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Resumo

A schistosomose urinaria € a forma mais prevalente de schistosomose em
humanos, e é causada pelo treméatode Schistosoma haematobium. Pode resultar em graves
patologias urinarias e genitais. E altamente endémico em Mogambigue, mas os programas
de controlo tiveram um sucesso limitado e os hospedeiros intermediérios tém sido pouco
estudados. Um inquérito na Provincia da Zambezia tinha encontrado uma prevaléncia de
S. haematobium em criangas de 73%, através de filtracdo de urina e PCR. A prevaléncia
de infec@o nos hospedeiros intermediarios dos caracdis coletados, Bulinus sp, em Gurué
tinha sido de 1,9 a 7,7%, respetivamente no rio Mutxora e Barragem, pelo teste de
eliminacdo de cercarias.

O objetivo deste estudo foi determinar a taxa de infe¢do ndo patente de Bulinus
sp e caracterizar e comparar as populacdes de caracdis em Gurue.

O DNA foi extraido da massa cefalopodal e do hepatopéancreas de 105 caracois
de dois locais (Barragem e rio Mutxora), provenientes de grupos sem libertacdo de
cercarias. A qualidade do DNA foi avaliada por amplificacdo e sequenciamento de 1TS2
e COI para confirmar a espécie de Bulinus. O DNA de parasita foi detetado por PCR da
regido repetitiva Dral e PCR multiplex (simples e nested) de COI.

As duas populacdes de caracois apresentaram diversidade genética entre si em
ITS2 e COI e foram filogeneticamente mais semelhantes entre si e a sequéncias de
Bulinus globosus da Tanzéania. A PCR Dral teve uma sensibilidade de 89 % na detecao
do parasita. A taxa de prevaléncia pré-patente determinada por PCR de Dral foide O e 17
%, respetivamente, para o rio Mutxora e a Barragem, sendo que nesta ultima foi de 13 %
para regido cefalopodal e 4 % hepatopancreas. As taxas de infecdo maiores na massa
cefalopodal, sugerem infecBGes recentes. Por PCR multiplex e sequenciacdo de COI
confirmou-se a presenca de apenas S. haematobium.

Estes resultados mostram que a infecdo ndo patente de moluscos nesta regido pode
ser muito maior do que o esperado a partir da eliminacdo de cercarias, com uma alta taxa
de infecBes recentes. A detecdo de infecdo do hospedeiro intermediario por métodos
moleculares é, portanto, importante em levantamentos epidemioldgicos e monitorizagdo
de programas de controle em Moc¢ambique.

Palavras chaves: Schistosomose urinaria, Schistosoma haematobium, Bulinus
sp, Dral, ITS, COI



Abstract

Urinary schistosomiasis is the most prevalent form of schistosomiasis in humans,
and it is caused by the trematode Schistosoma haematobium. It can result in severe urinary
and genital pathologies. It is highly endemic in Mozambique, but control programs have
had limited success and intermediate hosts have been poorly studied. A survey in the
Province of Zambézia had found a prevalence of S. haematobium in children of 73%,
through urine filtration and PCR. The prevalence of infection in the snail intermediate
hosts collected, Bulinus sp, in Gurué had been 1.9 to 7.7%, respectively in the Mutxora
River e Barragem, by the cercarial elimination test.

The objective of this study was to determine the non-patent infection rate of
Bulinus sp and to characterize and compare the snail populations in Gurué

DNA was extracted from the cephalopodal mass and hepatopancreas of 105 snails
from two sites (Barragem and Mutxora River) from groups without cercarial release.
DNA quality was assessed by amplification and sequencing of ITS2 and COI to confirm
the Bulinus species. Parasite DNA was detected by PCR of the repetitive region Dral and
multiplex PCR (simple and nested) of COI.

The two snail populations showed genetic diversity between each other in ITS2
and COI and were phylogenetically more similar to each other and to the sequences of
Bulinus globosus from Tanzania. The Dral PCR had a sensitivity of 89% for parasite
detection. The pre-patent prevalence rate was 0 and 17%, respectively, for the Mutxora
River and Barragem, and in the latter it was 13% for the cephalopodal region and 4% for
the hepatopancreas. The higher infection rates in the cephalopodal mass suggest recent
infections. Multiplex PCR and sequencing of COI confirmed the presence of only S.
haematobium.

These results show that the non-patent infection of snails in this region may be
much higher than expected from the elimination of cercariae alone, with a high rate of
recent infections. Detection of host infection by molecular methods is, therefore,
important in epidemiological surveys and monitoring of control programs in
Mozambique.

Key words: Urinary schistosomiasis, Schistosoma haematobium, Bulinus sp, Dral, ITS,
Col
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Capitulo 1 - Introducao

1. Introdugéo
1.1. Schistosomose

1.1.1. Consideracdes gerais

A schistosomose ou bilharziose foi identificada pela primeira vez pelo médico
aleméo Theodor Bilharz em 1852, que descreveu um parasita intravascular, encontrado
durante a necrépsia de um rapaz, e ao qual deu o nome de Distomum haematobium.
Posteriormente, Weinlande (1858) denominou o género deste helminta de Schistosoma,

sendo esta designacdo aceite até hoje (Neves et al., 2011).

A schistosomose é uma doenca parasitaria, causada por trematodes digenéticos do
género Schistosoma. Os humanos atuam como hospedeiro definitivo do parasita,
enquanto algumas espécies de moluscos de agua doce desempenham o papel de

hospedeiros intermediarios (Singh et al., 2016).

Existem, em todo o mundo, seis espécies de Schistosoma que foram descritas
como causando doenca em humanos: Schistosoma haematobium, Schistosoma mansoni,
Schistosoma japonicum, Schistosoma intercalatum, Schistosoma mekongi e Schistosoma
guineensis (Cantanhede et al. 2008), tendo cada espécie uma distribuicdo bem definida,
0 que é importante para diagnostico da doenca. Dentro destas espécies, S. haematobium,
S. mansoni e S. japonicum sao as mais importantes, visto serem responsaveis por mais de
95% de todos os casos humanos de schistosomose (Mutapi et al., 2006). Cada espécie
esta associada a um hospedeiro intermediario especifico (Tabela 1), gastropodes de agua

doce, de modo que a distribuicdo do parasita esta condicionada a distribuicdo do molusco.

O grupo de S. haematobium € constituido por oito espécies proximas entre si: S.
haematobium, S. intercalatum, S. guineensis, S. bovis, S. curassoni, S. mattheei, S. leiperi
e S. margrebowiei, dos quais as trés primeiras espécies ttm o ser humano como
hospedeiro definitivo e as restantes tém animais ruminantes e domésticos (Kane et al.,
2008). Todas estas espécies tém caracOis do género Bulinus como hospedeiro
intermediario e ovos com espordo terminal proeminente, com exce¢do de S.
margrebowiei (Kane e Rollinson, 1994), no qual o espordo é vestigial. De notar que

hibridos entre algumas destas espécies tém sido encontradas, em paises africanos, mas
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também na Europa (Corsega), como por exemplo entre S. haematobium e S. bovis em
Franca (Boissier et al., 2015) e no Senegal (Boon et al., 2017).

Schistosoma mattheei € a Unica espécie zoondtica descrita até hoje em
Mogambique (Pitchford, 1977). O Unico estudo epidemioldgico encontrado sobre
schistosomose bovina neste pais indica que a regido sul tem maior taxa de prevaléncia do
que os autores indicam ser S. bovis, como especie responsavel pela schistosomose bovina
em Africa (Botelho et al., 2016).

Algumas mudancas ambientais provocadas pela agdo humana podem ter
repercussdes na transmisséo da schistosomose. Assim, a construgdo de barragens para
producdo de energia e a expansdo da irrigacdo de campos agricolas podem aumentar o
namero de possiveis habitats dos moluscos hospedeiros intermediarios. Por este motivo,
a prevaléncia e incidéncia da schistosomose tém vindo a aumentar a nivel mundial
(Tierney et al., 2005, citado por Singh et al. 2016), havendo expanséo de endemicidade
até para paises de alto rendimento e com bom saneamento basico, tais como a Franca,
Alemanha e Itlia (Boissier et al., 2015; Berry et al., 2014).

Tabela 1. Distribuicdo geografica do parasita e hospedeiro intermediario

Hospedeiro
Parasita (Espécie) intermediério Distribuicdo geografica
S. haematobium Bulinus spp Africa, Médio Oriente, Corsega (Franca)
Africa, Médio Oriente, Caraibas, Brasil,
S. mansoni Biomphalaria spp Venezuela e Suriname
S. japonicum Oncomelania spp  China, Indonésia e Filipinas
Camboja e Republica Democréatica Popular
S. mekongi Neotricula aperta do Laos
S. guineensis e
S. intercalatum Bulinus spp Africa Central

1.2. Situacdo epidemioldgica da schistosomose no mundo

Segundo a Organizacdo mundial de saude (OMS), a schistosomose € a segunda

parasitose com maior impacte na satde publica, a seguir a malaria. E endémica em 76



Capitulo 1 - Introducao

paises de Africa, América do Sul, Mediterraneo Oriental e Asia (Azinhais et al., 2009;
Engels et al., 2002; Barroso et al., 2014).

Apesar da distribuicdo da schistosomose ter sofrido alteracdes nos ultimos 50
anos, e de ter havido projetos de controlo com algum sucesso, 0 humero de pessoas
infetadas ou em risco de infecdo ndo diminuiu (Chitsulo et al., 2000). Estima-se que 239
milhdes de pessoas estdo infetadas (Bustinduy e King, 2014), dos quais 120 milhdes sdo
sintomaticos e 20 milhdes com doenca grave (Adenowo et al., 2015) e que haja mais de
600 milhdes de pessoas em risco de infecdo em todo mundo (Chitsulo et al., 2000), a

grande maioria (90%) na Africa subsariana.

3 Schistosoma mansoni

B Schistosoma haematobium

W Schistosoma intercalatum

B Schistosoma japonicum

Ml Schistosoma mekongi

Bl Mixed S haematobium or S mansoni
[ Major rivers and lakes

Figura 1. Distribuicdo mundial da schistosomose humana. Fonte: Colley et al., 2014.

A schistosomose causada por S. mansoni encontra-se distribuida por 54 paises,
que vao desde a Peninsula Arabica, em toda a Africa e em Madagéscar (Bustinduy e King,
2014). Na América do Sul, é endémica no Brasil e na Venezuela, Suriname e vérias ilhas
das Caraibas. A espécie S. haematobium é endémica em 54 paises do continente africano,
Médio Oriente, ilhas do Oceano indico, como Madagéscar, Zanzibar, Pemba, e na Franca
(Cdrsega). Cerca de 41 paises tem co-infecdo S. haematobium e S. mansoni (Barroso et
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al., 2014; Bustinduy e King, 2014). A schistosomose causada por S. intercalatum e S.
guineensis é endémica em cerca de 10 paises da Africa Central. Schistosoma japonicum
é encontrado na China, Indonésia e nas Filipinas enquanto que S. mekongi parece estar

restrito a Republica Democratica Popular do Laos e Camboja.

1.3. Parasita

1.3.1. Classificacdo do parasita

A classificacdo sisteméatica dos parasitas do género Schistosoma que causam a
schistosomose humana, de acordo com Webster et al.( 2006), é a seguinte:
Reino Animal
Filo Platyhelminthes
Classe Trematoda
Subclasse Digenea,
Ordem Strigeiformes
Familia Schistosomatidae
Sub Familia Schistosomatinae
Género Schistosoma.

Espécies Schistosoma haematobium, Bilharz (1851)
Schistosoma mansoni, Sambon (1907)
Schistosoma japonicum, Katsurada (1904)
Schistosoma intercalatum, Fisher (1934)
Schistosoma mekongi, VVoge, Bruckner e Bruce (1978).

Schistosoma malayensis, Greer, Ow-Yang e Yong (1988)
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1.3.2. Biologia

Os parasitas do geénero Schistosoma sdo, na sua forma adulta, visiveis
macroscopicamente. Sdo didicos (isto é, com sexos separados), de cor branca ou
acinzentada, e possuem duas ventosas, uma oral e outra ventral, um tegumento complexo,
um aparelho digestivo cego e 6rgaos reprodutivos (Figura 2) (Gryseels et al. 2006; Neves
et al. 2011; Gryseels. 2012; Luis Reys. 2010). Apresentam corpo cilindrico (fémeas) ou
achatado e dobrado longitudinalmente sobre si mesmo (machos) e medem entre 1 cm e
1,6 cm de comprimento. Vivem na corrente sanguinea do hospedeiro humano,
preferentemente no plexo vesical da bexiga no caso de S. haematobium e veias
mesentéricas (outras espécies de Schistosoma), onde podem sobreviver, em média, 3 a 5
anos, embora haja casos registados com mais de 30 anos (Gryseels et al., 2006).
Alimentam-se de sangue e globulinas atraves da glicélise anaerobia, que digerem num

trato intestinal cego, sendo os detritos regurgitados para a corrente sanguinea humana.

As fémeas de Schistosoma spp sdo mais longas e delgadas que os machos (1,6 cm
de comprimento). Apresentam o tegumento liso e apresentam uma cor mais escura e
acinzentada devido a presenca de um pigmento derivado da digestdo do sangue
(hemozoina) (Neves et al. 2011; Reys. 2010).
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T - Testiculos, UC — Unido cecal, V — Canal vitelino, V V — Ventosa ventral, U — Utero, V O — Ventosa oral
e 0 — Qvario.

Figura 2. Morfologia comparada do parasita adulto S. haematobium, S. mansoni e S.
japonicum. Fonte: Ferreira. 2004

1.3.3. Hospedeiro intermediario (Moluscos)

Os moluscos (Filo Mollusca = L. mollis = mole) constituem um grupo de animais
que apresenta grande diversidade, tanto em ambientes aquaticos quanto terrestres (Lucas
e Santos, 2016). Trata-se do segundo maior filo em todo reino animal, sendo suplantado
apenas pelos artropodes (Filo Arthropoda), que possuem algo perto de 1 milhdo de
espécies (Lucas e Santos, 2016). Quanto ao ndmero de espécies conhecidas
cientificamente, estima-se cerca de 150.000, estando cerca de 80.000 incluidas na Classe
Gastropoda (Malek e Cheng, 1974), a qual inclui os caracéis. Os caracdis de agua doce
tém relevancia na medicina por serem um hospedeiro intermediérios de trematodes,

incluindo as especies do genero Schistosoma. Existe uma relagdo especifica entre a
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espécie de Schistosoma e de caracdis de &gua doce (Exemplos: molusco do género
Bulinus e S. haematobium).

1.3.3.1 Classificagdo  sistematica de Bulinus sp  hospedeiros

intermediérios de S. haematobium

A classificacdo sistematica dos caracois transmissores de S. haematobium é a seguinte:
Filo Mollusca
Classe Gastropoda
Subclasse Pulmonata
Ordem Basommatophora
Familia Planorbidae
Subfamilia Bulininae
Género Bulinus, Muller (1781)

1.3.3.2 Género Bulinus

Segundo Adenowo et al. (2015), os moluscos do género Bulinus sdo hospedeiros
intermediarios de S. haematobium. Este género de moluscos compreende atualmente 37
espécies de Bulinus, as quais estdo divididas em quatros grupos, nomeadamente:
complexo de Bulinus tropicus/ Bulinus truncatus, grupo de Bulinus forskalli, grupo de
Bulinus reticulatus e Bulinus africanus (Akinwale et al., 2011). A presenca destas

espécies é determinante na transmissao da schistosomose.

1.3.4 Ciclo de vida do parasita S. haematobium

De uma maneira geral, o ciclo de vida dos parasitas do género Schistosoma
(Figura 3) é idéntico, diferindo sobretudo nos hospedeiros intermediérios e na localizagdo
dos adultos (Tabela 1). O parasita necessita de dois hospedeiros para completar o ciclo
evolutivo, nomeadamente, 0 hospedeiro definitivo (Humano e/ou outros mamiferos) e

hospedeiro intermediario (moluscos de agua doce) (Junior et al., 2013).
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Os ovos sdo eliminados com as fezes (S. mansoni, S. japonicum, S. mekongi e S.
intercalatum) ou urina (S. haematobium). Quando entram em contato com &gua doce, da-
se a eclosdo dos miracidios. Estes, por sua vez, permanecem Vidveis por
aproximadamente 48 horas (Gryseels et al., 2006) até encontrar moluscos especificos.
Depois do miracidio penetrar nos tecidos do molusco, transforma-se num novo tipo larvar
denominado esporocisto, e depois em larvas infetantes para os hospedeiros definitivos,

com uma cauda bifurcada tipica, que recebem o nome de cercérias (Rey, 2010).

