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RESUMO: O objetivo desse trabalho foi fazer a descrigdo morfoldgica e a identificacdo de Nematoda encontrados em uma
estacdo de tratamento de esgoto de Feira de Santana, BA, Brasil. Foram coletadas 56 amostras de 500 mL em todos os pontos
das etapas aerdbias do tratamento. As amostras foram processadas para estudo em microscopia optica de campo claro (MO)
e microscopia eletronica de varredura (MEV). Foram encontradas larvas L1e L4, classificadas de acordo com o tamanho. As
larvas L1 apresentaram as seguintes medidas de comprimento Md = 255,0um; didmetro Md = 15,0pum; vestibulo bucal Md =
10,0pum; esdéfago Md = 82,5um; e cauda Md = 26,2um. As larvas L4 apresentaram as seguintes medidas de comprimento Md
= 740,0um; didmetro Md = 42,0pm; vestibulo bucal Md = 22,5um; esd6fago Md = 200,0um; e cauda Md = 47,5um. Fémeas
adultas também foram encontradas, caracterizando-se por apresentam esdfago rabditoide, maturacdo sexual com presenca de
ovos na tuba uterina em diferentes fases de formacao embrionaria. Alguns ovos foram vistos larvados, sugerindo um padrao
de larviparidade. Os vermes foram considerados de vida livre e classificadas como da Ordem Rhabditida, Familia Strongyloi-
dae e Género Strongyloides.
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IDENTIFICATION OF HELMINTHS FOUND IN A SEWAGE TREATMENT PLANT IN FEIRA DE SANTANA,
BAHIA, BRAZIL

ABSTRACT: The objective of this work was to morphologically describe and identify Nematoda found in a sewage tre-
atment plant in Feira de Santana, BA, Brazil. A total of 56 samples with 500-mL each were collected at all points in the
aerobic treatment stages. The samples were processed for bright field light microscopy (LM) and scanning electron micros-
copy (SEM). L1 and L4 larvae were found, classified according to size. L1 larvae presented the following measurements:
Md=255.0-um length; Md=15.0-um diameter; Md=10.0-um oral vestibule; Md=82.5-pum esophagus; and Md=26.2 um tail.
L4 larvae presented the following measurements: Md=740.0-um length; Md=42.0-um diameter; Md=22.5-um oral vestibule;
Md=200.0-um esophagus; and Md=47.5-um tail. Adult females have also been found, characterized by rhabditoid esophagus,
sexual maturation with presence of eggs in the uterine tube at different stages of embryo formation. Some eggs were seen at
larvae stage, suggesting a pattern of larvae parity. The worms were considered as free-living and classified in the Rhabditida
order, Strongyloidae Family and Strongyloides genus.

KEYWORDS: Morphometry. Larvae. Free life. Strongyloides.

IDENTIFICACION DE HELMINTOS ENCONTRADOS EN UNA ESTACION DE TRATAMIENTO DE
ALCANTARILLA DE FEIRA DE SANTANA, BAHIA, BRASIL

RESUMEN: El objetivo de ese trabajo fue realizar la descripcion morfologica y la identificacion de Nematodo encontrados
en una estacion de tratamiento de alcantarilla de Feira de Santana, BAHIA, Brasil. Fueron recogidas 56 muestras de 500
mL en todos los puntos de las etapas aerobias del tratamiento. Las muestras fueron procesadas para estudio en microscopia
optica de campo claro (MO) y microscopia electronica de barrido (MEB). Se encontraron larvas L1 y L4, clasificados segun
el tamafio. Las larvas L1 presentaron las siguientes medidas de longitud Md=255.0pum; didmetro Md=15.0pum; vestibulo
oral Md=10.0 pm; es6fago Md=82,5um; y cola Md=26.2um. Las larvas L4 presentaron las siguientes medidas de longitud
Md=740.0um; didmetro Md=42.0um; vestibulo oral Md=22,5um; esé6fago Md=200.0pm; y cola Md=47.5um. También se
han encontrado hembras adultas, caracterizandose por presentar es6fago rabditoide, maduracion sexual con presencia de
huevos en las trompas uterina en diferentes etapas de la formacion del embrion. Algunos huevos fueron vistos larvados, sugi-
riendo un estandar de larviparidad. Los gusanos fueron considerados de vida libre y clasificados como de Orden Rhabditida,
Familia Strongyloidae y género Strongyloides.
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Introducao

