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ocorréncia de Sarasinula marginata , S. octona e Bulimulus sp em funcdo do esforgo

amostral em dias (D — F). As barras representam erro padréo.
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RESUMO

Ambientes urbanos carentes favorecem o estabelecimento e distribuicdo de
animais vetores e hospedeiros do parasita helmintico Angiostrongylus cantonenis. O
ciclo de vida deste helminto tem moluscos terrestres como hospedeiros intermediarios e
roedores, como Rattus norvegicus, como hospedeiro definitivo. As condicGes
ambientais do ambiente urbano de comunidades populares (p. ex. presenca de lixo e
esgotos abertos) contribuem para a manutencédo do ciclo deste parasita que pode ser um
risco para a saude publica, ja que este helminto ao infectar humanos pode causar
meningite eosinofilica. A adaptabilidade e a baixa especificidade de A. cantonensis em
infectar diferentes espécies de moluscos terrestres sdo fatores que dificultam a obtencéo
sistematica de estimativas de prevaléncia do parasita nestas espécies. O objetivo do
presente estudo foi identificar espécies de hospedeiros intermediarios de A. cantonensis
em um ambiente urbano e verificar os fatores de risco associados a infecgéo e a
intensidade por este parasita em tais hospedeiros. Para tanto, inicialmente, fizemos a
coleta e identificacdo de espécies de moluscos terrestres em uma area urbana de
comunidade carente no Brasil, permitindo a descri¢éo de sua distribuicdo e abundancia.
Em seguida, estimamos prevaléncia e intensidade de infecgcdo por A. cantonensis nas
espécies de molusco identificadas, através de métodos de morfologia larval e PCR
convencional (identificacdo ao nivel de espécie). A partir da aplicacdo de modelos
lineares generalizados avaliamos os fatores de riscos ambientais associados a presenga e
intensidade de moluscos terrestres no ambiente urbano e a infeccdo por A. cantonenis.
Encontramos oito espécies de moluscos terrestres, sendo quatro delas — Subulina
octona, Sarasinula marginata, Achatina fulica e Bulimulus sp., que ja sdo descritas na
literatura como hospedeiros intermediarios para A. cantonenis — em elevada abundancia
e positivas para A. cantonensis. A. fulica apresentou maior prevaléncia (33%) e
intensidade de infecgdo com valor médio de 22,66+522,54 larvas por individuos. A
presenca de agua corrente apresentou uma tendéncia associada a ocorréncia de A. fulica,

S. octona e Bulimulus sp. Avaliando a intensidade de moluscos, novamente, variaveis



relacionadas a presenca de dgua (presenca de gua corrente, chuva acumulada, presenca
de esgoto aberto e umidade acumulada) foram associadas ao aumento da intensidade de
ocorréncia das espécies avaliadas. Quanto a infeccdo destes animais por A. cantonensis,
a umidade acumulada apresentou uma associa¢do marginal positiva com a chance de os
moluscos serem encontrados infectados. Elevada riqueza e abundancia de moluscos
hospedeiros de A. cantonenis, ocorrendo concomitantemente em uma pequena &rea
(0,17 Km?), pode significar risco para os residentes dessa comunidade urbana, j4 afetada
por outras zoonoses. No entanto, este risco tem sido negligenciado. Estudos
epidemioldgicos para investigar o contato da populacdo humana com a infecgédo por A.
cantonensis sdo necessarios, ja que muitos casos de meningite eosinofilica podem ser
confundidos com outras patologias. Ainda, consideramos que intervencdes de
infraestrutura urbana que visem reduzir o contato dos humanos com esgotos abertos, por

exemplo, devem controlar, paralelamente, o contato com hospedeiros de A. cantonensis.

Palavras chave: Angiostrongylus ; caramujos e lesmas; riscos; infeccdo acidental;

meningite
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ABSTRACT

The environment of urban slums favours the establishment and distribution of
vectors and reservoirs of the helminthic parasite Angiostrongylus cantonensis. Its life
cycle includes a development phase in terrestrial molluscs (intermediate hosts) and final
stages of development within rodents (definitive host), such as Rattus norvegicus. The
poor conditions found in slums (e.g., lack of garbage collection and open sewers)
benefit the maintenance of A. cantonensis cycle, which can be of public health
importance, given that this helminth may cause eosinophilic meningitis in humans. The
adaptability and low specificity of A. cantonensis in infecting different molluscs species
are factors which can hamper the systematic generation of prevalence estimates of this
nematode in these species. The aim of the present study was to identify species of
intermediate hosts of A. cantonensis in an urban environment and to assess the risk
factors associated with the presence and intensity of infection by this parasite in these
hosts. Initially, we collected and identified terrestrial molluscs species in an urban
Brazilian slum, presenting descriptive metrics of abundance and distribution. Then, we
estimated the prevalence and intensity of A. cantonensis infection for each mollusc
species, based on morphological and conventional PCR analyses (identification to the
species level). We used generalized linear models to identify the risk factors associated
with the presence and intensity of occurrence of the intermediate hosts in the urban
environment, as well as the ones associated with A. cantonesis infection in these hosts.
We identified eight species of terrestrial molluscs, in which four of them — Subulina
octona, Sarasinula marginata, Achatina fulica and Bulimulus sp., previously described
as A. cantonensis intermediate hosts — were found in high abundance and positive to A.
cantonensis infection. A. fulica was found with the highest prevalence (33%) and
intensity of infection, with a mean value of 22.66+522.54 larvae per individual. The
presence of running water (e.g., open sewers) was marginally associated with the

occurrence of A. fulica, S. octona and Bulimulus sp. In terms of intensity of molluscs,



variables related to the presence of water (running water, cumulative rain, open sewers
and cumulative moisture) were associated with the increase in the number of individuals
of the mollusc species identified. Regarding A. cantonensis infection, increase in
cumulative moisture was marginally associated with the chance of a terrestrial mollusc
being found infected. The high richness and abundance of mollusc hosts of A.
cantonensis found, occurring concomitantly in a small area (0.17km?), may result in
increased spillover risk for the residents of the urban slum, already affected by other
zoonoses. Nevertheless, this risk has been neglected. Epidemiological studies to
investigate the contact of the human population with A. cantonensis infection are
needed, given that many cases of eosinophilic meningitis can be misdiagnosed.
Moreover, we suggest that infrastructural interventions focused on reducing the contact
of humans to open sewers might, in parallel, control their contact with A. cantonensis

intermediate hosts.