As cercérias sdo eliminadas pelos moluscos e vivem no meio aquatico durante
aproximadamente 2 dias (36 a 48 horas), mas a sua maior atividade e capacidade
infectante ocorrem nas primeiras 8 horas. Nas cole¢des de agua doce, nadam ativamente
até encontrar o seu hospedeiro definitivo especifico. Assim que as cercarias alcancam a
pele do hospedeiro definitivo, fixam-se preferentemente entre os foliculos pilosos com o
auxilio das duas ventosas e de uma substancia mucoproteica secretada por suas glandulas
acetabulares, e penetram ativamente na pele gracas aos movimentos ativos (Neves et al,

2011). Este processo de penetracdo dura aproximadamente 5 a 15 minutos.

Apds a penetracdo, cada cercaria que consegue sobreviver, perde a cauda
bifurcada e transforma-se na Gltima forma lavar do parasita, o schistosémulo, que migra
para os pulmdes até alcancar o sistema porta intra-hepatico, onde completa o seu
desenvolvimento e atinge a maturidade sexual (Barroso et al. 2014). Depois do
acasalamento, os parasitas adultos migram contra a corrente sanguinea, no sistema porta,
terminando nas vénulas e capilares dos plexos hemorroidarios e vesicais, tributario do
sistema porta ou da veia cava inferior (consoante a espécie), onde as fémeas iniciam a

postura dos ovos aproximadamente dois meses ap0s infecéo inicial.
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Figura 3. Ciclo de vida do parasita. A: parasita adulto. B: ovos de S. haematobium, S.
mansoni e S. japonicum, respetivamente da esquerda para a direita. C: miracidio. D:
hospedeiros intermediarios (caracol) dos géneros Oncomelania, Biomphalaria e Bulinus,
respetivamente da esquerda para a direita. E: cercarias. Fonte: Gryseels et al., 2006.

1.3.5 Interacgdo parasita hospedeiro

Para Salzet e Stefano (2000), a relacdo parasita hospedeiro € baseada na interacdo
complexa entre as estratégias de sobrevivéncia do parasita e 0s mecanismos de defesa do

hospedeiro. De acordo com King et al. (2001), esta interagdo complexa entre 0 hospedeiro
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e 0 parasita promove o equilibrio e permite a transmissdo continua do parasita sem causar
danos nocivos imediatos ao hospedeiro. O parasita apresenta mecanismos sofisticados de
evasdo ao sistema imunitario do hospedeiro definitivo, o que Ihe permite habitar os vasos
do sistema circulatério por longos periodos. Uma das formas de evasdo envolve a
expressdo de antigénios de superficie, interferéncia do parasita na sintese de citocinas
através da inducdo da apoptose de células de defesa do hospedeiro e modificacdo da
resposta imune ao parasita por interferéncia com o sistema hormonal atraves de receptores
do préprio parasita (Chen et al., 2000; Salzet e Stefano, 2000; Angeli et al., 2001).

1.4 Manifestacdes clinicas

De um modo geral, os sintomas da schistosomose sdo varios e dependem da fase
da infecdo e das espécies do parasita. A fase aguda da doenca ocorre desde a penetracao
de cercérias através da pele, com predominancia de reacdes alérgicas, incluido alteracdes
dermatoldgicas (como por exemplo a dermatite cercariana) (Junior et al., 2013).

Quatro a seis semanas ap0s a infecdo, coincidindo com o inicio da deposi¢do dos
ovos nos tecidos, ocorre uma resposta imunoldgica através da formacdo de
imunocomplexos (Barroso et al., 2014). Clinicamente, caracteriza-se por febre (febre de
Katayama), linfadenopatias, hepatosplenomegalia, cefaleia, anorexia, dor abdominal,
eosinofilia, fadiga e mal-estar (Barroso et al., 2014; Junior et al., 2013)

A fase cronica da schistosomose urindria, caracteriza-se por disuria, polaquidria,
proteindria, hematuria terminal ou total, que pode causar deficiéncia de ferro,
consequentemente dando origem a anemia ferropénica (Gryseels et al., 2006; Barroso et
al., 2006). Em regides endémicas a hematiria ¢ frequente. As vezes este sintoma é
confundido com a menstruacdo nas meninas e sinal da puberdade para meninos em
algumas regides africanas (Colley et al., 2014). Os individuos com um estado avancado
da doenca podem desenvolver fibrose, ulceracdo, calcificagdo da bexiga e da uretra,
provocando uropatia obstrutiva com hidronefrose. Em alguns paises PALOP, o

carcinoma da bexiga é uma complicacdo frequente da schistosomose vesical (Gryseels,
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2012; Barroso et al., 2014). De acordo com Lorenzoni et al. (2018), a schistosomose

urinéria é um dos fatores de risco de carcinoma de bexiga em Mogambique.

A fase cronica da schistosomose intestinal comeca a partir do 6° més apos a
infecdo e pode durar varios anos. Os sinais e sintomas comuns desta doenca sdo dor
abdominal, desconforto, perda de apetite e diarreia com ou sem sangue (Gryseels, 2012).
Os sinais de progressdo da doenca para diferentes 6rgdos podem ocorrer, incluindo
complicacdes graves, tais como a hipertensdo pulmonar, a hipertensdo portal, ascite,
hemorragias digestivas e rutura de varizes esofagicas (Junior et al., 2013). Os ovos de S.
mansoni, S. japonicum e S. intercalatum causam frequentemente diarreia e hemorragias

durante a passagem pelo intestino (Barroso et al., 2014).

1.5. Diagndstico laboratorial

Existem trés tipo de métodos para diagnostico da schistosomose: métodos
parasitolégicos ou diretos, métodos imunoldgicos ou indiretos e métodos moleculares

(Feldmeier e Poggensee 1993; Neves et al., 2011).

1.5.1. Métodos parasitolégicos ou diretos

Este método baseia-se na pesquisa de ovos de Schistosoma na urina (S.
haematobium), fezes (S. mansoni e S. japonicum), ou bidpsia de tecidos (Colley et al.,
2014). A bidpsia pode ser realizada em varios 6rgdos, tais como figado, bexiga, colo do
utero, vagina, perineo para S. haematobium (Bustinduy e King, 2014) e bidpsia retal para
observacao dos ovos na mucosa intestinal em S. mansoni (Barroso et al., 2014; Reis et
al., 1984). A microscopia é utilizada como o principal exame para o diagnostico da
infecdo causada por Schistosoma, porque permite visualizar o tamanho e a forma tipica
dos ovos (Figura 4), para além de diferenciar entre as espécies de Schistosoma e ovos de

outros helmintas (Gryseels, 2012; Colley et al., 2014).

Em inquéritos epidemioldgicos, no caso de infe¢bes por S. haematobium, é

recomendado o método de filtracdo da urina, pesquisa de hematdria e albuminuria nas
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areas endémicas, sobretudo na populagdo infantil. J& no caso das espécies em que ha
eliminacdo dos ovos pelas fezes, a técnica de referéncia € de Kato-Katz, que permite
determinar a intensidade da infecdo atraves da contagem dos ovos. Estas técnicas sao
recomendadas pela OMS para mapeamento e controle da schistosomose (Utzinger et al.,
2011; Colley et al., 2014; Barroso et al., 2014).

1.5.2 Meétodos imunoldgicos ou indiretos

As técnicas imunoldgicas baseiam-se na detecéo de anticorpos ou antigénio e sdo
bastante sensiveis em relacdo aos métodos parasitolégicos. Estas técnicas ndo podem ser
utlizadas como diagnostico definitivo, devido & ocorréncia de reacfes cruzadas com
outros helmintas, que resultam em falsos-positivos. Os anticorpos podem permanecer em
circulacdo durante muito tempo apds a cura da infecdo, ndo servindo para avaliacdo
terapéutica ou para o estabelecimento de critérios de cura. Portanto, estas técnicas ndo
permitem distinguir entre uma infecdo passada e recente (Sousa et al., 2007; Utzinger et
al., 2009; Colley et al., 2014; Neves et al., 2011). Estes métodos aplicam-se no
diagnostico em viajantes (consulta do viajante) ou migrantes, pois sdo Uteis no
diagndstico de schistosomose aguda quando o exame microscopico ainda é negativo
(Gryseels, 2012; Gryseels et al., 2006).

Existem varias técnicas imunoldgicas descritas para o diagnostico da
schistosomose. Entre elas destacam-se: a técnica de Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA)(McManus et al., 2018), Teste de Hemaglutinacdo Indireta (McManus et
al., 2018), a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (Neves et al., 2011), Reacdo
Periovular (Neves et al.,2011) e a prova da Tumefaccdo das cercérias — “Cercarien Hullen
Reaktion” (CHR) (Figueiredo, 2014), point-of-care (POC-CCA), que constituem testes
altamente especificos no diagnéstico desta parasitose, tanto em estudos clinicos como
epidemioldgicos. A primeira deteta anticorpos e antigénio, enquanto que a segunda deteta

anticorpos e os restantes antigénios, exceto a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta.
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1.5.3. Métodos moleculares

Atualmente, utiliza-se a técnica de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para a
detecdo de acido desoxirribonucleico (DNA) de Schistosoma em pacientes infetados
(Gryseels, 2012). Este método pode ser usado principalmente nos casos de controle de

cura ap6s quimioterapia e em infegdes com baixas cargas parasitarias.

A técnica de PCR foi desenvolvida por Kary Mullis em meados dos anos 80,
representando uma verdadeira revolucdo no mundo cientifico. Esta técnica permite
amplificar de forma seletiva pequenos fragmentos de DNA, de maneira que partindo de
uma pequena quantidade de DNA se pode multiplicar o seu nimero, gerando milhdes de
copias, amplificando especificamente somente a regido de interesse. Esta técnica baseia-
-se na utilizacdo de enzimas (polimerases) isoladas de bactérias termofilicas, que sdo
ativas a temperaturas de quase 100 °C, ao contrario da maioria das enzimas (Soriano,
2004).

Os metodos moleculares tém sido considerados eficazes em comparagdo com as
técnicas imunoldgicas e parasitoldgicas, devido a sua alta sensibilidade e especificidade.
Contudo, o custo e a complexidade da técnica tém sido alguns fatores limitantes para o

seu uso generalizado (Neves et al., 2011).
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Figura 4. Morfologia dos ovos de diferentes espécies do género Schistosoma. (Adaptado
de Clerinx e Gompel, 2011)

1.6.  Técnicas de biologia molecular utilizadas no estudo dos moluscos

Durante as Gltimas décadas, a classificacdo dos moluscos de agua doce foi baseada
em estudo fenotipicos, isto €, nas caracteristicas morfoldgicas da concha, por ser a parte
mais resistente e visivel do seu corpo e a Unica geralmente conservada para a
classificacdo, o que se mostrou ser insuficiente para distinguir de entre espécies e

subespécies das mesmas (Velez, 2010; Correia, 2011).

Com o avango de novas abordagens na area de sistematica a partir dos anos 50,
descrita por Mayr (1942) e utilizada em planorbideos por Paraense e Deslandes (1956)
citado por Carvalho et al. (2008), que preconizavam a adocao simultanea de méetodos de
outras disciplinas, tais como genética, embriologia, citologia, histologia, fisiologia,
ecologia e paleontologia, além da morfologia, nasceu a disciplina da sistematica
molecular nos fins do século XX, com a ampliacdo da genética molecular abordando

diversos problemas antes considerados de dificil solucdo pelas metodologias tradicionais.
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Recentemente, o desenvolvimento tecnoldgico da biologia, levou a avangos
significativos e revolucionarios. Novas técnicas de clonagem de DNA, anélise com
enzimas de restricdo e sequenciacdo de DNA, vieram fornecer uma elevada gama de
dados relativos aos genomas de uma ampla variedade de organismos. Tais percec¢des tém
um grande impacto em muitas areas da investigacdo bioldgica, e parece ter um grande
potencial para estudos da taxonomia e biologia populacional. Estas técnicas trouxeram ao
mundo cientifico novas abordagens para a caracterizacéo e identificacdo dos moluscos
(Rollinson et al. 1986), com objetivo de complementar a morfologia e diferenciar

espécies presentes em determinadas populagdes das mesmas (Soriano, 2004).

1.6.1. Marcadores ribossomais

Os espacadores internos transcritos (ITS) do rDNA, ITS-1 e ITS-2, tém sido
amplamente utilizados na identificacdo de espécies e em estudos taxondmicos
envolvendo espécies de diferentes regibes geograficas, através da reconstrucdo de
filogenias (Heloisa et al., 2004; Masco-Coma et al., 2001), e em estudos de variabilidade

genética entre espécies muito proximas (Stothard et al., 1996).

Segundo Jorgensen et al. (2013), a regido ITS-2 tem-se mostrado um excelente marcador
no estudo das relacdes especificas, sub-especificas e populacionais de espécies do género
Bulinus. Este espacador situa-se entre os genes 5.8S e 28S e tem uma fun¢do na regulacao
da transcricdo de subunidades ribossomicas ativas, ja que este espacador fornece

elementos estruturais necessarios para o correto processamento do pré-rRNA ribossomal.

1.6.2. Marcadores mitocondriais

O DNA mitocondrial € um genoma extranuclear, que foi descoberto em 1960, e
contém genes essenciais ao processo celular de fosforilagdo oxidativa. O DNA
mitocondrial estd presente em quase todos os eucariotas e € herdado por via
exclusivamente materna, possibilitando, assim, que esta molécula seja usada como um
importante marcador molecular com objetivo de tracar a historia evolutiva de uma

determinada espécie, bem como a filogenia entre as populagdes existentes. Também
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apresenta uma taxa de mutacao quatro vezes maior que o DNA nuclear e, por essa razéo,
tornou-se popular em estudos evolucionarios e filogenéticos (Rosa e Paiva, 2009; Correia,
2011). A subunidade | da citocromo oxidase (COIl) do DNA mitocondrial tem sido
explorada para a identificacdo de espécies, discriminar subespécies e estudar a evolucao
de moluscos, incluindo Bulinus (Stothard et al., 1996; Jones et al., 2001; Stothard et al.,
2002; Akinwale et al., 2011).

1.7 Tratamento

O praziquantel é o principal farmaco para o tratamento e controlo da
schistosomose, devido a sua alta eficicia para todas as espécies do género Schistosoma,
reduzida toxicidade e facil administracdo. Administra-se por via oral, numa dose Unica
de 40 mg/kg de peso corporal (Gryseels, 2012). De acordo com diferentes autores, a taxa
de cura varia de 70 a 100%. Contudo, este farmaco tem pouco ou nenhum efeito sobre
0vos e parasitas imaturos. Os efeitos secundarios decorrentes do uso do farmaco incluem
dor abdominal, nduseas, diarreia (as vezes com sangue), sonoléncia, tonturas, mal-estar,

urticaria e vomitos (Gryseels et al., 2006;Rey, 1987; Barroso et al., 2014).

Segundo Gryseels et al. (2006) e Colley et al. (2014), os derivados de artemisinina
sdo eficazes para matar as formas imaturas de S. japonicum, S. mansoni e S.
haematobium. No entanto, ndo é recomendavel em areas endémicas de maléria, pois pode
promover a resisténcia a artemisina em Plasmodium (Gryseels et al., 2006). De acordo
com Barroso et al. (2014) e Rey (1987) o metrifonato e o nitridazol tém efeito contra S.
haematobium. A dosagem recomendada para metrifonato é de 7.5 mg/Kg de peso por via
oral engquanto que para nitridazol é de 20 a 25 mg/Kg de peso.

