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RESUMO 

 
Devido a grande importância da microbiota no desenvolvimento de parasitas nos 
invertebrados, muitos estudos vêm sendo desenvolvidos para o melhor 
entendimento desta interação. Desta forma, a associação entre microrganismos e 
seus hospedeiros invertebrados, vetores de doenças, está se tornando cada vez 
mais evidente.  Com base nisto, o objetivo do presente estudo foi caracterizar a 
microbiota bacteriana de caramujos da espécie Biomphalaria glabrata, principal 
hospedeiro intermediário do Schistosoma mansoni. Para isto, um grupo de 
caramujos selvagens, provenientes da Vila Sotave em Jaboatão dos Guararapes, 
PE/Brasil, e um grupo não selvagem, mantido em laboratório, tiveram a sua 
microbiota caracterizada através da: técnica de coloração de Gram, análise 
morfológica das colônias em ágar sangue e em ágar Eosina Azul de Metileno, sendo 
a caracterização confirmada pelo sistema de identificação bacteriana VITEK 2. 
Foram realizados testes de susceptibilidade aos antimicrobianos, com base no 
método de difusão em disco. Os antimicrobianos empregados pertencem à classe 
de ß-lactâmicos, aminoglicosídeos, quinolonas, inibidores da via folato, fenicóis e 
tetraciclinas. Os resultados mostraram que todas as bactérias foram gram negativas, 
incluindo 11 gêneros bacterianos, sendo Enterobacter cloacae a espécie 
predominante em caramujos selvagens, enquanto que, Citrobacter freundii e 
Aeromonas sobria predominaram no grupo não selvagem. Quanto à susceptibilidade 
aos antimicrobianos, todos os isolados mostraram-se resistentes ao ß-lactâmico 
amoxicilina e sensíveis ao meropenem. A partir destes resultados, novas estratégias 
de controle biológico da esquistossomose podem ser propostas.  
 
Palavras-chave:  Biomphalaria glabrata, microbiota, antimicrobianos. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 
 

 

Due to the great importance of the microbiota in the development of parasites in 

invertebrates, many studies have been conducted to better understand this 

interaction. Therefore, the association between microorganisms and their 

invertebrate hosts, vectors of disease, is becoming increasingly evident. Based on 

this, the aim of this study was to characterize the bacterial microflora of snails 

Biomphalaria glabrata, the main intermediate host of Schistosoma mansoni. Thus, a 

group of wild snails, from Vila Sotave in Jaboatão Guararapes, PE / Brazil, and a not 

wild group (maintained in the laboratory), had their microbiota characterized by: 

Gram staining, morphological analysis of colonies on blood agar and eosin 

methylene blue agar, and confirmed by the characterization of bacterial identification 

system VITEK 2. Tests of antimicrobial susceptibility, based on disk diffusion method. 

The antimicrobial agents used belong to the class of ß-lactams, aminoglycosides, 

quinolones, folate pathway inhibitors, fenicóis and tetracyclines. The results showed 

that all bacteria were Gram-negative including 11 bacterial genera, and the 

Enterobacter cloacae was the predominant species in the wild group, while 

Citrobacter freundii and Aeromonas sobria predominated in the not wild group. 

Regarding the antimicrobial susceptibility, all isolates were resistant to ß-lactam 

amoxicillin and susceptible to meropenem. From these results, new strategies for 

biological control of schistosomiasis can be proposed. 

 

 

Keywords:  Biomphalaria glabrata, microbiota, antimicrobial.  
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APRESENTAÇÃO  



 

 

1. APRESENTAÇÃO 

  

A associação entre os animais e sua microbiota vem sendo alvo de intensas 

pesquisas. Porém, enquanto as interações entre microrganismos e animais 

vertebrados vêm sendo bem estudadas, pouca atenção tem sido dada à interação 

entre invertebrados e sua microbiota. Em muitos invertebrados, microrganismos, em 

associação simbiótica, desempenham funções essenciais para o bom 

funcionamento de processos fisiológicos (MOUCHKA et al. 2011). 

A grande maioria dos estudos que associam invertebrados e sua microbiota, 

está relacionada ao filo Artropoda: Aedes triseriatus, Culex pipiens e Psorophora 

columbiae (DEMAIO et al. 1996), Lutzomyia longipalpis (GOUVEIA, et al. 2008); 

(OLIVEIRA et al. 2000; 2001); Xenopsylla cheopis, Oropsylla montana e 

Ctenocephalides felis felis (ERICKSON et al. 2009). 

Na literatura, existem poucos estudos envolvendo a microbiota de moluscos, 

como Helix pomatia (CHARRIER et al. 2006; VILLENA et al. 2010), Helix aspersa 

(CHARRIER et al. 1998; Cornu aspersum (CHARRIER et al. 2006), Hirudo 

medicinalis (GRAF 1998) e Biomphalaria glabrata (DUCKLOW et al. 1979). 

Alguns trabalhos destacam a importância da microbiota na manutenção do 

ciclo evolutivo de patógenos nos invertebrados, como XI et al. (2008), que 

observaram a inibição do desenvolvimento do vírus da dengue pela flora bacteriana 

intestinal do mosquito Aedes aegypti e DONG et al. (2009), que observaram um 

maior desenvolvimento do protozoário Plasmodium falciparum após a remoção da 

microbiota intestinal do mosquito Anopheles gambiae. 

Dessa forma, o conhecimento da microbiota desses invertebrados pode ser 

de extrema importância para que medidas de controle biológico possam ser 

tomadas. Uma alternativa para o controle da transmissão de infecções, é o uso da 

tecnologia envolvendo alteração genética de bactérias, as quais irão expressar 

proteínas com propriedades anti-parasitárias (DURVASULA et al. 1997; YOSHIDA et 

al. 2001; RIEHLE et al. 2007; DJADID et al. 2011). 