As enteroparasitoses comprometem cerca de 25%
da populag¢do mundial (mais de dois bilhdes de pessoas), e se
distribuem de acordo com a regido do globo ¢ caracteristicas
das comunidades locais, ocorrendo tanto em paises desen-
volvidos quanto subdesenvolvidos (CHEHTER; CABECA,
2000). No Brasil entre os anos de 2000 a 2007 cerca de 8,4 %
das internagdes hospitalares foram por doengas infecciosas e
parasitarias, tendo a regido norte ¢ nordeste indices elevados
variando ente 13,6% e 11,9% (BRASIL, 2010).

Apesar dos conhecimentos quanto ao tratamento
e prevengdo, a espécie humana ¢ a responsavel pela manu-
ten¢do da cadeia de transmissdo das parasitoses intestinais,
mantendo a contaminagdo fecal no solo ¢ na agua, por meio
de maus habitos de higiene, destinagdo incorreta do lixo do-
méstico ¢ armazenamento inadequado da agua de consumo
(CHEHTER; CABECA, 2000; VISSE et al., 2011).

Os corpos hidricos contaminados constituem um
grave risco a saude, pois tornam-se os principais veiculos
responsaveis pela disseminagdo de diversas doencas, que
além das parasitoses, incluem as febres tifoide e paratifoide,
hepatites, coleras, dentre outras (COPASA, 2009).

Umas das alternativas para reduzir o risco de disse-
minagdo dos patogenos, por via hidrica, ¢ a construgdo de es-
tagdes de tratamento de esgoto (ETE) as quais sdo projetadas
com o intuito de minimizar a quantidade de matéria organica
liberada no ambiente, bem como, a quantidade de organismos
patogénicos. Quando o tratamento de esgoto oriundo de hu-
manos e animais ndo € eficiente tende-se haver um aumento
na liberacdo de patogenos, sendo os mais comuns virus, ovos
e larvas de helmintos e cistos de protozoarios (PAULINO et
al., 2001). No entanto, a presenca dos patdgenos em esgotos
estd intimamente associada ao estado de satide da populagdo.

Estudos realizados em ETEs de Feira de Santana re-
lataram a presenca de larvas de helmintos desconhecidas que
se mantinham viaveis por varios meses nas aguas do esgoto
(SILVA, 2009), as quais s3o langadas em um rio da cidade
que tem suas aguas usadas no consumo e no lazer.

De acordo com Abolafia (2006) é comum a presen-
¢a de helmintos da ordem Rabditida e subordem Rhabditina
em aguas poluidas saprobicas, podendo ser de vida livre ou
parasitos.

Visando a conhecer a espécie ou espécies das larvas
de helmintos encontradas em uma ETE de Feira de Santana
- Babhia, foi realizado o estudo morfoldgico das larvas por
meio de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Mi-
croscopia Optica de Campo Claro (MO) para identificar se
elas sdo de vida livre ou parasitos e se oferecem risco ou ndo
aos usuarios das aguas do rio Jacuipe - Bahia.

