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RESUMO

O caramujo africano Achatina fulica Bowdich, 1822, é uma espécie invasora que causa
prejuizos ambientais, econ6micos e a saude humana e animal. O objetivo desse estudo foi
avaliar a ocorréncia e os aspectos parasitarios de Achatina fulica no municipio de Feira de
Santana (BA). Para avaliacdo da ocorréncia de A. fulica foram feitas coletas de janeiro a
junho de 2013 em quatro pontos no perimetro urbano do municipio. No laboratério os
animais foram mensurados quanto ao comprimento total da concha e a massa total. A partir
desses dados o grau de desenvolvimento da populacdo foi estimado, as relacGes entre as
variaveis morfométricas e climaticas e o fator de condicdo foram calculados. Durante esse
periodo foram coletados 600 caramujos apresentando comprimento predominante no
intervalo de 47,6-57,0mm. Os resultados permitiram inferir que a populacdo de A. fulica nos
pontos de coleta estudados esta em declinio, ja que nessas areas foram encontrados animais
juvenis e jovens. Ndo houve associacdo entre as variaveis climaticas e morfométricas. A
relacdo entre o comprimento total e a massa corporal mostrou que A. fulica apresentou um
crescimento alométrico negativo. O fator de condicdo apresentou variagbes pontuais ao
longo dos seis meses de coleta. A fim de avaliar os aspectos parasitarios em A. fulica foram
realizadas coletas de maio de 2012 a junho de 2013 em oito areas no perimetro urbano do
municipio, com registro de observa¢des sobre os locais de coleta. Cada molusco foi
analisado individualmente utilizando a técnica de digestdo artificial em solugdo de acido
cloridrico, com identificacdo das larvas encontradas. As larvas identificadas como
Metastrongylidae foram submetidas a reacdo em cadeia pela polimerase para a identificagdo
do género Angyostrongylus. Foram analisados 220 animais e em 28 (12,7%; 1C95%: 8,6-17,9)
foram encontrados pelo menos um de quatro morfotipos de nematédeos. Angyostrongylus
nao foi registrado nos caramujos examinados. Nao houve associacdo entre varidveis
climaticas e a presenca de larvas. O local de coleta e o tamanho do caramujo influenciaram
no encontro de larvas de nematédeos. Tanto animais parasitados quanto ndo parasitados
apresentaram um crescimento alométrico negativo. O fator de condicao relativo nao diferiu
significamente entre os grupos. A fim de pesquisar a presenca de DNA Cryptosporidium ssp.

e Sarcocystidae nas amostras fecais de Achatina fulica foi utilizada a técnica de nested-PCR



(nPCR). Para Cryptosporidium ssp., amplicons compativeis com este parasito foram
encontrados em 2 de 223 amostras de fezes analisadas. Das 223 amostras de fezes de
Achatina fulica submetidas a nPCR para deteccdo de Sarcocystidae, 58 amostras
amplificaram o fragmento esperado de 290 pares de base, sendo entdo submetidas a RFLP.
Destas, 41 amostras foram clivadas pelas enzimas utilizadas nesse estudo, produzindo um
perfil compativel com T. gondii. As outras 17 amostras ndo foram compativeis com o
Sarcocystidae. Este é o primeiro registro da ocorréncia de A. fulica no municipio de Feira de
Santana (BA), com pesquisa da associacdo das varidveis climaticas aos parametros
biométricos dos animais estudados. Estes resultados indicam que ha presenca de parasitos
de interesse em saude animal e humana em Achatina fulica no municipio de Feira de
Santana, Bahia, demonstrando o potencial destes animais na manutencdo e dispersdo destes

agentes no ambiente.

Palavras-chave: Caramujo gigante africano. Ocorréncia. Parasitos. Areas urbanas.



ABSTRACT

The African snail Achatina fulica Bowdich, 1822, is an invasive species that cause
environmental and economic damage, as to human and animal health. The aim of this study
was to evaluate the occurrence and parasitological aspects of A. fulica in Feira de Santana
(BA). To assess the occurrence of A. fulica, sampling was made from January to June 2013 at
four points in the urban perimeter of the city. In the laboratory animals were measured as
the total length of the shell and the total mass. From these data the degree of development
of the population was estimated, and the relationships between morphometric and climatic
variables and the condition factor were calculated. During this period were collected 600
snails showing predominant length in the range of 57.0 to 47.6 mm. Results allowed to infer
that the population of A. fulica in these sampling points is in decline, since in these areas
were found juvenile and young animals. There was no association between climatic and
morphometric variables. The relationship between total length and weight showed that A.
fulica presented a negative allometric growth. The condition factor presented variations on
time over the six months of collection. In order to evaluate parasitological aspects in A.
fulica, animals were collected from may 2012-to june 2013 in eight areas in the urban
perimeter of the city.The animals were collected early in the morning and transported to the
laboratory of the Zoonoses and Public Health Research Group -UEFS. Each clam was analyzed
individually using the artificial digestion technique in hydrochloric acid solution with
identification of larvae found. The larvae have been identified as Metastrongylidae were
submitted to the polymerase chain reaction for the identification of the genus
Angyostrongylus. 220 animals were tested and in 28 (12.7; 95: 8.6 -17.9) were found at least
one of four morphotypes of nematodes. Angyostrongylus has not been registered in snails
examined. There was no association between climatic variables and the presence of larvae.
The location of collection and the size of the snail influenced in the larvae of nematodes.
Both parasited and not parasitised animals have negative allometric growth. The relative
condition factor did not differ significantly between the groups. Nested-PCR has been used
to search Cryptosporidium ssp and Sarcocystidae DNA in fecal samples of Achatina fulica.

Amplicons compatibles with Cryptosporidium ssp were found in 2 of 223 stool samples



analyzed. Of the 223 stool samples analysed, in 58 samples we found the 290 base pair
fragment expected for Sarcocystidae, and then subjected to RFLP. Of these, 41 samples were
cleaved by enzymes used in this study, producing a profile compatible with T. gondii. The
other 17 samples were not compatible with Sarcocystidae. This is the first record of the
occurrence of A. fulica in Feira de Santana (BA), with research of association of climatic
variables to the biometric parameters of the animals. These results indicate the presence of
animal and humana parasites in Achatina fulica in the municipality of Feira de Santana,
demonstrating the potential of these animals in the maintenance and spread of these agents

in the environment.

Key-words: African giant snail. Occurrence. Parasites. Urban areas.
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INTRODUCAO
Aspectos bioldgicos e ecoldgicos de Achatina fulica Bowdich, 1822.

Achatina fulica Bowdich, 1822, conhecida como caramujo gigante africano, é uma
espécie exdtica invasora de importancia mundial, causando problemas econémicos,
ambientais e de saude publica em diferentes paises onde foi introduzida para exploracdo

comercial (FISCHER et al., 2010).

Essa espécie é originaria do leste da Africa e Madagascar e a sua disseminac3o se deu
pela agdo humana pelas regides da Tailandia, China, nas Ilhas do Pacifico, Australia, Japao, e
recentemente, pelo continente americano (VASCONCELLOS, PILLE, 2001). Na América a sua
introducdo iniciou-se pelo Havai, em 1939, tendo alcancado a Califdrnia ao fim da Segunda

Guerra Mundial. Foi registrada na Flérida no inicio da década de 70 (TELES et al., 1997).

No Brasil a introdugdo ocorreu de maneira clandestina na década de 80 em uma feira
agropecuaria no Parana, com a finalidade de venda de exemplares para a comercializacdo da
carne desse gastréopode, como alternativa de rendimento répido e seguro, em substituicdo
do tradicional escargot Helix aspera, que colocaria o Brasil como o principal fornecedor
dessa iguaria consumida em toda Europa, mas devido a pouca aceitacdo do mercado
brasileiro, esses animais foram liberados e abandonados dos locais de criagdo, sem nenhum

tipo de manejo (TELES, 2002; FISCHER et al., 2010)

No contexto atual esse molusco esta distribuido em 25 dos 26 estados brasileiros,
mais o Distrito Federal (THIENGO et al., 2013). Segundo esses mesmos autores, a rapida
dispersdo pelo pais seguiu um padrdao semelhante a disseminacgdo inicial no estado do
Paran3, isto é, a introducdo para fins comerciais, seguido pela liberacdo dos caramujos na
natureza. Os estados com o maior numero de municipios infestados estdo localizados no
Sudeste e no Centro-Oeste do Brasil, ou seja, nos Estados de Goids (75 municipios), Sao

Paulo (69), Rio de Janeiro (57), Mato Grosso (38), Espirito Santo (23) e Minas Gerais (20). Os
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menores numeros de municipios infestados em outros estados podem refletir a falta de

inquéritos, bem como um baixo nivel real de infesta¢do (THIENGO et al.,2007)

A. fulica é uma espécie de molusco terrestre tropical cuja classificagdao é a seguinte
(Myers et al., 2012):
Reino Animalia
Eumetazoa
Bilateria
Protostomia
Lophotrochozoa
Trochozoa
Mollusca
Classe Gastropoda
Ordem Stylommatophora
Familia Achatinidae
Género Achatina
Espécie: Achatina fulica

E um animal de grande porte e com notével capacidade reprodutiva, com conchas
adornadas por faixa de colorac¢do varidvel (que vao do castanho até levemente arroxeadas),
marcadas por estrias bem visiveis, e com até oito giros que crescem rapidamente. A volta do
corpo é bem dilatada, com abertura grande. Os adultos alcangcam facilmente mais que 10 a
12 cm de comprimento e cinco a seis cm de didametro; os maiores exemplares da espécie
pesam até 500g, com conchas medindo 20 cm de comprimento e 8 cm de largura. Além
disso, possuem dois pares de antenas, com olhos no dpice do par anterior (TELES et al.,

2002).
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O habitat natural desse gastrépode na Africa é principalmente nas margens de
florestas tropicais. Também sdo encontradas em plantacdes que circundam os fragmentos
de mata. Esse animal possui uma boa adaptacdo e muitas vezes apresentam uma
preferéncia por ambientes alterados, porém também podem ocorrer em florestas primarias

e secunddrias (RAUT, BARKER, 2002).

Esse animal é hermafrodita protandrico, ou seja, apresentam ambos os sexos, sendo
a maturacdo da gbébnoda masculina anterior a feminina, sendo a cdpula reciproca, o que
caracteriza uma estratégia eficaz, uma vez que ambos os caramujos sdo fecundados. O
cortejo pode levar horas e até mais de um dia e envolve o contato fisico e utilizacdo da
rddula. A copula dura em média de seis a oito horas, mas ha casos em que a copula se
estende por 24 horas. A oviposi¢cdo ocorre do décimo ao trigésimo dia apds a cépula e varia
de acordo com a disponibilidade de albume e calcio. Os seus ovos sdo depositados em covas
feitas no solo, porém esses animais sO iniciam a oviposicdo se encontrarem condigGes
favoraveis para a escavacao, com terra fofa e umidade ideal. A deposicdo dos ovos pode
levar de 7 a 30 horas, ou até varios dias. Apds a oviposicdao, o molusco cobre os ovos com
terra e permanece por perto por mais de meia hora, embora haja registros de permanéncia
de até 52 horas. Esses gastrépodes podem interromper a postura de ovos, caso as condi¢des
ambientais ndo sejam favordveis (TOMIYAMA, 1994, 2002; RAUT, BARKER, 2002). As
posturas podem representar de 13 a 442 ovos, sendo a variabilidade muito grande, mesmo

dentro de uma populagdao (RAUT, BARKER, 2002).

O molusco possui habitos noturnos e crepusculares, sdao altamente dependentes de
umidade e em momentos de precipitagdao chuvosa, os caramujos sao facilmente vistos nas
mais diferentes superficies, que incluem paredes e telhados, troncos de arvores, e no solo
por entre folhico, gramados e jardins (TELES, et al.,2002). Ficher, Colley (2004,2005) relatam
gue em areas antrdpicas esse animal usa qualquer cavidade escura e protegida, como
espacos formados pelos entulhos, vasos de plantas e residuos sélidos. Durante o dia esses
caramujos ficam enterrados ou suspensos em caules de arvores ou muros e parede

(FISCHER, AMADIGI, 2010).
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Achatina fulica é tida como uma espécie herbivora generalista se alimentando de
folhas, frutos e caules, é altamente voraz, o que lhe confere o status de praga,
principalmente em pequenas plantagdes (VASCONCELLOS, PILE 2001; COSTA,2006). Além de
consumir vegetais, esses gastrépodes terrestres consomem terra Umida, hdbito que coloca
essa espécie na categoria de animais decompositores, fazendo a ciclagem de nutrientes as
vezes muito mais rapida do que bactérias e fungos. Como fontes de cdlcio esses animais se
alimentam de cimento ou raspam a concha do coespecifico (FISCHER, COLLEY, 2005).
Existem registros na literatura de A. fulica se alimentando residuos sélidos urbanos,
principalmente se estiverem Umidos, com destaque para caixas de papeldo e restos de
comida, o que explica a sua presenca preferencial na drea urbana, depdsitos de lixo e

proximos a residuos sélidos organicos jogados em terrenos baldios (FISCHER, COSTA, 2008).

Esse gastropode possui uma grande resisténcia fisica aos fatores bidticos e abidticos
e um conjunto somatdério de caracteristicas fisicas individuais e estratégias
comportamentais. Por exemplo, a concha é uma estratégia importante contra inimigos, a
forca fisica também pode ser considerada como uma estratégia de defesa, geralmente estd
relacionada com o deslocamento de grandes quantidades de solo (FISCHER, AMADIGI, 2010).
O muco secretado pela superficie do corpo também é uma forma de resisténcia, pois este
pode ser utilizado na locomogdo, alimentagdo, osmorregulacdo, reproducdo, protecdo e
como antimicrobiano, porém a sua composi¢ao pode ser influenciada por inumeros fatores,

inclusive a alimentag¢do (LORENZI, MARTINS, 2008).

Achatina fulica utiliza a quienescéncia, ou seja, a permanéncia fora de atividade por
periodos longos ou curtos, como estratégia de proteg¢do contra extremos de temperatura e
perda de &4gua. Outros mecanismos de defesa como a hibernacdo e a estivacdo sao
importantes, pois beneficia o seu potencial de invasor, sendo a hibernagdo um processo
fisiolégico que requer preparagdes metabdlicas mais elaboradas, enquanto que a estivacdo é
um fendmeno mais simples (MEAD, 1961). Esses processos ocorrem principalmente na
estacdo seca ou abaixo de 10°C, no entanto existem registros de atividade com 28-30° C e
80-82% de umidade relativa do ar (RAUT, BARKER, 2002). Durante a estivacdo o molusco

produz o epifragma, uma estrutura calcificada que previne a desidratagao, isto ocorre
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guando os animais passam por um periodo desfavoravel e diminuem o metabolismo

(FISCHER, AMADIGI, 2010).

A resisténcia aos fatores abidticos como umidade relativa do ar e temperatura sao
estratégias importantes para a sobrevivéncia de A. fulica e afetam mais do que a falta de
comida e agua. Acredita-se que a umidade relativa do ar seja um fator mais critico do que a

temperatura (RAUT, BAKER, 2002; FISCHER, AMADIGI, 2010).

Outros mecanismos de defesa podem ser usados além da concha e da estivacao. Esse
gastrépode se protege contra desidratacdo e inimigos ao se esconder sob pedras, em
cavidades de drvores, entre a vegetacdo e ao enterrar-se, a até mais de 12 cm de

profundidade (FISCHER, AMADIGI, 2010).

Todas essas estratégias sao importantes evolutivamente para manter populagées
minimas de A. fulica no ambiente, ja que pode haver muitas perdas diante das modificagGes
ocorridas no ambiente no qual se origina. No entanto, se esses animais encontrarem
condicbes climaticas favoraveis e alimentos disponiveis, diminuindo a competicdo e
amenizando variacOes de temperatura e umidade, os mesmos maximizam essas perdas
aumentando a densidade populacional. Em ambientes urbanos, com grande disponibilidade
de alimentos e abrigos, favorecem a coloniza¢cdao e proliferacdo dos caramujos (FISCHER,

AMADIGI, 2010).

Sabendo-se dos aspectos ecoldgicos e bioldgicos dessa espécie invasora, torna-se
imprescindivel a elaboragdo de planos de manejos para diagnosticar o perfil da populagdo de
A. fulica na area onde esta foi introduzida, possibilitando erradicacdo a realidade local

(FISCHER, 2010).

Parasitos de interesse médico e veterinario em Achatina fulica

No Brasil alguns moluscos terrestres sdao capazes de transmitir algumas helmintoses
de interesse médico. Dentre elas estdao a fascilose, angiostrongilose abdominal e a

meningoencefalite eosinofilica. (THIENGO,FERNANDEZ, 2013).



22

Existe um grande numero de parasitos que afetam a saude humana ou dos animais,
hospedam-se em moluscos e participam da complexidade de ciclos e interacbes que
resultam na continua evolucdo das espécies (FRANCO-ACUNA et al., 2009). Segundo Teles,
Fontes (2002), o gastropode terrestre A. fulica e outras espécies de moluscos continentais e
aquaticos sdo responsaveis pela transmissdao dos nematddeos da familia Metastrongylidae,
género Angiostrongylus. Até o momento sdo reconhecidos cerca de 20 espécies desses
vermes parasitos naturais de roedores silvestres, além de numerosos mamiferos, como

bovinos, eqlinos, ovinos, macacos, caes, gatos e ratos urbanos.

A familia Metastrongylidae merece destaque por incluir Angiostrongylus costaricensis
Morera & Cépedes 1971, Angiostrongylus cantonensis Chen 1935 e Angiostrongylus vasorum
Baillet 1866, tendo importancia médica e veterinaria. Os Metastrongylidae possuem
extremidade anterior com primérdio da capsula bucal, primérdio genital situado no tergo
médio do corpo da larva L;, extremidade posterior com anus e nitida presenca de apéndice

(OLIVEIRA et al., 2010).