Diante disto, o presente estudo, procurou caracterizar a microbiota de 

caramujos da espécie B. glabrata, oriundas de Pernambuco/Brasil para que, de 

posse destas informações, novas estratégias de controle da esquistossomose 

possam ser propostas. 
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REVISÃO DA LITERATURA  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2. 1. Esquistossomose 

A esquistossomose mansônica é uma helmintíase causada pelo trematódeo 

Schistosoma mansoni e vem atingindo pessoas no mundo inteiro. A OMS estima 

que cerca de 200 milhões de pessoas, vivendo em regiões tropicais e subtropicais, 

estejam infectadas com o parasita e que, das 120 milhões apresentando 

sintomatologia, 20 milhões desenvolvem doenças crônicas (BRUUN; AAGAARD-

HANSEN, 2008), representando um enorme problema de saúde pública em escala 

mundial, devido à gravidade que a doença assume em muitos casos e ao déficit 

orgânico que produz, constituindo um sério problema para as populações das áreas 

endêmicas (REY, 2010). A esquistossomose é uma doença de veiculação hídrica, e 

sua patologia é caracterizada por uma fase aguda, muitas vezes assintomática, e 

outra crônica, na qual podem aparecer as formas graves, evidenciadas 

principalmente pela hipertensão porta ou pulmonar (VERONESI, 2005). 

O termo esquistossoma deriva da aparência do macho adulto, cujo corpo 

apresenta um sulco ou canal genital longitudinal que serve como receptáculo para a 

fêmea durante a copulação (KONEMAN; WINN, 2006). Atualmente, existem seis 

espécies de Schistosoma (S. mansoni, S. hematobium, S. japonicum, S. 

intercalatum, S. mekongi e S. malayensis) que podem provocar doença no homem, 

sendo que no continente americano existe apenas o S. mansoni (MS, 2008). 

O S. mansoni é um platelminto dióico da família Schistosomatidae e é 

caracterizado pela presença de duas ventosas e aspectos peculiares do tubo 

digestivo. A sua implantação no Brasil iniciou-se pelo Nordeste, onde encontrou 

excelentes condições ecológicas, como precárias condições sanitárias e a presença 

do caramujo hospedeiro (GASPARINI, 2004). 

A esquistossomose apresenta um ciclo heteroxênico, ou seja, o parasita se 

desenvolve em dois hospedeiros: sendo um intermediário e um definitivo. O 

hospedeiro intermediário corresponde ao caramujo do gênero Biomphalaria e o 

hospedeiro definitivo corresponde a um mamífero sendo geralmente representado 

pelo homem (VERONESI, 2005). O ciclo biológico do S. mansoni está descrito na 

Figura 1. 
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Figura 1.  Ciclo biológico do S. mansoni. 

Fonte:  Adaptação de Centro de Vigilância epidemiológica (CVE, 2005). 

 

 

2.1.1. Moluscos transmissores da esquistossomose ma nsoni (gênero  

Biomphalaria ) 

 

No Brasil, há três espécies importantes, Biomphalaria glabrata, B. straminea 

e B. tenagophila, hospedeiras intermediárias de S. mansoni, responsáveis pela 

transmissão da esquistossomose mansoni, doença que atinge o sistema porta-

hepático e circulatório humano (RIBEIRO-COSTA; ROCHA, 2006), tendo o B. 

glabrata como o principal hospedeiro intermediário e que ocorre em quase todo 

território nacional. 

O hábitat de preferência de Biomphalaria para colonização é de microflora 

rica, bastante matéria orgânica, boa insolação, temperatura da água entre 20° C e 

26° C, pH neutro tendendo a alcalino, salinidade abaixo de 3o/oo (3 g de sais por 

quilograma de água), pouca turbidez e velocidade da água inferior a 30cm/s, com 

leito raso, lodoso ou rochoso e vegetação enraizada mais próxima das margens 

(NEVES, 2005 FERNANDO SCHEMELZER DE MORAES BEZERRA). 

Os caramujos hospedeiros do S. mansoni são hermafroditas, podendo haver 

reprodução cruzada entre eles. A postura dos ovos geralmente ocorre à noite, e 

estes ficam contidos em massas gelatinosas e transparentes que se aderem às 
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folhas de plantas aquáticas ou outras superfícies. No laboratório, é comum eles 

ficarem aderidos à parede dos aquários (IGLÉSIAS, 1997). 

 

2. 1. 2. Biomphalaria glabrata  

 

Esta importante espécie de caramujo, transmissora da esquistossomose, 

pode ser encontrada nos estados de Alagoas, Bahia, Distrito Federal, Espírito Santo, 

Goiás, Maranhão, Minas Gerais, Pará, Paraíba, Paraná, Pernambuco, Piauí, Rio de 

Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, São Paulo e Sergipe. Ocorre em 

quase todo território nacional e é considerada a espécie mais susceptível por se 

infectar com todas as linhagens de S. mansoni, como BH e SJ (MAGALHÃES e 

DIAS, 1973) encontradas no Brasil (MS, 2008). GUIMARÃES et al. (1997), 

observaram elevada taxa de infecção desta espécie (90%) com a linhagem LE, de 

Belo Horizonte.  

 É o maior molusco da família Planorbidae, cuja concha pode atingir 40 mm de 

diâmetro, 11mm de largura com seis a sete giros (Figura 2), embora esse diâmetro 

possa variar, pois o tamanho do molusco está relacionado à densidade populacional 

e às condições das águas (NEVES, 2005). 

 

Figura 2.  Biomphalaria glabrata. 

Fonte:  http://www-ibmc.u-strasbg.fr 

 

 Com relação à taxa de infecção, o número de cercárias produzidas varia com 

a espécie do caramujo, sendo muito elevada em B. glabrata. Esta espécie apresenta 

um percentual muito alto, podendo eliminar 1.000 a 3.000 cercárias por dia e mais 

de 100.000 cercárias por toda a vida do molusco (REY, 2010). Apesar disso, 
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SANTOS e RODRIGUES (2006), demonstraram in vitro, a ação letal da hemolinfa de 

B. glabrata sobre os miracídios de S. mansoni, de origem fecal e hepática de 

camundongos infectados por este parasita, mostrando assim que a hemolinfa deste 

hospedeiro representa um grande fator de defesa contra a invasão do parasita S. 

mansoni. 

Segundo COIMBRA Jr. (1981), em trabalho realizado com caramujos das 

espécies B. glabrata e B. tenagophila, no Distrito Federal, a taxa de infecção, 

demonstrada experimentalmente, em B. glabrata foi expressiva (54,4%), enquanto 

que B. tenagophila se mostrou refratária à infecção pelo S. mansoni. Por conta 

disso, essa espécie torna-se importante no ciclo de transmissão da 

esquistossomose em diversas regiões. É consenso entre os autores que a presença 

desta espécie em uma localidade está associada, quase sempre, a um aumento 

considerável da prevalência da esquistossomose mansônica (TELES, 1986). 

