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RESUMO

SIMOES, Raquel de Oliveira. Estrutura da comunidade de helmintos parasitos em
Rattus norvegicus (Rodentia: Muridae) no municipio de S&o Gongcalo, Estado do Rio
de Janeiro, Brasil com énfase no parasitismo por Angiostrongylus cantonensis
(Nematoda: Angiostrongylidae) 2014. 159p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias).
Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal
Rural do Estado do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2014.

O objetivo geral deste trabalho foi descrever a composicdo e a estrutura da comunidade
helmintica do roedor sinantrépico Rattus norvegicus oriundo do bairro de Trindade
localizado no municipio de Sdo Goncalo, Rio de Janeiro, Brasil. Os objetivos especificos
foram (1) realizar a identificacdo especifica dos helmintos gastrointestinais coletados, (2)
determinar as influéncias dos fatores abioticos: temperatura, pluviosidade; fatores biéticos:
idade e sexo dos hospedeiros; e associacdes entre as espécies de helmintos na estrutura da
comunidade componente de helmintos gastrointestinais, (3) investigar durante dois anos o
padrdo de infeccdo de Angiostrongylus cantonensis nesses roedores e avaliar a influéncia da
sazonalidade, assim como da idade e sexo do hospedeiro, sobre os parametros
parasitologicos observados, (4) determinar a prevaléncia de Calodium hepaticum em R.
norvegicus na area urbana. Cento e catorze R. norvegicus foram coletados em intervalos
trimestrais no periodo de 2010 e 2011. Um total de oito espécies de helmintos foi
encontrada parasitando R. norvegicus, dos quais seis espécies habitando o trato
gastrointestinal. Verificou-se a existéncia de correlacdo negativa entre as prevaléncias do
cestoide Raillietina sp. e 0 nematoide Heterakis spumosa ao longo do tempo de estudo. Foi
observada co-ocorréncia significativa entre Nipostrongylus brasiliensis e Strongyloides
venezuelensis e entre N. brasiliensis e H. spumosa. A ocorréncia de N. brasiliensis, H.
spumosa e Raillietina sp. ndo apresentou relacdo significativa com qualquer variavel
independente analisada na regressdo logistica. Os nematoides N. brasiliensis e S.
venezuelensis foram as espécies dominantes na comunidade helmintica. A prevaléncia de
infecgdo por A. cantonensis permaneceu estavel durante a estacdo chuvosa e seca: 71%,
com intervalo de confianca de 95% (58,9-81,6) e 71%, IC de 95% (57,9-80,8),
respectivamente, sendo significativamente maior nos ratos fémeas. Sazonalidade, sexo do
hospedeiro e idade contribuiram na variacdo da abundéancia parasitaria, sendo que as
fémeas e os animais mais velhos (mais pesados) apresentaram significativamente maiores
abundancias. A prevaléncia da infeccdo por C. hepaticum foi de 45% ndo apresentando
diferenga significativa entre o sexo e idade dos roedores. A elevada prevaléncia de infec¢cdo
por A. cantonensis ao longo do estudo sugere um padréo de transmissdo estavel conferindo
condigdes adequadas para a propagacdo do parasito. A dispersédo do parasito pode ser
mediada preferencialmente por roedores machos que tendem a ter maior area de vida
enquanto as fémeas podem ser mais importantes para a manutencdo do parasito em escala
local. Desta forma, é necessaria uma abordagem multidisciplinar considerando a
distribuicéo ecologica dos ratos e hospedeiros intermediarios, assim como as caracteristicas
do ambiente para melhor compreender a dinamica de transmissao da angiostrongiliase e dos
outros parasitos. Sendo assim, a presenca de roedores infectados préximos do peridomicilio
representa um risco substancial para a saide humana.

Palavras chaves: Rattus norvegicus, Angiostrongylus cantonensis, ecologia parasitaria,
roedor sinantropico, helmintos



ABSTRACT

SIMOES, Raquel de Oliveira. Helminth parasites community structure in Rattus
norvegicus (Rodentia: Muridea) from Sdo Gongcalo, State of Rio de Janeiro, Brazil
emphasis on  parasitism by  Angiostrongylus  cantonensis  (Nematoda:
Angiostrongylidae) 2014. 128p. Thesis (Ph.D. Veterinary Sciences,Veterinary
Parasitology). Institute of Veterinary, Departament of Animal Parasitology, Universidade
Federal Rural do Estado do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2014.

The aim of this study was to describe the helminth community composition and structure of
synanthropic rodent Rattus norvegicus from Trindade located in Sdo Gongalo, Rio de
Janeiro, Brazil. The specific objectives were (1) perform the specific identification of the
gastrointestinal helminths collected, (2) determine the influence of abiotic factors:
temperature, rainfall; biotic factors: age and sex of host; and associations between helminth
species in the structure of the component community of gastrointestinal helminths (3)
investigate the pattern of infection of Angiostrongylus cantonensis in these animals during
two years, and evaluate the influence of seasonality, as well as the host age and sex, on the
observed parasitological parameters (4) determine the prevalence of Calodium hepaticum in
R. norvegicus in urban area. One hundred and fourteen R. norvegicus were collected during
2010 and 2011. A total of eight species of helminths was found parasitizing R. norvegicus,
of which six species were collected from the gastrointestinal tract. There was a negative
correlation between the prevalence of cestode Raillietina sp. and nematode Heterakis
spumosa along time of the study. Significant co-occurrence was observed between
Nipostrongylus brasiliensis and Strongyloides venezuelensis and between N. brasiliensis
and H. spumosa. There was no significant relationship with any independent variable and
the occurrence of N. brasiliensis, H. spumosa and Raillietina sp. in univariate logistic
regression analyze. The nematodes N. brasiliensis and S. venezuelensis were dominant in
the helminth community. The prevalence of A. cantonensis infection remained stable
during the rainy and dry season: 71% with a confidence interval of 95% (58.9 to 81.6) and
71%, 95% CI (57.9 to 80.8), respectively, significantly higher in female rats. Seasonality,
the host sex and age contributed to variation in parasite abundance, with females and older
(heavier) animals showing significantly higher abundances. The prevalence of infection by
C. hepaticum was 45% with no significant difference between sex and age of the rodents.
The high prevalence of A. cantonensis infection throughout the study suggests a stable
pattern of transmission and adequate conditions for the parasite spread. Dispersion of the
parasite to new areas may be mediated by males that tend to have larger dispersion ability,
while females may be more important for maintaining the parasite on a local. Thus, a
multidisciplinary approach considering the ecological distribution of the rats and
intermediate hosts, as well as environmental features is required to further understand the
dynamics transmission of angiostrongyliasis and others parasites. Therefore, the presence
of rodents infected near the peridomicile is a substantial risk to human health.

Key words: Rattus norvegicus, Angiostrongylus cantonensis, parasitic ecology,
synantropic rodent, helminth.
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1 INTRODUCAO GERAL

O avanco da urbanizacdo no Brasil esta relacionado a mobilidade do homem de areas
rurais para os grandes centros urbanos. Este processo de migracdo favorece o surgimento de
cidades sem infra-estrutura e disponibilidade de servigos urbanos, capazes de comportar o
crescimento deste grande contingente populacional (CORREA, 1994; GOMES BRAGA,
2006). Nestas condices decorre a proliferacdo de pragas urbanas, tais como roedores e
inseto,s 0 que pode levar a exposicdo da populacéo a agentes parasitarios.

Como consequéncia do processo de urbanizacdo, ocorre um empobrecimento
na biodiversidadade das areas ocupadas com extincdo de espécies da fauna e flora e
ocorrencia de espécies exoticas e invasoras (SANTOS et al., 2009), entre as quais se destacam
os roedores sinantropicos Mus musculus Linnaeus, 1758, Rattus rattus Linnaeus, 1758 e
Rattus norvegicus Berkenhout, 1769.
A dispersdo das espécies de roedores sinantropicos pelo mundo deu-se com o inicio do
comércio mundial (na era medieval, século XII) entre a Europa e a Asia e se intensificou a
partir dos séculos XV e XVI, com a expansao maritima europeia e com o surgimento das
novas rotas de comércio internacional entre os paises europeus, Africa e Américas (BROOK,
1973). Devido a sua adaptabilidade, altas taxas reprodutivas e comportamento oportunista e
generalista estes roedores tem se mostrado eficientes na colonizacdo de areas urbanas
(FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002).

O roedor R. norvegicus apresenta afinidade por ambientes aquaticos e constroem suas
tocas, conhecidas como ninheiras, nas margens dos rios. S&o encontrados frequentemente em
esgotos e peridomicilios onde encontram reflgio e alimento (TRAWEGER; SLOTTA-
BACHMAYR, 2004). Estes animais acarretam prejuizos econdmicos que vdo desde a
destruicdo de cabos elétricos a contaminacdo de alimentos, além de estarem envolvidos na
transmissdo de doencas para 0 homem e animais de companhia e producéo.

Tem-se dado énfase a estudos que analisam a presenca de roedores pela sua
importancia na satde publica (HIMSWORTH et al., 2013), visando esclarecer a ocorréncia
das zoonoses relacionadas a esses animais em centros urbanos. Esta compreensdo tem
permitido a orientagcdo das acOes relacionadas as ameacas a salde, monitoramento e reducéo
dos riscos as doencas zoondticas emergentes associadas, conhecimento entre os profissionais
da &rea de satde em relacdo a presenca de fatores de riscos, e desenvolvimento de estratégias
efetivas no controle de ratos (HIMSWORTH et al., 2013).


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&u=http://en.wikipedia.org/wiki/John_Berkenhout&rurl=translate.google.com.br&twu=1&usg=ALkJrhhOPFqzMsg-bmhP2u3i9ujhk9Irxw

Os estudos ecologicos enfocando a patdgenos zoondticos em populacGes de ratos
sinantropicos auxiliam na identificacdo de padrdes de transmissdo de agentes etioldgicos, das
condi¢cdes ambientais relacionadas a dindmica dessas parasitoses e 0s riscos para saude
humana. Como exemplo, podemos citar o0 aumento da prevaléncia da infec¢do por Leptospira
spp., associado a idade do hospedeiro (KRAJGAARD et al., 2009). Contudo, as interagdes
parasitarias devem ser compreendidas como comunidades capazes de interagir com o
hospedeiro e com o ambiente em que estao inseridas.

A ecologia das zoonoses associadas aos roedores ¢ complexa, devido a multiplas
formas pelas quais os ratos, homem, patdgenos, vetores e ambiente podem interagir. Além
disso, os parasitos componentes da biodiversidade tém sido negligenciados em muitos estudos
ecologicos (MARCOGLIESE, 2005), em parte, devido a baixa letalidade em seus hospedeiros
e dificil deteccdo sem a utilizacdo de técnicas diagnosticas especificas.

O estudo da relagdo parasito-hospedeiro compreende uma abordagem ecoldgica, pois
engloba o ambiente bidtico (o préprio hospedeiro) e o ambiente abidtico (ecossistemas onde a
populacdo hospedeira esta inserida) (POULIN, 2007).

O estudo da comunidade parasitaria nos ecossistemas naturais tem demonstrado que a
quantidade e diversidade de parasitos em um determinado hospedeiro variariam ao longo do
tempo. A variacdo na carga parasitaria dos hospedeiros pode ser determinada por varios
fatores, alguns influenciando independentemente a suscetibilidade/resisténcia a infecgéo,
outros interagindo em uma variedade de niveis da estrutura da comunidade (POULIN, 2007).
Tais fatores podem estar divididos em classes: (i) fatores bidticos que sdo aqueles
provenientes do hospedeiro e variando entre os animais individualmente; por exemplo: idade,
sexo, diferencas hormonais, variacdo genética na suscetibilidade/resisténcia a infeccdo; e (ii)
fatores abidticos que sdo aqueles que surgem da variagdo no ecossistema do hospedeiro; por
exemplo: estacbes do ano, diferencas na qualidade do habitat, densidade dos hospedeiros
intermediarios, nivel de contaminacdo do solo pelo parasito, variagdes nas temperaturas,
pluviosidade, etc (POULIN, 2007).

Deste modo, cada espécime hospedeiro de uma populacdo representa um habitat
composto por comunidades parasitarias hierarquicamente estruturadas, fornecendo uma
réplica natural em relacdo ao outro hospedeiro e permitindo inferir analises comparativas da
variabilidade nas estruturas comunitarias em todos os seus niveis (POULIN, 2007).

Estudos realizados na Europa, Asia e Africa tém mostrado o potencial zoonético de
roedores sinantropicos e a influéncia de fatores bidticos (idade e sexo do hospedeiro) e

abioticos na estruturacdo da comunidade helmintica (ABU-MADI et al.,, 2005;



KATARANOVSKI et al., 2011; PAKDEENARONG et al., 2013). Entretanto, na América do
Sul (HANCKE et al., 2011; VILLAFANE et al., 2008), particularmente no Brasil (ARAUJO,
1967; CHIEFFI et al., 1980), existe um limitado conhecimento sobre a helmintofauna desses
roedores, seu potencial zoondtico e os fatores que possam influenciar na estruturacdo da
comunidade helmintica.

Neste trabalho, foi descrita a composicéo e a estrutura da comunidade helmintica do
roedor sinantropico R. norvegicus, no bairro de Trindade no municipio de S&do Gongalo, Rio
de Janeiro, Brasil. Os resultados serdo apresentados em trés capitulos abordando questdes
relacionadas a relacdo parasito-hospedeiro e ambiente. O objetivo especifico do capitulo | foi
identificar as espécies de helmintos gastrointestinais, determinando as influéncias dos fatores
abioticos (temperatura, pluviosidade), bioticos (idade e sexo dos hospedeiros) e associaces
entre as espécies de helmintos na estrutura da comunidade componente de helmintos
gastrointestinais durante dois anos. Os capitulos Il e Il tiveram como obejtivo estudar
espécies de helmintos que ndo parasitavam o trato gastrointestinal. O capitulo Il investigou,
durante 2010 e 2011, o padrdo de infeccdo de Angiostrongylus cantonensis Chen, 1935 e
avaliou a influéncia da sazonalidade, assim como da idade e sexo do hospedeiro, sobre os
parametros parasitolégicos observados nesses roedores. Por fim, o capitulo Il teve por
objetivo determinar a prevaléncia de Calodium hepaticum (Brancroft, 1893) na &area urbana

considerando que esta espécie foi relatada pela primeira vez no Estado do Rio de Janeiro.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A ordem Rodentia € o maior grupo de mamiferos, representados por cerca de 1.500
espeécies vivas (de um total de 4.000 espécies de mamiferos vivos) (ANDERSON; JONES,
1984). A principal caracteristica desse grupo é a presenca de dentes incisivos proeminentes
que crescem continuamente. Roedores sdo encontrados como espécies nativas em todos 0s
continentes, exceto a Antartida. A familia Muridae, em particular, contém mais de 1.100
espeécies de ratos e camundongos, representando dois tercos de todas as espécies de roedores
(ALVES, 1987).

Embora a maioria dos roedores vivam em ambientes silvestres fazendo parte da cadeia
alimentar de espécies predadoras (aves de rapina, serpentes, lagartos), algumas espeécies
adaptaram-se as condicGes ambientais criadas pelo homem, onde encontram agua, abrigo e
alimento para sobreviver, sendo considerados roedores sinantropicos (CARVALHO-NETO,
1995). Esses representam o mamifero mais bem adaptado no planeta depois dos seres
humanos. Dentro dos roedores sinantrépicos comensais temos 0 Mus musculus, Rattus rattus
e Rattus norvegicus.

O roedor R. norvegicus também conhecido como ratazana e rato de esgoto, teve sua
origem no Sudeste da Asia e é dotado de uma extraordinaria adaptabilidade, podendo
sobreviver e proliferar em condicBes adversas nos mais variados ambientes, sendo
extremamente habilidosos e resistentes. Vivem em colbnias ou agrupamentos, cujos niumeros
variam conforme as condi¢gdes ambientais do territério, sendo neofdbicos, de habitos noturnos
e dificilmente sua extensdo de habitat excede a 50 metros. Apresentam visdo limitada, porém
com alta sensibilidade a luz, percebendo variacdes de claro e escuro. Necessitam das
habilidades sensoriais para se locomover livremente, sair em busca de alimento e fugir de
predadores no escuro. A audi¢do € um de seus sentidos mais desenvolvidos, pois reage a
qualquer barulho repentino e também ao ultra-som, ajudando a detectar e escapar do perigo
com muita antecedéncia. Em caso de perigo iminente, o comportamento de fuga se alastra em
cadeia na coldnia sem que a causa real da ameaca seja percebida por todos, bastando que um
primeiro animal perceba o perigo e inicie 0 movimento de fuga, sendo em seguida imitado
pelos demais (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002).

A dispersdo desses animais pode ocorrer de forma ativa (quando saem de suas
colénias em busca de novas areas ou em busca de abrigo) ou passivamente (quando
individuos sdo transportados dentro de contéineres, navios, trens e caminhdes). Um dos

principais fatores dessa dispersé@o é o tamanho populacional, reducéo de abrigo e alimento.
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Nas grandes cidades o processo de urbanizagdo desenfreado, expansdo de
comunidades e loteamentos clandestinos sem redes de esgoto e com coleta de lixo inadequada
ou insuficiente formam condicdes propicias para proliferacdo destas espécies (FUNDACAO
NACIONAL DE SAUDE, 2002). Desta forma, o ambiente urbano forma um cenério
particularmente problematico uma vez que as cidades possuem caracteristicas que propiciam
um 6timo habitat para os roedores sinantropicos, um contato proximo desses animais com
seres humanos e a possibilidade de transmissdo de doencas potencialmente zoondticas.

Assim, a importancia dos roedores sinantropicos esta relacionada aos prejuizos
econdmicos (contaminam com suas fezes e urinas alimentos para 0 consumo tanto no campo
quanto nas lojas, além de danificarem pavimentos e estruturas elétricas podendo até mesmo
causar incéndios) e principalmente, sdo responsaveis por transmitirem doencas ao homem
(PROCTOR, 1994).

Os roedores trazem risco a salde humana, pois participam da cadeia epidemioldgica
de pelo menos 30 espécies representantes de zoonoses que incluem doengas bacterianas,
virais, por protozoarios e helmintos (ACHA; SZYFRES, 2003).

Uma importante zoonose relacionada ao R. norvegicus é a angiostrongiliase causada
pelo nematoide Angiostrongylus cantonensis. Esta espécie representa o principal agente
etiologico causador de centenas de casos de angiostrongiliase humana ou meningite
eosinofilica (COWIE, 2013; WANG et al., 2012). Os roedores sdo 0s hospedeiros definitivos
e 0s moluscos gastrépodes os hospedeiros intermediarios. Esse nematoide foi descrito pela
primeira vez parasitando R. norvegicus e R. rattus em Guangzhou (Canton), China, por Chen
(1935) habitando as artérias pulmonares (CHEN, 1935; OUYANG et al., 2012; WANG et al.,
2012).

Esta parasitose tem sido considerada emergente, uma vez que hd uma expansdo tanto
geografica quanto em relacdo a sua gama de hospedeiros intermediarios (COWIE, 2013). O
primeiro caso humano da doenca foi relatado em Taiwan em 1945 e, desde entdo, varios
surtos da doenca em humanos tém sido reportados (WANG et al., 2008; 2012). Atualmente,
ocorre no sudeste da Asia, Africa, Europa, Oceania, e recentemente nas Américas, totalizando
mais de 30 paises. Entretanto, muitos casos podem ter sido ignorados ou ndo relatados durante
as ultimas décadas devido a falta de informacdes sobre angiostrongiliases.

Nas Américas, LINDO et al. (2002) investigaram o envolvimento de roedores
sinantropicos e moluscos na transmissdo de A. cantonensis em condi¢fes naturais apos um

surto em turistas que retornaram da Jamaica para os Estados Unidos no ano de 2000.



CHEN et al. (2011) avaliando a situagédo da infec¢do por A. cantonensis nos roedores,
moluscos e populagdo humana local na regido oeste-central da provincia de Guanddong,
China, concluiram que as taxas de infeccdo nos ratos e nos moluscos Achatina fulica
Ferussac, 1821 e Pomacea caniculata (Lamarck, 1819) apresentavam media intensidade.

QVARNSTROM et al. (2013) analisaram hospedeiros intermediarios, definitivos
(Rattus spp.) e paraténicos a fim de determinar a prevaléncia de A. cantonensis nos Estados
Unidos através da identificacdo morfoldgica e baseada no PCR (Polymerase Chain Reaction)
em tempo real. Foi verificado diferenca significativa nas taxas de infeccdo nos hospedeiros
definitivos quando comparada as duas técnicas, estando 100% das amostras do tecido
positivas para o parasito através da técnica de PCR. Esse fato indica que a necropsia de
roedores pode subestimar as taxas de infec¢do por A. cantonensis.

No Brasil, CALDEIRA et al. (2007) reportaram pela primeira vez moluscos
naturalmente infectados no estado de Espirito Santo. Posteriormente, SIMOES et al. (2011)
relataram a ocorréncia de hospedeiro definitivo naturalmente infectado no estado do Rio de
Janeiro. Recentemente, THIENGO et al. (2013) relataram a situacéo atual de A. cantonensis
no Brasil, focando nos hospedeiros intermediarios, definitivos e casos humanos.

A ecologia da angiostrongiliase esta relacionada principalmente com o ambiente e
fatores que favoregcam a sobrevivéncia das populacdes de moluscos e roedores. A frequéncia
da parasitose em humanos depende da abundancia desses hospedeiros e o grau em gue eles
estdo infectados, e também do habito alimentar da populacdo (ACHA; SZYFRES, 2003;
WANG et al., 2008).

Desta forma, 0s parasitas sao importantes componentes de ecossistemas e apresentam
funcdo central na dindmica da populacédo e estrutura da comunidade, e também podem trazer
informac@es relevantes sobre o estresse ambiental, estrutura e funcdo na cadeia alimentar e
biodiversidade (MARCOGLIESE, 2004; LAFFERTY et al., 2008;), sendo necessario estudos
para observacao das caracteristicas da comunidade de parasitos.

Nos dltimos anos tem-se verificado um aumento dos estudos sobre estrutura das
comunidades helminticas de hospedeiros roedores silvestres no mundo (ABU-MADI et al.,
2000; FUENTES et al., 2004; CERQUEIRA et al., 2007; BEHNKE, 2008; HANCKE et al.,
2011; MINO et al., 2012; ZAIN et al., 2012), contudo, sdo poucos 0s estudos visando esse
tema no territorio brasileiro (MALDONADO et al., 2006; SIMOES et al., 2010a; 2010b).

MALDONADO et al. (2006) estudaram a comunidade helmintica do rato d’agua

Nectomys squamipes naturalmente infectado pelo Schistosoma mansoni no municipio de
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Sumidouro, Rio de Janeiro, concluindo que a espécie exdtica esta bem estabelecida na
comunidade helmintica natural deste roedor e estd adaptada ao hospedeiro.

SIMOES et al. (2010a) verificaram a estrutura da comunidade helmintica de trés
roedores silvestres (Akodon montensis, A. cursor e Oligoryzomys nigripes) relacionados
filogeneticamente e que vivem em simpatria e identificaram o habitat do hospedeiro como um
importante fator na estruturagdo da comunidade.

SIMOES et al. (2010b) analisaram a variagdo da comunidade helmintica do roedor
Thrichomys pachyurus em dois ambientes distintos (uma area preservada e uma area de
criagdo de gado) no Pantanal brasileiro, observando que as condigfes ambientais podem
proporcionar modifica¢do na estrutura da comunidade helmintica.