O Angiostrongylus costaricensis € um nematddeo endémico nas Américas, e foi
registrado no norte da Argentina ao Sul dos Estados Unidos (CESPEDES et al., 1967;
MORERA; CESPEDES, 1971; MORERA et al., 1983), com casos humanos registrados na Costa
Rica, Honduras, Colémbia, Martinique, Republica Dominicana, Porto Rico, Nicaragua,

México, Venezuela, Guadalupe, El Salvador, Panama e Brasil (KAMINSKY, 1995).

Esse nematddeo apresenta corpo filiforme e cor avermelhada. A fémea tem tamanho
aproximado de 33 mm de comprimento, tendo na extremidade final da regido posterior
anus e vulva. O macho tem cerca de 20 mm de comprimento, tendo uma bolsa copuladora
reduzida com dois espiculos iguais e finos, ainda possui gubernaculo. Em ambos os sexos a
abertura oral é rodeada por seis pequenos labios. Os ovos sdo elipticos e ndo estao

segmentados por ocasido da postura (MORERA, CESPEDES, 1971; MOTA, LENZI, 1995).
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O ciclo natural desse parasito envolve moluscos terrestres, como hospedeiros
intermedidrios e roedores e pequenos mamiferos, como hospedeiros definitivos. Esses
parasitos adultos habitam preferencialmente as artérias da regido ileocecocélica, que sao
ramos da mesentéria superior. Ai depositam seus ovos, que sdo arrastados pelo sangue
arterial para a mucosa intestinal, onde embrionam e eclodem. As larvas de primeiro estagio
atravassam a mucosa e caem na luz do intestino, sendo levadas para o exterior através das
fezes. Essas larvas sdo ingeridas ou penetram ativamente nas partes moles do molusco,
onde evoluem e sofrem duas mudas (L;- L, no 4° dia, e L,-L3, entre 0 11° e 0 14° dias). Ao fim
de 18 dias ja se encontram as larvas infectantes maduras, que persistem durante muito
tempo no molusco ou vdo sendo eliminadas com a secrecdo mucosa deste. O hospedeiro
vetebrado, ao ingerir o molusco infectado, contrai a larva Ls e, depois de um periodo pré-
patente de 24 dias, comeca a eliminar L; em suas fezes. Ele pode infectar-se também
ingerindo vegetais sobre os quais os moluscos terrestres deixaram sua esteira de secrecdo
mucosa, onde se encontram eventualmente as larvas de terceiro estagio de A. costaricensis

(REY, 2000).

A transmissdo para o homem ocorre de maneira acidental através da ingestdo de
moluscos crus ou mal cozidos e de hortalicas contaminadas com o muco contendo a forma
infectante da larva, causando no homem a angiostrongilose abdominal (THIENGO,

FERNANDEZ, 2010).

A angiostrongilose abdominal humana é caracterizada por obstrugdes intestinais,
inflamagdes do ceco e do apéndice cecal, geralmente acarretando o 6bito. Os sintomas,
como dor abdominal, febre prolongada, anorexia e vomitos, podem ser confundidos com
outras doengas como, por exemplo, a apendicite (GRAEFF-TEIXEIRA, 2007). O tratamento
para essa zoonose, até o momento, é a intervengdo cirdrgica, nos casos graves. Deve- se
evitar os anti-helminticos, pois podem induzir a migra¢do erratica do parasito, muitas vezes

agravando a doencga (THIENGO, FERNANDEZ, 2010).

O A. cantonensis ¢ um nematddeo pulmonar de roedores urbanos e periurbanos,

associado a meningite eosinofilica no homem. Essa espécie foi recuperada pela primeira vez
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em 1944, na cidade de Formosa Taiwan (NOMURA, LIN, 1945). No Brasil foi descrita pela
primeira vez em 2007, na cidade de Cariacica, no Estado do Espirito Santo (CALDEIRA et

al.,2007).

Este parasito € um nematddeo heteroxénico, que apresenta condutos genitais
brancos acinzentados. Os vermes adultos de ambos os sexos apresentam corpo filiformes,
estreitando-se na extremidade anterior. As fémeas sdo mais largas e mais robustas que os
machos. O esofago é claviforme e o poro excretor é posterior ao es6fago. Os machos
possuem uma cauda bursal pequena e ligeiramente assimétrica, e medem de 15 a 22 mm de
comprimento por 250 a 350 um de largura. A cauda é longa e arredondada, e é ligeiramente

curvada ventralmente (THIENGO et al., 2010).

O ciclo de vida de A. cantonensis envolve varias espécies de moluscos
terrestres e limnicos como hospedeiros intermediarios e como hospedeiros definitivos os
roedores. Na fase adulta esse parasito ocorre nas artérias pulmonares dos hospedeiros
definitivos, comumente Rattu rattus e R. norvegicus, e apds acasalamento, eliminam ovos
gue chegam ao lumen intestinal e liberam larvas de primeiro estagio (L1), que se desloca
para o interior dos alvéolos. Depois as larvas (L;) migram para a faringe e sdo deglutidas,
passam no trato gastrointestinal e sdo eliminadas nas fezes. Essas larvas sdo ingeridas ou
penetram ativamente nas partes moles do molusco, em um periodo de duas a trés semanas,
sofrem duas mudas (L,-L3) e atingem o terceiro estdgio (L3), a forma infectante para os
vertebrados. Os roedores se infectam ao ingerirem moluscos infectados com a larva (Ls).
Essas larvas (L3) penetram na parede intestinal e entram na corrente sanguinea poucas horas
depois da ingestdo. Elas alcangam a circulagao pulmonar a partir do cora¢ao e sao dispersas
para varios outros orgdos pela circulacdo arterial. Muitas alcancam o cérebro e sofrem
mudas novamente, tornando-se larvas de quarto estagio (Ls4). A quinta muda (Ls) ocorre no
espaco subaracndide, e apds o desenvolvimento migra para as artérias pulmonares onde sao
encontradas 25 dias depois da infecgdao. Os vermes adultos alcangam a maturidade sexual
em torno de 35 dias e as larvas (L;) podem ser encontradas nas fezes dos roedores em torno

de 42 dias apds a exposicao a geracao anterior de larvas (L) (THIENGO et al., 2013).
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A infeccdo humana também é acidental, semelhante ao de A. costaricencis,
diferenciando-se somente pela a ingestdo de hospedeiros paraténicos (peixes, crustaceos,
anfibios e répteis) crus ou mal cozidos (THIENGO,FERNANDEZ, 2010). A doenca causada por

A. cantonensis é denominada meningite eosinofilica humana.

Essa doenga em geral evolui de forma benigna, com complicagdes mais graves
apenas quando o verme migra para o globo ocular, podendo acarretar cegueira. No entanto,
a sintomatologia (cefaléia, tonturas, fraqueza e febres moderadas) persiste por alguns meses

e prejudica a rotina do paciente (TELES, FONTES, 2002).

Além dos nematddeos de importancia médica encontrado em A. fulica ha registros

de nematodeos de interesse veterinario.

O Angiostrongylus vasorum é um parasito da arvore arterial pulmonar de cdes
domeésticos, que se encontra amplamente disseminado na Europa ocidental (BOWMAN,
2006). Esse parasito apresenta um corpo com extremidades afiladas, possui uma cuticula
transparente e condutos genitais de coloragdo branco-acinzentada, enrolados nos tubos
digestivos de cor vermelha. A extremidade posterior do macho é voltada ventralmente. Os
ovos sdo elipticos e ndo segmentados por ocasidao da postura. O comprimento dos machos

varia de 14 a 18 mm e o das fémeas de 18 a 25 mm (FORTES, 2004).

A ovipostura do parasito é na artéria pulmonar e os ovos sdo levados pelos capilares
aos pulmdes, onde evoluem as larvas de primeiro estdgio que sao eliminadas nas fezes de
cdes infectados. Os hospedeiros intermediarios incluem uma ampla variedade de moluscos
terrestres e limnicos, que se infectam através da ingestdo de larvas (L;) presentes nas fezes
dos cdes ou penetra ativamente nos moluscos, nas quais se desenvolvem até o terceiro
estagio larval infectante. A via pela qual os cdes se infectam ndo é clara. Supde-se que os
cdes se infectam ao ingerirem moluscos infectados com a larva (L3). Além disso, as atividades

dos moluscos em relagdo ao comportamento dos cdes e o uso do habitat sdo provaveis
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fatores de risco para a infeccdo (MORGAN, SHAW, 2010). Os cdes podem apresentar um

guadro clinico com dispnéia que pode evoluir para asfixia (FORTES, 2004).

No Brasil ndo ha registros de A. vasorum, infectando naturalmente o molusco A.
fulica, no entanto, a presenca desse molusco pode ser um risco para a transmissdao desses
parasitos, especialmente em dreas urbanas, devido a pouca especificidade desses
nematddeos quanto aos hospedeiros intermedidrios (CARVALHO et al., 2003; THIENGO,
2004).

Uma espécie, Aelurostrongylus abstrusus (Raillet, 1898), é comum nos pulmdes de
gatos domésticos, e possuem como hospedeiros intermedidrios muitos moluscos. A sua
distribuicdo é cosmopolita (URQUHART et al.,, 1998), sendo encontrado em pequenas
ramificacbes de artérias pulmonares, alvéolos, dutos alveolares e bronquiolos (FORTES,
1997). Apresenta extremidade anterior arredondada, corpo filiforme, com extremidade
posterior curvada dorso-ventralmente, primérdio queratinizado refringente da capsula
bucal, poro excretor evidente, situado na regido média do esdfago, anel nervoso localizado
na regiao mediana do esofago, primoérdio genital localizado na regido ventral esta situado no
terco médio do intestino e cauda pontiaguda apresentando um botdo terminal caracteristico

(OLIVEIRA et al., 2010; THIENGO, 2009).

Esses parasitos sdo ovoviviparos, e as (L;) sao eliminadas nas fezes. Estas penetram
no hospedeiro intermediario molusco e se desenvolvem nas (Ls) infectantes, e durante esta
fase pode ser ingerido por hospedeiros paraténicos, como aves e roedores (FORTES, 2004). A
transmissdo para os gatos ocorrem quando ingerem os hospedeiros intermediarios ou
paraténicos contendo larvas infectantes (Ls). Essas larvas no ambiente podem sobreviver até
duas semanas (FERREIRA DA SILVA et al., 2005; SCOFIELD et al., 2005). Segundo URQUHART
et al. (1998), os efeitos clinicos sdo leves, entretanto o gato pode apresentar tosse cronica,
pode haver uma leve dispnéia e producdo de catarro mucéide. Os casos mais graves

aparecem em seis a doze semanas apos a infeccao, quando a postura de ovos é maxima.

Outras larvas de nematddeos identificadas como Rhabditis sp. (Dujardin, 1844) e

Strongyluris sp. (Travassos, 1923) também foram encontrados em A. fulica. O género
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Rhabditis sp. vive em matéria organica em decomposicao, terra Umida, dgua doce e salgada.
Esse género inclui parasitos facultativos oportunistas, do homem e animais, causando
infeccOes secunddrias. Possui es6fago longo do tipo rabditéide constituido de corpo,
pseudobulbo, istmo e bulbo posterior, vulva localizada na regido mediana do corpo, ovarios
com aspecto segmentado indicando agrupamento celular caracteristico; Utero com presenca
de ovos e ovos larvados nas fémeas adultas, cauda longa e fina (THIENGO, 2009; OLIVEIRA et

al., 2010).

Esse nematédeo causa uma dermatite pruriginosa e hiperémica em bovinos, suinos,
cdes, eqliinos e roedores excessivamente expostos ao habitat normal desse parasito
(BOWMAN, 2006). No Brasil, esse género esta relacionado com a otite parasitaria em

bovinos (MARTINS et al., 1971; DUARTE et al., 2001).

O nematdédeo Strongyluris sp. é um parasito que vive no intestino grosso de
larcertideos (ALHO, 1969). Essas larvas sdo facilmente distinguiveis principalmente pelo
grande tamanho (em torno de 5 mm). Possui labios com papilas, anel nervoso posicionado
no terco médio do esb6fago, que termina em um bulbo esofagiano, intestino com a
extremidade anterior dilatada, cauda longa que se afina gradativamente, podendo se

apresentar curta em alguns exemplares (THIENGO, 2009; OLIVEIRA et al., 2010).

A identifica¢do das larvas de nematddeo é dificultada pela falta de informacgao sobre
a morfologia destes parasitos. Portanto, a caracterizagdo dos nematddeos encontrados em
A. fulica é relevante, porque sao escassas as descricdes na literatura sobre morfologia das
larvas encontradas nesses animais (FRANCO- ACUNA et al., 2008), mesmo com ampla

distribuicdo do molusco pelo pais.

Além do potencial transmissor de doencas conhecidas como angiostrogilose, o

molusco A. fulica pode ser vetor de outros organismos.

Entre os protozodrios parasitos, a literatura registra apenas o estudo de
Cryptosporidium em A. fulica. Esse protozodrio é um coccidio pertencente ao Filo

Apicomplexa, Classe Sporozoea, Subclasse Coccidia, Ordem Eucoccidia, Sub ordem Eimeriina,
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Familia Cryptosporidiidae, Género Cryptosporidium (LEVINE et al., 1980), encontrado em 90
paises, seis continentes e em aproximadamente 170 espécies de animais silvestres,
domésticos e o ser humano (0’ DONOGHUE, 1995; FAYER et al., 2000). E o responsavel pela
criptosporidiose, doenca comumente associada a enterites que sdo caracterizados por
diarreia aguda, aquosa ou estetorréica e célica. Embora as infecgdes assintomaticas também

sejam relatadas (PEREIRA, 2007).

A transmissdo desta protozoose é através da rota fecal-oral, de homem-homem,
animal-homem, homem-animal e animal-animal, podendo ser por ingestdo direta das fezes,
agua, alimentos contaminados e o ar. Também esta associada como fonte de infec¢do a

agua de piscinas de recreacdo (MONIS et al.,2003; FAYER, 2004).

Cryptosporidium sp. possui o ciclo de vida monoxeno, onde a fase (sexual e assexual)
ocorre em um unico hospedeiro(AMARANTE, 1992; O’ DONOGHUE, 1995). O ciclo bioldgico
inicia-se com ingestdo dos oocistos vidveis presentes na dgua ou alimento contaminados. O
desencistamento ocorre pela exposicdo a temperaturas corporais, acido gastrico, tripsina e
sais biliares. Os esporozoitos liberados penetram nas células intestinais. Forma-se entdo um
vaculo parasitoforo intracelular, porém extracitoplasmatico. Neste local os esporozoitos
transformam-se em trofozoitos e sofrem divisdo multipla, formando o meronte, onde sdo
gerados merozoitos do tipo | ou tipo Il, por meio de reproduc¢do assexuada. Os merozoitos
de tipo | sdo capazes de infectar outras células e repetir a reprodugao assexuada. Os
merozoitos de tipo Il iniciam o ciclo sexuado (gametogonia), gerando gametas masculinos
(microgametdcitos) e femininos (macrogametdcitos). Cada microgameta fertiliza um
macrogameta, produzindo o zigoto, dentro de um oocisto, o qual sofre meiose e da origem
ao oocisto esporulado. Os oocistos sdo liberados na luz intestinal e excretados nas fezes

(PEREIRA, 2007).

O oocisto maduro, esférico ou ovéide, com cerca de cinco um de didametro contém
guatro esporozoitos e a auséncia do esporocisto que é uma caracteristica do género. Os
oocistos de algumas espécies podem se diferenciar uma das outras com base na

morfometria, especificidade de hospedeiros, transmissdao cruzada e taxonomia molecular
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(SMITH et al., 2007). Esses podem permanecer infecciosos sob condi¢cdes umidas e frias, por
aproximadamente 18 meses. Em ambientes de dgua doce sobrevivem em média 176 dias e
35 dias em agua do mar (CAREY, 2004; FALCHI, 2006). Como muitos outros oocistos de
coccideos, os de Cryptosporidium mostram resisténcia a desinfeccdo quimica. Estes sdo
bastantes resistentes a desinfetantes comerciais a base de alcool,amodnia, adeido, cloro ou

compostos alcalinos (PEREIRA et al.,2008).

Estes oocistos ja sdo eliminados infectantes nas fezes de seus hospedeiros. Individuos

imunodeficientes e animais jovens liberam juntamente com as fezes aproximadamente 10°-
1 . .. . . ~ ,

10" oocistos de Cryptosporidium, o que pode proporcionar a contaminacio da agua, solo e

dos alimentos (FAYER et al., 2004).

O potencial de contaminacdo de oocistos de Cryptosporidium no ambiente depende
de uma variedade de fatores incluindo, o nimero de hospedeiros infectados, o numero de
oocistos excretados, praticas agricolas, o comportamento e a atividade do hospedeiro, as
diferencas sdcio-econdmicas e éticas no comportamento humano, distribuicdo geografica,
saneamento, protecdo de fontes e suprimentos de agua potdvel e alimentos, e o clima e
hidrologia da area (SLIFKO, 2000). A contaminacdo ambiental e a transmissdo de
Cryptosporidium sp. se da por animais domésticos, silvestres terrestres e marinhos (GRECA,

2010).

Poucos estudos registram a detecgdo desses parasitos em moluscos gastrépodes
terrestres. No Brasil, existe um registro referente a detec¢do de Cryptosporidium nas fezes
do molusco A. fulica em trabalho realizado em Campos dos Goytacases, RJ. Dos 50 animais
examinados, 52% estavam infectados com o protozoario, e a morfometria dos oocistos
encontrados aponta para as espécies que frequentemente infectam cdes, gatos ou o homem

(SHIFFLER et al., 2008).

O protozodrio Toxoplasma gondii (Nicolle & Manceaux, 1909) possui um ciclo
heteroxeno facultativo. Pode infectar os animais homeotérmicos (mamiferos e aves),
inclusive o homem. E prevalente em muitas regides do mundo e tem importancia médica e

veterindria, pois pode causar a toxoplasmose, doen¢a que causa uma infec¢dao cronica
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assintomatica na maioria dos individuos imunocompetentes (TENTER, 2000). E capaz de
determinar uma forma grave e geralmente fatal nos casos de transmissdo congénita,
causando problemas neuroldgicos e oftalmolégicos nos recém-nascidos e em pacientes com

imunodepressdo causando a encefalite (BLACK, BOOTHROYD, 2000; HILL, DUBEY, 2002).