Em Pernambuco, a ocorrência de B. glabrata vem se expandindo para 

diversos locais onde antes não era observada. Por exemplo, BARBOSA et al. 

(2001), notificaram uma epidemia de esquistossomose na praia de Porto de 

Galinhas analisando as localidades de Merepe III, Salinas, Pantanal, Socó e Vila de 

Porto as quais representam cerca de 70% da área habitada de Porto de Galinhas. 

Neste estudo, Merepe III constituiu a localidade que apresentou o maior número de 

casos agudos. As infecções ocorreram após uma enchente no ano de 2000. 

Acredita-se que os caramujos chegaram até o local com a areia de aterros de 

manguezais e que foram infectados com material proveniente do extravasamento de 

fossas.  

Com relação à caracterização da microbiota de B. glabrata, apenas um 

trabalho foi desenvolvido. Este estudo foi realizado em três locais: Porto Rico, 

Guadalupe e Santa Lúcia por DUCKLOW et al. 1979, onde esses autores 

encontraram diversos gêneros bacterianos fazendo parte da microbiota destes 

moluscos, como por exemplo: Enterobacter sp., Aeromonas sp., Vibrio sp., 

Acinetobacter sp., Providencia sp., Citrobacter sp., Flavobacterium sp., 

Pseudomonas sp., Bacillus sp. e Pasteurella sp. 
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2. 2. Microbiota 

 

Existe, na natureza, um grande inter-relacionamento entre os seres vivos, 

que varia desde a colaboração mútua (simbiose) até o predatismo e canibalismo 

(NEVES, 2005). Simbiontes são dois ou mais organismos de espécies diferentes 

cujo relacionamento pode ser benéfico para um, ou para todos os simbiontes ou ser 

inofensivo para um simbionte. O dinâmico equilíbrio simbiótico pode deslocar-se na 

direção do estado mórbido parasítico/patogênico se as defesas do hospedeiro estão 

comprometidas com um simultâneo aumento da suscetibilidade do hospedeiro ao 

estabelecimento da infecção (BURTON; ENGELKIRK, 1998). A relação de simbiose 

pode ser evidenciada através da existência, nos seres vivos, da chamada microbiota 

ou flora normal. 

O termo microbiota refere-se à população de microrganismos que habita a 

pele e mucosas de indivíduos normais e sadios e que desempenha um papel bem-

definido na manutenção da saúde, impedindo a colonização por patógenos e o 

possível estabelecimento de doença (JAWETZ et al. 2009). 

Alguns trabalhos têm sido desenvolvidos com o objetivo de caracterizar a 

microbiota de invertebrados, como os artrópodes: Lutzomyia longipalpis, hospedeiro 

intermediário da leishmaniose visceral (GOUVEIA et al. 2008) e Aedes triseriatus, 

Culex pipiens e Psorophora columbiae (DEMAIO et al. 1996). 

Outros invertebrados, como os moluscos também foram avaliados quanto à 

caracterização da microbiota, como Helix pomatia (CHARRIER et al. 2006; VILLENA 

et al. 2010), Cornu aspersum (CHARRIER et al. 2006), Hirudo medicinalis (GRAF 

1998) e B. glabrata (DUCKLOW et al. 1979).  

 

2. 2. 1. Importância da microbiota em invertebrados  

 

A microbiota exerce um papel fundamental na defesa dos organismos contra 

infecções. Dessa forma, o papel da microbiota na proteção de organismos frente aos 

patógenos pode ser evidenciado através de alguns estudos realizados 

recentemente. Por exemplo, ERICKSON et al. (2009), sugeriram que a microbiota de 

pulgas transmissoras potenciais de Yersinia pestis como Xenopsylla cheopis e 

Oropsylla montana e de pulgas transmissoras menos susceptíveis como 
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Ctenocephalides felis felis, constituída principalmente por Acinetobacter sp., esteve 

envolvida na susceptibilidade ou resistência da transmissão da Y. pestis. 

Nem todas as bactérias estão envolvidas com a proteção dos invertebrados. 

DEAN et al. (1970) observaram que Aeromonas liquefasciens está implicada na 

síndrome leucodérmica em caramujos da espécie Achantina fulica. E ROMALDE E 

BARJA (2010), realizando uma revisão sobre as principais doenças provocadas por 

espécies de Vibrio, em bivalves, mostraram que estas bactérias causavam 

mortalidade durante os diferentes estágios de vida destes moluscos. Esses autores 

sugerem que a água do mar determina a composição da microbiota destes 

moluscos. Sendo assim, afirmam que a melhor maneira de evitar a contaminação é 

através do controle da microbiota ambiental que mantém o desenvolvimento e a 

sobrevivência das larvas, impedindo a proliferação de microrganismos oportunistas. 

 

2. 3. Controle biológico 

 

O controle biológico é uma técnica utilizada no combate a espécies que nos 

são nocivas, reduzindo os prejuízos causados por elas. Comumente, esse método 

consiste em introduzir no ecossistema um inimigo natural (predador ou parasita) da 

espécie nociva, para manter a densidade populacional dessa espécie em níveis 

compatíveis com os recursos do meio ambiente. Quando bem planejado, o controle 

biológico acarreta evidentes vantagens em relação ao uso de agentes químicos, 

uma vez que não polui o ambiente e não causa desequilíbrios ecológicos ( FOLHA 

AGROPECUÁRIA, 1985). 

Medidas para o controle biológico dos moluscos transmissores da 

esquistossomose vêm sendo tomadas no decorrer dos anos. A busca por soluções 

alternativas, não poluidoras, para o controle dessa endemia tem sido uma 

preocupação constante para a Saúde Pública (BARBOSA, 1995). JOBIN et al. 

(1977), realizaram um estudo, em diversos reservatórios de Porto Rico, onde o 

molusco Marisa cornuarietis foi introduzido nestes locais previamente povoados pelo 

caramujo B. glabrata. Durante 20 anos, esta população foi observada e verificaram 

que, à medida que diminuía o número de exemplares de B. glabrata em determinada 

coleção hídrica, aumentava a população da espécie Marisa cornuarietis. 