A oxamniquina é eficaz contra S. mansoni mas ndo contra S. haematobium ou S.
japonicum (Gryseels et al., 2006; Rey, 2010). Administra—se oralmente, em dose Unica
de 15 mg/kg nos adultos. Em criangas com menos de 30 kg, recomendam-se 20 mg/kg de
peso, dividida em duas doses de 10mg/kg, tomadas com intervalo de 4 a 6 horas (Rey,
2010;WHO, 2002; Rey, 1987). Segundo Rey, (2010) o tratamento com oxamniquina pode
selecionar linhagens de S. mansoni resistentes a esse farmaco. Assim, em pacientes que,

tendo recebido a medicacéo correta, ndo se curaram, € conveniente refazer o tratamento
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com outro farmaco (e.g. praziquantel). A oxamniquina é contra-indicada em pessoas com
antecedentes neurolGgicos, pois, em raros casos, pode provocar excitacdo mental,
alucinacdes ou convulsées, que regridem em menos de seis horas (Rey, 2010;Rey, 1987).
Os efeitos colaterais sdo: tonturas, sonoléncia e cefaleia, razdo pela qual se recomenda
tomar de preferéncia a noite, depois da refeicdo. Em alguns casos h& nauseas, vomitos ou
diarreia (Rey, 2010).

1.8. Prevencéo e controlo

A transmissdo da schistosomose depende sempre de trés fatores: hospedeiro
definitivo, hospedeiro intermedirio e o contacto do hospedeiro definitivo com as
colecBes de agua contaminada. Assim, o controlo desta parasitose passa por evitar o
contacto com aguas potencialmente contaminadas com cercarias (rios, lagos e valas de
drenagem), recorrendo a utilizacdo de luvas e calcado adequado; implementacdo de
saneamento bésico para evitar que haja contacto dos ovos (presentes nas fezes e/ou urina)
com a agua; controlo dos moluscos; educacdo sanitaria; e tratamento em massa ou
especificamente de individuos infetados (Barroso et al., 2014; Rey, 1987; Bustinduy e
King, 2014).

1.9. Schistosomose em Mog¢ambique

Mocambique é um pais com altas taxas de prevaléncia de schistosomose, variando
aendemicidade de regido para regido. Estima-se que cerca de 13 milhdes de pessoas estao
infetadas (Adenowo et al., 2015), sendo as regides norte e centro onde se observa maior
taxa de prevaléncia desta parasitose.

Segundo relatérios do servico de saude Mogambique os primeiros casos de
schistosomose vesical foram diagnosticados em 1904 (Gujra e Vaz, 2000). Em 1952, na
zona sul do pais foi realizado um estudo em individuos com idades compreendidas entre
0s 3 e 0s 34 anos, em que foi observada uma taxa de prevaléncia de infegdo por S.
haematobium de 61.5% (Azevedo et al., 1954). Segundo Rey et al. (1987), num estudo

efetuado numa aldeia comunal na provincia de Maputo, a prevaléncia em adultos e
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criangas foi de 19.4%. Posteriormente em 1991, foi realizado um estudo em prisioneiros
de trés prisbes e de uma prisdo da cidade e arredores de Maputo, onde se observou uma
prevaléncia de 17.4% de schistosomose vesical (Vaz, 1992). Em 1994 e 1995 foram
realizados estudos no distrito de Boane (provincia de Maputo) e no vale do Infulene e
Mahotas (cidade de Maputo), observando-se prevaléncias de 42.4% e 8.6%
respectivamente (Traquinho et al., 1994; Enosse et al.,1995). No ano seguinte em 1996,
num estudo em trés escola das Mahotas, IV congresso e Av. das FPLM da cidade de
Maputo, observou-se uma prevaléncia de infecdo de 11.3% (Gujra e Vaz, 2000). Em
2009, foi realizado um estudo em todas as provincias e distritos de Mogambique, onde se
verificou uma prevaléncia de 47% para S. haematobium e 1% para S. mansoni, num total
de 83.331 participantes. Ainda neste estudo, verificou-se que as provincias da zona norte
(Cabo Delgado, Niassa e Nampula) e centro (Zambézia) apresentavam as taxas mais

elevadas de prevaléncia de schistosomose (Gerito et al., 2009).

Em 2016, foi efetuado um estudo no distrito de Gurué e Quelimane onde se
registou uma prevaléncia de 73.4% para schistosomose urinaria (Alfredo, 2016).
Recentemente, em 2018, foi publicado um trabalho desenvolvido na provincia de Cabo
Delgado no norte de Mogambique, em 10 distritos, onde se registou uma prevaléncia de
60.4% para schistosomose causada por S. haematobium (Phillips et al., 2018).
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Figura 5. Distribuicdo da schistosomose urinaria em Mogambique. Fonte: (Gerito et al.,
2009)

1.9.1. Caracterizacao geografica de Mogambique

O territério Mogambicano é constituido por 11 provincias nomeadamente: Niassa,
Cabo Delgado e Nampula (zona norte), Zambézia, Tete, Manica e Sofala (zona centro),
Inhambane, Gaza, Maputo Provincia e Maputo cidade (zona sul). Estas provincias
encontram-se divididas em 151 distritos, que por sua vez se dividem em 405 postos
administrativos, e estes em localidades, 53 autarquias locais, denominados municipios. A
provincia de Niassa é a que tem a maior superficie, 129.056 km?, representando cerca de
16.3% da superficie do pais. A Zambézia é a segunda provincia com maior superficie de
105.008 km? com cerca de 13.1% (Gaspar et al., 2011; Muchangos, 1999). De acordo
com dados preliminares dos censos de 2017, Mogcambique tem aproximadamente 29
milhdes de habitantes (http://www.ine.gov.mz/iv-censo-2017).
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Quanto a rede hidrogréfica, existem cerca de 25 bacias de norte para sul. As
principais bacias hidrograficas que drenam o pais sdo: Rovuma, Messalo, Montepuez,
Ldrio, Monapo, Ligonha, Licungo, Zambeze, Pungue, Buzi, Save, Govuro, Inharrime,
Limpopo, Incomati, UmbelGzi, Tembe e Maputo. A maior parte dos rios mogambicanos
tém suas nascentes nos paises vizinhos, exceto no norte do pais, onde a maior parte tem
a sua bacia hidrografica totalmente em Mocambique. Isto deve-se ao caracter

morfoldgico da Africa Oriental e a localizacdo geografica do pais nas regides costeiras.

Relativamente ao clima, existem duas estacOes: estacdo quente e chuvosa, que vai

de Outubro a Marco, e estacdo seca e fresca, de Abril a Setembro (Muchangos, 1999).
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2.1. Objetivos

A schistosomose urinaria € considerada uma Doenca Tropical Negligenciada
causada por parasitas trematddes do género S. haematobium e que tém grande impacto a
nivel da saude publica, a nivel socioeconémico e da qualidade de vida das populaces.

Em Mogambique esta parasitose € considerada endémica em todo pais.

Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo geral determinar a taxa de
infecdo ndo patente com S. haematobium em populacdes de Bulinus sp e caracterizar e

comparar as populagdes de caracois e S. haematobium na Zambézia — Mocambique.
Os objetivos especificos sao:

e Identificar a espécie de Bulinus sp em dois corpos de agua de Gurué.

e Estimar o grau de isolamento genético entre duas popula¢des de Bulinus sp em Gurué,
através da estimativa da diversidade genética dentro e entre essas populacées, a nivel
nuclear e mitocondrial.

e Relacionar geneticamente as popula¢gdes de Bulinus sp de Gurué com outras
populagdes africanas.

e Estimar a taxa de infecdo pré-patente destes caracdis, nas duas populagdes, por S.
haematobium.

e Estimar a taxa de infecdo individual de grupos de caracdis que libertaram cercarias.

e Estimar o estadio de infecdo pré-patente nos caracoéis através da comparacao entre
duas regides do corpo (regido cefalopodal e hepatopéancreas).

e Estimar a diversidade genética de S. haematobium de Gurué.

e Relacionar geneticamente S. haematobium de Gurué com outras populacGes

africanas.
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3.1. Descricdo da area do estudo

O presente estudo analisou amostras de carac6is do género Bulinus sp, colhidos
no distrito de Gurué na provincia de Zambézia em Mocgambique. O distrito de Gurué
localiza-se a norte da Provincia de Zambézia, na regido da Alta Zambézia, fazendo limite
com os distritos de Milange, Namarroi, Errego e Alto M6locué na mesma provincia; e
limitando-se ao norte pelos distritos de Malema, na provincia de Nampula e de

Mecanhelas na provincia de Niassa (Direcdo Nacional da Administracédo Local, 2005).

O clima do distrito de Gurué é considerado do tipo humido, mesotérmico
moderado com deficiéncia de &gua no inverno. O distrito apresenta uma precipitacao
média anual cerca de 1,995.7 mm. O periodo chuvoso inicia-se nos finais do més de
outubro, entendendo-se até julho/ agosto do ano seguinte. A temperatura média anual é
de 21.9 °C sendo a mais alta no més de novembro (32.5 °C) e a mais baixa no més de
julho (12.3 °C).

Localizagdo do Distrito de Gurué
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Figura 6. Mapa da Provincia da Zambézia mostrando a area do estudo, e indicando a

proveniéncia das amostras. Autoria: Yarin Abdula, com o programa ArcGis.
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3.2. Amostra

Utilizou-se uma amostra com um total de 105 caracdis do género Bulinus, obtidas
em junho de 2016 no distrito de Gurué e foram cedidas gentilmente pelo estudante Célio
Alfredo no ambito da dissertacdo de Mestrado efetuada no Instituto de Higiene e
Medicina Tropical — Universidade Nova de Lisboa, intitulada “Controlo pos-terapéutico
da schistosomose e das parasitoses intestinais e atualizacdo da situacdo malacoldgica nos
distritos de Quelimane e Gurué, na provincia da Zambézia — Mocambique”. Estas
amostras tinham sido depositadas na colecdo do Departamento de Helmintologia Médica
e Malacologia Médica do Instituto de Higiene e Medicina Tropical, fixadas a alcool 70%.
Cinco caracdis pertenciam a um grupo que tinha libertado cercérias e os restantes ndo
tinham eliminado cercarias. Cada individuo foi dividido em regido cefalopodal e

hepatopancreas (Anexo 1).

3.3. Analises moleculares
3.3.1. Extracdo do DNA genomico de Bulinus sp

O DNA genomico foi extraido de cada caracol com base no método modificado
de Stothard et al. (1996). Cada caracol foi removido do etanol a 70% e embebido em
tampéo TE, durante a noite, de modo a retirar o etanol restante. O tecido de cada um dos
carac@is foi colocado num tubo esterilizado de 1.5 ml, adicionou-se 600 ul de solugdo
tampdo CTAB (Cetyltrimethylammonium Bromide, Amnesco ®- C9H42NBr) aquecido
na estufa a 60 °C. O tecido foi macerado, seguido da adicdo de 10 pl de proteinase K e
homogeneizado até que os tecidos ficassem completamente dissolvidos na solugdo
tampdo e incubada durante 1h. Ap6s o periodo de incubacdo foi adicionado 0.75 ml de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) e agitado por inversdo durante 2 minutos,
seguidamente centrifugado durante 10 segundos a 16,000 g. Retirou-se o sobrenadante,
colocou-se noutro microcubo estéril, ao que foi adicionado 1 mL de etanol absoluto a 4
C, e centrifugou-se durante 15 minutos a 16,000 g. Retirado o sobrenadante, lavou-se 0
pellet obtido com 500 pl de etanol a 70% e centrifugado novamente durante 15 minutos

a 16,000 g. Apos esta ultima centrifugacdo, retirou-se novamente o sobrenadante, e
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colocou-se a 37 °C durante 10 minutos, para evaporacgéo total do etanol. Em seguida,
adicionou-se 50 pl de tampdo TE e agitou-se para o pellet dissolver. Verificou-se a
qualidade e quantidade de DNA através de electroforese em gel de agarose a 1.5% (m/v)
em tampdo TAE (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM; pH 8.3), com posterior coloracao
com brometo de etidio na concentracdo final de 0.5 pg/ml, e, em paralelo, em
espectrofotometro (NanoDrop ND-1000) para medicdo mais exata da concentragdo
(ng/ul) e qualidade (razdo das absorbancias A260/A280). As amostras foram

armazenadas a -20 °C, até a sua utilizacéo.

3.3.2. Caracterizagdo molecular de Bulinus sp

Um marcador nuclear (ITS) e um marcador mitocondrial (COIl), bem
representados para o género Bulinus em bases de dados, foram escolhidos para identificar

a espécie e avaliar a diversidade genética dos moluscos.

3.3.2.1. Amplificacdo da Regido Interna Transcrita (ITS) do DNA ribossomal

Para amplificacdo por PCR da regido ribossomica ITS (Figura 7) utilizaram-se 0s
primers Ettsl 5TGC TTA AGT TCA GCG GGT 3 e Etts2 5
TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAA 3' (Kane e Rollinson, 1994). A reacéo de PCR foi
efetuada num volume de 10 pl, contendo: 5 ul de Master Mix (2x, NZytech), 0.5 ul de
cada primer (10 pmol/ul), 1 pl de DNA (50 ng/ul) e 1 ul de dimetilsulfoxido (DMSO) a
5%. Foi feita uma desnaturacdo inicial a 94 °C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos a 95
°C por 15 segundos, 58 °C por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto e 30 segundos. A
extensdo final foi efetuada a 72 °C por 10 minutos.
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ETTS1 ETTS2
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Figura 7. Representacdo esquematica da regido ITS. Adaptado de Kane e Rollinson, 1994

3.3.2.2. Amplificagédo do gene para citocromo oxidase ¢ (COIl)

Para amplificar o gene para a citocromo oxidase ¢ usaram-se primers especificos
para B. globosus, Bg-COI fwd S>’TAGAAATTAGGAACTTCTGTTC3’ e Bg-COIl Rvs
5’"GCAATAAATTATAGCAGC3’, com um fragmento esperado de 820 pb. As amostras
foram amplificadas num volume de 10 pl, consistindo em 5yl de master mix (2X,
NZytech), 0.5ul de cada primer (10 pmol/ pl) € 1ul de DNA (50 ng/ ul). O perfil térmico
utilizado foi: desnaturacdo a 94 °C durante 5 minutos, seguido de 45 ciclos de 94 °C
durante 30 segundos, 60 °C por 30 segundos, seguindo da extensdo final a 72 °C durante

10 minutos.

3.3.3. Detecao e caracterizacdo molecular de infecdo por S. haematobium em

Bulinus.
3.3.3.1. Amplificagéo de regido repetitiva Dral

A detecdo inicial do parasita S. haematobium no molusco foi efetuada por
amplificacdo por PCR de uma regido repetitiva, usando primers Dral Fwd
5'GATCTCACCTATCAGACGAAACS e Dra2 Rvs
5TCACAACGATACGACCAAC3' (Hamburger et al., 2001). A amplificagcdo foi
efetuada num volume total de 20 pl, numa solugdo contendo 2 pl de PCR buffer 10x
(Canvax), 2 ul de MgCl, (25 mM), 2 ul de dNTPs (8 mM, Canvax), 1 ul de cada primer
(10 pmol/ul) e 0.2 ul de Horse-Power-Taq DNA polymerase (5U/ul, Canvax) e 2 ul de
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DNA (50 ng/ ul). O perfil térmico foi como descrito por Hamburger et al. (2001) e
otimizado para os reagentes e termociclador utilizado e as amostras estudadas. Foi feito
1 ciclo de desnaturacdo a 94 °C durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos a 95 °C por 1
minuto, 55 °C por 1 minuto e 72 ° C por 30 segundos, com uma extensao final a 72° C

por 10 minutos.