Enfatizando os estudos relacionados aos endoparasitas de roedores sinantropicos, o
cenario é semelhante ao observado em helmintos de roedores silvestres. Varios paises tém
estudado extensamente a helmintofauna e fatores bioticos e abidticos que possam influenciar
na estrutura da comunidade helmintica desses roedores. Entretanto, no Brasil, os estudos séo
de relato de espécies de helmintos encontrados em R. norvegicus e R. rattus seguido das
prevaléncias (ARAUJO, 1967; CHIEFFI et al., 1980).

ABU-MADI et al. (2005) avaliaram o efeito da idade, sexo do hospedeiro e densidade
na fauna parasitaria em populages de R. norvegicus do Catar, observando que os roedores
que estavam infectados por Hymenolepis diminuta estavam duas vezes mais parasitados pela
pulga Xenopsylla astia quando comparados com os nédo infectados pelo cestoide.

KATARANOVSKI et al. (2011) avaliaram a influéncia da idade, sexo do hospedeiro
e habitat (urbano e rural) na infeccdo por helmintos gastrointestinais em R. norvegicus na
Sérvia, observando que grande parte dos jovens e subadultos infectados estavam em habitat
rural, enquanto que uma tendéncia oposta foi observada para os ratos adultos.

Na Argentina, VILLAFANE et al. (2008) caracterizaram a comunidade helmintica
enfatizando a relacdo parasito-hospedeiro em R. norvegicus, detectando que os roedores
parasitados por Heterakis spumosa e H. diminuta eram maiores e mais velhos do que aqueles
ndo parasitados. Além disso, roedores sinantropicos positivos para Nippostrongylus
brasiliensis e Syphacia muris ndo apresentaram diferenca significativa no tamanho e na idade
quando comparados com 0s negativos.

COOMANSINGH et al. (2009) determinaram a prevaléncia de helmintos intestinais
em R. norvegicus da Granada, Espanha, detectando cargas parasitarias significativas nos ratos
capturados, sendo Moniliformis moniliformis, H. diminuta e Taenia taeniformis de

importancia para satde publica devido seu potencial zoonotico.



HANCKE et al. (2011) avaliaram o papel de R. norvegicus como potencial
reservatorio de parasitos zoondticos em area urbana da Argentina, identificando o cestoide H.
nana de importancia médica.

Na Malasia, ZAIN et al. (2012) compararam a comunidade helmintica de R.
norvegicus e R. rattus de duas localidades, concluindo que ambos o0s roedores apresentam 0s
helmintos zoondticos H. nana e H. diminuta em altas prevaléncias em todas as localidades
estudadas.

TUNG et al. (2013) também investigaram infeccGes helminticas em roedores
sinantrépicos em um mercado tradicional de Taiwan, confirmando que estes roedores estdo
parasitados por helmintos zoonoticos (Angiostrongylus cantonensis, Calodium hepaticum, H.
nana, H. diminuta) e portanto, apresentam um sério risco a salde humana e animais
domeésticos.

PAKDEENARONG et al. (2013) analisaram o efeito da estagdo e do habitat na
comunidade helmintica de roedores murideos de duas localidades da Republica Democratica
Popular do Lau (pais asiatico), sugerindo que o aumento da influéncia humana pode ter
impactado na diversidade e na abundancia dos helmintos.

No México, PANTI-MAY et al. (2013) calcularam a prevaléncia e a intensidade
parasitaria dos helmintos intestinais de M. musculus e R. rattus coletados em uma area rural e
observaram que a helmintofauna apresenta um baixo risco potencial para os moradores locais.

Neste contexto, a importancia dos roedores como hospedeiros reservatorios definitivos
ou intermediarios de um grande ndmero de parasitos responsaveis por agravos a salde
humana e animal, associado a elevada capacidade de proliferagdo, bem como sua cohabitacdo
com o homem em ambiente doméstico e peri-doméstico, faz com que estes animais
desempenhem um papel relevante na manutencdo e dispersdo de agentes infecciosos, sendo
necessario que se acumule informacbes sobre as comunidades parasitarias de roedores

sinantropicos.



3 CAPITULO |

COMPOSICAO E ESTRUTURA DA COMUNIDADE DE HELMINTOS PARASITOS
GASTROINTESTINAIS DE Rattus norvegicus (RODENTIA:MURIDAE)
NATURALMENTE INFECTADOS EM AREA URBANA DO ESTADO DO RIO DE
JANEIRO, BRASIL



RESUMO

O roedor sinantrépico Rattus norvegicus esta envolvido direta ou indiretamente na
transmissdo de doencas, além de poder agir como hospedeiro reservatorio de diversos
patdégenos zoonoOticos. Os objetivos deste trabalho foram identificar os helmintos
gastrointestinais e investigar durante dois anos a influencia da idade e sexo dos hospedeiros,
bem como os efeitos da temperatura e estacdo do ano na estrutura da comunidade de
helmintos em populacdo R. norvegicus em area urbana do Rio de Janeiro. Além disso, foram
investigadas associacGes entre as espécies de helmintos. Um total de 13.540 helmintos
individuais foram recuperados. A maioria das espécies coletadas foram nematoides
representando 98,7% de todos os espécimes de helmintos. Espécies de nematoides foram:
Nipppostrongylus brasilienesis, Strongyloides venezuelensis e Heterakis spumosa. Duas
espécies de cestoides: Raillietina sp. e Hymenolepis nana e uma Unica espécie de acantocéfalo
Moniliformis moniliformis. Nippostrongylus brasiliensis foi a espécie mais prevalente e
abundante. Houve uma correlacdo negativa entre as prevaléncias de Raillietina sp. e H.
spumosa ao longo do tempo. Foi observada co-ocorréncia entre N. brasiliensis e S.
venezuelensis e entre N. brasiliensis e H. spumosa. A ocorréncia de N. brasiliensis, H.
spumosa e Raillietina sp. ndo apresentou relacdo significativa com qualquer variavel
independente analisada na regressdo logistica. A correlacdo positiva observada entre N.
brasiliensis e S. venezuelensis ao longo do tempo e a co-ocorréncia destas duas espécies
dominantes podem ser resultado da similaridade dos ciclos de vida dos helmintos. Da mesma
forma, a co-ocorréncia de N. brasiliensis e H. spumosa pode estar relacionada com as
caracteristicas de infeccdo que € direta e/ou oral. Esses resultados contribuem para a
compreensdo da estrutura da comunidade de helmintos neste roedor sinantrépico. Embora as
espécies de importancia médica tenham sido as menos abundantes, apontamos para a
necessidade de controle continuo da populacdo de ratos e de programas de educacdo em salde

para reduzir a transmisséo de parasitos humanos gastrointestinais.
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ABSTRACT

The synanthropic rodent Rattus norvegicus is directly or indirectly involved in disease
transmission, and can act as host reservoir of several zoonotic pathogens. The objectives of
this study were indentify the helminths gastrointestinal and investigate during two years the
effects of temperature, season, host age and sex in the helminth community structure in R.
norvegicus population in urban area of Rio de Janeiro. In addition, it was investigated
associations between species of helminths. A total of 13.540 individual parasites were
recovered. Most species collected were nematode representing 98.7 % of all helminths
specimens. Species of nematodes were Nipppostrongylus brasilienesis, Strongyloides
venezuelensis and Heterakis spumosa. Two species of cestodes: Raillietina sp . Hymenolepis
nana, and a single species of acanthocephalan identified as Moniliformis moniliformis. N.
brasiliensis was the most prevalent and abundant species. There was a negative correlation
between the prevalence of Raillietina sp. and H. spumosa along time. Co-occurrence was
observed between N. brasiliensis and S. venezuelensis and between Nippostrongylus
brasiliensis and H. spumosa. The occurrence of N. brasiliensis, H. spumosa and Raillietina
sp. presented no significant relationship with any independent variable analyzed in logistic
regression. The positive correlation observed between N. brasiliensis and S. venezuelensis
along time and the co-occurrence of these two dominant species may be due to the similarity
of the life cycles of helminths. Thus, the most favorable characteristics for infections are
probably the same. Likewise, the co-occurrence of N. brasiliensis and H. spumosa may be
related to the characteristics of infection that is direct and / or oral. These results contribute to
the understanding of the helminth community structure in the synanthropic rodent. Although
the species of medical importance were less abundant, we point to the need for continuous
control of rat populations and health education programs to reduce human transmission of

gastrointestinal parasites.
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3.1 Introducao

Rattus norvegicus é um roedor sinantropicos adaptado a praticamente todos o0s
ambientes do mundo, tendo importancia para a salde humana e veterinaria, devido a estreita
associacdo com o homem e outros animais (ACHA; SZYFRES, 2003; PARAMASVARAN et
al., 2009). Eles estdo envolvidos direta ou indiretamente na transmissdo de doencas, além de
poderem agir como hospedeiro reservatério de diversos patdgenos zoonoticos (WEBSTER,;
MACDONALD, 1995). Os helmintos de importancia para a saude publica parasitando esse
roedor incluem espécies de Angiostrongylus cantonensis, A. costaricensis, Calodium
hepaticum, Trichinella spiralis, Schistossoma mansoni, Paragonimus westmani,
Echinococcus granulosus, Hymenolepis nana, H. diminuta e Raillietina sp. (ACHA,
SZYFRES, 2003; MALDONADO et al., 2012; PARAMASVARAN et al., 2009; WANG et
al., 2012).

Vaérios estudos em todo o mundo tém sido direcionado para a composicdo e
caracterizagdo da comunidade de helmintos do rato R. norvegicus (WEBSTER,
MACDONALD, 1995; SEONG et al., 1995; WAUGH et al., 2006; RAFIQUE et al., 2009;
HANCKE et al.,, 2011; ZAIN et al., 2012). Estudos avaliando o papel da temperatura,
precipitacdo, estacdo, peso e sexo do hospedeiro na infec¢do por helmintos na estruturagéo da
comunidade helmintica de ratos sinantropicos tem sido realizados nos continentes da Asia e
na Europa (ABU-MADI et al., 2005; KATARANOVSKI et al., 2011).

Em contraste, no Brasil, ha poucos estudos que avaliam a comunidade de helmintos de
roedores, estando restritos a roedores silvestres em um contexto antropico, zoonético ou de
simpatria (MALDONADO et al., 2006; SIMOES et al., 2010a; 2010b). Em relagdo aos
roedores comensais sinantropicos como R. norvegicus e R. rattus ha apenas registros
taxondmicos e de prevaléncia para alguns helmintos (ARAUJO, 1967; CHIEFFI et al., 1980).
Portanto, até o momento, ndo se conhece a estruturacdo da comunidade helmintica, nem
fatores que possam influenciar na transmissao dos parasitos de R. norvegicus no Brasil.

Os objetivos deste trabalho foram identificar os helmintos gastrointestinais e investigar
os efeitos da idade e sexo dos hospedeiros, temperatura e estacdo do ano na estrutura da
comunidade de helmintos gastrointestinais em populagédo urbana de R. norvegicus do Rio de
Janeiro, durante dois anos. Além disso, foi investigado associacOes entre espécie de

helmintos.
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3.2 Material e Métodos

Esta secdo foi dividida em duas partes principais: Na primeira delas serdo apresentadas
as etapas comuns ao desenvolvimento deste trabalho; portanto, estas serdo omitidas na secao
de “material ¢ métodos” dos capitulos subsequentes. A segunda parte refere-se ao que foi

utilizado especificamente para o desenvolvimento do capitulo 1.

3.2.1 Metodologia comum a todos os capitulos
3.2.1.1 Area de estudo

O estudo foi realizado em uma area urbana do bairro de Trindade (22°48'26.7"S,
43°00'49.1"W), localizada em S8o Gongalo, municipio do Estado do Rio de Janeiro (Figuras
1,2 e 3). Esta cidade ¢ a segunda mais populosa (=1 milhdo de habitantes) no estado do Rio
de Janeiro, Brasil (IBGE, 2013). O clima € tropical com duas estacGes bem definidas: estacdo
seca que vai de maio a outubro e uma estacdo chuvosa de novembro a abril. A temperatura
média anual da regido é 25°C, com maxima e minima variando de 38°C a 17°C,
respectivamente. A pluviosidade anual é 1.200 mm (dados obtidos da Estacdo Metereoldgica
Urbana do Laboratério de Geociéncias da UERJ/IFP-LABGEOQ).
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Estado do Rio de Janeiro
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Oceano Atlantico

Figura 1. Localizacdo da area de estudo no bairro de Trindade, municipio de S&o

Gongalo, RJ.

Figura 2. Areas de coletas no bairro de Trindade municipio de Sdo Gongalo, RJ.
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3.2.1.2 Captura dos roedores
A captura dos roedores foi realizada em trés transectos espagados por

aproximadamente 50 metros. Foi realizada oito expedicGes de captura durante dois anos,
sendo 20 pontos de captura em cada transecto, dispostos ao longo do rio poluido com esgoto
domeéstico e localizado proximo as habitacdes (Figura 6). Em cada estacdo de captura foi
colocada uma armadilha Sherman® [H.B. Sherman Traps Inc., Tallahassee, FL, USA] e uma
Tomahawk® [Tomahawk Live Trap Company, Tomahawk, WI, USA] (Figura 7A),
apropriadas para captura de animais vivos de até 3 Kg. O esforco de captura por expedicéo foi
de 600 armadilhas-noite totalizando um esforco de 4.800 armadilhas-noite durante todo o
estudo. Em cada armadilha foi colocada um isca composta de uma mistura de toucinho, aveia,

banana e pasta de amendoim.

Figura 3. Disposicdo das armadilhas nos transectos ao longo do rio, municipio de S&o
Gongalo, RJ.

Figura 4 A e B. Armadilhas Tomahawk® e Sherman® (da esquerda para direita) e individuo

de Rattus norvegicus capturado pela armadilha Tomahawk.
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As coletas foram realizadas a cada trés meses (mar¢o e dezembro-estagdo chuvosa;
junho e setembro- estacdo seca) durante quatro noites consecutivas no periodo de 2010 e
2011. Os pontos foram percorridos diariamente pela manha para checagem das armadilhas
quanto a presenca de animais e quando havia foram substituidas. As armadilhas contendo os
animais foram removidas e transportadas para o laboratério de campo onde os animais foram
eutanasiados em camara de CO, (Figura 8). Os roedores foram identificados através do
comprimento do corpo e cauda, tamanho da orelha e olhos e forma do focinho (arredondado).
Em seguida foram feitas as identificacbes (sexo, idade e peso), e as amostras coletadas. Os
roedores foram separados em trés grupos idade-peso: jovens (<100g), sub-adultos (100-200g)
e adultos (> 200g) como descrito por WEBSTER; MACDONALD (1995).

T

Figura 5. Camara de CO; no laboratorio de campo.

Todos os procedimentos foram realizados segundo normas de biosseguranca, com toda
a equipe paramentada com equipamentos individuais de protecdo de nivel 3, e segundo
normas estabelecidas pelo Ministério da Salude que garantem a seguranca dos membros da
equipe de campo contra zoonoses de transmissdo por aerossois (Figura 6).

A permiss&o de coleta dos roedores foi obtida através do Comité de Etica no Uso de
Animais da Fundacdo Oswaldo Cruz (CEUA LW 24/10).
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Figura 6. Laboratorio de Campo.

3.2.2 Metodologia especifica do capitulo |
3.2.2 .1 Coleta e identificacao dos helmintos

Os ratos foram necropsiados e suas visceras e as cavidades toracica e abdominal foram
pesquisadas quanto a presenca de helmintos . Depois da retirada dos 6rgaos separadamente,
estes eram colocados em placas de Petri, onde eram lavados em solucdo salina (NaCl a
0,85%) e dissecados com auxilio de microscépio estereoscépico.

Os nematoides recolhidos foram fixados em AFA (Acido Acético, Formol e Alcool a
70%) aquecidos a 65°C ou em alcool 70%, ja os cestoides e acantocéfalos foram mortos em
agua destilada fria, para que houvesse relaxamento da musculatura, logo depois foram
comprimidos entre 1aminas e fixados em AFA a frio (AMATO et al., 1991). Posteriormente,
foram acondicionados em frascos identificados de acordo com o nimero do hospedeiro e o

6rgdo em que foram encontrados.
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Todos os helmintos foram identificados no Laboratério de Biologia e Parasitologia de
Mamiferos Silvestres Reservatorios situado na Fundacdo Oswaldo Cruz, municipio do Rio de
Janeiro, RJ. Os nematoides e acantocéfalos foram diafanizados com lactofenol. Os cestoides
foram corados pelo Carmim de Langeron, diferenciados pelo alcool cloridrico a 0,5 %,
desidratados em série alcodlica crescente, e diafanizados em salicilato de metila (AMATO et
al., 1991). Os espécimes foram montados entre 1amina e laminula, analisados com auxilio de
microscopio de luz (Zeiss Standard 20), acoplado a camara clara, onde foram desenhados e
quantificados. Foram medidos 10 espécimes de cada espécie e todas as medidas estdo em
micrémetro, exceto quando assinalado.

Os aspectos morfoldgicos especificos observados foram usados na identificacdo dos
espécimes de acordo com TRAVASSOS et al. (1937), VICENTE et al. (1997) e KHALIL et

al. (1994), além de uma série de artigos especificos.

3.2.2.2 Andlise da comunidade helmintica
A estrutura da comunidade de helmintos foi analisada em relacdo a prevaléncia,

intensidade e abundancia média de infeccdo para cada espécie, considerando todos o0s
roedores capturados, usando os métodos descritos por BUSH et al. (1997). indice de
agregacéo foi calculado através da variancia da razdo média. Os pardmetros parasitologicos
foram calculados usando Quantitative Parasitology Software (REICZIGEL; ROZSA, 2005).
As analises estatisticas foram realizadas apenas para as espéecies de parasitas com prevaléncia
superior a 10%. A diversidade de helmintos foi calculada usando o indice de Brillouin e
comparada em relacdo ao sexo e idade do hospedeiro por meio do teste T Diversidade .

Foram investigados por meio de modelos lineares generalizados (GLM) com
distribuicdo binomial e funcéo de ligacdo logit os efeitos da temperatura, precipitacdo, sexo e
idade do hospedeiro, e a abundancia de Nipostrongylus brasiliensis sobre a ocorréncia de cada
uma das espécies de helmintos (presenca / auséncia). Foram analisados em primeiro lugar os
efeitos individuais de cada variavel independente sobre a variavel resposta utilizando
regressdo logistica a fim de minimizar o nimero de variaveis no modelo final. Todas as
variaveis independentes com P < 0,05 nesta primeira etapa foram selecionadas para a sua
inclusdo no modelo final e a partir do método stepwise backwards foi considerado o modelo
mais parcimonioso de acordo com o decréscimo nos valores de AIC. O modelo escolhido foi
validado atraves do teste de Hosmer-Lemeshow que o compara com subgrupos do total de
dados. Neste caso, para que o modelo seja validado o p-valor do teste deve ser maior que

0,05, ja que a hipotese nula é que o modelo escolhido é adequado.
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Foi estimado um indice de importancia para classificar cada espécie de helmintos na
comunidade com base na prevaléncia e o nimero de individuos de cada espécie de parasito.
Quanto maior a quantidade de parasitos e 0 numero de animais infectados mais dominante um
parasito foi considerado na comunidade (THUL et al., 1985).

CorrelagOes de Pearson das prevaléncias ao longo do tempo de cada par de helmintos
foram realizadas a fim de investigar possiveis relacGes entre as espécies. Associaces de
espéecies foram testadas por meio do teste de contingéncia Qui-quadrado considerando o
numero de hospedeiros infectados e nao-infectados de cada espécie de helmintos de cada par
testado. O indice Jaccard de associagdo de espécies (LUDWIG; REYNOLDS, 1988) foi
calculado para cada par de espécies com associagdo significativa no teste Qui -quadrado.

A distribuicdo normal foi testada usando o teste de Shapiro-Wilk. Foi considerado
significativo P < 0,05 em todas as analises. Os testes foram realizados em PASW Statistics
Software versdo 18 com excec¢do dos indices de diversidade e testes de T que foram feitos no
software PAST versdo 2.10, e GLM que foi feito no Software R versdo 2.10.1.
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3.3 Resultados

3.3.1 Taxonomia das espécies de helmintos gastrointestinais

3.3.1.1 CESTODA Rudolphi, 1808

Ordem Cyclophyllidea Van Beneden in Braun, 1900
Familia Hymenolepididae Railliet e Henry, 1909
Hymenolepis nana (Von Siebold, 1852) Spasskii, 1954 (Figura 7A-C)

Rostelo armado com uma coroa de 22-26 ganchos (Figura 7A) em forma de “Y”
(Figura 7B) apresentando quatro ventosas hemisféricas O pescoco € alongado e delgado. O
comprimento dos estrobilos com média de 45,7 mm. As proglotides mais proximas do
escolex sdo imaturas e menores e vao sucedendo progressivamente em proglotes mais
maduras, de comprimento e larguras maiores. Esta ultima atinge 844 de comprimento e 155
de largura. Cada proglote madura (Figura 7C) possui um poro genital unilateral e trés
testiculos separados pelos ovérios. Cada proglote gravida possui um Utero cheio de ovos.
Estes ovos sdo em formato oval ou esférico, medindo em media 53 de comprimento e 38 de
largura. No interior da oncosfera apresentam trés pares de ganchos (Figura 7D).

Resumo Taxondmico
Local de infeccéo: Intestino Delgado
Material depositado: CHIOC n° 35908

Numero de espécimes estudados: 10
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Superfamilia Cyclophyllidea Braun, 1900
Familia Davaineidae Braun, 1900
Subfamilia Davaineinae Braun, 1900
Raillietina sp. (Figura 8A-F)

Corpo com 676-898 mm (836) de comprimento total e largura 2-3 mm (2,4). Scolex
com 220-350 (290) de comprimento, 220-500 (320) de largura, com quatro ventosas 70-111
(90) de comprimento e 60-110 (90) de largura. Ventosas com pequenos espinhos distribuidos
no tegumento interno (Figuras 8A). Rostelo retraido com 100-160 (120) de didmetro, armado
com ganchos alternados que variam de 100-126 ganchos e média de 117 ganchos (Figura 8B).
Ganchos rostelares em forma de martelo, 18-23 (20) de comprimento. Proglotes sdo
“craspedotes” (Figuras 8C), proglotes imaturos 80 (60) de comprimento e 870-200 (137) de
largura. Proglotes maduras e gravidas 20-30 (15) x 100-183 (130) e 340-1,580 (820) x 900-
3,080 (1,920) de comprimento e largura, respectivamente (Figura 8D). Poro genital unilateral
localizado no primeiro terco da regido anterior. Atrio genital comum. Bolsa do cirro piriforme
70-90 (80) de comprimento por 35-40 (39) de largura (Figura 8E), ndo atingindo o canal
osmorregulatorio lateral. Canal deferente externo espiralado. Testiculos arredondados
quantidade variando de 20-30 (23), 35-50 (40) de comprimento por 17-20 (20) de largura,
com a maioria situado no lado aporal, e o restante confinado no lado poral (Figuras 8C).
Vagina com abertura no atrio genital imediatamente posterior a bolsa de cirrus. Ovario
bilobado, situado na porcdo média do progléte com 60-150 (90) de comprimento por 90-180
(130) de largura. Glandula vitelina oval com margem irregular situada posterior ao ovario, 40-
0,100 (80) de comprimento por 40-80 (60) de largura . Proglétes gravidas com 135-180 (157)
capsulas de ovos (Figura 8D). Cada capsula mede 80-180 (120) x 60-120 (90), com 3-8 ovos
embrionados 20-40 (30) de comprimento x 20-30 (20) de largura (Figuras 8F).
Resumo Taxondmico
Local de infeccéo: Intestino Delgado
Material depositado: CHIOC n° 35904

Ndmero de espécimes estudados: 11
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3.3.1.2 NEMATODA Rudolphi, 1808

Superfamilia Trichostrongyloidea Cram, 1927
Familia Heligmonellidae Leiper, 1912

Subfamilia Nippostrongylinae Durette-Desset, 1971

Nippostrongylus brasiliensis (Travassos, 1914) Travassos e Darriba, 1929 (Figura 9A-D)

Fémeas: 2,05-3,66 mm (2,95) de comprimento e 0,08-0,12 mm (0,09) de largura.
Vesicula cefalica presente medindo 40-60 (43) de comprimento e 20-30 (25) de largura
(Figuras 9A). Poro excretor e anel nervoso distam 110-276 (156) e 75-110 (86) da regido
anterior. Vulva situada 60-170 (100) da extremidade caudal, vagina vera e vestibulo, 10-35
(25) e 67-100 (78) respectivamente. Esfincter com 20-41 (32) de comprimento e 30-41 (34)
de largura. Infundibulo e Gtero medindo 21-75 (38) e 60-390 (387), respectivamente (Figuras
9B). Ovos medindo de 30-60 (44) de comprimento e de 20-40 (25) de largura.

