixado em Formol tamponado a 10%, durante
um periodo de 24 horas. O processamento e inclusao dos tecidos em parafina foram
efetuados com recurso ao processador de tecidos LEICA TP 1020. O corte dos blocos de
parafina resultantes foi realizado com recurso a um micrétomo de Minot apresentando uma
espessura de cerca de 3 ym. Posteriormente foram desparafinados, hidratados e corados pela
coloragdo da Hematoxilina de Gill Il e Eosina-Floxina. Por ultimo foram analisados ao MOC e

os resultados registados em relatério interno de analise histopatoldgica.

2.5. Identificagdo dos helmintes
A identificacdo dos helmintes foi possivel com recurso ao ME (Olympus SZ40) e MOC
(Olympus BX40 e Olympus CX31). O registo fotografico foi feito com o recurso a camara digital
compacta (Olympus SP-500 UZ) acoplada ao ME (Olympus SZ51) e com a camara (Olympus
DP10) acoplada ao MOC (Olympus BX50) o qual foi ainda utilizado para as medi¢bes dos
parasitas.
De forma a fazer a medicdo do comprimento de alguns parasitas (Heligmosomoides
polygyrus), dada a complexidade da sua forma, foi necessério recorrer ao software de imagem
Adobe® lllustrator® CS6 (Figura 8A e 8B).
A identificacdo e classificacdo dos parasitas extraidos dos exemplares de Mus musculus
domesticus foi realizada com base em diversas obras e artigos de referéncia, entre os quais
ha que destacar: Skrjabin (1964), Cribb (1990), Cribb (1992) e Butcher & Grove (2001) para
trematodes; Euzeby (1981), Euzeby (1982), Petter & Quentin (1976), Chabaud (1975),
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Chabaud (1978) e Durette-Desset (1983) para nematodes; Wardle & McLeod (1968) para
céstodes e Dailey (1996) e Pritchett (2007) para helmintes em geral. Igualmente, a
identificacdo de ovos provou ser um auxilio a identificagdo dos respetivos parasitas adultos,
sendo de destacar as seguintes obras: Thienpont, Rochette & Vanparijs (1979) e Zajac &
Conboy (2012).

Figura 8 — Medicdo do comprimento (linha verde) de um exemplar macho de
Heligmosomoides polygyrus (A) e composi¢do de fotografias de um exemplar fémea de H.
polygyrus (B) pelo software de imagem Adobe® lllustrator® CS6.

2.6. Registos e anélise dos dados
Os dados recolhidos no decurso do trabalho foram introduzidos e processados em folhas de
calculo através do programa Microsoft Office Excel 2013. A informacao referente a distribuicéo
dos exemplares pelas duas ilhas, Madeira e Porto Santo, foi processada com recurso ao
programa QGIS (vers&o 2.10.1 - Pisa) e ao software de imagem Adobe® lllustrator® CS6 para
elaboracdo dos mapas.

2.7. Andlise estatistica

A andlise dos dados foi efetuada recorrendo aos programas de estatistica GraphPad Prism®,
versdo 6.01 e IBM® SPSS® Statistics, verséo 22.

Foi testada a normalidade dos dados com recurso ao teste de Kolmogorov-Smirnov. Para a
andlise das prevaléncias foi calculado o Intervalo de Confianga para 95% (IC95%) (Sergeant,
2015) sendo que a andlise estatistica foi realizada com recurso ao teste do Qui-Quadrado (?)
e teste exacto de Fisher (F). A andlise das intensidades foi efetuada somente para parasitas
cujos valores de prevaléncia fossem iguais ou superiores a 10% da amostra (Bush, Aho &
Kennedy, 1990), recorrendo para o efeito ao teste U de Mann-Whitney, ndo parameétrico,
sendo previamente realizado o teste de Levene para verificacdo de homogeneidade de
variancias, sendo que para a realizacéo do teste U de Mann-Whitney é necessario que ambos
0S grupos a comparar possuam variancias iguais (Zimmermann, 1987).
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Consideraram-se estatisticamente significativas as associacfes cujo valor de significancia p

do teste adotado fosse inferior ou igual a 0,05.

2.8. Conceitos adotados no estudo parasitolégico

Foram adotados o0s seguintes conceitos com base nos artigos de Margolis, Esch, Holmes,
Kuris e Schad (1982) e Bush, Lafferty, Lotz e Shostak (1997):

Prevaléncia (geralmente expressa em percentagem) — nimero de individuos de uma
espécie hospedeira infetada com uma determinada espécie de parasita a dividir pelo
namero total de hospedeiros examinados.

Intensidade (expressa frequentemente em intervalo numérico) — nimero de individuos
(determinado direta ou indiretamente) de uma determinada espécie parasita presente
em cada hospedeiro infetado da amostra (i.e., numa infrapopulacao).

Intensidade média — nimero total de individuos de uma determinada espécie de parasita
presente numa amostra de hospedeiros a dividir pelo nimero de individuos infetados da
amostra por essa espécie parasita, ou seja, corresponde a média do nimero de
individuos de uma determinada espécie de parasita por hospedeiro infetado da amostra.
Infrapopulagéo — todos os individuos de uma espécie parasita presentes num individuo
hospedeiro num determinado momento.

Local/Localizacao [no hospedeiro] — tecido, 6érgdo ou parte de um hospedeiro onde o
parasita € encontrado. (Habitat diz respeito ndo s6 a localizacdo espacial do parasita
como também ao ambiente fisico e quimico que o envolve, ndo devendo

consequentemente ser usado como sinénimo de Localiza¢éo ou Local).
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3. Resultados e Discussao
3.1. Apresentacdo dos Resultados

3.1.1. Composicédo qualitativa da Helmintofauna gastrointestinal e hepatica de Mus
musculus domesticus no Arquipélago da Madeira

No decurso da andlise de 200 exemplares de ratinho-caseiro Mus musculus domesticus foram
identificadas 12 espécies de parasitas. Do Filo Plathelminthes foi identificada 1 espécie da
Classe Trematoda (Brachylaima sp.) e 4 espécies da Classe Cestoda (Cysticercus fasciolaris
[forma larvar de Taenia taeniaeformis], Cysticercus sp. [forma larvar de Taenia sp.],
Hymenolepis diminuta e Rodentolepis nana). Do Filo Nematoda foram identificadas 7 espécies
(Calodium hepaticum, Gongylonema neoplasticum, Heligmosomoides polygyrus, Heterakis

spumosa, Mastophorus muris, Syphacia obvelata e Trichuris muris) (Anexo F).

3.1.1.1. Brachylaima sp. Dujardin, 1845
A Familia Brachylaimidae é uma familia bastante ampla, que engloba varias espécies,
algumas com descrices insuficientes que datam do século XIX. O género Brachylaima é
particularmente confuso uma vez que o seu taxon ja sofreu variacdes significativas na
literatura, os seus ciclos biolégicos sdo descritos de forma incompleta ou insuficiente e existe
um grande nimero de espécies morfologicamente semelhantes entre si. E possivel encontrar
num mesmo local, mais do que uma espécie cujos adultos sdo morfologicamente
indistinguiveis entre si, sendo essencial conhecimentos sobre o0s seus ciclos biolégicos para
a sua distingdo (Mas-Coma & Montoliu, 1986; Cribb, 1990; Cribb, 1992; Butcher & Grove,
2001). Thomas Cribb referiu que o género Brachylaima é tdo amplo que hoje em dia é
necessario associar técnicas de biologia molecular de forma a ter uma identificagdo confiante
da espécie em questdo (comunicagéo pessoal, Junho 10, 2015).
Segundo os autores Butcher & Grove (2001), existem pelo menos 22 espécies de
Brachylaima, nédo indigenas da Australia, que afetam frequentemente roedores. Muitas destas
espécies apresentam caracteristicas morfolégicas bastante semelhantes entre si.
De forma a diferenciar as varias espécies do género Brachylaima, sdo essenciais medi¢des
morfolégicas de todos os estadios do ciclo biologico, informacdo sobre o préprio ciclo
bioldgico, especificidade de hospedeiro e distribuicao geografica (Butcher & Grove, 2001).
De nosso conhecimento, parece ser a primeira vez que este género é descrito no Arquipélago
da Madeira. O desconhecimento dos hospedeiros intermediarios intervenientes no ciclo
biol6gico deste parasita, bem como das suas formas larvares ndo permitiu fazer uma

identificacdo ao nivel da espécie.
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3.1.1.1.1. Morfologia
Os parasitas adultos aquando da sua extragdo do intestino delgado apresentavam uma
coloragdo esbranquicada a periferia e no interior uma coloracdo mais escura devido ao
conteldo sanguineo proveniente da sua alimentagdo do tipo hematdfaga. Os parasitas
adultos (Figura 9A) possuiam em média cerca de 3165,6 um de comprimento (2400-3525 pm)
e 668,8 um de largura (525-820 um). Apresentavam duas ventosas no ter¢o anterior do corpo,
a ventosa oral apresentou cerca de 290 um de diametro longitudinal e 286,7 um de diametro
transversal, com a ventosa ventral a medir cerca de 305 um de didmetro longitudinal e 317,5
um de didmetro transversal (Figura 9D). Entre estas duas ventosas observou-se uma estrutura
morfologicamente semelhante mas de dimensdes inferiores correspondendo a faringe,
possuindo cerca de 171,7 um de didmetro longitudinal e 208,3 um de didmetro transversal
(Figura 9E). A maior parte dos parasitas adultos observados apresentava ovos no seu interior

gue mediram em média 27,9 um de comprimento e 17,1 um de largura (Figuras 9B e C).

Figura 9 — Observacdo em ME (A) e MOC (B, C, D, E) de exemplares adultos de Brachylaima
sp.

A - Exemplar adulto corado pelo Carmim Alcool Cloridrico; B - ovos no interior de um exemplar adulto;
C - pormenor dos ovos em forma de “hemécia”; D - extremidade anterior de um exemplar adulto; E -
pormenor da ventosa oral (VO), faringe (F) e ventosa ventral (VV) (originais).

Foi realizada a técnica de Colorac&o de Trematodes e Céstodes pelo Carmim Alcool Cloridrico
(Anexo D) na tentativa de otimizar a observacéo e identificacdo das estruturas internas do
parasita (Figura 9A). Contudo, a premissa base desta coloracdo que consiste em colocar o

parasita em agua da torneira ou soro fisiologico, no frigorifico a 4°C durante cerca de 24 horas
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para que se dé a morte em extensao, nao foi possivel uma vez que os sistemas digestivos se
encontravam originalmente conservados em tubos com etanol absoluto. Deste modo, os
parasitas sofreram retracdo dos tecidos durante o processo de coloracdo inviabilizando
medic¢des das suas estruturas morfolégicas para posterior comparacgéo. A coloragcao em si nao
foi completamente bem-sucedida, pelo que a observacdo das estruturas internas foi apenas
possivel ao ME, com todas as condicionantes que este equipamento tem relativamente a
estruturas microscoépicas.

Os espécimes encontrados e identificados assemelham-se a Brachylaima cribbi (Cribb, 1990;
Butcher & Grove, 2001; Butcher, Brealey, Grove & Dymock, 2002), contudo esta comparagéo
é feita apenas entre individuos adultos, ndo tendo em conta o ciclo biolégico (a excecdo do
hospedeiro definitivo) e a morfologia dos varios estadios do mesmo, sendo esta informacéo
insuficiente para a correta identificacdo da espécie. Estudos da morfologia das cercarias e
analises moleculares em paralelo com os estudos anteriormente descritos, podem levar a

identificacdo definitiva das espécies deste género de trematodes (Cribb, 1990).

3.1.1.1.2. Hospedeiros
Brachylaima é um género de parasita que infeta mamiferos e aves, localizando-se no intestino
delgado destas espécies (Cribb & O’Callaghan, 1992; Butcher & Grove 2001; Naupay-lgreda,
Pinedo-Reyes & Robles-Noriega, 2014) (Tabela 1).

Tabela 1 — Espécies de hospedeiros definitivos e intermediarios de Brachylaima spp.

Hospedeiro Definitivo Hos_ge_dewq - Hospedeiro Intermediério Secundario
Intermediario Primario
Mamiferos:
= Mamiferos marsupiais; Moluscos terrestres: Moluscos terrestres:
= Roedores (Mus musculus, = Caracois (Cernuella = CaracOis (Cernuella virgata, Cochlicella
Rattus  norvegicus, Rattus virgata, Cochlicella barbara, Cochlicella acuta, Theba pisana,
fuscipes, Leporillus conditor). barbara, Theba Rumina decollata, Helix aspersa, Otala
Aves: pisana, Rumina punctata, Eobania vermiculata);
= Galinha; decollata). = Ferussacia follicula (Lesma).
= Columba livia (Pombo).

Referéncias: Afonso-Roque, et al. (1984); Mas-Coma & Montoliu (1986); Cribb (1990); Cribb & O’Callaghan
(1992); Butcher et al. (1996); Butcher & Grove (2001); Naupay-Igreda et al. (2014).

Os roedores, entre 0s quais o ratinho-caseiro, podem ser infetados pelas seguintes espécies
de Brachylaima: B. cribbi (Butcher & Grove, 2001), B. advena, B. recurvum, B. aequans, B.
nitellae, B. ruminae e B. suis (Cribb, 1990).

3.1.1.1.3. Distribuicdo geogréfica
Brachylaima recurva foi descrita em Portugal por Afonso-Roque et al. (1984). Na Austrélia
foram ja descritas diversas espécies do género Brachylaima sendo que se acredita ter sido

devida a introducé@o de moluscos helicideos infetados provenientes da Europa (Cribb, 1990;
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Butcher & Grove, 2001). Estéo ainda descritas espécies de Brachylaima em roedores na Nova

Zelandia (Cribb, 1990) e em pombos domésticos no Peru (Naupay-lgreda et al., 2014).

3.1.1.1.4. Ciclo Bioldgico

O ciclo biologico dos parasitas da Familia Brachylaimidae é semelhante entre as varias
espécies, caracterizando-se por ser um ciclo biolégico terrestre triheteroxeno. O primeiro
hospedeiro intermediario, um caracol terrestre, ingere fezes contaminadas com ovos de
Brachylaima sp.. A cercaria desenvolve-se, a partir dos esporocistos ramificados na glandula
digestiva do molusco, e abandona o primeiro caracol invadindo o segundo hospedeiro
intermediario, também este um caracol terrestre, desenvolvendo-se em metacercaria no rim.
O hospedeiro intermediario secundario € entdo ingerido pelo hospedeiro definitivo, onde se
desenvolve o parasita adulto no intestino delgado. Neste estaddio do ciclo biolégico, a
alimentacdo do parasita € do tipo hematofaga. Os adultos gravidos podem ser encontrados
em Mus musculus, 6 dias apos infecdo (Mas-Coma & Montoliu, 1986; Cribb & O’Callaghan,
1992).

3.1.1.1.5. Potencial Zoonotico

Os humanos sdo hospedeiros definitivos acidentais. S&o raros os casos de infegcdo por
trematodes do género Brachylaima, contudo estdo descritos na literatura pelo menos 3 casos
de infegcBes humanas de Brachylaima, na Australia, dois casos em criangas e um caso num
adulto (Butcher et al. 1996; Butcher, Parasuramar, Thompson & Grove, 1998).

Meerburg et al. (2009) descrevem as consequéncias relativamente a infe¢éo por Brachylaima,
sendo a populagdo em risco do tipo focal e a probabilidade de infegdo baixa, a mortalidade
situa-se entre 5 a 10% na auséncia de tratamento e as perdas econdmicas associadas a esta

doenca sao baixas.

3.1.1.2. Cysticercus fasciolaris forma larvar de Taenia taeniaeformis (Batsch,
1786) Wolffugel, 1911

3.1.1.2.1. Morfologia
As formas larvares de Taenia taeniaeformis, Cysticercus fasciolaris, foram extraidas de
vesiculas presentes no parénquima hepatico, encontrando-se na sua maioria proeminentes a
superficie do figado. A maior parte dos animais apresentava apenas uma vesicula (uma meédia
de 1,3 vesiculas por animal [1-5 vesiculas]), contudo foram esporadicamente encontrados
animais parasitados com 2, 4 e 5 vesiculas. As vesiculas apresentavam em média cerca de
7,1 mm de didmetro (3-10 mm) e no interior de cada uma delas encontrava-se a larva do tipo
estrobilocerco, de coloracdo esbranquicada, cujo estrébilo se apresentava longo e
pseudosegmentado medindo em média cerca de 23 mm de comprimento (5-94 mm) (Figura

10B). Na extremidade anterior do estrobilocerco foi possivel observar 4 ventosas e o
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protoescélex constituido por um rostelo evaginado, armado com uma dupla coroa de ganchos
perfazendo um total de 30 a 38 ganchos (Figuras 10A, C e D). Na literatura esté descrito que
o numero de ganchos pode variar entre 26 e 52 (Samuel, Pybus & Kocan, 2001).

Figura 10 — Observacédo em ME (A, B) e MOC (C, D) de Cysticercus fasciolaris, forma larvar
de Taenia taeniaeformis.

A — Estrobilocerco, pormenor do protoescdlex com a dupla coroa de ganchos e ventosas; B -
estrobilocerco; C - extremidade anterior de um estrobilocerco, pormenor do esc6lex com a dupla coroa
de ganchos e ventosas; D - extremidade anterior de um estrobilocerco, pormenor da dupla coroa de
ganchos (originais).

3.1.1.2.2. Hospedeiros
Taenia taeniaeformis caracteriza-se por ser a ténia mais comum no gato, sendo que 0s

roedores desempenham o papel de hospedeiros intermediarios (Tabela 2).
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Tabela 2 — Espécies de hospedeiros definitivos e intermediarios respetivamente de Taenia

taeniaeformis (forma adulta) e Cysticercus fasciolaris (forma larvar).

Hospedeiro Definitivo Hospedeiro Intermediario
Carnivoros: Mamiferos:
= Arminho; = Coelho;
= Cao; = Homem;
= Felideos (Felis catus, F. = Morcego;
rufus, F. silvestris, Lynx = Roedores (Acomys cahirinus, Apodemus argenteus, A. microps, A.
unita); speciosus, Arvicanthis niloticus, Gerbillus gerbillus, Meriones persicus,
= Hibridos de coiote e lobo Mesocricetus auratus, Microtus agrestis, M. arvalis, M. pennsylvanicus, M.
(Canis latrans x rufus); pinetorum, Mus musculus, M. spretus, Myocastor coypus, Ondatra
= Vulpes vulpes (Raposa). zibethicus, Peromyscus maniculatus, Phyllotis xanthopygus, Pitymys savii,
P. subterraneus, Rattus norvegicus, R. rattus, Sciurus -carolinensis
carolinensis e Sigmodon hispidus).
Ocasionalmente aves: Bubo bubo e Phasianus colchicus.
Referéncias: Soulsby (1968); Afonso-Roque et al. (1984); Jithendran & Somvanshi (1998); Samuel et al. (2001);
Ito & ltagaki (2003); Baker (2007); Pereira (2009); Al-Jashamy (2010); Rodriguez-Vivas, Panti-May, Parada-
Lépez, Herndndez-Betancourt & Ruiz-Pind (2011); Crespo (2012); Jia et al. (2012).

3.1.1.2.3. Distribuicdo geogréfica
Apresenta uma distribuicdo geogréafica cosmopolita (Jithendran & Somvanshi, 1998; Baker,
2007; Jia et al. 2012).

3.1.1.2.4. Ciclo Biologico

Apbs ingestdo de agua e/ou alimentos contaminados com oncosferas eliminadas pelo gato, o
embrido hexacanto presente no interior destas eclode e migra através da parede intestinal do
roedor atingindo o figado, ou em raras ocasibes o0 peritoneu, onde se desenvolve em
metacéstode do tipo estrobilocerco. S&o necessarios cerca de 40 a 60 dias para a sua
maturacdo, periodo findo o qual se torna infetante. Ao ingerir o roedor infetado com o
estrobilocerco (C. fasciolaris) o gato torna-se o hospedeiro definitivo, albergando a forma
adulta do céstode (T. taeniaeformis) no seu intestino delgado. O parasita recorre as estruturas
presentes no seu escolex, dupla coroa de ganchos e ventosas, para a fixacdo a mucosa
intestinal sendo o seu periodo de laténcia entre 16 a 18 dias (Soulsby, 1968; Dunn, 1983;
Jithendran & Somvanshi, 1998; Baker, 2007; Al-Jashamy, 2010; Rodriguez-Vivas et al., 2011;
Bowman, 2014; Mclnnes et al., 2014).

3.1.1.2.5. Potencial Zoonético
Estao reportados casos esporadicos de infecdo humana por este céstode, nomeadamente na
Argentina, antiga Checoslovaquia, Dinamarca e Taiwan (Al-Jashamy, 2010). Estes casos
reportados dizem respeito a infe¢gbes humanas quer pela forma larvar, quer pela forma adulta
do parasita. O ser humano ao ingerir o figado de um roedor ou lagomorfo parasitado com o
estrobilocerco (C. fasciolaris) pode ficar infetado com o respetivo parasita adulto, que se fixa
ao nivel da mucosa do intestino delgado (Baker, 2007); ao ingerir agua e/ou alimentos
contaminados com fezes provenientes de um gato infetado, o individuo pode vir a desenvolver

a forma larvar no figado (Samuel et al. 2001).
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3.1.1.3. Cysticercus sp. forma larvar de Taenia sp.

