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New intravital method for hemolymph collection from Cornu aspersum snails
and the establishment of standards for selected biochemical parameters of their hemolymph

Summary

The aim of the study was to develop an intravital method of collecting hemolymph and to establish standards
for the biochemical parameters of the hemolymph of the Cornu aspersum snail species. The research material
consisted of 80 Cornu aspersum maxima snails. Hemolymph was collected from the main vessel with a sterile
syringe and needle after removing a fragment of the shell. Hemolymph was studied biochemically by the
colorimetric method. The parameters evaluated were aspartate transaminase (AST), alanine transaminase
(ALT), amylase (AMYL), urea (UREA), and triglycerides (TG). An average of 0.54 ml hemolymph was
collected from the animals tested. After 24 hours, a film formed in place of the removed shell fragment and
it underwent mineralization within a few days. All animals included in the study survived, and from some of
them it was possible to collect hemolymph several times at intervals of several days. The proposed method of
hemolymph collection made it possible to obtain material to develop standards for the biochemical parameters
of hemolymph and consequently to monitor the health status of these mollusks.
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Cornu aspersum (Helix aspersa) maxima ($limak
afrykanski, §limak wielki szary) jest gatunkiem $lima-
ka czgsto hodowanym w specjalistycznych gospodar-
stwach —helikulturach. Pochodzi z potudniowe;j czgSci
basenu Morza Srédziemnego i od tysiacleci wchodzit
w sklad diety czlowieka. W ostatnich latach gatunek
ten zostal introdukowany prawie na calym $wiecie
m.in. w potudniowej Afryce, Ameryce Poinocnej
i Potudniowej, Nowej Zelandii, a takze ponocnych
1 centralnych cz¢$ciach Europy (5). Slimak wielki
szary, uprzednio umieszczony wsrdd gatunkow ro-
dzaju Helix, obecnie zaklasyfikowany jest do nowego
rodzaju Cornu w obrgbie rodziny Helicidae. Zmiany tej
dokonano na podstawie poréwnawczych badaf anato-
micznych uktadu rozrodczego §limakow (14). Slimaki
z gatunku Cornu aspersum sa jednymi z gatunkéw
slimakow jadalnych, ktore sg najlepiej przystosowane

do hodowli. Przemawiaja za tym: niezwykta zdolno$¢
do adaptacji do ré6znych warunkéw klimatycznych
i srodowiskowych, wysoka reproduktywnos$¢ oraz
szybkie tempo wzrostu.

Jednym z aspektow monitoringu stanu zdrowia
slimakow jest ocena wybranych parametréw bioche-
micznych hemolimfy. Budowa anatomiczna i fizjologia
Slimakow, w szczegolnosci pototwarty uktad krazenia
1 czeSciowo hydrauliczny narzad ruchu, umozliwiaja
pobieranie stosunkowo duzych ilo$ci hemolimfy.
Metody pozyskiwania hemolimfy stosowane dotych-
czas charakteryzowaty si¢ wieloma wadami, m.in.
konczyly si¢ $miercig badanego zwierzecia, a pobrany
material wykazywatl znaczne zanieczyszczenie (1-3).

Celem badan byto opracowanie jak najmniej inwa-
zyjnej i przyzyciowej metody pobierania hemolimfy
u $limakow umozliwiajacej w razie potrzeby powto-
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rzenie tego zabiegu, a takze ustalenie norm wybranych
parametrow biochemicznych hemolimfy u $limaka
z gatunku Cornu aspersum.

Material i metody

Badania przeprowadzono na 80 §limakach Cornu asper-
sum maxima o masie 28-39 g (Srednia masa 34 g) pocho-
dzacych z fermy slimakow znajdujacej si¢ na Kujawach.
Zwierzeta byly aklimatyzowane przez okres miesigca,
zywione specjalistyczng karmg dla §limakow jadalnych
1 utrzymywane w czystych plastikowych kuwetach w wa-
runkach temperatury i wilgotnos$ci zblizonych do panuja-
cych w fermie. W celu pobrania hemolimfy uzyto metody
opracowanej w Katedrze Epizootiologii i Klinice Chorob
Zakaznych Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwer-
sytetu Przyrodniczego w Lublinie (patent P.410296).