Machos: 1,79-3,00 mm (2,44) de comprimento e 70-130 mm (87) de largura. Vesicula
cefélica 32-60 (46) de comprimento e 21-37 (30) de largura. Poro excretor e anel nervoso
situado 110-190 (166) e 50-141 (84), respectivamente da regido anterior. Eséfago 190-270
(249) de comprimento. Cone genital medindo 28-60 (44) de comprimento e 23-50 (40) de
largura na base. Gubernaculo com 24-95 (42) de comprimento e 8-20 (18) de largura na base
em vista ventral (Figuras 9C). Espiculos com 410-600 (531) de comprimento, com as
extremidades em forma de concha (Figura 9D).

Resumo Taxondmico
Local de infeccdo: Intestino Delgado
Material depositado: CHIOC n° 35905

Numero de espécimes estudados: 10
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Superfamilia Rhabditoidea Travassos, 1920
Familia Strongyloididae Chitwood & Mclntosh, 1934
Strongyloides venezuelensis Brumpt, 1934 (Figura 10A-B)

Fémeas: 1,94-2,81 mm (2,44) de comprimento e 0,03-0,05 mm (0,04) de largura.
Es6fago com 59-100 (416) de comprimento. Ovarios espiralados em torno do intestino Vulva
situada 310-710 (476) da extremidade anterior (Figura 10A). Cauda pequena e conica. Anus
distando 30-66 (54) da extremidade caudal. Ovos medindo de 46-55 (50) de comprimento e
de 19-30 (24) de largura (Figura 10B).

Machos séo de vida livre.

Resumo Taxondmico

Local de infeccéo: Intestino Delgado
Material depositado: CHIOC n° 35903
NUmero de espécimes estudados: 10

Superfamilia Heterakoidea Travassos, 1920
Familia Heterakidae Railliet & Henry, 1914
Heterakis spumosa (Schneider, 1866) (Figura 11A-F)

Fémeas: 5,25-9,83 mm (7,08) de comprimento e 0,16-0,33 mm (0,25) de largura.
Esofago total medindo 550-630 (599) de comprimento. Bulbo esofagiano medindo 70-210
(128) de comprimento e 70-140 (112) de largura (Figuras 11A). Apresenta 5 formacoes
cuticulares (labios) associadas a vulva, 1 anterior a abertura vulvar e 4 posteriores (1
formacédo seguida de mais 3) (Figuras 11B). A abertura da vulva ocorre aproximadamente no
meio do corpo. A cauda é conica (Figuras 11C). O utero didélfico repleto de ovos em forma
de morula (Figura 11B) que medem 23-46 (37) de comprimento e 23-53 (37) de largura.

Machos: 6,62-8,00 mm (7,51) de comprimento e 0,22-0,33 mm (0,27) de largura.
Es6fago total medindo 660-870 (784) de comprimento. Bulbo esofagiano medindo 100-200
(144) de comprimento e 130-230 (158) de largura. Na regido caudal possui uma ventosa
genital, com uma estrutura muscular e interrompida na margem posterior por uma estrutura
papiliforme (Figuras 11D). Nesta regido, os alelos caudais sdo suportados por 10 pares de
papilas caudais: 2 pares de papilas pedunculadas ao nivel da ventosa, 3 pares de papilas

pedunculadas laterais, 2 pares de papilas sésseis proximos da cloaca, 3 pares de papilas
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laterais no extremo caudal (Figura 11E). N&o apresentam gobernaculo. Espiculos medindo
230-340 (271) (Figura 11F).

Resumo Taxondmico

Local de infeccédo: Ceco

Material depositado: CHIOC n° 35907

NUamero de espécimes estudados: 10

3.3.1.3 ACANTOCEPHALA Kohlreuther, 1771

Ordem Moniliformida Schmidt, 1972
Familia Moniliformidae Van Cleave, 1974

Moniliformis moniliformis (Bremer, 1811) Travassos, 1915 (Figura 12A-B)

Os acantocéfalos adultos variam de 1 mm a 60 cm de comprimento, possuem uma
porboscide retratil com ganchos e a parede do corpo é caracterizada por apresentar um
sistema lacunar. O corpo da maioria dos acantocéfalos se assemelha a um tubo alongado,
afinando em ambas as extremidades. Externamente, o corpo pode ser dividido em probdscide
(parte anterior retratil com ganchos), pescoco (uma pequena regido imediatamente posterior a
porboscide) e o troco (que compreende a maior parte do corpo).

A forma da probdscide da espécie M. moniliformes é caracterizada por ser cilindrica e
com ganchos crescentes Na linha longitudinal variando de 11 a 14 ganchos. Na regido anterior
da probdscide os ganchos sdo maiores, diminuindo o tamanho posteriormente (Figuras 12).
Resumo Taxondmico
Local de infeccdo: Intestino Delgado
Material depositado: CHIOC n° 35906

Namero de espécimes estudados: 1
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Figura 7. Fotomicrografia de Hymenolepis nana. (A) Escolex mostrando o rostelo armado e
as ventosas. (B) Rostelo com ganchos em forma de “Y”. (C) Proglote madura. (D) proglote
gravida. Barra de escala: 20 yum.
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Figura 8. Fotomicrografia de Raillietina sp., (A) Escolex mostrando ganchos alternados,
pequenos espinhos no tegumento e ventosas, Barra de escala= 50 um. (B) Rostelo com
ganchos alternados em forma de martelo. Barra de escala= 100 um. (C) Proglote Madura.
Barra de escala= 100 um. (D) Progléte gravida com céapsula ovigera, Barra de escala= 100
um. (E) Bolsa do cirro detalhando o cirro. (F) Capsua ovigera com ovos embrionados, Barra

de escala=100 pm.
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Figura 9. Fotomicrografia de Nippostrongylus brasiliensis. (A) Parte anterior, fémea. (B)
Parte posterior, fémea. (C) Bolsa copuladora, macho. (D) Detalhe espiculo. Barra de escala:
100 pm.
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Figura 10. Fotomicrografia de Strongyloides venezuelensis. (A) Parte posterior. (B) Detalhe
da vulva. Barra de escala 100 pm.
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Figura 11. Fotomicrografia de Heterakis spumosa. (A) Fémea, extremidade anterior
mostrando bulbo esofégico. (B) Por¢do média da fémea evidenciando os labios associados a
vulva e o Utero repleto de ovos. (C) Fémea, extremidade posterior. (D) Macho, extremidade
posterior. (E) Macho, extremidade posterior evidenciando as papilas. (F) Macho, extremidade

posterior evidenciando espiculo e ventosa. Barra de escala= 100 pm.
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Figura 12. Fotomicrografia de Moniliformis moniliformis. (A) Probdscide, pescoco e tronco.
(B) Proboscide mostrando os ganchos. Barra de escala= 100 pum.
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3.2 Comunidade Componente

Cento e quatorze R. norvegicus foram capturados durante o estudo e apenas dois ratos
foram negativos para parasitas gastrointestinais. Todos os helmintos foram recuperados no
intestino delgado, com excecdo do Heterakis spumosa que foi no ceco. Um total de 14.401
parasitas individuais foram coletados. A maioria das espécies foram nematoides
representando 98,7% de todos os espécimes de helmintos coletados. Espécies de nematoides
foram: Nipppostrongylus brasiliensis (11.518), Strongyloides venezuelensis (1.647) e H.
spumosa (189); duas espécies de cestoides: Raillietina sp . (153) e Hymenolepis nana (29). E
uma Unica espécie de acantocefalo identificada como Moniliformis moniliformis (4) .

Os dados sobre a prevaléncia, intensidade e abundancia média de infeccdo por
helmintos gastrointestinais estdo apresentados na tabela 4. O nematoide N. brasiliensis foi a
espécie mais prevalente e abundante, com maior intensidade média em ambas as estacdes,
seguido por S. venezuelensis, H. spumosa, Raillietina sp., H. nana e M. moniliformis (Tabela
1).

Strongyloides venezuelensis apresentou maior prevaléncia, intensidade e abundancia
média durante a estacdo chuvosa, no entanto, em H. spumosa a prevaléncia foi maior durante
a estacdo seca, contudo, a intensidade e abundancia média foram semelhantes em ambas as
estacOes (tabela 1).

A riqueza parasitaria total foi seis espécies e o Indice de Diversidade de Brillouin total
foi 0,5206. Hospedeiros machos tiveram diversidade significativamente maior do que as
fémeas (t=7,765, P<0,001) e hospedeiros jovens e sub-adultos apresentaram diversidade
significativamente maior do que os adultos (t =8,169, P<0,001).

Houve uma correlacdo positiva significativa nas prevaléncias entre N. brasiliensis e S.
venezuelensis (Tabela 2). Houve uma correlacdo negativa entre as prevaléncias de Raillietina
sp. e H. spumosa ao longo do tempo (tabela 2).

Foi observada co-ocorréncia entre N. brasiliensis e S. venezuelensis e entre N.
brasiliensis e H. spumosa (Tabela 3). O indice de associacdo de Jaccard para estes pares de
espeécies foram 0,455 e 0,419, respectivamente.

O indice de importancia (entre parénteses), indicou que N.brasiliensis (87,069) e S.
venezuelensis (5,7) foram dominantes, H. spumosa ( 0,602 ) , Raillietina sp. (0,557) e H. nana
(0,03) foram co-dominante, e M. moniliformis (0,001) foi a Unica espécie subordinadas.

A ocorréncia de N. brasiliensis, H. spumosa e Raillietina sp. ndo apresentou relacéo

significativa com qualquer varidvel independente analisada na regressao logistica univariada,

31



assim GLM ndo foi realizado para estas espécies. A ocorréncia de S. venezuelensis foi
relacionado com a temperatura (P=0,001), precipitacdo (P=0,002) e abundancia de N.
brasiliensis (P=0,002) nas regressdes logisticas univariadas. Depois da analise GLM, apenas
precipitacdo e abundancia de N. brasiliensis foram retidas no modelo final de acordo com a
AIC (tabela 4), indicando que S. venezuelensis é mais provavel que ocorra em periodos de

chuva e quando a abundancia de N. brasiliensis for maior.
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Tabela 1. Prevaléncia (95% Intervalo de Confiancga), intensidade média e abundancia média

sequidas do desvio padrdo dos helmintos gastrointetinais de Rattus norvegicus coletados no

municipio de Sdo Gongalo, estado do Rio de Janeiro, Brasil.

Mippostrongylus brosiliensiz  Strongylpides venszuslznsis Hetenkis spumosg Hymenolspis nong Roili=ting =p. Iaoniliformiz monilformiz
Prevaléncia
Estagdo chuvosa 77 (54,1-E6) 45 [32,4-57,6) 29 [18,3-41,6) 7(2,3-17,5) 34 [25-39,1) 3 [0,13-15,2)
Estagdo seca 52 [56,1-79,4) 24 [14,9-36,6) 35 (23,5-47,4) 10 [4,5-21,1) 35 [22,8-47) 0,9 [<0,001-0,1)
TOTAL 73 [63,7-B0,5) 34 [25,5-43,7) 32 (23,2-40,5) BB [0,43-1,55) 35 [25,4-44,5) 3,5
Intensidade Média
Estacdo chuvosa 152,72 +348 51,2% 1163 44%+57 1 4127 1
Estacio seca 92,1+ 152 26,2+ E3,5 LE-EX-T:] 1 3,5+532 1
TOTAL 130 #2374 42 £105,2 5377 3,462 3E+42 1t1
Abundancia Media
Estacdo chuvosa 139,0+3138 23,8+ BD,2 2,1t58 0428 1,222 0,03
Estacio seca 63,4+ 132,8 53+ta14 1,336 0,240,5 1,537 0,008
TOTAL 101 £241.5 14 £ 64,3 1,748 032 1,331 0,035 20,2

Tabela 2. Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre as prevaléncias de helmintos em

Rattus norvegicus coletados no municipio de Sdo Gongalo, estado do Rio de Janeiro, Brasil.

Nippostrongylus brasiliensis

Strongyloides venezuelensis

Heterakis spumosa

N. brasiliensis
S. venezuelensis

H. spumosa

Raillietina sp.

r=0,697; P= 0,054
r=0,379; P= 0,353
r=-0,559; P= 0,149

r=-0,021; P=0,96
r=0,072; P= 0,863

r=-0,717; P= 0,045

Tabela 3 Associacdo de espécies usando o teste de contigéncia qui-quadrado considerando o

namero de hospedeiros infectados e ndo infectados de cada par de espécies testado.

Nippostrongylus brasiliensis= NB; Strongyloides venezuelensis= NV; Heterakis spumosa=

HP and Raillietina sp.= R.

Pares de espécies de helmintos X? P

NB +SV 14,07 0,0002
NB + HS 15,016 0,0001
NB + R 0,149 0,699
SV + HS 0,512 0,474
SV+R 0,017 0,897
HS +R 2,43 0,125
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Tabela 4. Procedimento de selecdo do modelo com base nos critérios de informagdo Akaike
corrigido (AIC). AAIC representa a diferenga entre o valor de AIC de um modelo e o melhor

modelo (com o menor valor de AIC).

Espécie Modelo AAIC AIC
Strongyloides venezuelensis Modelo Nulo 28,72 148,47
Melhor modelo (pluviosidade + 0 119,75

abundancia de N.brasiliensis)

34



Tabela 5. Ocorréncia das espécies de helmintos de Rattus norvegicus entre os continentes,

com base nos dados de literatura e nos dados do presente estudo.

NEMATODA

Américas

Asia

Europa

Africa Presente estudo

Nippostrongylus brasiliensis
Heterakis spumosa
Heterakis sp.

Toxocara sp.

Syphacia obvelata

Syphacia muris
Strongyloides ratti
Strongyloides venezuelensis
Strongyloides muris
Strongylus sp.

Protospirura muricola
Protospirura columbiana
Protospirura chanchanensis
Pterygodermatites whatoni
Rictularia sp.

Masthoporus muris
Trichuris muris

Trichuris sp.

TREMATODA

Centrocestus sp.

Echinostoma elocanun
Echinostoma malayanum
Quinquesceralis quingueseralis

CESTODA

Raillietina sp.

Raillietina demerariensis
Hymenolepis diminuta
Hymenolepis nana
Rodentolepis fraterna

ACANTOCEPHALA
Moniliformis moniliformis

X
X

X X

X X X

X X X X X

X

X
X

X X X X X XXX X X X

X

X X

XX XXXX

X
X

Referéncias: (ARAUJO, 1967; SEONG et al., 1995; SMALES; SPRATT, 2004; ABU-MADI
et al., 2005; WAUGH et al., 2006; VILLAFARNE et al., 2008; RAFIQUE et al., 2009;
KATARANOVSKI; et al., 2010; ZAIN; BEHNKE et al., 2012; PAKDEENARONG et al.,

2013)
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3.4 Discussao

A maioria dos roedores coletados no municipio de Sdo Gongalo estavam infectados
com pelo menos uma espécie de helminto gastrintestinal, sendo um padrdo frequentemente
observado em comunidades de helmintos de roedores silvestres e sinantropicos (ABU-MADI
et al., 2001; WAUGH et al., 2006; SIMOES et al., 2010a). Além disso, estudos anteriores
mostraram gque nematoides e cestoides sdo 0s helmintos mais abundantes nas comunidades
componentes de R. norvegicus (ABU-MADI et al., 2001, 2005; HANCKE et al., 2011;
KATARANOVSKI et al., 2011) estando de acordo com 0s nossos resultados, uma vez que 0s
nematoides representaram 98,7% da comunidade de helmintos.

A riqueza de seis especies de helmintos observada em R. novergicus do Rio de
Janeiro é semelhante aos estudos realizados na Asia, Europa e Américas, nos quais variou de
uma a oito espécies (ARAUJO, 1967; SEONG et al., 1995; VILLAFANE et al., 2008;
RAFIQUE et al.,, 2009; KATARANOVSKI et al., 2010; HANCKE et al., 2011;
KATARANOVSKI et al., 2011). Foi também observado que as espécies mais frequentes
nessas localidades foram N. brasiliensis e H. spumosa sugerindo que estas espécies estao
adaptadas ao hospedeiro e as caracteristicas ambientais diferenciadas destas areas.

No presente estudo N. brasiliensis foi o helminto mais prevalente, diferentemente do
observado em R. norvegicus na Turquia (Europa) (GURLER et al., 2011) onde H. spumosa
foi o mais prevalente, revelando uma diferente estruturacdo da comunidade helmintica de
acordo com a localidade.

Observando os helmintos que ocorrem em Rattus spp. no mundo, é interessante
verificar que nematoides heteroxénicos Protospirura comlumbiana e P. chanchanensis foram
relatados apenas nas Ameéricas (Tabela 5) enquanto que P. muricola tem sido relatado na
Africa, Asia e nas Américas, 0 que sugere que esta Ultima espécie tenha se dispersado
juntamente com os roedores a partir dos continentes de origem e se adaptado as condicGes
locais de transmissdo. Também foi reportado endemismo das espécies de trematddeos
Echinostoma elocanun, E. malayanum e Quinqueseralis quinqueseralis que estdo restritas ao
continente asiatico (Tabela 4). Considerando a especificidade de algumas espécies de
trematodeos para seus hospedeiros intermedidrios é possivel postular a auséncia de
hospedeiros compativeis para essas especies nas localidades colonizadas por estes murideos.
Diferentemente, tem sido observado que os cestoides sdo amplamente distribuidos no

mundosugerindo uma adaptacdo aos diferentes ambientes. Entretanto, tem sido mostrada a
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necessidade de estudos moleculares para o esclarecimento da relagdo taxondmica destes
grupos (CAIRA et al., 2013)

O nematoide Nippostrongylus brasiliensis foi descrito por Travassos (1914) como
Heligmosomun braziliense parasitando intestino delgado de R. norvegicus no bairro de
Manguinhos, Rio de Janeiro, Brasil. Posteriormente, Travassos e Darriba (1929) alocaram
esse nematoide no género Nippostrongylus Lane, 1923 e mudaram a ortografia do nome da
espécie para brasiliensis. Esse parasito tem distribuicdo mundial e é a espécie mais prevalente
e abundante em varias comunidades helminticas em R. norvegicus ( WAUGH et al., 2006;
COOMANSINGH et al., 2009;). A infeccdo por N. brasiliensis estimula a imunidade celular
e, consequentemente, leva a expulsdo de todos os helmintos durante uma infeccdo priméria.
No entanto, quando os ratos sdo infectados antes de seis semanas de idade, este fendmeno nédo
ocorre e a infeccdo persiste durante a vida adulta (WAKELIN, 1996), explicando em parte, 0s
elevados parametros parasitologicos observados. Além disso, ARNEBERG et al. (1998)
observaram uma forte correlagéo positiva entre a densidade populacional do hospedeiro e a
abundancia parasitaria em mamiferos. Estes resultados apontam para um padrdo significativo
em que a probabilidade de se infectar por parasitos de ciclo direto aumenta com a densidade
das populacdes dos hospedeiros (ANDERSON; MAY, 1978). No presente estudo, onde a
espécie dominante N. brasiliensis apresentou elevados pardmetros parasitologicos e sua
ocorréncia ndo foi relacionada a nenhuma das variaveis abidticas testadas, a transmissdo de
helmintos também pode ser resultados de fatores como o tamanho da populacéo e area de vida
do hospedeiro e grau de sociabilidade do hospedeiro, uma vez que R. norvegicus apresenta
uma populacdo altamente abundante.

A correlacdo positiva observada entre as prevaléncias de N. brasiliensis e S.
venezuelensis ao longo do tempo e a co-ocorréncia destas duas espécies dominantes podem
ser resultado da similaridade dos ciclos de vida dos helmintos. Ambas as espécies podem
causar infeccdo por ingestdo oral ou principalmente por penetracdo na pele. Desta forma, as
caracteristicas mais favoraveis para as infec¢es sdo provavelmente as mesmas. A relacdo
positiva observada entre a ocorréncia de S. venezuelensis e a ocorréncia com abundancia de N.
brasiliensis também corrobora esses resultados.

Da mesma forma, a co-ocorréncia de N. brasiliensis e H. spumosa pode estar
relacionada com a caracteristica de infecgdo que € direta. O fato de que ambas as espécies nao
mostraram qualquer relagéo entre a ocorréncia e fatores como o sexo e idade do hospedeiro,

pluviosidade e temperatura podem corroborar esta hipotese.
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A relagéo encontrada entre a ocorréncia de S. venezuelensis e pluviosidade, que
interfere diretamente na umidade do solo, pode ser explicada pelas caracteristicas ambientais
durante a fase de vida livre do helminto. De acordo com GILLESPIE; CHAPMAN (2006), as
caracteristicas ambientais podem promover o desenvolvimento de um nematoide durante a
sua fase de vida livre, ou levar a sua morte devido a desidratacdo do ambiente, determinando
a viabilidade ou ndo das espécies durante este estagio.

A correlacdo negativa entre as prevaléncias das duas espécies co-dominantes
Raillietina sp. e H. spumosa pode decorrer do fato de o cestoide Raillietina sp. necessitar de
um hospedeiro intermediério para completar o ciclo , enquanto que o nematoide H. spumosa
tem um ciclo direto. Tem sido postulado que a variagdo na abundéncia do hospedeiro
intermediario pode contribuir para um aumento na prevaléncia de helmintos (ABU-MADI et
al., 2000). Portanto, fatores ambientais que aumentam a presenca do hospedeiro intermediario
levando a um aumento na prevaléncia de Raillietina sp . ndo sdo 0s mesmos para 0 nematoide
H. spumosa que € transmitido diretamente.