GUIMARÃES et al. (1983), avaliaram o potencial predatório de hirudíneos da 
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espécie Helobdella triserialis sobre exemplares de B. glabrata e verificaram que, nas 

condições do experimento, o H. triserialis representa um efetivo predador de B. 

glabrata atuando principalmente sobre os exemplares recém-eclodidos e jovens. 

Sendo assim, uma outra alternativa vem sendo proposta, como a 

paratrangênese. Essa tecnologia consiste na alteração genética de microrganismos 

para expressarem moléculas com propriedades anti-patogênicas (BEARD et al. 

2002). Com base nisto, DJADID et al. (2011), após identificarem a microbiota de 

Anopheles stephensi e Anopheles maculipennis, propuseram a aplicação da 

paratrangênese como ferramenta contra a malária. 

 

2. 4. Antimicrobianos 

 

A era atual da quimioterapia antimicrobiana começou em 1935, com a 

descoberta das sulfonamidas. Após a descoberta da penicilina em 1929, foi 

demonstrado, em 1940, a eficácia terapêutica desta substância. Durante os 25 anos 

seguintes, as pesquisas de agentes quimioterápicos concentraram-se, em grande 

parte, em substâncias de origem microbiana, denominadas antibióticos (JAWETZ et 

al. 2009). 

CORREIA, 2007) ressalta a importância do controle do uso de 

antimicrobianos no ambiente hospitalar, lançando duas estratégias para a restrição 

do uso de antimicrobianos.  
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3. OBJETIVOS 

 

3. 1. Geral 

 

Caracterizar a microbiota de B. glabrata selvagem e não selvagem. 

 

3. 2. Específicos 

 

� Identificar a microbiota bacteriana presente no macerado da parte mole de B. 

glabrata selvagem e não selvagem; 

� Comparar a microbiota bacteriana de B. glabrata selvagem e não selvagem; 

� Avaliar a susceptibilidade dos diferentes isolados bacterianos identificados em 

B. glabrata selvagem e não selvagem, a antimicrobianos de amplo espectro. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4. 1. Desenho do estudo 

 

Estudo descritivo para a caracterização da microbiota de B. glabrata 

selvagem e não selvagem. 

 

4. 2. Local do estudo 

 

Todos os experimentos foram desenvolvidos nos Laboratórios de Microscopia 

Eletrônica (LIKA), Laboratório de Biologia Celular e Molecular (Dept. Parasitologia, 

CPqAM) e o Laboratório de Esquistossomose (Dept. Parasitologia, CPqAM), os 

quais apresentaram estrutura e equipamentos necessários para o cumprimento dos 

objetivos referentes ao projeto. 

 

4. 3. População do estudo 

 

A população de estudo foi composta por dois grupos de caramujos da espécie 

B. glabrata, sendo analisados apenas caramujos selvagens e com capacidade de 

locomoção.  

 

Grupo 1-  30 caramujos selvagens com diâmetro de aproximadamente 10 mm, 

provenientes da Vila Sotave, em Jaboatão dos Guararapes, PE/Brasil; 

 

Grupo 2-  30 caramujos não selvagens, com diâmetro de aproximadamente 10 mm, 

mantidos no Laboratório de Esquistossomose, Departamento de Parasitologia do 

CPqAM/FIOCRUZ, PE/Brasil. 
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4. 4. Categorização das variáveis 

 

Variáveis Independentes  
 

NOME DA 
VARIÁVEL 

 
DEFINIÇÃO OPERACIONAL 

 

 
CATEGORIZAÇÃO 

 
Caramujos 
selvagens 

 

 
Os caramujos considerados selvagens 
são aqueles provenientes do campo. 

 
B. glabrata selvagem ou 

não selvagem 

 
Caramujos não-

selvagem 
 

 
Os caramujos considerados não-

selvagens são aqueles mantidos no 
laboratório sob condições controladas 

 

 
B. glabrata selvagem ou 
não selvagem 

 
Microbiota 
Bacteriana 

 
São bactérias que habitam naturalmente 

as partes moles do caramujo 

 
Bactérias Gram positivas 

e Gram negativas 

Variável Dependente  
 

NOME DA 
VARIÁVEL 

 

 
DEFINIÇÃO OPERACIONAL 

 
CATEGORIZAÇÃO 

 
Perfil de 

susceptibilidade 
da bactéria 
frente aos 

antimicrobianos 

 
Avaliação do diâmetro do halo de 
inibição da bactéria ao antimicrobiano 
administrado 

 
 

Sensível, intermediário e 
resistente 

 

4. 5. Operacionalização da pesquisa 

4. 5. 1. Manutenção dos caramujos 

 

Os caramujos não-selvagens foram alimentados semanalmente com alface 

ad libitum, e a água desclorada dos aquários foi também trocada semanalmente, ou 

de acordo com a necessidade. Foram submetidos a um fotoperíodo de 12h claro e 

12h escuro, considerando o período de luz das 6h:00 às 18h:00. Os caramujos 

selvagens foram retirados diretamente do campo e processados no dia seguinte. 
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4. 5. 2. Manipulação dos caramujos 

 

Apenas caramujos intactos com capacidade de locomoção foram analisados. 

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de forma asséptica de 

acordo com a metodologia de DUCKLOW et al. (1979), com modificações. 

Resumidamente, os moluscos foram previamente colocados em contato com a 

solução anestésica: Hypnol (Pentobarbital sódico) a 0,04% durante 6 horas. 

Passado esse tempo, cada molusco teve a sua concha limpa com algodão 

embebido em álcool a 70% e foi, posteriormente colocado em placa de Petri estéril, 

sendo suavemente prensado entre duas lâminas de vidro, para quebra da sua 

concha. Essas lâminas foram previamente mergulhadas em álcool a 70%, sendo 

depois enxutas com papel toalha e passadas rapidamente sobre a chama do bico de 

bunsen. Os fragmentos das conchas foram removidos com o auxílio de pinças 

estéreis e a parte mole do caramujo, transferido para um cadinho estéril contendo 10 

ml de caldo BHI, onde foi realizada a homogeneização dessa região com o auxílio 

de um pistilo estéril, obtendo-se o macerado da parte mole do B. glabrata. 