3.3.3.2. PCR Multiplex de COI

Para identificar a espécie do parasita, amplificou-se por PCR multiplex a regido
COIl em todas as amostras positivas para PCR de Dral. Neste PCR multiplex usou-se um
primer forward universal e dois primers reversos que geram fragmentos de tamanhos
diferentes e especificos para S. haematobium e S. bovis (Webster et al., 2010), tendo sido
desenhado e utilizado neste trabalho um novo primer para amplificacdo de um fragmento
especifico para S. mattheii (Tabela 2). O novo primer foi escolhido a partir de um
alinhamento das sequéncias de Schistosoma spp. disponiveis para este gene. As reagdes
ocorreram num volume de 10 pl, consistindo em 5ul de master mix (2X, NZytech), 0.5ul
de cada primer (10 pmol/ul) e 1ul de DNA (50 ng/ pl). O perfil de amplificacao foi: 95
°C por 5 min, seguido de 40 ciclos a 95 °C durante 30 s, 61 °C durante 30 se 72 °C
durante 1 min, com uma extenséo final a 72 °C durante 10 min. Como controlo positivo
utilizou-se DNA de S. haematobium. N&o havendo no laboratério DNA das outras duas
espécies (S. bovis e S. mattheei), amplificou-se a regido correspondente de uma amostra
de S. haematobium com um primer composto pela sequéncia do primer da espécie
desejada, com a sequéncia da regido 3’ para S. haematobium e uma ancora GC na regido
5’: Sh.Rc e Smt.Rc. Os fragmentos gerados foram usados como DNA padrdo para

amplificacdo de controlos positivos para cada espécie.

30



Capitulo 3 - Materiais e métodos

Tabela 2. Primers utilizados para amplificacdo de Multiplex PCR de COI e de controlos

positivos.
Tamanho do
Nome Sequéncia 5° - 3’ fragmento

Shbh.F TTTTTTGGTCATCCTGAGGTGTAT

Sh.R TGATAATCAATGACCCTGCAATAA 543 pb

Sb.R CACAGGATCAGACAAACGAGTACC 306 pb

Sm.R* AACAAACCAAGTGTCATGAAAC 400 pb
cccgggCACAGGATCAGACAAACGAGTACC Cacatctttta

Sb.Rc* 306 pb
agcatatataatc
cccgggAACAAACCAAGTGTCATGAAACaatatatctaatg

Smt.Rc* 400 pb
aagaagc

* Novo primer desenvolvido no ambito deste trabalho.

3.3.3.3. Desenvolvimento e aplicacdo de nested-PCR Multiplex de COI

Para aumentar a sensibilidade do PCR multiplex amplificou-se uma regido maior
de COI numa primeira reacdo de nested-PCR multiplex. Foram desenhados quatro
primers (Tabela 3), localizados em regides conservadas em Bulinus sp. e identificadas
num alinhamento de todas as sequéncias disponiveis, para escolher a melhor combinacao
em PCR.

Na primeira reacdo, os primers nsh.F2 e nsh.R2, nsh.F2 e snh.R1 foram utilizados
como primers externos, enquanto que, na segunda reacdo (PCR multiplex, ver 3.3.3.2),
utilizou-se 1 pul do produto amplificado da primeira reagdo e diluido 1:10. Os reagentes e

o perfil térmico da primeira reacdo foi efetuado como esta descrito em 3.3.2.2.
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Tabela 3. Primers utilizados para amplificacdo de Nested PCR de Multiplex de COI

Nome Sequéncia 5° - 3’ Tamanho do fragmento
nSh.F2 gagttgAGTTTATACTATGGTTGTGG

nSh.R2 ctccttaACACTTTAATTCAATAATATTC 1000 pb

nSh.F1 CCTATGGGTGGKGGTGATCC

nSh.R1 ggcaaACCATGAATACCTAAATAATGC 950 pb

3.4. Electroforese

Apdbs amplificacdo, todos os produtos de PCR foram submetidos a electroforese
num gel de agarose a 1.5% (m/v). A migracdo ocorreu a 120 V por pelo menos 30
minutos. De seguida, o gel foi corado com Brometo de etidio durante 5 minutos,

visualizado no transluminador ultravioleta (Alpha Innotech) e fotografado.

3.5. Sequenciagdo de DNA

Alguns produtos de PCR (COl e ITS) de parasita e molusco foram sequenciados
utilizando os mesmos primers que tinham sido utilizados para PCR na empresa STAB

VIDA - Inv. e Serv. Ciéncias Bioldgicas, Lda, Portugal (www.stabvida.com).

3.6. Analise de sequéncia e filogenia

As sequéncias nucleotidicas obtidas foram verificadas e editadas no programa
Chromas 2.6.5 (Technelysium), e, se necessario, sequéncias consenso foram obtidas no
programa BioEdit versdo 7.2 (Hall A. Thomas, 1999). Sequéncias homdlogas da mesma
especie, ou espécies relacionadas e depositadas na base de dados NCBI (National Center
for Biotechnology Information) “Genbank, foram obtidas utilizando a ferramenta online
“Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST), disponivel em NCBI (National Centre
for Biotechnology; www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). As sequéncias foram alinhadas
usando o algoritmo ClustalW no programa BioEdit versdo 7.2 (Hall A. Thomas, 1999).
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A analise filogenética foi realizada no programa MEGA X (Kumar et al., 2018).
Inicialmente, selecionou-se 0 modelo de mutagcdo mais apropriado, que foi usado para
produzir arvores por Neighbor-Joining (Saitou e Nei, 1987) e por méaxima
verosimilhanca. Redes filogenéticas foram geradas, para alinhamentos de sequéncias com
bases ambiguas ou heterozigéticas, no programa SplitsTree4 versdo 4.14.6, utilizando o
algoritmo NeighborNet e as distancias calculadas através do modelo Kimura-2-

parameter.

3.7. Analise estatistica

Foi utilizado o programa estatistico EpiTools para calcular prevaléncia de infecéo
nas duas regides do corpo do caracol, cefalopodal e hepatopancreas. Os dados foram
analisados com o teste de Wilson, com um valor de intervalo de confianca de 95 %. O

valor de especificidade foi de 99 %.
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4. Resultados

4.1. Extracao de DNA

De um total de 105 caracdis, divididos em regides cefalopodal e hepatopancreas,
obteve-se DNA, confirmado por eletroforese em gel de agarose e quantificado por
espectrofotometro (NanoDrop ND-1000). As concentragdes de DNA obtidas variaram
entre as duas populagdes, sendo que da regido cefalopodal se obtiveram valores maximos,

minimos e medias mais altos em relacdo a regido hepatopancreas (Tabela 4).

Tabela 4. Valores de concentragdo de DNA

Valor Valor
Minimo Maximo Média
Local da NUumero da [DNA] [DNA] [DNA]
Colheita Regido do caracol amostra ng/ul ng/ul ng/ul
Rio Cefalopodal 50 40.7 813.6 243.64
Mutxora Hepatopancreas 50 11.3 695.2 213
Lagoa- Cefalopodal 55 57.8 1785.7 768.54
Barragem Hepatopancreas 55 39.3 1172.1 385.53

4.2. Caracterizacdo molecular de Bulinus sp

4.2.1. Amplificagdo de ITS

Ao todo, foram analisadas 210 amostras de DNA de 105 caracéis do género
Bulinus, divididos em regido cefalopodal e hepatopancreas, para confirmacdo da
qualidade do DNA obtido. Obteve-se produtos de amplificacdo para a regido ITS a partir
de todas as amostras, tendo-se obtido, num total de 210 amostras, amplificacdo do
fragmento esperado de 1200 pb (Figura 8) em apenas 202. Sessenta amostras
apresentaram duas bandas (Figura 8), sendo 24 da regido cefalopodal e 36 de
hepatopancreas. Foram utilizados trés tipos de controlos, nomeadamente, DNA do
caracol ndo parasitado, DNA do parasita ndo parasitado (col6nia laboratorial) e mistura

de DNA de parasita em DNA de caracol para otimizacao da técnica.
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Figura 8. Produto da amplificacdo da regido ITS do rDNA em gel de agarose a 1.5%.
M- Marcador molecular; 1-11: amostras A201 - A210; Cp —controlo positivo (DNA
caracol); CN — controlo negativo

4.2.2. Amplificagédo do gene COI da regido DNA mitocondrial

A amplificacdo de COI por PCR produziu um Unico fragmento com o tamanho
esperado de aproximadamente 820 pares de bases em todas as 210 amostras (Figura 9 e
Quadro 1 Anexo). Utilizou-se DNA do parasita, DNA do caracol ndo parasitado (colonia
laboratorial) e mistura de DNA do parasita em DNA de caracol como controlos na

otimizacdo da técnica.
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Figura 9. Amplificacéo de produto de PCR em gel de agarose a 1.5% do gene COI. M-
Marcador; 1 - 13 — amostras A198 — A210 C — controlo positivo (DNA do parasita); N —

controle negativo

4.2.3. Andlise filogenética de Bulinus sp

Sequenciou-se, para confirmagdo do produto amplificado e identificacdo e
caracterizacdo das duas populacdes de caracdis, os produtos de ITS de quatro amostras
(Al e A3 dorio Mutxora e A101 e A102 da Lagoa-Barragem) da regido cefalopodal e de
COl de 19 amostras, dos quais 14 amostras eram da regido cefalopodal (Mutxora-Gurue:
Al, A2, A3, A4, A5, A10 e All; Lagoa-Barragem: A102, A104, A111, Al122, Al124,
A201 e A203) e cinco da regido hepatopancreas (A120, A170, A180, A196, A202, todas
de Lagoa-Barragem). Em pesquisa por BLAST, as sequéncias mais proximas, para 0S
dois marcadores, foram do género Bulinus. Para o marcador ITS a sequéncia mais
préxima foi a que tinha como cddigo de acesso AM921985.1, com valor de identificacdo
a 100% e valor de cobertura de consulta de 100%. Para o marcador COI as sequéncias
mais semelhantes tinham os codigos de acessos AM921823.1 e AM921820.1, com valor
de identificacdo de 99% e de cobertura de consulta foi de 99%. Todas as sequéncias
homologas do género Bulinus disponiveis na base de dados GenBank obtidas por BLAST
foram comparadas e alinhadas com as obtidas neste trabalho no programa Bioedit. A
histdria evolutiva foi inferida usando o algoritmo de Neighbor-Joining, tendo como base
as distancias genéticas calculadas pelo modelo de Tamura-Nei, considerado como o mais

a apropriado, no programa MEGAX.
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As sequéncias de ITS das amostras Al e A3, do rio Mutxora, eram indistinguiveis
entre si, mas distintas das amostras A101 e A103, da Barragem, também indistinguiveis
entre si. As sequéncias das amostras do rio Mutxora e da Barragem agruparam,
respetivamente, com sequéncias das espécies B. globosus e B. africanus (Figura 10), mas
com apoio de bootstrap bastante inferior a 85 %. A arvore produzida apresentou no geral
valores baixos de bootstrap e as sequéncias de B. globosus ndo agruparam num grupo
monofilético. As sequéncias de B. africanus agruparam com sequéncias da amostra em
estudo de Mocambique e B. globosus da Tanzania, Uganda e Quénia (Figura 10). As
sequéncias de ITS obtidas foram submetidas & base de dados Genebank, tendo os
seguintes numeros de acessos: MK275663, MK275664, MK275665 e MK275666,
respetivamente para as amostras Al, A2, A3, A4, A5, A10, All, A102, A104, Al111,
A120, A122, A124, A170, A180, A196, A201, A202, A203.

46 A1011TS cons
AM921970.1 Bulinus africanus Africa do Sul- Durban Isipingo 2007

37 | A1ITS cons|AM921985.1 Bulinus globosus Tanzania: Pemba Island 2007
55 AN921986.1 Bulinus globosus Tanzania: Pemba Island Kimbuni 2007
AM9219868.1 Bulinus globosus Tanzania: Unguja Kinyasini 2007
ED AM921979.1 Bulinus globosus Quenia: Kachetu 2007

AM921964 1 Bulinus globosus Tanzania:Iringa Ipogoro 2007

AM921962.1 Bulinus sp. Tanzania: Lake Sagara 2007

AM921984.1 Bulinus nasutus nasutus Tanzania: Pemba Island 2007

42 AM921969.1 Bulinus globosus Uganda: Moyo 2007

AM921973.1 Bulinus globosus Tanzania: Unguja Kinyasini 2007

AM921988 1 Bulinus nasutus Tanzania: Njombe Rujewa 2007

AM921990.1 Bulinus nasutus Tanzania: Kahangara 2007|AMS821989.1 Bulinus nasutus Uganda: Cawente 2007]AM921987.1 Bulinus nasutus nasutus Tanzania: Pemba Island 2007
KF989350.1 Bulinus globosus Nigeria: Oyan Dam 2013

AM921967 1 Bulinus globosus Senegal: Thiekeene Hulle 2007

KF989347 .1 Bulinus globosus Nigeria: Oyan Dam 2013

KJ157508.1 Bulinus globosus Camarces Yagoua 2014

KJ157507.1 Bulinus globosus Camaroes: Ouroudoukoudje 2014
KJ157505.1 Bulinus globosus Camaroes: Bessoum 2014

KJ157506.1 Bulinus globosus Camaroes: Kaprissi 2014

Ll

Figura 10. Arvore filogenética produzida a partir de sequéncias de ITS do género Bulinus.
Usou-se o algoritmo de Neighbor Joining com as distancias calculadas usando o modelo
Tamura-Nei no programa MEGA X. Bootstrap com 1000 réplicas, sendo considerados

significativos apenas os valores acima de 85 %.

As sequéncias de COI obtidas de moluscos do rio Mutxora eram indistinguiveis,
assim como as dos moluscos da Barragem, mas diferiam entre os dois locais de origem.
Na analise filogenética, estas sequéncias agruparam uma com a outra com valores altos

de boostrap, e com sequéncias da espécie B. globosus, com um valor de apoio de bootstrap
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de 97% (Figura 11). Mais especificamente, as amostras estudadas agruparam com
amostras da Tanzénia, ilha de Pemba, suportado por um valor de bootstrap de 99%, e num
grupo maior que também inclui amostras da Africa do Sul, suportado por um valor de
bootstrap de 99%. Nesta arvore, B. africanus agrupa num clado separado das outras
espécies de Bulinus nomeadamente Bulinus sp, Bulinus nasutus e B. globosus. As
sequéncias de COI foram submetidas a base de dados Genebank, tendo os seguintes

numeros de acessos: MK293602-20, respetivamente para as amostras.

A111 Barragem Mocambique 2016

A1 Mutxora Mocambique 2016

AM921823.1 Bulinus globosus Tanzania Pemba Island 2006

0 AM921820.1 Bulinus globosus Tanzania Pemba Island Mtangani 2008
AM286290.2 Bulinus globosus South Africa Pietermaritzburg 2006

AM286289.2 Bulinus globosus South Africa:Pietermaritzburg 2006

88 AN921827.1 Bulinus globesus Tanzania:Pemba Island Ngwachani 2007

90 | AM286285.2 Bulinus globosus Kenya:Kisumu Tiengre stream 2006

AN286284.2 Bulinus globosus Kenya:Kisumu Tiengre stream 2006

o0 AM286286.2 Bulinus globosus Kenya:Kisumu Kandaria Dam 2008

AM286288 2 Bulinus globosus Tanzania: Iringa 2006

AM286287 2 Bulinus globosus Tanzania: Lugufu 2006

AM921821.1 Bulinus globosus Tanzania:lringa 2007

AM921851.1 Bulinus globosus Uganda: Moye 2007

AM921843.1 Bulinus globosus Uganda Moyo 2007

100 ' AM286291.2 Bulinus globosus Uganda: Moyo 2006

100 | AM921850.1 Bulinus globosus Kenya: Mwamduli 2007

AMI21847 1 Bulinus globosus Kenya:Kachetu 2007

AM921844.1 Bulinus globosus Kenya:Kinango 2007

AM921839.1 Bulinus globosus Tanzania: Ungunja Kinyasini 2007

100 ' AM286292.2 Bulinus globosus Tanzania.Zanzibar Kinyasini 2006

98 - AM286294.2 Bulinus globosus Niger: Tondia 2006

AM921808.1 Bulinus globosus Senegal: Thiekeene Hulle 2007

AM286293.2 Bulinus globosus Burkina Faso: Mogtedo barrage 2008

AM286296 2 Bulinus africanus South Africa: Durban Isipingo 2006

100 AN286295 2 Bulinus africanus South Africa: Durban Isipingo 2006

AM286298.2 Bulinus sp. Tanzania: Lake Sagara 2006

100 AM286297.2 Bulinus sp. Kenya Kisumu ADC farm 2006

AM921809.1 Bulinus nasutus nasutus Tanzania: Pemba Island Vitonguji 2007

AM921846.1 Bulinus nasutus nasutus Kenya: Nimbodze 2007

A921849 1 Bulinus nasutus nasutus Kenia- Bovo 2007

AM21831.1 Bulinus nasutus nasutus Tanzania: Mafia Island 2007

AM921811.1 Bulinus nasutus nasutus Tanzania- Pemba Island 2007

AM286299.2 Bulinus nasutus nasutus Tanzania: Zanzibar Muyuni 2006

AM921812.1 Bulinus nasutus nasutus Tanzania: Pemba Island 2007

AM286300.2 Bulinus nasutus Tanzania: Ihayabuyaga 2006
AM921815.1 Bulinus nasutus productus Uganda: Cawente 2007
100 AM286302.2 Bulinus nasutus productus Tanzania: Kahangara 2006|AM286301.2 Bulinus nasutus productus Tanzania-lhayabuyaga 2006
AM921833 .1 Bulinus nasutus productus Tanzania: Njombe Rujewa 2007