De acordo com Levine et al.( 1980), o T. gondii foi classificado como parte do: Reino
Protozoa, Filo Apicomplexa, Classe Coccidia, Ordem Eucoccidiida, Subordem Eimeriina,
Familia Sarcocystidae, Subfamilia Toxoplasmatinae, Género Toxoplasma, com apenas uma

espécie, Toxoplasma gondii.

Este protozoario possui como hospedeiros definitivos os membros da familia Felidae
e os hospedeiros intermediarios os animais homeotérmicos incluindo os seres humanos. Nos
felideos ocorre uma fase sexuada dentro das células epiteliais do intestino e uma fase
assexuada ocorrendo em outros tecidos. Os hospedeiros intermediarios possuem apenas a

fase assexuada (TENTER et al., 2000; BLACK, BOOTHRQYD, 2000).

Existem trés formas que sdo infecciosos para os hospedeiros: taquizoitos (em grupo),
os bradizoitos (cistos teciduais) e esporozoitos (oocistos). Tanto os hospedeiros definitivos
como os intermedidrios sdo susceptiveis aos trés estagios de infeccdo pelas vias: (1)
horizontal, através da ingestdo de oocistos esporulados (infecciosos) presentes no meio
ambiente; (2) horizontal pela ingestdo de cistos teciduais contidos em carne crua ou mal
cozida e (3) vertical, pela transmissdo transplacentdria por taquizoitos (DUBEY, 2002;

TENTER et al., 2000; BLACK,BOOTHROYD, 2000).

Um hospedeiro susceptivel, ingerindo oocistos infecciosos presentes no solo, agua ou
nos alimentos contaminados, cistos teciduais presentes em carne crua ou mal cozida ou
taquizoitos eliminados no leite, podera adquirir o parasito e desenvolver a fase assexuada
(NEVES, 2005). A fase inicial de infeccdo-fase proliferativa caracteriza a fase aguda da
doenca. Neste ponto, a evolucdo poderd ocorrer em fetos e individuos com
comprometimento imunoldgico, ou dimimuir e cessar pelo surgimento de anticorpos
especificos. Com o aparecimento da imunidade, os parasitos extracelulares desaparecem do

sangue, linfa e dos érgaos viscerais, havendo diminuicdo da multiplicacdo extracelular. Os
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taquizoitos resistentes desenvolvem-se mais lentamente formando os bradizoito, que
formarao cistos principalmente no cérebro e na musculatura esquelética e cardiaca. Esta
fase cistica, juntamente com a diminuicdo da sintomatologia, constitui a fase crénica da

doenga. (DUBEY, 1998; BLACK, BOOTHROYD, 2000; TENTER et al., 2000).

Apds a ingestdo de cistos pelo hospedeiro definitivo, sua parede é dissolvida por
enzimas proteoliticas no estbmago e no intestino delgado. Os bradizoitos penetram nas
células epiteliais do intestino delgado e iniciam iniUmeras multiplicagdes assexuadas. No
interior dessas células os parasitos, sdo chamados de taquizoitos, crescem e se transformam
em esquizontes por um processo assexuado chamado endopoligenia que originam os
merozoitos. Ao estagio final da multiplicacdo assexuada inicia-se a fase sexuada, com os
merozoitos originando macrogameta (feminino) e microgameta (masculino), cada
microgameta fertiliza um macrogameta, produzindo o zigoto, que depois de secretar a
parede cistica origina o oocisto. Os oocistos caem na luz intestinal ao serem rompidas as
células da parede intestinal (TENTER et al.,2000 FORTES, 2004;). Os oocistos nao esporulados
sdo sub-esféricos e possuem de 10 a 12 micrométros de didametro (DUBEY; LINDSAY; SPEER
1998), e deixam o lumen intestinal e vdo para o meio ambiente através das fezes dos

felideos (TENTER et al., 2000).

Esses oocistos inicialmente ndo esporulados (ndo infecciosos) e sob condigdes de
temperatura e aerobiose adequadas tornam-se esporulados. Os oocistos esporulados
contém dois esporocistos, que possui quatro esporozoitos que s3ao as formas mais
resistentes do Toxoplasma gondii suportando diversas variagdes de temperatura. Eles se
mantém infecciosos em agua por pelo menos 54 meses a 4°C (DUBEY, 1998) e, em solos
experimentalmente contaminados por 18 meses sob varias temperaturas (FRENKEL et al.,
1975). Os oocistos esporulados também sdo altamente resistentes a inativacdo por
reagentes quimicos e processos utilizados no tratamento de aguas incluindo a cloragdo, o

tratamento de ozOnio e os raios ultravioletas (DUBEY, 2010; VIEIRA, 2010).

Os gatos domésticos e outros felideos iniciam a eliminagdo de oocistos dependendo

do estagio de T. gondii ingerido, de 13 a 18 dias apds a ingestdo de taquizoitos ou oocistos,
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e, apos a ingestdo de cistos teciduais ou bradizoitos, tem um periodo pré-patente menor (3 a
10 dias) (DUBEY, 2008). Menos de 50% dos gatos eliminam oocistos apds terem ingerido
taquizoitos ou oocistos, e quase todos eliminam oocistos dpos a ingestdo de cisto tecidual
(DUBEY, 2010). Apos a infecgdo primdria com cistos teciduais desse parasito, um Unco gato

pode langar mais de 100 milhdes de oocistos no ambiente (DUBEY, 2004).

Assim, os gatos domésticos apresentam um papel fundamental na epidemiologia da
toxoplasmose (DUBEY, 1986), uma vez que contaminam as dguas, o solo, frutas e vegetais,
com oocistos eliminados pelas suas fezes (TENTER et al., 2000; VIEIRA, 2010), portanto,
pode-se dizer que os oocistos eliminados resultam na contaminagao ambiental (DUBEY,
2004). Os oocistos eliminados junto com as fezes sao distribuidos no ambiente através da
agua, vento, adubo e por invertebrados terrestres, contaminado aguas, solo, frutas e
vegetais (TENTER et al.,2000; DUMETRE, DARDE, 2003), sendo uma fonte pontecial de
infeccdo para o homem e outros hospedeiros intermediarios (TENTER et al., 2000). Até o

momento, ndo existe registro da presenca de T. gondii em moluscos terrestres.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Descrever a ocorréncia e os aspectos parasitarios em Achatina fulica no municipio de

Feira de Santana- Bahia.

Objetivos Especificos

Avaliar o grau de desenvolvimento de A. fulica no municipio de Feira de Santana —

Bahia;

Relacionar variaveis morfométricas, incluindo o fator de condicdo relativo, as

variaveis climaticas;

Verificar a frequéncia de larvas de nematédeos em A. fulica provenientes do

municipio de Feira de Santana;

Relacionar frequéncia de nematddeos a varidveis climaticas, epidemioldgicas e sua

influéncia sobre o fator de condic3o;

Pesquisar a presenca de DNA de parasitos Apicomplexa nas amostras fecais de

Achatina fulica.
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OCORRENCIA DE Achatina fulica BOWDICH, 1822(STILOMMATOPHORA; ACHATINIDAE) EM
FEIRA DE SANTANA (BA): BIOMETRIA E PESQUISA DA ASSOCIACAO COM VARIAVEIS
CLIMATICAS.

Patricia Hercilia Arcanjo de Almeida®, Sofia Aline Amaral Santos?, Aristeu Vieira da

Silva®
Resumo

O caramujo gigante africano, Achatina fulica, encontra-se amplamente distribuido pelo
Brasil, causando impactos a economia, a saude humana e a agricultura. Assim, esse estudo
visou avaliar a dinamica populacional e o grau de desenvolvimento dessa espécie no
municipio de Feira de Santana (BA), bem como relacionar as variaveis morfométricas as
climaticas, e estimar o fator de condicdo relativo. De janeiro a junho de 2013 foram
coletados caramujos em quatro pontos no perimetro urbano do municipio. No laboratdrio os
animais foram mensurados quanto ao comprimento total da concha e a massa total. A partir
desses dados o grau de desenvolvimento da populacdo foi estimado, as relagGes entre as
variaveis morfomeétricas e climaticas e o fator de condi¢do foram calculados. Um total de 600
caramujos foi coletado, apresentando comprimento predominante no intervalo de 47,6-
57,0mm. Os resultados permitem inferir que a populacdo de A. fulica nos pontos de coleta
estudado esta em declinio, ja que nessas areas foram encontrados animais juvenis e jovens.
Ndo houve associagdo entre as varidveis climdticas e morfométricas. A relagdo entre o
comprimento total e o peso mostrou que A. fulica apresentou um crescimento alométrico
negativo. O fator de condi¢cdo apresentou variagdes pontuais ao longo dos seis meses de
coleta. Este é o primeiro relato de ocorréncia de A. fulica em Feira de Santana, BA, com
pesquisa da associacdo das varidveis climaticas aos parametros biométricos dos animais

estudados.

Palavras-chave: Caramujo gigante africano. Fator de condi¢cdao. Ambientes antropurgicos.
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Abstract

The giant African snail, Achatina fulica, is widely distributed in Brazil, causing impacts to the
economy, human health and agriculture. Thus, this study aimed to evaluate the population
dynamics and the degree of development of this species in the municipality of Feira de
Santana (BA), the degree of correlation of morphometric and climatics variables, and to
estimate the relative condition factor. From January to June 2013 snails were collected at
four points in the urban perimeter of the municipality. In the laboratory animals were
measured as the shell total length and the total body mass. From these data the degree of
development of the population was estimated, the relationships between morphometric
and climatic variables and the condition factor were calculated. A total of 600 snails were
collected, showing predominant length in the range of 57.0to 47.6 mm. The results allow to
infer that the population of A. fulicain the collection points is in decline, since in these areas
were found juvenile and young animals. There was no association between climatic and
morphometric variables. The relationship between total length and weight showed that A.
fulica presented a negative allometric growth. The condition factor presented variations on
time over the six months of collection. This is the first report of occurrence of A. fulica in
Feira de Santana, BA, with research of the correlation of climatic variables to the biometric

parameters of the studied animals.

Key-words: African giant snail. Condition factor. Anthropic environments.
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Introdugao

As introducbes de espécies exdticas invasoras sdo consideradas a segunda maior
causa de extincdo de espécies no planeta, afetando diretamente a biodiversidade, a
economia e a saude humana (CORADIN, TORTATO, 2006). A espécie Achatina fulica Bowdich,
1822, conhecida como caramujo-gigante africano, é considerada uma das cem piores
espécies invasoras no mundo, tendo sido introduzida em diversos paises, mostrando grande

sucesso de proliferacdo e adaptacao (ALOWE et al., 2004).

Essa espécie é endémica da costa leste africana, partindo do Sul da Somdlia até
Mocambique, regido caracterizada por um bioma de florestas chuvosas tropicais (RAUT,
BARKER, 2002). Atualmente esta disseminada pela Asia, Oceania e Europa (VASCONCELLOS,
PILLE, 2001). Segundo esses mesmos autores, a introducdo e distribuicdo desse gastrépode
nas Ameéricas ocorreram, provavelmente, na década de 30. No Brasil, a sua introducdo
ocorreu no estado do Parana no final da década de 80, para fins econdmicos. Uma vez que a
criagdo para fins alimentares ndo conseguiu o mercado esperado, aparentemente ocorreu a
liberacdo de animais para a natureza, e desde entdo a expansao numérica e geografica da
populacdo é constante (THIENGO et al., 2007; FISCHER,COSTA, 2010). Hoje esse molusco
estad distribuido em 25 dos 26 estados brasileiros mais o Distrito Federal (THIENGO et

al.,2013).

No estado da Bahia esses caramujos ja foram registrados nos municipios de
Salvador (SILVA, ALELUIA, 2010), Lauro de Freitas (ALBUQUERQUE et al.,, 2003), Ilhéus
(SANTOS, DELABIE, 2011; CARVALHO et al.,2012) e Jequié (JUNIOR, 2009).

Esses animais possuem uma forte interacdo com os fatores abidticos e bidticos
gue sdo indispensaveis para a sua sobrevivéncia. Fatores como temperatura, a umidade
relativa do ar e precipitacdo, regulam a atividade desses moluscos (COSTA, 2010). Segundo
Raut e Barker (2002) esses gastropodes sdo ativos em periodos chuvosos, e quando a
umidade relativa do ar esta acima de 50%. Mudangas bruscas de temperatura e umidade

podem induzir a hibernagao e a estivacdo nesses animais, sendo estas excelentes estratégias
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para a colonizacdo e recolonizacdo de ambientes apds condicdes estressantes naturais ou
causadas pelo homem (FISCHER, AMADIGI, 2010). Segundo Albuquerque et al. (2009) as
variaveis ambientais e a densidade humana podem influenciar no comprimento concha, no

peso total e no fator de condigao.

O fator de condicdo expressa a relacdo entre o peso e comprimento, sendo
possivel estimar através desse indice os aspectos comportamentais das espécies e verificar a
influéncia de fatores bidticos e abidticos (VAZZOLER, 1996). Desta forma, o fator de condicdo
serve para avaliar a qualidade do habitat onde vive essas espécies, e analisar o bem- estar da
populacdo (LE CREN, 1965; RICKER, 1975; BOLGER,CONNOLY, 1989). Este mesmo fator
também reflete as mudancas fisiolégicas do caracol, principalmente durante a estivacdo e
periodos de baixa umidade (VINCI et al, 1998; ALBERTONI et al, 2003). Segundo Albuquerque
et al. (2009) entender os fatores que governam o comprimento e o peso, e o fator de
condicdo, pode ser uma ferramenta util para o manejo de espécies invasoras,

principalmente em regides onde ha uma escassez de dados.

O molusco A. fulica é comumente encontrada em ambientes antropurgicos,
devido a disponibilidade de alimentos, abrigos e menor exposi¢do a predadores (SIMIAO,
FISCHER, 2004). Segundo Fischer et al. (2003) esses gastropodes possuem preferéncia por
residuos organicos, cuja disponibilidade é exacerbada no ambiente urbano. Além disso, as
areas urbanas oferecem mais substratos, favorecendo a fixagdo de mais individuos e
aumentando o recrutamento dos filhotes, e assim nessas dreas é mais frequente a presenga
de filhotes e animais jovens. Os substratos também amenizam as condi¢des adversas,
aumentado a taxa de sobrevivéncia (FISCHER et al., 2010). O encontro dessa espécie na area
urbana coloca em alerta as autoridades de saude publica, pois este animal tem um potencial
transmissor de agentes de doengas como a angiostrongilose e por serem vetores de outros

agentes zoonéticos (FISCHER, COSTA, 2010).

Desta forma, é necessario esclarecer a relagdo de A. fulica com o meio ambiente
para que se possa determinar o real impacto da sua invasdo e assim impedir novas

introducdes, além de estimar ou diagnosticar os danos econdémicos, ecoldgicos e a saude
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humana e animal que o caramujo africano pode causar. Assim, o presente estudo teve como
objetivo verificar a presenca e avaliar o grau de desenvolvimento de A. fulica no municipio
de Feira de Santana - Bahia, bem como relacionar variaveis morfométricas, incluindo o fator

de condicdo relativo, as varidveis climaticas.
Material e Métodos

O estudo foi realizado no municipio Feira de Santana (12°16”’S e 38°58’0), Estado
da Bahia, situado a 107 km de Salvador, a qual se liga pela rodovia BR-324. Feira de Santana
possui uma area de 1.364Km?, estando localizado na zona de planicie entre o Reconcavo
Baiano e os tabuleiros semi-aridos do nordeste baiano. Apresenta uma populacdo de

562.466 habitantes, com densidade demografica de 416,03 hab/Km? (BRASIL, 2011).

O clima do municipio de Feira de Santana é complexo por esta inserido numa
zona de transicdo entre os dominios quentes Umido, caracterizados por florestas pluviais e o
dominio de zona tropical, com estacdo seca definida. O indice pluviométrico médio anual é
de 802 mm sendo o periodo de maior pluviosidade nos meses de margo a maio com média
maxima de 144mm no més de maio. Os menores indices pluviométricos estdo entre os
meses de agosto a outubro. Nos meses de novembro a janeiro é marcado pelas trovoadas,
com chuvas esporadicas concentradas. A posicdo geografica de baixa latitude garante para
Feira de Santana a incidéncia durante todo o ano de forte radiacdo solar e elevadas
temperaturas. A temperatura média anual é de 24°C, sendo que o periodo quente
concentra-se nos meses de outubro a janeiro, cuja média térmica ultrapasssa os 30°C. As
menores temperaturas sao registradas nos meses de junho a agosto com temperatura de

20°C a 23° (CEPLAC, 1975).

Entre o periodo de janeiro a junho de 2013 foram realizadas coletas a partir de
quatro areas no perimetro urbano do municipio: L1 (12°13’0,5”S e 038°56’42,9”’0), L2
(12°13’57,5”S e 038°57°41,1”0), L3 (12°12’'28,0”S e 038°58'18,6”0) e o L4 (12°12'00,3"S e
038°58’23,6"0) (Figura 1).
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Figura 1. Localizacdo do Municipio de Feira de Santana e os pontos de coleta de espécimes de
Achatina fulica. Feira de Santana, 2013.