Keywords: Angiostrongylus; snails and slugs; risks; spillover risk; meningitis



INTRODUCAO GERAL

Dentro do filo Mollusca, a classe gastropoda € a mais abundante e
diversificada, ocupando diferentes ambientes e apresentando uma variedade de planos
corporais e historias de vida, que contribuem para adaptabilidade em diferentes habitats.
Esta classe é composta por lesmas e caracois, que ocupam tanto ambientes aquaticos
(marinhos ou dulciaquicolas), quanto ambientes terrestres, existindo dependéncia de
microclimas estaveis. Devido a adaptabilidade em diferentes ambientes, os moluscos
gastropodes servem como reservatorio de diversas espécies de helmintos, como o0s
pertencentes ao filo Trematoda (e.g. Fasciola Hepatica, Schistosoma mansoni) e
Nematoda (e.g. Angiostrongylus spp.), que podem ser de importancia para saude
publica. O nematoide A. cantonensis, € amplamente distribuido mundialmente e, a
infeccdo, por ingestdo de sua larva infectante, pode ocasionar meningite eosinofilica em
humanos. Para completar seu ciclo de vida, 0 A. cantonensis precisa necessariamente de
dois hospedeiros: um intermediario e um definitivo. Espécies de caracdis como
Achatina fulica, Bradybaena similaris e Subulina octona, além de lesmas dos géneros
Veronicella, Limax e Deroceras estdo entre os principais hospedeiros intermediarios de
A. cantonensis, enquanto os roedores (e.g., a ratazana Rattus norvegicus), como 0s
principais hospedeiros definitivos deste parasita. Os humanos sdo considerados
hospedeiros acidentais, pois sdo contaminados a partir de alimentos contendo a forma
infectante que, entdo, migra para o sistema nervoso central (SNC), causando assim
meningite eosinofilica ou move-se para a cdmara do olho, causando angiostrongiliase
ocular.

A meningite eosinofilica, anteriormente restrita ao sudeste asiatico, € uma
doenca emergente no Brasil. Nas grandes cidades, é possivel observar regides
densamente populosas e com condi¢Bes precérias de moradia, saneamento basico e

acesso a salde. Nestas areas, condi¢cBes ambientais, como a presenca de esgoto céu
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aberto e coleta de lixo irregular, favorecem o crescimento e estabelecimento de
populacdes de gastropodes terrestres e de roedores, 0 que consequentemente contribui
para a manutencdo e expansdo dos ciclos de diversos parasitas, com é o caso do A.
cantonensis. Recentemente foi identificada infeccdo por A. cantonensis em uma
populagéo de R. norvegicus em uma favela na cidade de Salvador, sugerindo que o ciclo
de vida deste parasita esta ativo nesta area, e que a populacdo humana residente pode
estar sujeita ao risco de infeccéo.

Em funcdo da generalidade de A. cantonensis com relagdo a diversidade de
hospedeiros intermediarios, em paralelo a ampla distribuicdo dos gastropodes terrestres
no Brasil, entender os fatores de risco é fundamental para o manejo, controle e
prevencdo de risco de infeccdo por este parasita. Apesar de existirem registros de
ocorréncia de A. cantonensis em ratazanas e gastropodes terrestres em diferentes regides
no Brasil, existem lacunas sobre os fatores ambientais que podem estar associados a
infeccdo por A. cantonensis nas populagdes destes moluscos, assim como as taxas de
infeccdo dos mesmos por A. cantonesis, principalmente em ambientes urbanos carentes
onde as condi¢Bes ambientais precarias somadas as condic¢des sociais de pobreza afetam
0s hospedeiros de A. cantonenis e, consequentemente, afetam a exposi¢do humana a
este parasita. Compreender aspectos da historia de vida dos moluscos hospedeiros
intermediarios de A. cantonensis é fundamental para entender a relacdo parasita-
reservatorio no ambiente, assim como para notificar o setor de salde sobre sua
presenca. Adicionalmente, identificar fatores de riscos associados a exposicdo dos
moluscos terrestres por A. cantonensis permitira auxiliar o controle destes reservatorios,
e potencialmente reduzird a probabilidade de infeccdo da populagdo humana pelo

nematoide.
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Introducgéo

O parasita nematoide Metastrongyloidea Angiostrongylus cantonensis Chen,
1935, pertencente a familia Angiostrongylidae Boehm & Gebauer, 1934, é um helminto
de importéncia para saude publica, com ampla distribuicdo mundial (Wang et al. 2012;
Cowie 2013; Barratt el al. 2016). Ao infectar humanos, pode ocasionar meningite
eosinofilica (Pien et al. 1999; Wang et al. 2008; Graeff-Teixeira et al. 2009;
Sawanyawisuth et al. 2013; Eamsobhana 2014), sendo esta considerada uma doenca
infecciosa endémica do sudeste asiatico e, atualmente, emergente em todo o mundo (Lv
et al. 2009; Hochberg et al. 2011; Espirito-Santo et al. 2013; Morassutti et al. 2014).

A propagagdo natural de A. cantonensis se da por moluscos gastropodes
terrestres — caracois e lesmas — que sdo hospedeiros intermediarios deste helminto. A
conclusdo do ciclo de vida depende de hospedeiros definitivos, como iguanas, passaros
e roedores (Wang et al. 2008; Chikweto et al. 2009). Os roedores, por exemplo, liberam
larvas de A. cantonensis nas fezes, que, por penetragdo cutanea, infectam os moluscos
terrestres, onde se desenvolvem em estagios larvais mais avancados. Por ingestao destes
moluscos ou de alimentos contaminados por seu muco, as larvas retornam para o
hospedeiro definitivo, completando os estagios de maturacdo (ver Cowie 2013 e Oehler
et al. 2014). Os humanos sdo hospedeiros acidentais, que, ao ingerirem alimentos
contaminados com a larva em estagio infectante, podem desenvolver meningite
eosinofilica ou angiostrongiliase ocular (Toma et al. 2002; Hochberg et al. 2011).