AN286318 2 Bulinus wrighti Oman 2006
ANM921835.1 Bulinus natalensis South Africa: Lake Sibaya 2007

100 AN286303.2 Bulinus cernicus Mauritius: Mont Oreb 2006
{r AM921818.1 Bulinus barthi Tanzania: Pemba Island Kangagani 2007
100 AM921814.1 Bulinus barthi Tanzania: Mafia Island Kanga Swamp 2007
97 AM286308 2 Bulinus forskalii Niger- Satoni 2008
94 AM286310.4 Bulinus forskalii Burkina Faso: Mogtedo barrage 2008
4‘ 97 é AM286309 2 Bulinus camerunensis Cameroon: Kotto Lake Baromb 2006
AM286307 .2 Bulinus forskalii Senegal: Dakar 2006

98 4|:AM286305.2 Bulinus forskalii Sao Tome and principe: Sac Tome sao Tome City 2006
ANM286306.2 Bulinus forskali Angola: Quifangondo 2006

99

AM921819.1 Bulinus sp Uganda: Cawente 2007
EF433576.1 Biomphalaria tenagophila
E MG431963.1 Biomphalaria sudanica Kenia:Car-wash 2017
100 EF012176 1 Planorbula armigera Mexico 2006

0.020

Figura 11. Arvore filogenética produzida a partir de sequéncias de COIl para o género

Bulinus. Usou-se o algoritmo de Neighbor Joining com as distancias calculadas usando o
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modelo Tamura-Nei no programa MEGA X. Bootstrap com 1000 réplicas, e mostrando
apenas os valores acima de 85 %. Biomphalaria sudanica, Biomphalara tenagophila e

Planorbula armigela foram usadas grupo externo para estimar a raiz do género Bulinus.
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4.3. Detecdo e caracterizagdo molecular de infecdo por S. haematobium em
Bulinus.

4.3.1. Amplificacao de regido repetitiva Dral

A sensibilidade da amplificacdo da regido repetitiva Dral de S. haematobium foi
de 89% no total (18/ nUmero testadas), calculada através de trés réplicas de PCR, sendo
que num total de 18 amostras, 15 amostras foram positivas nas trés réplicas e trés apenas
numa. A sensibilidade por regido foi de 85% e 100%, respetivamente, para amostras da
regido cefalopodal e hepatopancreas.

Obteve-se amplificacdo do fragmento esperado de aproximadamente 121 pb em
18 amostras, todas apenas de Lagoa-Barragem (Figura 12). Destas, 14 eram da regido
cefalopodal e quatro de hepatopancreas, o que corresponde a uma taxa de infecdo de 7.7
% e 1.96 %, respetivamente. Nos diferentes grupos de cinco caracdis ndo se detetou
amplificagdo na regido cefalopodal e hepatopancreas simultaneamente no mesmo
molusco, havendo, portanto, detecdo de parasita ou numa regido ou noutra. Dos cinco
moluscos que tinham libertado cercarias, em apenas dois se obteve amplificacdo de DNA
parasitario (40 %).

Assim, a prevaléncia de infecdo registada em Mutxora foi de 0%, e Lagoa-
Barragem por regiéo do corpo do caracol foi de 28 % (1C 95 % 17 a 41 %) e 8 % (IC 95%
3 a18 %), respetivamente, para amostras da regido cefalopodal e hepatopéancreas. O total
de prevaléncia de infecdo em Lagoa-Barragem sera, entéo, de 36%. Utilizou-se os valores

de sensibilidade do método, acima mencionado, para este calculo de prevaléncia.

7 8 9 (11121314 1516 17 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 293031 3233 34 35 36 37 38 3040 414243 4445C1 C2 NI N2

121pb

Figura 12. Produto de amplificagdo de PCR em gel de agarose a 1.5% do gene Dral.
Marcador - M; 1-45: Amostras A111 -A154; Controlos positivos - C1 (DNA do parasita)
e C2 (mistura do DNA do parasita e DNA do caracol); Controlos negativos; N1 - (DNA

caracol) e N2 - (agua).
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4.3.2. PCR Multiplex de COI

Os controlos artificiais criados para S. matthei e para S. bovis, amplificaram
bandas especificas e tendo-se obtidos tamanho de fragmentos esperado 450 pb e 300 pb,
respetivamente (figura 13). O mesmo utilizou —se na identificacdo das amostras em
estudo para PCR multiplex e nested PCR multiplex.

Foram analisadas 28 amostras de DNA de moluscos, das quais, 18 tinham sido
positivas em PCR de Dral e 10 amostras correspondem a cincos moluscos de um grupo
que tinha libertado cercérias. Obteve-se produto de amplificacdo em 17 amostras (Figura
13). O tamanho dos fragmentos obtidos era indistinguivel da amostra controlo de S.
haematobium. Uma das amostras (A132) apresentou um produto de amplificagédo (5, na
Figura 13) semelhante ao fragmento controlo para S. mattheei. Contudo, apos repeticao
da amplificacdo, o produto obtido foi semelhante a S. haematobium. Assim, foram

selecionadas 6 amostras para sequenciamento.

4 C1 C2 C3 N M

«600pb
—_450pb
«——300pb

Figura 13. Produtos de amplificacdo de PCR multiplex de COI. Eletroforese em gel de
agarose a 1.5%. M- Marcador molecular 1000pb (M); 1-14: Amostras A104, A111, A120,
Al122, A132, Al34, A135, A141, Al143, A155, A170, A184, A205 e A207. Controlos

positivos: C1 - S. haematobium; C2 - S. bovis e C3 - S. mattheei. N: controlo negativo.
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4.3.3. Nested PCR multiplex de COI

Desenvolveu-se esta técnica com objetivo de tentar aumentar a sensibilidade da
técnica de PCR multiplex de COI para se poder confirmar a espécie das amostras que
deram negativas para o multiplex, mas positivas para o marcador Dral.

Para o desenvolvimento da amplificagdo em nested-PCR multiplex de COI
testaram-se primers para amplificacdo de uma regido de COI que incluisse a regido
amplificada por PCR multiplex. Inicialmente testou-se duas combinaces de primers:
nsh.F1 + nsh.R1, nsh.F2 + nsh.R2, para amplificar produtos esperados de 650 pb e 1010
pb. Algumas amostras ndo amplificaram e outras produziram vérias bandas néo
especificas (Figura 14). Testou-se de seguida a combinacdo nsh.F2 e nsh.R1. As
combinagbes nsh.F2 + nsh.R2, nsh.F2 + nsh.R1 produziram bandas especificas e Unicas
(Figura 15).

Foram analisadas as mesmas 28 amostras que para multiplex, e obteve-se
amplificacdo em 14 amostras, dos quais 11 amostras eram da regido cefalopodal (A111,
Al122, Al34, Al135, Al4l, A143, A145, A152, Al54, Al84 e A207) e trés de
hepatopancreas (A120, A170 e A206) (Figura 16).

A e 5 55 GRS G0 S (S
MICN2CN3CN4CNS5C N6CN7CN8CN9ICNIWCNIUCNIZC NM

1000pb

300pb

FIR1 FIR2 F2R2 F2R1 FIR1 FIR2 F2R2 F2R1 FIR1 FIR2 F2R2 F2RI

Figura 14. Otimizacdo de PCR do marcador COI do parasita. Eletroforese em gel de
agarose a 1.5%. M - Marcador; 1 - 12 correspondem a amostra A10; C — Controlo positivo

(parasita) e N - Controlo negativo.
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T D U bt Do oS Wit Ut bl KGR Wk & il LR MG & i s X iy )

Figura 15. Produto de amplificacdo de PCR COI do parasita, com primers nsh.F2 e
nsh.R2. Eletroforese em gel de agarose a 1.5%. M - Marcador. 1-28: Amostras A102,
A104, A111, A120, A122, A124, A132, A134, A135, Al41, Al43, Al45, A152, A155,
A170, A180, A184, A196, A201, A205, A206, A208, A209, A210; C — Controlo positivo
e N — Controlo negativo.

M 12 34 5 67 8 9 1011 121314 1516 1718 19 20 21 22 23 24 25 2627 28 NCl C2 C3 Cc4 C5

Figura 16. Nested PCR multiplex de COIl. Visualizacdo do gel de agarose a 1.5%. M —
Marcador. 1-28: Amostras A102, A104, A111, A120, A122, A124, A132, A134, A135,
Al141, A145, A152, A155, A170, A180, A184, A196, A201, A202, A203, A204, A205,
A206, A207, A208, A209 e A210. N - controlo negativo. Controlos positivos: C1 - S.
haematobium diluido 1:100; C2 - S. matheei, S. bovis e S. haematobium; C3 - S.

haematobium; C4 - S. matheei e C5 - S. bovis.
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4.3.4. Andlise filogenética de S. haematobium

Foram sequenciadas quatro amostras, das quais trés eram da regido cefalopodal
(A135, Al41 e A207) e uma (A170) de hepatopancreas, de diferentes caracois. Estas
sequéncias foram submetidas ao GenBank, com o0s codigos MK293621-4,
respetivamente, para A135, A141, A170 e A207.

Na arvore filogenética construida a partir das sequéncias de COI para parasita do
género Schistosoma, usando o algoritmo Neighbor —Joining, com modelo mais
apropriado para os dados, Tamura-Nei, as sequéncias obtidas neste trabalho agruparam
com outras sequéncias da espécie S. haematobium, com um valor alto de bootstrap (99%).
O genodtipo da amostra A141 é comum a Varias outras amostras de diferentes paises
africanos e incluindo uma sequéncia de hibrido S. haematobium x S. bovis da Corsega,
enguanto que as amostras A135 e A170 apresentam polimorfismos (Figura 17 e 18). Os

valores de bootstrap dentro do grupo S. haematobium sdo baixos (<80%).
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APO17708.1 S. curassoni Senega: Dakar 2013)A0519516 1 S curassoni Senegal Sintiou Malem 2003
KT354656 1 5. haematobium x S. bowis Franca: Corsega 2015
KT354657 1 5. haematobium x S. bowis Franca: Corsega 2015
KT354658 1 5. haematobium x S. bovis Franca: Corsega 2015
— KT354662 1 5. haematobium x S bovis Franca Corsega 2015
— FJBSTI60.1 5. bovis Quenia: Nyabera Swamp Kisumu 2009
AJ519521 1S bovis Senegal:St Louis 2003
% AJ519523.1 8. quineensis Camaroes Edea 2003
l AJ518522.1 S. guineensis Camaroes:Edea 2003

® L AI519517.1 5. guincensis Sae Tome Principe: San Antorio 2003

AY157207 1S leiperi Africa do Sul 2003
£|' FJBO7158 1 S. kisumuensis Quenia Nyabera Swamp Kisumu 2008
FJ897157 1 Schistosoma sp. F.J897159.1 S. kisumuensis Quenia: Nyabera Swamp Kisumu 2009
a2 r AJ5195191 S intercalatum Congo Kinshasa 2003
% 'AJ5195151 S. infercalatum Congo Kinshasa 2003

2, GU257335 1 GU257349.1 S. haematobium Tanzania Zanzibar 2009
L GU257342.1 8. haematobium Tanzania- Zanzibar 2009

GU25T238.1 GU257334.1 GUZST3R0.1 GU2ST348.1 S. haematobium Tanzania: Zanzbar 2009./Q387399.1 S. haematobium Madagascar 20121J0387298.1 5. haematobium Mauricia 2012JQ337374.1 JO38T361.1 S. haematobium Quenia 2012
GUZST3541S Tanzania Zanzibar 2009)/0387368 1S Quenia 2012
GU2ST352 1S, haematobium Tanzania: Zenzibar 2009
GUZ5T346.1 GUZ57336.1 GU257358.1 GU25T356.1S. haematobium Tanzania: Zanzibar 20091/Q397385.1 JO337372.1 JQ38T380.1 S. haematobium Quenia 2012
GU2ST345 15 haematobium Tanzania: Zanzibar 200900082122 1 $. haematobium Tanzania: Ira Mafia 2011
JQ387379.1 5. JQ397383 1 JQIBTATAA S. haematobium Quenia 2012

JQABT9.1 5. haematobium Gambia 2012

GU2T: haematobium Tanzania: Zanzibar 2009|/Q39T368 1 S. haematobium Egipto 2012
|'leuzs 5.1'S. haematobium Tanzania: Zanzivar 2009

JQ397357.1 8. haematobium Camaroes 2012

GUST352.1S. haematobium Tanzania: Zenzibar 2009

JQ307360.1 S. haematobium Camaroes 2012

A135 Mocambique

JQ307337 1 S. haematobium Senegal 2012

GU2STI5T.1S. haematobium Tanzania: Zanziba 2008
L Q397382 1S, haematobium Quenia 2012

L J03u7376 1 . haematobium Quenia 2012

A1T0 Mocambique

JQ387361.1 5. haematobium Camaroes 2012

JQRST3TT 1 S. haematobium Quenia 2012

USET127.1 JQ3STI011 S 2012,JQ397371.1 S, Quenia 2012

GU25T344.1 GUZST340.1 S. haematobium Tanzania: Zanziba 2008
JQ3ETITS 1 5. haematobium Quenia 2012

GU257339.1 . haematosium Tanzania: Zanzbar 2008JQ082121.1 . heematobium Tanzaniz Iha Mafia 2011

JQ397359 1 8. haematobium Camaroes 2012[KT247530.1 8. haematobium x S. bovis Franca Corsega 2015

JQ39733 1 8. haematobium Senegdl 2012

GUST341.1S. haematobium Tanzania: Zenzibar 20091/Q397347.1 S. haematobium Niger 2012

- KT347543.1 S. haematobium x S. bovis Franca: Carsega 2015

- JQ207378.1 S. haematobium Quenia 2012

KT347540.1 KT247541.1 S. haematobium x S. bovis Franca: Corsega 2015

@

A141 Mocambique| S. haematobium grupo 1 (Africa do Sul, Benin, Camaroes, Congo, Gabao, Malawi, Mal, Senegal, Tanzania, Zambia)T347542 1 S. haematobium x S bowis Franca: Corsega, 2015
JQ595405 1 S_ haematobium Senegal 2012
JQ397342 1 S_ haematobium Senegal 2012
KT347544 1 8_haematobium x S. bovis Franca: Corsega 2015
JQ397356 1 S. haematobium Camaroes 2012
AJ518520.1 JQ397332 1 S. haematobium Senegal 2012
GU257350 1 S haematobium Tanzania: Zanzibar 2009

ooz

Figura 17. Arvore filogenética de COI de S. haematobium. Programa Mega X, usando o
algoritmo de Neighbor—Joining com distancias calculadas através do coeficiente de
Tamura — Nei. Teste de bootstrap com 1000 réplicas, apresentando valores acima de 85%.
“S. haematobium grupo 1”: S. haematobium: DQ157222.2 (Mali*), 2006; EU567128.1
Malawi, 2008; KY967520.1 Congo, 2017; KT354659.1 Gabdo: Ekouk,2015;
KT354661.1 Benin: Toho,2015; KT354660.1 Gabdo: Melen, 2015; GU257359.1,
GU257347.1, GU257337.1, GU257351.1 Tanzéania: Zanzibar, 2009; AY157209.1 Mali,
2002; JQ397397.1, Africa do Sul, 2012; JQ397330.1 Senegal, 2012; JQ397362.1,
Q397358.1 Camardes, 2012; JQ397344.1 Mali, 2012; JQ397341.1 Senegal, 2012;
JQ397394.1, JQ397393.1 Zambia, 2012
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10 20 30 40 50 60
B e O Y
Al135 Mocambique TGAAATAATA TATCTAATGA AGAAGCTGAT AAAGCTATAC CAGTAACACC ACCTATCGT.
Al4l MocambiqUe . ... ... ... et e e e e e e
Al170 MocambiqUe ... ... ..t et e e e e e
70 80 90 100 110 120
D S L O e T IR
Al135 Mocambique AATAAAAATA TAAAACCAAC CAATCATCAA ACTATAGGAT CTCATATACG AGACCCACA
Al4l MocambiquUe ... ....... ..t e e e C... i
Al70 Mocambique . ......... ...t e e e C... .
130 140 150 160 170 180
e e e e I
Al135 Mocambique CTTTTAAGCA TATATAATCA AGAAAAAACC TTTATACCTG TAGGAATCCC TATAATCAT.
Al4l MocambiqUe .. ... .. ... et e i e e e
Al170 MocambiqUe .. ... ...t et i e e e
190 200 210 220 230 240
T O T O S e O L T IR
Al135 Mocambique GTCACTGAAC TAAAAAATAT AGCAGTCAAA TAATCTAAAC CAACCATAAA CATATGATG
Al4l MocambiqUe .. ... ...t it et et e e
Al70 MocambiqUe .. ... ...t it e e e e
250 260 270 280 290 300

e .. P R IR I I S - S I
Al135 Mocambique GCTCAAACTA CACTTCCTAA GCAAACTATC GAAGCCATAG CACAAATCAA TCCATAATAC
Al41l MocambiqUe .. ...ttt e et e e e e