3.1.1.3.1. Morfologia
As vesiculas contendo as formas larvares do céstode foram extraidas do parénquima
hepéatico, encontrando-se algumas delas a superficie do figado. A maior parte dos animais
apresentava apenas uma vesicula (numa média de 1,3 vesiculas por animal [1-4 vesiculas])
(Figura 11A). Estas vesiculas apresentavam em média cerca de 3,9 mm de diametro (2-6 mm)
€ Nno seu interior encontrava-se a larva do tipo cisticerco, cuja coloragdo variava de
transparente a esbranquicada (Figura 11C e D). Ap0s extracao cuidadosa do metacéstode do
interior da vesicula, foi possivel observar a invaginacao cefalica com apenas um protoescoélex

contendo uma dupla coroa de ganchos (Figura 11B).

Figura 11 — Observagdo em ME (A) e MOC (B, C, D) de Cysticercus sp., possivel forma larvar

de Taenia polyacantha.

A - Protoescolex apés incisdo do cisticerco exteriorizado da vesicula; B - cisticerco, pormenor da dupla
coroa de ganchos; C, D - corte histolégico hepético de uma vesicula com o cisticerco no seu interior e
pormenor do protoescélex (originais).

Este metacéstode podera tratar-se da forma larvar da Taenia polyacantha nhomeadamente
Taenia polyacantha arctica (Samuel et al., 2001). A forma larvar da Taenia polyacantha
apresenta um rostelo com uma dupla coroa de ganchos que varia entre 44 e 68 ganchos,
sendo que o0s da primeira coroa apresentam valores na ordem de 178-234 um e os da segunda
medem cerca de 120-182 um (Haukisalmi & Henttonen, 1993; Samuel et al., 2001).
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3.1.1.3.2. Hospedeiros
Taenia polyacantha apresenta um ciclo bioldgico heteroxeno, sendo que os roedores
desempenham o papel de hospedeiros intermediarios e os carnivoros de hospedeiros
definitivos (Tabela 3).

Tabela 3 — Espécies de hospedeiros definitivos e intermediarios respetivamente de Taenia
polyacantha (forma adulta) e metacéstode (forma larvar).

Hospedeiro Definitivo Hospedeiro Intermediario
Carnivoros: Mamiferos:
= Alopex lagopus, Canis = Lagomorfos (Ochotona pricei, Oryctolagus cuniculus);
familiaris, C. lupus, = Roedores (Apodemus flavicolis, Clethrionomys glareolus, C. rufocanus,
Nyctereutes procyonides, Lagurus lagurus, Lemmus sibiricus, Microtus arvalis, M. gregalis major, M.
Vulpes vulpes. miurus, M. oeconomus).
Referéncias: Tenora, Beranek & Stanék (1988); Haukisalmi & Henttonen (1993); Samuel et al. (2001).

3.1.1.3.3. Distribuicao geogréfica

Este parasita encontra-se maioritariamente no Hemisfério Norte (Samuel et al., 2001).

3.1.1.3.4. Ciclo Bioldgico

Os ovos séao eliminados nas fezes do hospedeiro definitivo, sendo ingeridos pelo hospedeiro
intermediario, nomeadamente o roedor, através da ingestdo de alimentos e/ou agua
contaminados. Uma particularidade desta espécie € a multiplicacdo assexual das larvas nos
roedores podendo encontrar-se nas cavidades pleural e peritoneal. As oncosferas chegam ao
figado pela via sanguinea onde se desenvolvem em pequenas vesiculas primarias. Cerca de
6 a 10 dias pés-infecdo, migram para a cavidade peritoneal onde se dividem em varias
vesiculas secundarias. Estas vesiculas dissociam-se e cada uma d& origem a um cisticerco
cerca de 30 a 40 dias pos-infecdo. Cerca de 60 dias apds a infecdo inicial, a larva do tipo
cisticerco sofre uma série de modificacdes originando uma larva com uma vesicula posterior,
um estrobilo achatado e pseudosegmentado e um escélex evaginado. As larvas tornam-se
infetantes ao fim de 41 dias. O céstode adulto habita o intestino delgado do hospedeiro
definitivo (Fugita et al., 1991; Haukisalmi & Henttonen, 1993; Samuel et al., 2001).

3.1.1.4. Hymenolepis diminuta Rudolphi, 1819

3.1.1.4.1. Morfologia
O Unico exemplar de Hymenolepis diminuta, conhecido como o “céstode dos ratos”, foi
extraido do conteudo intestinal, ao nivel do intestino delgado de um ratinho (Figura 12A). O
parasita encontrava-se incompleto, contudo a porcdo extraida media pelo menos 7 cm de
comprimento e 1483,3 um de largura. Os registos existentes na literatura atual descrevem
gue este céstode pode apresentar um comprimento entre 20 a 60 cm de comprimento,
podendo chegar a atingir 1 m, e 3 a 4 mm de largura (Newcomer & Fox, 2007; Centers for

Disease Control and Prevention [CDC], 2013a). O escoélex deste parasita, de 330 um de
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largura e 250 um de comprimento, apresentava um pequeno rostelo piriforme e inerme
(desprovido de ganchos), assim como 4 ventosas com cerca de 125 um de diametro (Figura
12B). Os proglotes gravidos apresentavam-se mais largos que compridos. Os ovos,
praticamente esféricos, apresentavam em média 71,5 um de comprimento e 69,3 um de
largura, e no seu interior observou-se o embriéforo, cujo comprimento foi em média de 38,8
um e com largura de 35 um, que por sua vez continha no seu interior o embrido hexacanto
(Figuras 12C, D e E).

Figura 12 — Observacdo em ME (A) e MOC (B, C, D, E) de um espécime de Hymenolepis

diminuta.

EE
23

.

A - Estrobilo incompleto; B - extremidade anterior, pormenor do escélex inerme e das 4 ventosas; C -
proglotes gravidos; D - ovos praticamente esféricos; E - pormenor de um ovo com o embrido hexacanto
no seu interior (originais).

3.1.1.4.2. Hospedeiros
O céstode H. diminuta caracteriza-se por ter um ciclo biolégico heteroxeno, no qual os
mamiferos desempenham o papel de hospedeiros definitivos e os invertebrados o papel de
hospedeiros intermediarios (Tabela 4).

Tabela 4 — Espécies de hospedeiros definitivos e intermediarios de Hymenolepis diminuta.

Hospedeiro Definitivo Hospedeiro Intermediario Invertebrado
Mamiferos: Artropodes:
= Cao (ocasionalmente); = Coleopteros (Tenebrio molitor, Tribolium confusum);
= Primatas (incluindo o Homem); = L epiddpteros;
= Roedores (Apodemus argenteus, A. = Sifonapteros (Nosopsyllus fasciatus, Xenopsylla
speciosus, Mus  musculus, Rattus cheopis).
norvegicus, Rattus rattus).

Referéncias: Afonso-Roque et al. (1984); Tena et al. (1998); Andreassen, Bennet-Jenkins & Bryant (1999); Ito
& Itagaki (2003); Baker (2007); Newcomer & Fox (2007); Pereira (2009); Roberts & janovy (2009); Ortufio &
Castella (2011); Crespo (2012); Bowman (2014).
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3.1.1.4.3. Distribuicdo geogréfica

Distribuicdo cosmopolita (Tena et al., 1998; Andreassen et al., 1999).

3.1.1.4.4. Ciclo Bioldgico

Os ovos libertados nas fezes séo ingeridos pelo hospedeiro intermediario, frequentemente um
escaravelho. A oncosfera eclode, havendo a libertagdo do embrido hexacanto, que inicia o
seu desenvolvimento em larva cisticercéide por um periodo geralmente de 8-10 dias, findo o
gual se torna infetante. A infecdo do hospedeiro definitivo, neste caso o ratinho-caseiro, ocorre
apoés ingestdo do artropode infetado. Aquando da libertagdo da larva cisticercéide, ocorre
evaginacado do escolex e fixacdo do parasita a mucosa intestinal, que atinge a maturidade ao
fim de 19 a 21 dias, altura em que se da a eliminac&o dos ovos nas fezes (Andreassen et al.,
1999; Baker, 2007; Newcomer & Fox, 2007; CDC, 2013) (Anexo |).

3.1.1.4.5. Potencial Zoonético
A infecdo humana com H. diminuta pode ocorrer mediante ingestdo do artrépode infetado,
correspondendo ao hospedeiro intermediario (Baker, 2007; Bowman, 2014). As condi¢des
necessarias para a infecdo, por ingestéo do artropode, fazem com que esta parasitose seja
rara, contudo existem casos reportados, nomeadamente de uma crianga de 5 anos em
Espanha (Tena et al., 1998; Newcomer & Fox, 2007).

3.1.1.5. Rodentolepis nana (von Siebold, 1852)

3.1.1.5.1. Morfologia
Os exemplares de Rodentolepis nana (= Hymenolepis nana), conhecida como a “ténia ana”,
foram extraidos do conteudo intestinal dos ratinhos parasitados. Estes exemplares mediram
na sua maioria entre 4 a 5 mm de comprimento, podendo chegar aos 20 mm de comprimento,
e 225 a 360 um de largura. Contudo, registos existentes na literatura atual descrevem que
este céstode pode medir entre 15 e 40 mm de comprimento e 1 mm de largura (Baker, 2007,
CDC, 2013). Foi demonstrado num estudo que as dimensfes do parasita sdo afetadas quer
pelo sistema imunitario do hospedeiro, quer pela temperatura a que este esta exposto, sendo
que, em animais imunodeprimidos estes céstodes apresentam, de uma forma geral, maiores
dimensfes, situacdo esta que ocorre igualmente em hospedeiros expostos a baixas
temperaturas (Novak, Koschinsky, Smith & Evans, 1986). Por outro lado, a sobrepopulacdo
que se pode verificar em infe¢des por céstodes (crowding effect) relaciona-se de forma inversa
com as dimens@es do parasita, apresentando estes dimensdes menores com o aumento do
numero de céstodes presentes num mesmo hospedeiro — nanismo fisiolégico (Read, 1951).
O escélex deste parasita, com cerca de 155-195 um de largura (ao nivel das ventosas),
apresentava um pequeno rostelo provido de uma coroa de ganchos e 4 ventosas, podendo

este estar evaginado ou invaginado (Figuras 13A e B respetivamente).
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Figura 13 — Observacdo em MOC de espécimes de Rodentolepis nana.

- . o

A - escolex apresentando um rostelo armado evaginado; B - escélex apresentando um rostelo armado
invaginado (cabeca de seta); C - estrébilo corado pelo Carmim Alcool Cloridrico; D - ovos de forma oval
e com o embrido hexacanto no seu interior (originais).

Os proglétes gravidos sdo mais largos que compridos e os ovos, de forma eliptica,
apresentavam em média 56,6 um de comprimento e 42,2 um de largura, e no seu interior
observou-se o embrioforo, cujo comprimento foi em média de 27,6 um e a largura de 22,8 um,
qgue por sua vez continha no seu interior o embrido hexacanto (Figura 13D). Nos dois pélos
das oncosferas foi possivel observar ligeiros espessamentos, a partir dos quais emergia um
namero limitado de filamentos.

A semelhanca de alguns exemplares de Brachylaima sp. foi também realizada a técnica de
Coloracdo de Trematodes e Céstodes pelo Carmim Alcool Cloridrico na tentativa de otimizar
a observacdao e identificacdo das estruturas internas do parasita (Figura 13C). Mas mais uma
vez a premissa base desta coloracao ndo foi possivel e os parasitas sofreram retracdo dos
tecidos durante o processo de coloracdo, inviabilizando medicbes das suas estruturas
morfolégicas para posterior comparagao. A coloracao em si ndo foi bem-sucedida, no entanto

foi possivel observar as estruturas internas em posicéo central (Figura 13C).

3.1.1.5.2. Hospedeiros
O céstode R. nana caracteriza-se por ter um ciclo biolégico heteroxeno, no qual mamiferos
desempenham o papel de hospedeiros definitivos, e invertebrados o papel de hospedeiros
intermediarios (Tabela 5).
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Tabela 5 — Espécies de hospedeiros definitivos e intermediarios de Rodentolepis nana.

Hospedeiro Definitivo Hospedeiro Intermediario Invertebrado
Mamiferos: Artrépodes:
» Primatas (incluindo o Homem); = Coledpteros (Tenebrio molitor, Tenebrio obscurus, Tribolium
= Roedores (ratinhos [Mus confusum);
musculus, Mus spretus], ratos e = Sifonapteros (Ctenocephalides canis, C. felis, Pulex irritans,
hamsters). Xenopsylla cheopis).
Referéncias: Afonso-Roque et al. (1984); Novak et al. (1986); Macnish, Ryan, Behnke & Thompson (2003);
Baker (2007); Newcomer & Fox (2007); Pereira (2009); Roberts & Janovy (2009); Zajac & Conboy, (2012);
Bowman (2014); Fuehrer (2014a); Fuehrer (2014b).

3.1.1.5.3. Distribuicao geogréfica
Este parasita apresenta uma distribuicdo cosmopolita (Newcomer & Fox, 2007; Zajac &
Conboy, 2012).

3.1.1.5.4. Ciclo Biologico
O ciclo biolégico deste parasita € exclusivo no mundo dos céstodes, sendo até ao momento
0 Unico céstode conhecido por poder realizar transmissao direta (Anexo J).
Transmissao indireta: Como é tipico nos céstodes, este parasita apresenta um ciclo de vida
heteroxeno, no qual os ovos sdo libertados nas fezes e ingeridos pelo hospedeiro
intermediario artropode, desenvolvendo-se de seguida a larva cisticercoide. O artropode
infetado é depois ingerido pelo hospedeiro definitivo havendo fixacdo da larva & mucosa
intestinal e posterior desenvolvimento na forma adulta.
Transmissao direta: Contudo, a infecdo do hospedeiro definitivo pode ocorrer mediante
ingestao dos ovos libertados nas fezes e/ou presentes na agua e/ou alimentos contaminados,
sem recorrer a um hospedeiro intermediario — ciclo biolégico monoxeno facultativo. Apés
ingestdo do ovo a oncosfera eclode invadindo a mucosa intestinal do hospedeiro definitivo
onde se desenvolve a larva cisticercoide entre 4 a 5 dias. Posteriormente, retorna ao lumen
intestinal e fixa-se a mucosa onde se desenvolve na forma adulta (10-11 dias).
Autoinfecdo: Apesar de conseguir completar o seu ciclo biolégico de modo heteroxeno ou
monoxeno facultativo, como referido anteriormente, este céstode consegue ainda realizar
autoinfecdo, ndo precisando sair do hospedeiro definitivo para completar o seu ciclo de vida.
Os ovos excretados no intestino libertam o embrido hexacanto que penetra nas vilosidades
intestinais onde se desenvolve em larva cisticercdide e posteriormente na forma adulta
(Urguhart, Armour, Duncan, Dunn & Jennings, 1996; Baker, 2007; Newcomer & Fox, 2007;
CDC, 2013; Bowman, 2014).

3.1.1.5.5. Potencial Zoondtico

Crompton (1999) refere que o céstode R. nana é responséavel pela infecdo de um elevado

namero de pessoas, que estimou ser cerca de 75 milhées de individuos a nivel mundial.
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Apesar de este céstode conseguir realizar 3 tipos de transmisséao, a autoinfecdo geralmente
nao ocorre em hospedeiros inicialmente infetados por transmisséo direta, dada a imunidade
produzida durante a fase tecidular da infe¢éao original (Baker, 2007).

Foi recentemente reportado um caso clinico de um processo maligno com origem em R. nana
num hospedeiro humano seropositivo para o Virus da Imunodeficiéncia Humana. A infecao
apresentava uma localizagdo extraintestinal com proliferacdo de células neoplasicas que
levaram a formagdo de metastases tumorais nos pulmdes e linfonodos do paciente,
caracteristicas de um processo maligno. Este é o Ginico caso de um processo tumoral manigno
com origem num céstode num paciente humano descrito até ao momento (Muehlenbachs et
al., 2015).

3.1.1.6. Calodium hepaticum (Bancroft, 1893) Moravec, 1982
Os exemplares de Calodium hepaticum (= Capillaria hepatica) encontravam-se a superficie
do figado ou intrinsecos ao parénquima hepéatico, constituindo leses leves ou de intensidade
1 (14,9%), lesdes moderadas ou de intensidade 2 (14,9%) ou ha sua maioria elevadas cargas
parasitarias levando a classificagdo dos figados com um grau de intensidade 3

correspondente a lesdes graves (70,2%).

3.1.1.6.1. Morfologia
Os adultos de C. hepaticum observados apresentavam-se filiformes e com uma coloracao
esbranquicada, tornando-se bastante dificil de os individualizar.
Foi possivel medir a largura de alguns fragmentos de adultos obtidos nas raspagens, obtendo-
se em média 157,5 um para fémeas gravidas e 124 um para parasitas adultos sem ovos no
seu interior. Encontra-se descrito na literatura que os machos medem entre 17 e 32 mm de
comprimento e entre 40 e 80 um de largura, enquanto que as fémeas apresentam dimensfes
superiores, chegando aos 100 mm de comprimento e aos 200 um de largura (Baker, 2007).
Foi ainda possivel obter uma extremidade anterior, sendo que se observou uma abertura
bucal muito reduzida e auséncia de labios. O eso6fago apresentava-se filiforme e comprido —
tubo capilar (Figura 14D).
Os ovos destes capilarideos apresentavam a forma de “barril” e possuiam dois opérculos, um
em cada polo (Figura 14C). O comprimento dos ovos era em média de 57,5 um e a largura de

cerca de 32 um (Figuras 14C e E).
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Figura 14 — Observacdo em MOC de cortes histoldgicos do figado de Mus musculus

domesticus e do produto de escarificacdo de um figado positivo a Calodium hepaticum.
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A - Fémea adulta com ovos no seu interior, envolvida por tecido inflamatério. Reacéo inflamatéria com
presenca de infiltrado de células mononucleadas; B - varios aglomerados de ovos envolvidos por
reacao inflamatdria com infiltrado de células mononucleadas, células gigantes multinucleadas (cabeca
de seta). Calcificacdo distréfica presente nalguns ovos (seta); C - corte histolégico de um ovo
apresentando forma de “barril”, dois opérculos e uma capsula exterior estriada; D - extremidade anterior
de um exemplar adulto; E - ovos presentes no produto de escarificagdo de um figado positivo a C.
hepaticum (originais).

S&o0 escassos o0s dados acerca da intensidade de infe¢éo de C. hepaticum em populacdes de
campo, por trés razdes principais: a) estes nematodes adultos sdo compridos, muito finos e
dificeis de isolar do seu curso tortuoso sem que estes se rompam, tornando a sua
guantificacao dificil; b) os adultos morrem geralmente apés 60 dias da infecao inicial sendo
gradualmente destruidos gracas a resposta imunitaria e reacdo inflamatéria do hospedeiro; )
a contagem de ovos, apesar de possivel, requer muita mindcia, tempo e ainda a
homogeneizacédo da totalidade do figado, posterior digestdo do homogeneizado, filtracao
através de um crivo de 150 um e contagem dos ovos com recurso a uma camara de McMaster
e MOC. Contudo, apesar da contagem de ovos ser possivel, a correlagdo entre o niumero de
ovos no figado e o numero de nematodes adultos presente é ainda desconhecida (Spratt &
Singleton, 2001).
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3.1.1.6.1. Resultados Histopatoldgicos dos Figados

Ao observar os cortes histologicos ao MOC foi possivel identificar fémeas adultas de C.
hepaticum com numerosos ovos no seu interior, e envolvidas por tecido de inflamagéo
caracterizado pela presenga de um infiltrado de células mononucleadas (Figura 14A).
Observaram-se também, aglomerados de ovos envolvidos por reacdo inflamatdria, com
infiltrado de células mononucleadas e células gigantes multinucleadas (Figura 14B). Alguns
ovos apresentavam calcificacdo distrofica refletindo-se numa coloracdo roxo escuro dos
mesmos. A observacdo do ovo em maior ampliacdo permitiu visualizar a tipica forma de
“barril”, os seus dois opérculos e a sua capsula espessa exibindo uma aparéncia estriada
(Figura 14C).

3.1.1.6.2. Hospedeiros
C. hepaticum é um nematode com ciclo de vida monoxeno necessitando no entanto de
hospedeiros de disseminacdo. Este parasita pode infetar varias espécies de animais
domésticos, silvestres e selvagens, e o préprio Homem (Tabela 6). Os roedores,
nomeadamente individuos da espécie Rattus norvegicus, estdo descritos como sendo o
principal hospedeiro reservatério deste nematode (Resendes, Amaral, Rodrigues & Almeria,
2009; Correia et al., 2011).

Tabela 6 — Espécies de hospedeiros definitivos de Calodium hepaticum.