Areas urbanas de comunidades humanas vulneraveis apresentam elevada
densidade populacional residindo em moradia precaria com condic¢Ges inadequadas de
saneamento. Tais condi¢fes sdo propicias para o estabelecimento de populacfes de

caracois e lesmas e, também para a fauna sinantrépica, como a ratazana Rattus
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novergicus — um dos hospedeiros definitivos de A. cantonensis —, em estreito contato
com a populacdo humana residente (Bradley et al. 2007; Chikweto et al. 2009;
Carvalho-Pereira et al. 2017). Diferentes espécies de moluscos terrestres, como 0s
caracois Achatina fulica (Bowdich, 1822), Bradybaena similares (Férussac, 1821) e
Subulina octona (Bruguiére, 1798) e a lesma Sarasinula marginata (Semper, 1885), sdo
consideradas reservatorios de A. cantonensis (Malek e Cheng 1974; Carvalho et al.,
2012). A elevada adaptabilidade deste metaestrongylideo em se desenvolver em
diferentes espécies hospedeiras pode aumentar a ameaca de infec¢cdo por este nematoide
para moradores de comunidades humanas populares, afetadas por diversos agentes
zoondticos (Caldeira et al. 2007; Costa et al. 2015; Walker et al. 2016). Além disso, a
baixa especificidade de A. cantonensis com relagdo aos seus hospedeiros dificulta o
desenvolvimento de medidas de controle dos moluscos terrestres de importancia para a
salde publica (Wang et al. 2008). O controle, ainda, € prejudicado pela heterogeneidade
na paisagem urbana, de &reas abertas a residéncias com diferentes caracteristicas, essas
diferengas na paisagem geram condicdes ambientais favordveis para a riqueza e
abundéncia de moluscos terrestres e, consequentemente, a manutengdo do ciclo A.
cantonensis (Su et al. 2009; Chaves et al. 2011; Rodelo-Urrego et al. 2013).

Em uma érea urbana de comunidade popular no Brasil, foi identificada uma
prevaléncia de cerca de 40% de A. cantonensis em uma populagdo de R. norvegicus
(Carvalho-Pereira et al., 2017), indicando que os residentes desta comunidade estdo
expostos ao risco de infeccdo por A. cantonensis. Atualmente, no entanto, tal risco de
exposicdo ndo pode ser quantificado, uma vez que, em ambientes naturais, existe uma
ausencia de informacao sobre a prevalencia de A. cantonensis nesta vasta diversidade de
hospedeiros intermediarios (Teem et al., 2013). Dessa forma, o objetivo geral deste

estudo foi identificar os fatores de riscos associados a presenca e a intensidade de
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infeccdo de Angiotrongylus cantonensis em espécies hospedeiras intermediarias. Para
tanto, foram (i) identificadas as espécies hospedeiras intermediarias para este parasita,
descrevendo a distribuicdo espacial destes hospedeiros, (ii) avaliados os fatores de
riscos ambientais associados a presenca e intensidade de moluscos terrestres, para,
finalmente, (iii) verificar os fatores de riscos ambientais associados a presenca e a

intensidade de infeccdo por A. cantonensis em populagdes de moluscos terrestres.

Meétodos
Area de Estudo

O estudo foi realizado no bairro de Pau da Lima, Salvador-Bahia, em uma area
de 0,17 Km? que estd geograficamente dividida em trés vales, com adensamento
populacional que varia de 13.742 a 128.997 habitantes’kkm?® (IBGE, 2010). Esta
comunidade humana possui condi¢Ges precarias de moradia e ndao tem acesso a
saneamento basico, 0 que propicia casos de doencas zoonoticas (Kikute et al, 2015;

Hagan et al, 2016).
Desenho do estudo

Foram espacialmente randomizados 40 pontos na area de estudo, compreendidos
nos trés vales, e em cada ponto georreferenciado foi delimitada uma area de coleta com
raio 15m. A amostragem foi feita por busca ativa (Df 2008), no primeiro periodo do
dia. Foi feita uma varredura visual em cada ponto para coleta de caracdis e lesmas, e 0s
individuos capturados foram contabilizados por morfotipo e acondicionados em sacos
plasticos com gazes umedecidas. Isso garantiu a sobrevivéncia dos organismos até a

chegada ao laboratério. Paralelamente, em cada ponto amostral foi realizado um
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inquérito ambiental a fim de investigar caracteristicas ambientais, posteriormente
testadas como fatores de riscos para presenca e abundancia de moluscos terrestres e de

Angiotrongylus cantonensis (Tabela Suplementar S1).

Processamento de amostras e Analises laboratoriais

Os individuos de caramujos e lesmas coletados em cada ponto foram lavados em
agua e transferidos para uma bandeja. Com auxilio de um paquimetro com precisdo de
0,1 mm, os espécimes de caracdis foram medidos de acordo com o comprimento total
da concha, seguindo o método adaptado de Simido e Fischer (2004) e, dos espécimes de
lesmas foi aferido o tamanho do corpo pela distancia da boca ao anus. Os individuos
foram identificados a partir de caracteres morfoldgicos da concha com base na literatura
disponivel (American & Bureau 1968; Barbosa 1995; Salgado 2003; Thiengo et al.,
2007; Df 2008; Colley 2012; Carvalho et al., 2012; Breure 2014).

Para a extracdo de larvas, os individuos do mesmo morfotipo com tamanho
inferior a dois centimetros foram analisados em pool de individuos (Carvalho et al.,
2012). Individuos maiores foram dessecados e analisados separadamente. Todos o0s
individuos ou grupo de individuos, por ponto de coleta, foram macerados para a
extracdo de larvas de helmintos, a partir da técnica do Rugai modificado (Rugai et al.,
1954).