Al70 MocambiqUe ... ... ... it e e i e e e
310 320 330 340 350 360
e T
Al135 Mocambique CCAAACGATG AATCATTATT ACTTATCCTC ATACATATAT GACTAACTAT TCCAAATCCA
Al41l MocambiqUe .. ... ... et e e e e
Al170 Mocambique ........ ot e e e e e
370 380 390 400 410 420

B I Y
Al135 Mocambique GGTAAAATTA AAACATACAC CTCTGGATGA CCAAAAAATC AAAATAAGTG CTGAAATAA
Al41l MocambiqUe .. ...ttt e et e e e e e

Al70 MocambiqUe ... ... ... it et e e e e
430 440 450
e e O
Al135 Mocambique AATGGATCAC CACCACCCAT AGGCTCAAAA AAA
Al41l Mocambique .......... ...i.i.i.ieiiin ieeaeaean
Al70 Mocambique .......... .....i.iiiin e

Figura 18. Alinhamento de sequenciacdo do produto de amplificacdo por PCR COI
mostrando as regides polimorficas.
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5.1. Discussao

A schistosomose urinéria é endémica em Mogambique, com grande impacto a
nivel de saude pablica (Phillips et al., 2018). A provincia da Zambézia é a terceira do pais
com maior taxa de prevaléncia (60.1%) (Gerito et al., 2009), tendo o distrito de Gurué
uma taxa de prevaléncia de 47.1%, de acordo com um estudo realizado por Alfredo (2016)
intitulado “Controlo pds-terapéutico da schistosomose e das parasitoses intestinais e

atualizagOes da situacdo malacoldgica nos distritos de Quelimane e Gurué”.

Em Mocambique o primeiro estudo morfologico dos moluscos hospedeiros
intermediérios de Schistosoma foi realizado por Azevedo et al. (1954), na regido sul do
pais. Este estudo sobre a biodiversidade dos caracdis, detetou a existéncia dos géneros
Lymnea, Physopsis, Bulinus, Biomphalaria, Pirgophyla e Segmentina. Desde esse estudo
até hoje ndo ha registo conhecido de outro inquérito de diversidade malacolégica no pais.
Para além disso, ndo existem dados sobre a diversidade genética de populagdes do género
Bulinus de Mocambique.

O presente estudo aprofundou os resultados do projeto de Mestrado de Célio
Alfredo (2016) que teve como um dos objectivos detectar a infeccdo por S. haematobium,
agente causador da schistosomose urinaria, em Bulinus sp, no distrito de Gurué. Em
particular, o presente estudo teve como objetivo identificar e estudar a diversidade
genética deste parasita e do seu hospedeiro intermediario, moluscos do género Bulinus,

através de métodos moleculares.

Inicialmente, amplificou-se 0 DNA de caracol através de um marcador nuclear
(ITS) e um marcador mitocondrial (COl), para verificar a qualidade do DNA extraido e
caracterizar as populacgdes de caracois. Todas as amostras amplificaram pelo menos para
um dos marcadores. Contudo, oito ndo amplificaram para ITS (duas amostras da regido
Mutxora e seis da Barragem) e cinco ndo amplificaram para COI (todas as amostras eram
daregido Mutxora). As amostras que ndo amplificaram eram da regido de hepatopancreas,
0 que pode ter sido causado pela presenca de inibidores, visto ser uma regido rica em
lipidos e residuos de digestdo. Estes resultados mostram que sera preciso cuidado com a
utilizacdo de amostras extraidas de hepatopancreas ou que incluam esta regido do corpo

do caracol, sendo que se obtém amplificacdo mais fidvel a partir de amostras de DNA
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extraido da regido cefalopodal.

As sequéncias de produtos obtido por PCR de ITS e de COI de caracéis das duas
populacdes apresentaram polimorfismos entre estas duas populac@es, mas as sequéncias
obtidas de COI foram indistinguiveis dentro da mesma populacdo. Estes dados sugerem
separagdo genética entre as duas populacdes e auséncia ou baixa migracdo. Contudo, a
amostragem era reduzida a nivel de representatividade da distribuicdo de caracois e a
nivel de nimero de sequéncias, sendo necessario estudos mais aprofundados e alargados
que incluam mais caracois da regido e mais dados genéticos para estudos populacionais.
Comparando as sequéncias obtidas de ITS e COI dos caracdis com outras sequéncias de
Bulinus sp retiradas da base de dados GenBank notou-se muitas regides polimorficas. Na
analise filogénetica observou-se valores elevados de bootstrap (<85%) para o gene COI
e valores baixos de bootstrap (>69%) para a regido ITS, mostrando assim maior robustez
dos resultados de COIl em relacdo a ITS. A combinacgdo das analises filogenéticas de ITS
e COI permitiu identificar estas popula¢des de carac6is como B. globosus e sugerem que
estdo mais proximas de populacdes da Tanzania, e seguidamente da Africa do Sul e
Quénia, sendo os resultados dos dois marcadores congruentes para valores de bootstrap
superiores a 85 %. Estes resultados sugerem movimentos migratérios de B. globosus no
Sul-Este Africano, mas o nimero reduzido de amostras e regides amostradas nao permite
obter conclusbes sobre a direcdo dessas migracdes. Neste estudo, o marcador
mitocondrial (COl) forneceu uma estimativa mais precisa da histéria evolutiva a
semelhanca de outros estudos (Kane et al., 2008), mas ao contrario de Jones et al. (2001)
em que a regido ITS mostrou ser filogenéticamente informativo ao nivel de espécies do

molusco e parasita do que gene COI.

Neste estudo foram examinados 105 caracois, dos quais cinco faziam parte de um
grupo que tinha eliminado cercérias, ndo tendo sido detetada eliminacao de cercarias nos
restantes 100. A regido cefalopodal e hepatopancreas foram estudados separadamente
para cada caracol. Efetuou-se a detec¢do do parasita Schistosoma com PCR para a regido
repetitiva Dra |, tendo-se obtido uma taxa de infeccdo mais alta (7.7 %) na regido
cefalopodal do que no hepatopancreas (1.96 %). Estes resultados sugerem que a maior
parte dos moluscos com infecdo pré-patente (infetados, mas sem libertar cercérias) tinha

uma infeccdo recente, ainda circunscrita a fase inicial de infecdo na regido cefalopodal.
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Né&o foram encontrados estudos que comparem a taxa de infecéo entre as duas regides do
corpo do caracol, mas os resultados obtidos neste trabalho sugerem que sera importante

em estudos de dindmica de transmissao da schistosomose.

Né&o foram aqui detetados caracois infetados através de métodos moleculares no
rio Mutxora, mas detetou-se uma prevaléncia de 36% na regido de Barragem. Estes
valores sdo, respetivamente mais baixos e mais altos do que os encontrados por Célio
Alfredo no seu projeto de Mestrado, que encontrou uma taxa de infecdo de caracdis
através do teste de eliminacdo de cercarias de 1.37% (0.00 — 3.26) do rio Mutxora e de
1.98% (0.06 — 3.91) para regido de Barragem, valores estes estimados estatisticamente a
partir do nimero de grupos de moluscos positivos reportados. Estes resultados de
diferentes taxas de infecdo pré-patente e patente estdo de acordo com alguns estudos em
que se usou métodos de detacdo por libertacdo de cercarias e moleculares. No estudo
realizado por Hassan et al., 2016, em que 28.28 % dos moluscos ndo eliminaram
cercarias e 38.98 % foram positivas para triagem de PCR, no estudo realizado nas
barragens de Erinle e Eko-Ende em Nigéria. Houve uma diferenca estatisticamente
significativa no estado de infecciosidade determinado pela eliminacédo de cercérias e pela
técnica de PCR (p = 0,05). Observagfes semelhantes foram descritas por Allan et al.
(2013) e Hamburger et al. (2004), ao observar que niveis de infec¢do detectados por PCR
usando PCR de Dra | foram consistentemente mais altos (40 a 100%) nos moluscos que

nao eliminaram cercérias.

No caso em que a taxa de infeccdo patente é inferior a pré-patente, como foi aqui
encontrado para Barragem, pode ser explicada por os caracois terem altos niveis de
exposicéo ao parasita, mas essas infecgdes muitas vezes ndo evoluirem para a paténcia.
Isso pode ser devido a incompatibilidade de determinadas combinac@es de hospedeiro e
parasita, a longevidade dos moluscos ou a uma combinacdo desses efeitos (Allan et al.,
2013). Contudo, ndo sera de excluir a possibilidade de que esta populacdo de caracois
tenha sofrido uma exposic¢do ao parasita mais intensa recentemente. Por outro lado, no
caso em que a taxa de infecdo pré-patente foi inferior & patente (rio Mutxora) poderé ser
devido a ter havido um periodo de infecdo ha mais tempo, mas que foi interrompido e
ndo haver infecdes recentes. Neste trabalho ndo foi possivel testar os grupos positivos

para libertacdo de cercarias no rio Mutxora para confirmar a espécie de treméatode
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infetante, pelo que ha ainda a possibilidade de os moluscos estarem infetados com

trematodes de uma espécie ndo detetada pelos métodos moleculares aqui usados.

Apenas se detetou DNA do parasita ou na regido cefalopodal ou no
hepatopancreas, o que tem implicacdes a nivel de detecdo molecular de infecdo. Apesar
de mais baixa do que na regido cefalopodal, a taxa de infecdo detetada s6 em
hepatopéncreas corresponde a cerca de 11 % da taxa de infecéo total (11% para um total
de 36%). Assim, e apesar da regido de hepatopancreas ser de maior dificuldade de
amplificacdo, possivelmente devido a presenca de inibidores (como discutido acima),
sera de recomendar que, para identificacdo de todas as infecdes pré-patentes, devera ser
incluida a regido de hepatopancreas na analise. Esta regido podera ser incluida em
conjunto ou separadamente da regido cefalopodal, dependo do objetivo do estudo,
respetivamente, se s a taxa de infecdo geral ou se também o estadio de infecdo no

caracol.

Em relacdo a taxa de positividade entre as duas populacdes de caracois verificou-
-se gque a populacdo de moluscos da regido da Barragem tinha uma taxa de infecdo mais
alta do que no rio Mutxora. Assim, serd necessario adotar medidas de controlo mais
intensivas a nivel da comunidade que vive ao redor ou faz uso da Barragem tais como:
vigilancia epidemioldgica, sensibililizacdo da populacdo para ndo tomar banho, lavar
roupas, beber &gua, pescar ou utilizar a &gua para suas actividades agricolas, pelo menos

nas horas de maior calor e luminosidade.

Uma desvantagem de usar a regido repetitiva Dra | como marcador € de que o
produto de PCR é muito pequeno e ndo permite identificar com certeza a espécie de
parasita dentro das espécies proximas de S. haematobium, particularmente em &reas co-
endémicas com parasitas ndo humanos. Assim, para identificar a espécie do parasita
Schistosoma, agente causador da schistosomose urinaria foi utilizado um método de PCR
multiplex de COI, em PCR unico (Webster et al., 2010) e em nested PCR desenvolvido
no ambito deste projeto. De acordo com os resultados obtidos, comparando o tamanho
dos produtos obtidos para as amostras com o0s controlos para S. haematobium e 0s
controlos artificiais de S. bovis e S. matthei, observou-se que o parasita pertence a espécie

S. haematobium.
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Em relacdo a sensibilidade das trés técnicas na detecdo da infecdo do caracol por
S. haematobium, o PCR da regi&o Dra I, PCR multiplex e nested PCR, constatou-se que
0 primeiro mostrou ser mais sensivel que os outros dois métodos. Segundo Hamburger et
al. (2001, 2004) a regido repetitiva Dra | € uma ferramenta Gtil para identificar areas de
transmissao e infecgBes pré-patentes nos caracdis. Contudo, serd recomendavel que a
identificacdo do parasita infetante seja confirmada por outro método, principalmente em
regides co-endémicas com outros parasitas zoonoticos, ou onde se desconhece a espécie

predominante.

Através de sequenciacdo de COIl do parasita detetaram-se polimorfismos na
populacdo, num total de trés haplétipos, e confirmaram a identificagdo como S.
haematobium, em alinhamento e analise filogenética. Um dos haplotipos € indistinguivel
de uma sequéncia bastante comum em diferentes regides africanas desde o Este ao Oeste,
incluindo na Africa do Sul e hibridos de S. haematobium x S. bovis da Cérsega, indicando
uma grande dispersdo desta linhagem mitocondrial do parasita. Os dois haplétipos
poderdo ter tido origem por mutacdo na populacdo em estudo ou ter sido introduzidos por
migracao de outras regides. Para se avaliar a taxa de migracdo dever-se-ia analisar mais

marcadores (por exemplo microssatélites) e um maior nimero de caracais.

Em concluséo, neste trabalho determinou-se que os moluscos colhidos nas duas
populacdes de Gurué, Barrragem e rio Mutxora, pertencem a espécie B. globosus e o
parasita infetante a espécie S. haematobium. A regido com maior taxa de infecdo do
hospedeiro intermediario foi da Barragem, com transmissdo corrente, ao contrério do rio
Mutxora, em que parece ndo haver infecdo recente, a altura das colheitas. Estes dados
poderdo ser Uteis para informar as autoridades do governo distrital quanto a decidir quanto
a medidas de controlo e prevencgéo a nivel da comunidade de Gurue. O uso de técnicas
moleculares de detecédo e identificacdo do parasita no caracol permitiu detetar infecéo
pré-patente, estabelecer a fase de desenvolvimento do parasita, e identificar a espécie
deste. Contudo, a técnica de PCR de Dral serd mais Util detecdo com maior sensibilidade
do parasita, no contexto de inquéritos epidemiolégicos. Contudo, para identificacdo do
parasita em circulacdo no hospedeiro intermediario, particularmente em relacdo a

espécies zoonoticas proximas em situacdes de co-endemicidade, devera ser utilizado o
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PCR multiplex de COl. Identificou-se diversidade genética tanto a nivel da populacéo de
caracOis como de parasitas, dentro da populacdo de Gurué e em rela¢do a outros paises
africanos. Os avancos na identificacdo de parasitas podem ajudar a elucidar padrdes de
transmisséo, especificidade do hospedeiro intermediario e interagdes entre parasitas

intimamente relacionados.
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Quadro 1. Colecdo de amostras de caracdis do Departamento de Helmintologia Médica do IHMT, com os respetivos resultados das analises.