Hospedeiro Definitivo

Mamiferos:
= Artiodactilos (Antilocapra americana, Madoqua kirkii, Sus scrofa e Tayassu tajacu);
= Carnivoros (Canis aureus, C. familiaris, C. latrans, Cerdocyon thous, Felis catus, Lycalopex
gymnocercus, Mustela sp., Procyon sp., Puma concolor, Spilogale putorius e Vulpes vulpes);
= Didelphidae;
= Diprotodontes (Bettongia penicillata);
= Lagomorfos (Lepus sp., Lepus europaeus e Oryctolagus cuniculus);
= Perissodatilos (Equus caballus);
= Primatas (Ateles fusciceps, Cacajao rubicundus, Callithrix geoffroyi, C. jacchus, Cebus capucinus,
Gorilla gorila, G. beringei beringei, Lagothrix lagotricha, Lemur catta, Macaca fascicularis, M. mulatta,
M. nigra, Pan troglodytes, Papio hamadryas, Pithecia pithecia, Presbytis entellus, Saguinus bicolor,
Theropithecus gelada e Homo sapiens);
= Roedores (Actomys spp., Akodon spp., Apodemus flavicollis, A. sylvaticus, Arvicanthis spp., Arvicola
terrestris scherman, Bandicota spp., Castor spp., Citellus spp., Clethrionomys gapperi, C. glareolus,
Cricetomys spp., Cricetulus spp., Cynomys ludovicianus, Dasymys spp., Ellobius spp., Erethizon
dorsatum, Geomys spp., Gerbillus spp., Hypogeomys antimena, Lemmus spp., Lemniscomys spp.,
Marmota monax, Microtus spp., M. guentheri, Mus musculus, Myodes spp., Myopotamus spp.,
Napeozapus spp., Neotoma spp., Niviventer fulvescens, Ondatra zibethicus, Otomys spp.,
Peromyscus maniculatus, Praomys albipes, Rattus confucianus, R. exulans, R. flavipectus, R. losea,
R. norvegicus, R. rattus, R. tanezumi, Sciurus aestuan, S. vulgaris, Sigmodon spp., Synaptomys spp.,
Tamias striatus, Tatera spp., € Thomomys spp.);
= Soricomorpha (Neomys fodiens e Suncus murinus);
= Quirdpteros (Cynopterus brachyotis).
Aves:
= Passeriformes (Corvus spp.).
Referéncias: Afonso-Roque et al. (1984); Spratt & Singleton (2001); Redrobe & Patterson-Kane (2005);
Baker (2007); Meerburg et al. (2009); Pereira (2009); Resendes et al. (2009); Correia et al. (2011); Crespo
(2012); Fuehrer (2014a); Fuehrer (2014b).
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3.1.1.6.3. Distribuicdo geogréfica
Este parasita apresenta uma distribuicdo cosmopolita (Baker, 2007; Correia et al., 2011;
Fuehrer, 2014a; Fuehrer, 2014b).

3.1.1.6.4. Ciclo Biolodgico

A deposicao dos ovos é realizada pelas fémeas adultas no parénquima hepatico sendo
apenas libertados apds predacgéo/canibalismo/necrofagia do hospedeiro ou morte e
decomposi¢do deste no ambiente. Este nematode € Gnico na medida em que requer a morte
do hospedeiro de forma a conseguir a libertacdo dos ovos e consequente disseminacdo. Ao
ser ingerido por um hospedeiro de disseminacdo, o figado infetado é assim digerido,
promovendo a libertacdo dos ovos nas fezes e para 0 ambiente, altura em que pode ser
detetado em eventuais técnicas coproldgicas, embora este resultado nao seja sinébnimo de
infecdo. Os ovos tornam-se embrionados no ambiente, apds 6 semanas de exposi¢do ao ar.
A infecdo ocorre apos ingestdo dos ovos infetantes pelo hospedeiro definitivo. A ecloséo da-
se no intestino onde a larva infetante penetra a mucosa intestinal chegando ao figado via
Sistema Porta, local onde atingem a maturidade ap6s um periodo de cerca de 25 a 30 dias.
Os machos desaparecem do figado cerca de 33 dias ap0s infe¢cdo deixando apenas as fémeas
gravidas (Spratt & Singleton, 2001; Baker, 2007; Resendes et al., 2009; Correia et al., 2011,
Bowman, 2014) (Anexo K).

3.1.1.6.5. Potencial Zoonotico

C. hepaticum é um nematode de caracter zoonotico sendo que o Homem se infeta através da
ingestdo de agua e/ou alimentos contaminados, ou contato oral com o meio telUrico. Estao
referidos na literatura cerca de 37 casos de infecdo humana com C. hepaticum. Estes casos
envolvem geralmente criangas entre 1 e 5 anos de idade, nomeadamente criangas em tenra
idade e com contacto direto com o meio teldrico potencialmente contaminado, ou associado
a habitos de geofagia/pica (Juncker-Voss et al., 2000; Baker, 2007; Resendes et al., 2009).
As infecdes humanas séo geralmente detetadas por andlise histopatologica de cortes de
figado, com origem em bidpsia (queixas do paciente) ou surpresa em exame post mortem
(casos assintomaticos), circunstancias que explicam a subestimativa de infe¢cbes humanas
por este parasita. Foi reportado pela primeira vez no ano de 1979 a detec&o de C. hepaticum
em humanos com recurso a técnica de Imunofluorescéncia Indireta, mais tarde no ano de
2000 e mais recentemente em 2010, surgiram novos estudos com abordagem semelhante, o
gue abre portas para o futuro rastreio em larga escala da populagdo em risco de infecéo por
este parasita (Galvéo, 1979; Juncker-Voss et al., 2000; Spratt & Singleton, 2001; Camargo et
al. 2010).

37



3.1.1.7. Gongylonema neoplasticum Fibiger et Ditlevsen, 1914

3.1.1.7.1. Morfologia
Os exemplares de Gongylonema neoplasticum foram extraidos da mucosa gastrica. O facto
de se encontrarem fixos, em toda a sua extensdo, a mucosa gastrica, tornou dificil a obtencéo

de exemplares completos (Figuras 15A e B).

Figura 15 — Observagcdo em ME (A, B) e MOC (C, D, E, F) de espécimes de Gongylonema

neoplasticum.

A - espécime adulto em processo de extracdo do estdmago; B - sulco na mucosa gastrica resultante
da fixacdo do parasita; C - extremidade anterior, pormenor dos espessamentos verruciformes ou
bossas cuticulares; D - extremidade posterior de um macho, espicula maior (seta) e menor (cabeca de
seta); E - extremidade posterior de uma fémea; F - ovos de forma eliptica embrionados com a larva L1
no seu interior (originais).

A extremidade anterior apresentava-se coberta por espessamentos verruciformes ou bossas
cuticulares caracteristicas do género Gongylonema (Figura 15C). As fémeas mediam cerca
de 291 um de largura (210-335 um), enquanto os machos apresentavam dimensdes menores,
com cerca de 175 um de largura. Os machos extraidos apresentaram ainda duas espiculas
na extremidade posterior, a maior com cerca de 450 um de comprimento e a menor com cerca
de 100 um de comprimento (Figuras 15D e E). Segundo os autores Fibiger e Ditlevsen (1914)
e Hitchcock e Bell (1952) as fémeas de G. neoplasticum podem apresentar um comprimento
de 25-80 mm e os machos de 10-17 mm. Os ovos de forma eliptica encontravam-se
embrionados com a larva L1 ainda no interior da fémea gravida e mediram em média 49,6 um

de comprimento e 32,1 um de largura (Figura 15F).

3.1.1.7.2. Hospedeiros
Este parasita apresenta um ciclo de vida heteroxeno, sendo o ratinho um dos hospedeiros

definitivos e os escaravelhos e baratas os hospedeiros intermediarios (Tabela 7).
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Tabela 7 — Espécies de hospedeiros definitivos e intermediarios de Gongylonema

neoplasticum.

Hospedeiro Definitivo Hospedeiro Intermediario Invertebrado
Mamiferos: Artrépodes:
= Oryctolagus cuniculus (Lagomorfo); = Blatideos (Blattella germanica,
= Roedores (Apodemus spp., Apodemus sylvaticus, Dryomys Periplaneta americana, P. orientalis);
spp., Meriones spp., Mus alexandrinus, M. decumanus, M. = Tenebrio molitor (Coledptero).
musculus, M. rattus, Rattus norvegicus).

Referéncias: Afonso-Roque et al. (1984); Fibiger & Ditlevsen (1914); Hitchcock & Bell (1952); Anderson
(2000); Eira, Miquel, Vingada & Torres (2006); Bowman (2014).

3.1.1.7.3. Distribuicdo geogréfica

Este parasita apresenta uma distribuicdo cosmopolita (Eira et al. 2006).

3.1.1.7.4. Ciclo Biologico

Os ovos de G. neoplasticum embrionados com a larva L1 no seu interior sdo eliminados nas
fezes do hospedeiro definitivo. No ambiente, artrépodes copréfagos nomeadamente
escaravelhos e baratas, ingerem o0s ovos ao alimentarem-se da matéria fecal. As larvas
eclodem e desenvolvem-se inicialmente no hemocélio do inseto, ao atingirem o estadio de
larva L3 a maioria encontra-se enquistada nos musculos, constituindo a larva infetante. O
hospedeiro definitivo fica infetado ap6s ingestdo do artrépode copréfago (Hitchcock & Bell,
1952; Anderson, 2000; Eira et al. 2006).

3.1.1.7.5. Potencial Zoonotico
Apesar da existéncia de casos de infecdo humana por G. neoplasticum ser desconhecida,
existem varios registos de infecdo humana por uma espécie do género Gongylonema, muitas
vezes denominado de Gongylonema pulchrum. A infecdo por este parasita localiza-se
geralmente na cavidade oral e eséfago e apesar de acidental parece ser uma parasitose
subestimada uma vez que os sintomas se assemelham aos relatados em doengas como o
Sindrome de Ekbom ou Dilusional Parasitosis. Alguns autores identificam o parasita descrito
como Gongylonema sp. ou como sendo Gongylonema pulchrum por ser esta a espécie ja
descrita em humanos (Eberhard & Busillo, 1999; Wilde, Suankratay, Thongkam & Chaiyabutr,
2001; Wilson, Lorente, Allen & Eberhard, 2001; Ayala & Yencha, 2012). Uma vez que os ciclos
de vida sdo muito semelhantes e os hospedeiros intermediarios sdo os mesmos, o facto de
descreverem o parasita em questdo como Gongylonema sp. e existir uma forte semelhanga
morfoloégica entre as espécies do género Gongylonema pode significar uma subvalorizacdo
de G. neoplasticum como potencial espécie zoonética. Para confirmar esta hip6tese seriam
necessarios estudos adicionais, de preferéncia com recurso a biologia molecular, para

distinguir estas duas espécies (Allen & Esquela-Kerscher, 2013).

39



3.1.1.8. Heligmosomoides polygyrus Dujardin, 1845

3.1.1.8.1. Morfologia
Os exemplares dos tricostrongilideos Heligmosomoides polygyrus (= Nematospiroides dubius)
foram extraidos do contetdo do intestino delgado. Os adultos apresentavam uma coloracao
desde esbranquicada a avermelhada. Gragas a rigidez em que se encontravam e ao estreito
enrolamento em espiral (Figuras 16A e B), apenas foi possivel medir o comprimento destes
parasitas com recurso a um software de imagem (Adobe® Illustrator® CS6) (Figura 8). As
fémeas mediram na sua maioria cerca de 14,35 mm de comprimento enquanto os machos
apresentavam valores na ordem de 5,9 mm. Esta descrito na literatura que as fémeas medem
aproximadamente 9 a 12 mm de comprimento e os machos entre 4 e 6 mm de comprimento
(Gregory, Montgomery & Montgomery, 1992; Baker, 2007). J4& de largura, as fémeas
apresentavam uma média de 157,5 um enquanto os machos possuiam cerca de 126 um de
largura. Os machos apresentavam uma bolsa copuladora bem desenvolvida e duas espiculas
filiformes na porcao terminal do corpo que mediram em média 568 um (Figura 16D). Os ovos
apresentavam uma forma eliptica e mediam cerca de 75,5 um de comprimento e 48,75 um de

largura (Figura 16C).

Figura 16 — Observacdo em MOC de espécimes de Heligmosomoides polygyrus.

A - fémea adulta enrolada em espiral com ovos no seu interior; B - macho adulto enrolado em espiral;
C - extremidade posterior de uma fémea adulta gravida, ovos de forma eliptica no seu interior; D -
extremidade posterior de um macho, espiculas filiformes (seta) (originais).
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3.1.1.8.2. Hospedeiros
O parasita H. polygyrus apresenta um ciclo biologico monoxeno sendo os roedores 0 seu

hospedeiro definitivo (Tabela 8).

Tabela 8 — Espécies de hospedeiros definitivos de Heligmosomoides polygyrus.

Hospedeiro Definitivo

Mamiferos:
= Roedores (Apodemus spp., Apodemus flavicolis, A. sylvaticus, Clethrionomys spp., Mus musculus
domesticus, Mus musculus musculus, Peromyscus maniculatus gambeli, Reithrodontomys
megalotis, R. raviventri).
Referéncias: Forrester (1971); Gregory et al. (1992); Monroy & Enriquez (1992); Anderson, 2000; Ferrari
(2005); Baker (2007); Zajac & Conboy (2012).

3.1.1.8.3. Distribuicao geogréfica
Este parasita apresenta uma distribuicdo cosmopolita encontrando-se vastamente distribuido
em roedores selvagens, em diversos paises da América do Norte e Europa. E utilizado em
larga escala como modelo experimental em imunologia parasitdria e estudos de anti-
helminticos (Dunn, 1983; Monroy & Enriquez, 1992; Baker, 2007; Zajac & Conboy, 2012).
Atualmente estdo descritas 4 subespécies de Heligmosomoides polygyrus com base em
caracteristicas morfoldgicas: H. p. polygyrus de roedores selvagens do norte da Europa e H.
p. corsicus de roedores selvagens do Mediterraneo, H. p. americanus e H. p. bakeri de

roedores selvagens da América do Norte (Durette-Desset, 1985; Ferrari, 2005).

3.1.1.8.4. Ciclo Biolbgico

Os ovos sao eliminados nas fezes para o meio ambiente e apds cerca de 24 a 36 horas eclode
a larva L1, que no periodo de 2 a 6 dias faz sucessivas mudas no ambiente até atingir o
estadio L3, altura em que se torna infetante (Scott, 1987; Monroy & Enriquez, 1992; Anderson,
2000; Baker, 2007; Zajac & Conboy, 2012). O roedor fica infetado apds ingestao das L3
presentes na 4gua e/ou alimentos contaminados ou atravées da limpeza do pélo contaminado
(Hernandez & Sukhdeo, 1995; Ferrari, 2005), que penetram a mucosa intestinal onde fazem
a muda para L4 em cerca de 1 semana, findo esse periodo retornam ao limen intestinal.
Cerca de 9 a 11 dias ap0s infecdo do hospedeiro atingem o estado adulto, sendo a sua
alimentacdo maioritariamente histéfaga (mucosa intestinal) (Monroy & Enriquez, 1992;
Bansemir & Sukhdeo, 1994). Os adultos de H. polygyrus podem viver até 3 meses
dependendo da subespécie em questao e do sistema imunitario do hospedeiro (Ferrari, 2005)
(Anexo L).
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3.1.1.9. Heterakis spumosa Schneider, 1866

3.1.1.9.1. Morfologia
Os exemplares de Heterakis spumosa foram extraidos do intestino grosso, nomeadamente
no cego e porc¢ao inicial do colon, dos ratinhos com estes parasitas. Os adultos de H. spumosa
apresentavam coloracdo esbranquicada, 3 pequenos labios na cavidade bucal e um eséfago
cilindrico e comprido com cerca de 856,7 um de comprimento, terminando num bolbo distinto
com uma estrutura em forma de “Y” no seu interior. Apresentavam 2 asas cervicais laterais

na porgao anterior do corpo (Figura 17A).

Figura 17 — Observagdo em MOC de espécimes de Heterakis spumosa.

A - extremidade anterior, pormenor do bolbo esofagico em “Y” (seta); B - macho adulto, extremidade
posterior (em cima) e extremidade anterior (em baixo); C - fémea adulta, vulva com processos
cuticulares; D - extremidade posterior de um macho, ventosa genital pré-cloacal (originais).

Os machos mediram em média 8,43 mm de comprimento e 365 um de largura (Figura 17B).
Estes ndo apresentavam gubernaculo mas sim uma ventosa genital pré-cloacal na porgao
caudal (Figura 17D), contendo 10 papilas caudais (2 pares de papilas pedunculadas ao nivel
da ventosa, 3 pares de papilas pedunculadas laterais que suportam as asas caudais, 2 pares
de papilas sésseis proximas da cloaca e 3 pares de papilas laterais na ponta da cauda) e 2
espiculas em ligeira curvatura (Anexo H).

As fémeas mediram em média 11,65 mm de comprimento e 307,5 um de largura. Os ovos

mediram aproximadamente 59,2 um de comprimento e 40 um de largura (Figura 17C).
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3.1.1.9.2. Hospedeiros
O parasita H. spumosa apresenta um ciclo biolégico monoxeno, sendo o0s roedores 0s seus

hospedeiros definitivos (Tabela 9).

Tabela 9 — Espécies de hospedeiros definitivos de Heterakis spumosa.

Hospedeiro Definitivo

Mamiferos:
= Roedores (Apodemus spp., Apodemus argenteus, A. speciosus, Bandicota beganlensis, Cricetomys
gambianus, Hydromys chrysogaster, Mus musculus, Rattus fuscipes, R. lutreolus, R. norvegicus, R.
rattus, R. sordidus, R. tunneyi);
= Soricomorpha (Mogera spp.).
Referéncias: Afonso-Roque et al. (1984); Afonso-Roque, M.M. (1989); Anderson, 2000; Ito & Itagaki
(2003); Baker (2007); Robles, Navone & Villafafie (2008); Pereira (2009); Roberts & Janovy (2009);
Crespo (2012); Zajac & Conboy (2012).

3.1.1.9.3. Distribuicao geogréfica
Este parasita apresenta uma distribuicdo cosmopolita (Baker, 2007; Roberts & Janovy, 2009;
Zajac & Conboy, 2012).

3.1.1.9.4. Ciclo Biologico
Os ovos de H. spumosa séo libertados nas fezes e ficam embrionados passadas 2 semanas
no ambiente, tornando-se infetantes. Aquando da ingestdo dos ovos infetantes pelo roedor,
estes eclodem no estdmago e a larvas resultantes migram para o cego e célon onde atingem
0 estado adulto entre 26 a 47 dias depois (Baker, 2007; Zajac & Conboy, 2012).

3.1.1.10. Mastophorus muris Gmelin, 1790

3.1.1.10.1. Morfologia
Os exemplares de Mastophorus muris foram extraidos maioritariamente do contetido gastrico,
formando muitas vezes extensos “novelos” de parasitas (Figura 18A), em certos casos a carga
parasitaria verificou-se tdo elevada que alguns individuos se encontravam ja ao nivel do
intestino delgado, nomeadamente no duodeno. Estes parasitas apresentavam uma coloragcéo
esbranquicada a amarelada.
Os machos adultos mediam em média cerca de 23,3 mm de comprimento (11-31 mm) e 826
um de largura enquanto as fémeas mediam cerca de 37,4 mm de comprimento (12-71 mm) e
entre 1 e 2 mm de largura (Figuras 18B e D). Ao contrario do que se verificou nas fémeas
(Figura 18E), os machos apresentavam a extremidade posterior enrolada em espiral e uma
espicula na zona terminal (Figura 18C e F).
Os ovos apresentavam-se com formato ovoide e embrionados com a larva L1 no seu interior

e mediam aproximadamente 55,25 um de comprimento e 30 um de largura (Figura 18G).
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Figura 18 — Observacéao a olho nu (A), em ME (B, C, F) e MOC (D, E, G) de espécimes de
Mastophorus muris.

A - Estbmago repleto de parasitas adultos no seu interior; B - fémea adulta; C - macho adulto,
extremidade posterior enrolada (seta); D - extremidade anterior; E - extremidade posterior de uma
fémea; F - extremidade posterior de um macho, pormenor da espicula (cabeca de seta); G - ovos de
formato ovoide embrionados, obtidos apds maceragdo de um espécime fémea (originais).

3.1.1.10.2. Hospedeiros
O parasita M. muris apresenta um ciclo biolégico heteroxeno sendo os roedores o0s
hospedeiros definitivos e o0s invertebrados, em particular insetos, os hospedeiros
intermediarios (Tabela 10).

Tabela 10 — Espécies de hospedeiros definitivos e intermediarios de Mastophorus muris.

Hospedeiro Definitivo Hospedeiro Intermediario Invertebrado
Mamiferos: Artrépodes:
= Roedores (Apodemus sylvaticus, = Tenebrio molitor (Coledptero);
Calomys callosus, Clethrionomys = Blattella germanica (Blatideo);
glareolus, Mus musculus, Rattus = Dipteros (Phlebotomus ariasi, P. perniciosus);
alexandrinus, R. assimilis, R. = Sifonapteros (Ceratophyllus anisus, Ctenophthalmus arvenus, C.
norvegicus, R. rattus, Sigmodon agyrtes, Ctenopsyllus segnis, Nopsyllus fasciatus, Xenopsylla
hispidus). cheopis).
Referéncias: Afonso-Roque, M.M. (1989); Anderson (2000); Pereira (2009); Rose & Bellows (2014).

3.1.1.10.3. Distribuicdo geogréafica

Este parasita apresenta uma distribuicdo cosmopolita (Afonso-Roque, 1989).

3.1.1.10.4. Ciclo Biolbgico
Os ovos séo libertados nas fezes sendo ingeridos pelos hospedeiros intermediarios. As larvas
L1 eclodem e invadem os tecidos do artropode onde encapsulam e se desenvolvem até larva

L3. Os roedores infetam-se apds ingestdo do artropode infetado (Anderson, 2000).
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3.1.1.11. Syphacia obvelata Rudolphi, 1802

3.1.1.11.1. Morfologia
Os exemplares de Syphacia obvelata foram extraidos do cego dos ratinhos analisados. Estes
apresentavam uma coloragdo esbranquicada e por vezes com tons amarelados e/ou
acastanhados (Figura 19A). Na extremidade anterior apresentavam 3 labios simples e 2
pequenas asas cervicais laterais (Figura 19E). O eso6fago € do tipo oxiurideo, terminando num
bolbo esofagico bem desenvolvido e praticamente esférico. Os parasitas adultos
apresentavam dimorfismo sexual consideravel uma vez que as fémeas possuiam um
comprimento quatro vezes superior ao dos machos. Estes Ultimos apresentavam um
comprimento médio de 1 mm e 147,5 um de largura e encontravam-se fortemente enrolados
apresentando 3 dilata¢des cuticulares mamilonadas na superficie ventral do corpo (Figura
19D). Na extremidade posterior apresentavam um pequeno gubernaculo e uma espicula

proeminente (Figura 19D).