A biomassa macerada de moluscos foi dividida em duas por¢cdes com auxilio de
um par de laminas de microscopio. Cada por¢cdo de macerado foi espalhada em uma
base de 40 x 10 mm (e.g., base de placa de Petri) revestida por uma camada de seis
bandas de gaze. Em seguida, cada um destes contetdos foi coberto por uma tampa e a
gaze foi invertida, formando uma espécie de trouxa, que foi inserida em angulo de 45°

em um célice contenho solucdo péptica (8 mg de pepsina,1.4 ml de &cido cloridrico e
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190.6 ml de agua declorada) (Figura S1) a aproximadamente 42°C. Tais conjuntos de
biomassa de moluscos foram identificados por ponto de coleta e morfotipo, e incubados
a 37°C por 2 horas para digestdo tecidual e migracdo das larvas. As camadas de gaze
funcionariam como um filtro para, juntamente com a angulacdo da trouxa, facilitar a
migracédo das larvas da biomassa digerida para a solucdo, sedimentando no fundo dos
calices. Apos a incubacgdo, foram coletados 20 ml de solu¢do do fundo do célice, de
cada conjunto individualmente, que foram transferidos para placas de Petri para serem
observados em estereomicroscopio binocular em 40x. Todas as larvas encontradas
foram contabilizadas e fixadas em alcool 70% em tubos identificados, posteriormente
mantidos em temperatura de -20°C. As andlises morfométricas das larvas isoladas
foram feitas de acordo com metodologia estabelecida no Instituto Adolfo Lutz (IAL),
com a observacdo de medidas especificas de cada espécime, sendo elas: CTC —
comprimento total do corpo; L — largura; CE — comprimento do esdfago; DPE —
distancia do poro excretor a extremidade anterior; DPG — distancia do primordio genital
a cauda; PG — comprimento do primdrdio genital; e DAC — distancia do anus a cauda
(Figura S2). O estudo é baseado na taxonomia numeérica por escore, segundo intervalos
de variagdes individuais de larvas L3 das cepas de referéncia de A. cantonensis e A.
costaricensis mantidas no IAL. A partir de uma matriz binaria, o calculo da similaridade
fenotipica (S) é dado pelo o nimero de caracteres coincidentes (nc) dividido pelo o

namero de caracteres possiveis (np) multiplicado por 100, segundo a equagdo: S =
(:—;) * 100. Todas as amostras de larvas classificadas como pertencentes ao grupo

Metastrongylidea apo0s analise morfométrica foram processadas por PCR-RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) para confirmagcdo molecular de A.

cantonensis, utilizando o método descrito por Caldeira et al. (2003).
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Analises de dados

Foram estimadas as prevaléncias e abundancias das espécies de caramujos e
lesmas na area de estudo, bem como a prevaléncia e intensidade de infec¢do (nimero de
larvas L2/L.3) de A. cantonensis nas espécies de moluscos identificadas. Para identificar
fatores de risco ambientais associados tanto & presenca e & intensidade de ocorréncia’
dos moluscos na area de estudo, quanto a infeccéo e a intensidade de infecg¢do por A.
cantonensis nas espécies de hospedeiros intermediarios, foram utilizados modelos
lineares generalizados em ambiente R (R Development Core Team 2011), considerando
nivel de significancia de p=0,05. Estes modelos foram desenvolvidos em estagios: apos
a realizacdo de analises univariadas — utilizando as variaveis coletadas durante a
amostragem de campo (Tabela Suplementar S1) - as variaveis ambientais que tenham
sido pelo menos marginalmente associadas (p<0,1) foram incluidas nos modelos
maltiplos. A selecdo de modelos foi baseada no critério de Akaike, corrigido para
mostras pequenas (AICc) (Hurvich & Tsai 1989), utilizando as fungdes dropl(),
anova(), update() e, finalmente, a funcdo model.sel() do pacote "MuMIn", que organiza
os modelos por AlCc, atribuindo pesos para cada modelo, conforme a importancia das
variaveis explicativas incluidas nos mesmos. Assim, podem ser identificados todos os
modelos plausiveis (delta AICc <2,00) e 0 mais parcimonioso, isto €, aquele com menor
namero de variaveis explicativas dentre os modelos plausiveis.

Comité de ética

A licenga para coleta em &rea urbana de Salvador-Bahia foi fornecida pelo

Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBIio), 6rgdo federal

1 A modelagem de fatores de risco para abundancia de caracois e lesmas levou em consideracéo apenas
pontos positivos para cada espécie de molusco modelada, pois previamente foram desenvolvidos modelos
para avaliar fatores associados ao risco de ocorréncia (presenca) dessas espécies. Dessa forma, a partir
daqui o termo “intensidade” de moluscos foi utilizado para se referir & abundancia de moluscos modelada,
excluindo os pontos negativos para as espécies modeladas.
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ligado ao Ministério de meio ambiente brasileiro. Nenhum dos espécimes coletados é
pertencente a espéecies ameacadas ou protegidas.

Resultados

Foram coletados 577 individuos de moluscos gastropodes terrestres, amplamente
distribuidos nos trés vales da area de estudo, representando 8 espécies e 7 familias
(Tabela 1). As espécies de maior porcentagem de ocorréncia foram Subulina octona
(47,5%), Sarasinula marginata (30%), Achatina fulica (25%) e Bulimulus sp. (22,5%),
sendo mais altas as abundéncias de S. octona e A. fulica (278 e 96, respectivamente).
Muitas dessas espéecies ocorreram concomitantemente nos locais amostrados (Figura 1).