 

4. 5. 3. Avaliação Microbiológica 

 

A avaliação microbiológica do macerado da parte mole de B. glabrata foi 

realizada através do semeio desse material, nos meios apropriados (ágar sangue e 

ágar Eosina Azul de Metileno), utilizados para a identificação de bactérias gram-

positivas e gram-negativas e apenas de gram-negativas, respectivamente. Após o 

semeio, as placas foram levadas à estufa bacteriológica e incubadas a uma 

temperatura de 37° C durante 24 horas. Após esse período, foram observadas as 

características fenotípicas das colônias. Os caramujos foram analisados 

individualmente. 

 

4. 5. 4. Análise morfológica das colônias 

 

A análise morfológica das colônias foi realizada através da observação de 

características fenotípicas exibidas nos meios de cultura descritos anteriormente. O 

critério de inclusão estabelecido para ser considerada como parte da microbiota foi o 
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aparecimento de quatro a cinco colônias, apresentando as mesmas características, 

nos meios de cultura empregados no estudo. 

 

4. 5. 5. Análise pela coloração de Gram 

 

Foi realizada a coloração de Gram, para a identificação presuntiva das 

bactérias encontradas, segundo técnica descrita em Koneman e Winn (2006). 

 

4. 5. 6. Obtenção de culturas puras 

 

Para a obtenção de culturas puras, cada colônia específica foi depositada 

em caldo BHI estéril e incubada durante 24 horas a uma temperatura de 37° C. 

Depois realizou-se o semeio dessas suspensões em ágar Brain Heart Ágar (BHA). 

Essas placas foram levadas à estufa bacteriológica a 37°C por um período de 24 

horas. 

 

4. 5. 7. Identificação bacteriana 

 

A partir de culturas puras em ágar BHA, obteve-se a identificação bioquímica 

dos isolados bacterianos através do sistema automatizado VITEK 2 (bioMérieux). 

O sistema VITEK 2 (bioMérieux) é um sistema modular integrado que 

consiste numa unidade de enchimento seladora, um leitor-incubador, um módulo de 

controle computadorizado, um terminal de dados e uma impressora de múltiplas 

cópias. Esse sistema detecta o crescimento bacteriano e a ocorrência de reações 

metabólicas nas microcavidades de finos cartões de plástico utilizando uma 

tecnologia baseada na fluorescência (KONEMAN e WINN, 2006). 

 

4. 5. 8. Testes de susceptibilidade aos antimicrobi anos 

 

Os testes de susceptibilidade a antimicrobianos foram realizados através do 

método de difusão em disco, de acordo com as normas do CLSI (2011), em todos os 

isolados identificados pelos métodos anteriormente descritos. 

Os discos de antimicrobianos empregados pertenceram à classe dos ß-

lactâmicos: cefepime, ceftazidima, amoxicilina, ampicilina, cefalotina, cefoxitina, 
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cefotaxima, piperaciclina/tazobactam e meropenem; dos aminoglicosídeos: 

gentamicina e amicacina; das quinolonas: ciprofloxacina; dos inibidores da via folato: 

sulfametoxazol/trimetoprim; dos fenicóis: cloranfenicol; e das tetraciclinas: 

tetraciclina. 

 

4. 5. 9. Considerações éticas 

 

Este projeto teve como objetivo principal caracterizar a microbiota de B. 

glabrata selvagem e não selvagem. Portanto, não foram utilizados animais 

vertebrados convencionais nem material biológico oriundo de seres humanos. 

Apesar de não trabalharmos com material biológico de seres humanos, o 

presente projeto faz parte de um projeto maior e o mesmo já possui parecer 

favorável à execução pela Comissão de Ética em Pesquisas do Aggeu 

Magalhães/FIOCRUZ/PE (PROTOCOLO: 011.2008) (Anexo A). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados e a discussão do presente trabalho encontram-se no formato 

de artigo. 
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Resumo 
 
Objetivos: Caracterizar a microbiota de caramujos da espécie Biomphalaria glabrata 
selvagem, provenientes de Pernambuco, Brasil, e de caramujos não selvagens, mantido em 
laboratório. 
Métodos e resultados: A microbiota destes moluscos foi identificada pelo sistema 
automatizado VITEK 2. Foram realizados testes de susceptibilidade aos antimicrobianos, 
utilizando o método de difusão em disco com antimicrobianos ß-lactâmicos, 
aminoglicosídeos, quinolonas, inibidores da via folato, fenicóis e tetraciclinas. Os resultados 
mostraram que todas as bactérias identificadas foram gram negativas, incluindo 11 gêneros 
bacterianos: Aeromonas, Citrobacter, Enterobacter, Cupriavidus, Rhizobium, 
Stenotrophomonas, Pseudomonas, Klebsiella, Acinetobacter, Vibrio e Sphingomonas. Quanto 
à susceptibilidade aos antimicrobianos, todos os isolados exibiram resistência a amoxicilina e 
sensibilidade ao meropenem. 
Conclusões: A microbiota de caramujos selvagens exibiu predominantemente Enterobacter 
cloacae, enquanto, os não selvagens, predominantemente, Citrobacter freundii e Aeromonas 
sobria. 
Signicância e impacto do estudo: A partir destes resultados, novas estratégias de controle 
biológico da esquistossomose, como a paratransgênese, podem ser propostas. Esse é o 
primeiro estudo sobre a microbiota de Biomphalaria glabrata provenientes do Brasil. 
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INTRODUÇÃO 

 

A estreita associação entre os animais e sua microbiota moldou os caminhos 

evolutivos de ambos. Enquanto as interações entre microrganismos e animais vertebrados 

foram bem estudadas, relativamente pouca atenção tem sido dada à interação de invertebrados 

e sua microbiota. Em muitos invertebrados, microrganismos, em associação simbiótica, 

exercem atividades essenciais para o bom funcionamento de processos fisiológicos (Morgan 

et al. 2011). 

A grande maioria dos estudos, que associam invertebrados e sua microbiota está 

relacionada ao filo Artropoda: Aedes triseriatus, Culex pipiens, Psorophora columbiae 

(Demaio et al. 1996), Lutzomyia longipalpis (Gouveia et al. 2008) e Anopheles gambiae 

(Dong et al 2009). 

Na literatura, existem poucos estudos da microbiota de moluscos, como Helix pomatia 

(Svec et al. 2002; Charrier et al. 2006; Villena et al. 2010), Cornu aspersum (Charrier et al. 