Figura 19 — Observacéo a olho nu (A) e MOC (B, C, D, E) de espécimes de Syphacia obvelata.
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A - fémea adulta; B - fémea adulta gravida; C - ovo de forma assimétrica, lembrando o formato de uma
“banana”; D - macho apresentando 3 dilatagdes cuticulares mamilonadas na superficie ventral do corpo
e um pequeno gubernaculo com uma espicula proeminente; E - extremidade anterior de uma fémea,
pequenas asas cervicais, bulbo esofagico praticamente esférico (seta) e abertura vulvar (cabeca de
seta) (originais).

As fémeas apresentavam-se esticadas ou ligeiramente encurvadas e mediram
aproximadamente 4 mm de comprimento (3250-5000 um) e 273 um de largura (Figura 19B).

Na extremidade anterior apresentavam a vulva ao nivel do bulbo esofagico e a extremidade
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posterior terminava numa estrutura afilada. Tais caracteristicas contribuiram para a sua
denominag&o habitual de pinworms — nematodes em forma de “alfinete”.

Os ovos apresentavam-se assimétricos, achatados de um dos lados, lembrando o formato de
uma “banana” e mediram aproximadamente 137,1 um de comprimento e 41,1 um de largura
(Figura 19C).

3.1.1.11.2. Hospedeiros
O parasita S. obvelata apresenta um ciclo biolégico monoxeno sendo os roedores 0s

hospedeiros definitivos (Tabela 11).

Tabela 11 — Espécies de hospedeiros definitivos de Syphacia obvelata.

Hospedeiro Definitivo

Mamiferos:
= Primatas (incluindo Homo sapiens);
= Roedores (Bandicota bengalensis, Cricetidae, Cricetomys gambianus, Gerbillinae, Hydromys
chrysogaster, Mus musculus, M. spretus, Praomys coucha, Rattus fuscipes, R. lutreolus, R.
norvegicus, R. rattus, R. sordidus, R. tunneyi).
Referéncias: Afonso-Roque, M.M. (1989); Anderson (2000); Baker (2007); Robles et al. (2008); Pereira
(2009); Roberts & Janovy (2009); Crespo (2012); Zajac & Conboy (2012).

3.1.1.11.3. Distribuicdo geografica
Este parasita apresenta uma distribuicdo cosmopolita (Afonso-Roque, 1989; Zajac & Conboy,
2012).

3.1.1.11.4. Ciclo Biolbdgico

A fémea deposita 0s ovos na regido perianal, local onde se tornam embrionados apés algumas
horas. A infecdo da-se através da ingestdo de ovos com larvas L3 fixados a regido perianal,
no ambiente ou na 4gua e/ou alimentos contaminados, sendo o periodo pré-patente de 11 a
15 dias (Anderson, 2000; Baker, 2007). Uma vez no sistema digestivo, as larvas eclodem a
partir dos ovos e migram para o cego e célon onde realizam mais 4 mudas até ao estadio
adulto. Apés a copula os machos morrem e séo eliminados pelas fezes, ficando as fémeas
gravidas no cego e célon. Estas migram posteriormente para a regido perianal onde
depositam os ovos, sofrem dessecagdo e morrem (Zenner, 1998). O fendmeno de retroinfegéo
também pode ocorrer, caracterizando-se pela ecloséo das larvas na zona perianal e sucessiva
migragdo do anus para o colon e cego (Taffs, 1976; MacArthur & Wood, 1978; Baker, 2007).
Outra forma de infecdo é a inalacdo e sucessiva degluticdo dos ovos, uma vez que estes
apresentam um baixo peso molecular podendo constituir aerossoéis (MacArthur & Wood, 1978;
Baker, 2007).
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3.1.1.11.5. Potencial Zoonotico
Apesar de raras, as infecdes humanas por S. obvelata podem ocorrer, sendo fundamentais
as boas préticas de higiene aquando da manipulagdo de animais com infec¢do por este
nematode (quer domésticos, quer selvagens) e o uso de mascara de forma a evitar a infecédo

por aerossois com 0s seus ovos (Baker, 2007; Newcomer & Fox, 2007).

3.1.1.12. Trichuris muris Schrank, 1788

3.1.1.12.1. Morfologia
Os exemplares de Trichuris muris foram extraidos ao nivel do intestino grosso,
nomeadamente do cego e porc¢ao inicial do célon, encontrando-se a maioria dos exemplares
fixados pela extremidade anterior a mucosa do Orgdo. Apresentavam uma coloracdo
esbranquicada e por vezes amarelada ou mesmo acastanhada (Figuras 20A e B). A
extremidade anterior apresentava-se filiforme e fina constituindo o esticossoma, enquanto a
extremidade posterior € mais larga e geralmente espiralada no caso dos machos (Figuras
20A, C e D). Tais caracteristicas permitiram que fossem denominados de whipworms —

nematodes em forma de “chicote”.

Figura 20 — Observagdo ao ME (A, B) e MOC (C, D, E, F) de espécimes de Trichuris muris.

A - Macho adulto, extremidade posterior (mais larga) enrolada em espiral; B - fémea adulta; C -
extremidade anterior filiforme; D - macho, extremidade posterior, pormenor da bolsa espicular e
espicula; E - fémea, fila de ovos na zona de terminacao do 6rgdo reprodutor; F - ovo bioperculado em
forma de “limao” com 2 tampdes proeminentes, produto da técnica de sedimentagdo natural com Azul
de Metileno (originais).

Os ovos apresentavam-se, a semelhanca dos ovos de C. hepaticum, bioperculados com dois
tampdes proeminentes e lembrando a forma de um “liméo” e mediram aproximadamente 62

um de comprimento e 32 um de largura (Figuras 20E e F).
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3.1.1.12.2. Hospedeiros
O parasita T. muris apresenta um ciclo bioldgico monoxeno sendo os roedores 0s hospedeiros
definitivos (Tabela 12).

Tabela 12 — Espécies de hospedeiros definitivos de Trichuris muris.

Hospedeiro Definitivo

Mamiferos:
= Roedores (Arvicolidae, Arvicanthis spp., Bathyergidae, Cricetidae, Citellus spp., Cricetulus spp.,
Echimyidae, Echinomys spp., Epimys spp., Georychus spp., Holochilus spp., Hystrichidae, Loncheres
spp., Meriones spp., Mesocricetus spp., Microtus spp., Muridae, Mus spp., Mus musculus, Opodemus
spp., Rattus spp., Rattus norvegicus, R. rattus, Sciuridae, Trychomys spp.,).
Referéncias: Lee & Wright (1978); Afonso-Roque (1989); Anderson (2000); Baker (2007); Pereira (2009);
Crespo (2012).

3.1.1.12.3. Distribuicdo geogréfica

Este parasita apresenta uma distribuigdo cosmopolita (Robles & Navone, 2014).

3.1.1.12.4. Ciclo Bioldgico
Os ovos sao eliminados nas fezes do roedor tornando-se embrionados no ambiente apds um
periodo de cerca de 2 meses. Apoés a ingestao dos ovos pelo roedor, as larvas L1 infetantes
eclodem e migram para a mucosa cecal e célica onde penetram o epitélio e realizam as
sucessivas mudas para L2 (9 a 11 dias pos-infegcdo), L3 (17 dias pés-infecdo) e L4 (22 a 28
dias pés-infecao) até ao estadio adulto (29 a 32 dias pés-infecéo) (Baker, 2007; Klementowics,
Travis & Grencis, 2012; Hurst & Else, 2013). Ao contrario de outros nematodes que se
encontram livres no limen dos 6rgdos, os adultos de T. muris mantém-se em intima
associacdo com a mucosa cecal e colica (Panesar & Croll, 1980). O nematode adulto induz a
formacdo de um sincicio, com origem nos enterdcitos, usando para isso a extremidade
anterior, alimentando-se da mucosa epitelial. Posteriormente inicia a extensdo do sincicio
originando tuneis sinuosos a superficie da mucosa do cego e colon (Lee & Wright, 1978). Na
segunda semana ap0s o inicio da producao de ovos cada fémea produz entre 4000 a 5000
ovos por dia, atingindo um maximo de 7500 a 7900 por dia durante a terceira e quinta semana,

a partir da qual a producéo de ovos diminui significativamente (Olsen, 1986).
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3.1.2. Composicdo quantitativa da Helmintofauna gastrointestinal e hepatica de
Mus musculus domesticus no Arquipélago da Madeira

Dos 200 ratinhos analisados, 182 (91,0%) encontravam-se parasitados com pelo menos uma
espécie de parasita, sendo que destes 144 pertenciam a ilha da Madeira (n = 161) e 38 a ilha
de Porto Santo (n = 39). Apés realizacdo do Teste Exato de Fisher, foi possivel verificar que
a diferenca de prevaléncias entre as ilhas (89,4% para a Madeira e 97,4% para Porto Santo)
nao era estatisticamente significativa (p > 0,05) (Figura 21 e Tabela 13).
Como referido anteriormente, foram identificadas 12 espécies de parasitas formadas por
treméatodes da espécie Brachylaima sp., céstodes das espécies Cysticercus fasciolaris (forma
larvar de Taenia taeniaeformis), Cysticercus sp. (forma larvar de Taenia sp.), Hymenolepis
diminuta, Rodentolepis nana e neméatodes das espécies Calodium hepaticum, Gongylonema
neoplasticum, Heligmosomoides polygyrus, Heterakis spumosa, Mastophorus muris,
Syphacia obvelata e Trichuris muris. A composi¢do qualitativa das duas ilhas difere na medida
em que todos os parasitas, com exce¢do de Gongylonema neoplasticum, foram identificados
na ilha da Madeira, enquanto Brachylaima sp., Cysticercus fasciolaris, Cysticercus sp.,
Gongylonema neoplasticum, Mastophorus muris e Syphacia obvelata foram as Unicas
espécies identificadas em Porto Santo (Figura 21).
Relativamente as espécies de parasitas encontradas, os nematodes Syphacia obvelata e
Trichuris muris s&o os que apresentam prevaléncias amostrais mais elevadas, respetivamente
73,5% e 39,0% para o Arquipélago. De referir que Syphacia obvelata foi identificada nas duas
ilhas sendo o parasita com maior prevaléncia em ambas (68,9% para a Madeira e 92,3% para
Porto Santo), enquanto Trichuris muris foi identificado apenas na ilha da Madeira com uma

prevaléncia de 48,4% (Figura 21 e Tabela 13).

Figura 21 — Helmintofauna gastrointestinal e hepatica presente no Arquipélago da Madeira,
ilha da Madeira e ilha de Porto Santo por nUmero de animais positivos.
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Tabela 13 — Helmintofauna gastrointestinal e hepatica de Mus musculus domesticus no Arquipélago da Madeira, ilha da Madeira e ilha de Porto Santo

com informagéo da localiza¢éo no hospedeiro, prevaléncia, intensidade média e amplitude de intensidades.

Arquipélago da Madeira n=200

Ilha da Madeira n=161

Ilha de Porto Santo n=39

Espécie h%ﬁgggi‘g Pos. P([)/eo‘)’ IC95% M. Al | Pos. P([)/eo‘)’ IC95% M. Al | Pos. P([,/eo‘)’ IC95% M. Al
TREMATODES 4 2,0 0,8-5,0 - - 1 0,6 0,1-3,4 - - 3 7,7 2,7-20,3 - -
Brachylaima sp. 1.D. 4 20 0850 125 (1-27)] 1 06 0134 1,0 (1) 3 77 27203 16,3 (8-27)
CESTODES 75 375 311444 — - 57 354 28,4-431 — - 18 46,2 316-614 — -
Cysticercus fasciolaris Figado 48 24,0 186-304 1,3 (1-5) | 40 24,8 188-32,1 14 (1-5) 8 20,5 10,8-355 1,1 (1-2)
Cysticercus sp. Figado 25 125 86-178 1,3 (1-4) | 15 93 57148 15 (14| 10 256 146-411 11 (1-2)
Hymenolepis diminuta I.D. 1 0,5 0,1-2,8 1,0 (1) 1 0,6 0,1-3,4 1,0 1
Rodentolepis nana I.D. 5 25 1157 %) %) 5 31 1371 %) %)
NEMATODES 176 88,0 82,8-91,8 - - 140 87,0 80,9-91,3 - - 36 92,3 79,7-97,3 - -
Calodium hepaticum Figado 47 235 18,2-298 26 (1-3) | 47 29,2 22,7-366 2,6 (1-3)
Gongylonema neoplasticum | Estdbmago 4 20 0850 18 (1-3) 4 10,3 4,1-236 1,8 (1-3)
Heligmosomoides polygyrus I.D. 13 6,5 38-108 37,7 (2-97)| 13 8,1 4,2-133 37,7 (2-93)
Heterakis spumosa I.G. 10 50 2790 12 (12| 10 6,2 34-11,1 1,2 (1-20)
Mastophorus muris Estbmago | 23 115 78167 6,3 (1-57)| 22 13,7 9,2-198 65 (1-57)| 1 26 05132 1,0 (8]
Syphacia obvelata I.G. 147 73,5 67,0-79,1 24,8 (1-146)| 111 68,9 61,4-756 23,6 (1-134)| 36 92,3 79,7-97,3 28,4 (1-146)
Trichuris muris I.G. 78 39,0 325459 7,1 (1-48)| 78 48,4 409-56,1 7,1 (1-48)
Total parasitados - 182 91,0 86,2-942 — - 144 89,4 83,7933 — - 38 97,4 86,8995 — -

Pos.: Positivos; Prev.: Prevaléncia; IC95%: Intervalo de Confianga 95%; |.M.: Intensidade Média; A. I.: Amplitude de Intensidades.
de dados por fragmentacéo dos exemplares; células a cinzento: parasitas ndo identificados nesses locais.
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No que respeita ao tipo de infecdo, e tendo em conta o total de ratinhos parasitados, verificou-
se que 28,6% dos animais do Arquipélago da Madeira apresentavam infecfes simples,
enquanto 71,4% possuiam infegcdes mistas (com 2 a 6 espécies de parasitas). No caso
particular de cada ilha, verificou-se que a ilha da Madeira mantinha esta tendéncia,
apresentando 24,3% dos animais com infecdo simples e 75,7% dos animais com infecédo
mista. J& na ilha de Porto Santo, 44,7% dos animais apresentavam infe¢cfes simples enquanto
os restantes 55,3% apresentavam infecbes mistas. Adicionalmente, verificou-se que ao
contrério da ilha da Madeira, que apresentou infecBes mistas até 6 espécies de parasitas
diferentes, na ilha de Porto Santo as infegbes mistas atingiam um maximo de 3 espécies

parasitas diferentes (Tabela 14 e Figura 22).

Tabela 14 — Tipos de infe¢cdes observadas em Mus musculus domesticus no total de ratinhos

positivos no Arquipélago da Madeira e nas ilhas da Madeira e de Porto Santo.

Arquipélago da llha da Madeira Ilha de Porto Santo
Madeira n=200 n=161 n=39
Tipo de infec&o n % n % n %

Simples 52 28,6 35 24,3 17 44,7
Infecé@o mista (2) 70 38,5 52 36,1 18 47,4
Infec@o mista (3) 37 20,3 34 23,6 3 7.9
Infecé@o mista (4) 14 7,7 14 9,7 0 0,0
Infecé@o mista (5) 8 4.4 8 5,6 0 0,0
Infec@o mista (6) 1 0,5 1 0,7 0 0,0
Total infecBes mistas 130 71,4 109 75,7 21 55,3
Total Parasitados 182 91,0 144 89,4 38 97,4

Figura 22 — Tipos de infe¢des observadas em Mus musculus domesticus no total de ratinhos

positivos no Arquipélago da Madeira e nas ilhas da Madeira e de Porto Santo.
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Numa primeira analise dos dados referentes ao sexo, tipo de infecdo, peso e idade dos
animais analisados (Figura 23), ndo se verificou uma tendéncia ou associagdo 6bvias entre
estes fatores, contudo foi possivel observar que os adultos apresentavam infe¢cdes mistas

com um maior numero de espécies relativamente aos animais juvenis.

Figura 23 — Distribuicdo dos ratinhos em funcdo do sexo, peso, idade e tipo de infecdo no
Arquipélago da Madeira (n=188).
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Tipos de Infecdo: 0 = auséncia de infecdo; 1 = infecdo simples; 2 = infecdo mista com 2 espécies
parasitas; 3 = infecdo mista com 3 espécies parasitas; 4 = infecao mista com 4 espécies parasitas; 5 =
infecdo mista com 5 espécies parasitas e 6 = infecdo mista com 6 espécies parasitas.

3.1.2.1. Analise dainfluéncia do sexo do hospedeiro
A totalidade dos 200 ratinhos capturados no arquipélago da Madeira era constituida por 114
machos (57,0%) e 86 fémeas (43,0%). Na ilha da Madeira foram capturados 161 animais,
sendo esta amostra constituida por 88 machos (54,7%) e 73 fémeas (45,3%), ja na ilha de
Porto Santo foram capturados 39 ratinhos subdividindo-se em 26 machos (66,7%) e 13
fémeas (33,3%) (Tabela 15).

Tabela 15 — Distribui¢cdo dos ratinhos em fungédo do sexo no Arquipélago da Madeira e nas
ilhas da Madeira e de Porto Santo.

Arquipélago da Madeira llha da Madeira llha de Porto Santo
n % n % n %
Machos 114 57,0 88 54,7 26 66,7
Fémeas 86 43,0 73 45,3 13 33,3
Total 200 100,0 161 100,0 39 100,0
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Considerando a composicdo qualitativa da helmintofauna gastrointestinal e hepatica em
funcdo do sexo dos animais capturados no arquipélago, verificou-se que as fémeas
apresentavam todas as espécies identificadas enquanto os machos apresentavam todas com
excecao dos céstodes adultos H. diminuta e R. nana (Tabelas 16 e 17). No caso da ilha da
Madeira verificou-se a auséncia de Brachylaima sp., H. diminuta e R. nana nos machos e a
presenca de todas as espécies parasitas identificadas nessa ilha nas fémeas (Figura 24,
Tabelas 16 e 17). Na ilha de Porto Santo verificou-se a auséncia de M. muris nas fémeas
enquanto os machos apresentaram todas as espécies de parasitas identificadas nessa ilha
(Figura 25, Tabelas 16 e 17).

Figura 24 — Distribuicdo das prevaléncias parasitarias em funcdo do sexo de Mus musculus

domesticus na ilha da Madeira.
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Figura 25 — Distribuicdo das prevaléncias parasitarias em fungédo do sexo de Mus musculus
domesticus na ilha de Porto Santo.
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Tabela 16 — Prevaléncia, intensidade média e amplitude de intensidades para exemplares de Mus musculus domesticus do sexo masculino no

arquipélago da Madeira e nas ilhas da Madeira e de Porto Santo.

Espécie h%csﬂiezg‘e‘?if‘g Pos. P(L/eo‘)’ IC95% M. Al | Pos. P([,/eo‘)’ IC95% M. Al | Pos. P([J/eo‘)’ IC95% M. Al
TREMATODES 2 1,8 0,5-6,2 - - 0 0,0 - - - 2 7,7 21-241 - -
Brachylaima sp. I.D. 2 1,8 0562 17,50 (8-27)| O 0,0 - 0 0 2 7,7 2,1-241 17,50 (8-27)
CESTODES 39 34,2 26,1433 - - 28 31,8 23,0421 - - 11 42,3 255611 - -
Cysticercus fasciolaris Figado 28 24,6 176-332 1,39 (1-5 | 24 27,3 19,1-374 1,42 (1-5) 4 15,4 6,2-335 1,25 (1-2)
Cysticercus sp. Figado 13 114 68185 1,15 (1-2) 6 6,8 3,2-141 1,17 (1-2) 7 26,9 13,7-46,1 1,14 (1-2)
Hymenolepis diminuta I.D. 0 0,0 - 0 0 0 0,0 - 0 0
Rodentolepis nana I.D. 0 0,0 - 0 0 0 0,0 - 0 0
NEMATODES 100 87,7 804-925 - - 77 87,5 79,0929 — - 23 885 71,090 — -
Calodium hepaticum Figado 23 20,2 138-285 2,26 (1-3) | 23 26,1 18,1-362 2,26 (1-3)
Gongylonema neoplasticum | Estdbmago 3 26 0975 167 (1-3) 3 11,5 4,0.290 1,67 (1-3)
Heligmosomoides polygyrus I.D. 3 26 0975 50,00 (29-89) 3 34 1,295 50,00 (29-89)
Heterakis spumosa I.G. 4 35 1487 1,00 (1) 4 45 18111 1,00 (1)
Mastophorus muris Estbmago 11 96 55165 2,09 (18| 10 11,4 6,3-19,7 2,20 (1-8) 1 38 07189 1,00 (1)
Syphacia obvelata 1.G. 90 78,9 70,6-854 27,37 (1-134)] 67 76,1 66,3-83,8 26,37 (1-134)] 23 88,5 71,0-96,0 30,26 (1-107)
Trichuris muris 1.G. 38 333 253-424 6,74 (1-45)| 38 43,2 333-536 6,74 (1-45)
Total parasitados — 104 91,2 84,6-952 — - 79 89,8 81,7945 - - 25 96,2 81,1993 — -

Pos.: Positivos; Prev.: Prevaléncia; IC95%: Intervalo de Confianga 95%; I.M.: Intensidade Média; A.l.. Amplitude de Intensidades.

cinzento: parasitas ndo identificados nesses locais.
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Tabela 17 — Prevaléncia, intensidade média e amplitude de intensidades para exemplares de Mus musculus domesticus do sexo feminino no

arquipélago da Madeira e nas ilhas da Madeira e de Porto Santo.