Com relagdo a positividade de larvas, previamente a analise molecular, foi
observada elevada prevaléncia de infeccdo, para a qual A. fulica e S. octona
apresentaram maiores intensidades comparado as espécies S. marginata e Bulimulus sp.,
embora as larvas incluissem tanto metastrongylideos, quanto ndo metastrongylideos
(Tabela 2). Por meio do PCR-RFLP, foi estimada a prevaléncia especifica de A.
cantonensis para cada uma dessas espécies de caramujos por ponto onde essas espécies
foram identificadas, a saber: A. fulica (33%), Bulimulus sp (11%), S. marginata (8%), S.
octana (5%) (Tabela 2 e 3). A. fulica apresentou a maior quantidade de larva por
individuo, com valor médio de 22.66+622.54 larvas (Tabela 3). Quanto as demais
espécies, foram identificados baixos niveis de infec¢do, tendo apenas um individuo de S
marginata sido apresentado infectado com 4 larvas, por exemplo. J& Bulimulus sp. e S.
octona — que foram, geralmente, analisadas em pool apresentaram propor¢ées de 0,5 e
0,3 larva por individuo, respectivamente. Informagdes sobre larvas de A. cantonensis,
fruto da identificagdo morfométrica, podem ser encontradas na Tabela 3, destacando a

ocorréncia de larvas em estagio L2 de desenvolvimento.

19



188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

Dentre os potenciais fatores de risco ambientais associados a presenca das
especies de moluscos na area de estudo, apenas &gua corrente apresentou uma
associacdo marginal positiva para a ocorréncia das espécies A. fulica (Agua, OR: 4,50
(IC 95%: 0,78-28,43); p=0.09), S. Octona (Agua, OR: 7,23(IC 95%:0,96-76,09);
p=0.07) e Bulimulus sp. (Agua, OR: 4,73(I1C 95%: 0,71-37,39); p=0.09) (Figura 2, A-
C). No entanto, quando ajustado ao modelo multiplo, 0 modelo mais parcimonioso para
as espécies S. marginata, Bulimulus sp e S. octona indicou que apenas esfor¢o amostral
(EA) — varidvel utilizada como controle — foi significativamente associada a
probabilidade de presenca destas espécies (Tabela 4). Um esforco amostral de trés dias
indicou maior chance de encontrar S. marginata, Bulimulus sp. e S. octona, quando
comparado a dois dias (Figura 2, D-F). Por outro lado, no modelo ajustado para A.
fulica nenhuma das variaveis utilizadas foi significativa.

Uma vez presentes no ambiente, foram avaliados os fatores de risco associados a
intensidade de moluscos terrestres (Tabela 5). Nos modelos ndo ajustados foi observado
que S. marginata tem sua intensidade aumentada quando se tem a presenca de esgoto
aberto, solo permeavel e a presenca de material de construgdo na area de estudo. Por
outro lado, para A. fulica o aumento de umidade foi associado com o aumento do
namero de individuos desta espécie. Além disso, a varidvel EA mostrou-se significativa
para a intensidade de A. fulica na area de estudo. Para ambas as espécies, S. marginata e
A. fulica, a presenca de dgua empocada ou vazamentos pode aumentar a intensidade
destes moluscos. Para a espécie S. octona somente o cumulativo de chuva é um fator
que pode contribuir para a intensidade desta espécie no ambiente. Nos modelos
ajustados (multiplos) apenas a presenca de &gua corrente ou o aumento do volume de
chuva acumulada (mm) foram associadas ao aumento de intensidade de S. marginata e
S. octona, respectivamente (Tabela 5), enquanto a intensidade de A. fulica ndo foi
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significativamente associada a nenhuma variavel testada. O baixo numero amostral
limitou o desenvolvimento de modelos de intensidade para a espécie Bulimulus sp.
Devido ao reduzido numero de infeccdes identificadas como A. cantonensis nos
moluscos terrestres amostrados (n = 7), a modelagem de fatores de risco considerou
presenca de A. cantonensis para os moluscos terrestres como grupo, em vez de ter sido
baseada em cada espécie individualmente. Apenas a varidvel umidade foi
marginalmente associada a presenca de A. cantonensis no grupo de moluscos terrestres
amostrados (OR 1,17 IC 95% 0,98-1,43, p=0,09) (Figura 3). Ndo foi possivel analisar os
fatores de riscos associados a intensidade de infecdo devido ao baixo numero de

infeccdes.

Discussao

Nossos resultados mostram que existem elevadas riqueza e porcentagem de
ocorréncia de moluscos terrestres na area de estudo, comparado a outras localidades no
Brasil e no mundo (Carvalho et al., 2012; Kim et al., 2014; Barratt et al., 2016). A
presenca das espécies S. octana, A. fulica, S. marginata, Bulimulus sp. e Bradybaena sp.
— qgue sdo hospedeiros ja descritos para A. cantonensis — por ocuparem diferentes
habitats, indica a ocorréncia de mais focos de contaminacdo, o que é consistente com o
que foi encontrado por Kim, et al. (2014). O fato de as espécies de moluscos terrestres
ocorrerem em diversos pontos (muitas vezes em concomitancia) e de forma heterogénea
na area de estudo sugere que o ciclo de vida de A. cantonensis esta ativo em toda a area
estudada. Adicionalmente, isto indica que a popula¢do humana residente desta &rea esta

exposta a infeccdo devido a proximidade com os hospedeiros intermediérios do parasita.
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O padréo de distribuicdo dos moluscos terrestres é influenciado pelas condicdes
ambientais locais e climaticas, por exemplo, as caracteristicas do solo, vegetacdo e os
gradientes climéticos (Tattersfield et al., 2001; Bros et al. 2015). No nosso estudo,
houve uma tendéncia para que a presenca de agua — refletida em diversas medidas como
presenca de agua corrente, cumulativo de chuvas e umidade — indicasse maior chance de
encontrar algumas espécies de moluscos terrestres, como S. marginata e S. octona, bem
como maior nimero de individuos dessas espécies. Tais varidveis ambientais — que
refletem uma necessidade fisiol6gica dos moluscos terrestres — proporcionam
microclimas que favorecem maior adaptacdo para a sobrevivéncia e reproducdo dos
moluscos terrestres (Webley, 1964; Crawford-Sidebotham, 1972; Astor et al. 2017).