2006), Hirudo medicinalis (Graf 1998) e Biomphalaria glabrata (Ducklow et al. 1979) e no 

Brasil não existem estudos referentes à caracterização da microbiota de B. glabrata, principal 

transmissor da esquistossomose. 

A importância da microbiota na manutenção do ciclo evolutivo de patógenos nos 

invertebrados é evidenciada em alguns estudos: Aedes aegypti (Xi et al. 2008), Anopheles 

gambiae (Dong et al. 2009), e Xenopsylla cheopis, Oropsylla montana e Ctenocephalides felis 

felis (Erickson et al. 2009). 

Uma alternativa sugerida para o controle da transmissão de infecções, é o uso da 

tecnologia envolvendo alteração genética de bactérias as quais irão expressar proteínas com 

propriedades anti-parasitárias (Yoshida et al. 2000; Riehle et al. 2006; Djadid et al. 2011). 

O objetivo do presente estudo foi caracterizar a microbiota de caramujos da espécie B. 

glabrata, para que, de posse destas informações, novas estratégias de controle da 

esquistossomose sejam propostas. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

População de estudo 

 

Caramujos da espécie Biomphalaria glabrata, com aproximadamente 10 mm de 

diâmetro foram divididos em dois grupos. Um grupo foi composto por 30 caramujos 

selvagens, provenientes da Vila Sotave em Jaboatão dos Guararapes, Pernambuco, Brasil, e 

outro grupo, por 30 caramujos não selvagens, mantidos no Laboratório de Esquistossomose 

do Departamento de Parasitologia do CPqAM/FIOCRUZ, Pernambuco, Brasil. 

 

Manutenção dos caramujos 

 

Os caramujos não selvagens foram alimentados semanalmente com alface ad libitum 

e a água, sem hipoclorito de sódio, dos aquários foi trocada com a mesma freqüência, ou de 

acordo com a necessidade. Foram submetidos a um fotoperíodo de 12h claro e 12h escuro, 

considerando o período de luz das 6h:00 às 18h:00 e foram mantidos no laboratório durante 

cerca de oito meses. Já os caramujos selvagens foram coletados do campo e processados no 

dia seguinte. 

 

Manipulação dos caramujos 

 

Apenas caramujos intactos com capacidade de locomoção foram analisados. Todos 

os procedimentos experimentais foram realizados por técnica asséptica de acordo com a 

metodologia de Ducklow et al. (1979), com modificações. Os moluscos foram previamente 

colocados em contato com a solução anestésica: Hypnol a 0,04% durante cerca de 6 a 8 horas. 

Passado esse período, realizou-se a assepsia da concha de cada molusco com álcool a 70% e, 

o caramujo foi posteriormente colocado em placa de Petri estéril e suavemente prensado entre 

duas lâminas de vidro estéreis, para que ocorresse a quebra da sua concha. Os fragmentos da 

concha foram removidos com o auxílio de pinças estéreis e o corpo do caramujo transferido 

para um cadinho estéril contendo 10 ml de caldo Brain Heart Infusion (BHI), onde procedeu-

se a homogeneização dessa região com o auxílio de um pistilo estéril, obtendo-se o macerado 

da parte mole do B.  glabrata. 
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Isolamento e identificação bacteriana 

 

Inicialmente, foi realizada a avaliação microbiológica do macerado da parte mole de 

B. glabrata através do semeio deste material nos meios de cultura ágar sangue e ágar Eosina 

Azul de Metileno (EMB), utilizados para o isolamento de bactérias gram-positivas e gram-

negativas. Após o semeio, as placas foram incubadas a 37° C, durante 24 horas. Após esse 

período, foram observadas as características fenotípicas das colônias exibidas nos meios de 

isolamento descritos acima. Foram selecionadas para identificação as colônias predominantes 

(quatro a cinco colônias apresentando as mesmas características) nos meios empregados no 

estudo. 

 Posteriormente, foi realizada a coloração de Gram, para a identificação presuntiva das 

bactérias encontradas, segundo técnica descrita em Koneman e Winn (2006). 

A partir de culturas puras em Brain Heart Ágar (BHA), obteve-se a identificação 

bioquímica dos isolados bacterianos através do sistema automatizado VITEK 2 (bioMérieux). 

Todos os meios de cultura utilizados no presente estudo foram da empresa Himedia 

(Índia). 

 

Testes de susceptibilidade aos antimicrobianos 

 

Os testes de susceptibilidade aos antimicrobianos foram realizados em todos os 

isolados bacterianos identificados, através do método de difusão em disco, de acordo com as 

normas do CLSI (2011). 

Foram utilizados discos de antimicrobianos para bactérias gram-negativas da classe 

dos ß-lactâmicos: cefepime, ceftazidima, amoxicilina, ampicilina, cefalotina, cefoxitina, 

cefotaxima, piperaciclina/tazobactam e meropenem; dos aminoglicosídeos: gentamicina e 

amicacina; das quinolonas: ciprofloxacina; dos inibidores da via folato: 

sulfametoxazol/trimetoprim; dos fenicóis: cloranfenicol; e das tetraciclinas: tetraciclina. 

Os discos de antimicrobianos utilizados neste estudo foram da empresa Diagnósticos 

microbiológicos – DME (SENSIDISC). 
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RESULTADOS 

Identificação bacteriana 

 

Em meio de cultura ágar sangue cresceram colônias com aspecto brilhante ou 

coloração acinzentada, apresentando ou não β-hemólise. Em Ágar EMB foram observadas 

colônias negras com brilho verde metálico, colônias apresentando centro escuro com bordas 

claras ou colônias rosadas com aspecto mucóide. 

Foram encontradas apenas bactérias gram-negativas nos dois grupos avaliados. Na 

identificação através do sistema automatizado VITEK 2 os caramujos foram avaliados 

individualmente, sendo encontrados 11 gêneros bacterianos, observando-se 10 espécies 

bacterianas no grupo selvagem, onde 7 destas foram exclusivas deste grupo. No grupo não 

selvagem, encontramos 9 espécies, onde 6 diferiram do grupo selvagem (Tabela 1). Apesar de 

apresentar uma pequena diferença no número de espécies, foi observada uma grande variação 

na diversidade bacteriana entre os dois grupos. Das espécies bacterianas encontradas, três 

mostraram-se comuns aos dois grupos estudados, Aeromonas sobria foi encontrada em 20% 

no grupo selvagem e 30% no grupo não selvagem, Citrobacter freundii foi encontrada em 

30% no grupo selvagem e 60% no grupo não selvagem e Enterobacter cloacae foi encontrada 

em 50% no grupo selvagem e 20% no grupo não selvagem. C. freundii foi a espécie bacteriana 

mais encontrada no grupo não selvagem, enquanto E. cloacae predominou no grupo selvagem 

(Tabela 1). 
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Tabela 1  – Percentual dos isolados bacterianos presentes em cada exemplar de B. glabrata, 

nos grupos selvagens e não selvagens após a avaliação de trinta caramujos. 