Material e Métodos

Para este trabalho foram utilizadas larvas encontra-
das em duas amostras de esgoto coletadas no ano de 2010 em
uma ETE de Feira de Santana - Bahia e em mais 53 amostras
coletadas entre abril e setembro de 2011 na mesma ETE. As
aguas da ETE estudada sdo langadas, apos sua ctapa final de
tratamento, no Rio Jacuipe - Bahia, que desagua na Bahia
de Todos os Santos. Suas aguas servem de lazer, irrigagéo, ¢
abastecimento da populagdo feirense.
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Nove amostras de 500 mL foram coletadas nos se-
guintes pontos da ETE: entrada do esgoto bruto, duas lago-
as aeradas, lagoa de decantagdo, quatro decantadores e uma
lagoa de maturagdo. Para isso, fez-se o uso de concha e/ou
garrafa de Meyer (BRANCO, 1986). Todas as amostras fo-
ram transportadas em caixas isotérmicas e levadas para o La-
boratorio de Analises Clinicas e Parasitologia/LAC da Uni-
versidade Estadual de Feira de Santana/UEFS. Parte destas
permaneceu em temperatura ambiente até a analise micros-
copica e outra parte foi preparada para estudo em MEV.

Para verificar a presenca das larvas de helmintos foi
usado o método de Blagg (ROCHA; MELO, 2005). A amos-
tra foi homogeneizada e dela retirada uma aliquota de 15 mL,
a qual foi centrifugada por cinco minutos a 158 g. Apos esse
processo, o sobrenadante foi descartado e o sedimento ana-
lisado em microscopia 6ptica de campo claro. Para a fixagdo
das larvas foram utilizados alcool absoluto ou lugol' 10%.
Esse processo de analise foi feito periodicamente, com obje-
tivo de identificar a presenca ¢ o estagio larval dos helmintos.

Nesta etapa, as amostras que apresentavam larvas
foram separadas e processadas para o estudo em microscopia
eletronica de varredura - MEV, realizado na Fundagdo Osval-
do Cruz Bahia -FIOCRUZ-BA.

Para estudo das larvas por MEV as amostras foram
processadas de acordo com os protocolos do Instituto de Bio-
fisica Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio
de Janeiro - UFRJ (SOUZA, 2011) na FIOCRUZ - BA. As
larvas foram fixadas em glutaraldeido a 2,5%?, adicionado de
paraformaldeido® a 4% em tampdo de cacodilato de sodio” (a
0,1M e pH 7,2), passando-as para uma lavagem na solugdo
tampao pura. Em seguida, foram transferidas para laminulas
contendo poli-L-Lisina? 0,1% onde podiam ser pds-fixadas
com tetroxido de 6smio?a 1% no mesmo tampao por 30 mi-
nutos. Logo apoés este procedimento, submetia-se a uma nova
lavagem. As amostras foram desidratadas em série graduais
de alcool etilico? de 30° a 100°, secas em secador de pon-
to critico e montadas em porta-espécimes, recobertas com
uma camada de 36 nm de ouro paladio e finalmente elétron-
-micrografadas.

O registro da biometria foi realizado para a descri-
¢do das larvas e adultos encontrados, calculando-se as me-
dianas (Md), e¢ os percentis 25 ¢ 75 do comprimento total,
comprimento do vestibulo bucal, comprimento do eséfago,
diametro do corpo e comprimento da cauda.

Resultados

Em todas as etapas de tratamento foram encontra-
dos diversos tipos de larvas de helmintos dentre as quais pu-
deram ser classificadas como pertencentes aos estagios L1
(Figura 1) e L4 (Figura 2). Essas larvas apresentam corpo em
forma de cilindro fino e longo, iniciando com uma boca na
regido anterior, seguido por um vestibulo bucal, um esofago,
um intestino, abertura anal, uma cauda afilada na regido pos-
terior e cuticula hialina.

"Lugol 10%, Laboratério de Analises Clinicas, UEFS, Feira de Santana-BA.
2glutaraldeido a 2,5%; paraformaldeido a 4%; poli-L-Lisina 0,1%; tetroxi-
do de dsmio a 1%; Alcool, Laboratorio de Microscopia, Fiocruz, Salvador-
-BA.
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Figura 1: Larva L1 vista em microscopia Optica, evidenciando a
regido anterior com: vestibulo, lobos cefalicos e regido posterior
com a cauda. Salvador — Bahia, 2012.