A identificacdo de outros fatores de risco para presenca ou intensidade de
caracOis e lesmas terrestres na area de estudo pode ter sido limitada pelo tamanho
amostral. A varidvel de esforco amostral, utilizada inicialmente como controle, destacou
que uma amostragem de trés dias garantiria maior chance de encontrar individuos
comparado a dois dias, para a maioria das espécies avaliadas. Este achado, além de
inédito, merece ser ressaltado, pois, por mais que pare¢a 6bvio, pode significativamente
alterar os diagnosticos de presenca de hospedeiros intermediarios de A. cantonensis até
entdo documentados, que ndo discriminam esforco de coleta. Outro fator que pode ter
limitado a identificacdo de fatores de risco ambientais para as espécies de moluscos
avaliadas pode estar relacionado ao fato de algumas espécies identificadas serem
consideradas generalistas, ocupando habitats que variam em uma faixa que compreende
desde ambientes umidos a areas abertas e secas (por exemplo, S. octona e A. fulica)
(Dias et al. 2007; Hollingsworth et al. 2007; Nunes et al. 2012; Hylander et al. 2014).
Por outro lado, a falta de associagdes significativas nos modelos ajustados com
variaveis ambientais ndo relacionadas a presenca de agua no presente estudo contraria a
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biologia de algumas espéecies de moluscos terrestres identificadas, que dependem de
fatores como tipo de substrato e vegetacdo para sobrevivéncia (Astor et al. 2017; Rosin
et al. 2017). S. marginata, por exemplo, dependem de solos permeaveis (como foi
demostrado em nosso estudo), enquanto B. similares apresenta caracteristicas
arboricolas e, portanto, tende a estar associada & vegetacdo (Gomes & Thomé 2004;
Brodie et al. 2011). E possivel que a escolha de variaveis em uma escala ambiental mais
fina, apropriada para cada espécie de interesse, seja sensivel para identificar os fatores
de risco, 0 que so seria possivel apos a identificacdo das espécies presentes na area.

Anélise de micro-habitat pode ser uma abordagem mais adequada para entender
as histdrias de vida das espécies de molusco encontradas, pois estas popula¢fes variam
e/ou dependem de microclimas e nutrientes, em fungdo da baixa mobilidade dos seus
individuos e da alta susceptibilidade a predacdo (Rosin et al. 2017). As diferencgas das
condi¢cbes ambientais dentro da paisagem urbana, principalmente em é&reas com
condicBes precérias de moradia e saneamento basico, propicia a existéncia de micro-
habitats (Labaune & Magnin 2001; S6lymos et al. 2009; Astor et al. 2014), o que afeta a
comunidade de moluscos terrestres alterando sua composi¢do, abundancia e
distribuicdo. Micro-habitats favoraveis a uma elevada densidade de moluscos terrestres
podem, por sua vez, contribuir para aumento de chance de individuos de caracois e
lesmas de abrigarem o parasita A. cantonensis. (Simdes et al., 2014; Barbato et al.,
2017)

A discrepéancia entre a prevaléncia de larvas por espécie de molusco, bem como
entre o numero de larvas, pré- e pés-analise molecular (Tabelas 2 e 3), pode ser devido a
esses animais serem hospedeiros intermedidrios de outros helmintos além de A.
cantonensis (Mackerras et al. 1980; Helm et al. 2010; Jezewski et al. 2013). A maior

prevaléncia de A. cantonesis em A. fulica é consistente com outros estudos (Barratt et al.

23



288

289

290

201

292

293

294

295

296

297

298

299

300

301

302

303

304

305

306

307

308

309

310

311

312

2016). Isto pode estar associado ao fato de A. fulica ser uma espécie invasora no Brasil,
ndo possuindo nicho especifico, e podendo ocupar diferentes habitats, o que aumenta a
chance de alojamento deste helminto (Teles et al. 1997). A capacidade de A.
cantonensis nao ter especificidade de espécies de hospedeiros intermediérios contribui
para 0 aumento da chance de manutencéo do seu ciclo de vida no ambiente, o que pode
ser evidenciado em nosso estudo pela presenca de larvas de A. cantonensis em quatro
espécies de moluscos hospedeiros e em estagios larvais iniciais de desenvolvimento
(Tabela 3). Nossos resultados mostraram tendéncias positiva da umidade sobre a
frequéncia de caramujos infectados com A. cantonensis, 0 que pode estar relacionado ao
fato de esta varidvel contribuir para a viabilidade da larva no ambiente (fezes do rato). A
presenca de larvas vidveis no ambiente, por sua vez, pode aumentar o nimero de
moluscos parasitados por este helminto, o que, consequentemente, pode aumentar a
chance de contato de animais e humanos com hospedeiros infectados (Figura 3).

Nossos resultados destacam as prevaléncias de A. cantonesis em diferentes
espécies de hospedeiros intermediarios na Bahia, contribuindo para o estado da arte
deste parasita nesta regido, onde os dados ainda séo incipientes (Carvalho et al., 2012;
Morassutti et al.,2014). Além disso, a riqueza elevada de reservatorios intermediarios
positivos, com a co-ocorréncia de mais de uma espécie infectada com A. cantonensis em
um mesmo ponto de coleta, faz com que seja ampliada a chance de desenvolvimento da
larva para a fase infectante, promovendo uma disseminacgdo continua (Wallace 1996;
Simdes et al, 2014). O esfor¢co amostral, além de ter sido relevante em determinar a
chance de encontrar a maioria das espécies de moluscos identificadas, foi possivelmente
associado a maior chance de encontrar moluscos infectados por A. cantonensis: a
maioria das infec¢bes estdo concentradas em mais de dois dias de amostragem. Dessa

forma, este estudo destaca a necessidade de se levar em consideragéo o esfor¢o amostral
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em desenhos de estudos epidemiologicos de A. cantonensis. Adicionalmente, cabe
destacar que este foi o primeiro trabalho em que fatores de risco sdo avaliados para as
espéecies de moluscos terrestres potenciais hospedeiros de A. cantonensis, 0 que,

futuramente, pode servir para fundamentar estratégias de controle.