ﬁ Feira de Santana

Na area L1 os animais foram encontrados nas proximidades de uma lagoa,
incluindo assim areas dotadas de cobertura vegetal, lixo, esgoto e a presenca constante de
animais domésticos, sendo os locais de coleta representados por terrenos baldios (Figura
2A). Na drea L2 estes moluscos foram encontrados em uma praca dotada de cobertura
vegetal e presenca de residuos organicos (Figura 2B). Na drea L3 foram feitas visitas em
quintais e terrenos baldios proximos as residéncias, e nesses locais havia lixo, entulhos e
animais (Figura 2C). Na area L4 as coletas foram realizadas em terrenos cuja vegetacdo era
composta por gramineas, arbustos e havia pequena quantidade de lixo e entulhos, no

entanto, com a presenga de muitos animais, principalmente gatos e cachorros (Figura 2D).
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Figura 2. Pontos de coleta de espécimes de Achatina fulica em Feira de Santana, BA. 2013.A — L1,
B—L2,C—L3,D-L4.
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Os moluscos foram coletados manualmente, com as maos protegidas por luvas
de borracha, no inicio da manha, através de um esforco de captura praticado por
homem/hora nas areas de coleta. Os individuos coletados foram acondicionados em caixas
isotérmicas com tampa adaptada para permitir a aeragdo. Apds cada coleta os espécimes
foram transportados ao Laboratério do Grupo de Pesquisa em Zoonoses e Saude Publica da

Universidade Estadual de Feira de Santana.

No laboratério os animais foram lavados em agua corrente e mensurados o
comprimento total da concha (Ct), usando um paquimetro com precisdo de 0,1 mm, e a
massa total da concha (Pt) com a parte mole, em balancga digital com precisdo de 0,01g. O
estagio de desenvolvimento foi determinado segundo a classificacdo de Tomiyama (2002)
gue considera juvenis os caramujos com conchas de 10 a 40 mm; jovens os individuos com

conchas de 41 a 90 mm e adultos aqueles com conchas acima de 90 mm de comprimento.
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Os dados climdticos para cada dia de coleta (temperatura média, umidade
relativa e precipitacdo) (Tabela 1) foram obtidos junto ao Instituto Nacional de Meteorologia

— INMET (BRASIL, 2013).

A relacdo entre a massa total (Pt) e comprimento (Ct) foi utilizada para ajustar a
curva de relacdo alométrica, determinando-se os valores a e b, que foram utilizados para se
calcular a massa esperada (Pt-e) e o fator de condicdo relativo (Kn), a partir da expressao:
Kn=Pt/Pt-e (VELLOSO, PEREIRA JUNIOR, 2010). O fator de condicdo aponta crescimento
isométrico quando b=3, alométrico positivo quando b>3 ou alométrico negativo quando b<3

(LIMA-JUNIOR et al, 2002).

A associacdo entre as variaveis climaticas e varidveis morfométricas, incluindo o
fator de condicdo relativo foi verificada pela regressao linear simples. Os dados relativos as
dimensdes corporais (comprimento da concha) e os locais de coleta foram submetidos ao
teste de Kruskall-Wallis. As anadlises estatisticas foram realizadas utilizando os programas
BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007) e o Epi Info 7 (DEAN et al., 2011), considerando-se

significativos os valores de P < 0,05.

A pesquisa foi realizada de acordo com a legislacdo, possuindo licenca para
captura, transporte, e manutencdo dos animais cedida pelo IBAMA (n° da autorizacdo/

licenca: 35442 — Anexo A).
Resultados e Discussao

Os dados do presente trabalho constituem-se o primeiro levantamento para a
caracterizacdo da populacdo e para o diagndstico da ocupacdo de A. fulica em Feira de
Santana, Bahia. Em um periodo curto de coleta, que ocorreu entre janeiro a junho de 2013,
foi possivel avaliar a ocorréncia desses animais no ambiente urbano, o grau de

desenvolvimento da populagao e as suas relagdes com as varidveis ambientais.

As vistorias feitas mensalmente resultaram na coleta de 600 caramujos. Durante

o estudo foi observado que a maioria dos animais coletados apresentou um comprimento de
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concha entre 47,6-57,0mm (Figura 3). Em relacdo ao comprimento da concha estudos
anteriores realizados no municipio de Lauro de Freitas (BA) por Albuquerque et al. (2009) e
em Salvador (BA) por Silva et al. (2010) encontram a maioria dos caramujos com

comprimento de concha entre 32,9-39,5mm e 41-60mm respectivamente.

Figura 3. Histograma da frequéncia relativa de espécimes de Achatina fulica segundo o
comprimento total da concha (em mm). Feira de Santana, 2013.
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A tabela 1 apresenta a mediana dos dados morfométricos de A. fulica e as varidveis
climaticas, segundo a coleta, més e local de coleta. Durante as idas a campo foi observado
que houve pequena variagao de temperatura no municipio. Segundo Diniz et al.(2008) o
municipio de Feira de Santana se encontra em uma zona climatica intermediaria entre a
zona Umida do litoral e a semi-aridez das dreas mais interioranas, fator que favorece a
ocorréncia de A. fulica neste municipio. Segundo o INMET a temperatura mdxima e minima
no periodo foi de 29,5°C e 20°C e a umidade foi de 95% e 30% respectivamente. Segundo
Albuquerque et al. (2003) a temperatura é um dos fatores que favorecem a permanéncia
dos animais no ambiente. Além disso, para Raut e Barker (2002), as espécies pertencentes a

familia Achatinidae ocorrem em climas umidos, tropicais e subtropicais.
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Takeuchi (1991) relatou que a atividade de A. fulica varia sazonalmente,
mostrando que em periodo seco, os individuos estivam. Em periodos extremos de
temperatura podem ocorrer dessecacdo (VINCINI, 1988). Tais fatores pode explicar a
auséncia de animais nas coletas 3, 8, 10 e 11 (Tabela 1). Durante essas coletas houve baixa
precipitacdo e menor umidade, embora na coleta 3 a umidade relativa dor ar foi de 95%,
mas a precipitacdo foi baixa. Segundo Raut (2002) had uma forte correlacdo entre a umidade
e precipitacdo, no que se refere ao encontro destes animais no campo, ficando suas
atividades restritas a periodos chuvosos, permanecendo inativas durante o periodo de

estiagem.

Na analise entre as varidveis morfométricas e climaticas ndo encontramos uma
correlagdo significativa (Tabela 2). Albuquerque et al. (2003) constataram que a umidade foi
a variavel principal que influenciou no tamanho da concha. De acordo com Raut e Baker
(2002) A. fulica pode sobreviver a temperatura 6tima em torno de 26C°, maxima de 45C° e
minima de 9C°. Além disso, a umidade relativa do ar parece ser um fator mais critico que a
temperatura (FISCHER et al., 2010). Ainda segundo esses autores, o processo de estiva¢do
acontece na estacdo seca ou abaixo de 10°C, no entanto existem registros de limites para

atividade como 28-30°C e 80-82% de umidade relativa do ar.
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Tabelal. Coleta, més, local de coleta, temperatura (°C), umidade relativa (%), indice
pluviométrico (mm), nimero de animais coletados, mediana do comprimento total (Ct)
em cm, mediana da massa corporal (m) em gramas e mediana do fator de condicdo
relativo (Kn) para Achatina fulica, coletados em Feira de Santana no periodo de janeiro a
junho de 2013.

Coleta Més Localdecoleta T(C°) U(%) P(mm) n Ct(mm) m(g) Kn
1 JAN L4 27,4 35 0,0 48 36,0 9,2 1,02
2 JAN L4 29,3 74 10,0 79 29,0 5,2 0,98
3 JAN L3 26,8 91 0,0 0 - - -
4 FEV L2 27,3 73 0,0 10 45,0 11,8 0,83
5 FEV L1 26,7 74 0,0 31 42,0 12,5 1,02
6 FEV L3 20,0 60 0,2 3 25,0 3,6 1,03
7 MAR L2 28,4 65 0,0 5 58,0 26,3 1,00
8 MAR L2 27,8 68 0,0 0 - - -
9 MAR L1 29,4 65 0,0 42 54,0 25,4 1,14
10 MAR L3 27,4 64 0,0 0 - - -
11 MAR L4 29,4 65 0,0 0 - - -
12 ABR L2 27,8 68 0,0 4 47,0 8,5 0,59
13 ABR L3 26,8 68 0,0 3 71,0 45,4 1,05
14 ABR L1 28,5 71 0,0 21 51,0 18,1 0,94
15 ABR L4 22,5 93 12,5 9 41,0 10,8 0,90
16 MAI L2 29,5 57 0,0 76 49,0 18,3 0,98
17 MAI L3 25,7 95 5,0 2 63,0 33,4 1,07
18 MAI L1 24,1 90 1,8 64 54,5 20,0 0,90
19 MAI L3 24,7 82 0,0 8 65,5 32,2 1,08
20 JUN L2 25,9 85 0,0 84 50,5 18,4 0,94
21 JUN L1 24,1 90 1,8 3 55,0 24,6 1,11
22 JUN L1 24,5 87 1,0 77 51,0 20,0 1,03
23 JUN L3 27,1 71 0,0 31 50,0 19,3 0,99
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Tabela 2. Coeficientes de correlacdo e valores de P associados entre varidveis climaticas,
comprimento total da concha (mm), massa (g) e fator de condic¢do relativo de Achatina
fulica. Feira de Santana, 2013.

Comprimento total da concha (mm) Massa (g) Fator de condigao
Variaveis climaticas
r Valor de P r Valor de P R Valor de P
Temperatura -0,07 0, 7861 -0,07 0, 7600 -0,20 0,4234
Umidade 0,27 0, 2547 0,26 0,2742 -0,23 0, 3406
Precipitacao -0,12 0,6210 -0,10 0, 6688 -0,18 0, 4449

Na area L4 foram encontrados os animais de menor tamanho (36,2 + 13, 4 mm), e
nas areas L1, os maiores (50,2 + 11,8 mm), seguido por L3 (50,0 + 14,9 mm) e L2 (49,2 +8,3
mm), sendo estes Ultimos resultados diferem (P< 0,05) daqueles encontrados em L4 (Tabela
3). Nos locais L1, L2 e L3 os animais foram encontrados em cobertura vegetal, lixo orgéanico e
em fezes de animais domésticos, havendo nesses locais falta de limpeza publica, o que pode
ter favorecido a manutencado e o crescimento desses animais. Segundo Fischer et al. (2010),
o encontro de lixo em abundancia nos locais onde esses animais foram coletados resulta em
abrigo e alimento de facil processamento, e em areas urbanas incrementa o hordario de
forrageamento, o que torna um determinante para o aumento da velocidade de

crescimento.

Tabela 3.  Estatisticas descritivas para o comprimento total da concha de Achatina fulica segundo o
local de coleta. Feira de Santana, 2013.

. Numero de animais Comprimento total da concha
Locais de coleta coletados Média t desvio-padrdao  Mediana (P25 - P75)
L1 235 50,2 +11,8° 52,0(44,0-59,0)°
L2 179 49,2 + 8,3° 50,0(46,0 — 54,0)°
L3 47 50,0 + 14,9° 53,0(42,0-58,0)°
L4 139 36,2+ 13,4° 32,0(27,0-42,0)°
Estatisticas: Valores de mediana seguidos de letras diferentes indicam diferencas significativas entre os

locais de coleta pelo teste de Kruskall-Wallis (p<0,05).

Em L4 freqlentemente sdo feitas limpezas nos terrenos, com a retirada da

vegetacdo, do lixo organico e entulhos. Isto pode explicar o menor tamanho dos animais
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nesse local, que depende dessas condicdes para o deslocamento eficiente, o reflgio e a

reproducao.

A andlise dos estagios de desenvolvimento etdrio de A. fulica, baseada no
comprimento total dos animais, demonstrou que as classes de tamanho apresentaram um
numero maior caramujos na fase juvenis e jovens (Tabela 5). Esse resultado corrobora os
achados de Fischer, Colley (2004, 2005), Simido, Fischer (2004), Oliveira et al. (2013),
Dourado et al. (2009) e Silva et al.(2010), que estudando populagdes de Achatina fulica em
zonas antropurgicas, encontraram maior numero de animais juvenis e jovens, em
detrimento de adultos. Segundo Fischer, Colley (2004, 2005) e Simido, Fischer (2004), os
ambientes alterados pelo homem oferecem mais substratos que favorecem a instalacao

desses animais.

Nesse estudo ndo encontramos caramujos na fase adulta o que diferem dos
registros de Fischer et al. (2006), que em populacdes presentes em areas de matas nativas,
encontraram uma populagdo majoritdria de caramujos adultos. Esses mesmos autores
sugerem que os caramujos adultos presentes nessas areas se constituem de uma populagao
recente, pelo fato da saturacdo de ambiente antropurgicos, recomendando a necessidade de

medidas para reducdo da populacdo desses animais em areas urbanas.

O estabelecimento de Achatina fulica em novas dareas passa por trés fases:
exponencial, caracterizada por apresentar uma populagdo de individuos grandes e vigorosos;
a segunda trata de uma populacdo com duragdo varidvel, aumento populacional e
homozigose, e a ultima a fase de declinio, onde ha uma prevaléncia de individuos jovens
(CIVEYREL, SIMBERLOFF, 1996). De acordo com o nosso estudo, a populagdo de A. fulica em
Feira de Santana estd atualmente na ultima fase, o que caracteriza uma populacdo em
declinio formada por individuos jovens e juvenis de acordo com a classificagdo de Tomiyama
(2002). No entanto, este declinio populacional ndo expressa que a populacdo de A. fulica
esta em vias de controle no municipio tendo em vista a rapida dispersao e disseminagao
dessa espécie exdtica em dreas urbanas e periurbanas, podendo representar apenas a

condicdo encontrada nos locais de amostragem.
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Tabela4. Frequéncia absoluta (n) e relativa (%) de Achatina fulica, segundo o estagio de
desenvolvimento e o local de coleta. Feira de Santana, 2013.

ESTAGIO DE DESENVOLVIMENTO

Juvenis Jovem TOTAL
Local de coleta N % N % N
L1 41 17,4 194 82,6 235
L2 18 10,1 161 89,9 179
L3 11 23,4 36 76,6 47
L4 100 71,9 39 28,1 139
TOTAL 170 28,3 430 71,7 600

A relacdo entre comprimento total e a massa corporal total dos espécimes
coletados apresentou um crescimento alométrico negativo para os seis meses de coleta,
com b=2, 3014 e r2=0,9297, ou seja, o crescimento é maior em comprimento do que em
peso. Quando b > 3 o crescimento é alométrico positivo, onde o crescimento em peso é
maior do que em comprimento e b= 3, o crescimento é isométrico, ocorrendo de forma
simétrica entre o peso e o comprimento (ARAUJO et al., 2011). A equacdo alométrica foi
Mt=0,0023.Ct>**** (Figura 4), com varia¢des significativas pontuais do fator de condico
relativo durante os seis meses avaliados (Figura 5). Nosso resultado corrobora os resultados
de Albuquerque et al. (2009), que também encontrou um crescimento alométrico negativo
em espécimes coletadas no municipio de Lauro de Freitas (BA). Segundo esses mesmos
autores o crescimento alométrico negativo pode afetar no comprimento maximo de concha

e, consequentemente no seu peso.

Quando calculados os valores de b para cada ponto de coleta, verifica-se que
b=2,54, b=2,38, b=2,22 e b=2,06 para L3, L1, L4 e L2 respectivamente. As populacdes de A.
fulica da area L4 apresentou valores de b préoximo e significamente menor que 3, enquanto
gue nas areas L3, L1 e L4 apresentaram um valor maior e préximo de 3. O valor 3
teoricamente representaria o crescimento isométrico em situagdes fisiologicamente
adequadas. As diferengas destes valores entre as areas L1, L2, L3 e L4 podem ser devida as

condi¢cdes ambientais diferenciadas. Nas dreas L1, L2 e L3 possui altas concentragdes de
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residuos organicos, restos de construcdo civil e vegetacao e, portanto, oferecem abrigos e
alimentos para os caramujos. Em L4, por outro lado, ndo havia presenca de lixo organico e
entulhos, portanto, ndo havia condi¢cbes adequadas para a manutencao e sobrevivéncia dos
caramujos. Esta variacdo ndo foi acompanhada por uma diferenca significativa dos valores

medianos do fator de condicdo entre os pontos de coleta.



49

Figura 4. Relacdo alométrica entre a massa corporal (em gramas) de Achatina fulica pelo
comprimento total da concha (em mm). Feira de Santana, 2013.
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O fator de condicdo reflete o estado fisiolégico do caramujo, especialmente no
periodo de estivacdo e de baixa umidade (VINCI et al, 1998; ALBERTONI et al., 2003). Em
nosso estudo o fator de condicdo apresentou variacdes pontuais ao longo dos seis meses de
coleta. Por outro lado, no estudo de Albulquerque et al. (2009), esse indice esteve
correlacionado com a faixa de temperatura e a densidade humana. No estudo destes
autores, ndo ocorreu mudancas drasticas na temperatura média e umidade relativa do ar,
mostrando que condicdes climdticas estdveis sdo importantes para o desenvolvimento e

bem-estar do molusco.

Esse é o primeiro estudo sistematico da ocorréncia do molusco A. fulica no
municipio de Feira de Santana (BA). Além disso, os resultados obtidos neste estudo sugerem
gue a populacdo desse molusco esta em declinio nos pontos de coleta estudados, devido a

grande quantidade de individuos juvenis e jovens.

E necessario que a vigilancia sanitaria e de saude publica do municipio fiquem
atentos para o controle adequado dessa espécie. Medidas como conscientizacdo ambiental
da populacdo, limpeza de terrenos baldios, a retirada de lixos e entulhos, e a catacdo manual
dos moluscos e sua posterior incineracdo, devem ser tomadas para evitar a dispersao desse

gastrépode no municipio.
Conclusdes

1. Achatina fulica ocorre em Feira de Santana (BA), com a totalidade dos
espécimes avaliados representados por individuos juvenis e jovens, caracterizando uma

populagdo em declinio nas areas de coleta;
2. Nao foram encontradas relagdes entre as varidveis morfométricas e climaticas;

3. Os espécimes estudados no periodo de seis meses de coleta apresentaram

crescimento alométrico negativo.
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NEMATODEOS EM Achatina fulica BOWDICH, 1822 (GASTROPODA: PULMONATA) DA AREA
URBANA DO MUNICIPIO DE FEIRA SANTANA (BA).