Arquipélago da Madeira n=86

Ilha da Madeira n=73

Ilha de Porto Santo n=13

Espécie h%csﬂiezj‘gif‘g Pos. P([,/eo‘)’ IC95% LM. Al | Pos. P([,/eo‘)’ IC95% LM. Al | Pos. P([,/eo‘)’ IC95% LM. ALl
TREMATODES 2 2,3 0,6-8,1 - - 1 1,4 0,2-7,4 - - 1 7,7 1,4-333 - -
Brachylaima sp. I.D. 2 2,3 06-81 7,50 (1-14) 1 1,4 0,2-7,4 1,00 (1) 1 7,7 1,4-33,3 14,00 (14)
CESTODES 36 419 32,0524 - - 29 39,7 29,3512 - - 7 53,8 29,1-76,8 — -
Cysticercus fasciolaris Figado 20 23,3 156-332 1,20 (1-4) | 16 21,9 14,0-32,7 1,25 (1-4) 4 30,8 12,7-57,6 1,00 (1)
Cysticercus sp. Figado 12 140 18,2228 1,50 (1-4) 9 12,3 6,6-218 1,67 (1-4) 3 23,1 8,2-50,3 1,00 (1)
Hymenolepis diminuta I.D. 1 1,2 0263 1,00 (1) 1 14 0274 100 (1)
Rodentolepis nana I.D. 5 58 25129 @ %) 5 6,8 30151 O %)
NEMATODES 76 88,4 799936 - - 63 86,3 766-924 - - 13 100,0 77,2-100,0 - -
Calodium hepaticum Figado 24 27,9 195-382 2,83 (1-3) | 24 32,9 232-443 2,83 (1-3)
Gongylonema neoplasticum | Estémago 1 12 0263 200 (2 1 7,7 14-333 2,00 (2
Heligmosomoides polygyrus I.D. 10 11,6 6,4-201 34,00 (2-97)| 10 13,7 7,6-23,4 34,00 (2-97)
Heterakis spumosa I.G. 6 70 32144 133 (1-2) 6 8,2 38168 1,33 (1-2)
Mastophorus muris Estdmago 12 14,0 8,2-228 10,17 (1-57)| 12 16,4 9,7-26,6 10,17 (1-57)| O 0,0 - 0 0
Syphacia obvelata I.G. 57 66,3 55,8-754 20,65 (1-146)| 44 60,3 48,8-70,7 19,34 (1-124)] 13 100,0 77,2-100,0 25,08 (1-146)
Trichuris muris 1.G. 40 46,5 36,3-57,0 7,45 (1-48)| 40 54,8 434657 7,45 (1-48)
Total parasitados - 78 90,7 82,7-952 - - 65 89,0 79,8-943 - - 13 100,0 77,2-100,0 - -

Pos.: Positivos; Prev.: Prevaléncia; IC95%: Intervalo de Confianga 95%; |.M.: Intensidade Média; A.l.: Amplitude de Intensidades.
de dados por fragmentacéo dos exemplares; células a cinzento: parasitas ndo identificados nesses locais.
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Relativamente a composi¢do quantitativa, nomeadamente a prevaléncia da helmintofauna
gastrointestinal e hepética em funcdo do sexo dos ratinhos capturados (Tabela 18), verificou-
se que nao existe diferenga estatisticamente significativa na composicao parasitaria entre
machos e fémeas nas duas ilhas estudadas, contudo verificaram-se diferengas significativas
em duas espécies de nematodes (p < 0,05) quer no arquipélago quer na ilha da Madeira. No
caso dos ratinhos positivos a Syphacia obvelata verificou-se que 0os machos apresentaram
uma prevaléncia mais elevada (78,9% e 76,1% respetivamente) relativamente as fémeas
(66,3% e 60,3% respetivamente), jA no caso de Heligmosomoides polygyrus, identificado
apenas na ilha da Madeira, verificou-se que, apesar de apresentar uma pequena proporcao
de animais positivos a este parasita, as fémeas apresentaram uma prevaléncia mais elevada

(11,6% e 13,7% respetivamente) relativamente aos machos (2,6 e 3,4% respetivamente).

Tabela 18 — Influéncia do sexo de exemplares de Mus musculus domesticus na prevaléncia

das espécies de parasitas no arquipélago e nas ilhas da Madeira e de Porto Santo.

Arquipélago llha da Madeira | llha de Porto Santo
Espécie x2 p x2 p x2 p
Trematodes ) Q) Q] Q] Q) Q]
Brachylaima sp. Q) () () () () ()
Céstodes 1,224 0,269 1,091 0,296 0,464 0,496
Cysticercus fasciolaris 0,046 0,831 0,613 0,434 F 0,4022
Cysticercus sp. 0,291 0,589 1,434 0,231 F 1,0002
Hymenolepis diminuta O] ) ) )
Rodentolepis nana O] ) ) )
Neméatodes 0,020 0,888 0,051 0,822 F 0,538
Calodium hepaticum 1,630 0,202 0,877 0,349
Gongylonema neoplasticum O] ) ) )
Heligmosomoides polygyrus | 6,529 0,011* 5,691 0,017+
Heterakis spumosa F 0,3332 F 0,5142
Mastophorus muris 0,892 0,345 0,871 0,351 ) )
Syphacia obvelata 4,039 0,045* 4,689 0,030* F 0,5382
Trichuris muris 3,578 0,059 2,154 0,142
Total Parasitados 0,017 0,897 0,023 0,881 F 1,000

Células a cinzento: parasitas nao identificados nesses locais; (-) Valor ndo calculado por
amostragem insuficiente; * Valor significativo (p < 0,05); 2 Teste Exacto de Fisher (F).

No que diz respeito a andlise de intensidades médias da helmintofauna gastrointestinal e
hepatica em funcdo do sexo dos ratinhos capturados, foi apenas possivel fazer esta analise
para os metacéstodes Cysticercus fasciolaris, Cysticercus sp. e para 0s nematodes
Mastophorus muris, Syphacia obvelata e Trichuris muris. Uma vez que a amostra néo
apresentou uma distribuicdo normal, recorreu-se ao teste nao paramétrico de Mann-Whitney
para proceder a analise das intensidades entre os dois grupos. Este teste ndo requer uma
distribuicdo normal dos dados, contudo requer homogeneidade de variancias entre 0s grupos

a comparar, pelo que foi realizado o Teste de Levene, para verificacdo da homogeneidade de
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variancias. O Teste de Levene revelou que as variancias eram significativamente desiguais
no caso dos metacéstodes C. fasciolaris identificado na ilha de Porto Santo e Cysticercus sp.
no arquipélago e no caso dos nematodes M. muris identificados no arquipélago e ilha da
Madeira e ainda S. obvelata na ilha da Madeira, impossibilitanto a realizacdo do Teste U de
Mann-Whitney nestes casos. Nas restantes espécies, o Teste de Levene revelou que a
diferenca entre as variancias dos dois grupos, machos e fémeas, ndo era estatisticametne
significativa e portanto assumindo-se variancias iguais foi possivel a utilizacdo do teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney. Verificou-se assim que apesar dos machos apresentarem uma
intensidade média de infecao por S. obvelata mais elevada que as fémeas, no arquipélago e
na ilha de Porto Santo (Tabelas 16 e 17), e para as restantes espécies, as fémeas
apresentarem intensidades médias de infecdo ligeiramente superiores as dos machos, estas
diferencas revelaram ndo ser estatisticamente significativas (p > 0,05), ou seja, as
intensidades de infecéo, dos parasitas passiveis de analise estatistica, ndo foram, do ponto

de vista estatistico, influenciadas pelo sexo do hospedeiro. (Tabela 19).

Tabela 19 — Influéncia do sexo de exemplares de Mus musculus domesticus na Intensidade

das espécies de parasitas no arquipélago e nas ilhas da Madeira e de Porto Santo.

Arquipélago Ilha da Madeira Ilha de Porto Santo
Espécie Levene | Mann-Whitney |Levene: Mann-Whitney |Levene: Mann-Whitney
p 4 p p 4 p p Z P
Céstodes
Cysticercus fasciolaris | 0,257 | -1,465 0,142 | 0,462 | -1,138 0,285 | 0,024* - -
Cysticercus sp. 0,031* - - 0,111 | -1,137 0,434 | 0,168 | -0,655 1,000
Nematodes
Mastophorus muris 0,003** - - 0,005** - - ) ) )
Syphacia obvelata 0,079 | -0,850 0,397 | 0,049* - - 0,819 | -0,512 0,619
Trichuris muris 0,864 | -0,431 0,670 | 0,864 | -0,431 0,670
Células a cinzento: parasitas ndo identificados nesses locais; (-) Valor ndo calculado por amostragem
insuficiente; “—” Nao se aplica por variancias desiguais. Valores significativos * (p < 0,05) e ** (p <

0,01).

Relativamente ao tipo de infecdo por helmintes gastrointestinais e hepaticos em funcéo do
sexo dos ratinhos parasitados no arquipélago da Madeira (Tabela 20), verificou-se que 28,6%
dos machos apresentavam infe¢éo simples versus 71,4% que se apresentavam com infecéo
mista, enquanto 30,8% das fémeas apresentavam infecdo simples versus 74,4% que se
apresentavam com infecao mista. A infecdo mista por duas espécies parasitas verificou-se
ser a mais prevalente em ambos 0s sexos, seguida da infe¢cdo simples e a infecdo mista por
trés espécies parasitas. Apesar do nimero total de fémeas e machos capturados que estavam
parasitados ser desigual no arquipélago, nao existe diferenca estatisticamente significativa (p
= 0,134) entre o tipo de infecdo e o sexo dos ratinhos analisados, revelando a falta de

associacao entre o tipo de infecdo e o facto de ser macho ou fémea.
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No caso particular de cada ilha (Tabela 20), verificou-se que para a ilha da Madeira 25,3%
dos machos apresentavam-se com infecdo simples versus 74,7% com infe¢cdo mista, 23,1%
das fémeas possuiam infecdo simples versus 76,9% que se apresentavam com infe¢cao mista.
De referir que nos machos, as infe¢cdes mistas presentes variaram entre duas a cinco espécies
parasitas, enquanto nas fémeas foi identificado um espécime que apresentava uma infecdo
mista com seis espécies parasitas. Observou-se ainda que a infecao mista com duas espécies
parasitas era a de maior prevaléncia em ambos 0s sexos (39,2% e 32,3% respetivamente).
Ja na ilha de Porto Santo, 48% dos machos apresentavam-se com infe¢cdo simples versus
52% com infecdo mista, 38,5% das fémeas possuiam infecdo simples versus 61,5% que
possuiam infecdo mista. Ambos 0s sexos apresentaram infecdes mistas, que variaram entre
duas a trés espécies parasitas, sendo que a infecdo mista com duas espécies parasitas
revelou ser a de maior prevaléncia em ambos (44% e 53,8% respetivamente) (Tabela 20).
Apesar do numero total de fémeas e machos parasitados ser desigual nas duas ilhas, nédo
existe diferenca estatisticamente significativa (Madeira: p = 0,188; Porto Santo p = 0,840)
entre o tipo de infeg@o e o sexo dos ratinhos analisados, situacdo igualmente verificada para

a totalidade dos dados do arquipélago.

Tabela 20 — Distribui¢céo dos ratinhos em fun¢éo do género e tipo de infecdo no arquipélago

da Madeira e nas ilhas da Madeira e de Porto Santo.

Arquipélago llha da Madeira llha de Porto Santo

Tipo de infecéio Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas

n % n % n % n % n % n %
Simples 32 30,8 20 25,6 20 25,3 15 23,1 12 48,0 5 38,5
Infeg@o mista (2) 42 40,4 28 359 31 39,2 21 32,3| 11 440 7 53,8
Infeg@o mista (3) 23 22,1 14 179| 21 266 13 200 2 80 1 7,7
Infeg@o mista (4) 5 48 9 115/ 5 63 9 138| 0 0,0 0 0,0
Infeg@o mista (5) 2 19 6 77| 2 25 6 92| 0 0,0 0 0,0
Infeg@o mista (6) 0 00 1 13| 0 0,0 1 15| 0 0,0 0 0,0
Total Infe¢cbes mistas| 72 69,2 58 74,4 59 74,7 50 76,9| 13 52,0 8 61,5
Total Parasitados 104 100: 78 100| 79 89,8 65 89,0| 25 96,2: 13 100

3.1.2.2. Analise dainfluéncia da idade do hospedeiro
A determinacdo da idade de exemplares de ratinho-caseiro na natureza baseia-se
habitualmente numa estimativa tendo por base uma ou mais caracteristicas morfolégicas. A
utilizagdo do peso para este efeito permite uma estimativa aproximada da faixa etaria dos
ratinhos uma vez que pode nado corresponder a idade exata, dados os inUmeros fatores que
o afetam (Crowcroft & Rowe, 1961; Singleton & Krebs, 2007). Desta forma a categorizacao
em juvenis e adultos, como referido no Material e Métodos, permitiu realizar as seguintes

andlises estatisticas com um numero significativo de elementos para cada faixa etéria.
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Da totalidade dos 200 ratinhos capturados no arquipélago da Madeira foi possivel obter
informacé@o sobre o peso de 188 animais, caracteristica esta que permitiu a divisdo dos
exemplares em duas faixas etarias, sendo que animais com peso inferior a 12 g constituiram
0 grupo dos juvenis (36 animais, correspondendo a 19,1% da amostra) enquanto os animais
com peso igual ou superior a 12 g constituiram o grupo dos adultos (152 animais,
correspondendo a 80,9% da amostra) (Tabela 21).

Para a ilha da Madeira foi possivel obter a informacao do peso de 159 animais, 22 dos quais
pertenciam ao grupo dos juvenis (13,8%) e 137 ao grupo dos adultos (86,2%), ja na ilha de
Porto Santo foi possivel obter o peso de 29 animais dos quais 14 pertenciam ao grupo dos
juvenis (48,3%) e 15 ao grupo dos adultos (51,7%) (Tabela 21).

Tabela 21 — Distribuicdo dos ratinhos em funcéo da idade no arquipélago da Madeira e nas

ilhas da Madeira e de Porto Santo.

Arquipélago da Madeira llha da Madeira llha de Porto Santo

n % n % n %
Juvenis (< 12 g) 36 19,1% 22 13,8% 14 48,3%
Adultos (= 12 g) 152 80,9% 137 86,2% 15 51,7%
Total 188 100% 159 100% 29 100%

Considerando a composi¢do qualitativa da helmintofauna gastrointestinal e hepatica em
funcéo da idade dos animais capturados no arquipélago, verificou-se a presenca de todas as
espécies identificadas nos animais adultos, enquanto nos juvenis foram identificadas apenas
7 das 12 espécies, nomeadamente C. fasciolaris, Cysticercus sp., C. hepaticum, G.
neoplasticum, M. muris, S. obvelata e T. muris (Tabelas 22 e 23).

No caso da ilha da Madeira, verificou-se a auséncia de Brachylaima sp., H. diminuta, R. nana,
H. polygyrus e H. spumosa nos juvenis e a presenca de todas as espécies parasitas
identificadas nesta ilha nos adultos (Tabelas 22 e 23, Figura 26).

Ja na ilha de Porto Santo verificou-se a auséncia de Brachylaima sp. e M. muris nos juvenis,
enguanto os adultos apresentaram todas as espécies de parasitas identificadas nessa ilha
(Tabelas 22 e 23, Figura 27).
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Tabela 22 — Prevaléncia, intensidade média e amplitude de intensidades para exemplares de Mus musculus domesticus juvenis do arquipélago da

Madeira e das ilhas da Madeira e de Porto Santo.

Arquipélago da Madeira n=36

Ilha da Madeira n=22

Ilha de Porto Santo n=14

Espécie h%csﬂiezj‘gif‘g Pos. P([,/eo‘)’ IC95% LM. Al | Pos. P([,/eo‘)’ IC95% LM. Al | Pos. P([,/eo‘)’ IC95% LM. ALl
TREMATODES 0 0,0 - 0,00 0 0 0,0 - - - 0 0,0 - - -
Brachylaima sp. I.D. 0 0,0 - 0,00 0 0 0,0 - 0,00 0 0 0,0 - 0,00 0
CESTODES 12 33,3 20,2-49,7 - - 4 18,2 7,3-38,5 - - 8 57,1 32,6-786 — -
Cysticercus fasciolaris Figado 5 13,9 6,1-28,7 1,20 (1-2) 3 13,6 4,7-33,3 1,00 (1) 2 14,3 4,0-.399 1,50 (1-2)
Cysticercus sp. Figado 7 19,4 98-350 1,14 (1-2) 1 45 08218 1,00 (1) 6 429 21,4-67,4 1,17 (1-2)
Hymenolepis diminuta I.D. 0 0,0 - 0,00 0 0 0,0 - 0,00 0
Rodentolepis nana I.D. 0 0,0 - 0,00 0 0 0,0 - 0,00 0
NEMATODES 30 83,3 68,1921 -— - 16 72,7 51,8-868 — - 14 100,0 78,5-100,0 - -
Calodium hepaticum Figado 1 28 05142 226 (3) 1 45 08-21,8 226 (3)
Gongylonema neoplasticum | Estémago 1 28 05142 2,00 (2 1 71 13-315 2,00 (2
Heligmosomoides polygyrus I.D. 0 0,0 - 0,00 0 0 0,0 - 0,00 0
Heterakis spumosa I.G. 0 0,0 - 0,00 0 0 0,0 - 0,00 0
Mastophorus muris Estbmago 2 56 15-181 1,00 (1) 2 91 25278 1,00 (1) 0 0,0 - 0,00 0
Syphacia obvelata I.G. 29 80,6 65,0-90,2 18,17 (1-79)| 15 68,2 47,3-83,6 18,40 (1-79)| 14 100,0 78,5-100,0 17,93 (1-66)
Trichuris muris I.G. 4 11,1 4,4-253 2,00 (1-4) 4 18,2 7,3-385 2,00 (1-4)
Total parasitados 32 88,9 74,7956 — - 18 81,8 61,5-92,7 - - 14 100,0 78,5-100,0 — -

Pos.: Positivos; Prev.: Prevaléncia; IC95%: Intervalo de Confianca 95%; I.M.: Intensidade Média; A.l.. Amplitude de Intensidades.

cinzento: parasitas ndo identificados nesses locais.
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Tabela 23 — Prevaléncia, intensidade média e amplitude de intensidades para exemplares de Mus musculus domesticus adultos do arquipélago da

Madeira e das ilhas da Madeira e de Porto Santo.

Espécie h%ﬁgg‘gﬁ‘g Pos. P(L/eo‘)’ IC95% M. Al | Pos. P([,/eo‘)’ IC95% M. Al | Pos. P([J/eo‘)’ IC95% M. Al
TREMATODES 4 26 1066 - - 1 07 0140 - - 3 200 70452 - -
Brachylaima sp. I.D. 4 26 1,066 1250 (1-27)| 1 0,7 0140 1,00 (2) 3 20,0 7,0-452 16,33 (8-27)
CESTODES 60 395 321474 — - 52 38,0 30,3463 — - 8 53,3 30,1-752 — -
Cysticercus fasciolaris Figado 42 27,6 21,1352 1,33 (1-5) | 37 27,0 20,3-350 1,38 (1-5) 5 33,3 15,2-58,3 1,00 (1)
Cysticercus sp. Figado 16 10,5 6,6-164 1,44 (1-4) 13 95 56-156 154 (1-4) 3 20,0 70452 1,00 (1)
Hymenolepis diminuta I.D. 1 0,7 0136 100 (1) 1 0,7 0140 1,00 (1)
Rodentolepis nana I.D. 5 3,3 1,4-75 %) %) 5 3,6 1,6-8,3 %) %)
NEMATODES 135 88,8 828929 - - 123 89,8 83,6-938 — - 12 80,0 548930 - -
Calodium hepaticum Figado 46 30,3 235380 254 (1-3) | 46 33,6 26,2418 254 (1-3)
Gongylonema neoplasticum | Estdbmago 2 1,3 0447 200 (1-3) 2 13,3 3,7-379 2,00 (1-3)
Heligmosomoides polygyrus I.D. 13 8,6 51-141 37,69 (2-97)| 13 9,5 56-156 37,69 (2-97)
Heterakis spumosa I.G. 9 59 31109 1,22 (1-2 9 6,6 35-120 1,22 (1-2)
Mastophorus muris Estdmago 21 138 9,2-202 6,81 (1-57)| 20 14,6 19,7215 7,10 (1-57) 1 6,7 1,2-29,8 1,00 1
Syphacia obvelata I.G. 107 70,4 62,7-77,1 27,61 (1-146)] 95 69,3 61,2-76,4 24,64 (1-134)| 12 80,0 54,8-93,0 51,08 (2-146)
Trichuris muris 1.G. 73 48,0 402-559 7,38 (1-48)| 73 53,3 450-61,4 7,38 (1-48)
Total parasitados 138 90,8 85,1-944 — - 124 90,5 84,4-944 — - 14 93,3 70,2-988 - -

Pos.: Positivos; Prev.: Prevaléncia; IC95%: Intervalo de Confianga 95%; |.M.: Intensidade Média; A.l.: Amplitude de Intensidades.
de dados por fragmentacéo dos exemplares; células a cinzento: parasitas ndo identificados nesses locais.