Conclusédo

A riqueza elevada e a ampla distribuicdo das espécies na &rea de estudo sugerem
que maior atencdo seja voltada aos riscos provaveis de infec¢do por A. cantonensis para
residentes das comunidades populares urbanas. Prevaléncia de infeccdo em diferentes
espécies no ambiente urbano sugere um potencial risco para os residentes, de forma que
medidas sisteméticas de controle e manejo a fim de reduzir o potencial risco aos
humanos devem ser avaliadas. Com este estudo foi possivel destacar que em apenas
mais um dia de esforco no levantamento de dados de infestacdo de caramujos e lesmas €
significativo, fornecendo dados para o controle de moluscos terrestres o que pode
direcionar melhores esforcos para controle das diferentes espécies hospedeiros do
parasita A. cantonensis. Os potenciais fatores de riscos estdo intimamente relacionados
com a presenca de agua, sejam por meio de agua corrente disposta no ambiente e/ou
agua oriunda das chuvas, essas condi¢cGes somadas as outras caracteristicas ambientais,
por exemplo, um solo mais permeavel, vegetacdo contribuem direta ou indiretamente
para o estabelecimento, distribuicdo e sobrevivéncia das populagdes de moluscos
terrestres em diferentes ambientes. Essas condi¢Ges contribuem para o aumento do
nimero de animais contaminados pelo helminto A. cantonensis, trazendo assim
possiveis riscos de infeccdo para a populacdo residente. Estudos sorologicos
retrospectivos e prospectivos em humanos fazem-se necessario na area de estudo para
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identificacdo de anticorpos na populacéo residente que estdo em estreito contato com 0s
reservatorios final e intermediarios de A. cantonensis. Estes resultados fornecem dados
das espécies alvos para o controle de zoonoses, principalmente no que se refere a
meningite eosinofilica. Esta doenca, apesar de ndo haver casos registrados para a Bahia,
ainda é uma doenca negligenciada em todo mundo e muitos casos podem ser

confundidos por outras patologias (Fitch et al, 2007; Waghdhare et al., 2010).
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Tabelas e Figuras

Tabela 1. Prevaléncia e abundancia de moluscos terrestres.

Espécie n pontos Prevaléncia caramujo  Abundéncia Abundancia
presenca de ((ponto caramujo total (n. de caramujos

caramujo presente/ponto)*100)  individuos) (uto

(IQR*)**  caramujos por

ponto)

Subulina octona 19 475 278(1,20-0,94) 14.63%£16.13
Sarasinula marginata 12 30.0 69(3,50-2,22) 5.75+6.42
Achatina fulica 9 225  96(550-350) 10.66+13.55
Bulimulus sp 9 225  45(1,35-0,62) 5.00£2.95
Bradybaena similares 7 17.5  42(1,50-0,96) 5.85+7.71
Drymaeus papyraceus 6 15.0  31(2,50-1,69) 5.16+3.65
Streptaxidae 2 5.0 6(2,97-1,92) 3.00+2.82
Helicina sp 2 50 10(0,70-0,50) 5.00+5.65

Total de Pontos (n = 40)

*IQR, intervalo interquartil;**Intervalo interquatil do tamanho corporal das espécies de moluscos

terrestres encontrados na area de estudo.
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Tabela 2. Analise morfologica e molecular das larvas coletadas em moluscos terrestres.

Morfologia
Espécie n.
P larvas Similaridade com cepa Estaaio larval
metaestrongilideo  ndo metaestrongilideo n referencia de A. %LZ) Diagnostico
cantonenis

Achatina fulica 104 68 36 11 100% 32 A. cantonensis
Sarasinula marginata 12 4 8 - - 4 A. cantonensis
Subulina octona 47 3 44 - - 3 A. cantonensis + outro
Bulimulus sp 15 2 13 - - 1 A. cantonensis + outro

35



Tabela 3. Descritivo da abundancia e prevaléncia (%) de Angiotrongylus sp. por ponto.

_ n de positivos para qgtde. Intensidade de
Espécie larvas/ponto de Ponto positivo de A. infeccdo por A.
positivo caramujo % larvas cantonensis/Biomol % cantonensis

Achatina fulica 4 44 104 3 33 22.66+22.54
Sarasinula marginata 1 8 12 1 8 4
Subulina octona 4 21 47 1 5 0.3
Bulimulus sp 2 22 15 1 11 0.5
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Figura 2- Mapa da area de estudo com os pontos amostrados, considerando a presenca e auséncia de moluscos terrestres (A). Proporc¢édo e abundancia de
moluscos terrestres por pontos de amostragem, agrupados por vale, vales 1, 2 e 3 em (B), (C) e (D), respectivamente. As abundancias representadas nos
mapas foram analisadas por ponto de coleta, em que cada escala do grafico varia de um valor minimo (zero) ao valor maximo de individuos encontrados
em cada ponto. Os valores entre parénteses representam o numero de larvas extraidas de cada espécie de molusco encontrada. A confirmagéo da presenca

de A. cantonensis no ponto de amostragem e a espécie onde foi encontrada este helminto é representada por (**).
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Tabela 4- Modelos probabilistico univariado, multivariado e selecdo de modelos (glm, family=binomial negativa) associado aos fatores de

riscos associados a populagéo de moluscos terrestres.