Patricia Hercilia Arcanjo de Almeida®, Sofia Aline Amaral Santos®, Aristeu Vieira da Silva®
Resumo

O gastrépode Achatina fulica é nativo do oeste africano e se tornou um sério problema
ambiental e econdmico onde foi introduzido. E também um problema de saude publica,
devido a capacidade de ser hospedeiro intermedidrio de nematddeos. Com isso o objetivo
desse trabalho foi verificar a freqiéncia de larvas de nematdides em A. fulica provenientes
do municipio de Feira de Santana, Bahia, a associacdo desta frequéncia a variaveis climaticas
e epidemioldgicas, e sua influéncia sobre o fator de condicdo relativo. De maio de 2012 a
junho de 2013 foram coletados A. fulica de oito areas no perimetro urbano do municipio. Os
animais foram coletados no inicio da manha e transportados para o laboratério do Grupo de
Pesquisa em Zoonoses e Saude Publica-UEFS. Durante o periodo de coleta também foram
feitas observacGes sobre os locais de coleta. As variaveis climaticas foram disponibilizadas
pelo Instituto Nacional de Meteorologia. No laboratério os animais foram lavados em agua
corrente e mensurados. Em seguida foram acondicionados em frascos plasticos e
alimentados todos os dias com agua e folhas de repolho (Brassica olerace var.carpitata), até
0 processamento das amostras. As folhas de repolho foram submetidas a exames
parasitolégicos para detectar a presenca de protozodrios e helmintos. Cada molusco foi
analisado individualmente utilizando a técnica de digestdo artificial, com identificacdao das
larvas encontradas. As larvas identificadas como Metastrongylidae foram submetidas a
técnica de reacdo em cadeia pela polimerase para a identificacdo do género
Angyostrongylus. As varidveis dependentes e independentes foram verificadas em tabelas
de contingéncia pelos testes de y° de Pearson, exato de Fischer ou G de Williams. O

comprimento total da concha, a massa corporal e o fator de condi¢ao relativo foram
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comparados entre animais positivos e negativos para a presenca de nematdides pelo teste
de Mann-Whitney. Foram analisadas 220 amostras pelo método de digestdo artificial, em 28
(12,7%; 1C95%: 8,6-17,9) foram encontradas pelo menos um de quatro morfotipos de
nematoides, incluindo os de importancia médica e veterindria. Em relacdo a pesquisa por
Angyostrongylus, nao foram registrados tais parasitos nos caramujos examinados. Ndo
houve associacdo entre as varidveis climaticas e a presenca de nematdides. Tanto animais
parasitados quanto ndo parasitados apresentaram um crescimento alométrico negativo. O
fator de condicdo relativo ndo diferiu significamente entre os grupos. Este estudo reforcou o
conhecimento da ocorréncia de A. fulica no Estado da Bahia, bem como a participacdo desse

gastrépode em ciclos bioldgicos de nematéides.

Palavras-chave: Caramujo gigante africano. Nematddeos. Fator de condicdo relativo.

Abstract

The snail Achatina fulica is native of West Africa and has become a serious environmental
and economic problem where was introduced. It is also a public health problem, due to the
ability to be intermediate host of nematodes. The objective of this research was to verify the
frequency of nematode larvae in A. fulica from the municipality of Feira de Santana, Bahia,
association of this frequency with climatic and epidemiological variables, and their influence
on the relative condition factor. Thought May 2012 to June 2013 were collectedA. fulicain
eight areas in the urban perimeter of Feira de Santana. The animals were collected early in
the morning and transported to the laboratory of Zoonoses and Public Health Research
Group at UEFS. Data about collection sites were registered. Climatic variables were provided
by the National Institute of Meteorology. In the laboratory, the animals were washed in
running water and measured. Then were packed in plastic bottles and fed every day with
water and leaves of cabbage (Brassica oleracea var. carpitata), until the processing of the
samples. The leaves of cabbage were examined to detect the presence of protozoans and
helminths. Each clam was analyzed individually using the artificial digestion technique, with
identification of larvae found. The larvae have been identified as Metastrongylidae were

subjected to the technique of the polymerase chain reaction for the identification of the
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genus Angyostrongylus. Dependent and independent variables in contingency tables were
verified by Pearson Chi-square tests, Fischer's exact or G Williams. The total length of the
shell, body mass and relative condition factor were compared between positive and negative
animals for the presence of nematodes by Mann-Whitney test. 220 samples were analyzed
by the artificial digestion method, in 28 (12.7; 95: 8.6 -17.9) were encountered at least one
of four morphotypes of nematodes, including these of medical and veterinary importance.
Angyostrongylus were not found. There was no association between climatic variables and
the presence of larvae. The location of collection and the size of the snail influenced in the
presence of larvae. Both animals parasited as not parasitisedhave negative allometric
growth. The relative condition factor did not differ significantly between the groups. This
study has reinforced the knowledge of the occurrence of A. fulica in the State of Bahia, as

well as the participation of this snail in biological cycles of nematodes.
Key-words: African Giant Snail. Nematode. Relative condition factor.
Introdugao

O molusco Achatina fulica (BOWDICH, 1822), natural do continente africano,
encontra-se distribuido em 25 dos 26 estados brasileiros, causando problemas econémicos e
ambientais (THIENGO et al., 2013). No Brasil a sua introducdo ocorreu em 1989 em uma
exposicdo agropecuaria no Parand, como uma alternativa econémica ao tradicional Helix
aspersa (escargot), devido ao maior volume corporal, prolificidade e rapido
desenvolvimento. Devido a pouca aceitagdo no mercado, esses animais foram abandonados
e liberados das criagBes, proporcionando assim a sua proliferacdo em d4reas urbanas e

nativas (TELES,FONTES, 2002; THIENGO et al., 2004; FISCHER et al., 2010).

O encontro desse gastropode em areas urbanas e periurbanas merece destaque,
dado ao risco de transmissdao dos nematdides Angiostrongylus cantonensis CHEN, 1935 e
Angiostrongylus costaricensis MORERA, CESPEDES, 1971, causadores da meningoencefalite
eosinofilica e da angiostrongiliase abdominal, respectivamente, no ser humano (SIMIAO,

FISCHER, 2004; THIENGO et al., 2007).
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Os nematoides A. cantonensis e A. costaricensis sdo parasitos de roedores como
Rattus norvegicus Berkenhout, 1769 e R. rattus Linnaeus, 1758, e outros pequenos
mamiferos, e tem em A.fulica um hospedeiro intermediario. O ciclo de vida das duas
espécies de nematdides é similar, porém n3do foram observados hospedeiros paraténicos
para o A. costaricensis (THIENGO et al., 2010). Assim, é provavel que a proximidade do
convivio desse gastropode com os roedores, principalmente em &areas urbanas, seja um
elemento para a dispersdao do parasito (TELES, FONTES, 2002). Segundo Thiengo et al.
(2010), a transmissdo para os seres humanos é acidental e ocorre pela ingestdo dos
hospedeiros intermediarios ou paraténicos, quando crus ou mal cozidos, e ainda pela
ingestdo de hortalicas contaminadas com o muco contendo a larva do terceiro estagio (Ls).
Além dessas parasitoses este gastrépode pode atuar como hospedeiro intermediario de
Angyostrongylus vasorum Baillet, 1866, parasito que tem como hospedeiro definitivo os caes

domésticos.

Achatina fulica tem importancia veterinaria por estar inserida nos ciclos
biolégicos da fauna silvestre e doméstica do Brasil (THIENGO et al.,2007; PEREIRA, 2010;
OLIVEIRA et al., 2010), sendo ja registrada a infeccdo natural por Rhabditis sp. Dujardin,
1844, Strongyluris sp. Travassos, 1923 e Aelurostrongylus abstrusus Raillet, 1898 ( OLIVEIRA
et al., 2010).

O fator de condigdo relativo (Kn) e o coeficiente de alométria (b) sdo parametros
importantes obtidos da relagdo entre comprimento-peso. Esses parametros sdo essenciais
para o conhecimento das condi¢Ges fisicas e o bem- estar de uma populagdo. Além disso,
tanto o fator de condigdo quanto o coeficiente de alometria sdo variaveis relacionadas com a
presenca e abundancia de parasitos (TAVARES-DIAS et al, 2000; LIZAMA, 2003). Segundo
Guidelli et al. (2011) este fator é importante para avaliar o estado de salde de uma
populagdo, mas também pode ser usado para indicar os efeitos dos parasitos sobre seus
hospedeiros, tanto em ambientais naturais ou em cativeiro. Frequentemente esses
caramujos sao parasitados, e a entrada desses parasitos no corpo do animal depende de

fatores fisicos e biolégicos. Assim, quando esses animais sdao parasitados por A. cantonensis
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ocorre destruicdo de tecidos, o que gera estresse interno, potencializado pelo estresse

externo, como umidade excessiva, pressdo de predacao e estivacdo (FISCHER et al., 2010).

O potencial de A. fulica como hospedeiro intermediario de parasitos tem sido
bastante investigado, mas devido a rapida distribuicdo dessa espécie pelo pais, os estudos
em algumas regides ainda sdo recentes e escassos. Assim, o objetivo desse trabalho foi
verificar a freqliéncia de larvas de nematdides em A. fulica provenientes do municipio de
Feira de Santana, Bahia, a associacdo desta frequéncia a varidveis climdticas e

epidemioldgicas, e sua influéncia sobre o fator de condicao.

Material e Métodos

Entre maio de 2012 a junho de 2013 foram realizadas 27 coletas de A. fulica no
municipio de Feira de Santana-Bahia (12°16”’S e 38°58"'0). Os espécimes foram coletados
em oito areas no perimetro urbano do municipio: L1 (12°15'50,85"S e 38°57'14,70”0), L2
(12°16'1,26"S e 38°56'59,70"0), L3 (12°16'55,18"S e 38°57'27,14"0), L4 (12°14'28,78"S e
38°56'45,98"0), L5 (12°12'00,30”’S e 038°58'23,600), L6 (12°12’28,00”S e 038°58'18,60”0),
L7 (12°13'57,50”S e 038°57°41,100) e L8 (12°13’0,50”'S e 038°56’42,90"'0) (Figura 6).

Os animais foram coletados no inicio da manhd, aproximadamente as cinco
horas. A coleta dos moluscos foi feita manualmente com as maos protegidas por luvas de
borracha. Os caramujos encontrados foram acondicionados em caixas isotérmicas com
tampa adaptada para permitir a aeragdo. Apds cada coleta os espécimes foram

transportados ao Laboratdrio do Grupo de Pesquisa em Zoonoses e Saude Publica- UEFS.

Durante o periodo de coleta foram realizadas também observacdes dos locais
onde os moluscos estavam presentes quanto a presenca de lixo, presenca de animais
domésticos e presenga de esgoto. Os dados climdticos (temperatura média, precipitacao
didria e umidade relativa) no dia das coletas foram obtidos junto ao Instituo Nacional de

Meteorologia — INMET (BRASIL, 2013).
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Figura 6. Pontos de coleta de Achatina fulica em Feira de Santana, BA. 2012-2013.
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No laboratdrio os animais foram lavados em 3agua corrente e mensurados o
comprimento total da concha com paquimetro (precisdao de 0,1 mm), e a massa total da
concha com a parte mole em balanca digital (precisdo de 0,01g). O estagio de
desenvolvimento etario utilizado foi de acordo com a classificagdo de Tomiyama (2002) que
considera juvenis os caramujos com conchas de 10 a 40 mm; jovens os individuos com
conchas de 41 a 90 mm e adultos aqueles com conchas acima de 90 mm de comprimento.
Os animais jovens e adultos foram separados para a pesquisa de parasitos. A relagao entre
comprimento total da concha e massa do molusco foi verificada pelo calculo do fator de

condicdo relativo (ALBUQUERQUE et al, 2009; GUIDELLI et al., 2011).

Os gastropodes foram mantidos em frascos plasticos com tampa perfurada e
alimentados todos os dias com agua e folhas de repolho (Brassica oleracea var. carpitata),
até a andlise das amostras para a pesquisa de nematddeos. O repolho foi previamente

examinado para a presenga de protozoarios e helmintos segundo a técnica descrita por
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(SLOSS et al.1999). Nestas amostras ndo foram encontrados protozoarios e helmintos

parasitos.

Cada molusco foi analisado individualmente pelo método de Wallace, Rosen
(1969) modificada por Thiengo et al. (2008). Em seguida, as amostras digeridas foram
transferidas para aparato de Baermmann-Moraes e deixadas em repouso por 12 horas
(Moraes, 1948). Os sedimentos recolhidos foram examinados sob o microscépio
estereoscopico para o estudo da morfologia e identificacdo, segundo Ash (1970) e Oliveira et
al (2010). Apds a identificagao as larvas foram conservadas em alcool 70% para estudos

moleculares (apéndice A).

O DNA das larvas identificadas como Metastrongylidae foi extraido utilizando
Purelink® Genomic DNA Kit (Life Technologies) de acordo com as instrucdes do fabricante
(anexo B). Para deteccdo de DNA especifico de Angiostrongylus spp. pela reacdo em cadeia
pela  polimerase (PCR) foram utilizados os oligonucleotideos LCO  (5'-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3') e HCO (5'-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3'). A
escolha desses iniciadores e o protocolo utilizado foi realizado com as modificagGes descritas
por Caldeira et al. (2003). As reacdes de PCR foram realizadas em volume de 50uL com 25ulL
Top Tag MasterMixQiagen, 10 pmoluL/ulL de cada oligonucleotideo, 3uL de amostra e 5,5uL
de agua ultra-pura estéril.Todas as amplificagcdes foram realizadas em termociclador Master
cycler epgradient Eppendorf, constituindo de um ciclo de denaturagdo inicial de 5 min a
95°C, seguido de 40 ciclos de 50°C por 1 min, extensdo a 72°C por 2 min, denaturagdo a 95 °C
durante 45 s e uma etapa de extensdo final a 72°C durante 5 min. Como controle de
amplificacdo foi utilizado DNA extraido de Angiostrongylus cantonensis cepa Akita. Os
produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose a
2% com brometo de etideo em tampao tris-borato-EDTA (TBE) 1x, a 120 v por 45 minutos. A
visualiza¢do das bandas foi realizada em transiluminador ultravioleta e o gel fotografado em

sistema L-Pix image (versdo 1.21) Loccus Biotecnologia.

A associacdo entre as varidveis dependentes e independentes foi verificada em

tabelas de contingéncia pelos testes de XZ de Pearson, Exato de Fischer ou G de Williams,
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utilizando-se o programa Epilnfo 7 (DEAN et al., 2011). O comprimento total da concha, a
massa corporal e o fator de condicdo relativo foram comparados entre animais positivos e
negativos para a presenga de nematodides pelo teste de Mann-Whitney. Em todas as analises

foram considerados significativos os valores de P menores que 0,05 (AYRES et al., 2007).

Resultados e Discussdo

Este estudo registra pela primeira vez a presenca de larvas de A. abstrusus,
Rhabditis sp., Strongyluris sp. e Metastrongilideos infectando naturalmente A. fulica no

estado da Bahia.

Pela andlise das 220 amostras submetidas ao processo de digestdo, em 28
(12,7%; 1C95%: 8,6-17,9) foram encontrados pelo menos um de quatro morfotipos de
nematoides, incluindo os de importancia médica e veterindria (Tabela 5 e Figura 7).
Tabela 5. Frequéncia absoluta (N), frequéncia relativa (%) e intervalo de confianga 95% (1C95%) de

morfotipos de Nematoda encontrados em 220 espécimes de Achatina fulica submetidos
ao método de digestdao em solucdo de acido cloridrico 0,7%. Feira de Santana, BA, Brasil.

2012-2013.
Morfotipo N % 1C95%
Strongyluris sp. 7 3,2 1,6-6,4
Rhabditis sp. 20 91 6,0-13,6
Aelurostrongylus abstrusus 2 1,0 0,3-3,2

Metastrongilideos 6 2,7 1,3-5,8
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Figura7.  Caracteristicas morfoldgicas diferenciais de Nematoda encontrados em Achatina fulica.
Feira de Santana, 2012-2013.

A) Strongyluris sp: regido anterior indicado a presenca de es6fago do tipo oxiuridiforme
(x400); B) Strongyluris sp: regido posterior apresentando a cauda curvada
dorsoventralmente com anus evidencte (x400); C) Rhabtidis sp: regido anterior
indicando o es6fago constituido de pseudobulbo, istmo e bulbo (x100); D) Rhabtidis sp:
regido posterior indicando a cauda longa e afilada (x100); E) Metastrongylidae: aspecto
geral da larva L3, que se apresenta curta, com aspecto de “C” e extremidade anterior
arredondada (apds a fixagdo) (x100);F) Metastrongylidae: Extremidade posterior
indicando o poro excretor evidente (x100);G) Aelurostrongylus abstrusus: aspecto geral
da larva L3 (x100); H) A. abstrusus: extremidade posterior evidenciando a presenga de
anus e botdo caracteristico da espécie (x100).
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Em um trabalho realizado também no Estado da Bahia, no municipio de Lauro de
Freitas, regido metropolitana de Salvador, por Albuquerque (2003), ndo foram encontrados
vestigios de larvas nos individuos pesquisados. No entanto, ha relatos de nematdides em A.
fulica em outros estados brasileiros. Berto, Bogéa (2007) estudando vinte e duas localidades
no Rio de Janeiro encontraram 4,8% das 78 Achatina analisadas albergando larvas de
nematodides, no entanto ndo foi possivel a identificacdo de género ou espécie dos
nematoides encontrados nesse estudo, o que ndo permitiu a inferéncia com relacdo ao real

impacto das infecgdes.

Em um trabalho realizado por Oliveira et al. (2010) em varias localidades do Estado
de Goids, A. fulica estava parasitada por A. abstrusus, Rhabditis sp., Strongyluris sp. e outros
metastrongilideos em 35,0%, 47,5%, 15,0% e 2,5%, respectivamente, de 184 individuos
examinados pelo método de disgestao artificial em HCL a 0,7%. Segundo esses autores esses
dados reforcam a importancia do conhecimento sobre da helmintofauna associados a este

molusco.