Nao se aplica; “@” auséncia



Figura 26 — Distribuicdo das prevaléncias parasitarias em fungéo da idade de Mus musculus

domesticus na ilha da Madeira.
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Figura 27 — Distribuicdo das prevaléncias parasitarias em funcdo da idade de Mus musculus

domesticus na ilha de Porto Santo.
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Relativamente a andlise da prevaléncia da helmintofauna gastrointestinal e hepatica em
funcdo da idade dos ratinhos capturados, verificou-se que apenas existem diferencas
significativas em duas espécies de nematodes (p < 0,05) quer para o arquipélago, quer para
a ilha da Madeira, Unica ilha onde foram identificadas (Tabela 24).

No caso particular dos ratinhos da ilha da Madeira positivos a Calodium hepaticum verificou-
se que os adultos apresentaram uma prevaléncia mais elevada (33,6%) relativamente aos
juvenis (4,5%), verificando-se também no caso de Trichuris muris a mesma tendéncia, com
0s adultos a apresentarem uma prevaléncia mais elevada (53,3%) relativamente aos juvenis

(18,2%), apresentando ambas as situac6es um valor de p < 0,01 (Tabela 24).
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Tabela 24 — Influéncia da idade dos exemplares de Mus musculus domesticus na prevaléncia

das espécies de parasitas no arquipélago da Madeira e nas ilhas da Madeira e de Porto Santo.

Arquipélago llha da Madeira llha de Porto Santo
Espécie x2 p v p x° p
Trematodes ) Q] Q] ) ) Q]
Brachylaima sp. Q) () @) Q) Q) @)
Céstodes 0,464 0,496 3,249 0,072 0,042 0,837
Cysticercus fasciolaris 2,932 0,087 1,800 0,180 F 0,3902
Cysticercus sp. F 0,1592 F 0,6942 F 0,2452
Hymenolepis diminuta ) ) ) ¢)
Rodentolepis nana ) ) () ()
Nematodes F 0,397 F 0,037 ) )
Calodium hepaticum 11,730 <0,001***| 7,673 0,006**
Gongylonema neoplasticum () ) F 1,0002
Heligmosomoides polygyrus ) ) ) )
Heterakis spumosa ) ) ) )
Mastophorus muris F 0,2592 F 0,7412 ) )
Syphacia obvelata 1,502 0,220 0,012 0,913 ) )
Trichuris muris 16,400 <0,001***| 9,352 0,002**
Total Parasitados F 0,754 F 0,2592 ) )

Células a cinzento: parasitas nado identificados nesses locais; (-) Valor ndo calculado por
amostragem insuficiente; ** Valor significativo (p < 0,01); *** Valor significativo (p < 0,001); 2 Teste
Exacto de Fisher (F).

No que diz respeito a andlise de intensidades médias da helmintofauna gastrointestinal e
hepatica em funcdo da idade dos ratinhos capturados, foi apenas possivel realizar esta analise
estatistica para os metacéstodes Cysticercus fasciolaris e Cysticercus sp. e para 0S
nematodes Mastophorus muris, Syphacia obvelata e Trichuris muris. Os valores de
intensidade destes parasitas, do arquipélago e de ambas as ilhas, foram submetidos ao Teste
de Levene para verificacdo da homogeneidade de variancias, seguido do Teste U de Mann-
Whitney para comparacao dos dois grupos etérios. Verificou-se que no caso da amostra de
S. obvelata, quer para a totalidade dos ratinhos (arquipélago) quer no caso da ilha de Porto
Santo as variancias das intensidades deste parasita nos dois grupos etarios revelaram-se
desiguais e muito desiguais respetivamente, impossibilitanto a realizacdo do Teste de Mann-
Whitney. No caso de S. obvelata na ilha da Madeira, e para as restantes analises realizadas
(Tabela 25) verificou-se que a diferenca de variancias néo era estatisticamente significativa (p
> 0,05) possibilitando a realizacdo do teste U de Mann-Whitney.

Apesar da intensidade média do parasita S. obvelata na ilha da Madeira ser superior nos
adultos (24,64) relativamente aos juvenis (18,40) esta diferenca ndo se mostrou ser
estatisticamente significativa, tendo-se verificado o mesmo para as restantes espeécies
parasitas analisadas, revelando que a idade do hospedeiro ndo influencia de forma

significativa a intensidade de infecéo por estas espécies (Tabela 25).
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Tabela 25 — Influéncia da idade dos exemplares de Mus musculus domesticus na Intensidade

das espécies de parasitas nas ilhas da Madeira e de Porto Santo.

Arquipélago Ilha da Madeira llha de Porto Santo
Espécie Levene | Mann-Whitney |Levene: Mann-Whitney [Levene: Mann-Whitney
p z p p z p p z P
Céstodes
Cysticercus fasciolaris | 0,475 | -0,121 0,957 | 0,132 | -0,953 0,576 “) “) O]
Cysticercus sp. 0,107 : -0,872 0,571 O] O] ) 0,131 | -0,707 1,000
Nematodes
Mastophorus muris 0,286 | -1,207 0,451 | 0,275 | -1,249 0,420 “) “) O]
Syphacia obvelata 0,020* - - 0,281 | 0,554 0,585 |0,001***  _— -
Trichuris muris 0,148 | -1,536 0,136 | 0,148 | -1,536 0,136
Células a cinzento: parasitas ndo identificados nesses locais; (-) Valor ndo calculado por amostragem
insuficiente; “~” Nao se aplica por variancias desiguais. Valores significativos * (p < 0,05) e *** (p <

0,001).

Relativamente ao tipo de infecdo por helmintes gastrointestinais e hepaticos em funcdo da
idade dos ratinhos parasitados no arquipélago da Madeira (Tabela 26), verificou-se que 53,1%
dos juvenis apresentavam infecdo simples versus 46,9% que se apresentavam com infecao
mista, enquanto 19,6% dos adultos apresentavam infecdo simples versus 80,4% que se
apresentavam com infecdo mista. No caso dos juvenis a infecdo com maior prevaléncia foi a
simples (53,1%), ja nos adultos a infecdo com maior prevaléncia foi a dupla (39,1%), seguida
da tripla (24,6%) e finalmente a infecéo simples (19,6%). Esta diferenca entre o tipo de infecdo
nas duas faixas etarias foi estatisticamente significativa (p < 0,01) demonstrando que 0s
adultos estédo tendencialmente infetados com mais do que uma espécie parasita relativamente
aos juvenis.

No caso particular de cada ilha (Tabela 26), verificou-se que para a ilha da Madeira 66,7%
dos juvenis apresentavam-se com infecdo simples versus 33,3% que se apresentavam com
infecdo mista por duas ou trés espécies parasitas, enquanto 17,7% dos adultos possuiam
infecdo simples e 82,3% apresentavam infecdo mista com duas a seis espécies parasitas. A
semelhanga do que se verificou no arquipélago, a infegcdo com maior prevaléncia nos juvenis
foi a simples, j& nos adultos a infecdo com maior prevaléncia foi a dupla, seguida da tripla e
finalmente a infecdo simples (Tabela 26). Esta diferenca entre o tipo de infe¢do nas duas
faixas etarias foi estatisticamente significativa (p < 0,05) demonstrando que os adultos estao
tendencialmente infetados com mais do que uma espécie parasita relativamente aos juvenis
(Figura 27).

Ja na ilha de Porto Santo, ao contrario da ilha da Madeira, 35,7% dos juvenis e dos adultos
apresentavam-se com infecdo simples versus 64,3% de cada grupo etario que se
encontravam com infecdo mista. A infecdo mista nos juvenis foi de apenas duas espécies
parasitas, constituindo a totalidade dos 64,3%, enquanto os adultos possuiam duas (42,9%)

ou trés (21,4%) espécies parasitas (Tabela 26). Nesta ilha a diferenca entre o tipo de infecédo
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observada para os dois grupos etarios revelou-se ndo ser estatisticamente significativa, pelo

gue neste caso, a faixa etaria ndo parece ter influéncia no tipo de infegéo.

Tabela 26 — Distribuicdo dos ratinhos em funcao da idade e tipo de infecdo no Arquipélago da

Madeira e nas ilhas da Madeira e de Porto Santo.

Arquipélago llha da Madeira llha de Porto Santo
. . N Juvenis Adultos Juvenis Adultos Juvenis Adultos
Tipo de infecéo
n % n % n % n % n % n %
Simples 17 53,1 27 196 |12 66,7 i 22 177 | 5 357 5 357
Infecdo mista (2) 13 406 54 391 | 4 222 48 387 | 9 643 6 429
Infecdo mista (3) 2 63 (34 246 | 2 111 31 250 | O 0,0 3 214
Infecdo mista (4) 0 00 14 101 | O 00 14 113 | 0 0,0 0 0,0
Infegcdo mista (5) 0 0,0 8 5,8 0 0,0 8 6,5 0 0,0 0 0,0
Infecdo mista (6) 0 0,0 1 0,7 0 0,0 1 0,8 0 0,0 0 0,0
Total infegBes mistas| 15 46,9 (111 804 | 6 33,3 102 823 | 9 643 9 64,3
Total Parasitados 32 100,0 138 100,0 | 18 100,0:124 100,0| 14 100,0: 14 100,0

3.1.2.3. Caso particular dos hospedeiros infetados por Calodium hepaticum
Dada a impossibilidade de individualizagdo dos nematodes adultos presentes no figado e sua
contagem, a classificagdo das lesdes com base numa escala de trés graus de intensidade
permite caracterizar o nivel de infegdo destes animais. Foram detetados 47 ratinhos positivos
a Calodium hepaticum na ilha na Madeira. Destes, 7 apresentavam-se com infecéo leve, 7

com infecdo moderada e 33 com infec&o grave (Figura 28).

Figura 28 — Intensidade de infecdo nos hospedeiros positivos a Calodium hepaticum.

Hospedeiros positivos (n = 47)

Leve =Moderada = Grave

ApoOs realizacdo do Teste Exato de Fisher verificou-se que a diferenca entre os graus de
intensidade de infegdo por C. hepaticum nos machos e nas fémeas era estatisticamente
significativa (p = 0,027), verificando-se assim um maior niumero de infe¢cdes de intensidade

grave nas fémeas relativamente aos machos (Figura 29).

65



Figura 29 — Intensidade de infecdo por Calodium hepaticum em funcdo do sexo dos

hospedeiros infetados.

Machos infetados (n = 23) Fémeas infetadas (n = 24)

Leve = Moderada = Grave Leve = Moderada = Grave

Relativamente a intensidade de infecdo por C. hepaticum em funcao da faixa etéria, verificou-
se que 32 animais adultos se apresentavam com uma infecdo de intensidade grave, 7 com
infecdo moderada e 7 com infecdo leve (Figura 30). Ja nos juvenis, apenas 1 animal se
encontrava infetado com C. hepaticum, apresentando uma infecdo grave. Nao foi possivel a
realizacdo de analise estatistica nestes dois grupos dada a baixa amostragem do grupo dos
juvenis, contudo os adultos quando parasitados por C. hepaticum, apresentaram-se com

niveis de infecdo elevados.

Figura 30 — Intensidade de infecdo por Calodium hepaticum em fungéo da faixa etéria dos

hospedeiros infetados.
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3.1.2.4. Distribuicdo da infecdo por localizacdo geografica do hospedeiro

Numa viséo geral das distribuicbes geograficas dos ratinhos (Figura 31) foi possivel observar
gue os ratinhos foram capturados na sua maioria na vertende norte e sudoeste de ambas as
ilhas. Verificou-se ainda que o numero maximo de parasitas por ratinho individual foi de seis.
Foi possivel observar associacfes frequentes entre 0os nematodos Syphacia obvelata e
Trichuris muris, e entre Syphacia obvelata e o céstode Cysticercus fasciolaris.

Ao analisar a distribuicdo geografica dos ratinhos capturados nas duas ilhas verificou-se que
Cysticercus fasciolaris e Cysticercus sp. se encontravam distribuidos por ambas as ilhas,
sendo que na ilha da Madeira os animais infetados localizaram-se maioritariamente na

vertente sudoeste da ilha (Figura 32).
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Figura 32 — Distribuicdo dos ratinhos em fungéo do parasitismo por Cysticercus fasciolaris e
Cysticercus sp. nas ilhas da Madeira e de Porto Santo.

O trematode Brachylaima sp. encontra-se presente em ambas as ilhas, j& os céstodes
Hymenolepis diminuta e Rodentolepis nana foram apenas identificados na vertente norte da
ilha da Madeira (Figura 33).

Figura 33 — Distribui¢do dos ratinhos em funcéo do parasitismo por Brachylaima sp. em ambas

as ilhas e Hymenolepis diminuta e Rodentolepis nana na ilha da Madeira.

O nematode hepético Calodium hepaticum foi apenas identificado na ilha da Madeira
apresentando-se distribuido ao longo da costa, mas sobretudo na vertente norte (Figura 34).
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Figura 34 — Distribuigdo dos ratinhos em fun¢éo do parasitismo por Calodium hepaticum na
ilha da Madeira.

Os parasitas Heligmosomoides polygyrus e Heterakis spumosa foram apenas identificados
em exemplares capturados na ilha da Madeira, sendo que H. polygyrus foi identificado em
duas localizagfes distintas na vertente norte da ilha e H. spumosa em diversos pontos da ilha,
tanto a sudoeste como a norte (Figura 35).

Figura 35 — Distribuicdo dos ratinhos em funcdo do parasitismo por Heligmosomoides
polygyrus e Heterakis spumosa na ilha da Madeira.
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O nematode Mastophorus muris foi identificado em ambas as ilhas com a maioria dos
exemplares infetados localizados na ilha da Madeira e apenas um na ilha de Porto Santo. Ja
0 nematode Gongylonema neoplasticum da mesma Superfamilia foi apenas identificado em
dois pontos distintos da ilha de Porto Santo (Figura 36). O oxiurideo Syphacia obvelata foi
identificado em ambas as ilhas, sendo o parasita com prevaléncia mais elevada, e aquele que
aparentemente também tem uma maior distribuicdo pela ilha (Figura 37).

Figura 36 — Distribuicdo dos ratinhos em funcdo do parasitismo por Gongylonema
neoplasticum na ilha de Porto Santo e Mastophorus muris em ambas as ilhas.

Figura 37 — Distribuicdo dos ratinhos em funcéo do parasitismo por Syphacia obvelata nas
ilhas da Madeira e de Porto Santo.




O nematode Trichuris muris foi identificado apenas na ilha da Madeira tanto na vertente norte
como na vertente sudoeste, sendo o parasita com prevaléncia mais elevada a seguir a
Syphacia obvelata (Figura 38).

Figura 38 — Distribuicdo dos ratinhos em funcdo do parasitismo por Trichuris muris na ilha da
Madeira.
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3.2. Discussao dos Resultados

3.2.1. Importancia do estudo parasitolégico no ratinho-caseiro
A pesquisa de parasitas em ratinhos permite a elaboragéo de estudos biol6gicos qualitativos
com vista a andlise da histéria natural de micro e macroparasitas, a determinagéo do potencial
de uma doenca no controlo de popula¢cdes de campo assim como se 0 agente patogénico
cumpre 0s requisitos para ser usado em controlo biolégico, permitindo ainda a identificacdo
de agentes parasitarios zoonéticos que podem ter um forte impacto em Saude Publica
(Singleton & Krebs, 2007). Alguns estudos referem mesmo a potencial utilizagdo do neméatode
Calodium hepaticum como controlo populacional de roedores em altura de pragas (Singleton,
Chambers & Spratt, 1995; Singleton & Chambers, 1996). Os parasitas em geral podem ser
utilizados como marcadores bioldgicos quer como host evolutionary prints, informacgéo obtida
através do estudo dos parasitas presentes num determinado hospedeiro que fornece novos
dados relativos a biologia evolutiva desse hospedeiro (Thomas, Verneau, Meeds & Renaud,
1996), quer como proxies, denominados “artefactos vivos”, fornecendo informagéo relativa a

genealogia e ecologia dos hospedeiros (Nieberding & Olivieri, 2006).
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3.2.2. Composicao qualitativa
No decurso deste trabalho foi identificado um total de 12 espécies parasitas, sendo que 1
pertencia a Classe Trematoda, 4 a Classe Cestoda e 7 ao Filo Nematoda. A composicdo
parasitéria entre ilhas verificou-se ser distinta, detetando-se 11 das 12 espécies identificadas
na ilha da Madeira, nomeadamente: Brachylaima sp., Cysticercus fasciolaris, Cysticercus sp.,
Hymenolepis diminuta, Rodentolepis nana, Calodium hepaticum, Heligmosomoides
polygyrus, Heterakis spumosa, Mastophorus muris, Syphacia obvelata e Trichuris muris.
Enquanto na ilha de Porto Santo foram 6 as espécies identificadas: Brachylaima sp.,
Cysticercus fasciolaris, Cysticercus sp., Gongylonema neoplasticum, Mastophorus muris e
Syphacia obvelata.
De acordo com a literatura consultada, este trabalho surge como sendo a primeira descricdo
da helmintofauna de Mus musculus no arquipélago da Madeira e a primeira vez que o
nematode Heligmosomoides polygyrus foi descrito na espécie Mus musculus em Portugal
(Tabela 27).
Comparativamente ao territério continental, a area do territério insular e a distancia deste ao
continente parecem ser fatores determinantes na diferenciacdo de populacdes insulares
(Nieberding, Morand, Libois & Michaux, 2006). Ambos estes fatores, associados a perda de
diversidade genética, inerente ao fraco pool genético da populagdo fundadora, determinam o
nivel de isolamento e consequentemente a taxa de diferenciacdo das populacdes insulares
versus as continentais (Nieberding et al., 2006). No caso especifico das ilhas do arquipélago
da Madeira, a fauna de mamiferos apresenta-se pobre em termos de riqueza especifica
(Jesus et al., 2009). Hospedeiros que habitem ecossistemas insulares estdo geralmente
infetados com um reduzido numero de espécies parasitarias e a prevaléncia e intensidade
dos parasitas com transmissdo direta sdo frequentemente superiores em populacbes
insulares do que em popula¢des do continente (Fromont, Morvilliers, Artois & Pontier, 2001).
Estas condi¢des inerentes aos ecossistemas insulares favorecem a adaptacao das espécies
parasitarias a novas espécies hospedeiras definitivas e intermediarias (Nieberding et al.,
2006).
Relativamente a trabalhos realizados também em Mus musculus nos Arquipélagos dos
Acores, Canarias e em Portugal continental, verifica-se uma grande diversidade de espécies
identificadas em todos estes locais, com pelo menaos 26 espécies de helmintes, das quais 2
espécies da classe Trematoda, 7 da classe Cestoda, 15 do filo Nematoda e 2 do filo
Acantocephala (Tabela 27). De referir que o treméatode Brachylaima sp., identificado neste
trabalho, tinha sido igualmente identificado até & data apenas nos Acores (Casanova et al.,
1996). Dos céstodes identificados C. fasciolaris foi identificado nos quatro territorios, H.
diminuta e R. nana foram identificados na Madeira, Acores e Portugal continental, enquanto
outros exemplares deste género (Cysticercus sp.) foram, para nosso conhecimento, apenas

identificados na Madeira. Relativamente aos nematodes, C. hepaticum foi identificado na
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Madeira, Acores e Portugal continental, G. neoplasticum na Madeira e Acores, H. polygyrus,
para nosso conhecimento, apenas na Madeira, H. spumosa, S. obvelata e T muris nos quatro

territérios e M. muris na Madeira, Acores e Canarias.

Tabela 27 — Compilacdo das espécies de helmintes identificadas em exemplares de Mus
musculus capturados nos Arquipélagos da Madeira, dos Agores, das Canarias e em Portugal

continental.
Arg. da Madeira Arquipélago dos Acgores é;ﬂé?iiss Portugal continental
Valente (2015) Casanova et al. (1996) '?;cr)gg? Fe(lzi%f;)al' eti?.t?gg&) ((ZZrSiFZ)?
Arq. Madeira Spgrr\tt% Arq. M?gi?el Terceira Flores MSi;?el El Hierro (é\:gg(tjegl(;) i?s%gz
Ne total de animais (n) 200 161 39 52 11 19 22 92 173 42 50
TREMATODA
Brachylaima sp. X X X X X X
Skrjabinocoelus sp. X X
CESTODA
Cladotaenia globifera X
Cysticercus fasciolaris X X X X X X X X
Cysticercus sp.
Hymenolepis diminuta X X X X X X X X
Hymenolepis straminea X
Rodentolepis microstoma X
Rodentolepis nana X X X X
NEMATODA
Aonchotheca annulosa X X X X
Aspiculuris tetraptera X
Calodium hepaticum X X X X X X X X
Eucoleus gastricus X X X X X
Corgyanene x x .
g;l)ilgé?r%ssomoides X X
Heterakis spumosa X X X X X X X X
Mastophorus muris X X X X
Nematoda sp. X X
popestonays x «x o x x
Protospirura sp. X
Rictularia sp.
Syphacia obvelata X X X X X X X X X X
Syphacia sp. X
Trichuris muris X X X X X X X
ACANTHOCEPHALA
Prosthorhynchus X
cylindraceus (larva)
Prosthorhynchus sp. X X

Arq.: Arquipélago; X: parasita identificado nesse local.
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Ao nivel da nematofauna da Madeira, o isolamento geografico do arquipélago, juntamente
com alguns mecanismos de dispersdo de nematodes e outros ligados aos habitats dos
organismos endémicos, aos quais 0s nematodes se encontram intimamente associados,

poderdo conduzir ao isolamento e especiac¢do destes (Borges et al., 2008).