Modelos de probabilidade de presenca de moluscos terrestres

N&o ajustado Ajustado Sele¢do de modelo
Espécie Variavél OR (95% IC) OR (95% IC) Modelo AlCc AAIC wi
Esforco amostral (dias)  11,67(1C 95%: 2,42-71,45) * _ i.y ~ esforco amostral 46,6 0,00 0,97
Sarasilula Marginata ii.y~1 510 740 0,02
Agua
Achatina fulica Ausente Referéncia _ iy~1 448 0,00 0,54
Empocada/vazamento 0,50 (IC 95%: 0,02-4.04) _ ii.y ~ 4gua 451 036 045
Corrente 4,50 (1C 95%: 0,78-28,43)# _
Agua
Ausente Referéncia _ i.y ~ esforco amostral 49,0 0,00 053
Subulina octona Empocada/vazamento 1,75(1C 95%:0,38-8,24) 3,70(1C 95%:0,64-25,00) ii.y~agua+esforco amostral 49,3 0,33 045
Corrente 5,25(1C 95%:0,95-42,13)# 7,23(IC 95%:0,96-76,09) iii.y~1 575 844 >0,01
Esforco amostral (dias) 18,0(1C 95%: 2,82-356,67)* 26,26(1C 95%: 3,44-585,21)*
Agua
Ausente Referéncia i.y ~ esforco amostral 41,7 0,00 0,60
Bulimulus sp Empocada/vazamento 0,50(1C 95%: 0,02-4,04) 0,73(IC 95%: 0,03-7,30) ii.y~agua+esforco amostral ~ 43,4 169 0,26
Corrente 4,5(1C 95%: 0,78-28,43)# 4,73(1C 95%: 0,71-37,39) iii.y~1 448 3,01 0,13

Esforco amostral (dias)

6,5(1C 95%: 1,31-36,7)*

5.98(IC 95%: 1,07-39,05)*

#0,05<p<0,10;*p<0,05; OR = Odds Ratio; IC = Intervalo de Confianca.

Tabela 5- Modelos de intensidade univariados, multivariados e selecdo de modelos (glm, family=binomial negativa) associado aos fatores de

riscos associados a populagdo de moluscos terrestres.
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Modelos de intensidade de moluscos terrestres

Néo ajustado

Ajustado

Selecdo de modelo

Espécie Variavél Taxa (95% IC) Taxa (95% IC) Modelo AlCc AAIC wi
Agua
Ausente Referéncia i.y~ agua 65,9 0,00 0,91
Empocada/vazamento 1,25(1C 95%: 0,5-3,01)  1,85(IC 95%: 0,23-18,59) ii.y~ dgua+esgoto aberto 72 6,11 0,04
Sarasinula marginata Corrente 5,37(IC 95%: 2,7-11,12)* 8.54(IC 95%: 0,71-128,31) iii.y~1 72,3 6,37 0,03
Tipo de substrato (solo) iv.y~ agua+materiais de construgdo + 80,7 14,8 >0,01
Parcialmente-permeavél Referéncia esgoto aberto
Permeavél 3,08(1C 95%: 1,20-8,00)* v.y ~ dgua+tipo de substrato+esgoto 93,8 27,9 0
Esgoto aberto (5 m) 2,81(I1C 95%: 1,08-7,34)* aberto+materiais de construcdo
Materiais de construcdo 3,43(1C 95%: 1,53-7,92)*
Agua
Ausente Referéncia i.y~1 53,6 0,00 0,95
Empocada/vazamento 12,29(1C 95%: 3,03-71,59)* ii.y~agua+ esforco amostral 60,7 7,17 0,03
Achatina fulica Corrente 2,79(1C 95%: 0,95-8,32)# iii.y~ esforgo amostral 60,7 7,17 0,03
Entulho 0,35(1C 95%: 0,09-1,14)# iv.y~ dgua+umidade+esforgo amostral 78,7 25,1 0
Esforco amostral (dias) 6,75(1C 95%: 2,49-19,04)* v.y ~ dgua+entulho+ 134 81,9 0
Umidade 1,19(I1C 95%: 1,07-1,34)* esfor¢o amostral+umidade
Tipo de substrato (solo)
Parcialmente-permeavél Referéncia i.y~chuva acumulada 121 0,00 0,84
Permeavél 0,54(1C 95%: 0,28-1,02)# ii.y~ vegetacdo+chuva acumulada 125 4,38 0,09
Vegetacdo iy~ 1 127 5,96 0,04
Subulina octona Ausente Referéncia iv.y ~ tipo de substrato+vegetagdo+chuva 129 8,24 0,01
Herbéacea 1,68(I1C 95%: 0,69-3,88) acumulada
Arbusto 2,34(1C 95%: 0,91-5,97)#

Chuva acumulada

1,47(1C 95%: 1,17-1,88)*

1,32(1C 95%: 0,95-1,81)

#0,05<p<0,10; *p<0,05; IC, Intervalo de Confianca
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Material suplementar

Figura S2- Morfometria de larvas de Angiostrongylus. CTC — comprimento total do
corpo, L — largura em nivel do esdéfago, CE — comprimento do es6fago, DPE —
distancia do poro excretor a anterior, PG — primdrdio genital (comprimento),DPG —
distancia do primérdio genital a cauda (a partir do meio da estrutura),DAC —
distancia anus a cauda. 16



Tabela Suplementar S1: Variaveis ambientais coletadas durante a coletas dos
moluscos terrestres. Essas varidveis foram testadas como fatores de risco
independentes nos modelos GLM de probabilidade e intensidade das espécies de
moluscos terrestres, assim como a propabilidade e intensidade de infecgéo por A.
cantonensis.

Variavél Tipo Nivel

Fezes de rato Binomial Presenca/Auséncia

Trilhas Binomial Presenca/Auséncia

Toca Continua Numero de tocas de ratos

Arvore Continua Numero de arvore

Lixo Binomial Presenca/Auséncia

Agua Categorico  Ausente
Empocada/vazamento
Corrente

Tipo de substrato (solo)  Categdrico  Permeavél
Parcialmente-permeaveél

Esgoto aberto (5 m) Binomial Presenca/Auséncia
Vegetacao Categdrico  Ausente
Herbacea
Arbusto
Entulho Binomial Presenca/Auséncia
Materiais de constru¢cdo  Binomial Presenca/Auséncia
Esforco amostral Categorico 2 dias
3 dias
Chuva acumulada® Continua Chuva acumulada media por semana de coleta
em milimetro.
Umidade relativa® Continua Umidade média relativa em porcentagem.

# Dados obtidos da estacdo meteoroldgica do Instituto Nacional de Meteorologia
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