Figura 2: Larva L4 evidenciando esofago rabditoide. Feira de San-
tana — Bahia, 2012.

Durante esse estudo foi possivel obter dados morfo-
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métricos de nove larvas representantes do estagio L1 e cinco
do estagio L4, ndo sendo encontradas larvas L2 e L3.

A Tabela 1 descreve os valores das medidas morfo-
logicas das larvas L1. Estas apresentaram comprimento total,
variando entre um valor minimo de 170,0 um a um maximo
de 325,0 pm (Md = 255,0 um; P25 = 240,0 um; P75 = 300,0
pm) e didmetro minimo de 15,0 pm e maximo de 20,0 pm
Md = 15,0 um; P25 = 15,0 um; P75 = 20,0 um), obtido na
regido da juncdo esofago intestino.

O vestibulo bucal das larvas L1 mostrou ser de ta-
manho variavel entre o minimo de 5,0 pm ao maximo de 12,5
um de comprimento (Md = 10,0 um; P25 = 6,25 um; P75 =
12,5 um). Apds o vestibulo segue-se um esdfago o qual de-
teve tamanho que variou do minimo de 37,5 um ao maximo
de 115,0 pm de comprimento (Md = 82,5 pum; P25 = 50,0
um; P75 = 97,5 um). Apresentaram cauda de valor minimo
17,5 pm e maximo 37,5 um de comprimento (Md = 26,2 pum;
P25=21,9 um; P75 =33,1 um). As larvas L1 detém um lobo
cefalico dorsal. Ao exame pela MEV essas larvas apresentam
cuticula rugosa aparentemente frouxa com indicios de estrias
transversais (Figura 3).

X1.200 10pm

Fiocruz

Fiocruz

Figura 3: A: larva L1 vista em MEV evidenciando a cuticula enru-
gada; B: Regido anterior. C: Regido posterior evidenciando a cauda.
Salvador - Bahia, 2012.

Tabela 1: Valores das medidas morfoldgicas em um das larvas L1 encontradas em uma Estag¢ao de Tratamento de Esgotos de
Feira de Santana-Ba coletadas no periodo de abril a setembro de 2011.

Larvas L1 Comprimento Didmetro Vestibulo Esofago Cauda
1 300,0 20,0 5,0 82,5 32,5
2 325,0 20,0 12,5 115 37,5
3 227,5 - 6,25 37,5 20

4 240,0 15,0 10,0 50 22,5
5 240,0 - 10,0 97,5 17,5
6 300,0 - 12,5 97,5 27,5
7 255,0 - 12,5 47,5 25
8 270,0 15,0 12,5 87,5 35

9 170,0 10,0 5,0 50 20
Mediana 255,0 15,0 10,0 82,5 26,2
Percentil 25 240,0 15,0 6,26 50,0 21,9
Percentil 75 300,0 20,0 12,5 97,5 33,1

A Tabela 2 descreve os valores das medidas mor-
fologicas das larvas L4 e fémeas adultas. As larvas L4 e as

fémeas adultas apresentaram comprimento total, variando
entre um valor minimo de 700,0 um um maximo de 800,0
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pm (Md = 740,0 pm; P25 = 707,0 um; P75 = 750,0 um). O
diametro variou entre o minimo de 25,0 pm ao maximo de
45,0 pm (Md = 42,0 pm; P25 = 33,5 um; P75 = 43,5 pm)
obtido na regido do es6fago intestino. As larvas, apresentam
vestibulos bucais medindo no minimo 12,5 pm e maximo de
22,5 pum de comprimento (Md = 22,5 um; P25 = 20,0 um;
P75 = 22,5 um), com um eso6fago minimo de 160,0 um e
maximo de 280,0 pm (Md =200,0 um; P25 =190,0 um; P75
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=217,5 um), seguido por um intestino retilineo ¢ uma cauda
de valor minimo de 20,0 pm e méaximo de 65,00 (Md = 47,5
um; P25 = 45,0 um; P75 = 62,5 um). A regido anterior de-
tém uma abertura bucal com estruturas que lembram capsula
bucal. As larvas L4 apresentam, ainda, uma abertura anal no
final do intestino ¢ uma cauda fina e pontiaguda. Elas detém
esofago do tipo rabditoide, com a parte anterior separado do
bulbo por um istmo muito evidente (Figura 2).