Isolados bacterianos Selvagens (%) Não selvagens (%) 

Aeromonas sobria 20 30 

Citrobacter freundii 30 60 

Enterobacter cloacae 50 20 

Cupriavidus pauculus 0 10 

Rhizobium radiobacter 0 10 

Stenotrophomonas maltophilia 0 10 

Pseudomonas aeruginosa 0 10 

Klebsiella pneumoniae 0 10 

Citrobacter sedlakii 0 10 

Acinetobacter baumanni 20 0 

Aeromonas hydrophila 30 0 

Vibrio vulnificus 10 0 

Aeromonas salmonicida 10 0 

Acinetobacter haemolyticus 10 0 

Sphingomonas paucimobilis 10  0 

Pseudomonas mendocina 10 0 
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Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos 

 

No teste de susceptibilidade aos antimicrobianos foi observado que, na maioria dos 

isolados bacterianos, a resposta aos antimicrobianos foi heterogênea. Dentre os isolados 

estudados, K. pneumoniae e P. aeruginosa foram as espécies que apresentaram maior perfil 

de resistência frente aos antimicrobianos utilizados. A espécie R. radiobacter foi a única que 

apresentou resistência à amicacina. O meropenem foi o único antimicrobiano eficaz frente a 

todos os isolados. Por outro lado, a amoxicilina foi o antimicrobiano que exibiu menor 

eficácia frente aos isolados analisados. O isolado P. mendocina foi o único que se mostrou 

sensível a todos os antimicrobianos analisados, com exceção da amoxicilina. Os resultados 

estão descritos na Tabela 2. 

 

Tabela 2 - Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados bacterianos 

identificados. 

Bactérias 
Antimicrobianos 

CAZ CPM GEN CIP TET SUT CLO AMO AMP PIT CFL CFO CTX MPM AMI 
A. sobria S S S S S R S R R S I S S S S 
C. freundii S S S S S S S R R S R R S S S 
E. cloacae S S S S S S S R R S R R S S S 
C. pauculus S S S S S S R R R S R R S S S 
R. radiobacter S S S S S S R R R R R R R S R 
S. maltophilia S S S S S R S R R S R R S S S 
P. aeruginosa R R S R R R S R R I R R R S S 
K. pneumoniae R R R R R R R R R S R S S S S 
C. sedlakii S S S S S S S R S S R R S S S 
A. baummanni S S S S S S S R R S R R S S S 
A. hydrophila S S S S S S S R R S R S S S S 
V. vulnificus S S S S S S S R R S R S S S S 
A. salmonicida S S S S R S S R R S R R S S S 
A. haemolyticus S S S S S R S R S S R S S S S 
S. paucimobilis S S S S S S S R R S R R S S S 
P. mendocina S S S S S S S R S S S S S S S 

 
CAZ – Ceftazidima; CPM – Cefepima; GEN- Gentamicina; CIP – Ciprofloxacina;  TET - 
Tetraciclina; SUT - Sulfametoxazol/Trimetoprim; CLO – Cloranfenicol; AMO – Amoxicilina, AMP – 
Ampicilina; PIT - Piperaciclina/Tazobactam CFL – Cefalotina; CFO – Cefoxitina; CTX – Cefotaxima; 
MPM – Meropenem; AMI – Amicacina.  
S – Sensível; I – Intermediário; R – Resistente. 
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DISCUSSÃO 

A maioria dos estudos relacionados à caracterização da microbiota de invertebrados 

envolve mosquitos. Por exemplo, Demaio et al. (1996), ao estudarem a microbiota intestinal 

de três espécies de mosquitos: Aedes triseriatus, Culex pipiens e Psorophora columbiae, 

verificaram que as principais espécies encontradas neste trabalho foram P. aeruginosa, 

Serratia marcescens, Enterobacter agglomerans, Enterococcus faecalis e Klebsiella spp. Em 

nossos estudos com outra classe de invertebrado, observamos também uma grande 

heterogeneidade bacteriana na microbiota do B. glabrata comparando caramujos selvagens e 

não selvagens, e observamos a presença de gêneros bacterianos comuns aos encontrados por 

Demaio et al. (1996) como Pseudomonas sp., Enterobacter sp. e Klebsiella sp. 

 Em nosso estudo, exemplares não selvagens de B. glabrata apresentaram, 

predominantemente, C. freundii e A. sobria, em sua microbiota, exibindo semelhança com os 

resultados apresentados por Ducklow et al. (1979). Estes autores, utilizando exemplares de B. 

glabrata oriundos de Porto Rico, Santa Lúcia (país insular situado no Caribe) e Guadalupe 

(ilha do Caribe), verificaram a presença de Aeromonas sp. nos dois grupos de caramujos 

estudados (selvagens e não selvagens). Este fato pode estar relacionado à presença do gênero 

Aeromonas sp. em ambientes aquáticos (Koneman e Winn, 2006). Já na microbiota de B. 

glabrata selvagem, do estudo de Ducklow et al. (1979), o gênero Enterobacter sp. foi 

encontrado apenas no grupo selvagem, enquanto que no presente trabalho, a espécie E. 

cloacae foi encontrada nos dois grupos, predominando no grupo selvagem. E. cloacae é uma 

das espécies mais comumente encontrada em amostras clínicas, fazendo parte da microbiota 

entérica comensal humana (Koneman e Winn, 2006), explicando, portanto, o fato de ser 

predominantemente encontrada em caramujos do grupo selvagem cujo hábitat é um ambiente 

contaminado por fezes humanas. 

Em nosso estudo, entre o grupo selvagem o grupo não selvagem houve algumas 

semelhanças com relação às bactérias encontradas. Bactérias não fermentadoras como P. 

aeruginosa, S. maltophilia e R. radiobacter foram encontradas no grupo selvagem, da mesma 

forma que outras espécies de não fermentadoras também foram encontradas em exemplares 

não selvagens como: P. mendocina, S. paucimobilis.  