Entre as espécies observadas no presente estudo, H. nana e M. moniliformis sao
relevantes para a saude publica. Os ratos e 0s seres humanos sdo infectados por H. nana ao
ingerir acidentalmente fezes contaminadas (HANCKE et al.,, 2011) ou pela ingestdo de
hospedeiros intermediarios, como besouros (ZAIN et al., 2012). O acantocéfalo M.
moniliformis é transmitido pela ingestdo acidental dos hospedeiros intermediarios (por
exemplo, besouros e baratas) (MIREMAD-GASSMANN, 1981). Ambos 0s parasitos causam
alteracbes gastrointestinais, especialmente em criancas (COUNSELMAN et al., 1989;
GONCALVES et al., 2011) que vivem em condic¢Ges inadequadas de higiene e instalacdes
sanitarias (MASON; PATTERSON, 1994).

Embora as espécies de helmintos que ocorram em R. norvegicus no presente estudo
sejam registradas em todo o mundo, a riqueza e a estrutura da comunidade helmintica difere
de acordo com as caracteristicas ambientais das regides (por exemplo: temperatura, pH do
solo, precipitacdo, a presenca de hospedeiros intermediarios, etc.). O presente estudo
demonstra que a estrutura da comunidade helmintica é dependente do microhabitat, uma vez
que outros estudos realizados no Brasil (ARAUJO, 1967; CHIEFFI et al., 1980) revelaram
variacdo na riqueza e prevaléncia dos helmintos de R. norvegicus.

Assim, estes resultados contribuem para a compreensao da estrutura da comunidade de
helmintos neste roedor sinantropico nesta localidade e possiveis inferéncias devem considerar
as caracteristicas bidticas e abidticas do habitat do roedor como determinantes para 0 sucesso

do parasitismo. Além disso, embora as espécies de importancia médica tenham sido as menos
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abundantes, apontamos para a necessidade de controle continuo da populacdo de ratos e de
programas de educacdo em salde para evitar e reduzir o risco de transmissao dos parasitos

humanos gastrointestinais.
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4 CAPITULO 11

ANGIOSTRONGILIASE ENDEMICA NO RIO DE JANEIRO - ESTUDO
LONGITUDINAL EM UMA POPULACAO DE Rattus norvegicus: INFLUENCIA DA
SAZONALIDADE E CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DO HOSPEDEIRO
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RESUMO

O nematoide Angiostrongylus cantonensis € um parasito zoonotico que pode infectar o
homem acidentalmente e causar meningite eosinofilica. No Brasil, esta doenca tem sido
relatada nos Estados do Espirito Santo, Pernambuco e S&o Paulo. O hospedeiro intermediario
naturalmente infectado, Achatina fulica, tem sido reportado nos Estados do Rio de Janeiro,
Pernambuco e Santa Catarina. O murideo Rattus norvegicus é o hospedeiro vertebrado mais
frequente deste parasito, entretanto, ja foi relatado no Brasil naturalmente infectado tanto o
roedor R. norvegicus como R. rattus. Neste estudo, foi realizada uma investigacéo do padréo
de infeccdo por A. cantonensis em R. norvegicus em uma area urbana do Rio de Janeiro,
Brasil analisando a importancia relativa da sazonalidade, peso e o0 sexo do hospedeiro sobre a
abundancia, intensidade média e prevaléncia de A. cantonensis em ratos durante dois anos. O
estudo foi conduzido em uma area de Trindade, Sdo Gongalo municipio de Rio de Janeiro,
Brasil. Helmintos foram coletados a partir das artérias pulmonares e espagos subaracnoides de
R. norvegicus. Foram calculadas a prevaléncia, intensidade e abundancia, e utilizou-se
modelos lineares generalizados para verificar as contribuicfes relativas do sexo, peso (usado
como uma aproximacao para a idade) do hospedeiro e sazonalidade (estacGes chuvosa e seca )
para as variagdes na abundancia de A. cantonensis em ratos. A prevaléncia de infecgdo por A.
cantonensis permaneceu estavel durante a estacdo chuvosa (71%, Intervalo de Confianca 95%
58,9-81,6) e seca (71%, 95 IC 57,9-80,8) e foi significativamente maior nos animais mais
velhos e nas fémeas. Sazonalidade, peso e sexo do hospedeiro foram fatores que contribuiram
para a variacdo na abundancia parasitaria, embora ndo tenham sido observadas variacoes
acentuadas. A elevada prevaléncia deste parasito ao longo do estudo sugere que a sua
transmissdo é estavel e que as condi¢bes sdo adequadas para a propagacao do parasito. A
dispersdo do parasito pode ser mediada por machos que tendem a ter maior area de vida e
capacidade de dispersdo, enquanto que as fémeas podem ser mais importantes para a
manutencdo do parasito em escala local, devido & sua maior prevaléncia e abundancia de
infeccdo. Apesar das influéncias da estacdo, sexo e peso do hospedeiro na abundancia do
parasito, outras varidveis podem ser importantes para a determinagdo da abundancia do
parasito no hospedeiro definitivo. E necessaria uma abordagem multidisciplinar considerando
a distribuicdo ecoldgica dos roedores e hospedeiros intermediarios, assim como as

caracteristicas do ambiente para melhor compreender a dindmica da angiostrongiliases.
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ABSTRACT

The nematode Angiostrongylus cantonensis is a zoonotic parasite that may cause eosinophilic
meningoencephalitis. In Brazil, this disease has been reported in the states of Espirito Santo,
Pernambuco and S&o Paulo, and the naturally infected intermediate host, Achatina fulica, has
been recorded in the states of Rio de Janeiro, Pernambuco and Santa Catarina. The murid
Rattus norvegicus is the most frequent vertebrate host of this parasite, but both R. norvegicus
and R. rattus were recently reported to be naturally infected in Brazil. In this study, we
conducted a two-year investigation of A. cantonensis infection patterns in R. norvegicus in an
urban area of Rio de Janeiro state, Brazil and examined the relative importance of seasonality,
weight and host gender on the abundance, median intensity and prevalence of A. cantonensis
in rats. The study was conducted in an area of Trindade, Sdo Gongalo municipality, Rio de
Janeiro, Brazil. Helminths were collected from the pulmonary arteries and subarachnoid
spaces of R. norvegicus. Prevalence, intensity and abundance were calculated, and generalized
linear models were used and compared to verify the relative contributions of host gender,
weight (used as a proxy for host age) and seasonality (rainy and dry seasons) to the variations
in A. cantonensis abundance in rats. The prevalence of A. cantonensis infection was stable
during the rainy (71%, 95 Confidence Interval 58.9- 81.6) and dry seasons (71%, 95 CI 57.9-
80.8) and was significantly higher in older rats and in females. Seasonality, host weight and
gender were all contributing factors to variation in parasite abundance, although no marked
variations were observed. The high prevalence of this parasite throughout the study suggests
that its transmission is stable and that conditions are adequate for the spread of the parasite.
Dispersion of the parasite may be mediated by males that tend to have larger home ranges and
dispersion ability, while females may be more important for maintaining the parasite on a
local scale due to their higher prevalence and abundance of infection. Despite the influences
of season, host gender and host weight on parasite abundance, additional variables may be
important for determining parasite abundance in the definitive host. A multidisciplinary
approach considering the ecological distribution of the rats and intermediate hosts, as well as

environmental features is required to further understand the dynamics of angiostrongyliasis.
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4.1 Introducéo

O nematoide Angiostrongylus cantonensis é um parasito zoonotico que pode infectar o
homem acidentalmente e causar meningite eosinofilica. Rattus norvegicus é um dos
hospedeiros definitivos mais frequentes deste parasito (LINDO et al., 2002). Os vermes
adultos sdo encontrados nas artérias pulmonares dos roedores, que liberam as larvas no
primeiro estagio (L;) em suas fezes. Os hospedeiros intermediérios, tais como caramujos e
lesmas, sdo infectados pela L;, que ap6s 2 mudas atingem o terceiro estagio (L3). As Lj
(estagio infectante) séo entdo ingeridas pelos ratos quando eles se alimentam dos hospedeiros
intermediérios, completando o ciclo (Figura 13). O homem se infecta ao se alimentar de
moluscos ou hospedeiros paraténicos in natura ou mal cozidos ou através de vegetais

contaminados com o muco ou moluscos infectados (WANG et al., 2008).

Helmintos Adultos

!
Q
| {
Hospedewo % .\/\;}
acidental o " -
Larva de terceino Larva de primeiro
H"\lﬂ’lll’ll 0 estagio (L.3) estagio (L1)

paratenico

Vegetars contaminados &

Hospedeuro intermedianio
com L3

Figura 13. Ciclo de vida do Angiostrongylus cantonensis. Fonte: LABPMR

A recente introducdo de A. cantonensis nas Américas (MALDONADO et al., 2012)
tem resultado em casos humanos de meningite eosinofilica em todo o continente (PASCUAL
et al.,, 1981; NEW et al., 1995; BARROW et al., 1996; LIMA et al., 2009; DORTA-
CONTRERAS et al., 2011). No Brasil, ja foram relatados oito casos humanos. O primeiro
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ocorreu em 2007 na cidade de Cariacica, estado de Espirito Santo (CALDEIRA et al., 2007).
Em 2009, um novo caso foi relatado no municipio de Olinda, estado de Pernambuco (LIMA
et al.,, 2009). Mas recentemente, foram relatados cinco casos no estado de S&o Paulo
(CIARAVOLO et al., 2010; ESPIRITO-SANTO et al., 2013) (Figura 14).

Tem sido observado nos estados da Bahia, Para, Parana, Pernambuco, Rio de Janeiro,
Sao Paulo e Santa Catarina os seguintes hospedeiros intermediarios naturalmente infectados:
Achatina fulica, Bradybaena similaris, Subulina octona e Sarasinula marginata
(MALDONADO et al., 2010; THIENGO et al.,, 2010; CARVALHO et al., 2012) . J4 a
presenca dos hospedeiros definitivos R. rattus e R. norvegicus naturalmente infectados foi
relatada nos estados do Rio de Janeiro, Pard e Rio Grande do Sul em estudos de curto periodo
(SIMOES et al., 2011; COGNATO et al., 2013; MOREIRA et al., 2013).

Legenda:

Estados com registro de hospedeiros
intermediarios naturalmente infectados.

[ Estado com registro de hospedeiros
definitivos naturalmente infectados.

[l Estados com registro de hospedeiros
intermediarios e hospedeiros definitivos
naturalmente infectados.

[ Estados com registro de infeccio humana e
hospedeiros intermediarios naturalmente
infectados.

Il Estado com registro de infeccio humana,
hospedeiros intermediarios e hospedeiros
definitivos naturalmente infectados.

Figura 14. Distribuigdo dos hospedeiros intermediarios e definitivos naturalmente infectados
por Angiostrongylus cantonensis e casos humanos de meningite eosinofilica nos estados
brasileiros. Fonte: LABPMR
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Embora A. cantonensis esteja atualmente se dispersando pelas Américas
(MALDONADO et al., 2012), ndo hé relatos de estudos focando o papel de R. norvegicus na
transmisséo do parasito. Em vez disso, a maioria dos estudos realizados em outros continentes
tem focado o hospedeiro intermediario (MAHAJAN et al., 1992; IBRAHIM, 2007). Estudos
longitudinais sdo importantes, pois nos permitem caracterizar o perfil da transmisséo do
parasito. Neste estudo, durante dois anos foi investigado o padrdo de infeccdo de A.
cantonensis em R. norvegicus em uma area urbana do Estado do Rio de Janeiro, Brasil, e
examinamos a importancia relativa da sazonalidade, peso e sexo do hospedeiro na

abundancia, intensidade mediana e prevaléncia de A. cantonensis nos roedores.
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4.2 Material e métodos
4.2.1. Histologia (metodologia referente ao capitulo 11 e 111)

Apos a limpeza do material, as partes moles foram colocadas em Formol Millonig
10% onde permaneceram por 24 horas. Decorrido este tempo, o material foi desidratado em
concentracdes crescentes de etanol, diafianizados com xilol e impregnados em parafina
liquida (60°C) segundo a metodologia descrita por TOLOSA et al (2003). Posteriormente, 0s
blocos foram submetidos a cortes seriados de 5um de espessura em microtomo Leica
RM2125. O material foi corado pela hematoxilina-eosina (HE) para posterior analise

histopatoldgica.

Os procedimentos para as coloragdes foram realizadas de acordo com TOLOSA et al.
(2003). Os cortes histoldgicos foram visualizados atraves do microscopio de luz Observer Z1
Zeiss® e as imagens captadas por meio da camera Axio Cam HRc Zeiss e processadas com o

programa Axio Vision Rel.4.7.

4.2.2 Coleta e identificacdo taxondmica de Angiostrongylus cantonensis
Foram examinadas as artérias pulmonares e coragdo. Depois da retirada dos 6rgaos

separadamente, estes eram colocados em placas de Petri, onde eram lavados em solucdo salina
(NaCl a 0,85%) e dissecados com auxilio de microscopio estereoscopico, 0s vermes
recolhidos foram fixados em alcool 70%.

Os nematoide foram diafanizados usando lactofenol (40% lactofenol, 20% acido
latico, 20% fenol, e agua g.s.p. 100 ml) e identificados com auxilio de microscopio de luz
(Zeiss Standard 20). A morfologia da bolsa copuladora e o tamanho dos espiculos foram
usados como caracteristicas para identificacdo da espécie de acordo com MALDONADO et
al. (2010) (Figura 10). Espécies representativos foram depositados na Cole¢do Helmintol6gica
do Instituto Oswaldo Cruz, (CHIOC no. 35712).

4.2.3 ldentificacdo molecular e analise filogenética de Angiostrongylus cantonensis

Para confirmar a identificacdo morfoldgica dos espécimes de Angiostrongylus obtidos,
foi feita uma abordagem utilizando DNA bar coding. O DNA gendmico foi extraido de trés
vermes adultos preservados no etanol utilizando o kit da Qiagen (QlAamp DNA Mini Kit) de
acordo com o protocolo do frabricante. O DNA extraido foi estocado a 4°C até o seu uso. A
amplificagdo por Reagdo de Polimerase (PCR) do DNA foi conduzida usando os primers
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previamente descritos (COL F 5° TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT 3° e COIL R
TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG 3’) para uma regido parcial do gene Citocromo
Oxidase Subunidade 1 (COI) (BOWLES et al., 1992; JEFFERIES et al., 2009). A mistura da
reacao foi preparada no volume total de 50 uL contendo 16,2 pL de agua, 5 uL de 10 x PCR
buffer (Tris-HCI, KCl), 2,5 uLL de MgCl12 (2,5 mM), 5 uL de dNTP mix (10 mM cada), 10 uL
de cada primer (0,2 mM), 0,3 uLL de Taq DNA polimerase (1,5U) e 1 pL de amostra de DNA.
O termociclador foi programado para encubar as amostras por 5 min em 94°C, seguidos por
40 ciclos em 94°C por 30s, 55°C por 30s, 72°C por 1 min e a extensdo final em 72°C por 5
min. Os produtos da reacéo foram separados por eletroforese em gel de agarose 1%, corados
com brometo de etidio e visualizados através de luz ultravioleta. Os produtos amplificados
foram purificados usando QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen). As reacles de
sequenciamento foram realizadas usando ABI PrismDyeTerminator Cycle Sequencing Core
Kit (Applied Biosystems, USA) como descrito pela plataforma Genémica-Sequenciamento de
DNA (PDTIS/FIOCRUZ).

Uma sequencia parcial do gene COI de cada verme foi obtida para avaliacdo de sua
relacdo filogenética. As trés sequencias de COl com 360-bp foram idénticas e depositadas no
GenBank (acesso no. GenBank no. HQ440217) foram alinhadas pelo programa Clustal
(www.clustal.org) com fragmentos de COI de homdlogos de A. cantonensis (acesso GenBank
no. GQ398121), A. vasorum ( acesso GenBank nos. EU493162, EU493163, EU493166,
EU493167), e A. costaricensis (acesso GenBank no. GQ398122) e submetidos a analise
filogenética. Ancylostoma tubaeforme (acesso GenBank no.AJ407940) foi usado como grupo
externo. Haplétipos de isolados de A. vasorum do Brasil (A. vasorum 5421, 5641, e 5642)
foram reconstruidos a partir de informacdes publicadas (JEFFERIES et al., 2009) e incluidas
no alinhamento. Utilizamos o programa MEGA 4 (www.megasoftware.net) para construir a

arvore filogenética neighbor-joining baseada na distancia Kimura 2-parameter (K2-p).

4.2.4 Analise dos dados
A prevaléncia (sensu BUSH et al., 1997), intervalo de confianca (IC) a 95% e o indice

de agregacédo K foram calculados usando o programa Quantative Parasitology (REICZIGEL ;
ROZSA, 2005). Analises usando o Qui-quadrado (a = 0.05) foram usadas para testar
diferencas na prevaléncia do parasito entre as estacdes seca e chuvosa, sexo e idade do
hospedeiro e periodos de coletas. O modelo generalizado linear (GLM) com distribuicao

binomial negativa e funcdo de ligagéo logit foi utilizado para verificar a contribuigdo do sexo,
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peso (idade) do hospedeiro e estacdo nas variag0es observadas na abundancia de A.
cantonensis usando o programa estatistico PASW Statistics Version 18.0. O modelo proposto
foi comparado usando os critérios de informacdo Akaike corrigido para amostras pequenas
(AlCc).

Os modelos foram classificados com base na diferenca entre 0 melhor modelo de
aproximagdo (modelo com o menor AICc) e todos os outros no conjunto de modelos
candidatos (AAICc); modelos com diferencas dentro de duas unidades do melhor modelo
foram considerados modelos competitivos com forte suporte empirico (BURNHAM;

ANDERSON, 2002).
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4.3 Resultados

Cento e catorze R. norvegicus foram capturados durante o estudo. Cinguenta e seis
foram coletados durante a estacdo chuvosa e cinquenta e oito durante a estacdo seca (Tabela
5). Um total de 861 vermes adultos de A. cantonensis (Figura 15) foi recuperado das artérias
pulmonares. Nove ratos (3 de cada classe de idade) estavam parasitados com até 33 vermes
jovens (Ls) no espaco subaracnoide (Figura 16), sendo oito coletados durante a estacéo
chuvosa e um durante a estacdo seca (Figural7). A maior carga parasitaria (42 helmintos

adultos) ocorreu em uma fémea sub-adulta durante a estacéo seca.

Figura 15. Bolsa copuladora de Angiostrongylus cantonensis, macho. Barra de escala= 50

fm.

Figura 16. Larva de Angiostrongylus cantonensis no espaco subaracnoOide de Rattus

norvegicus.

Através da analise histopatolégica do pulmdo dos roedores infectados, pode-se
observar larvas e ovos de nematoides dentro das artérias e capilares menores. Presenca de

infiltrado intersticial e alveolar associadas com infiltrado inflamatorio, fibrose e formacéo de
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granulomas ao redor dos ovos de Angiostrongylus. H& uma substituicdo do tecido pulmonar
funcional por tecido fibroso (Figura 18A-C). Larvas livre e dentro dos ovos foram observadas
nos alvéolos e bronquios, enquanto o0s vermes adultos estavam restritos a artéria pulmonar
(Figura 18 C-D).

A distribuicdo dos nematoides foi agregada (K= 2,04). A prevaléncia de A.
cantonensis variou de 63% a 87% (Tabela 6), porém ndo houve diferenca estatistica entre 0s
periodos de coletas (P= 0.81) ou estacdes (P = 0.93) (Figura 19). A prevaléncia da infeccédo
foi maior em fémeas (82%) do que em machos (62%; P= 0.022; Tabela 6). Além disso, a
prevaléncia em jovens (42%) foi significativamente menor do que em sub-adultos (70%) e
adultos (77%; P=0.013; Tabela 6).

A analise multivariada usando sexo, peso do hospedeiro e estacdo como variaveis
independentes e abundancia de A. cantonensis como varidvel dependente indicou que estacao,
peso e sexo do hospedeiro foram variaveis importantes que contribuiram para a variacdo na
abundancia do parasito (Tabela 8). Todas as trés variaveis estavam no melhor modelo de
AlCc, significando que suas contribuices relativas para o padrdo observadosdo semelhantes.
Entretanto, essa contribuicdo foi relativamente baixa, uma vez que ndo houve uma variacao
marcada entre sexo e as estacOes (Tabela 7; Figura 20 A e B); e a abundéncia do parasito
variou pouco com o peso do hospedeiro (Rspearman=0.286; N=105; P=0.03).

Os 3 especimes de A. cantonensis oriundos de Sdo Gongalo, Rio de Janeiro,
produziram um Unico hapl6tipo, que formou um clado com o haplétipo de A. cantonensis da
Republica da China com uma baixa distancia genética (K,-p 0,038) e um alto suporte de
bootstrap (99), confirmando assim a identificacdo morfoldgica (Figura 21). Comparac¢fes com
as outras 2 espécies de Angiostrongylus resultou em altos valores da distancia genética (Kz-p

0,120, com A. vasorum e 0,149 com A. costaricensis).
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Figura 17. Prevaléncia sazonal de vermes adultos e L5 de Angiostrongylus cantonensis em

Rattus norvegicus coletados em uma area urbana do Rio de Janeiro, Brasil.

Figura 18. Histologia do pulmdo de Rattus norvegicus naturalmente infectado por
Angiostrongylus cantonensis. (A) infiltrado intersticial e alveolar associadas com infiltrado
inflamatorio, fibrose e formacao de granulomas (seta) ao redor das larvas e ovos. (B) Detalhe
mostrando as larvas (la). (C) Substituicdo do tecido pulmonar funcional por tecido fibroso.
(D) Vermes adultos no interior da artéria pulmonar.
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Figura 19.
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Figura 20 A e B. Abundéncia mediana de Angiostrongylus cantonensis em Rattus norvegicus

coletados em area urbana do Rio de Janeiro, Brasil. (A)Abundancia parasitaria por sexo do

hospedeiro, (B) Abundéncia parasitaria por estagao.
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A. vasorum Denmark (EU493166)
A. vasorum Germany (EU493167)

A. vasorum UK (EU493163)
100N |-|
AR IA. vasorum Portugal (EU493162)

A. vasorum Brazil 5641

— 1nn _EA. vasorum Brazil 5642
A. vasorum Brazil 5421

A. costaricensis (GQ398122)
A. cantonensis China (GQ398121)

A. cantonensis Rio de Janeiro 2

a9
A. cantonensis Rio de Janeiro 1
1nn
A. cantonensis Rio de Janeiro 3

Ancylostoma tubaeforme (AJ407940)

Figura 21. Arvore filogenética construida a partir da analise pelo método de Neighbor-joining
e distancia Kimura 2-parameter (K2-p) utilizando as sequencias de COIl de Angiostrongylus
disponiveis no GenBank e as sequencias de 3 espécimes de Angiostrongylus coletados nas
artérias pulmonares de Rattus norvegicus naturalmente infectado. Os espécimes consistiram
de 1 haplétipo, que agrupou junto com o hapl6tipo da Republica da China com uma baixa

distancia genética (K2-p 0,038). Barra de escala indica 0,02 K2-p de distancia genética.
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Tabela 6. Ndmero de individuos de Rattus norvegicus infectados por Angiostrongylus

cantonensis organizados por idade, sexo e estacao.

Estagéo chuvosa Estacéo seca Total
Idade* Macho Fémea Macho Fémea
Jovens 2 (7) 2(3) 2(4) 0 6 (14)
Sub-adultos 1(2) 7(8) 2(6) 6(8) 16 (23)
Adultos 12(17)  13(16) 18(25)  13(15) 56 (73)

Ratos positivos (nimero total de ratos coletados)

*n=110

Tabela 7. Prevaléncia (P) com o intervalo de confianca de 95%, intensidade média (IM) e

abundancia média (AM), seguidas do erro padrdo das infecgBes por Angiostrongylus

cantonensis em Rattus norvegicus coletados durante 2010 e 2011 em Sao Gongalo, RJ..