Neste estudo o género mais freqliente encontrado em A. fulica foi Rhabditis sp .O
género Rhabditis constitui-se de nematdides de vida livre que vivem em matéria organica
em decomposicdo, terra Umida e agua salgada (BOWMAN, 2006), motivo pelo qual alcancam
com muita facilidade os animais. No entanto, sugere-se que a ocorréncia de Rhabditis sp. no
Brasil esteja relacionada com a otite parasitaria bovina, que ocorre em forma de surtos, e
podem acometer até 100% dos animais de um mesmo rebanho (DUARTE et al., 2001). O
primeiro relato de Rhabditis sp. em A. fulica no Brasil foi feito no Estado de Goids por
Oliveira et al. (2010), mas também ha registro desse nematddeo em A. fulica provenientes

de sete municipios do Estado do Rio de Janeiro (ZANOL et al.,2010).

Larvas de Strongyluris sp. e A. abstrusus, ambas de interesse veterindrio, também
foram detectadas em A. fulica coletados em Feira de Santana. O nematddeo Strongyluris sp.
é encontrado parasitando o intestino grosso de lacertideos (ALHO, 1969), havendo

referéncia deste parasito em A. fulica em Goids (OLIVEIRA et al.,, 2010). Em um estudo
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realizado por Thiengo et al. (2008) em varios estados brasileiros, 1,13% dos 3.806 espécimes

de A. fulica examinados albergavam larvas de Strongyluris sp.

O presente estudo registrou o metastrongilideo A. abstrusus, parasito de gatos
domeésticos, em Achatina fulica coletadas nas d&reas urbanas de Feira de Santana.
Aelurostrongylus abstrusus é o nematdide mais frequente encontrado em amostras de A.
fulica examinadas no Laboratério de Referéncia Nacional em Malacologia Médica - LRNM,
IOC, FIOCRUZ (THIENGO et al., 2008). Larvas desse nematdédeo também foram encontradas
em A. fulica provenientes das regides Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Norte (ZANOL et
al., 2010; ANDRADE-PORTO et al., 2012; BRITO, 2012), com excecao da regido Sul. Esses
achados reforcam a importancia do molusco A. fulica como hospedeiros intermedidrios de
parasitos de animais dométicos. Aelurostrongylus abstrusus estd sendo relatado pela

primeira vez no estado da Bahia, ampliando a distribuicdo deste parasito no Brasil.

Os metastrongilideos parasitos do ser humano, bem como de cdes e outros
mamiferos (ZANOL et al., 2010), tém importancia por incluir Angiostrongylus cantonensis, A.
costaricensis e A. vasorum. Estas espécies sdo de interesse médico e veterinario, e tem
grande impacto na saude publica e animal, entretanto a reacdo em cadeia pela polimerase
ndo resultou em amplificacdo destes parasitos nas larvas estudadas. Estudos recentes
confirmaram o encontro de larvas de A. cantonensis infectando naturalmente o molusco A.
fulica nas regides sul e sudeste do Brasil desde 2007 (THIENGO et al., 2013), em Pernambuco
(LIMA et al., 2009; THIENGO et al., 2010), e mais recentemente no Parda no municipio de
Belém (MOREIRA et al., 2012) e na Bahia no municipio de llhéus (CARVALHO et al., 2012).
Ndo ha registros na literatura de A. fulica infectados naturalmente por A. costaricensis e A.

vasorum nos pal's.

A superfamilia Metastrongyloidea é caracterizada por nematdides de tamanho
moderado, constituindo de cerca de 180 espécies classificados em 46 géneros e sete familias
(Metastrongylidae, Protostrongylidae, Crenosomatidae, Angiostrongylidae, Filaroididae,
Skrjabingylidae e Pseudaliidae). A maioria dos Metastrongylidae utilizam os gastropodes

terrestres como hospedeiro intermediario para se desenvolver até o terceiro estagio
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infectante, a excecdo dos nematdides que parasitam suideos, que tem a minhoca como
hospedeiro intermediario (ANDERSON, 2000). Assim, é provavel que os metastrongilideos

encontrados nesse estudo pertengam a outros géneros que nao Angyostrongylus spp.

Encontramos uma freqiiéncia maior de animais infectados nos locais 5 e 7, bem
como naqueles coletados em pracas e terrenos, e quando animais estavam presentes
(Tabela 6). Nesses locais visualizamos a presenca de gatos e cachorros, que podem atuar
como hospedeiros definitivos de alguns parasitos. Além disso, nesses locais havia uma
grande quantidade de lixo e vegetacdo abundante. Segundo Fischer e Colley (2004), a
ocorréncia e a proliferacdo do molusco Achatina fulica e de hospedeiros intermedidrios e
definitivos ocorre em ambientes onde estdo presentes restos de construcdo, lixo e plantas
ornamentais. Essas condicbes podem ter favorecido o encontro de caramujos infectados

nesses locais de coleta.

As variaveis climaticas, quando consideradas a média do més de coleta, ndo
foram significativamente correlacionadas a frequéncia relativa de resultados positivos para a
presenca de larvas de nematdides (Tabela 7). Achatina fulica é altamente dependente da
temperatura, umidade e precipitacdo pluviométrica (RAUT, BARKER, 2002), o que torna
esses animais mais ativos nesses periodos, o que provavelmente colocaria esses animais
mais expostos aos parasitos e ao risco de infecgdo, entretanto neste estudo ndo foi

demonstrada esta relagao.



Tabela 6.

Frequéncia absoluta (N) e relativa (%) de positivos e negativos para a presenca de
Nematoda em 220 espécimes de Achatina fulica submetidos ao método de digestdo em
solucdo de dacido cloridrico 0,7%, segundo as variaveis epidemiolégicas e resultado da

estatistica. Feira de Santana, BA, Brasil. 2012-2013.

Digestdao em solugao de HCI 0,7%

Estatisticas

Variavel Positivos Negativos
Valor
N 9 N 9 g R (1C95%
% % X de P OR (1C95%)
Local de coleta
la4 0 0,0 21 100,0 nd
5 8 21,6 29 78,4 2,6 (0,7-9,6)
6 4 9,5 38 90,5 9,78 0,0442 1
7 9 18,4 40 81,6 2,1(0,6-7,5)
8 7 9,9 64 90,1 1,0 (0,3-3,8)
Ponto de coleta
Calgada 0 0,0 5 100,0 nd
Quintal 0 0,0 32 100,0 . nd
10,40 0,0154
Praca 9 18,4 40 81,6
1,4 (0,6-3,2)
Terreno 19 14,2 115 85,8
Presenca de lixo
Sim 24 14,2 145 85,8
0,91 0,3399 0,5(0,2-1,6)
Nao 4 7,8 47 92,2
Presenca de
animais
Sim 27 15,2 151 84,8 R
3,92 0,0478 73(09
N3o 1 2,4 41 97,6 55,6)
Presenca de
esgoto
Sim 10 14,1 61 85,9
0,04 0,8410 1,2(0,5-2,7)
N3do 18 12,1 131 87,9
Idade
Juvenil 0 0,0 20 100,0
- 0,0843 nd
Jovem 28 14,0 172 86,0
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Tabela7. Correlagdes entre varidveis climaticas e a porcentagem de positivos em cada coleta.
Feira de Santana, BA, Brasil. 2012-2013.

Porcentagem de positivos por coleta

Variaveis climaticas

R Valor de P
Temperatura 0,2764 >0,0500
Umidade 0,1100 >0,0500
Precipitacao 0,1346 >0,0500

A analise da massa corporal e comprimento total da concha de A. fulica e o resultado
do método de digestdo em HCl (0,7%) revelaram que houve diferenca significativa das
variaveis morfométricas com a presenca de nematodides (Tabela 8), mostrando que animais
maiores tiveram uma maior frequéncia de parasitos. Os caramujos maiores sdo mais
errantes, e provavelmente tem maior exposicdo aos parasitos, assim como tiveram mais
tempo para aumentar o grau de infec¢cdo. Franco-Acufia (2008) evidenciou uma forte
correlagdo entre o tamanho do molusco A. fulica e o nimero de cistos, mostrando que
caramujos com comprimento de concha de 56 mm e 106 mm estavam mais parasitados. O
encontro de Metastrongylidae esteve associado com o comprimento total da concha do
gastrépode, sendo os parasitos encontrados em A. fulica com mediana de 64 mm, contra
mediana de 56 mm para A. fulica negativos. A presenca de A. abstrusus e Strongyluris sp.

nao condicionou diferenga para as varidveis morfométricas.
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Tabela 8.  Estatisticas descritivas de massa corporal e comprimento total da concha de 220
espécimes de Achatina fulica coletados, segundo o resultado do método de digestdao em
solucdo de acido cloridrico 0,7%. Feira de Santana, BA, Brasil. 2012-2013.

Digestao em solugao de HCI 0,7%

Positivos Negativos
Média Média
desvio- P25 Mediana P75 desvio- P25 Mediana P75
padrao padrao

Massa corporal (g) 30,4+9,0 25,7 28,4° 37,0 | 23,4+11,8 13,4 23,2° 30,1

Comprimento total

6,0+ 0,7 5,7 5,9° 6,4 54+1,0 4,8 5,5° 6,2
da concha (cm)

A figura 8 apresenta a relacdo alométrica entre massa corporal e comprimento
da concha, em animais positivos e negativos para a presenca de nematdides. Em A. fulica
positivos, o valor de b=2,1662 (r2=0,70), com equacdo alométrica M,=0,0048C,**°?,

25640 A partir das

enquanto que em animais negativos b=2,5640 (r’=0,84) e M;=0,0008C;
equacOes obtidas para cada populacdo de individuos negativos e positivos foram
determinados coeficientes de alometria(b) <3, indicando um crescimento alométrico
negativo, ou seja, o crescimento é maior em comprimento do que em peso, tanto em
caramujos negativos quanto os positivos para a presenca de nematdides. Quando b >3 o
crescimento é alométrico positivo, onde o crescimento em peso é maior do que em

comprimento e b=3, o crescimento é isométrico, ocorrendo de forma simétrica entre o peso

e o comprimento (ARAUJO et al., 2011).

Os animais ndo parasitados apresentaram um valor maior e mais préximo de 3,
mostrando que estariam em melhores condi¢Ges organicas, quando comparado a valor de b
dos animais parasitados. O valor 3 teoricamente representaria o crescimento isométrico em
situacdes fisiologicamente adequadas (ARAUJO et al.,2011). As variacdes em torno desse
parametro podem estar relacionadas a falta de alimento, efeito da predag¢do ou até mesmo

parasitismo. Portanto, o valor de b pode ser um indicativo do bem-estar da populagao.
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Figura 8. Relacdo alométrica entre a massa corporal (em gramas) de Achatina fulica pelo
comprimento total da concha (em mm), para animais positivos (A) ou negativos
(B) para a presenca de larvas de nematdides. Feira de Santana, 2013.
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Para os caramujos, o fator de condicdo reflete o bem-estar e a resposta as

mudancas fisioldgicas, principalmente durante o periodo de estivacdo e de baixa umidade
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(VINCI et al, 1998; ALBERTONI et al, 2003). Além disso, o fator de condicdo é um elemento
de estudos das relagGes entre o estado de saude e o parasitismo (BRASIL-SATO,1999). No
nosso estudo o fator de condicdo relativo (Kn) ndo diferiu significamente entre os caramujos
parasitados e ndo-parasitados (Figura 9). Desta forma ndo foi possivel estabelecer uma

relacdo entre o parasitismo e alteracdes fisioldgicas das A. fulica estudadas.

Figura 9. Valores minimo, percentil 25, mediana, percentil 75 e valores maximos do fator de
condigdo relativo (Kn) de 220 espécimes de Achatina fulica coletadossegundo o
resultado do exame de digestdo para a presenca de larvas de nematdides. Feira de
Santana, BA, Brasil. 2012-2013.
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Dada a sua atual dispersao, o caramujo gigante africano tornou-se um problema
de saude publica e animal, pois estes podem transmitir nematdides de interesse médico e
veterindrio. Nossos resultados reforcam que A. fulica participa de ciclos biolégicos de varios
parasitos, que podem incluir animais domésticos e silvestres e, que o local de coleta e o
tamanho do caramujo influenciaram no encontro de larvas de nematdides nos mesmos,
mostrando que o0s ambientes urbanos s3do extremamente importantes na cadeia

epidemioldgica desses parasitos.
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Conclusoes

1. Foram encontrados quatro morfotipos de larvas de nematéides no molusco A.

fulica provenientes do municipio de Feira de Santana (BA);

2. N3o foram encontrados parasitos do género Angiostrongylus nos animais

examinados;

3. N3o houve associacdo entre as variaveis climaticas e a presenca de larvas de

nematoides nos individuos pesquisados;

4. O local de coleta e o tamanho do caramujo sdo varidveis que interferem

diretamente no encontro de larvas de nematdides;

5. O coeficiente alométrico dos caramujos parasitados e ndo-parasitados
apresentou um crescimento alométrico negativo e o fator de condicdo relativo (kn) ndo

diferiu entre os mesmos.
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PESQUISA DE APICOMPLEXA EM Achatina fulica BOWDICH (1822)
Patricia Hercilia Arcanjo de Almeida’, Sofia Aline Amaral Santos®, Aristeu Vieira da Silva®
Resumo

Com o objetivo de pesquisar a presenca de DNA de Apicomplexa em fezes de Achatina
fulica, foram coletados de maio de 2012 a junho de 2013 caramujos de oito dreas do
municipio Feira de Santana - BA. Os animais foram coletados no inicio da manha e
transportados para o laboratério do Grupo de Pesquisa em Zoonoses e Saude Publica- UEFS.
Durante o periodo de coleta também foram feitas observac¢Ges sobre os locais de coleta. As
variaveis climaticas foram disponibilizadas pelo Instituto Nacional de Meteorologia. No
laboratdrio os animais foram lavados em agua corrente e mensurados. Os caramujos foram
colocados em frascos plasticos individuais e alimentados com agua e repolho todos os dias
até o processamento das amostras de fezes. As folhas de repolho foram submetidas a
exames parasitologicos para detectar a presenca de protozodrios e helmintos. As amostras
de fezes foram ressuspendidas em igual volume de etanol PA e congeladas para posterior
extracdo de DNA, utilizando kit comercial. As amplificacdes foram realizadas por meio de
nPCR dirigido para fragmentos de DNA ribossomal de Cryptosporidium e Sarcocytidae em
reacdes separadas. Para Cryptosporidium ssp., amplicons compativeis foram encontrados em
2 (0,9%) de 223 amostras analisadas. Das 223 amostras submetidas a nPCR para detecgdo de
Sarcocystidae, 58 (26,0%) amostras amplificaram o fragmento esperado de 290 pares de
base, sendo entdao submetidas a RFLP. Destas, 41 (18,4%) amostras foram clivadas pelas
enzimas utilizadas nesse estudo, produzindo um perfil compativel com T. gondii. As outras
17 amostras ndao foram compativeis com outros Sarcocystidae. Considerando os resultados

obtidos, o molusco Achatina fulica pode vir a ser considerado um individuo participante da

Académica do Programa de Pds-Graduagdo em Zoologia (PPG-Zoo), Universidade Estadual de Feira de
Santana (UEFS), Feira de Santana, BA; bolsista de Mestrado FAPESB.
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cadeia epidemioldgica destes parasitos. Este é o primeiro relato da presenca de DNA

compativel com T. gondii em A. fulica.

Palavras-chave: Cryptosporidium.Toxoplasma gondii. Fezes. Caramujo-gigante africano.

Abstract

In order to search for the presence of DNA of Apicomplexa in feces of Achatina fulica,
snails of eight areas of the municipality Feira de Santana-BA were collected from may 2012-
June 2013. The animals were collected early in the morning and transported to the
laboratory of Zoonosis and Public Health Research Group - UEFS. During the collection
period were also made appointments on the collection sites. Climatic variables were
provided by the National Institute of Meteorology. In the laboratory, the animals were
washed in running water and measured. The snails were placed in individual plastic bottles
and fed with water and cabbage every day until the processing of stool samples. The leaves
of cabbage were submitted to parasitologic test to detect the presence of protozoans and
helminths. Stool samples were then be resuspended in an equal volume of ethanol PA and
frozen for later extraction of DNA, using commercial kit. Nested PCR (nPCRs) to ribosomal
DNA fragments of Cryptosporidium and Sarcocytidae were performed in separate reactions.
For Cryptosporidium ssp., amplicons compatible were found in 2 (0.9) of 223 samples
analysed. Of the 223 samples submitted to the nPCR for Sarcocystidae detection, 58 (26.0)
samples amplified the 290 base pair fragment expected, being then subjected to RFLP. Of
these, 41 (18.4) samples were cleaved by enzymes used in this study, producing a profile
compatible with T. gondii. The other 17 samples were not compatible with other
Sarcocystidae. Considering the results obtained, Achatina fulica might be considered a
participant of epidemiological chain of these parasites. This is the first report of the presence

of DNA compatible with T. gondii in A. fulica.

Key-words: Cryptosporidium.Toxoplasma gondii. Stool. African Giant Snail.
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Introdugao

Os protozoarios pertencentes ao filo Apicomplexa, classe Coccidea, sdo responsaveis
por doencas em seres humanos e animais, sendo algumas delas importantes zoonoses. Os
oocistos desses parasitos podem persistir por longos periodos no ambiente, mantendo sua
infectividade mesmo sob condicdes ambientais adversas e sdo importantes para a dispersao
e transmissao para os hospedeiros, pois podem contaminar a dgua, solo e vegetais (SINSKI,
BEHNKE, 2004). Entre os coccideos, destacam-se Toxoplasma gondii e Cryptosporidium,

responsaveis por causar infec¢des em humanos, animais domésticos e silvestres.