Villena et al. (2010), estudando outros gastrópodes realizaram um estudo, em Lima 

(Peru), para comparar a flora bacteriana intestinal e o hepatopâncreas de moluscos da espécie 

Helix aspersa Müller, criados por dois sistemas de produção: intensivo e extensivo. Neste 

trabalho, eles encontraram 15 gêneros de bactérias divididos em, Gram-positivas: 

Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Micrococcus e Gram-negativas: Escherichia, 
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Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Hafnia, Proteus, Providencia, Aeromonas, 

Pseudomonas e Acinetobacter. Corroborando com nossos achados onde, analisando a 

microbiota de caramujos selvagens e não selvagens, encontramos 11 gêneros, porém todos, 

Gram negativos.  No gastrópode estudado por Villena et al. (2010), Klebsiella predominou no 

sistema de criação intensiva, enquanto no sistema extensivo, predominou o gênero 

Escherichia. Nos nossos resultados, o gênero Citrobacter e Aeromonas predominaram no 

grupo não selvagem, enquanto no grupo selvagem predominou Enterobacter,  mostrando que 

alguns gêneros de bactérias são comuns entre gastrópodes.  

A. sobria, uma das espécies de bactéria mais encontrada nos caramujos não 

selvagens nesse estudo, também tem sido demonstrada como fazendo parte da microbiota 

intestinal de representante da classe hirudínea em outro trabalho (GRAF, 1998). O gênero 

Aeromonas também está implicado na síndrome leucodérmica em caramujos da espécie 

Achantina fulica (Dean et al., 1970). 

 C. freundii, bactéria responsável por uma série de doenças em humanos, foi citada 

em revisão realizada por Farmer et al. (1985) como sendo responsável por possível causa de 

diarréia e de ocorrências isoladas de infecções extra-intestinais e foi também 

predominantemente encontrada nos caramujos não selvagens.  

Com relação ao perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, Pidiyar et al. (2002), 

ao caracterizarem Aeromonas culicicola de intestino médio de Culex quinquefasciatus, 

observaram que esta espécie bacteriana exibiu resistência à ampicilina e sensibilidade à 

ciprofloxacina, corroborando com nossos achados para outras espécies do gênero Aeromonas. 

No entanto, no mesmo trabalho observou-se resistência a amicacina, contrastando com nossos 

resultados. Evangelista-Barreto et al. (2006), estudando ostras da espécie Crassostrea 

rhizophorea verificaram que todas as espécies de Aeromonas foram sensíveis à ciprofloxacina 

e ao cloranfenicol, resultado semelhante ao do presente trabalho. No entanto, a maioria destes 

isolados foi sensível à cefalotina, diferindo dos nossos achados. Dentro do gênero Aeromonas, 

a espécie A. sobria exibiu sensibilidade à tetraciclina, assim como observado em nossos 

resultados. No presente trabalho, verificamos ainda que, no grupo não selvagem, foram 

encontradas as bactérias com maior perfil de resistência aos antimicrobianos testados (P. 

aeruginosa e K. pneumoniae), um fato curioso, pois as condições em que esses caramujos 

vivem são bastante controladas, ao contrário dos caramujos selvagens cujo ambiente é 

contaminado por dejetos humanos contendo bactérias passíveis de resistência a 

antimicrobianos. 
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Com relação ao controle biológico, algumas espécies de bactérias vêm sendo 

empregadas como entomopatógenos, ou seja, microrganismos capazes de combater 

determinada espécie de inseto. Um exemplo disso é controle microbiano de insetos realizado 

pelo entomopatógeno Bacillus thuringiensis (Bt) que oferece excelentes alternativas como 

bioinseticida, mostrando-se também um bom candidato à obtenção de formulações 

comerciais, bem como à engenharia genética de plantas (COSTA et al. 2010). Outro exemplo 

de controle biológico é o uso da paratransgênese. Contudo, poucos trabalhos vêm sendo 

realizados, empregando esta técnica (Durvasula et al. 1997; Yoshida et al. 2001; Riehle et al. 

2007), envolvendo a modificação genética de microrganismos simbiontes com o objetivo de 

obter produtos anti-patogênicos, criando mais uma alternativa, para o controle biológico, 

reduzindo portanto, a capacidade de transmissão da doença pelo vetor.  

Os resultados apresentados nesse estudo, são de grande importância para o 

desenvolvimento de estratégias de controle biológico, como por exemplo, utilizando a 

paratransgênese para a erradicação da transmissão do S. mansoni pelos caramujos da espécie 

B. glabrata, a partir do conhecimento de sua microbiota. Este é o primeiro estudo que 

caracteriza a microbiota de B. glabrata no Brasil. 
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6. CONCLUSÃO 

 

• A microbiota bacteriana de B. glabrata do grupo selvagem apresentou-se 

predominantemente composta por E. cloacae; 

• A microbiota bacteriana de B. glabrata do grupo não-selvagem foi composta, 

predominantemente por A. sobria e C. freundii; 

• C. freundii, A. sobria e E. cloacae foram às espécies encontradas em todos os 

grupos de caramujos avaliados: selvagens e não-selvagens; 

• Todos os isolados bacterianos encontrados no presente trabalho se 

apresentaram resistentes à amoxicilina, e o meropenem foi o antimicrobiano 

mais eficaz frente aos isolados analisados. 
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7. RECOMENDAÇÕES E/OU CONSIDERAÇÕES DA DISSERTAÇÃO 

 

Este trabalho, que foi o primeiro desenvolvido no Brasil envolvendo a 

caracterização da microbiota de B. glabrata, pode servir como base para a 

elaboração de estratégias de controle biológico, visto que traz informações sobre a 

composição da microbiota deste molusco, cujas bactérias poderão ser empregadas, 

por exemplo, em tecnologias de modificação genética para a expressão de 

moléculas com propriedades anti-parasitárias, como a paratransgênese. Diante do 

exposto neste trabalho, uma das três espécies encontradas nos dois grupos de 

caramujos selvagens e não selvagens: C. freundii, A. sobria e/ou E. cloacae seriam 

candidatas potenciais para a utilização em técnicas para controle biológico. 
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