Estagio Meés/ano hNﬁm F1O. de Prevaléncia Inten’siufiade Abun’dﬁl_ncia
ospedeiros Media Meédia
Chuvosa Margo/2010 15 67% (41,5-85,0) 8§57 6,266
Seca Junho/2010 15 67% (41,5-85,0) 18126 12,7 £13,5
Setembro/2010 19 63% (40,9-80,9) 11 £9.8 8,8 £9.3
Chuvosa Dezembro2010 12 67% (51,7-93.2) 85 =£51 6.4 =59
Mar¢o/2011 14 79% (38.6-83.8) 10 =7.7 6.6 =7.8
Secg  Junho/2011 15 87%(60,997,5) 10 £99 82 x99
Setembro/2011 10 70% (39,2-89,7) 8 4.4 52 £5,1
Chuvosa Dezembro2011 14 79% (51,7-93.2) 755 52£55
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Tabela 8. Modelos que melhor descrevem a abundancia parasitaria em Rattus norvegicus coletados

em S&o Gongalo, Rio de Janeiro/Brasil durante 2010 e 2011; k= nimero de parametros no modelo.

Modelo Log(l) AICc k AAICc Peso AICc
Abundéancia parasitaria
Estacdo + Peso*Sexo do hospedeiro -332 671,4 4 0,00 0,57
Estacdo + Peso + Sexo do hospedeiro -332 6733 4 1,89 0,22
Estacao + Peso 335 6756 3 4,15 0,07
Sexo do hospedeiro + Estacao -335 6765 3 506 0,05
Peso* Sexo do hospedeiro -335 6769 3 542 0,04
Peso + Sexo do hospedeiro -336 6783 3 682 0,02
Estagéo -337 678,5 2 7,10 0,02
Peso -338 679,2 2 1,77 0,01
Sexo do hospedeiro -338 680,3 2 8,86 0,01
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4.4 Discussao

A prevaléncia de A. cantonenis em R. norvegicus no Rio de Janeiro é
relativamente alta quando comparada com outras localidades onde foram encontrados ratos
infectados (WANG et al., 2008). Em uma revisdo feita por WANG et al.(2008), Cuba e
Republica Dominicana apresentaram uma prevaléncia alta para A. cantonensis de 60% (12
roedores infectados de 20 coletados) e 100% (5 roedores infectados de 5 coletados),
respectivamente. Contudo, o pequeno tamanho amostral usado nestes estudos de curto periodo
ndo permite resultados conclusivos e impossibilita inferéncias sobre a estrutura da
infrapopulacdo de helmintos. No presente estudo, n6s observamos uma prevaléncia de A.
cantonensis alta e estavel durante os dois anos de coleta, 0 que sugere uma transmissao
continua.

A presenca do parasito com prevaléncias alta indica que a infeccdo por A. cantonensis
entre a populagdo do rato exdtico R. norvegicus na regido estudada é enzodtica. A formacéo
de um clado de A. cantonensis oriundo de S&o Gongalo com haplétipo da Republica da China,
ndo foi observada nos recentes estudos (MONTE et al., 2012; TOKIWA et al., 2012).
TOKIWA et al. (2012) e MONTE et al. (2012) analisando isolados geograficos de diversas
regides do Japéo e do Brasil, demonstram que o isolado do Rio de Janeiro oriundo de S&o
Gongalo é mais similar com o isolado de A. cantonensis do Japdo. Isto ocorreu porque quando
foi feito o primeiro relato do hospedeiro vertebrado R. norvegicus naturalmente infectado no
Brasil (Rio de Janeiro) (SIMOES et al., 2011) ndo haviam sequencias de isolados do Jap&o
disponiveis no Genbank.

Consideramos que existe a possibilidade de que a area de estudo de Sdo Gongalo,
Estado do Rio de Janeiro, foi recentemente colonizada por A. cantonensis isso pode explicar
parcialmente a alta prevaléncia desse parasito, uma vez que espécies recentemente
introduzidas podem encontrar melhores condicdes ambientais e uma maior abundancia de
hospedeiros (DOBSON, 1986) aumentando a sua prevaléncia na nova area. Adicionalmente, a
presenca do hospedeiro intermediario exético A. fulica na area de estudo (MALDONADO et
al., 2010) e sua recente dispersdo para todas as 27 federacdes do Brasil (MALDONADO et
al., 2010; THIENGO et al., 2007; 2013) pode contribuir para o estabelecimento e aumento da
transmissdo de A. cantonensis nos seus hospedeiros vertebrados. Contudo, ndo ha
informacdes sobre a dindmica de transmissdo para especies de moluscos presentes na area de
estudo, embora tenha sido demonstrado que variagdes na estrutura das populagdes de

hospedeiros intermediarios tém um papel importante na flutuacdo sazonal dos parametros na
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comunidade de helmintos dos hospedeiros definitivos (MALDONADO et al., 2006). A
estabilidade na prevaléncia pode também ser causada por: (1) longo ciclo de vida no
hospedeiro definitivo e eliminacdo de larvas L; por longos periodos, podendo assim, manter a
transmissdo do parasito para o hospedeiro intermediario mesmo em tempos em que ocorra
uma baixa abundéncia de moluscos no ambiente; (2) a presenga de mais de uma espécie de
molusco capaz de desenvolver a larva para o estagio infectante (L;) (CARVALHO et al.,
2012); (3) auséncia de fatores limitantes na abundancia dos ratos (ex. disponibilidade
constante e elevada de comida e abrigo); e (4) heterogeneidade genética de A. cantonensis
(MONTE et al., 2012; TOKIWA et al.,, 2012), que pode facilitar a adaptacdo a novos
ambientes.

Através da analise histopatoldgica os ratos infectados apresentavam caracteristicas de
pneumonia granulomatosa severa, resultante da infec¢do por A. cantonensis. Provavelmente,
estes animais conseguem sobreviver na natureza por se infectarem repetidamente ao longo do
tempo, permitindo um ajustamento do sistema cardiovascular a reducdo do fluxo sanguineo
pulmonar (ROSE; HIGGINS, 1999).

A relacdo positiva entre a abundancia de A. cantonensis e 0 peso dos ratos esta
associada parcialmente com as maiores cargas parasitarias em ratos mais velhos (e mais
pesados). Como ja relatado por ABU-MADI et al. (2001, 2005), este fato provavelmente
ocorre devido ao maior periodo de exposicao a infecgcdo, o qual também pode ser corroborado
pela prevaléncia mais elevada encontrada em ratos adultos. Entretanto, a intensidade média
foi relativamente baixa nos roedores, sugerindo a presenca de um processo regulatorio na
densidade parasitaria. De fato, estudos experimentais demonstraram que ratos quando
expostos a infeccdo por A. cantonensis sdo capazes de modular a carga parasitaria quando re-
infectados (AU; KO, 1979).

Machos maiores e mais pesados apresentam niveis maiores de testosterona e uma area
de vida maior do que as fémeas, podendo potencialmente aumentar a probabilidade de
adquirir/manter uma infeccdo (SCHALK; FORBES, 1997; ZUK; MCKEAN, 1996). No
entanto, fémeas apresentaram maiores prevaléncia e abundancia de A. cantonensis, 0 que
enfraquece a hipdtese de que os machos estdo expostos com mais frequéncia a infecgdo por
apresentarem uma maior area de vida e niveis de testosterona mais elevados. Apesar de
mamiferos machos geralmente abrigarem mais parasitos do que as fémeas (INNES, 2001), a
resposta hormonal de cada sexo pode determinar em perfis parasitarios distintos (POULLIN,
2007). Alguns estudos tém demonstrado uma tendéncia no parasitismo em fémeas
(KRASNOV et al., 2005; MORALES-MONTOR et al., 2004; SCHUURS; VERHEUL,
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1990), sugerindo que a influencia do sexo no parasitismo é um fendmeno complexo,
influenciado por outros horménios além da testosterona (POULIN, 1996) e que mais variaveis
na relacdo parasito-hospedeiro podem influenciar a pré-disposicdo para infeccbes e cargas
parasitarias. (POULIN, 2007). Por exemplo, fémeas sub-adultas tendem a se locomover mais
e gastam mais tempo explorando &reas do que os machos da mesma idade (LYNN; BROWN,
2009), se isso implica que as fémeas exploraram melhor as suas areas de vida, elas podem ser
mais propensas a infeccdo do que os machos nessa idade. Contudo, nossos resultados
indicam que as fémeas adultas podem ser particularmente mais importantes na manutencao do
parasito em uma escala local devido as suas maiores prevaléncias e abundancias de infeccao,
enquanto que a dispersdo do parasita pode ser mediada principalmente pelos machos que
tendem a ter uma maior capacidade de dispersdao (CALHOUN, 1963; TAYLOR, 1978).

Embora a prevaléncia de A. cantonensis ndo tenha variado entre as esta¢fes, houve
uma variagdo da abundancia parasitaria, sendo maior durante a estacdo seca. Devido a
sensibilidade dos moluscos (hospedeiros intermediarios) a dessecagdo (BRASIL, 2007), seria
esperado que durante a estacdo seca ocorresse uma menor abundancia e prevaléncia de
moluscos e consequentemente, uma menor abundancia de A. cantonensis em ratos durante
essa época. Entretanto, a presenca de um maior nimero de ratos com larvas jovens de A.
cantonensis no espaco subaracnéide durante a estacdo chuvosa sugere que as taxas de
infeccdo possam realmente ser maiores durante o periodo Umido. Em muitas populacbes
naturais, no entanto, 0s animais mostram mudancas sazonais nos horménios do estresse em
resposta as mudancas ambientais (por exemplo, alimentos ou falta de agua) e/ou fatores
bidticos (por exemplo, o aumento da competicdo intra-especifica) (REEDER; KRAMER,
2005). Durante a estacdo seca, 0s ratos podem apresentar uma elevacdo nos horménios do
estresse, reduzindo a capacidade de modular a infec¢do parasitaria, explicando em parte a
maior abundancia parasitaria. No entanto, ndo existem estudos de mudancgas sazonais nos
glicocorticéides em mamiferos tropicais para apoiar esta hipdtese.

Nossos resultados demonstraram que sexo, peso do hospedeiro e estacdo contribuiram
para as variagdes observadas na abundancia dos parasitos. Contudo, outras variaveis nao
incluidas no modelo podem ser importantes na determinacdo da abundancia e prevaléncia do
parasito no hospedeiro definitivo. Varidveis diretamente relacionadas com a taxa de infeccao
e abundancia do hospedeiro intermediario (tais como caracteristicas do habitat, temperatura,
umidade, ph do solo ou agua, etc) podem melhor prever as taxas de infeccdo por A.
cantonensis em R. norvegicus. Da mesma forma, o sistema imune do hospedeiro e infec¢oes

concomitantes com outros parasitos podem tambem ser importantes preditores para a
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abundancia de A. cantonensis em R. norvegicus. Para separar a influéncia dessas variaveis na
prevaléncia e abundéncia parasitarias, sdo necessarios estudos de campo associados a estudos
experimentais, uma vez que no laboratorio pode-se controlar as variaveis.

A estabilidade da prevaléncia de A. cantonensis durante todo periodo deste estudo
confirma que este parasito esta estabelecido na regido urbana do municipio de Sdo Gongalo
no Estado do Rio de Janeiro e apresenta condi¢cdes adequadas para dispersdo do parasita.
Sugerimos uma abordagem multidisciplinar que considere aspectos ecoldgicos (por exemplo,
a variacdo na dieta, capacidade de dispersdo e area de vida) dos ratos e hospedeiros
intermediérios, bem como as caracteristicas ambientais para melhor compreender a dindmica
de diversas zoonoses, incluindo a angiostrongiliase (HIMSWORTH et al., 2013). Estes
estudos sdo essenciais para a implementacdo de estratégias de vigilancia e controle a fim de
reduzir o risco da angiostrongiliase entre os moradores locais e limitar a ocorréncia de novos

focos.
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5 CAPITULO 1l

OCORRENCIA DE Calodium hepaticum (NEMATODA: CAPILLARIIDAE) EM
Rattus norvegicus DE AREA URBANA NO RIO DE JANEIRO, BRASIL: ASPECTOS
MORFOLOGICOS, QUANTITATIVOS E HISTOPATOLOGICOS.
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RESUMO

O nematoide Calodium hepaticum (syn. Capillaria hepatica) é uma helminto zoonético
encontrado infectando principalmente ratos. A prevaléncia da infeccdo de C. hepaticum em
Rattus norvegicus foi investigada em uma &rea urbana do Rio de Janeiro (Brasil) com baixo
planejamento e saneamento. A presenca de C. hepaticum foi identifica através da presenca
de lesBes macroscdpicas caracterizada por manchas extensas de coloracdo branco- amarelada
difusa por toda superficie do tecido do figado e através de analise histoldgica. A

prevaléncia total da infecgéo foi de 45% sem diferenca significativa entre o sexo e idade. A
presenca de roedores infectados proximos do peridomicilio representa um risco substancial

para a saude humana.
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ABSTRACT

The nematode Calodium hepaticum (syn. Capillaria hepatica) is a zoonotic helminth found
mainly infecting rats. We studied the prevalence of C. hepaticum infection in Rattus
norvegicus in an urban area of Rio de Janeiro (Brazil) with low urban planning and sanitation.
The presence of C. hepaticum was identified by visible yellowish-white lesions

in liver tissue and histological analyses. The total prevalence of infection was 45%, with no
significant differences between sex and age. The presence of infected rodents near the

peridomestic area poses substantial risk to human health.
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5.1 Introducao

O nematoide Calodium hepaticum (Brancroft, 1893) Moravec, 1982 (syn. Capillaria
hepatica, Hepaticus tricocephalus, Hepaticola hepatica) esta distribuido em todo o mundo e
infectam principalmente roedores e outros mamiferos, incluindo o homem (LAYNE, 1968;
CERUTI et al.,, 2001; RESENDES et al.,, 2009; CARVALHO-COSTA et al., 2009;
KATARANOVSKI et al., 2010). Os ratos sinantropicos do género Rattus sdo considerados 0s
hospedeiros mais importantes e reservatorios do parasita devido a elevada prevaléncia e baixa
patogenicidade da infeccdo (LAYNE, 1968).

O hospedeiro se infecta quando ingere ovos embrionados de C. hepaticum que irdo
eclodir no ceco. As larvas liberadas migrardo para o figado através do sistema porta onde se
desenvolvem até a fase adulta, com 15 dias ap6s a infec¢do. Apos 20 dias, as fémeas liberam
0s ovos nao embrionados no figado. Os vermes adultos morrem no figado onde sdo
desintegrados pelo sistema imune do hospedeiro, enquanto 0s ovos imaturos conservam-se no
parénquima hepéatico (ATTAH et al., 1983; CHOE et al., 1993; CAMARGO et al., 2010)
(Figura 22). A liberacdo dos ovos no meio ambiente pode ocorrer de duas formas: 1) Quando
0 hospedeiro morre, em virtude da desintegracdo da carcaca, ou 2) A partir de infeccdes
espurias ou pseudoparasitarias, quando o figado de um animal infectado € ingerido por outro
vertebrado, desta forma, os ovos ndo embrionados de C. hepaticum passam pelo trato
gastrointestinal e sdo eliminados nas fezes (infeccdo espuria) ( GALVAO, 1981;
CARVALHO-COSTA et al., 2009). Desta forma, o canibalismo e predacdo, comuns em
roedores, sdo 0s principais mecanismos de dispersdo dos ovos, que € essencial para o ciclo de
vida do nematoide (CHOE et al., 1993; NABI et al., 2007; CAMARGO et al., 2010). Uma vez
no ambiente, 0s ovos ndo embrionados necessitam cerca de 28 dias, sob condi¢des adequadas
de temperatura e umidade, para se tornarem infectantes. Nesse estagio, 0 homem pode ser

infectado ingerindo 0s ovos na dgua, no solo ou vegetais contaminados (LAYNE, 1968).
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Figura 22. Ciclo de vida de Calodim hepaticum.

No Brasil, este parasito tem sido relatado infectando o homem, cdes e gatos
domésticos (ILHA; BARROS, 2000), carnivoros selvagens (Dusicyson gymnocerus e
Dusicyon gymnocercus) ( RUAS et al., 2003; QUADROS et al., 2009), roedor silvestre
(Sciurus aestuans) (TEXEIRA; LENT, 1936) e porco-do-mato (Tayassu tajacu)
(MANDORINO; REBOUCAS, 1991). Também ja foram relatadas infec¢des de C. hepaticum
em ratos sinantropicos nos estados de S&o Paulo, Bahia e Para (ARAUJO, 1967; CHIEFFI et
al., 1981; GALVAO, 1981; MOREIRA et al., 2013).

No estado do Rio de Janeiro, foi feito um estudo prévio em populacdes de Rattus
norvegicus para deteccdo de doencas zoondticas parasitarias no municipio de Sdo Gongalo
(SIMOES et al., 2011). Desta forma, o objetivo desse estudo é determinar a prevaléncia de C.
hepaticum em R. norvegicus em uma area urbana com baixo planejamento e saneamento

urbano.
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5.2 Material e Métodos
Os animais positivos foram diagnosticados infectados por C. hepaticum baseados na

inspecdo macroscopica de lesdes caracterizadas por manchas extensas, irregulares e sinuosas,
de aspecto caseoso, coloracdo branco-amarelada opaca, difusas por toda a superficie do figado
de roedores da espécie R. norvegicus (Figura 23 A-B).

Através do estereomicroscéopio foi possivel observar corpos estranhos, intimamente
inseridos no tecido do Orgdo, capazes de serem retirados mecanicamente, embora
fragmentados. Analises microscopicas demonstraram a presenca dos nematoides C.
hepaticum, envolvidos por fina cuticula e preenchidos por centenas de ovos ( Figura 24A).
Estes ovos apresentavam, caracteristicamente, dupla casca com estrias transversais e dois
opérculos ou plug em polos opostos (Figura. 24B).

A prevaléncia foi calculada de acordo com BUSH et al. (1997). O teste Qui-quadrado
foi utilizado para comparar as diferencas na prevaléncia de parasitos entre sexo e idade dos
ratos (REICZIGEL; ROZSA, 2005).
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5.3 Resultados

A prevaléncia da infecgdo foi de 45% IC 33,8-55,9 (33/74); em machos e fémeas foi
52% IC 33,7-66,5 (22/42) e 34% IC 20,3-51,7 (11/32), respectivamente. As prevaléncias entre
as idades foram: 20% IC 4.5-52.1 (2/10) em jovens (<100g), 40% IC 19,7-64,3 (6/15) sub-
adultos (100-2009) e 51% IC 37,6-68,2 (25/49) em adultos (>200g). N&o houve diferenca
significativa na prevaléncia entre as idades e sexo (P> 0,05).

A analise histologica de figado infectado permitiu a observacdo de helmintos em
diferentes estagios inseridos em seu parénquima: formas adultas, identificadas pela presenca
de dezenas a centenas de ovos em seu interior, e ovos no tecido (Figura 25A e B). Presenca de
C. hepaticum circundado por granulomas (Figura 25C). Foi observada uma reacdo
granulomatosa no tecido com diferentes fases de tecidos conjuntivo fibrocelular. Presenca de
granulomas com necrose septal, contendo ovos intactos com intenso infiltrado granulomatoso
inflamatdrio (mondcitos e macrdéfagos) e congestdo na area infiltrada (Figura 25D). Foi
observada fibrose septal com pronunciada remodelagdo do parénquima (Figura 25E), no

entanto, no figado de alguns dos ratos foram observadas discretas dissociacfes septos

fibrocelular do parénquima hepatico em porcdes irregulares (Figura 25F).

Figura 23 A e B. Lobos do figado de Rattus norvegicus depositado em placa de Petri, imerso
em solucdo tampéo salina. Evidencia-se a extensdo das alteracbes no orgao pelas numerosas

manchas sinuosas e irregulares de coloragdo amarelada (Setas) observadas em sua superficie.
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Figura 24 A e B. Microscopia de luz de Calodium hepaticum (A) Fragmento de fémea de
parasito retirado mecanicamente do parénquima hepatico. Barra de escala: 100 um. (B)
Detalhe de um ovo embrionado com dupla camada espessa estriada e duplo opérculo nos

polos opostos (setas) Barra de escala= 50 pum.

67



Figura 25 A-F. Caracteristicas histolégicas do figado de Rattus norvegicus infectado por
Calodium hepaticum. (A) Parénquima hepatico, caracterizado pela presenca de ovos de
vermes (eg) e reacdo do sistema imunoldgico celular do hospedeiro. (B) Parénquima hepatico
com infeccdo crbnica caracterizada pela presenca de tecido fibroso (setas) e a acumulacéo de
tecido conjuntivo adjacente ao corpo do parasita preenchido com os ovos. (C) Presenca de C.
hepaticum circundado por granulomas. (D) Areas de necrose (setas). (E) Fibrose septal com

pronunciada remodelacdo do parénquima. (F) Discretas fibrose septal.
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5.4 Discussao

Este é o primeiro relato da prevaléncia de infec¢do por C. hepaticum em R. norvegicus
nesta area geogréfica. A prevaléncia do presente estudo (44,6%) é alta e semelhante aos
Estados de S&o Paulo (59%) (CHIEFFI et al., 1981), Bahia (56%) (GALVAO, 1981) e Para
(42%) (MOREIRA et al., 2013).

O curto ciclo de vida da populacdo de ratos pode contribuir para a rapida e grande
liberagdo de ovos no meio ambiente. Além disso, a alta taxa de natalidade dos roedores
fornece um numero suficiente de hospedeiros para terminar o ciclo do parasita (FARHANG-
AZAD, 1977), colaborando para uma alta prevaléncia neste hospedeiro.

A auséncia de influéncia do sexo e da idade na prevaléncia da infeccdo também foi
registrada em outros estudos (KATARANOVSKI et al, 2010) em é&reas urbanas.
Provavelmente, isso ocorre porque o canibalismo, predacéo, presenca de animais vertebrados
e invertebrados, caracteristicas do solo e comportamento social podem ser fatores importantes
na disseminacdo e manutencdo de infeccdo por C. hepaticum (CERUTI et al., 2001). Além
disso, a presenca de cées e gatos de rua, e a aqueles que tém acesso a rua, podem contribuir
para a disseminagdo de ovos e servir como fonte de infecgdo para outros animais e seres
humanos.

Os achados histopatoldgicos no figado sdo semelhantes a outros estudos realizados em
ratos naturalmente e experimentalmente infectados (CERUTI et al., 2001; KATARANOVSKI
et al., 2010; MOREIRA et al., 2013). O achado mais comum em ratos infectados por C.
hepaticum € a fibrose septal do figado que se caracteriza pela formacdo de longos e finos
septos fibrosos ao longo da zona acinar Ill, conectando-se entre elas veias centrais e,
posteriormente, para espaco porta, formando pontes (SANTOS et al., 2001).

A partir desses resultados, podemos concluir que os roedores infectados e o0s
potenciais animais domésticos infectados no peridomicilio representam risco a salde humana,
principalmente, para as criancas que sao as mais suscetiveis a infeccdes (SAWAMURA et al.,
1999)
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6 CONCLUSOES GERAIS

O roedor sinantrépico R. norvegicus na regido urbana de S&o Gongalo estava
parasitado por oito helmintos, sendo quatro espécies com potencial zoonotico
(Angiostrongylus cantonensis, Hymenolepis nana, Monliformis monilifromis e
Calodium hepaticum). Desta forma, confirma-se a importancia desses roedores na

transmisséo de doencas aos homem e o risco que eles representam a populacdo local.