3.2.3. Composicao quantitativa
O trematode Brachylaima sp. foi identificado em ambas as ilhas, apresentando prevaléncias
de 0,6% para a ilha da Madeira e 7,7% para a ilha de Porto Santo, esta Ultima superior aos
valores descritos no estudo de Casanova et al. (1996) para as ilhas Terceira e Flores do
arquipélago dos Acores. A maioria das espécies de moluscos terrestres descritas como
hospedeiros intermediarios primarios e secundarios de Brachylaima sp. encontram-se
presentes em ambas as ilhas, contudo a ilha de Porto Santo apresenta um maior nimero de
espécies e subespécies de moluscos terrestres por unidade de area (Borges et al., 2008).
Adicionalmente, a escassa vegetacao presente nesta ilha poderé levar a que o ratinho-caseiro
direcione a sua alimentag&o para outros elementos, como invertebrados e consequentemente
moluscos (Bomford, 1987; Wanless et al., 2007), podendo explicar a maior prevaléncia de
Brachylaima sp. nesta ilha relativamente a da Madeira.
Os céstodes Hymenolepis diminuta e Rodentolepis nana, apresentaram ambos prevaléncias
muito inferiores (0,5% e 2,5% respetivamente) a estudos semelhantes realizados em Mus
musculus e Rattus norvegicus nos Acores e em Portugal Continental (Afonso-Roque et al.,
1984; Pereira, 2009; Crespo, 2012), sendo que estes foram somente identificados em
exemplares da ilha da Madeira. Apesar de néao ter sido possivel a contagem de individuos de
R. nana dadas as suas pequenas dimensdes, fragilidade do estrobilo e fixacdo do rostelo a
mucosa intestinal, verificou-se que este parasita parece constituir infegcdes de intensidades
elevadas. Esta situacao podera dever-se ao seu ciclo bioldgico particular, que para além da
possibilidade de transmisséo indireta (tipica de céstodes), possui também a capacidade de
transmissdo direta e de autoinfecdo (Urquhart et al., 1996; Baker, 2007; Newcomer & Fox,
2007; CDC, 2013; Bowman, 2014) faciltando a acumulagdo de varios individuos desta
espécie no mesmo hospedeiro, atingindo assim elevadas intensidades de infecao.
Ja no caso do céstode hepdatico Cysticercus fasciolaris, forma larvar da Taenia taeniaeformis,
verificaram-se prevaléncias superiores para ambas as ilhas em comparagdo com trabalhos
anteriores (Afonso-Roque et al., 1984; Pereira, 2009; Crespo, 2012).
O nematode hepético Calodium hepaticum foi apenas identificado na ilha da Madeira
apresentando prevaléncias de 23,5% para o arquipélago e de 29,2% para a ilha da Madeira,
valores ligeiramente inferiores aos descritos noutros estudos nos Acores e Portugal
continental (Afonso-Roque et al., 1984; Casanova et al., 1996; Pereira, 2009; Crespo, 2012)
mas ainda assim alarmantes dado o seu potencial zoonotico. A auséncia de identificacédo

desta espécie em Porto Santo podera dever-se a separagcado geografica entre ilhas, a nédo
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introducdo de hospedeiros infetados nesse territorio ou a auséncia de condicdes
geocliméticas favoraveis ao desenvolvimento do seu ciclo biolégico (Figura 2) (Spratt &
Singleton, 1987).

Relativamente ao neméatode Gongylonema neoplasticum, este foi apenas identificado na ilha
de Porto Santo apresentando-se com uma prevaléncia de 2,0% no arquipélago da Madeira e
de 10,3% na ilha de Porto Santo, ambos os valores superiores a valores obtidos anteriormente
por outros autores na ilha de Sao Miguel (Pereira, 2009) e em Lisboa (Afonso-Roque et al.,
1984; Crespo, 2012). Apesar de nao ter sido identificado na ilha da Madeira, alguns dos
artropodes copréfagos que desempenham o papel de hospedeiros intermediérios no seu ciclo
biolégico estédo descritos como fazendo parte da fauna desta ilha (Borges et al., 2008), pelo
que é possivel a presenca deste parasita ainda que nao tenha sido assinalado neste trabalho.
O nematode Heligmosomoides polygyrus apresentou prevaléncias de 6,5% para o
Arquipélago e 8,1% para a ilha da Madeira, Unica ilha onde foi identificado, sendo estes
valores superiores aos referidos por Afonso-Roque et al. (1984) para Rattus norvegicus. A
auséncia de identificacéo do parasita H. polygyrus em Porto Santo poderé dever-se a sua néo
introdugdo nesta ilha ou no caso desta se ter verificado, o parasita ndo ter encontrado
condi¢cbes favoraveis ao desenvolvimento do seu ciclo biolégico, devido a aridez desta area
insular (Singleton & Krebs, 2007).

Igualmente, o neméatode Heterakis spumosa foi apenas identificado na ilha da Madeira e
apresentou prevaléncias intermédias relativamente a trabalhos realizados em Mus musculus
(Pereira, 2009; Crespo, 2012), e inferiores a trabalhos realizados em Rattus norvegicus
(Afonso-Roque, 1984; Crespo, 2012). Segundo Baker (2007), H. spumosa é um parasita
natural e comum em ratazanas (Rattus norvegicus e Rattus rattus), podendo no entanto
parasitar espécies de ratinho como o ratinho-caseiro.

O neméatode com localizagéo gastrica, Mastophorus muris, foi identificado em ambas as ilhas
apresentando prevaléncias intermédias para a ilha da Madeira e Porto Santo, respetivamente
13,7% e 2,6%, relativamente as verificadas noutros estudos, como por exemplo, nas ilhas do
arquipélago dos Agores (Casanova et al., 1996; Pereira, 2009).

O oxiurideo Syphacia obvelata foi o parasita que exibiu as prevaléncias mais elevadas para o
arquipélago (73,5%), para a ilha da Madeira (68,9%) e para Porto Santo (92,3%),
apresentando valores superiores aos descritos noutros trabalhos realizados em M. musculus
(Casanova et al., 1996; Pereira, 2009; Crespo, 2012). Esta espécie de nematode € uma das
mais comuns em colonias de ratinho-caseiro, quer na natureza, quer em laboratério (Taffs,
1976; Baker, 2007).

De igual modo, o neméatode Trichuris muris foi 0 segundo parasita que apresentou
prevaléncias mais elevadas no arquipélago (39%) e na ilha da Madeira (48,4%), ndo tendo

sido identificado na ilha de Porto Santo. Tanto os valores obtidos no arquipélago como os
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valores particulares da ilha da Madeira se revelaram serem muito superiores relativamente

aos estudos supracitados, atingindo em alguns dos casos valores dez vezes superiores.

3.2.3.1. Influéncia do sexo do hospedeiro

A andlise dos resultados em funcdo do sexo do hospedeiro permitiu verificar que este fator
ndo parece influenciar os valores de prevaléncia da maioria das espécies de parasitas
identificadas, a excecao dos nematodes Heligmosomoides polygyrus e Syphacia obvelata.
No caso de H. polygyrus verificou-se que, apesar de apresentar uma pequena propor¢éo de
animais positivos a este parasita, as fémeas exibiam uma prevaléncia mais elevada (13,7%)
relativamente aos machos (3,4%). Contudo, este parasita foi somente identificado em
exemplares capturados em duas localizacdes distintas na ilha da Madeira (Figura 35)
verificando-se ainda que fora efetuada a captura de apenas 16 ratinhos nessas mesmas
localizagbes, num total de 5 machos e 11 fémeas. A diferenca no ndmero de animais
capturados de cada sexo e a localizagdo geogréfica restrita deste nematode explicam a
rejeicdo da diferenca de prevaléncias observada que, apesar de estatisticamente significativa,
se revelou ser insignificante a luz da interpretacdo de outros elementos. Relativamente ao
oxiurideo S. obvelata, quer para os valores totais do arquipélago quer para o caso particular
da ilha da Madeira, verificou-se que os machos apresentaram uma prevaléncia mais elevada
(78,9% e 76,1% respetivamente) relativamente as fémeas (66,3% e 60,3% respetivamente),
situacao esta também retratada por Taffs (1976).

As analises possiveis das intensidades em funcdo do sexo revelaram que este fator nao
influencia a carga parasitaria entre machos e fémeas. De igual modo, o tipo de infecéo

(simples ou mista) ndo variou significativamente entre os dois sexos (Figura 23).

3.2.3.2. Influéncia daidade do hospedeiro

Ap6s o estudo dos resultados em funcao da faixa etaria dos animais foi possivel verificar que
0S juvenis apresentavam menor riqueza especifica que os adultos e que no caso dos
nematodes Calodium hepaticum e Trichuris muris, a diferenca entre prevaléncias revelou ser
estatisticamente significativa, quer para os valores do total do arquipélago, quer para a ilha da
Madeira, Unica ilha onde foram identificados.

No caso dos ratinhos positivos a Calodium hepaticum observou-se que os adultos
apresentaram uma prevaléncia mais elevada (33,6%) relativamente aos juvenis (4,5%),
verificando-se no caso de Trichuris muris a mesma tendéncia, com os adultos a apresentarem
uma prevaléncia superior (53,3%) em relacdo aos juvenis (18,2%). Tendo em conta 0 seu
desenvolvimento, as crias de ratinho-caseiro tornam-se independentes dos progenitores cerca
das trés semanas de vida, atingindo a maturidade sexual por volta das seis semanas de idade,
no caso das fémeas, e das oito semanas de idade no caso dos machos (Berry, 1970; Mathias,

1999). Assim, a prevaléncia superior verificada para C. hepaticum e T. muris em adultos
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relativamente aos juvenis pode ser explicada pelo maior tempo de exposicdo dos animais
mais velhos e pelo seu comportamento exploratério e de predacdo que adquirem com a
maturidade sexual, aumentando desta forma o seu risco de infecdo. Apesar dos juvenis
iniciarem o contacto com o exterior do ninho por volta das trés semanas de idade, estes
apresentam menor tempo de exposi¢do a alimentos e objetos (fomites) capazes de alojar e
transmitir agentes patogénicos potencialmente contaminados por exemplo, com ovos de C.
hepaticum e T. muris. A infecdo é, no entanto, facilitada pelo modo de disseminacéo (ciclo de
vida direto), resisténcia destes agentes no meio ambiente e pelo comportamento curioso
inerente a esta espécie roedora (Spratt & Singleton, 2001; Baker, 2007; Singleton & Krebs,
2007; Bowman, 2014). O estudo do tipo de infecdo em funcéo da idade do hospedeiro revelou
ainda que os adultos estédo tendencialmente infetados com mais do que uma espécie parasita
relativamente aos juvenis (Tabela 26). Esta situacdo pode ser igualmente explicada pelo maior
tempo de exposigéo dos adultos a alimento, agua e solo contaminados, facilitando a infecéo,
quer esta seja simples ou por um maior nimero de espécies parasitas, num processo
cumulativo ao longo do tempo.

No caso do nematode Syphacia obvelata, as fémeas migram até a regido perianal onde
depositam o0s seus ovos, cujas larvas, no seu interior, eclodem poucas horas depois, podendo
migrar do anus para o colon do proprio animal (retroinfecdo) (Taffs, 1976). Perante esta
situacdo e a curta duracao do periodo pré-patente, € natural que as crias se infetem nas
primeiras semanas de vida, quer por contacto direto com a regido perianal da progenitora,
quer indiretamente por ingestdo de materiais, alimentos ou 4guas contaminados no interior
das tocas, podendo assim explicar o facto dos juvenis estarem igualmente parasitados em

relagéo aos adultos.

3.2.3.3. Caso particular dos hospedeiros infetados por Calodium hepaticum
Este nematode com localizacdo hepética foi identificado apenas na ilha da Madeira, num total
de 47 ratinhos. A infecdo grave revelou ser a intensidade de infegdo de maior prevaléncia.
Elevadas cargas parasitarias levam a lesGes hepaticas graves, no entanto muitos animais
sobrevivem sem indicios de faléncia hepatica e/ou morte, havendo contudo, uma diminui¢éo
da taxa de sobrevivéncia em cerca de 5 a 10% (Resendes et al., 2009; Fuehrer, 2014a).
Apesar de nao se ter verificado influéncia do sexo na prevaléncia de C. hepaticum em machos
e fémeas infetados, as fémeas apresentam um maior nimero de infe¢des de intensidade mais
grave que os machos (Figura 29), situacdo que pode ser explicada pela morfologia, estatuto
fisiolégico e imunologico da fémea como, por exemplo, situacbes de gestacdo ou
galactopoiese, potencialmente imunodepressoras e associadas a caréncias nutricionais,
como alidas estd registado noutros mamiferos domésticos e silvestres, assim como

comportamentos sociais, nomeadamente a procura de elementos do ambiente,
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potencialmente contaminados, para construcdo do ninho (MacDonald & Barrett, 1993; Poulin,
1996).

Relativamente ao estudo da intensidade de infecdo em fungcéo da faixa etéria (Figura 30),
verificou-se que 32 animais adultos se apresentavam com uma infecéo de intensidade grave,
7 com infecAdo moderada e 7 com infecdo leve enquanto nos juvenis, apenas 1 animal se
encontrava infetado com C. hepaticum apresentando uma infe¢do grave. O facto dos animais
adultos apresentarem uma prevaléncia mais elevada para C. hepaticum pode dever-se ao
maior tempo de exposicdo, diretamente proporcional & idade, a alimento, agua e solo
contaminados, facilitando a sua infe¢céo. Curiosamente a prevaléncia baixa na faixa etaria dos
juvenis pode dever-se a baixa taxa de sobrevivéncia consequente do sistema imunitério ainda
pouco desenvolvido, situacao que explica a presenca de apenas um animal jovem positivo a

C. hepaticum e com uma infe¢do de grave intensidade (Singleton & Chambers, 1996).

3.2.3.4. Distribuicdo da infecdo por localizagcédo geografica do hospedeiro

Ao analisar os mapas de distribuicdo dos ratinhos em funcdo do seu parasitismo total e em
funcdo de cada espécie parasita, verifica-se que existem diferengas no nUmero de espécies
presentes em cada uma das ilhas, com Brachylaima sp, Cysticercus fasciolaris, Cysticercus
sp., Hymenolepis diminuta, Rodentolepis nana, Calodium hepaticum, Heligmosomoides
polygyrus, Heterakis spumosa, Mastophorus muris, Syphacia obvelata e Trichuris muris na
ilha da Madeira e Brachylaima sp., Cysticercus fasciolaris, Cysticercus sp., Gongylonema
neoplasticum, Mastophorus muris e Syphacia obvelata na ilha de Porto Santo. Esta diferenca
na composi¢do parasitaria podera dever-se ao isolamento geogréfico dos dois territorios
insulares (Figura 1), pela diferenca de climas nas duas ilhas (Figura 2) e pelas diferencas nas
popula¢bes fundadoras de cada ilha (Fromont et al., 2001; Nieberding et al., 2006; Jesus et
al., 2009).

3.2.4. Papel do ratinho-caseiro como transmissor de potenciais doencgas
zoonaticas

As populagbes comensais de ratinho-caseiro, proximas a popula¢cdes humanas, apresentam
densidades bastante mais elevadas do que as populagfes selvagens (Mathias, 1999).
A capacidade de saltar, escalar, nadar e passar por orificios pequenos faz com que estes
animais estejam perfeitamente adaptados a uma existéncia comensal associada a populacfes
humanas (Singleton & Krebs, 2007). Estes roedores ocupam habitats, desde regides tropicais
a subantérticas, e apesar das temperaturas extremas que se fazem sentir nestes locais, a
reproducé@o do ratinho-caseiro ndo parece ser afetada, desde que haja disponibilidade de
alimento com qualidade (Singleton & Krebs, 2007). Esta capacidade de adaptacédo a climas

extremos tem permitido a subsisténcia destes animais em locais de proximidade a populacbes
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humanas com baixas temperaturas, como armazéns de frio e em locais com temperaturas
mais altas, como estabulos e industrias.

O ratinho-caseiro € um animal naturalmente curioso, explorando facilmente novos objetos
(neofilia), ao contrario do que acontece com outras espécies comensais, como a ratazana-
castanha (Rattus norvegicus) (Singleton & Krebs, 2007). Este comportamento facilita a
invasdo de novos ambientes e a contaminacao de locais, objetos e géneros alimenticios com
as fezes, que podem atingir uma frequéncia superior a 50 excrementos/dia, e urina destes
animais (MacDonald & Barrett, 1993). Igualmente, a baixa presenca de predadores naturais
no arquipélago da Madeira (Jesus et al., 2009), varia¢gdes na ocupacdo humana do territorio,
juntamente com altera¢cfes climéticas facilitam o aumento da densidade populacional e a
proliferacdo deste roedor, bem como podem levar ao aparecimento e/ou aumento de doencas
transmitidas por roedores, uma vez que os vetores, hospedeiros intermediarios e definitivos,
e 0s proprios roedores, podem ser influenciados por estas variagdes (Githeko et al., 2000).
Os roedores em geral sdo considerados espécies reservatérias de zoonoses com um
importante impacto em Saulde Publica e Animal (Singleton & Krebs, 2007; Froeschke &
Matthee, 2014). No caso particular do ratinho-caseiro, dos varios helmintes registados neste
pequeno roedor, pelo menos sete foram reportados como causas de infegdo em humanos, de
referir Calodium hepaticum, Rodentolepis nana e Brachylaima cribbi (Singleton & Krebs,
2007). Dos doze helmintes identificados neste trabalho, trés céstodes, Cysticercus fasciolaris
(forma larvar da Taenia taeniaeformis), Hymenolepis diminuta e Rodentolepis nana e o
nematode Calodium hepaticum sdo conhecidos agentes zoondticos cujos ciclos bioldgicos,
de alguns destes, podem envolver carnivoros domésticos proximos ao Homem, amplificando
o risco de transmissao destes agentes. O treméatode Brachylaima sp. e o nematode Syphacia
obvelata, possuem um potencial zoonético devido aos seus ciclos bioldgicos, podendo
constituir agentes zoonoticos (Baker, 2007; Singleton & Krebs, 2007; Meerburg et al., 2009;
Froeschke & Matthee, 2014).
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4. Conclusdes

Neste trabalho foram identificadas um total de 12 espécies de helmintes nos exemplares
capturados nas ilhas da Madeira e Porto Santo do arquipélago da Madeira, 1 espécie da
classe Trematoda (Brachylaima sp.), 4 espécies da classe Cestoda (Cysticercus fasciolaris,
Cysticercus sp., Hymenolepis diminuta e Rodentolepis nana) e 7 espécies do filo Nematoda
(Calodium hepaticum, Gongylonema neoplasticum, Heligmosomoides polygyrus, Heterakis
spumosa, Mastophorus muris, Syphacia obvelata e Trichuris muris).

A andlise dos resultados em funcéo do sexo dos exemplares capturados permitiu verificar que
este fator ndo influencia significativamente o parasitismo entre machos e fémeas para a
maioria das espécies identificadas. Verificou-se contudo, que no caso de Syphacia obvelata
0s machos apresentaram um maior nimero de animais infetados que fémeas. No caso de
Calodium hepaticum, apesar de ambos 0s sexos se apresentarem parasitados de igual forma,
as fémeas revelaram ter infe¢bes mais graves que os machos.

A analise dos resultados em funcdo da idade dos exemplares capturados permitiu verificar
diferengcas na composicdo parasitaria entre juvenis e adultos, sendo que estes ultimos
apresentaram-se parasitados com um maior nimero de espécies devido ao maior tempo de
exposicao a infeccdo. Foi ainda possivel verificar que o grupo dos adultos apresentava um
maior numero de individuos parasitados por Calodium hepaticum e Trichuris muris
relativamente aos juvenis.

Tendo em conta a localizacao proxima dos pontos de captura a populagbes humanas, a
presenca destes parasitas em roedores comensais (neste caso Mus musculus domesticus), e
a sua forte associacdo ao Homem, a transmisséo de tais agentes a estas populagbes esta
altamente facilitada.

Das 12 espécies de helmintes identificadas, Cysticercus fasciolaris, Hymenolepis diminuta,
Rodentolepis nana e Calodium hepaticum estdo descritas como zoonoses, e Syphacia
obvelata e possivelmente Brachylaima sp. com potencial zoonoético. Das espécies
identificadas algumas apresentam ciclos de vida diretos (C. hepaticum e S. obvelata), indiretos
(Brachylaima sp., C. fasciolaris e H. diminuta), algumas conseguem ambas as vias de
transmissé@o e autoinfecdo (R. nana), que juntamente com a capacidade de persistirem no
ambiente, em agua e alimentos, nhomeadamente C. hepaticum, fazem destes parasitas
potenciais problemas com impacto em Saude Publica, nomeadamente pelo facil acesso e
contacto com populagdes humanas, devido a sua ocupacédo profissional em ecossistemas
agro-rurais.