Tabela 2: Valores das medidas morfologicas em um de larvas L4 e fémeas adultas encontradas em uma Estacao de Tratamen-
to de Esgotos de Feira de Santana-Ba coletadas no periodo de abril a setembro de 2011.

Larvas L4 ou adultas ~ Comprimento Didmetro Vestibulo Esofago Cauda
1 707,5 - 20,0 160,0 47,5
2 700,0 42,5 22,5 200,0 62,5
3 800,0 25,0 22,5 280,0 20,0
4 750,0 45,0 12,5 217,5 65,0
5 740,0 - 22,5 190,0 45,0
Mediana 740,0 42,0 22,5 200,0 47,5
Percentil 25 707,7 33,5 20,0 190,0 45,0
Percentil 75 750,0 435 22,5 217,5 62,5

Em alguns individuos foi possivel detectar desen-
volvimento embriologico por meio da sequéncia de matura-
¢do de ovos nas tubas uterinas, 0s quais se apresentavam em
ordem de diferenciagdo celular até a formagao do embrido.
Estes individuos foram considerados fémeas adultas. A vulva
esta situada na metade do corpo da larva (Figura 4). Os ovos
dentro da tuba uterina apresentam forma elipsoide com uma
parede Unica e fina, tornando-se larvado em sua fase final
com tamanho de aproximadamente de 50 um x 57,5 um.

ovo
LARVADO

Figura 4: Fémea adulta de vida livre evidenciando ovos embriona-
dos ¢ vulva. Feira de Santana — Bahia, 2012.

Discussao

As caracteristicas morfologicas das Larvas L1 e L4
condizem com as descritas por Chieffi (2002), Costa-Cruz
(2005) e Leite (2005) para o género Strongyloides.

A auséncia de larvas L2 e L3 pode estar associada
com o rapido periodo de transformacdo desses organismos
entre os respectivos estagios. De acordo com Costa-Cruz
(2005) em Strongyloides stercoralis as larvas L1 no solo ou

sobre a pele da regido perineal, completam seu ciclo direto
entre 24 a 72 horas de eclosdo, se transformando em larvas
filarioides infectantes. No ciclo indireto, as larvas rabditoides
(L1) sofrem quatro transformagdes no solo e entre 18 a 24
horas, produzem fémeas e machos de vida livre.

As caracteristicas das larvas L1 descritas condizem
com as disponibilizadas na literatura para as espécies do gé-
nero Strongyloides, as quais apresentam entre 150 a 390 pm
de comprimento total por 14 a 20 um de largura na regido do
esofago intestinal (VIEIRA et al., 2006; OLIVEIRA, 2010).

As medidas morfologicas das larvas L1 e L4 cor-
roboram com as encontradas por Oliveira (2010), em estu-
dos realizados em 2009, na mesma estagao de tratamento de
esgotos pesquisada neste trabalho, tendo sido identificadas
dentro da ordem Rhabditina.

As larvas L4 foram diagnosticadas devido ao seu
tamanho e individuos com maturagao sexual foram determi-
nadas como fémeas adultas de vida livre.

Dentro da ordem Rhabditina, a familia Strongyloi-
dae se destaca pelo fato de apresentar uma alternancia de
geracdes, a qual ¢ capaz de gerar individuos machos e féme-
as de vida livre, além de uma fémea partenogénica parasita
(VIEIRA et al., 2006; BERENGUER, 2006).