A comunidade helmintica gastrointestinal esté estruturada predominantemente por
nematoides, sendo Nippostrongylus brasiliensis e Strongyloides venezuelensis as
espécies dominantes, Heterakis spumosa, Raillietina sp. e H. nana as co-dominante, e

M. moniliformis subordinada.

A ocorréncia do nematoide S. venezuelensis apresentou relacdo significativa com a
pluviosidade, demonstrando a importancia das condigdes ambientais na transmisséo

deste parasito ao roedor.

A prevaléncia elevada e constante de A. cantonensis durante o estudo confirma que o
parasito estd bem estabelecido na regido urbana de Sdo Gongalo, RJ. Além disso, a
prevaléncia variou significativamente quando considerado o sexo e idade do roedor,
enquanto que estacdo, sexo e idade do hospedeiro contribuiram para a variacao

observada na abundancia.

Sexo e idade do hospedeiro ndo influenciaram a prevaléncia de Calodium hepaticum
que é relativamente alta podendo o canibalismo, predacdo, presenca de animais
vertebrados e invertebrados, caracteristicas do solo e comportamento social ser fatores

importantes na disseminag@o e manutencdo de infeccdo por C. hepaticum.
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8.1.1 ENDEMIC ANGIOSTRONGYLIASIS, RIO DE JANEIRO, BRAZIL. Emerging
Infectious Diseases, v.17, n. 7, 1331-1333, 2011.
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Whether C.  hongkongensis
belongs to the mtestinal flora, as
do Bifidobacterium. Eggerthella,
Eubacterium. and Lactobacillus spp..
remams undetermined. Codony et
al. recently investigated by real-time
PCR the presence of Catabacteriaceae
in 29 water samples in the vicinity of
Barcelona, Spain. Four samples were
positive, demonstrating presence
of this organism in the European
environment and its probable enteric

origin (4).
Because our patient sought
treatment with severe infection

associated with isolation of other
pathogenic bacteria, whether blood
infection by C. hongkongensis may be
responsible for such a fatal outcome
1s unknown. Nevertheless, we can
exclude sample contamination by this
anaerobic bactenia for the 2 following
reasons. First, anaerobic contaminants
are rare 1n blood cultures and generally
involve Propionibacterium acnes.
Furthermore, the rapid growth of the
present isolate in blood cultures within
3 days suggested a relatively high
bacterial load in the blood sample.

Our report confirms that C.
hongkongensis can be found in
blood culture associated with
gastrointestinal disease and may
reflect intestinal perforation.
Identification may be difficult.
Isolation of motile gram-positive
anaerobic bacillus together with
catalase positivity should lead to
suspicion of C. hongkongensis
in  clinical laboratories.  Full
identification ofthis pathogenrequires
16S sequencing. Environmental
reports have demonstrated the
presence of this organism in human
wastewater in  Europe, which
suggests that it may be universally
present as part of the normal human
gastrointestinal flora.
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Endemic
Angiostrongyliasis,
Rio de Janeiro,
Brazil

To the Editor: The nematode
Angiostrongylus cantonensis (rat lung
worm), a zoonotic parasite that can
accidentally infect humans and cause
eosmophilic meningoencephalitis. has
the Norway rat (Rattus norvegicus)
as one of its most frequent definitive
vertebrate hosts (7). Adult worms
live 1n the pulmonary arteries of the
definitive hosts. which excrete first-
stage larvae in their feces. Intermediate
hosts, such as snails and slugs. are
infected by first-stage larvae, which
reach the infective third stage after
2 molts. Third-stage larvae are then
ingested by rats as they feed on the
mtermediate hosts. thus closing the
life cycle. Humans become infected
by eating raw or undercooked snails
and slugs and through paratemic hosts
and vegetables contaminated with
mfected snail mucus (2).

In  Brazl the first 3
documented cases of eosinophilic
meningoencephalitis occurred in 2007
i 2 cities 1n the southeastern state of
Espirito Santo (3). In 2009, a new case
was reported in Pemambuco in the
northeast region (4). Only intermediate
hosts have been found naturally
mnfected with rat lung worm in Brazil.
Infected terrestrial and freshwater
snails of the species Achatina fulica.
Sarasinula  marginata,  Subulina
octona, and Bradybaena similaris
i Espirito Santo; 4. fulica and
Pomacea lineata in Pemambuco; and
A. fulica in Rio de Janeiro and Santa
Catarina have been reported (3.5.6).
Thus. because of the recent cases of
eosinophilic meningoencephalitis 1n
Brazil and the occurrence of naturally
mnfected 4. fulica snails m Rio de
Janeiro. we investigated the existence
of potential natural reservoirs for the
parasite 1 Sdo Gongalo.
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Sio Gongalo (22°4826.7"S.
43°00'49.1"W) 1s a  densely
populated  city (=1  million
inhabitants) with a tropical Atlantic
climate (14°C-35°C) that 1s part of
the metropolitan region of Rio de
Janeiro. Two collections were made
in March and June 2010. Forty live
traps (20 Tomahawk [Tomahawk
Live Trap Company, Tomahawk, WI,
USA] and 20 Sherman [H.B. Sherman
Traps Inc., Tallahassee. FL, USA]
traps) were placed along two 30-m
transects for 4 consecutive nights
(Brazilian Institute of Environment
and Renewable Natural Resources
license no. 2227-1/2010) 1n an urban
area where A. fulica snails had been
collected in high numbers. Twenty-
seven Norway rats (16 males) were
captured. We collected 265 adult
lung worms from the pulmonary
arteries of the captured animals.
fixed the worms in 70% ethanol. and
taxonomically identified them as 4.
cantonensis on the basis of the large
size of the spicules and the pattems
of the bursal rays (7). Voucher
specimens have been deposited in the
Helminthological Collection of the
Oswaldo Cruz Institute (no. 35712).
Nineteen (74%) rats were infected;
mean intensity and mean abundance

were 13.52 £ 2.36 and 9.81 = 1.96,
respectively.

To confirm the morphologic
identification of the Angiostrongylus
specimens obtained. a DNA bar
coding approach was used. DNA was
extracted from 3 ethanol-preserved
adult worms previously recovered
from the pulmonary arteries of
a naturally infected Norway rat,
PCR-amplified, sequenced for a
partial region of the COI gene (8).
and subsequently compared with
available GenBank Angiostrongyius
spp. sequences. The three 360-bp
COI sequences obtamned (GenBank
accession no. HQ440217) were
Clustal-aligned (www.clustal org)
with homologous COI fragments of 4.
cantonensis (GenBank accession no.
GQ398121). 4. vasorum (GenBank
accession nos. EU493162. EU493163.
EU493166, EU493167), and A
costaricensis (GenBank accession
no. GQ398122) and subjected to
phylogenetic analysis. Ancylostoma
tubaeforme (GenBank accession no.
AJ407940) was used as the outgroup.
Haplotypes for 4. vasorum 1solates
from Brazil (4. vasorum 5421,
5641, and 5642) were reconstructed
from published information (9)
and included in the alignment. We

A. vasorum United Kingdom (EU493163)

A vasorum Gemmany [EU403167)
104 | 4. vascam Denmark [EU433165)

g7 A. vasorum Portugal [EU493162)

. vasorum Brazil 5642

A. vasorum Brazil 8641
100 EA

A. wasorum Brazil 5421

A s (GQ3€8122)

A. cantonesis China (GQ3%8121)

~ A, cantonensis Rio de Janeiro 1
_O)-I A_cantonansis Rio de Janeiro 2

1
A, centonensis Rio de Janeiro 3

P
ow

Ancylosto baeoforme (AJ07940)

Figure. Neighbor-joining phylogenetic tree based on Kimura 2-parameter (K2-p) distances
that includes all Angiostrongylus COl sequences in GenBank and the sequences obtained
from 3 Angiostrongylus specimens recovered from the pulmonary arteries of a naturally
infected Norway rat (Rattus norvegicus) from Sdo Goncalo, Rio de Janeiro, Brazil, 2010.
The specimens yielded 1 haplotype, which clustered together with the A. cantonensis
haplotype from the People’s Republic of China with a low genetic distance (K2-p 0.038).
Scale bar indicates 0.02 K2-p genetic distance.
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used MEGA4 (www.megasoftware.
net) to construct a neighbor-joining
phylogenetic tree based on Kimura
2-parameter (K2-p) distances (Figure).
The 3 4. cantonensis specimens from
Sio Gongalo, Rio de Janeiro. yielded a
single haplotype, which formed a clade
with the A. cantonensis haplotype
from the People’s Republic of China
with low genetic distance (K2-p
0.038) and high bootstrap support
(98). thus confirming the morphologic
identification.  Comparisons  with
the other 2 Angiostrongylus species
yielded higher genetic distance values
(K2-p 0.120, with 4. vasorum. and
0.149. with 4. costaricensis).

These results indicate that A.
cantonensis lung worm infection is
enzootic among the exotic Norway
rat population in the region studied.
The natural infection rate of 74% is
the second highest reported among
14 severely A. cantonensis infection—
endemic regions (2). These findings.
together with the observation of dense
populations of A. fulica snails in urban
areas of the country (10), call attention
to the risk for disease transmission to
humans. given that Norway rats also
are likely to be present in these areas.

Local residents should be
informed about disease transmission
and prevention, and physicians should
consider 4. cantonensis lung worm
infection in the differential diagnosis
when appropriate. Although public
health authorities should consider
implementation of  surveillance
and control strategies to reduce the
populations of snail and rat hosts,
a better understanding 1s needed of
the epidemiologic significance of
these findings. which can be attained
through studies to identify human
cases of eosinophilic meningitis in the
region.
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Aircraft and Risk
of Importing a New
Vector of Visceral

Leishmaniasis

To the Editor: Kala-azar. or
visceral leishmaniasis, 1s a parasitic
disease that leads to fever, anemia.
and hepatosplenomegaly. Death 1s the
usual outcome when infection is not
treated. The majority of infections are
caused by the protozoan Leishmania
donovani. restricted to India and
eastern Africa, but the most widespread
are caused by L. infantum. found from
People’s Republic of China to the New
World. where it infects humans, dogs,
and wild canids. All Mediterranean
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countries are affected by L. infantum.
where most patients are co-infected
with HIV. Several species of sand flies
transmut the disease (7).

During the 1980s, urban
transmussion of kala-azar became a
major problem in Brazil. More than
3.000 cases are reported annually.
and the disease has spread from
northeastern Brazil westward to the
Amazon region. as well as to the
mndustrialized southeast. Several as
yet unproven explanations for the
urbanization of kala-azar in Brazil
have been proposed (2). but whatever
the reason. 1t 1s associated with
proliferation of Lutzomyia longipalpis
sand flies, which, in tum. are strongly
associated with human environments.
The vector can easily spread by
entering buses or trains looking for
food at night or for hiding places
at dawn. Invasion of new areas by
sand flies through transportation of
omamental plants has been observed
(R. Brazil, pers. comm.), possibly by
mnsect eggs or larvae being carried in
organic matter.

Kala-azar has now reached
the temperate Brazilian south and
Argentina. This spread of the disease
wams us of the danger of introduction
in other temperate areas. Europe is
particularly vulnerable because of
the existing natural transmussion of
L. infantum. This risk 1s increased by
recently created daily direct flights
to Lisbon from Fortaleza, Natal
Brasilia, and Belo Horizonte (Figure),
Brazilian cities where epidemics of
the disease have occurred. Lisbon is
suitable to canine infection. and >10%
of dogs may be infected (3). The
climate is a barrier for the introduction
of many vectors outside their normal
range. such as Anopheles gambiae
mosquitoes in temperate zones (4.5).
but the threshold of change for L.
longipalpis sand flies 1s minimal
The Mediterranean area is as dry as
northeastern Brazil. where the disease
is now highly endemic. Furthermore,
the annual average temperature and
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Abstract

Background: The nematode Angiostrongylus cantonensis is a zoonotic parasite and the most important cause of
eosinophilic meningitis worldwide in humans. In Brazil, this disease has been reported in the states of Espirito Santo
and Pernambuco. The parasite has been detected in the naturally infected intermediate host, in the states of Rio de
Janeiro, Pernambuco and Santa Catarina. The murid Rattus norvegicus R. rattus were recently reported to be naturally
infected in Brazil. In this study, we conducted a two-year investigation of the dissemination pattern of A. cantonensis in
R nonegicus in an urban area of Rio de Janeiro state, Brazil, and examined the influence of seasonality, year, host weight
and host gender on parasitological parameters of A. cantonensis in rats.

Methods: The study was conducted in an area of Trindade, S3o Gongalo municipality, Rio de Janeiro, Brazl. Prevalence
of infected rats, intensity and abundance of A. cantonensis were calculated, and gereralized linear models were
created and compared to verify the contribution of host gender, host weight, year and seasonality to the variations
in A. cantonensis abundance and prevalence in rats.

Results: The prevalence of A. cantonensis infection was stable during the rainy (71%, Cl 58.9- 81.6) and dry seasons
(719%, Cl 57 9-80.8) and was higher in older rats and in females. Seasonality, host weight (used as a proxy of animal

age) and gender were all contributing factors to variation in parasite abundance, with females and heavier (older)

animals showing larger abundance of parasites, and extreme values of parasite abundance being more frequent in
the dry season.

Conclusions: The high prevalence of this parasite throughout the study suggests that its transmission is stable and
that conditions are adequate for the spread of the parasite to previously unaffected areas. Dispersion of the parasite
to new areas may be mediated by males that tend to have larger dispersal ability, while females may be more
important for maintaining the parasite on a local scale due to their higher prevalence and abundance of infection.
A multidisciplinary approach considering the ecological distribution of the rats and intermediate hosts, as well as
envircnmental features is required to further understand the dynamics of angiostrongyliasis.

Keywords: Rattus norvegicus, Angiostrongylus cantonensis, pattern of infection, Brazil
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Background

The rat lungworm Angiostrongylus cantonensis is a
nematode that, in its adult stage, parasitizes the pulmonary
arteries of the synanthropic rodent Rattus norvegicus, the
definitive host [1]. Mollusc species act as intermediate
hosts and are infected by the first larval stage (L;) elimi-
nated in rodent feces. Three weeks after mollusc infection,
the larvae molt to the infective third stage (Ls), becoming
adult worms after being ingested by rats [2]. Humans be-
come infected mainly by ingesting infected intermediate
host or parts of the intermediate host consumed inadvert-
ently when contaminating food is ingested, but may ako
be infected by consuming paratenic hosts (shrimps, crabs,
frogs, planarians, and lizards) [3].

The recent introduction of A cantonensis to the
Americas [4] has resulted in human cases of eosinophilic
meningitis throughout the continents [5-10]. In Brazil,
this disease has been reported in the states of Espirito
Santo, Pernambuco and Sio Paulo [7,11,12], and the nat-
ural intermediate host A. fudica has been observed in the
states of Rio de Janeiro, Pernambuco and Santa Catarina
[13,14]. Recently, R. norvegicus and R. rattus have been
reported to be naturally infected in Brazil [15,16].

Although A. cantonensis is currently spreading rapidly
throughout the Americas [4], there have not been any
studies that have focused on the role of R norvegicus in
parasite transmission; instead, most studies have focused
only on the intermediate host [17,18]. Horizontal studies
are important because they allow us to characterize the
profile of parasite transmission. In this study, we con-
ducted a two-year investigation of A. cantonensis dis-
semination pattern in R. morvegicus in an urban area of
Rio de Janeiro state, Brazil, and examined the influence
of seasonality, year, host weight (used as a proxy for host
age), and host gender on the prevalence and abundance
of A. cantonensis in rats.

Methods

Study area

The study was conducted in an urban area of Trindade,
530 Gongalo municipality (22°4826.7"S, 43°0049.1"W),
the second most populous city (~1 million habitants) in
the state of Rio de Janeiro, Brazil (Figure 1). The climate
is tropical with recognizable seasons: a rainy season
from October to May and a dry season from April to
November. The annual average temperature of the region
is 25°C, with maximum and minimum temperatures ran-
ging from 38°C to 17°C, respectively. The annual rainfall
is 1200 mm (data obtained from Urban Climatological
Station from Geosciences lab-LABGEQ).

Rodent capture
We established three transects spaced approximately
50 meters apart with 20 trapping stations each along
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polluted watercourse banks close to human habitats. A
trapping station was established every 5 meters and in-
cluded both a Tomahawk® trap (16 x5x 5 inches) and
Sherman® trap (3 % 3.75 x 12 inches). The study was con-
ducted every three months from March 2010 to December
2011 and each capture session lasted 4 consecutive days.

Captured rodents were transported to a field labora-
tory, where they were euthanized in a CO, chamber,
sexed, weighed and necropsied. All animal procedures
followed the guidelines for capture, handling and care of
mammals of the American Society of Mammalogists
[19]. The collection permits for rodents were obtained
from the Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ) Ethical
Committee on Animal Use (Permit Number: LW 24/10)
and the Brazilian government's Institute for Wildlife and
Natural Resources (Permit Number: 24353-1). Biosafety
techniques were used during all procedures involving
biological samples [20].

Parasitological procedures

Helminths were collected from the pulmonary arteries
and subarachnoid spaces. The organs were separated in
Petri dishes and dissected under a stereomicroscope to
remove the parasites. The collected worms were washed
twice in physiological (0.9%) saline to remove tissue deb-
ris and were stored in 70% ethanol Nematodes were
clarified in lactophenol (40% lactophenol, 20% lactic
acid, 20% phenol, and water g.s.p. 100 mL) and identi-
fied using a Zeiss Standard 20 light microscope. The
morphology of the caudal bursa and size of the spicules
were used as taxonomic characteristics for species iden-
tification according to Maldonado et al. (2010) [13] and
Chen (1935) [21].

Data analyses

Prevalences with their Sterne’s exact 95% confidence in-
tervals (CI) [22] and the k index of aggregation were cal-
culated using the program Quantitative Parasitology 3.0
[22]. For that, animals were divided into three age clas-
ses according to their weight: juveniles (<100 g), sub-
adults (100-200 g) and adults (=200 g) [23]. A binary
logistic regression was used to investigate the influence
of season, year, host gender and host weight (used as a
proxy of animal age) on the presence/absence of A. can-
tonensis in rats and a generalized linear model with a
negative binomial distribution and log link was per-
formed to verify the contribution of those variables to
the observed variation in A. cantonensis abundance in
pulmonary arteries of rats. We created models consisting
of all combinations and interactions of predictors, as
well as additional models containing an interaction be-
tween gender and weight plus year and/or season as
additional variables. These additional models were in-
cluded because a priori analyses pointed out the inclusion
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Figure 1 Map showing the study area.
\

of the interaction “host gender® host weight” on the pool
of best-fitting models (see below). All analyses were per-
formed using PASW Statistics Version 18.0. Models were
compared using the Akaike Information Criterion cor-
rected for small sample size (AICc). Models were ranked
based on the difference between the best approximating
model (model with the lowest AICc) and all others in the

set of candidate models (AAICc); models with differences
within two units of the top model were considered com-
petitive (best-fitting) models with strong empirical support
[24]. The relative importance of each predictor (or inter-
action of predictors) was quantified by calculating relative
variable weights (var. weight), which consist on summing
the Akaike weights across all the models where the
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predictor occurs. To better investigate model fit, we
calculated the likelihood ratio chi-square test for the
best-fitting model of parasite abundance; we also cal-
culated the Hosmer-Lemeshow statistic and computed the
Nagelkerke R* for the top model of parasite presence/
absence. The wald Chi-Square test was used to check
parameter significance in the best-fitting model.

We used the Mann—Whimey [/-test and Moses test of
extreme reaction in post-hoc analyses to test for differ-
ences in the parasite abundance and its range between
host gender and seasons, whenever these predictors
appeared amongst best-fitting models for parasite abun-
dance. Spearman rank correlation was also used in post-
hoc analyses to verify how parasite abundance varied
with host weight in males and females. For all signifi-
cance tests, a = 0.05.

Results

One hundred and fourteen R. norvegicus were captured
during the study. Fifty-six rats were collected during the
rainy season (4 rats were not weighed) and 58 during
the dry season (Table 1).

A total of 861 adult worms were recovered from pul-
monary arteries and 82 young worms (L5) in the sub-
arachnoid space found in all age class. The highest
parasite burden (42 adult helminths) occurred in an
adult female during the dry season. In addition, the dis-
tribution of the nematodes was aggregated (k = 2.04).

Four models were considered competing models in the
analysis of parasite presence/absence in R. norvergicus, but
their likelihoods were relatively low (from 012 to 0.19
Table 2). Moreover, model fit for the best-fitting model
(model 1; Table 2) was alko low (Nagelkerke R =0.221;
Hosmer-Lemeshow statistic: Chi-squared test = 8.561;
df = 8; P =0.381). Parasite presence/absence was best pre-
dicted by host weight (B4 ; =0.006; var. weight = 0.54),
host gender (Pranae, moder 1 = 1.191; var. weight = 0.50), and
vear (Baoio, moder 1= —0.693; var. weight= 0.50), although
“year” was not a significant variable in the top model (Wald
Chi-square =2.20; df = 1; p=0.138); All the other predic-
tors in the best-fitting model were significant (P < 0.05).
The prevalence of A. cantonensis varied from 63% to 87%

Table 1 Number of Rattus norvegicus infected by
Angiostrongylus cantonensis organized by age, sex
and season

Age* Rainy Season Dry Season Total
Male Female Male Female
Juvenile 20 2(3 74 0 5014
Subadults 1(1) 7(8 26 6(8) 16 (23
Adults 12(17) 13 (18) 18 (25) 13 (15) 56 (73)
Positive rats (total number of collected rats).
*n=110.
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Table 2 Ranking of best-fit models describing parasite
presence/absence in Rattus norvegicus captured at Sao
Gongalo, Rio de Janeiro/Brazil from 2010 to 2011;

k = number of parameters in the models

Model Logll) AICc k AAICc AICc
weight
1-Year + host gender + host weight —54.30 11698 4 000 Q19
2-Host gender + host weight =5541 1705 3 008 [ F]
3-Year + host gender % host weight —5435 11708 4 010 QI8
4-Host gender < host weight —5580 1782 3 0BS5S o1z

(Table 3; Figure 2), and tended to be higher in females
(78%; CI 65.2-87.2) than in males (59%; CI 46.4-70.1), while
the prevalence in juveniles (43% CI 21.3-67.5) tended to be
lower than in sub-adults (70% CI 48.9-84.5) and adults
(77% CI 65.7-85.0). Prevalence was marginally larger in
2011, but confidence intervals overlapped considerably in
this case (79% CI 66.4-88.1 against 64% CI 51.4-74.9; see
also Table 3). The interaction between host weight and
gender appeared in the third and fourth the best-fitting
models for parasite presence/absence (Table 2), but its rela-
tive weight was lowest amongst predictors present in the
best-fitting models (var. weight =0.40). Prevalence in-
creases with age in both host sexes, but the difference be-
tween males and females occurs mostly in juveniles and
subadults, with females showing larger prevalences than
males. The multivariate analyses using host gender, host
weight, year and season as independent variables and A.
cantonensis abundance as the dependent variable indicated
that two models were considered competitive (models 1
and 2; Table 4). Season, host weight and host gender
contributed to variation in parasite abundance (likelihood
ratio chi-square for model 1=16.03; df=3; p=0.001),
even though Akaike weights indicated that the likelihood
of the best-fitting models were relatively low (AICc
weights =0.40 and 0.15; Table 4). The variable “season”
(var. weight =0.87) appeared amongst the best-fitting
models because 90% of the animals with abundance
greater or equal than 20 worms (N = 11) were found in
the dry season (Bary sewson.model 1= 0.579). Indeed extreme
values of parasite abundance were more likely to occur in
the dry season (Moses test of extreme reaction: P < 0.00L;
Figure 3B); parasite abundance, however, did not differ
between seasons (P =0.221). The interaction between
host gender and host weight (var. weight = 0.57) appeared
amongst the best-fitting models because the relationship
between parasite abundance and host weight is stronger
in females (Pranaeswaght, model 1 =0.004) than in males
(Prnalesweight, model 1 = 0.002), and the p value for males was
not significant (Wald Chi-Square = 2.971; df = 1; p = 0.085).
All the other parameters in the top model were sig-
nificant (P < 0.05). Post-hoc correlations between parasite
abundance and heost weight showed that A. cantonensis
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Table 3 Prevalence (95% confidence interval), median intensity, and mean abundance followed by the standard
deviation of Angiostrongylus cantonensis in Rattus norvegicus collected during 2010 and 2011

Season Month/year Number of host Prevalence Median intensity Mean abundance

Rainy March/2010 15 67% (415-85.0) Bx57 62+66

Dry June/2010 15 67% (41.5-85.0) 18+ 126 127£135
September/2010 19 63% (40.9-809) 1M+598 BE+93

Rainy December/2010 12 67% (51.7-93.2) B5+51 64+559
March/2011 14 79% (38.6-83.8) 10+77 66+ 78

Dry June/20M 15 87% (50.9-97 5) 10+59 B2+955
September/2011 10 7076 (392-89.7) B+ 44 52451

Rainy December/2011 14 79% (51.7-93.2) 755 52+55

abundance increases with host weight in both sexes
(Riemates = 0.40, N =50, P = 0.004; Ruules = 0.30, N =060,
P =0.002), which would explain why “host weight”
(var. weight =0.37) appeared as a main effect in the second
best model (Model 2, Table 4).