Amplificacdo de DNA molusco

Detecdo de DNA de parasita

_ Liberte}gz_io _ | [NA] .
ID Habitat de cercéarias | Regido ng/ul ITS, PCR Dral PCR multiplex COI
no grupo ITS | e parda col 1o | 20 | 3 | pcr | Nested PCR [ Nested PCR
F2 R2 F2 R1
Al | Mutxora - Glrue | - Cef 1783 1 0 1 0100
A2 Mutxora - Gurue | - Cef 166.9 1 0 1 0|00
A3 Mutxora - Gurue | - Cef 59.5 1 0 1 0|00
Ad Mutxora - Gurue | - Cef 119.9 1 0 1 0(0]O0
A5 | Mutxora - Glrue | - Cef 2113 1 0 1 01010
A6 | Mutxora - Glrue | - Hep 2073 1 0 1 01010
A7 | Mutxora - Glrue | - Hep 153.9 1 0 1 0|00
A8 | Mutxora - Glrue | - Hep 2735 1 0 1 01010
A9 | Mutxora - Glrue | - Hep 1139 1 0 1 00]0
A10 | Mutxora - Glrue | - Hep 91| 1 0 1 010]0
All | Mutxora - Glrue | - Cef 8136 | 1 0 1 01010
Al12 | Mutxora - Glrue | - Cef 824 | 1 0 1 01010
A13 | Mutxora - Glrue | - Cef 385.1 1 0 1 0|00
Al4 | Mutxora - Gurue | - Cef 302 1 0 1 0[0]O0
Al5 | Mutxora - Glrue | - Cef 3203| 1 0 1 01010
Al16 | Mutxora - Gurue | - Hep 1158 | 1 1 1 010]0
Al7 | Mutxora - Gurue | - Hep 511 1 0 1 010]0
Al18 | Mutxora - Glrue | - Hep 362 | 1 0 1 0100
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A19 | Mutxora - Glrue Hep 695.2 1 1 1 0100
A20 | Mutxora - Glrue Hep 1192 | 1 0 1 010]0
A21 | Mutxora - Glrue Cef 117.4 1 0 1 0010
A22 | Mutxora - Glrue Cef 40.7 1 0 1 0]0]0
A23 | Mutxora - Glrue Cef 130.3 1 0 1 0|00
A24 | Mutxora - Gurue Cef 287.2 1 0 1 0010
A25 | Mutxora - Glrue Hep 188.7 1 0 0 01010
A26 | Mutxora - Glrue Hep 113 1 0 1 00]0
A27 | Mutxora - Glrue Hep 3375 O 0 0 010]0
A28 | Mutxora - Glrue Hep 3735| O 0 1 01010
A29 | Mutxora - Glrue Hep 141.2 1 1 0 01010
A30 | Mutxora - Glrue Cef 82.7 1 0 1 0/0/|0
A31 | Mutxora - Glrue Cef 193.1 1 0 1 0/0/|0
A32 | Mutxora - Gurue Cef 133.1 1 0 1 0010
A33 | Mutxora - Glrue Cef 185 1 0 1 0/0/|0
A34 | Mutxora - Glrue Cef 2445 1 0 1 0/0/|0
A35 | Mutxora - Gurue Cef 203.8 1 0 1 0010
A36 | Mutxora - Gurue Cef 214 1 0 1 0010
A37 | Mutxora - Glrue Cef 230.6 1 0 1 0/0/|0
A38 | Mutxora - Gurue Cef 199.9 1 0 1 0|00
A39 | Mutxora - Gurue Cef 161.4 1 0 1 0010
A40 | Mutxora - Gurue Hep 1617 | 1 0 0 010]0
A41 | Mutxora - Glrue Hep 2079 1 0 1 000
A42 | Mutxora - Glrue Hep 321 1 0 0 010]0
A43 | Mutxora - Glrue Hep 174 1 0 1 0100
A44 | Mutxora - Gurue Hep 2405 | 1 0 1 010]0
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A45 | Mutxora - Glrue Hep 2349 | 1 0 1 0100
A46 | Mutxora - Glrue Cef 5511 | 1 0 1 010]0
A47 | Mutxora - Glrue Cef 315.9 1 0 1 01010
A48 | Mutxora - Glrue Cef 425.7 1 0 1 0100
A49 | Mutxora - Glrue Cef 1911 1 0 1 010]0
A50 | Mutxora - Glrue Cef 416.2 1 0 1 0/0/|0
A51 | Mutxora - Glrue Cef 428.6 1 0 1 01010
A52 | Mutxora - Glrue Hep 325.2 1 0 1 00]0
A53 | Mutxora - Glrue Hep 3441 1 0 1 0]0]0
A54 | Mutxora - Gurue Hep 324 1 0 1 0|00
A55 | Mutxora - Glrue Hep 289.2 1 0 1 01010
A56 | Mutxora - Glrue Hep 3199 1 0 1 0]0]0
A57 | Mutxora - Glrue Cef 281.7 1 0 1 0/0/|0
A58 | Mutxora - Glrue Cef 308.3 1 0 1 01010
A59 | Mutxora - Glrue Cef 313.9 1 0 1 0|00
AB0 | Mutxora - Glrue Cef 368.7 1 0 1 0|00
A61 | Mutxora - Glrue Cef 224.6 1 0 1 01010
A62 | Mutxora - Glrue Cef 340.4 1 0 1 01010
AB3 | Mutxora - Glrue Cef 267.2 1 0 1 0/0/|0
A64 | Mutxora - Gurue Hep 258.3 1 0 1 0|00
A65 | Mutxora - Glrue Hep 2781 | 1 0 1 010]0
A66 | Mutxora - Glrue Hep 2603 1 0 1 0010
A67 | Mutxora - Glrue Hep 1774 1 0 1 01010
A68 | Mutxora - Glrue Hep 300 1 0 1 010]0
A69 | Mutxora - Glrue Hep 1984 | 1 0 1 0100
A70 | Mutxora - Glrue Hep 134 1 0 1 00]0
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A71 | Mutxora - Glrue Cef 264.2 1 0 1 0100
A72 | Mutxora - Glrue Cef 2547 | 1 0 1 01010
A73 | Mutxora - Glrue Cef 265.2 1 0 1 01010
A74 | Mutxora - Glrue Cef 168.5 1 0 1 0100
A75 | Mutxora - Glrue Cef 2154 | 1 0 1 010]0
A76 | Mutxora - Glrue Hep 1634 1 0 1 0]0]0
A77 | Mutxora - Glrue Hep 1841 1 0 1 01010
A78 | Mutxora - Glrue Hep 171 1 0 1 00]0
A79 | Mutxora - Glrue Hep 2451 1 0 1 0]0]0
A80 | Mutxora - Gurue Hep 166.6 1 0 1 0|00
A81 | Mutxora - Glrue Cef 272.1 1 0 1 01010
A82 | Mutxora - Glrue Cef 132.9 1 0 1 0/0/|0
A83 | Mutxora - Glrue Cef 95.9 1 0 1 0|00
A84 | Mutxora - Glrue Cef 103.6 1 0 1 01010
A85 | Mutxora - Glrue Cef 96.7 1 0 1 0/0/|0
A86 | Mutxora - Glrue Hep 1365 1 0 1 000
A87 | Mutxora - Glrue Hep 1275 1 1 1 01010
A88 | Mutxora - Glrue Hep 1234 1 1 1 01010
A89 | Mutxora - Glrue Hep 977 1 0 1 000
A90 | Mutxora - Gurue Hep 204.6 1 0 1 0|00
A91 | Mutxora - Glrue Cef 247.9 1 0 1 01010
A92 | Mutxora - Glrue Cef 450.8 1 0 1 0100
A93 | Mutxora - Glrue Cef 148.5 1 0 1 0/0/|0
A94 | Mutxora - Glrue Cef 256.9 1 0 1 01010
A95 | Mutxora - Glrue Cef 200 1 0 1 0/0/|0
A96 | Mutxora - Glrue Hep 1901 ] 1 0 1 00]0
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A97 | Mutxora - Gurue Hep 1472 | 1 0 1 0100

A98 | Mutxora - Gurue Hep 1486 | 1 0 1 0|0|O0

A99 | Mutxora - Glrue Hep 2128 | 1 0 1 01010

A100 | Mutxora - Glrue Hep 1638 1 0 1 0100

A101 | Lagoa -Barragem Cef 5665 | 1 0 1 01010

A102 | Lagoa -Barragem Cef 1202 1 0 1 0]0]1 0 0 0
A103 | Lagoa -Barragem Cef 395.6 1 0 1 0/0/|0

A104 | Lagoa -Barragem Cef 819.3 1 0 1 00| 1| Sh 0 0
A105 | Lagoa -Barragem Cef 660.3 1 0 1 000

A106 | Lagoa -Barragem Hep 1002.7 1 0 1 0|00

A107 | Lagoa -Barragem Hep 146.9 1 0 1 0,00

A108 | Lagoa -Barragem Hep 457.4 1 0 1 000

A109 | Lagoa -Barragem Hep 2095 | 1 0 1 0[0]0

A110 | Lagoa -Barragem Hep 299.5 1 0 1 0,00

Al11 | Lagoa -Barragem Cef 490.9 1 0 1 1]1(1] Sh 0 Sh
Al112 | Lagoa -Barragem Cef 588 1 0 1 0|00

A113 | Lagoa -Barragem Cef 702.4 1 0 1 0|00

Al14 | Lagoa -Barragem Cef 625.9 1 0 1 0/0/|0

A115 | Lagoa -Barragem Cef 253 1 0 1 0|00

Al116 | Lagoa -Barragem Hep 209.7 1 0 1 0|00

Al17 | Lagoa -Barragem Hep 265.9 1 0 1 000

Al18 | Lagoa -Barragem Hep 54.6 0 0 1 0010

Al119 | Lagoa -Barragem Hep 169 1 0 1 0|00

A120 | Lagoa -Barragem Hep 39.3 1 0 1 1111 Sh Sh

Al121 | Lagoa -Barragem Cef 483.2 1 0 1 0|00

A122 | Lagoa -Barragem Cef 672.1 1 0 1 111 (1] sh 0 Sh
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A123 | Lagoa -Barragem Cef 696.4 1 0 1 0|00

Al124 | Lagoa -Barragem Cef 687 1 0 1 111]1]| sh 0 Sh
A125 | Lagoa -Barragem Cef 714.7 1 0 1 0100

Al126 | Lagoa -Barragem Hep 362 1 0 1 0,00

A127 | Lagoa -Barragem Hep 1022 O 0 1 0[0]0

Al128 | Lagoa -Barragem Hep 51.1 0 0 1 0|00

A129 | Lagoa -Barragem Hep 87.3 0 0 1 0,00

A130 | Lagoa -Barragem Hep 1279 1 0 1 010]0

A131 | Lagoa -Barragem Cef 670.4 1 0 1 0|00

A132 | Lagoa -Barragem Cef 1001.7 1 0 1 111 (1] Sh S. bovis 0
A133 | Lagoa -Barragem Cef 716.1 1 0 1 0|00

A134 | Lagoa -Barragem Cef 57.8 1 0 1 1]1(1] sh Sh

A135 | Lagoa -Barragem Cef 1371.9 1 0 1 111 (1] Sh Sh Sh
A136 | Lagoa -Barragem Hep 80.7 1 0 1 0,00

Al137 | Lagoa -Barragem Hep 692.3 1 0 1 0|00

Al138 | Lagoa -Barragem Hep 259.7 1 0 1 0|00

A139 | Lagoa -Barragem Hep 482.2 1 0 1 0,00

A140 | Lagoa -Barragem Hep 168.9 1 0 1 0,00

Al141 | Lagoa -Barragem Cef 860.7 1 0 1 1]1 (1] sh Sh

Al142 | Lagoa -Barragem Cef 371.4 1 0 1 0(0]O0

A143 | Lagoa -Barragem Cef 982.8 1 0 1 1]1|1] sh Sh

Al144 | Lagoa -Barragem Cef 419.6 1 0 1 0l0/|0

A145 | Lagoa -Barragem Cef 408.9 1 0 1 111 (1] sh Sh

Al46 | Lagoa -Barragem Hep 421.9 1 1 1 000

Al47 | Lagoa -Barragem Hep 197.7 1 1 1 000

Al148 | Lagoa -Barragem Hep 482.2 1 1 1 0[0]0O
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Al49 | Lagoa -Barragem Hep 440.1 0 0 1 0,00
A150 | Lagoa -Barragem Hep 1433 1 0 1 0[0]0
A151 | Lagoa -Barragem Cef 598.5 1 0 1 0100
A152 | Lagoa -Barragem Cef 309.5 1 0 1 1]1(1] Sh Sh
A153 | Lagoa -Barragem Cef 951.6 1 0 1 0[0]O
A154 | Lagoa -Barragem Cef 960.6 1 0 1 0|00
A155 | Lagoa -Barragem Cef 902.9 1 0 1 110(0]| Sh Sh
A156 | Lagoa -Barragem Hep 702.5 1 1 1 0|0]O0
Al157 | Lagoa -Barragem Hep 251.2 1 1 1 0|00
A158 | Lagoa -Barragem Hep 3104 1 1 1 0,00
A159 | Lagoa -Barragem Hep 279.5 1 1 1 0,00
A160 | Lagoa -Barragem Hep 251 1 1 1 0/0/|0
A161 | Lagoa -Barragem Cef 962.5 1 1 1 0|00
A162 | Lagoa -Barragem Cef 267.9 1 0 1 0|00
A163 | Lagoa -Barragem Cef 1168.8 1 1 1 0|00
A164 | Lagoa -Barragem Cef 893.1 1 1 1 0|00
A165 | Lagoa -Barragem Cef 573.1 1 1 1 0|00
Al166 | Lagoa -Barragem Hep 340.4 1 1 1 0100
Al167 | Lagoa -Barragem Hep 244.3 1 1 1 0|00
Al168 | Lagoa -Barragem Hep 296.9 1 1 1 0,00
Al169 | Lagoa -Barragem Hep 415.1 1 1 1 000
A170 | Lagoa -Barragem Hep 147 1 1 1 171 (1] Sh Sh
A171 | Lagoa -Barragem Cef 1785.7 1 1 1 0|00
A172 | Lagoa -Barragem Cef 1118.3 1 1 1 0|00
A173 | Lagoa -Barragem Cef 1142.8 1 1 1 0|00
Al174 | Lagoa -Barragem Cef 1367 1 1 1 0|00
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A175 | Lagoa -Barragem Cef 1003.5 1 1 1 0/0/|0

Al76 | Lagoa -Barragem Hep 11171 1 1 1 0|00

Al77 | Lagoa -Barragem Hep 299 1 1 1 0,00

Al78 | Lagoa -Barragem Hep 427.8 1 1 1 0,00

A179 | Lagoa -Barragem Hep 5091 | O 0 1 0[0]0

A180 | Lagoa -Barragem Hep 8477 | 1 1 1 1111 0 0
A181 | Lagoa -Barragem Cef 299.4 1 1 1 0|00

A182 | Lagoa -Barragem Cef 513.5 1 1 1 0l0/|0

A183 | Lagoa -Barragem Cef 941.1 1 1 1 0|00

A184 | Lagoa -Barragem Cef 1063.6 1 1 1 11 1]1)| Sh Sh
A185 | Lagoa -Barragem Cef 1012.7 1 1 1 0/0/|0

Al186 | Lagoa -Barragem Hep 954.6 1 1 1 0|00

Al187 | Lagoa -Barragem Hep 592.7 1 1 1 0|00

A188 | Lagoa -Barragem Hep 171.7 1 1 1 0,00

Al189 | Lagoa -Barragem Hep 431.9 1 1 1 0|0]O0

A190 | Lagoa -Barragem Hep 75.7 1 1 1 0[0]O0

A191 | Lagoa -Barragem Cef 751.1 1 1 1 0|00

A192 | Lagoa -Barragem Cef 1309.1 1 1 1 0/0/|0

A193 | Lagoa -Barragem Cef 1355.6 1 1 1 0|01]O

A194 | Lagoa -Barragem Cef 1000 1 1 1 0(0]O0

A195 | Lagoa -Barragem Cef 1298.4 1 1 1 0|00

A196 | Lagoa -Barragem Hep 7828 | 1 1 1 1111 0 0
A197 | Lagoa -Barragem Hep 924 1 1 1 0|00