Toxoplasma gondii é um protozoario intracelular obrigatdrio, ocorrendo em diversas
espécies homeotérmicas, incluindo o homem. Este parasito é responsavel pela
toxoplasmose, que é geralmente assintomatica em pessoas imunocompetentes. E capaz de
determinnar uma forma grave e geralmente fatal nos casos de transmissdo congénita,
causando problemas neurolégicos e oftamoldgicos nos recém-nascidos e em pacientes com
imunodepressdo causando a encefalite. (DUBEY, 2002; TENTER et al., 2000). Os felideos
atuam como hospedeiros definitivos e, portanto, os Unicos que podem contaminar o
ambiente com oocistos (TENTER et al., 2000; DUBEY, 2004). A transmissdo dessa zoonose
ocorre através da ingestdo de carne crua contendo cisto tecidual, pela via transplacentaria
quando ocorre uma primoinfec¢do durante a gestagdo, ou pela ingestdo de oocistos
esporulados presentes na 4gua, solo ou alimentos contaminados (DUMETRE, DARDE, 2003;

FERGUNSON, 2009).

Cryptosporidium spp. é um protozodrio parasito de uma grande variedade de
vertebrados, incluindo mamiferos, aves, répteis e peixes (DAWSON, 2005), de ciclo
monoxeno (AMARANTE, 1992; O’'DONOGHUE, 1995). Este parasito causa uma doenca
gastrointestinal aguda auto-limitada em individuos imunocompetentes, mas em pessoas
imunocomprometidas pode contribuir para morbidade e mortalidade (DAWSON, 2005). Sua
tranmissao é através da rota fecal-oral ou por ingestdo de oocistos esporulados presentes na

agua, no solo ou alimentos contaminados (FAYER et al., 2000).
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Os oocistos esporulados destes coccideos sdao extremamente resistentes as
influéncias ambientais. Oocistos de T. gondii no solo tornam-se infectantes por esporulacdo
em até 21 dias (TENTER, 2000) e podem permanecer vidveis por até 18 meses (FRENKEL et
al., 1975). Os oocistos de Cryptosporidium permanecem vidveis por aproximadamente 18
meses em solo Umido e fresco (CAREY, 2004; FALCHI, 2006). Ambos sdo resistentes a
diversos agentes quimicos e fisicos. No meio ambiente esses oocistos sdao distribuidos
através do vento, agua, por invertebrados terrestres e pelo préprio homem que usam fezes
de animais ou prépria para adubo, contaminando as aguas, solo e vegetais (DUMETRE,
DARDE, 2003; GRECA, 2010). Assim, a presenca de oocistos esporulados no ambiente pode

ser uma fonte de infeccdo para os seres humanos, animais domésticos e silvestres.

O molusco Achatina fulica, conhecido como caramujo gigante africano, tornou-se
um problema de saude publica, pois pode albergar e transmitir os nematddeos
Angiostrongylus cantonensis e A. costaricensis, causadores da menigoencefalite eosinofilica
e da angiostrongiliase abdominal, respectivamente (GRAEFF-TEXEIRA, 2007). Esses animais
tém destaque em saude publica por serem responsaveis pela transmissdo de uma variedade
de enfermidades (SCHIFFLER et al., 2008). O fato da espécie A. fulica viver em contato direto
com o solo e preferencialmente em locais Umidos e poluidos (VASCONCELQS, PILE, 2001) e
possuir o habito de se alimentar de solos umidos e vegetais (FISCHER, AMADIGI, 2010) torna
esses caramujos provaveis vetores mecanicos de parasitos que podem causar doengas em

humanos e animais.

Desta forma, presenca de Achatina fulica em areas sem saneamento bdsico
adequado e com a presencga de animais contaminando o solo, pode ser fator predisponente
para infeccdo dessa espécie pelos protozodrios citados. Com isso o presente estudo teve
como objetivo pesquisar a presenca de DNA de Apicomplexa em fezes de moluscos A. fulica,
no municipio de Feira de Santana, Bahia, verificando o possivel papel desse gastropode na

cadeia epidemiolégica de parasitoses causadas por estes organismos.
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Matériais e Métodos

Entre maio de 2012 a junho de 2013 foram realizadas 27 coletas de A. fulica em oito

areas do perimetro urbano do municipio de Feira de Santana- Bahia (12°16’S e 38°58’0).

Os animais foram coletados no inicio da manh3, aproximadamente as cinco horas. A
coleta dos moluscos foi feita manualmente com as maos protegidas por luvas de borracha.
Os caramujos encontrados foram acondicionados em caixas isotérmicas com tampa
adaptada para permitir a aeracdo. Apds cada coleta os espécimes foram transportados ao

Laboratdrio do Grupo de Pesquisa em Zoonoses e Saude Publica- UEFS.

Durante o periodo de coleta foram realizadas também observacbes dos locais onde
os moluscos estavam presentes quanto a presenca de lixo, presenca de animais domésticos
e presenca de esgoto. Os dados climaticos (temperatura média, precipitacdo diaria e
umidade relativa) no dia das coletas foram obtidos junto ao Instituo Nacional de

Meteorologia — INMET (BRASIL, 2013).

No laboratdrio os animais foram lavados em &4gua corrente e mensurados o
comprimento total da concha com paquimetro (precisdao de 0,1 mm), e a massa total da
concha com a parte mole em balanca digital (precisdo de 0,01g). O estagio de
desenvolvimento etario utilizado foi de acordo com a classificagdo de Tomiyama (2002) que
considera juvenis os caramujos com conchas de 10 a 40 mm; jovens os individuos com
conchas de 41 a 90 mm e adultos aqueles com conchas acima de 90 mm de comprimento.
Os animais jovens e adultos foram separados e mantidos em frascos plasticos com tampa

perfurada, até o processamento das amostras de fezes.

Os gastropodes foram alimentados todos os dias com agua e folhas de repolho
(Brassica oleracea var. carpitata), até liberarem cerca de 2 g de fezes. As amostras de fezes
foram ressuspendidas em igual volume de etanol PA e congeladas para posterior extragcao de
DNA. O repolho foi previamente examinado para a presenga de protozodrios e helmintos
segundo a técnica descrita por (SLOSS et al.1999). Nestas amostras nao foram encontrados

protozoarios e helmintos parasitos.
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A extracdo e purificacdo de DNA das amostras de fezes foram iniciadas em trés
etapas de congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido para concentrar e
romper oocistos, seguidas pela utilizacdo de kit de extracdo AxyPrep Multisource Genomic
DNA Miniprep Kit, AP-MN-MS-GDNA-50 (Axygen®), conforme instrucdo do fabricante com

algumas alteracdes (Apéndice B).

Para a deteccao de DNA de Cryptosporidium spp. foram utilizados oligonucleotideos
dirigidos para um fragmento do gene 18S rRNA (SILVA et al.,, 2013) pela nested-PCR. Na
primeira reacdo foram utilizados os oligonucleotideos externos SHP1 (5’ACC TAT CAG CTT
TAG AGG GTA GGG TAT 3’) e SHP2 (5’ TTC TCA TAA GGT GCT GAA GTA AGG 3’), e para a
segunda reacdo, os oligonucleotideos internos SHP3 ( 5 ACA GGG AGG TAG TGA CAA GAA
ATA ACA 3’) e SSU-R3 ( 5’AAG GAG TAA GGA ACAACC TCC A 3’). Para a PCR as reagoes foram
realizadas em volume de 25,0 uL com 12,5 uL Top Tag Master Mix (Qiagen®), 10 pmol de
cada oligonucleotideo, 5,0 yuL de amostra e 5,5 pL de agua ultra-pura estéril. As
amplificacbes foram realizadas em um termociclador Master cycler epgradient Eppendorf
nas seguintes condicdes: denaturac3o inicial a 94°C por trés minutos, seguidos de 39 ciclos
de 94°C por 45 segundos, 56°C por 45 segundos e 72°C por 60 segundos, com extens3o final
a 72°C por sete minutos. Na segunda amplificacdo foram utilizadas as mesmas condi¢des. Em
cada lote de amplificacdo foi adicionado um controle positivo constituido por DNA extraido
de Cryptosporudium canis provinientes de fezes de cdes cedidas pelo Laboratério de
Doencgas Parasitarias, Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo, e dois
controles negativos de amplificacdo constituidos por dgua ultra-pura, para cada uma das

reagdes de PCR.

Para deteccao de DNA de Sarcocystidae foram utilizados oligonucleotideos dirigidos
para um fragmento do gene 18S rRNA (DA SILVA et al.,, 2009) pela nested-PCR. Os
oligonucleotideos externos foram Tgl8s48F (5-CCATGCATGTCTAAGTATAAGC-3’) e
Tg18s359R (5'-GTTACCCGTCACTGCCAC-3’) e os oligonucleotideos internos Tgl8s58F (5'-
CTAAGTATAAGCTTTTATACGGC-3’) e Tg18s348R (5-TGCCACGGTAGTCCAATAC-3’). Para as

rea¢des de amplificacdo a concentragdo dos reagentes utilizados foi como descrito acima. As
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amplificacdes foram realizadas em termociclador Master cycler epgradient Eppendorf nas
seguintes condicdes: denaturacdo inicial de 95°C por 4 minutos, seguida de 30 ciclos de
denaturac3o a 94°C por 30 segundos, pareamento a 55°C por 1 minuto, extens3o a 72°C por
2 minutos. Na segunda reacdo foram utilizadas as mesmas concentracdes de reagentes,
substituindo-se os oligonucleotideos pelo par apropriado e usando 5,0 uL do produto da
primeira amplificagdo. As amplificagdes foram realizadas nas seguintes condigdes:
denaturac3o inicial de 95°C por 4 minutos, seguindo de 35 ciclos de denaturacdo a 94°C por
30 segundos, pareamento a 60°C por 1 minuto, extens3o a 72°C por 2 minutos. A cada lote
de amplificagbes foi incluido um controle positivo (DNA extraido de T. gondii) e dois

controles negativos (dgua ultrapura).

Aliquotas de 5,0 pL das amostras amplificadas foram homogeneizadas com 5,0 pL de
solucdo de azul de bromofenol e submetidas a eletroforese horizontal em gel de agarose 2 %
com brometo de etidio em tampao tris-borato-EDTA (TBE) 1x. A corrida foi realizada a 120
voltz por 45 minutos. Apds a corrida, o produto da amplificacdo foi visualizado e fotografado

em sistema digital L-Pix image (versdo 1.21) Loccus Biotecnologia.

A andlise do polimorfismo de comprimento de fragmentos de DNA gerados por
enzimas de restricao sobre os produtos amplificados pela reacdo em cadeia pela polimerase
(PCR-RFLP) foi realizada utilizando as enzimas de restricdo Ddel, Hpy188Ill e Mspl sobre os
produtos de amplificagdo com 290 pares de base de DNA de Sarcocytidae, a fim de se
diferenciar Toxoplasma gondii, Hammondia hammondi, Neospora caninum e Sarcocystis
neurona (Da Silva et al, 2009). As digestdes foram realizadas num volume total de 6,0 ul,
contendo 3,0 pl do produto da nested-PCR misturados a 1,0 pl de tampao NEB, 1,0 ul de
albumina sérica bovina (BSA) 1mg/ml, 0,4 ul de agua ultra pura, 4U de Ddel, 1U de Hpy188lII
e 8U de Mspl. As amostras foram incubadas sob as seguintes condi¢des: digestdo 37°C por
60 minutos e inativacdo das enzimas a 65°C durante 10 minutos. Em cada lote de clivagem
enzimatica foram adicionados controles positivos constituidos por DNA extraido de
Toxoplasma gondii, Hammondia hammondi, Neospora caninum e Sarcocystis neurona
cedidos pelo Laboratdrio de Diagndstico das Parasitoses dos Animais da Universidade

Federal da Bahia.
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Do produto resultante da digestdo enzimatica, 5,0 ul foram homogeinizados com 5,0
pl de solucdo de azul de bromofenol e submetido a eletroforese horizontal em gel de
agarose a 3%, contendo 0,3 pg de brometo de etideo, em cuba horizontal com solucdo
tampao Tris—Borato-EDTA (TBE) 1 X, pH 8,0, durante 55 minutos a 120V. Apéds a corrida, o
produto da amplificacdo foi vizualizado e fotografado em sistema de fotodocumentacao

digital, sistema L-Pix image (versao 1.21) Loccus Biotecnologia.

A associacdo entre varidveis dependentes e independentes foi verificada em tabelas
de contingéncia pelos testes de xz de Pearson, Exato de Fischer ou G de Williams, utilizando-
se o programa Epilnfo 7 (DEAN et al., 2011). O comprimento total da concha, a massa
corporal foi comparada entre animais positivos e negativos para a presenca de DNA
compativel com os parasitos pelo teste de Mann-Whitney. Em todas as analises foram

considerados significativos os valores de P menores que 0,05 (AYRES et al., 2007).
Resultados e Discussao

Para Cryptosporidium ssp., amplicons compativeis com este parasito foram
encontrados pela nPCR em 2 de 223 (0,9%) amostras de fezes examinadas (Figura 10). Este
resultado pode estar relacionado com a falta de saneamento basico onde estes animais
foram encontrados. Como Cryptosporidium é um importante parasito oportunista de varias
espécies de animais e de humanos, este fato pode ter colaborado para o encontro desse

parasito em fezes do molusco A. fulica.
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Figura 10. Produtos da nested-PCR com os oligonucleotideos dirigidos para um fragmento do gene
18S rRNA contendo 600 pares de bases de Cryptosporidium ssp. de amostras fecais do
molusco Achatina fulica. PM: Marcador de Peso Molecular de 100pb; 1-9: Amostras
fecais de Achatina fulica; 3: Amostra positiva de Cryptosporidium ssp.

Schiffler et al. (2008) analisaram 50 amostras de fezes de Achatina fulica na cidade de
Campos dos Goytacases, Rio de Janeiro, através da técnica de Ziehl-Neelsen modificada,
detectando 26 (56%) amostras com oocistos de Cryptosporidium ssp., sendo este o Unico
estudo encontrado na literatura brasileira que relata a presenga de Cryptosporidium spp. nas
fezes de A. fulica. Segundo esses autores os oocistos encontrados sdo de tamanhos

compativeis com espécies encontradas em cdo, gato e no homem.

Em um estudo feito no Chile na Regido de Valparaiso por Otero et al. (2010), em
duas espécies de gastropodes terrestres (Helix dspera e Deroceras reticulatum), foi
observado através da técnica Ziehl-Neelsen, nPCR e sequenciamento, a presenca de
Cryptosporidium parvum em ambas espécies estudadas. Observou-se também que o perfil
era semelhante ao genétipo C do parasito, que estdao envolvidos na transmissdo zoondtica
da criptosporidiose. Para estes autores esses gastropodes terrestres podem atuar como
vetores mecanicos de C. parvum e servir como bioindicadores de contaminagdo fecal do

solo.

Esse achado é importante, pois esses caramujos podem defecar em vegetais ou em

outros alimentos que sao consumidos mal higienizados podendo ser uma fonte de infecgdo
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para os humanos. Oocistos de Cryptosporidium ja foram encontrados em diferentes vegetais

(FAYER et al., 2000; PEREIRA et al., 2008).

Outro fator relevante para infeccdo de Cryptosporidium ssp. em Achatina fulica estd
relacionada com o contato direto e pela ingestdo de solo contaminado com fezes de
humanos e animais com oocistos desse parasito. A contaminacdo ambiental por oocistos de
Cryptosporidium sp. depende de uma variedade de fatores incluindo, o nimero de animais
domésticos e silvestres infectados, o nimero de oocistos excretados, as praticas agricolas e
a conduta e atividade do hospdeiro (SLIFKO, 2000). No Brasil ndo existem estudos a respeito
da contaminacdo ambiental do solo por oocistos de Cryptosporidium. No entanto, em um
estudo realizado na Espanha por Dado et al.(2012) em 67 parques publicos da cidade de
Madrid, 27 parques (40,3%) estavam contaminados com Cryptosporidium sp. (6%),
demostrando que os parques publicos representam uma fonte de infeccdo para este

parasito.

Segundo Otero et al. (2010), em relacdo a saude animal, gastropodes terrestres
podem constituir uma fonte de infeccdo por Cryptosporidium para varias espécies
predadoras de moluscos, pois estes sdo uma fonte alimentar para animais vertebrados e

invertebrados.

Com a presenga de DNA compativel com Cryptosporidium encontrados nesse estudo,
podemos inferir que A. fulica seja um hospedeiro paraténico de espécies desse parasito,
porém a confirmacdo dessa hipdtese deverd ser realizada utilizando o sequenciamento e a

genotipagem para a confirmacdo das espécies envolvidas.

Das 223 amostras de fezes de Achatina fulica submetidas a nPCR para deteccdo de
Sarcocystidae, 58 (26,0%) amostras amplificaram o fragmento esperado de 290 pares de
base, sendo entdo submetidas a RFLP. Destas, 41 (18,4%) amostras foram clivadas pelas
enzimas utilizadas nesse estudo, produzindo um perfil compativel com T. gondii (Figura 11).
As outras 17 amostras revelaram perfis de clivagem ndao compativeis com os Sarcocystidae

descritos no trabalho de Da Silva et al (2009).
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Figura 11. Diferenciacao de parasitos Apicomplexa pela técnica de RFLP do fragmento génico 18S
rRNA. O produto de nested-PCR foi digerido com as enzimas de restricdo Ddel, Mspl e
Hpy188lII.

Legenda: PM: marcador de peso molecular de 100 pb; 1-12: amostras de fezes de A.
fulica; 1, 2,4,5,6,7,8,9,10: amostras compativeis com DNA de T. gondii; 13: produto de
digestdo de H. hammondi; 14: produto de digestdo de N. Caninum; 15: produto de
digestdo de T. gondii;16: Produto de digestdo de S. neurona; 17: produto ndo digerido
de T. gondii.

PM1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 PM
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Este estudo registra pela primeira vez a amplificacdo de material genético compativel
com T. gondii em fezes de moluscos terrestres. Tal fato pode estar relacionado com a
presenca de A. fulica em areas urbanas e periurbanas, associado ao estreito convivio com
gatos domésticos e suas fezes. Os felideos sdo a Unica fonte de eliminacdo de oocistos e

responsaveis pela contaminacdo ambiental (DUBEY, 2004; TENTER, 2000).