Moreover, females had larger parasite abundance
(P =0.044) and extreme values of parasite abundance
than males (P =0.004; Figure 3A). Despite differences
in parasite abundance between males and females,
“host gender” as a main factor had the lowest relative
variable weight amongst predictors in the best-fitting
madels (0.28).

Discussion

The prevalence of A. cantonensis in R. norvegicus in Rio
de Janeiro is relatively high compared to other localities
where infected rats have been found [3]. As reviewed by
Wang et al. (2008) [3], areas in Cuba and the Dominican
Republic (both in the Americas) had a high prevalence
of A. cantonensis at 60% (12 infected rodents of 20 col-
lected) and 100% (5 infected rodents in 5 collected), re-
spectively. However, the small sample sizes used in these
short-term studies do not allow conclusive results and

Rainy season

Dry season

Figure 2 Prevalence followed by 95% confidence interval (CI)

of Angiostrongylus cantonensis in Rattus norvegicus collected

during rainy and dry season in an urban area from Rio de
LJaneirn, Brazil.

preclude inference from the helminth infrapopulation
structure. In our study, we observed a high and stable
prevalence of A. cantonensis over two years, which sug-
gests that transmission is continuously high. Prevalences
were marginally larger in 2011, but confidence limits
overlapped considerably between years (see also Table 3).
It would be interesting, however, to investigate whether
A. cantonensis prevalence in R norvegicus is gradually
increasing in the long-term.

The recent settlement of A. cantonensis in the study
area of 530 Gongalo, Rio de Janeiro state could partially
explain the high prevalence of this parasite. Additionally,
the presence of the exotic intermediate host A. fulica in
the study area [14], and its recent dispersion to all the
27 federations in Brazil [14,25,26] may contribute to the
establishment and increase of A cantonensis transmis-
sion to its vertebrate host. However, nothing is known
about the population dynamics of the mellusc species
present in the study area, although it has been demon-
strated that variation in the structure of the intermediate
host population plays an important role in the seasonal
fluctuations in helminth community parameters in the
definitive host [27]. Stability in prevalence may also be
caused by the following: (1) a long parasite lifespan in
the definitive host and liberation of L; larvae over long
periods of time, which may maintain parasite transmis-
sion to the intermediate host even in times of low snail
abundance in the environment; (2) the presence of more
than one mollusc species that is able to facilitate devel-
opment to the infective larval stage Ly [28]; (3) the lack
of factors constraining rat abundance (e.g, constant and
high food availability and refuge); and (4) A. cantonensis
genetic heterogeneity [29,30], which may facilitate adap-
tation to new environments.

The positive relationship between A. cantonensis abun-
dance and rat weight is at least partially associated with
higher parasite burdens in older (and heavier) rats. As
previously reported [31,32], this observation is likely due
to the longer period of exposure to infection, which is also
corroborated by the higher parasite prevalence found in

92



Simoes et al Parasites & Vectors 2014, 7:100
httpy/www.parasite sandvectors.com/content/7/1/100

Page 6 of 8

Table 4 Ranking of best-fit models describing parasite abundance in Rattus norvegicus captured at Sao Gongalo, Rio de
Janeiro/Brazil from 2010 to 2011; k = number of parameters in the models

Model Log(l) AlCc k AAICE AlCc weight
1-Season + weight x gender -33153 6714 4 000 040
2-Season + weight + gender —-33247 6733 4 1.8 015
3-5eason + gender x weight + year -33151 6736 5 216 013
4-Season + gender + weight + year -33235 6753 5 38 0.06

Models 3 and 4 are presented for comparison purposes only.

adult rats. Additionally, the relatively weak relationship
may also suggest the presence of a regulatory process for
parasite density. Indeed, experimental studies demon-
strated that rats exposed to A. cantonensis are able to
modulate the parasite burden when re-infected [33].

Males have higher levels of testosterone and larger
home ranges than females [34,35], which would poten-
tially increase the probability of acquiring/maintaining
an infection [36,37]. However, females had a higher
prevalence and abundance of A. cantonensis than males,
and the relationship between parasite abundance and
host weight was also stronger in females, which some-
what undermines the hypothesis that males are more
frequently exposed to infection because of their larger
home ranges and/or testosterone levels. Although male
mammals generally harbor more helminth parasites than
females [37], the hormonal response of each gender may
determine their distinet parasitic profiles [38]. Some
studies have demonstrated female-biased parasitism
[39-41], suggesting that sex-biased parasitism is a com-
plex phenomenon influenced by hormones other than
testosterone [39] and that additional variables in the
host-parasite relationship can influence predisposition to
infection and parasite burdens. For example, female ado-
lescents seem to locomote more and spend more time
exploring aversive areas than males of the same age [42];
if that implies that females explore their home ranges

better, then they may be more prone to infection than
males. This would explain why prevalences are particu-
larly higher in juvenile and subadult females than males
(see Table 3). Notwithstanding, our findings indicate that
females may be particularly important for maintaining
the parasite at a local scale due to their higher preva-
lence and abundance of infection and their philopatric
behavior, whereas dispersion of the parasite to new areas
may be mediated mainly by males that tend to have larger
dispersion ability [43,44].

Although the prevalence of A. cantonensis did not vary
between seasons (Table 3), the range of parasite abun-
dance was greater during the dry season. Because the
molluse intermediate hosts are susceptible to desiccation
[45], we would expect a lower abundance of snails and a
consequently lower prevalence and abundance of A. can-
tonensis in rats during that season. The presence of a
larger number of rats with young larvae of A. canto-
nensis in the subarachnoid space during the rainy
season suggests that infection rates may actually be
higher during the wet season. In many natural popu-
lations, however, animals show seasonal changes in
stress hormones as a response to environmental changes
(e.g. food or water shortage) and/or biotic factors (e.g.
increased intraspecific competition) [46]. If stress hor-
mones in rats were high during the dry season, then indi-
viduals may be less able to modulate parasite infection,
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Figure 3 Median, quartiles, and minimum and maximum values of abundance of Angiostrongylus cantonensis in Rattus norvegicus
collected in an urban area from Rio de Janeiro, Brazil. Values are given for (A) host gender and (B) season of data collection.
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which would explain the rats with higher burdens in that
season. Nevertheless, there are no studies of seasonal
changes in glucocorticoids in tropical mammals to sup-
port this hypothesis.

In summary, our results demonstrated that mainly
host gender and host age (measured as host weight) con-
tributed to variation in A. cantonensis prevalence, while
season, host gender and host weight influenced parasite
abundance. However, model fit for both parasite abun-
dance and prevalence was low, which means that add-
itional variables not investigated may be relatively mare
important for determining parasite abundance/prevalence
in the definitive host For instance, variables directly linked
to infection rates and the abundance of the intermediate
hosts might better predict R. norvegicus infection rates.
Likewise, the host immune system and concomitant infec-
tion with other parasites may also be important predictors
for the abundance of A. cantonensis in R. norvegicus. To
disentangle the influence of these variables on parasite
abundance and prevalence, field studies need to be associ-
ated with experimental studies.

Conclusions

The stability of A. cantonensis prevalence throughout
the duration of this study confirms that this parasite is
established in the urban region of Sio Gongalo muni-
cipality in Rio de Janeiro State and is under adequate
conditions for spreading to other areas. We suggest
that a multidisciplinary approach that considers eco-
logical aspects (e.g., variation in diet, dispersal ability
and home range) of the rats and intermediate hosts, as
well as environmental features is required to further
understand the dynamic of several zoonoses, including
angiostrongyliasis [47]. These studies are therefore es-
sential for the implementation of surveillance and con-
trol strategies to reduce the risk of angiostrongyliasis
among local residents and to limit the occurrence of
new focl.
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PREVALENCE OF Calodium hepaticum (SYN. Capillaria hepatica) IN Rattus norvegicus
IN THE URBAN AREA OF RIO DE JANEIRO, BRAZIL.

Raquel O SIMOES (1), José L. LUQUE (2), Marta Julia FARO (3), Ester MOTTA (4) &

Arnaldo MALDONADO JR. (3)

SUMMARY

The nematode Calodium hepaticum (syn. Capillaria hepatica) is a zoonotic helminth found
mainly infecting rats. We studied the prevalence of C. hepaticum infection in Rattus
norvegicus in an urban area of Rio de Janeiro (Brazil) with low urban planning and sanitation.
The presence of C. hepaticum was identified by visible yellowish-white lesions in liver tissue
and histological analyses. The total prevalence of infection was 45%, with no significant
differences between sex and age. The presence of infected rodents near the peridomestic area
poses substantial risk to human health.

KEYWORDS: Rattus norvegicus, Calodium hepaticum, prevalence, Rio de Janeiro.

The zoonotic nematode Calodium hepaticum (Brancroft, 1893) Moravec, 1982 (syn.
Capillaria hepatica, Tricocephalus hepaticus, Hepaticola hepatica) has global distribution

and mainly infects rodents and other mammals, including humans®®*°. Synanthropic rats of
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the genus Rattus are considered the most important hosts and reservoirs of this parasite due to
the high prevalence and low pathogenicity of the infection®.

Adult worms colonize the hepatic parenchyma of the host, where the eggs are released.
For successful parasite transmission, host death is necessary, after which the infected tissue
needs either to be consumed by a predator and released in the feces (spurious infection) or
decomposed in the environment, allowing the eggs to become embryonated and infective. In
this stage, humans can be infected ingesting the eggs in water, soil or contaminated fruits and
vegetables® The disseminator animals ingest the eggs, which pass through the gastrointestinal
tract and are dispersed in the environment™.

In Brazil, this parasite has been reported infecting humans and various species of

domestic and wild mammals®1131415

1820 In synanthropic rodents, C. hepaticum has been
recorded in the states of S&o Paulo, Bahia and Para>"*. In Rio de Janeiro, a previous survey
was performed to monitor Rattus norvegicus for detection of zoonotic parasitic diseases in a
densely populated urban region®. The objective of this study was to determine the prevalence
of C. hepaticum infection in R. norvegicus in an urban area with low urban planning and
sanitation.

Seventy-four specimens of R. norvegicus were captured in the city of Sdo Gongalo
(22°48°26.7’S, 43°00°49.1”W), state of Rio de Janeiro in 2011 using Tomahawk® traps
(Model 201; 40.6 x 12.7 x 12.7 cm). Rodent collection permits were obtained from the
committee on animal research ethics (CEUA no. LW 24/10) of Oswaldo Cruz Foundation
(Fiocruz). Body weight was used as a proxy for host age according to WEBSTER &
MACDONALD (1995)?!. Prevalence was measured as in BUSH et al.! followed by 95%
confidence interval (Cl). Chi-squared analyses were used to test significant differences in the
prevalence of parasites between the sex and age of the rodents*®. Macroscopic examination of

the liver was conducted to screen for the presence of C. hepaticum, detected by the presence

of yellowish-white lesions caused by adult worms and eggs. These findings were then
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confirmed by histology. Collected liver samples were fixed in Milloning and routinely
processed for histological examination, then embedded in paraffin and sliced into 5-pum
sections. The material was stained with hematoxylin-eosin (HE) .The histological slides were
observed under a Zeiss Observer Z1 light microscope, and images were acquired using a Zeiss
Axio Cam HRc camera. The images were processed by the Axio Vision Rel. 4.7 software.
Two randomly chosen sections of each lesion were included for histological examination.

The overall prevalence of infection was 45% IC 33.8-55.9 (33/74); 52% IC 33.7-66.5
(22/42) in males and 34% IC 20.3-51.7 (11/32) in females. Among the rat ages, the
prevalence rates were: 20% IC 4.5-52.1 (2/10) in juveniles (<100g), 40% IC 19.7-64.3 (6/15)
in sub-adults (100-200g) and 51% IC 37.6-68.2 (25/49) in adults (>200g). There was no
significant difference between sex and age (P> 0.05). The histological analysis of the infected
livers revealed a granulomatous tissue reaction with different stages of fibrocellular tissue
remodeling. We observed granulomas with central necrosis, containing intact eggs, with
surrounding intense granulomatous inflammatory infiltration (monocytes and macrophages)
and congestion in the infiltration area (Fig. 1A). Pronounced septal fibrosis remodeling the
parenchyma was also observed (Fig. 1B).

This is the first report on infection by C. hepaticum in R. norvegicus in Rio de Janeiro.
The prevalence in the present study is high and similar to that found in the states of Sdo Paulo
(59%)°, Bahia (56%)® with and Para (42%)". The short life cycle of rats causes rapid
liberation of large numbers of eggs in the environment. Moreover, the high rat birth rate
provides a sufficient number of hosts to maintain the parasite cycle®, contributing to the high
prevalence in this host.

The lack influence of sex and age on infection prevalence is in accordance with other
studies of urban areas*®. Probably this occurs because cannibalism, predation, presence of
vector vertebrates and invertebrates, soil texture and social behavior are important factors in

the spread and maintenance of C. hepaticum infection®. Moreover, the study area has large
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presence of dogs and cats in the streets (both strays and those allowed to wander freely by
their owners). These animals often prey on infected rats, perhaps contributing to the
dissemination of eggs and serving as a source of infection for other animals and humans.

The histopathological findings in the liver were according to the observations of other
studies in naturally infected rats*®*3. The most characteristic finding in rats infected with C.
hepaticum is septal fibrosis of the liver, which is characterized by formation of long and thin
fibrous septa along the acinar zone 111, connection of central veins between them and later the
development of portal spaces, forming bridges®’.

From these results, we can conclude that the infected rodents are a potential source of
parasite transmission to domestic animals in peridomestic area, with substantial risk to human
health, principally to children®.
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RESUMO
PREVALENCIA DE Calodium hepaticum (SIN. Capillaria hepatica) EM Rattus
norvegicus EM AREA URBANA DO RIO DE JANEIRO, BRASIL.
O nematoide Calodium hepaticum (syn. Capillaria hepatica) é uma helminto zoonético
encontrado infectando principalmente ratos. A prevaléncia da infecgdo de C. hepaticum em
Rattus norvegicus foi investigada em uma area urbana do Rio de Janeiro (Brasil) com baixo
planejamento e saneamento. A presenca de C. hepaticum foi identifica atraves da presenca de
lesGes macroscopicas caracterizada por manchas extensas de coloragdo branco-amarelada
difusa por toda superficie do tecido do figado e atraves de analise histoldgica. A prevaléncia

total da infeccdo foi de 45% sem diferenca significativa entre o sexo e idade. A presenca de
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roedores infectados préximos do peridomicilio representa um risco substancial para a satde
humana.
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Fig. 1 - Histological features of the liver of Rattus norvegicus infected with Calodium
hepaticum. A) Hepatic parenchyma characterized by the presence of worm eggs (eg)
and reaction of the cellular immune system of the host. B) Hepatic parenchyma with
chronic infection characterized by the presence of fibrous tissue (arrows) and buildup

of conjunctive tissue adjacent to the body of the parasite filled with eggs.
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8.3.1 ANGIOSTRONGYLIASIS IN THE AMERICAS- Zoonosis editado por Dr. Jacob
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1. Intreduction

Abdominal angiostromgyliasis, a parasibc disease orginally from the Americas, and
easinophilic meningoencephalitis, from Asia, are caused by two species of angiostrongilids
nematodes, belonging to the family Metastrongylidae Leiper, 1908. In both cases, rats are the
main definitive hosts and snails are the intermediate hosts (Acha & Seyfres, 2003).

The helminth Angiostrongius coskaricensis Morera & Céspedes, 1971 is endemic to the
Americas and is responsible for a pathological abdominal syndrome, caused by the presence
of the adult helminth in the mesenteric arteres. This is microscopically characterized by
easinophilic infiltration, vascular abnormality and a granulomatous reaction (Graeff-
Teiweira et al., 1957). The disease was first reported in humans by Céspedes et al. (1967) and
Morera (19%7) in Costa Rica. The adult worm was subsequently described from specimens
recovered during surgical procedures by Morera & Céspedes (1971). The parasite’s current
distribution ranges from the southern United States to northern Argentina (Morera, 1988),
with human rases having been reported in Costa Rica, Honduras, Colombia, Martinigue,
Dominican Republic, Puerto Rico, Nicaragua, Mexico, Veneruela, Guadalupe, El Salvador,
Panama and Brazil {Kaminsky, 1995).

In turn, Angiostrongylus canfonensis, the agent that causes eosinophilic meningoencephalitis,
was first described in Canton, China, by Chen (1935), and is mow dispersed to various
Pacific islands, Australia, Africa, and more recently, the Americas (Foronda et al., 2000). 1t is
believed that the initial dissemination to islands in the Pacific resulted from the introduction
of naturally infected rats in containers coming from Asia (Diae, 2008). The growing flows of
global trade and tourism, as well as the spread of habits and customs among countries, have
enabled the dispersion of the definittive and intermediate hosts of A. cantonensis (Cross,
1987). Currently there are reports of human infection in the United States (MNew et al., 1995),
Cuba (Aguiar et al, 1981), Jamaica {Slom & Johnson, 2003), Ecuador (Dorta-Contreras et al.,
210 and Braxil (Lima et al, 2009} In particular the introduction of the Acdhafing fulice in
Brazil (Thiengo et al., 2007) and Ponacen canaliculata (Lamarck, 1822)in China are examples
of the importance of exotic snails in the spread of this helminthiasis (Lv et al., 2008).

This chapter focuses on the taxonomy, life cyce, endemic and exotic intermediate hosts,
natural vertebrate hosts and geographical distnbuton of these Angiostromgylus species
together with diagnosis, treatment and prophylaxis of the diseases borne by them.

wwhwintechopan.com
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2. Systematic and general morphology

The system for classifving the Angiostromglus genus basically relies on the morphological
characterisbics of the rays of the copulatory bursa, host group specificity and/or place where
the adult worms are located in the host.

Dougherty (1946) considered the following genera to be synonyms for the genus
Angiostromgylus Kamensky, 1905 Haemostrongylus Railliet and Henry, 1907; Parastrongylus
Bayle, 1928 Rodentocaulus Shul'ts, Orlov and Kutas, 1933; Pulmonema Chen, 1935; and
Cardionema Yamaguti, 1941, Drozdz (1970) separated species of the genus Angiostrongudus
into two subgroups based on morphological characteristics of the candal bursa and
systematized them into two subgenera — Angiostrongylus and Parasfrongylus - based on the
morphology of the lateral rays of the caudal bursa. Angiostrongulus has a ventrolateral ray
arising independently from the mediolateral and posterolateral ravs, which emerge as a
single trunk, and is a parasite of the right heart and pulmonary artery of carnivores. In
contrast, the subgenus Perastromgylus  parasitizes rodents and has as  taxonomic
characterisbics the lateral rays ansing in a common trunk and a cleft at the same level. A
third subgroup, parasitizing insectivores, was classified as belonging to the genus
Stefunskostrongylus, comprising  species  with  lateral rays similar to the subgenus
Parastronglus, but without the gubermnaculum. Anderson (1978) accepted such systematic
criteria but did not mention biological aspects such as host specificity or site of infection.
Furthermore, Chabaud (1972) proposed eight different genera based on the morphology of
the bursal rays, tvpes of hosts and infection site. Ubelaker (1986) reorganized the
Angiostrongylidae into six genera, based on bursal morphology and on spectfic host groups.
Mevertheless, the host-specificity criteria need to be studied further since infection has been
reported of non-human primates and carnivores by A. costaricensis (Miller et al., 2006).

In this chapter we accept the classification of Dougherty (1946). To date, 18 species of
Angiostrongylus have been reported around the world, Four species have been described
infecting carmivores: Angiostromygylus vasorum Baillet, 1866; Angiostrongylus rallieh Travassos,
1927, Angiostrongylus gubernaculatus Dougherty, 1946; and Angiostromgylus chabaudi Biocca,
1957, In rodents, 14 species have been described: Angostrongrylus feferone Baylis, 1928; A
canfomensis; Angiostromgudus sciurt Merdevenci, 1964 Angiostrongdus madermasae Bhaibulaya,
1968; Angiostrongylus sandarsae Alicata, 1968; Angiostomgylus petrown Tarjymanova and
Tschertkova, 1999; Angiostrongylus  duperdini Drozdz and Doby, 1970;  Angostromgulus
schmdt Kinsella, 1971; A. cosfaricensis; Angiosfrongylus malaysiensis Bhaibulay and Cross,
1971; Angiostromgylus ryfikort Jushkow, 1971; Angostrongylus simmensis Ohbavashi, Kamiya,
and Bhaibulayva, 197% Angiostrongylus morerai Robles, Mavone, and Kinsella, 2008; and
Angiostronyylus lenzit Souza et al., 2009

Angiostromgylus costaricensis was described from three female specimens and one male
specimen, recoverad from a patient during surgery. Chabaud (1972) raised the species to the
new genus Morerstromgulus, but this proposal was not accepted by Anderson (1978) in
revising the classification of nematodes. A. costaricemsis (Figs. 1-3; 7) is a filiform nematode.
The cephalic end is round and the esophagus is club-shaped (Fig. 1). The copulatory bursa is
slightly asymmetric and well developed. The dorsal ray is short and bifurcates into arms
terminating in sharp tips. On its ventral side, behind its bifurcation, there 15 a conspicuous
papilla. The lateral rays emerge from a common trunk, widely separated from the ventral
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rays, and the mediolateral and the posterolateral rays are fused in their proximal half. The
anterolateral ray is thicker and separates form the common trunk just after its emergence
from the trunk. The externodorsal ray arises close the lateral trunk and s well separated
from the dorsal ray. Its distal end 1s knoblike. The ventral rays are fused except at the tips
and the ventrolateral ray is slightly longer than the ventrolateral one. A gubemaculum is
present with two branches that come together just before they terminate in the cloaca (Fig 7).
Behind the cloacal opening, there are three papillae. The spicules are slender, striated and of
equal size. The caudal extremity of the female is roughly conical, with a small projection at
the tip (Fig. 3) (Morera, 1973).