A198 | Lagoa -Barragem Hep 448.9 1 1 1 000

A199 | Lagoa -Barragem Hep 717.7 1 1 1 000

A200 | Lagoa -Barragem Hep 11721 | 1 1 1 00]0
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A201 | Lagoa -Barragem | + Cef 385.7 1 1 1 0 0 0
A202 | Lagoa -Barragem | + Hep 436.1 1 0 1 0 0 0
A203 | Lagoa -Barragem | + Cef 476.9 1 1 1 0 0 0
A204 | Lagoa -Barragem | + Hep 216.2 1 1 1 0 0 0
A205 | Lagoa -Barragem | + Cef 316.5 1 1 1 Sh 0 0
A206 | Lagoa-Barragem | + Hep 207.9 1 1 1 0 Sh 0
A207 | Lagoa -Barragem | + Cef 358.4 1 1 1 Sh 0 Sh
A208 | Lagoa -Barragem | + Hep 177.3 1 1 1 0 0
A209 | Lagoa -Barragem | + Cef 456.9 1 1 1 0

A210 | Lagoa -Barragem | + Hep 412 1 1 1 0

Legenda: Cef — cefalopodal; Hep — Hepatopéncreas; Dra I: 1°, 2°, 3°— Repeticdo da detecdo do parasita; Sh — S. haematobium; 1 — Positivo e 0 - Negativo
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Anexo 2

Tabela 5. Resumo dos principais resultados

Anexos

Positivos Negativo Positivo  Negativo  Positivos Negativos Nested
PCR PCR PCR PCR PCR PCR PCR PCR
Local da Regido do DNA Bulinus Bulinus  Bulinus  Bulinus  Schistosoma Schistosoma Multiple  Multiplex
Colheita caracol Total ITS ITS COl COl Dral Dral x COI COl
Rio Cefalopodal 50 50 0 50 0 0 50
Mutxora  Hepatopancreas 50 48 2 45 5 0 50
Lagoa-  Cefalopodal 55 55 0 55 0 14 41 15 10
Barragem  Hepatopancreas 55 49 6 55 0 4 51 2 2
Total 210 202 8 205 5 18 192 17 12
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Figura 19. Alinhamento das sequéncias de COI obtidos durante o decurso deste projeto
em relacéo as sequéncias depositadas no GenBank, em Bioedit

10 20 30 40 50 60
B O T S e O L T R
Al135 Mocambique TGAAATAATA TATCTAATGA AGAAGCTGAT AAAGCTATAC CAGTAACACC ACCTATCGT.
Al4l MocambiquUe ... ..... .. ..t i e e e
Al70 MocambiqUe .. .. ... ... et e e e e e
AJ519520.1 JQ39 ... e e e e ...Coolll
EUS567127.1 JO39 ... . i e e e e
GU257357.1 S. h ... e e e e e e
GU257350.1 S. h ... e e e e e
GU257343.1 S. h ... e e e e e e
GU257341.1 S. h ... i i e e e e
GU257355.1 S. h ... e e e e
GU257353.1 S. h ... i e e e e
GU257344.1 GU25 ... ... i e e e e
GU257339.1 S. h .......... ...... G e e e e
GU257346.1 GU25 ... .. ... i e e e e e
JQ595405.1 S. h ... ... e e e e e
JQ397361.1 S. h ... e e e e e
JO397360.1 S. D ... e e e e e
JQ397359.1 S. h ... e e e e e
JQ397357.1 S. h ... e e e e e
JQ397356.1 S. h ... e e e e e e e
JO397349.1 S. B ... e e e e e e e
JQ397342.1 S. D ... e e e e e G
JQ397339.1 S. h ... e e e e e
JO397337.1 S. R . e e e e e e
GU257352.1 S. h ... i e e e
GU257338.1 GU25 ... ... it e e e G.........
JO397382.1 S. B .. e e e e e
JO397378.1 S. R ... e e e e e
JQ397377.1 S. h .. e e e e e e
GU257354.1 S. h ... . i e e e G.........
GU257335.1 GU25 .. ... i e e e e
JQ397375.1 S. h .......... ...... Gt e e e e e
GU257342.1 S. h ... i e e e e e
JO397376.1 S. B .. e e e e e e
GU257345.1 S. h ... i e e e e e
JQ397379.1 S. T oottt e e e e e
KT347544.1 S. h ... i e e e e e
KT347540.1 KT34 ... ... ittt ittt e e e e
KT347543.1 S. h .......... ... 0 oo T e e
AP017708.1 S. C . ..iiiiin e e c..C ....... Coi e e T
FJ897158.1 S. k .......... ..C....C T..A..C ..... C.C.. it o T
FJ897157.1 Schi .......... C Cc T..A..C ..... C.C.. .. i i T
AJ519523.1 S. g ... el - C... ....... Cot e
AJ519519.1 S. i .......... c..c.c T..A..C ..... c.c P
AJ519515.1 S. i .......... c..c.c T..A..C ..... C.Ci ittt v
AJ519517.1 S. g ... .. A, ..., C... ....... Cot e e
AY157207.1 S. 1 .......... ...... G..C ... C.C.. it
AJ519522.1 S. g ... ... A, ..., C... ....... Cot e e
AJ519521.1 S. b .......... G........ ..... cC..C ....... (o} G........ C..... T
FJ897160.1 S. b .......... G........ G..... c..C ....... C.. i C..... T
KT354657.1 S. h .......... Gl e c..C ....... C G........ C..... T
KT354656.1 S. h .......... G.iiiiiie cC..C ....... (o] G........ C..... T
KT354658.1 S. h .......... G.iiiiiie c..C ....... C G........ C..... T
KT354662.1 S. h .......... Gl c..C ....... C.. i C..... T
70 80 90 100 110 120
B T o e T I
Al135 Mocambique AATAAAAATA TAAAACCAAC CAATCATCAA ACTATAGGAT CTCATATACG AGACCCACAG
Al41 MocambiqUe ... ... ...t e e e e e Covv it
Al70 MocambiquUe ... ....... ...t e e e C... ..
AJ519520.1 JQ39 . ... e e e e C... ...
EU567127.1 JQO39 ... ... i e e e C... it
GU257357.1 S. h .. ... e i e e C... ..
GU257350.1 S. h ... . i e e e C..o il
GU257343.1 S. h ... ... e e e C.oov i
GU257341.1 S. h ... ... i i e e C... ...
GU257355.1 S. h ... . i e e e e C... il
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GU257353.
GU257344.
GU257339.
GU257346.
JQ595405.
JQ397361.
JQ397360.
JQ397359.
JQ397357.
JQ397356.
JQ397349.
JQ397342.
JQ397339.
JQ397337.
GU257352.
GU257338.
JQ397382.
JQ397378.
JQ397377.
GU257354.
GU257335.
JQ397375.
GU257342.
JQ397376.
GU257345.
JQ397379.
KT347544.
KT347540.
KT347543.
AP017708.
FJ897158.
FJ897157.
AJ519523.
AJ519519.
AJ519515.
AJ519517.
AY157207.
AJ519522.
AJ519521.
FJ897160.
KT354657.
KT354656.
KT354658.
KT354662.

HEHHRRRRERRRRERHEHBHEBHERERRERRERRRERRERHEHEREBERERERRRRRERREHEREBHEERERERRERRRRERERRERR
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GU257344.
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JQ397361.
JQ397360.
JQ397359.
JQ397357.
JQ397356.
JQ397349.
JQ397342.
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HERRRRRERREREBHEBHEBERERRRRR
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TA..... T
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TA..... T

TA..... T

TA..... T

TA..... T

TA..... T

TA..... T

180

CTTTTAAGCA TATATAATCA AGAAAAAACC TTTATACCTG TAGGAATCCC TATAATCAT.
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JQ397339.1 S. h .ot e e e N
J0397337.1 S. R ottt e e A
GU257352.1 S. h  ooiiit et e e e e
GU257338.1 GU25 .. oooinis ottt e e e
J0397382.1 S. R .ottt e e B e
JO397378.1 S. R ottt e e e e
JQ397377.1 S. h  .......... ....... Gt e e
GU257354.1 S. B ovotiiitts ottt e e e e
GU257335.1 GU25 .. ooootes oottt e e e e
JQ397375.1 S. h  .......... ....... Gt e e
GU257342.1 S. h oottt e e e e
JO397376.1 S. R ottt e e B i
GU257345.1 S. h  eoooiiee ot e e e e e
JO397379.1 S. T oottt e e e e
KT347544.1 S. h oottt ot e e e
KT347540.1 KT34 ...ttt ottt e e e e
KT347543.1 S. B oottt ottt e e e
AP017708.1 S. € .......... C.iCu e .G..T T G
FJ897158.1 S. k .C........ G e A. .C..... S, c
FJ897157.1 Schi .C........ G e A. .C..... Ao il c
AJ519523.1 S. g ..A....... G G e i
AJ519519.1 S. i .C........ G Covi e A, .T..... A..A........ c
AJ519515.1 S. i C........ G..C.. i e e A. .T..... A A........ C
AJ519517.1 S. g ..A....... GG e e
AY157207.1 S. 1 ..A....... Goeei e Cove i A, .T..... Ao ... T
AJ510522.1 S. g ..A....... G G e e
AJ519521.1 S. b ..ttt e e G e
FI897160.1 S. DB . .orrrins i e G e
KT354657.1 S. h oottt ottt e e e
KT354656.1 S. R ..ottt oottt e e e
KT354658.1 S. B ooonntts ottt et e e e
KT354662.1 S. h  .oooinnnts o e G e
190 200 210 220 230 240

Al35 Mocambique GTCACTGAAC TAAAAAATAT AGCAGTCAAA TAATCTAAAC CAACCATAAA CATATGATG
Al4l MocambiqUe . ... ...t it et e e e

Al70 MocambiqUe . ... .. ... it e e e e
AJ519520.1 JQ39 ... e e e e e
EUS567127.1 JQO39 .. ... i e e e e
GU257357.1 S. h ... i e e e e
GU257350.1 S. h ... e e e e
GU257343.1 S. h ... i e e e e
GU257341.1 S. h ettt e e e e e
GU257355.1 S. h ... e e e e e e
GU257353.1 S. h ... e e e e e
GU257344.1 GU25 ... .. .. i e e e e
GU257339.1 S. h ... e e e e
GU257346.1 GU25 . ......... ..ottt i Gt e e
JQ595405.1 S. h ... ... i e e e e
JQ397361.1 S. h ... i e e e e
JQ397360.1 S. h .. e e e e e e
JO397359.1 S. R ... e e e e e e
JQ397357.1 S. h ... e e e e e A
JQ397356.1 S. h .......... ....iiiie e G e e e
JO397349.1 S. D ... e e e e e e e
JQ397342.1 S. h ... e e e e e
JQ397339.1 S. h ... e e e e e
JO397337.1 S. B .o e e e e e e e
GU257352.1 S. h .......... ... ... oo Gt e e
GU257338.1 GU25 .......... ...t caiiia.. G. . e e
JQ397382.1 S. h .. e e e e e e
JQO397378.1 S. h  .......... i e Gt e i
JQ397377.1 S. R . e e e e e
GU257354.1 S. h .......... ... ... oo, Gt e e
GU257335.1 GU25 .......... ...t i G e e
JQ397375.1 S. h .o e e e e e e
GU257342.1 S. h .......... .. ... oo, Gt e e
JQ397376.1 S. h ... e e e e e
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GU257345.
JQ397379.
KT347544.
KT347540.
KT347543.
AP017708.
FJ897158.
FJ897157.
AJ519523.
AJ519519.
AJ519515.
AJ519517.
AY157207.
AJ519522.
AJ519521.
FJ897160.
KT354657.
KT354656.
KT354658.
KT354662.
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AY157207.
AJ519522.
AJ519521.
FJ897160.
KT354657.
KT354656.
KT354658.
KT354662.
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Al135 Mocambique
Al41 Mocambique
Al170 Mocambique

AJ519520.
EU567127.
GU257357.
GU257350.
GU257343.
GU257341.
GU257355.
GU257353.
GU257344.
GU257339.
GU257346.
JQ595405.
JQ397361.
JQ397360.
JQ397359.
JQ397357.
JQ397356.
JQ397349.
JQ397342.
JQ397339.
JQ397337.
GU257352.
GU257338.
JQ397382.
JQ397378.
JQ397377.
GU257354.
GU257335.
JQ397375.
GU257342.
JQ397376.
GU257345.
J0397379.
KT347544.
KT347540.
KT347543.
AP017708.
FJ897158.
FJ897157.
AJ519523.
AJ519519.
AJ519515.
AJ519517.
AY157207.
AJ519522.
AJ519521.
FJ897160.
KT354657.
KT354656.
KT354658.
KT354662.
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Al41l MocambiqUe . ......... ‘it e e
Al70 Mocambique . ......... ...ttt it e
AJ519520.1 JQ39 ... ... i e e
EU567127.1 JQ39 ... ... i e e
GU257357.1 S. h ... ... i e e
GU257350.1 S. h ... ... ... i e e
GU257343.1 S. h ... ... i e e
GU257341.1 S. h ... ... . i e e
GU257355.1 S. h ... ... ... i e e
GU257353.1 S. h ... ... ... i e e
GU257344.1 GU25 .......... ...t o G... ...
GU257339.1 S. h .......... ... oL, G... ...
GU257346.1 GU25 .......... .......... Coviiin il
JQ595405.1 S. h ... ... .. i e e
JQ397361.1 S. h .......... ....... .
JQ397360.1 S. h ... ... e e e
JQ397359.1 S. h ... ... i e e
JQ397357.1 S. h ... ... i e e e
JQ397356.1 S. h ... ... .. e e e
JQ397349.1 S. h .......... ... ... ..., [
JQ397342.1 S. h ... ... ... i e e
JQ397339.1 S. h ... ... i e e
JQ397337.1 S. h ... e e e e
GU257352.1 S. h .......... .......... Coviinr i
GU257338.1 GU25 .......... .......... Coviiin il
JQ397382.1 S. h ... e e e e
JQO397378.1 S. h ... ... i e e
JQ397377.1 S. h ... i e e
GU257354.1 S. h .......... .......... Coiinn i
GU257335.1 GU25 .......... ..., R
JQ397375.1 S. h ... ... e e e
GU257342.1 S. h .......... .......... B
JQ397376.1 S. h ... e e e
GU257345.1 S. h .......... .......... Coviinn il
JQ397379.1 S. T .......... ..., Coviiin il
KT347544.1 S. h ... ... ... i e e
KT347540.1 KT34 ... . ... ... o iiiiinin ittt i
KT347543.1 S. h ... ... ... i e e
AP017708.1 S. c Coi i Coiiiin i

FJ897158.1 S. k ..... G.... T..A..... T ........

FJ897157.1 Schi ..... G..C. .......... T..A..... T ........

AJ519523.1 S. g ..C..... C G..... Coiis

AJ519519.1 s. i ........ C. .......... T..A..... C ...
AJ519515.1 S. i ........ C. ... ....... T..A..... C .. ...
AJ519517.1 Ss. g ..C..... C G..... PR &

AY157207.1 S. 1 ..C....... ....... T T..A .. ... tinnnnnn

AJ519522.1 S. g ..C..... C .G..... Coliii

AJ519521.1 S. b ..C.G...C. .......... ..Cooll. C ........

FJ897160.1 S. b ..C.G...C. .......... AL C ...

KT354657.1 S. h ..C.G...C. .......... .C..... C ........

KT354656.1 S. h ..C.G...C. .......... .C..... C ........

KT354658.1 S. h ..C.G...C. .......... .Colll C .. ...

KT354662.1 S. h .C.G...C. .......... .C..... C ... ...
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Al135 Mocambique AATGGATCAC CACCACCCAT AGGCTCAAAA AAAG
Al41l Mocambique . ......... +..i.i.iiiiin ieeaean e

Al70 Mocambique .......... .....iiiiin e
AJ519520.1 JQ39 .......... i e
EU567127.1 JQ39 . ... ...ttt it e
GU257357.1 S. h ... it e e
GU257350.1 S. h  .......... i e
GU257343.1 S. h ... ...t ittt e
GU257341.1 S. h  .......... i e
GU257355.1 S. h .......... ... T.oo....
GU257353.1 S. h ... ...ttt i e
GU257344.1 GU25 . ......... t..eiiiiin i
GU257339.1 S. h ... ...t it e
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