Os individuos de vida livre apresentam uma abertu-
ra oral com dois lobos cefalicos, detendo um esdfago rabdi-
téide formado por um corpo, istmo e bulbo. As fémeas pos-
suem aspecto fusiforme com uma cauda curta e pontiaguda,
apresentando a vulva na metade do corpo (BERENGUER,
2006). Essas caracteristicas sao evidentes nas descri¢des das
larvas L4 e nas fémeas adultas.

De acordo com Viney e Lok (2007) os ovos de
Strongyloides ssp sdo larvados desde as fases inicias, o que
pdde ser visto nas tubas uterinas das fémeas adultas. Esses
ovos sdo caracterizados por apresentarem formato elipsoidal,
extremidade polares simétricas, casca delgada, superficies
interna e externa lisas, tamanho variando entre 40 a 80 um
de comprimento.

Nas fémeas de vida livre de Strongyloides sterco-
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ralis os uteros comportam até¢ duas duzias de ovos, maiores
do que os da fémea partenogenética, que podem ser postos
antes de completar seu desenvolvimento ou ja embrionados.
Ja os machos possuem regido caudal encurvada ventralmente
e pontiaguda na extremidade (BERENGUER, 2006).

No ciclo heterogonico das espécies de Strongyloides
ssp as fémeas adultas partenogénicas eliminam, juntamente
com as fezes dos hospedeiro, seus ovos larvados contendo
L1. Essas larvas L1 dardo origens a individuos L3 e L4 rab-
ditoides, que por sua vez se tornam adultos de vida livres, dos
quais resultardo novas larvas L1, mas agora idénticas as lar-
vas que se tornardo fémeas parasitas (BERENGUER, 2006).

Oliveira (2010) afirma que a presenca de larvas de
helmintos na ETE estudada é favorecida pelo PH neutro,
temperatura entre 25°C e 33°C e pelo alto conteudo de ma-
téria organica evidenciado por indices elevados de deman-
da bioquimica de oxigénio (DBO) e baixo teor de oxigénio
dissolvido (OD). Neste ambiente torna-se propicio a sobre-
vivéncia dos helmintos sendo comum a reprodugio e desen-
volvimento dos mesmos.

As larvas ¢ os ovos encontradas nesse estudo, apre-
sentam caracteristicas que remetem a classificagdo na ordem
Rhabditida, por vez pela familia Strongyloididae e no género
Strongyloides. Cabe ressaltar que nesse género existem cerca
de 50 espécies, todas parasitas de vertebrados, principalmen-
te de mamiferos, o que desperta interesse médico e veterina-
rio. A identificagdo da espécie permitira determinar o poten-
cial patogénico dos helmintos estudados.

A presenca destes helmintos em esgotos esta inti-
mamente associada ao estado de satde da populagdo contri-
buinte. Na ETE estudada, a presenga dos vermes embriona-
dos pode representar risco a satide humana ou animal, uma
vez que parte destes estdo presentes na Ultima etapa de tra-
tamento da estacdo a qual langa seu efluente no Rio Jacuipe
- Bahia. O risco reside no fato dos vermes adultos de vida
livre gerarem possiveis L1, com capacidade de se tornar L3
infectantes, aptas a penetrarem nos hospedeiros, sejam eles
aves, mamiferos, répteis ou anfibio (LUCENA; FIGHERA;
BARROS, 2012; MATIL; PINTO; MELO, 2013; SILVA et al.,
2013) fechando o ciclo heterogdnico.

Conclusao

Foram encontradas ¢ identificadas na ETE estudada
larvas L1 e L4, e fémeas de vida livre, com caracteristicas
que permitem classifica-las como pertencente a ordem Rhab-
ditida, familia Strongyloidae e género Strongyloides.
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