A baixa especificidade para hospedeiros definitivos e intermediarios em algumas destas
espécies fez com que tenham conseguido adaptar-se a vérias espécies domésticas em
proximidade com popula¢des humanas, espécies pecuarias e espécies da fauna selvagem.
Desta forma, o aprofundamento do estudo do impacto dos parasitas de Mus musculus

domesticus no arquipélago da Madeira carece de uma abordagem integrada e multidisciplinar
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atendendo as suas repercussbes na Saude Animal, Humana e dos Ecossistemas,

vocacionada para analisar as suas consequéncias na perspectiva de One Health.
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Helminthic infections in the liver of Mus musculus domesticus from Madeira
Archipelago - Preliminary Results

Valente A.%, Gabriel S.1.2, Gomes L.1, Correia J.1, Mathias M.L.2, Madeira de Carvalho L.M.1

ICIISA, Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade de Lisboa, Portugal. 2CESAM - Lisboa,
Departamento de Biologia Animal, Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa, Portugal. Email:
madeiradecarvalho@fmv.ulisboa.pt

Rodents play a major role as intermediate and reservoir hosts for a substantial number of
parasites. Among them, many helminth species are zoonotic, which may represent a serious
Public Health problem. The house mouse, Mus musculus, is one of the most widespread
rodents worldwide and due to its commensal lifestyle, is an important disseminator of parasites.
The house mouse populations from Madeira archipelago have been extensively studied over
the years, mostly due to the unusual chromosomal diversity they exhibit on the main island.
However, nothing was known about the parasitofauna of these populations. Hence, livers from
a total of 24 mice from Madeira and Porto Santo were screened for macroparasites and
macroscopic lesions. Twenty out of 24 livers (83.3%) were positive for parasites. Mice from
Madeira were positive for 92.3% of the samples (12/13) and in Porto Santo for 72.7% (8/11).
Calodium hepaticum was found in 7 mice (29.1%), Cysticercus fasciolaris in 8 (33,3%) and
Cysticercus spp. in 7 (29,1%). All three parasites were found in Madeira, while in Porto Santo
only Cysticercus spp. was detected. There was not a clear association between severity of
lesions and parasitic burden, except for C. hepaticum, with egg counts/mL ranging 2780-11060
(mean=6280 eggs/mL). C. hepaticum infection showed intermediate prevalence in Madeira
(29.1%) when compared with the Azores (19.6-40.2%) and the Canary Islands (1.9%).
Infection by larval stages of Cysticercus spp. was more prevalent in Madeira (29.1%) than in
the Azores (7.6%) and Canary Islands (5.8%). This variation across the different island
systems may be due to differences in mouse population densities, colonization origin and/or
level of interaction with definitive hosts.
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Introduction

Rodents have a major role as intermediate and reservoir hosts for a high number of
parasites, namely helminths. Many of these species are zoonotic, being a serious
problem at Public Health level. Mus musculus, due to its lifestyle and concentration,
allows dissemination of parasites and their life cycles in urban and periurban
ecosystems, even in isolated ecosystems like islands.>2*

Objective Fig. 6 (left)- Liver exhibiting an adult female of Calodium hepaticum carrying numerous eggs, surrounded by
inflamatory tissue. Identifi of i y reaction with cells infiltrate, (original). Fig. 7
(right) — Liver with several clusters of Calodium hepaticum eggs surrounded by inflammatory reaction, with
A research project has been carried out in Madeira Archipelago to assess the major mononucleated cells infiltrate, multinucleated giant cell (vellow arrow). Some eggs present distrofic calcification

populations/subpopulations of M. musculus and the present communication reports (green arrow), (original).

the first results on the liver parasitofauna of these rodents, highlighting their
importance in Public Health and as biological tags.

Material and Methods

Livers from 42 animals were preserved in ethanol 98% and screened for
macroparasites and macroscopic lesions, being built a classification according to their
severity and distribution in 3 points scale. Parasitological exams with stereoscopic

Fig. 8 (left) - Liver presenting a vesicle containing an exterior capsule with a Cysticercus spp. larval stage in its
interior, (original). Fig. 9 (right}— Histological section of a Calodium hepaticum egg presenting a lemon shape, two
plugs and a thick shell exhibiting an external striated appearance, (original).

microscope involved liver scraping, on surface and parenchyma lesions, searching
Calodium hepaticum stages (adults and eggs) and Cysticercus spp. larval stages.

Samples removed from the liver and gall bladder were observed in fresh preparations . .
with tap water for egg count and larval stages identification. Eighteen livers were Madeira Archipelago n=42 —_—_—

ixed infections
examined by histopathology techniques and stained with H&E standard technique.

n=2
f}
Calodium Cestoda
hepaticum n=16
n=12 )
33.3% 42.9%

m Non parasitized W Parasitized

S o g o s T TS g e 2
30 out of 42 livers (71.4%) were positive for parasites. House mice from Madeira
island were positive for 70.9% of the samples (22 in 31) and in Porto Santo was found
a prevalence of 72.7% (8 in 11). Calodium hepaticum was found in 14 mice (33.3%),
Cysticercus fasciolaris in 13 (30.9%) and Cysticercus spp. in 7 (16.7%). All parasites
were found in Madeira, while in Porto Santo were only found Cysticercus spp. There
was not a clear association between severity of lesions and parasitic burden, except
for C. hepaticum, always associated with high score lesions (3 points), with egg

counts/ml ranging 5360-30040, with a mean number of 12643 eggs/ml. Only two
Fig. 3 (left) - Vesicle of Cysticercus fasciolaris on the surface of a liver (6.7, original). Fig. 4 (right) = Protoscolex animals showed mixed infections (4.8%). C. hepaticum infection showed intermediate
of a Cysticercus fasciolaris (6.7X, original). R R 3

prevalence in Madeira (33.3%) compared with Azores (19.6-40.2%)"°, but much
higher compared with Canary islands (1.9%)°. Infection by Cysticercus fasciolaris larval
stages, were more prevalent in Madeira (30.9%) than in Azores (7.6%)* and Canary
islands (5.8%)°. These differences may be due to distinct rodent densities and/or
different colonisation origins of house mouse populations or even different levels of
interaction with definitive hosts.

Conclusi

The population of M. musculus from Madeira Archipelago showed a high level of liver
parasitic infection (71.4%), mostly from Madeira island. C. hepaticum, C. fasciolaris
and Cysticercus spp. were the only helminths found, being the first one a threat as a

%

Fig. 5 - Fresh smear with
Calodium hepaticum eggs
recovered from a liver
sample. (100X, original).

E 3
@
s

potential zoonotic agent.
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Gastrointestinal and liver helminthic infections in house mice (Mus musculus
domesticus) from the Madeira Archipelago: implications on Animal and Public
Health
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Departamento de Biologia Animal, Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa, Portugal. Email:
madeiradecarvalho@fmv.ulisboa.pt

Rodents are major reservoirs for parasites with important implications for human and animal
health. The house mouse, due to its commensal habits and proximity with human dwellings is
one of the most problematic species concerning the spread of zoonotic parasites. In Madeira
and Porto Santo islands, this risk is potentiated by high population densities and a close
relationship with humans and agricultural products. In this study, we assessed the
parasitofauna of these insular populations for the first time. Livers of 120 mice, 100 mice from
Madeira and 20 from Porto Santo, were screened for lesions and parasites, being 67 (55.8%)
positive. In Madeira, mice were positive for 56% of the samples and in Porto Santo for 55%.
Calodium hepaticum was found in 28 mice (23.3%), Cysticercus fasciolaris in 25 (20.8%) and
Cysticercus sp. in 19 (15.8%). These last two species were found on both islands while C.
hepaticum, a zoonotic species, was only detected in Madeira and spread throughout the island.
When compared with results from previous studies on other archipelagos, namely Azores and
Canary islands, C. hepaticum infection showed an intermediate prevalence in Madeira (28%).
C. fasciolaris was more prevalent in Madeira (23%) than in the Azores and Canary Islands.
The digestive systems of the 120 mice were also dissected and screened, 109 (90.8%) of
which were positive for parasites. 90% were positive for at least one parasite species for both
Madeira (n=100) and Porto Santo (n=20). Much like for the hepatic parasites, differences were
observed between parasite species composition of the two studied islands. Mastophorus muris
(10%), Trichostrongylidae (4%), Syphacia obvelata (75%), Trichuris muris (50%) and
Heterakis spumosa (5%) were found in Madeira, whilst in Porto Santo only Syphacia obvelata
(90%) was detected. This variation across islands may be due to differences in mouse
population densities, genetic pool, colonization origin and/or different levels of interaction with
definitive hosts. C. hepaticum and C. fasciolaris are zoonotic agents whose life cycles involve
domestic carnivores in the proximity with humans. S. obvelata also has a zoonotic potential
due to its life cycle and was detected throughout both islands. The human infections by these
parasites are usually underestimated, possibly becoming a serious concern in terms of Public
Health.
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Introduction

Rodents are major reservoirs for parasites with important implications for human

and animal health. The house mouse, due to its commensal habits and proximity
with human dwellings is one of the most problematic species concerning the
spread of zoonotic parasites. 124

sland (PS)

Madeira Island (M)

Fig. 1= Total of samples from each island of the Madeira Archipelago.
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In Madeira and Porto Santo islands, this risk is potentiated by high population
densities and a close relationship with humans and agricultural products. In this
study, we assessed the parasitofauna of these insular populations of the house
mouse for the first time.

Fig. 2 = Total parasite prevalence in both liver and digestive system of Mus musculus
domesticus in Madeira Island (M), Porto Santo Island (PS) and Madeira Archipelago (A).

Livers of 120 mice, 100 mice fram Madeira and 20 from Porto Santo, were
screened for lesions and parasites, being 67 (55.8%) positive. In Madeira, mice
were positive for 56% of the samples and in Porto Santo for 55%. Calodium
hepaticum was found in 28 mice (23.3%), Cysticercus fasciolaris in 25 (20.8%) and
Cysticercus sp. in 19 (15.8%). These two last species were found on both islands
while C. hepaticum, a zoonotic species, was only detected in Madeira and spread
throughout the island. When compared with results from previous studies on
other archipelagos, namely Azores*® and Canary islands®, C. hepaticum infection
showed an intermediate prevalence in Madeira (28%). C. fosciolaris was more
prevalent in Madeira (23%) than in Porto Santo (10%), Azores* and Canary

Madeira

Conclusion

Fig. 3 — Squematic of parasite prevalences in Mus musculus domesticus.

Islands®. Cysticercus sp. was more prevalent in Porto Santo (45%) than in Madeira
(10%). The digestive systems of the 120 mice were also dissected and screened,
109 (90.8%) of which were positive for parasites. 90% were positive for at least
one parasite species for both Madeira (n=100) and Porto Santo (n=20). Much like
for the hepatic parasites, differences were observed between species composition
of the two studied islands. Mastophorus muris (10%), Heligmosomoides polygyrus
(4%), Syphacia obvelata (75%), Trichuris muris (50%) and Heterakis spumosa (5%)
were found in Madeira, whilst in Porto Santo only Syphacio obvelata (30%) was
detected.

Mastophorus muris

Madeira
n=10/100

Heligmosomoides polygyrus

Madeira
n=4/100

Heterakis spumosa

Madeira
n=5/100

This variation across islands may be due to differences in mouse population
densities, genetic pool, colonization origin and/or different levels of interaction
with definitive hosts. C. hepaticum and C. fasciolaris are zoonotic agents whose
life cycles involve domestic carnivores in the proximity with humans. S. obvelata

also has a zoonotic potential due to its life cycle and was detected throughout
both islands. The human infections by these parasites are usually underestimated
or unknown, possibly due to the lack of parasitological/epidemiological data,
although they may be a serious concern in terms of Public Health.
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Anexo C — Preparacéo do esclarecedor Lactofenol d’Amann.

Preparacao de Lactofenol d’Amann

Ingredientes:
= 100 g de fenol (cristais puros);

= 100 mL de acido lético;

= 200 mL de glicerina (sinonimia de glicerol, densidade de 1,261 g/cm®), o que
corresponde a 158,6 g aproximadamente;

= 100 mL de agua.

Preparacéo:
1. Adicionar o fenol a 4gua e aquecer até este se dissolver;

2. Adicionar o &cido latico e a glicerina. Misturar até homogeneizar;

3. Guardar num frasco de vidro castanho e abrigado da luz.

Nota: Outras proporcdes

= 20 g de fenol (cristais puros);

= 20 g de &cido latico (densidade de 1,21 g/cm®), o que corresponde a 16,53 mL
aproximadamente;

= 40 g de glicerina;

= 20 mL de agua.
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Anexo D — Técnica de coloragéo de Trematodes e Céstodes pelo Carmim Alcool Cloridrico.

Colorag&o de Trematodes e Céstodes pelo Carmim Alcool Cloridrico

Colheita e Fixacao:

ApoOs colheita, por remogéo cuidada do helminte do 6rgdo parasitado, coloca-lo em
agua da torneira ou soro fisiolégico. Deixar no frigorifico a 4°C durante cerca de 24 horas para
gue se dé a morte em extensao.

Colocar os parasitas entre duas laminas e comprimi-los por meio de cordel, elasticos
ou molas. Deixar as laminas em alcool-formol a 5% (950 mL de alcool + 50 mL de formol)
durante cerca de 24 a 48 horas.

Para conservar os parasitas indefinidamente coloca-los em alcool a 70°.

Coloracéo:
4. Colocagdo em agua destilada com 3 gotas de &cido acético glacial durante 5 minutos;
5. Lavagem em &gua destilada (2 placas);
6. Colocacdo no carmim alcool cloridrico durante 10 (céstodes e trematodes pequenos)
a 15 minutos (Fasciola hepatica);
7. Alcool a 70° — fixacdo (banho rapido);
8. Alcool a 70° — 22 vez para sair excesso de corante;
9. Diferenciacdo em alcool cloridrico a 1-5% (alcool a 80° com 8 gotas de &cido

cloridrico), até que o parasita deixe de largar corante e os 6rgdos apresentem
diferentes tonalidades — controlar a lupa;

10. Lavagem em agua da torneira até adquirir cor de malva (2 placas);

11. Desidratagéo por passagem em &alcoois de concentracdo crescente (70°, 95°, 100° e
100°), durante 10 minutos em cada um;

12. Esclarecimento em salicilato de metilo, xilol ou tolueno, até que o parasita va ao fundo;

13. Montagem em balsamo do Canada, Depex ou Entellan.

Mayer’s Acid Carmine:

= H,O destilada — 15 mL

= HCl conc. — 15 gotas

=  Carmim (“alum lake”) — 4g
= Etanol 85% — 95 mL
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Anexo E — Técnicas Coproldgicas. Técnica Flutuacdo pelo método de Willis, Sedimentacdo

Natural e Esfregaco fecal com coloracdo de Ziehl-Neelsen.

Técnicas Coproldgicas

Flutuacao pelo método de Willis — (qualitativo)

= Homogeneizar uma certa quantidade de fezes com uma certa quantidade de solucéo
saturada de Sacarose ou de NaCl, aproximadamente 3 ou 4 gramas de fezes para 15
a 20 mL de solucdo saturada — ndo ha necessidade de pesar ou medir, € um teste
qualitativo.

= Filtrar com um passador e um funil para um tubo de ensaio e criar no topo um pequeno
menisco convexo no qual se aplica de imediato uma lamela apés remocéo rapida dos
detritos de maior dimensdo.

= [Esperar cerca de 15 minutos para que os ovos flutuem, aderindo a lamela, retirar a
lamela e coloca-la em cima de uma lamina de vidro.

= Observar ao microscopio na objetiva de 4x, 10x e 40x.

Sedimentacao natural — (qualitativo)

= Homogeneizar uma certa quantidade de fezes com uma certa quantidade de agua,
aproximadamente 3 ou 4 gramas de fezes para 15 a 20 mL de agua — ndo ha
necessidade de pesar ou medir, € um teste qualitativo.

= Filtrar com um passador e um funil para um tubo de ensaio, esperar que sedimente e
homogeneizar com uma pipeta de Pasteur.

= Colocar uma amostra entre lamina e lamela.

= Observar ao microscépio na objetiva de 4x, 10x e 40x.

Coloracao de Ziehl-Neelsen

= Realizar o esfregaco fecal numa lamina de vidro, deixar secar muito bem.

= Cobrir o0 esfregago com metanol — 1 minuto. (N&o lavar).

= Cobrir com Fucsina — 10 minutos. (Lavar com agua corrente).

= Lavar a lamina com Alcool Cloridrico 1%. (Lavar com agua corrente).

= Cobrir com Verde Malaquite 0,4% - 30 segundos. (Lavar com &gua corrente).

= Colocar lamina ao alto para secar, ou secar com papel absorvente sem raspar o
esfregaco.

= Observacao com 6leo de imerséo na objetiva de 100x.
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Anexo F — Caracterizacdo taxondmica das especies de helmintes (trematodes, céstodes e

nematodes).

Filo Platyhelminthes
Classe Trematoda

Subclasse Digenea
Familia Brachylaimidae
Género Brachylaima Dujardin, 1843
Brachylaima cribbi n. sp. Butcher & Grove, 2001

Classe Cestoda

Ordem Cyclophyllidea
Familia Taeniidae
Subfam.  Taeniinae
Género Taenia Linnaeus, 1758
Cysticercus fasciolaris forma larvar de Taenia taeniaeformis (Batsch, 1786)
Wolffugel, 1911
Familia Hymenolepididae
Género Hymenolepis Weinland, 1858
Hymenolepis diminuta Rudolphi, 1819
Género Rodentolepis Spasskii, 1954
Rodentolepis nana von Siebold, 1852

Filo Nematoda

Classe Adenophorea
Subclasse Enoplida
Ordem Trichocephalida
Superfam. Trichinelloidea
Familia Capillariidae
Género  Calodium Dujardin, 1845
Calodium hepaticum Moravec, 1982 (= Capillaria hepatica Bancroft, 1893)
Familia Trichuridae
Género  Trichuris Roederer, 1761
Trichuris muris Schrank, 1788
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Classe Secernentea
Ordem Ascaridida
Superfam. Heterakoidea
Familia Heterakidae
Género Heterakis Dujardin, 1845
Heterakis spumosa Schneider, 1866

Ordem Oxyurida
Superfam. Oxyuroidea
Familia Oxyuridae
Género  Syphacia Seurat, 1916
Syphacia obvelata Rudolphi, 1802

Ordem Strongylida
Superfam.  Trichostrongyloidea
Familia Heligmosomidae
Género  Heligmosomoides Hall, 1916

Heligmosomoides polygyrus Dujardin, 1845

Ordem Spirurida
Superfam. Spiruroidea
Familia Gongylonematidae
Género  Gongylonema Molin, 1857
Gongylonema neoplasticum Fibiger et Ditlevsen, 1914
Familia Spirocercidae
Género  Mastophorus Diesing, 1853
Mastophorus muris Gmelin, 1790
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Anexo G — Esquema dos diferentes tipos de metacéstodes infetantes de céstodes. Adaptado
de Dailey (1996).

Estrobilocerco Cisticercoide
(Cyclophyllidea:
non-Taeniidae) Tetratiridium
(Mesocestoéides) o
(reproducéo b 3
assexual é rara) B

' Procercéide 5
®) [Fe s

Plerocercéide 2
Plerocercéide 1  (Proteocephalidea)

Plerocercéide
(Pseudophyllidea)

Cisticerco
(Cyclophyllidea: Taeniidae

Oncosfera
As linhas completas correspondem aos tipos de metacéstode base, a oncosfera corresponde a uma

larva e ndo a um metacéstode.

104



Anexo H — Esquema da extremidade posterior de um macho de Heterakis spumosa.

}.

Ventosa pré-cloacal

1 Par de Asas Papilas pedunculadas

caudais

1 Par de espiculas
picu Cloaca

Papilas sésseis

Papilas pedunculadas
laterais

100 pm

Ventosa genital pré-cloacal na por¢do caudal, contendo 10 papilas caudais (2 pares de papilas
pedunculadas ao nivel da ventosa, 3 pares de papilas pedunculadas laterais que suportam as asas
caudais, 2 pares de papilas sésseis préximas da cloaca e 3 pares de papilas laterais ha ponta da cauda)
e 2 espiculas em ligeira curvatura. Adaptado de Weaver (1920) e Robles et al. (2008).
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Anexo | — Ciclo biolégico de Hymenolepis diminuta. Adaptado de Centers for Disease Control
and Prevention (2013a).

A* Estadio infetante
A= Estadio de diagndstico

Roedor ou Humano ingere a
larva cisticercéide presente na
cavidade corporal do inseto.

Oncosferas eclodem e
penetram na mucosa intestinal

e Adultos no intestino
delgado do HD

Ovos sao libertados

0 Proalétides aravidos
nas fezes
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Anexo J — Ciclo biol6gico de Rodentolepis nana. Adaptado de Centers for Disease Control
and Prevention (2013a).

Oncosfera eclode. Larva
cisticercdide desenvolve-se

9 Humanos e roedores infectam-se ao ingerir
nas vilosidades intestinais.

artropodes com a larva cisticercoide.

Larva cisticercéide
desenvolve-se no
artropode.

o Autoinfecgdo pode ocorrer se

. = z e !
Ovo embrionado ingerido por 3
0s ovos se mantiverem no

humanos através de alimentos,
agua ou maos contaminados.
(14-16 dias)

Escolex.
intestino. Libertam o embrido
hexacanto que penetra nas

vilosidades intestinais e

continua o CB.

Artrépode ingere

ovo.
e Ovos podem ser libertados pelos proglétides
A A gravidos. Proglétides gravidos podem também
desintegrar-se libertando os ovos nas fezes.
A . o Ovo embrionado nas fezes.
= Fase de Infecgdo

A = Fase de Diagnéstico
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Anexo K — Ciclo biolégico de Calodium hepaticum. Adaptado de Centers for Disease Control
and Prevention (2013b).

Adultos e ovos{m""ﬁ'}
.n no figado., ' 3

A

A Canibalismo .
ou Predacéo

ﬂ ﬂ Ovos néo
(7] Ovos ingeridos embrionados
@ pelo HD. libertados nas
fezes apoés
canibalismo ou
9 A predacéo.
Ovos ndo embrionados
libertados apés morte e

decomposicéo do hospedeiro.

Ovos tornam-se embrionados
no ambiente.

_ﬁ.= Estadio infetante
A\ = Estadio de diagndstico
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Anexo L — Ciclo biolégico de Heligmosomoides polygyrus. Adaptado de Dailey (1996).

A - Parasitas adultos situam-se no intestino delgado do hospedeiro ratinho; B - ovos ndo embrionados
sdo libertados nas fezes; C - ovos tornam-se embrionados no ambiente, contendo a larva L1

rabditiforme; D - eclosédo da larva L1; E - larva L1 sofre muda para larva L2 rabditiforme; F - muda da
larva L2; G - larva L3 infeta ratinho apés ingestao.
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