No solo os oocistos esporulados de T. gondii sobrevivem por longos periodos em
condi¢cdes ambientais favordveis de temperatura e umidade. Eles sdo encontrados na
superficie do solo ou em uma profundidade de até 10 cm e permanecem vidveis por 18
meses sob vdrias temperaturas (FRENKEL et al., 1975). A carga real de oocistos de T. gondii
no solo ndo é bem conhecida. Estudos realizados na Califérnia e na Franga conseguiram
estimar a carga de oocistos através de estimativas de producdo de oocistos pelos gatos, o
nimero de oocistos de T. gondii variou entre 9-434 e 3-335 por metro quadrado

respectivamente (DABRITZ et al., 2006; AFONSO et al., 2010).

No Brasil tem sido registrada a contamina¢ao do solo por oocistos de Toxoplasma.
Coutinho et al. (1982) verificaram cinco amostras de solo coletadas dos jardins e também de
areas com sombra Umida na proximidade de residéncias no Estado da Paraiba,

demonstrando a presenca de oocistos de T. gondii em uma amostra de solo obtida de um
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jardim. Esses resultados reforcam ainda mais precaucdes essenciais para o controle da
toxoplasmose. Azevedo et al (1983) também encontraram oocistos de T. gondii em 2 das
115 amostras de solo coletadas em um terreno peridomiciliar e de terreno baldio no
municipio de Recife-PE. Em estudo realizado no estado de Sdo Paulo foi encontrado oocistos
de T. gondii em 10 das 31 amostras de solo coletadas de parques infantis de escolas do
ensino fundamental (SANTOS et al.,, 2010). Os autores concluiram que os oocistos de T.
gondii estdo distribuidos em torno das escolas publicas da regido, podendo ser uma fonte de

infec¢do para as criangas.

O encontro de oocistos no solo é preocupante, pois invertebrados geo ou
coprofagicos sdo potenciais vetores mecanicos de oocistos de T. gondii (FRENKEL, 1975). De
acordo com Bettiol et al. (2000), os gatos domésticos tendem a enterrar suas fezes em
camadas superciais do solo, assim uma variedade de invertebrados terrestres incluindo
besouros, isépodes, moluscos e larvas de dipteros podem ingerir oocistos infectantes de T.
gondii pelo contanto direto com as fezes dos felinos. Estudos experimentais ja
demonstraram que minhocas e baratas (WALLACE, 1972; CHICHILLA et al., 1994; BETTIOL et

al., 2000) podem atuar como vetores mecanicos de oocistos de T. gondii.

O solo tem um papel importante para o molusco A. fulica, pois além de ser utilizado
como fonte de alimento, também é usado como estratégia de defesa (FISCHER et al., 2010).
Assim, esses caramujos sdo susceptiveis a infec¢do por T. gondii devido ao contato e a
ingestdo de solo contaminado com oocistos desse parasito. Além disso, os vegetais
contaminados pela exposi¢ao direta com fezes de gatos ou irrigacdo com dgua contaminada
(DUMETRE et al., 2003) pode ser uma fonte de infecgdo para A. fulica, pois eles utilizam

plantas como fonte de alimento.

Deve-se considerar que a presenca de T. gondii em fezes de A. fulica pode ser um
problema para saude humana, pois estes podem contaminar frutas e verduras com suas
fezes, possibilitando a transmissao dessa parasitose para o homem através da ingestao de
frutas e verduras cruas, provenientes de areas cultivadas contaminadas com fezes de desse

molusco. Por outro lado, a malacofagia é comum em diferentes grupos de animais, sendo
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relatados como predadores de A. fulica: sapos, ras, besouros, aves, principalmente galinhas
e marrecos (RAUT; BARKER, 2002), assim a presenca de T. gondii nesses moluscos podem

servir como fonte de infec¢do para diferentes espécies de animais.

Neste estudo nao foi encontrada associagao entre as varidveis climaticas e a presenga
de DNA compativel com T. gondii em fezes desse molusco. No entanto, houve uma diferenga
significativa entre o comprimento total da concha e massa corporal com a presenca DNA,
mostrando que animais maiores podem estar mais frequentemente infectados com este
parasito. Os caramujos maiores sdo mais errantes, e provavelmente tem maior exposicdo

aos parasitos, assim como tiveram mais tempo para aumentar a chance de infeccao.

Apesar deste estudo ndo constatar associacdo significativa entre as variaveis
epidemioldgicas e a ocorréncia de DNA compativel com T. gondii em fezes de A.fulica, sabe-
se que nos locais com baixa infraestrutura sanitaria, presenca de gatos, bem como suas fezes

pode ser fatores determinantes para a presenca do parasito no molusco.

Dessa forma, é importante determinar a natureza dos parasitos encontrados nas
fezes desse molusco, bem como a viabilidade dos mesmos, para definir o verdadeiro papel
da Achatina fulica na cadeia epidemiolégica de enfermidades como a criptosporidiose e a
toxoplasmose. Além disso, a deteccdo de amplicons compativeis com Cryptosporidium e T.
gondii nestes caramujos nos permite sugerir que estes animais sejam usados como
biomarcadores para monitoramento da contaminagao ambiental do solo por protozodrios

de carater zoonatico.

Este estudo registra pela primeira vez no mundo a presenca de DNA compativel com
T. gondii em fezes de A. fulica. Estes caramujos podem entao servir como vetores mecanicos

de T. gondii, constituindo-se um risco potencial para o homem e os animais.

Conclusoes

1. A técnica de nPCR permitiu verificar a presenca de DNA compativel com

Cryptosporidium ssp. em amostras de fezes de Achatina fulica;
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2. A presenga de DNA compativel com T. gondii em Achatina fulica foi
documentada neste estudo, representando o primeiro relato desse protozoario em

caramujos no Brasil e no mundo;

3. Nado houve associacdo significativa entre presenca de DNA compativel com T.

gondii nas fezes dos moluscos estudados e as variaveis climaticas e epidemioldgicas;

4. Houve uma associa¢do entre a massa corporal e o comprimento total da

concha de A. fulica com a presenca de DNA compativel com T. gondii.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Este estudo relatou pela primeira vez a ocorréncia do molusco A. fulica no
municipio de Feira de Santana (BA) e a presenca de nematddeos e DNA de protozoarios

parasitos de importancia médica e veterindria associados ao molusco no estado da Bahia.

Em estudos futuros, devem-se realizar coletas mais amplas de amostras e
aumentar a area amostral para caracterizar de forma definitiva a populacdo de A. fulica
presente no municipio de Feira de Santana, seja em suas caracteristicas biolégicas ou na
influéncia dos fatores bidticos e abidticos nesta populacdo. Ainda sugerimos aumentar a
guantidade de amostras examinadas para a presenca de parasitos, para inferir melhor sobre

a influéncia destes na biologia e ecologia de A. fulica neste ambiente.

Em relacdo ao encontro de protozodrios nas fezes de A. fulica, sugerimos
proceder etapas de isolamento dos protozoarios encontrados nas fezes desse gastrépode e
realizar ensaios de infectividade animal, para compreender melhor o papel do molusco

como vetores mecanicos desses protozodrios.

S3do necessarias novas investigacdes sobre a ocorréncia e o papel dessa espécie
como hospedeiro intermedidrio de nematddeos e vetores de protozodrios no municipio
estudado, e ressaltamos a necessidade de vigilancia sanitaria por parte das autoridades de
saude do municipio, de forma impedir novos focos de infestagdo desse gastrépode e casos

humanos de doencgas associados a estes parasitos.
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ANEXO B- Protocolo de extragao de DNA de larvas de nematdides usando kit Purelink®

Genomic DNA
Preparagao

1. Adicione etanol PA aos frascos Purelink® Genomic Wash Buffer 1 e Purelink®
Genomic Wash Buffer 2 de acordo com as instrucdes das etiquetas dos frascos.

Misture bem e mantenha a temperatura ambiente.

2. Ligar o banho-seco a 55°C;

Preparando o lisado de amostra

Ressuspender as larvas em 200 plL de tampao fosfato (PBS);
. Adicionar 20 pL de proteinase K;
. Adicionar 20 pL de RNAse A;

Homogeneizar no vértex;

1
2
3
4
5. Incubar a temperatura ambiente por 2 minutos;
6. Adicionar 200 pL do PurelLink® Genomic Lysis/Binding Buffer;

7. Homogeneizar no vértex;

8. Incubar a 55°C por 10 minutos para promover a digest3o proteica;

9. Adicionar 200 pL de etanol PA ao lisado;

10. Homogeneizar no vortex por 5 segundos para obter uma solu¢gao homogénea;

Ligando o DNA

1. Transfira cerca de 640 pL do lisado para uma coluna Purelink® Spin com um
Collection Tube;

2. Centrifugue a 10.000g por um minuto a temperatura ambiente;
3. Descarte o Collection Tube e transfira a coluna para um Collection Tube limpo;

Lavando o DNA

Adicione 500 pL de Wash Buffer 1 preparado com etanol a coluna;
Centrifugue a coluna a temperatura ambiente a 10.000g por um minuto;

Descarte o Collection Tube e transfira a coluna para um Collection Tube limpo;

p w N

Adicione 500 uL de Wash Buffer 2 preparado com etanol a coluna;
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5. Centrifugue a coluna a temperatura ambiente na velocidade maxima por trés

minutos;

6. Descarte o Collection Tube;

Eluindo o DNA
1. Transfira a coluna para um microtubo de 1,5 mL estéril;
2. Adicione 100 pL de PureLink® Genomic Elution Buffer a coluna;
3. Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto;
4. Centrifugar a coluna na velocidade maxima por 1 minuto a temperatura ambiente; o
tubo contém o DNA gendmico purificado;
5. Para recuperar mais DNA, execute uma segunda elui¢cdo, usando 100 uL de Purelink®

Genomic Elution Buffer a coluna, usando um novo microtubo estéril; centrifugue a
maxima velocidade por 1,5 minutos a temperatura ambiente; o tubo contém DNA
genoOmico purificado.

Armazenando o DNA

Armazene o DNA purificado a -20°C ou utilize o DNA para as aplicacdes desejadas.

Para armazenamento de longo tempo, armazene o DNA purificado em Purelink®
Genomic Elution Buffer a -20°C.

Para evitar congelamentos e descongelamentos sucessivos, armazene o DNA

purificado a 4°C para uso imediato ou faca aliquotas e estoque a -20°C por longos
periodos.
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APENDICE A - Recuperagio e identificagdo de nematédeos em Achatina fulica
Método de digestao artificial de A. fulica em acido cloridrico 0,7%

1. Embrulhar os caramujos em papel (identificar no papel o nimero correspondente do
molusco), para que se possa evitar que o muco se espalhe quando as conchas forem

guebradas;
2. Quebrar a concha com auxilio de um martelo;

3. Cortar a parte mole do molusco em pequenos pedacos, com auxilio de uma pinga e

uma tesoura;
4, Colocar os fragmentos de tecido frasco contento solugdo de HCl a 0,7%;
5. Manter em repouso por 6 horas em temperatura ambiente;

6. Transferir a suspensdo para aparelho de Baermann e acrescentar agua destilada até

cobrir os fragmentos cortados;
7. Manter por pelo menos 12 horas;
8. Proceder aidentifica¢do das larvas de nematddeos.
Pesquisa de larvas de nematdédeos
1. O sedimento devera ser recolhido do funl e colocado em tubo de falcon de 15 ml;
2. Centrifugar a 650g por cinco minutos;
3. Avaliar o sobrenadante e desprezar; diluir o sedimento em agua;

4. Transferir o sedimento diluido para placa de Petri e examinar ao microscépio

estereoscoépico para o estudo da morfologia e identificacao;
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5. As larvas devem ser capturadas e colocadas em laminas e levadas para uma placa

aquecedora e, em seguida observadas no microscépio sob objetiva de 40x;

6. Apds a identificacdo as larvas de nematddeos poderdo ser fixadas em alcool com
concentracdo superior 70% (para estudos moleculares) ou em solucdo de Raillet-

Henry ou A.F.A aquecida (para analise morfolégica);

7. Armazenar em tubos identificados quanto a identificacdo (género) e a solucdo

fixadora.

Identificagdo de nematddeos em microscopio estereoscopico no meio liquido

Movimentacdo rapida, movimento retilineo, larva alongada com cauda longa e

fina Género Rhabditis sp.

Larva vista a olho nu, movimentacdo lenta, serpentiforme, corpo grande

largo Género Strongyluris sp.

Movimentacdo lenta, em forma de “S” giro entorno do proprio corpo, geralmente em

formato de rosca ou oito Familia Metastrongylidae.

Identificagdo de nematddeos em microscopio (Larvas fixadas observadas sob laminas em

objetiva 40x)

Larvas espessas e curtas, bulbo esofagico nitido longo do tipo rabditéide constituido
de pseudobulbo, istmo e bulbo. Ndo é possivel a visualizagdao de primérdio genital.
Adultos: vulva localizada na regido mediana do corpo, ovarios com aspectos
segmentado indicando agrupamento celular caracteristico, grande maioria
apresentam Utero com a presencga de ovos larvados, cauda da bainha média longa e
afilada. 1B) Adulto macho: nematddeo longo com presencga de bolsa copulatdria. 1C)
Adulto fémea: vulva localizada na regidao mediana do corpo, ovarios com aspectos

segmentado indicando agrupamento celular caracteristico grande maioria
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apresentam Utero com a presenca de ovos larvados, cauda e bainha média longa e

afilada Género Rhabditis sp.

Larvas curtas com aspecto em “C” apds a fixacdo; 2 B) extremidade anterior
arredondada, primérdio refringente da capsula bucal relativamente longo, corpo
filiforme, com extremidade curvada dorso-ventralmente, eso6fago longo com bulbo
filiforme, término do esbfago longo; 2 C) cauda com nitida presenca do botdo

caracteristico da espécie Aelurostrongylus abstrusus.

Larvas curtas com aspecto em “C” apds a fixacdo; 2 B) extremidade anterior
arredondada, primoérdio refringente da capsula bucal relativamente longo, corpo
filiforme, com extremidade curvada dorso-ventralmente, es6fago longo com bulbo
filiforme poro excretor evidente, situado na regiao média do es6fago, e anel nervoso
localizado na regidao mediana do esofago, primordio genital ventral esta localizado na
regiao do terco médio intestinal; 3 Q) cauda com

apéndice Familia Metastrongilidea.

Larvas longas e vistas a olho nu; 4 B) capsula bucal curta;es6fago oxiuridiforme (Unico

bulbo); 4 C) cauda curta Género Strongyluris sp.
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APENDICE B - Protocolo de extragdo de DNA de amostras de fezes

(adaptado das instrugées para o kit Multi-source Axygen® AP-MN-MS-GDNA.

Prepa

=

N

4.

5.

rativos

Ligar banho-maria (temperatura de 56°C) e banho seco (70°C);
Aliquotar 1 a 1,5 mL de eluent/elution buffer em microtubos de 1,5mL;
Incubar estes microtubos a 70°C e deixar assim até o final da extracdo;
Verificar se possui as quantidades suficientes de todos os reagentes;

Verificar se os reagentes ndo possuem contaminacao;

Extracao

6.

7.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18

19

Coletar de 0,05 a 0,20g de fezes sdlidas ou de 50 a 200 ul de fezes liquidas;
Colocar em microtubos de 2 mL ( vem com o kit);

Adicionar 350uL de PBS pH 7,2 ou de agua ultrapura autoclavada;
Adicionar 10pL de proteinase K (vem com o kit);

Adicionar 0,9uL de RNase (vem com o kit);

Homogeneizar em vortex por 5 minutos ou até a solugdao estiver
homogeneizada;

Incubar a 70°C/ 10 minutos;

Incubar em nitrogénio liquido por 5 minutos;
Incubar a 70°C/ 5 minutos;

Incubar em nitrogénio liquido por 5 minutos;
Incubar a 70°C/ 5 minutos;

Colocar os microtubos no gelo por 2 minutos;
. Adicionar 150uL de buffer C-L (vem com o kit);

. Adicionar 10uL de proteinase K;



20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.
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Homogeneizar em vortex por 30 segundos;
Incubar a 56°C(banho-maria) por 15 minutos;
Mini-spin (centrigugac¢ao) por 10 segundos para tirar as goticulas da tampa;

Abra as tampas cuidadosamente sem encostar na parte superior interna do
microtubo;

Adicionar 350uL de buffer P-D (vem com o kit);
Centrifugar a 12.000 x g/10 minutos;

Preparar novos microtubos de 2 mL e montar as colunas nestes (vem com o
kit);

Aspirar sobrenadante e colocar na coluna de filtracdo, dentro do microtubo
de 2 mL;

Centrifugar a 12.000 x g/ 1 minuto;

Descartar o filtrado e retornar a coluna ao microtubo;
Adicionar 500puL de solugcdo W1 (wash buffer - vem com o kit);
Centrifugar a 12.000 x g/ 1 minuto;

Descartar o filtrado e retornar a coluna ao microtubo;

Adicionar 700uL de solucdao W2 (wash buffer - vem com o kit; reparar se ja foi
adicionado etanol);

Centrifugar a 12.000 x g /1 minuto;

Descartar o filtrado, retornar a coluna ao microtubo;

Repetir o procedimento acima: adicionar 700uL de solugao W2;
Centrifugar a 12.000 x g/ 1 minuto;

Descartar o filtrado, retornar a coluna ao microtubo e fechar o microtubo;
Centrifugar a 12.000 x g/ 1 minuto;

Preparar novos microtubos de 1,5mL para receber as colunas de filtragao;

Transferir a coluna de filtracdo para os novos microtubos e descartar o
anterior;
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42. Adicionar de 100 a 200uL de eluent/elution buffer pré-aquecido a 70° C;
43. Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto;
44, Centrifugar a 12.000 x g/ 1 minuto;

45, Descartar a coluna de filtracdo, fechar o microtubo e congelar até o momento
da PCR.