Angiostronmgylus confonensis was initially described as Pulmomema canfonensis Chen, 1933, a
new genus, from specimens recovered from the lungs of naturally infected rats (Raftus
norvegicus and Raftus ratfus) collected in Canton, China. The adult worms of canfonensis
(Figs. 4-6; 8) are characterized by a filiform body in both sexes, tapering at the anterior end.
Females are larger and more robust than males. The cephalic vesicle & absent, the oral
aperture is simple, circular and surrounded by six papillae (two dorsal, two lateral and two
ventral) and two lateral amphids. The esophagus is claviform and the excretory pore is
posterior to the esophagus (Fig. 4). The nerve ring is anterior to the middle of the esophagus,
the male caudal bursa 15 small and shightly asymmetric, the ventroventral rays are smaller
than the ventrolateral ones, with a common origin, bifurcated at the proximal half and do
not reach the bursal margins. The dorsal ray is thick, bifurcating into three branches, with
digititoform externodorsal rays separated at the base. The right mediolateral ray is thinner
than the left one, with the rght mediolateral and posterolateral rays bifurcating at the
middle of the trunk and the left mediolateral and laterolateral rays at the distal third. The
lateral rays arise from a common trunk, with the ventrolateral ray being cleftshaped and
smaller than the other lateral ravs (Fig. 5). The gubernaculum is conspicuous and curved.
Uterine tubules spiral around the blood-filled intestine, easily seen through the transparent
cuticle. The tail is long and rounded without cuticle expansion and papillae, and is slightly
ventrally curved (Fig. &) (Thiengo et al,, 2010).

Angiostrongylus costaricensis Angiostrongylus cantonensis
Male Female Male Female

Body lenght 199 328 X282 3284
Width 0.28-0.31 0.32-0.35 0.35 048
Widht at the base of 012014 014015 0.04 0.05
esophagus

Esophagus 0154023 0.23-0.26 0.3 034
Merve ring - - oo 010
Excretory pore - - 043 040
Spicules 0324033 - 1.29 -
Gubernaculum - - 0.08x0.02 -
Vuva-tail - 0.24-0.29 - 019
Anus-tail - 0.06-0.07 - 006
Egers - - - 0.06

Table 1. Measurements comparasion of Angiostrongilus cosfaricensis from Costa Rica
(Morera, 1973) and Angiostrongylus cantornensis from Brazil (Thiengo et al., 2000).
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Fig. 1-3. Angtostrongnldus costaricensis; 1. Anterior extremity, right lateral view, female. Scale
bar: 50 pm. 2. Male, caudal bursa, ventral view. Scale bar: 100pum 3. Female, posterior
extremity, lateral view. Scale bar: 100pum. 4-6. Angiostrongyins canfornensis; 4. Anterior

extremity, right lateral view, female. Scale bar: 100 pm. 5. Male, caudal bursa, ventral view.

6. Fernale, posterior extremity, lateral view. Scale bar: 100 pm.

Fig. 7. Light microscopy of Angostrongylus cosfaricensis. Scale bar: 1000 pm.
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Fig. 8. Light microscopy of Angiostromgylus canfonensis. Scale bar: 100 pm.

3. Life cycle of main species of Angiostrongylus infecting man

Species of Angiostrongylus cause a nematode infection in domestic dogs and wild mammals
(Anderson, 1978). Some species can accidentally infect humans, causing characteristic
clinical symptoms of the disease: A confonensis and A. cosfaricensis, which respectively cause
ensinophilic meningoencephalitis and abdominal disease in humans (Graeff-Teixeira et al.,
1991a; Wang et al., 2008). The biological cycle of these helminths requires an intermediate
host, usually a snail, and a definitive host, most often a wild rodent. Humans participate in
the biological cvele as accidental hosts, since the cvele does not complete itself in people.

Infection by A. costaricensis happens when the definitive host ingests the snail, which can be
infected with third stage larvae (Ls), or food contaminated with snail mucus. The larvae
migrate to the ileocecal region, penetrating the intestinal wall and entering the lvmphatic
vessels, where they molt twice before migrating to the mesenteric arteries, where they reach
sexual maturity. The females release eggs, which are carried by the bloodstream, causing
embolisms in the arterioles and capillaries of the intestinal wall. The eggs hatch when they
reach the first larval stage (L), penetrating the intestinal lumen, where they are released in the
feces. To continue the cycle, the Ly larvae must be ingested or actively penetrate the tissue of
the intermediate host (Thiengo, 1996). After 19 days of the initial infechon, the larvae will have
molted twice (passing through the Ly and L, stages, the latter of which is the infective stage for
the definitive host). The wild rodents become infected by ingesting parasitized snails, mainly
the species Vaginulus (Sarasimeli) plebemus in Costa Rica (Morera, 1970) or Phyllocaults taniegfus
(Semper, 1883) in Brail (Graeff-Teixeira et al., 1989). The main rodent hosts are Sigmodon
hispidus (Morera et al., 1970) and Oligoryzomys migripes (Graeff-Teixeira et al., 1990) in these two
countries, respectively. The worms reach sexval maturity in the mesentenic arterioles of the
rodent 5. hispidus, where they lay their eges. The Ly larvae are found in the feces 24 days after
experimental infection (Morera, 1973; Motta & Lenzi, 19935).

Humans become infected by eating raw infected snails or food contaminated by snail muocoid
secretions containing La larvae. Although the helminth reaches sexual maturity and releases
e that shmulate a granulomatous reaction in the infected person intestinal wall due to their
degeneration, it does not produce Ly larvae, thus interrupting the biological cycle.
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The nematode A. camtonensis is commonly known as the lungworm because its niche in the
adult phase is in the pulmonary arteries of the definitive host, in general the rodents R
rithus and K. norvegicus. In experimental infection of B noroegicus, the female worm lays
egos inside the pulmonary arterioles, where they develop into the first-stage larvae (L),
which then move to the mterior of the alveoli. The larvae then migrate to the pharynx and
are swallowed, pass through the gastrointestinal tract and are eliminated in the feces
(Bhaibulaya, 1975; Yousif & Ibrahim, 1978). Land or freshwater snails are the principal
intermediate hosts. They can become infected by ingestion of or penetration by Ly larvae.
The helminths then molt two times and become infective Ls larvae, generally within 21 days
after infection. Kats become infected by ingesting the intermediate hosts infected by Ls
larvae. These larvae then penetrate the intestinal wall and enter the bloodstream a few hours
after being ingested. They reach the pulmonary circulation from the heart and are dispersed
to varions other organs by the arterial drcolation. Many reach the brain and molt again,
becoming Ly larvae. The fifth molbing into Ls occurs in the subarachnoid space, from where
after developing they migrate to the pulmonary arteries where they are found as of 25 days
after infection. The worms then reach sexual maturity at around 35 days and the L, larvae
can be found in the rodent’s feces as of 42 days after the exposure to the previous generation
of Ly larvae (Weinstein et al,, 1963; Bhaibulaya, 1973).

Humans become infected by eating raw or undercooked snails and slugs or through paratenic
hosts {crabs, freshwater shrimps). In humans, the young larvae reach the brain, where they die
rather than migrating further and terminating their development. This causes eosinophilic
meningoencephalitis, which has neurological symptoms. Normally  the infechon 1s
regenerative and does not kill the victim, but the parasitism can be serious enough to kill when
there is massive exposure to infective Ls larvae (Lima et al., 2009) (Fig. 9).
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Fig. 9. Life cvcle of Angiostrongylus canfonensis.
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4. Endemic and exotic mollusks as intermediate hosts

The life cycle of A. canfonensis (Fig. 9) involves different species of terrestrial and freshwater
gastropods as intermediate hosts. Mollusks become infected either by ingestion of Ly present
in the rat feces or by penetration of these larvae through the body wall or respiratory pores.
In the mollusk tissues the Ly molts twice (L2 and Ls) and the period necessary for the
development is around 15 days. Details of the life cycle may be seen in Cheng & Alicata,
1985, Chao et al. 1957 and Graeff-Teixeira et al. 2009.

Because the parasite displays broad nonspecificity for intermediate hosts, various species of
terrestrial and freshwater mollusk species had been found naturally infected, such as:
Achating  fulica Bowdich, 1822, Bradybaena similars  (Férussac, 1821), Subulma  ocfona
(Bruguiere, 1792), Pomacea comaliculatn (Lamarck, 1822), Pomacen linenta (Spix in Wagner,
1827); Deroceras laeve (Muller, 1774), Pile spp. (Wallace and Rosen,196%; Malek and Cheng,
1974; Caldeira et al., 2007; Thiengo et al., 2010).

It 1s noteworthy in the epidemiology of the transmission of A cmtonensis the occurrence of
paratenic hosts (or carner hosts) such as land crabs, freshwater prawns, frogs and
planarians. Those are passive hosts where the parasite does not undergo any development.
However, they play an important role as they improve parasite opportunities (in time and
space) to get the definitive host.

In China where P. canaliculata and A_fulica are widespread in the south of the country, the
number of cases of eosinophilic menngoencephalatis has been increasing, and the
transmission is linked to both species (Lv et al, 2008, 2009). In the last vears, various
outbreaks have been reported and the transmission in most of the cases was directely
related to the comsumption of P. canaliculeta, considered currently the main cause of the
spread of angiostrongyliasis in China (Lv et al. 2011).

The first cases of eosinophilic meningitis recorded to South America were to Brazil in 2007 and
in 2008 and A fulica was considered the vector for three out of the four reported cases. One of
the cases reported to Pernambuco, Northeastern region, was attributed to the ingestion of
undercooked P. Imeats specimens (Caldeira et al., 2007; Lima et al,, 2009; Thiengp et al., 2000).
In fact, specimens of A. fulice have been found infected with A. contomensis larvae from two of
the main Brazilian regions, South and Southeast, in the last five years (Maldonado et al, 2000).
Hence, the emergence of eosinophilic meningitis 15 a matter of concern in Brazl as it s
currently experiencing the explosive phase of the invasion of A fulice, recorded in 24 out the 28
states and the Federal District {Thiengo et al,, 2007, Zanol et al., 2010).

The life cvcle of A. cosfaricensis is quite similar to that of A. cmmfonensis, although paratenic
hosts do not occur.

To continue the cyvele, the Ly larvae must be ingested or actively penetrate the tssue of the
intermediate host (Thiengo, 1996). After 19 days of the imbal infection, the larvae will have
molted twice (passing through the Lz and Ls stages, the latter of which is the infective stage
for the definitive host). The wild rodents become infected by ingesting parasitized snails,
mainly the species Vaginulus (Sarasinula) plebeius in Costa Rica (Morera, 1970) or Pinllocaulis
wariggnius (Semper, 1885) in Brazil (Graeff-Teixeira et al., 1989; Motta & Lenzi, 1993).
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5. Parasitism by Angiostrongylus costaricensis and Angiostrongylus
cantonensis in naturally infected rat populations

The nematode A. costanicensis has little specificity for ik definttive host. The main hosts
involved in its life cvele in nature are rodents of the Cricetidae family, although rodents of
the Heteromyvdae and Muridae families have also been found to be infected (Table ). The
rodent 5. fuspidus has been indicated as the principal natural host due to its abundance,
parasite prevalence rates in Pamnama and aspects of its ecology (Rodriguez et al., 2000).

Definitive Host Famuly Country References
Rodentia
. . Morera, 1970; Tesh et al.,
Sigmodon hispidus Cricetidae E"’.‘"a Rica; Panamd; 1473, Ubelaker & Hall,
nited States
1979
Costa Rica; Panama; Morera, 1970; Tesh et al.,
Ratfus ratfus Muridae Puerto Rico; 1973 Andersen et al.,
Guadoulupe 1986; Juminer et al., 1993;
([:}:i:ju‘:lcl:n]r} Juminer et al., 1993;
Ruattus norvegicus Muridae Vargas etal., 1992;

Republic; Puerto

Andersen et al, 1986

Rico
Liomys adspersus Heteromvidae Panama Tesh et al, 1973
Zygodonfonmys microtinus Cricetidae Panama Tesh et al., 1973
Ohryzommys fulvescens Cricetidae Panama Tesh et al, 1973
Orryzomiiys caligamosus Cricetidae Colombna Malek, 1981
Oligoryzomys migripes Cricetidae Brazil Graeff-Texeira et al., 1990
(=0ryzommys eliurus)
?:g;m;:ﬁﬁ;:i ) Cricetidae Brazil Graeff-Texeira et al., 1990
Progcimys sp. Echimyudae  Veneruela Santos, 1985
Didelphimorphia
Didelphis virginiana Didelphidae United States Miller et.al, 2006
Carnivora
Nasua narica bullata Procyinidae Costa Rica Morera, 1970
Procyom lotor Procyinidae United States Miller et.al, 2006
Primates
Hylobates symdachylus Hylobatidae United States Miller et.al, 2006
Aotus nancymane Aotidae United States Miller et.al, 2006
Saguinus mys by Cebidae Peru Sly et al., 1982

Table 2. Vertebrate hosts infected with Angiostromgnles costaricensis in the Americas.

Other mammals have also been found naturally infected, such as the coatt Nasua narica
tullata in Costa Rica, in which parasitism by A, costancensis was confirmed  after
experimental infection of 5. hispidus from isolation of Ly larvae obtained from the host's
feces, and in specimens of the marmoset Saguinus mystex imported from Peru after
histopathological examination, which demonstrated the presence of the adult worm in the
lamina propria of the host's mesenteric artery.
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Recently, A. costaricemnis was reported parasitizing siamangs (Hylobates symdecttylus), night
monkeys (Aokfus nancymane), raccoons | Procyon lefor) and opossums (Didelphis virgimiana) in a
200 in the United States (Miller et al., 2006).

In Brazil, only two species of cricetids rodents, O. nigripes and Soorefamys amgoupm, are
involved in transmission of A costericensis, in the Southern region of the country (Graeff-
Teixeira et al, 1990). Although no evidence has been found of the participation of wild
rodents in the Southeastern region (Graeff-Teixeira et al, 2010), there are various reports of
abdominal angiostrongyliasis in the Midwestern and Southeastern regions (Pena et al., 1995;
Magalhdes et al., 1983).

In the Americas in general, the presence of B rattus and R morpegicns infected by A
canfonensis confirms the endemism of this zoonosis in Cuba, the United States, Jamaica,
Puerto Rico, Dominican Republic, Hait and Brazl (Table 3). The infection rate of these
rodents is highly varable (Wang et al., 2008) and does not suggest specificity among the
murids. Some findings of infected rodents in wrban areas are associated with
epidemiological  investigations  after  the occurrence of cases of  eosinophilic
meningoencephalitis, such as in Cuba, Jamaica and Brazil (Aguiar et al, 1981; Lindo et al.,
2002; Simdes et al,, 2001).

Definitive Host Family Country References
Rodentia
Rattus rathus Muridae Jamaica; Haibi Lindo et al., 2002; Raccurt et
al., 2003
Rattus norvegicus Muridae Cuba; United States; Aguiar et al., 1981; Campbell
Jamaica; Haiti; & Little, 1985; Lindo et al.,
Brazil 2002; Raccurt et al., 2003;
Simes et al., 2011
Neotonia fToridanus Cricetidae United States Kim et al,, 2002
Didelphimorphia
Didelphis virginiana Didelphidae United States Kim et al,, 2002
Primates
Viarecia variegabs rubra Lemuridae United States Kim et al,, 2002

Table 3. Vertebrate hosts infected with Angiostrongylus canfonensis in the Americas.

Kirn et al_ {2002) reported A. cantonensis infection in a lernur (Varecin tariegata rubra), in a wood
rat {Nectoma foridanns) and in 4 opossums (Dadelphies sorginima) in Lousiana, United States.

How A. cmibmensis arrived and became established in the Americas = not well established,
but Diaz (2008) attributed the spread of A. confomensis to the American continents to the
introduction of . mervegicus by containers carried by ships. In Brazil, two arrival routes of
this parasite have been Fuz.tulated in parasitized rats during the country’s colonial period,
when there was frequent contact with Africa and Asia (Maldonado et al., 20100 and for by
recent invasion of the African snail A. fulica, some two decades ago (Thiengo et al_, 2007).

6. Geographic distribution of angiostrongyliasis in the Americas

The first report of abdominal anglostrongyliais was in 1932 in children in Costa Rica
(Céspedes et al, 1967; Morera, 1967). Mearly 20 years later, in the same country, the parasite
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was reported naturally infecting 5. hispidus and K. ratfus (Cépedes & Morera, 1971). Since
the description of this parasite, various cases have been reported in both South and Morth
America, in countries including Honduras (Sierra & Morera, 1972), Venerzuela (Zambrano,
1973), Mexico (Zavala et al., 1974), El Salvador (Sauerbrey, 1977), Brazil (Ziliotto et al., 1975),
Ecuador (Lasso, 1985), MNicaragua (Duarte et al,, 1991) and Guatemala (Kramer et al., 1998).

In the United States (Ubelaker & Hall, 1979; Hulbert et al., 1992), Colombia (Malek, 19581),
Panama (Tesh et al., 1973) and Canbbean islands (Juminer et al., 1993; Jeandel et al.,, 1998),
reports of the presence of the parasite in the definitive host preceded the finding of cases of
abdominal angiostrongyliais. It is thus possible that the distribution of this zoonosis in the
Americas and the world at large is more ample than currently known.

Angiostrongyliars caused by A comfonensis was onginally reported in Asia. It has been
postulated that this zoonosis spread to the Americas in the twentieth century (Pascual et al.,
1981), where there have been reports of sporadic outbreaks. The first report of eosinophilic
meningoencephalitis occurred in Cuba (Aguiar et al, 1981), followed by United States
(Mews et al., 1993), Jamaica (Barrow et al,, 1996), Brazil (Lima et al., 2009) and more recently
Ecuador (Dorta-Contreras et al, 2011). After the reports of parasitism in humans, the
naturally infected definitive host was identified, except in Ecuador. In contrast, in Puerto
Rico, Dominican Republic and Haits, only the parasite infecting snails and for rats has been
reported (Andersen et al., 1986; Vargas et al, 1992; Raccurt et al., 2003), with no cases of
diseased reported so far.

7. Diagnostic methods for detection of abdominal angiostrongyliasis and
eosinophilic meningoencephalitis

Abdominal angiostrongyliasis is caused by the presence of A, estaricensis worms in the
mesenteric arteries of the ileocecal plexus, where they canse a predominantly eosinophilic
granulomatous reaction in the mesentery, intestinal wall and lymph nodes. Although it is
not generally a serious disease and frequently clears up spontanecusly, its evolution to
occlusion or perforation of the intesting can lead to death (Palomino et al., 2008). The main
chinical signs include acute eosinophilic abdominal pain and occasionally fever (Morera,
1995). Palpation of the tumoral mass in the lower right abdominal quadrant, vomiting and
anorexia suggest parasitism, but definitive diagnosis is only confirmed by observation of the
worms inside the arteries after histological examination of biopsy material (Graeff-Teixeira
et al, 1991). Laboratory diagnosis includes the serological latex agglutination test (Morera &
Amador, 1998), enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) Graeff-Teixeira et al, 1997)
and indirect immunofluorescence assay (Abrahams-Sandi et al, 2011). Nevertheless, the
choice of the antigen and specificity of the tests need improvement.

Presumptive diagnosis of angiostrongy liasis caused by A. comfonensis is mainly based on the
clinical signs presented by the pabients, which include eosinophilic meningitis, eosinophilic
encephalitis and ocular angiostrongyliasis. The symptoms in general are not very specific
and can include headache, vomiting, fever, history of paresthesia and neck stiffness
(Sawanvawisuth & Sawanyawisuth, 2008). Results of laboratory analysis of the blood and
cerebrospinal fluid showing readings of eosinophils above 10%, including serological tests,
despite their low sensibivity (Eamsobhana & Yong, 2009), along with diagnosis by cerebral
imaging, help to confirm the infection (Kampittaya et al., 2000). The information reported by
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the patient, such as ingestion of the intermediate host snail or raw or undercooked paratenic
hosts, is important to substantiate the diagnosis of eosinophilic meningpencephalitis caused
by A. confonensis. Confirmation of the parasitism by observation of the worm in the
cerebrospinal fluid is not common (Y, 1976; Punvagupta et al, 1975). More recently,
infection has been confirmed by the presence of the helminth’s DMNA in the cerebrospinal
fluid by real-time polyvmerase chain reaction (FCR) (Lima et al., 2009). The inflammatory
process of the subarachnoid space and meninges is accompanied by intense eosinophilia
and associated with an elevation in the number of eosinophils in the peripheral blood and

cerebrospinal fluid (Tseng, et al., 2011).

8. Treatment of the infections and prophylaxis

The use of anthelmintics such as diethylcarbamazine, thiabendazole and levamisole to treat
abdominal angiostrongyliasis is not recommended, because it can induce erratic migration
of the worms and/or worsening of the lesions due to the inflammatory response to the
death of the helminths at the infection sites (Morera & Bontempo, 1985). Therefore, any time
possible, the treatment of choice is surgery (Cépedes et al., 1967).

The main procedure to treat eosinophilic meningoencephalitis 15 based on reduction of the
symptoms by the use of analgesics and/or corticoids and careful removal of the
cerebrospinal fluid (CSF) at frequent intervals (Slom et al, 2003). The combined use of
albendazole and prednisolone for two weeks has been shown to be safe and effective
(Chotmongkol et al., 2004). Generally, infections caused by A, canfonensis are shight or self-
Imiting and the prognosis is good. In a few weeks most of the symptoms disappear and
rarely leave prolonged effects.

Prophylaxis for angiostrongyliasis requires some precautions: (a) consume snails or animals
that can be intermediate or paratenic hosts only after adequate cooking; (b) do not consume
raw vegetables that have not been hygienized by soaking in a sodium hypochlorite solubon;
(c) control the populations of snail vectors and synanthropic rats near houses and in planted
fields; and (d) provide information to people on the ways A, cosfaricensis and A. cambonensis
are transmitted as well as the measures to follow to minimize the risk of infection by the
parasite.

9. Conclusion

Under public health point of view, the spread of A, costaricensis and A, canfonensis in the
Mew World and the presence of rats and snails in the peridomestic area poses substancial
risk for future outbreaks. Therefore, reinforce the need to awareness the population about
the risk of contracting angiostrongyliasis and healthcare providers should consider these
parasites in the American continent to detect in time and adequate medical response.
Moreover, surveillance and control of intermediate and definibve host as well as health
education should be done to avoid human infections.

Az for eosinophilic meningitis the epidemiology of its transmission has got importance for
travel medicine currently. The increasingly widespread travel of people worldwide has led

to the detection of many imported cases of this zoonosis and noteworthy for the differential
diagnosis of neurological disease in travel medicine (Graeff-Teixeira et al., 2009).
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