Zwierzeta podczas pobierania materiatu biologicznego
byly aktywne, wczes$niej spozywaly standardowy pokarm.
Zabieg przeprowadzano w temperaturze pokojowej, w ja-
kiej wczeséniej znajdowaty si¢ opisane slimaki. Hemolimfe
pobierano z naczynia gtdwnego. Miejsce dostepu do glow-
nego naczynia znajdowato si¢ na przecigciu dwodch linii:
pierwszej wyznaczonej przez $rodek najwigkszego skretu
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muszli i drugiej poprowadzonej na 2-3 mm w kierunku do-
glowowym od stabo zaznaczonego dotka osiowego (ryc. 1).

Po ostroznym usunigciu fragmentu skorupy za pomoca
ostrego narzg¢dzia (metalowy rylec, wiertto) uwidaczniano
gtéwne naczynie ($rednica od 1 do 1,5 mm). Naczynie na-
ktuwano za pomoca igly o $rednicy 0,4-0,45 mm, do czego
najlepiej nadawata si¢ igta uzywana do tuberkulinizacji. Za
pomoca dotaczonej strzykawki wytwarzano podcisnienie,
przez co hemolimfa zasysana byta bezposrednio z naczynia
w sposob mozliwie aseptyczny, bez kontaktu ze §rodowi-
skiem zewnetrznym (ryc. 2-4). W chwili pobierania materia-
hu zwierzeta byly umieszczone w temperaturze pokojowej,
aktywne i otrzymywaly standardowa karme.

W celu ustalenia norm fizjologicznych wybranych pa-
rametrow biochemicznych hemolimfy pobrany od §lima-
kéw materiat odwirowywano (1000 obrotow, 1 minuta)
w temperaturze pokojowej. Nastepnie material kliniczny
byl badany przy uzyciu aparatu do badan biochemicznych
wykorzystujacego metode kolorymetryczng Mindray BS —
130. Parametrami oznaczanymi byty: aktywnos¢ enzymow
transaminazy asparaginowej (AST), transaminazy alani-
nowej (ALT), amylazy (AMYL) oraz stezenie mocznika
(UREA), triglicerydow (TG).

Ryec. 3. Injekcja donaczyniowa — miejsce wklucia

Ryec. 4. Aspiracja hemolimfy za pomoca strzykawki
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Wyniki i oméwienie

Przedstawiona metoda okazata si¢ skutecznym
sposobem przyzyciowego pobierania hemolimfy od
slimakow C. aspersum maxima. Od badanych zwierzat
pobierano Srednio 0,54 ml hemolimfy (minimalnie
0,4 ml, maksymalnie 0,8 ml hemolimfy). Caty zabieg
byt bezpieczny dla poddawanego procedurze zwie-
rzgcia, za$ ilo$¢ pobranego materialu nie wptywata
zauwazalnie na tempo powrotu do normalnej aktyw-
nosci. W trakcie przeprowadzania badan nie zdarzyt
si¢ ani jeden przypadek smierci poddanego procedurze
slimaka. Po 0,5 do 2 godzin od pobrania hemolimfy
zwierzeta powracaly do zerowania i normalnej aktyw-
nosci, pod warunkiem zapewnienia duzej wilgotnosci
srodowiska (80-90%). Po 24 godzinach w miejscu
usuni¢cia fragmentu skorupy tworzyta si¢ potprzezro-
czysta, twarda btonka, ktéra w ciggu kolejnych kilku
dni ulegata catkowitej mineralizacji. U 40 losowo wy-
branych $limakow z grupy badanej pobierano 0,4 ml
hemolimfy po 5, 101 15 dniach od terminu pierwszej
iniekcji, celem ustalema czy jest mozliwe pobieranie
opisywanego materiatu klinicznego kilkakrotnie od
tego samego osobnika. Takze w tej grupie zwierzat
W czasie trwania obserwacji nie stwierdzono przypad-
koéw $mierci ani zmian w zachowaniu.

Pobieranie hemolimfy ma istotne znaczenie przy
pracach dotyczacych biologii §limakéw. Dotychczas
material ten pozyskiwano innymi metodami, m.in.
poprzez punktowe naklucie naczynia i zbieranie
materiatu badawczego za pomocg pipety (2, 8), lub
czg$ciowo poprzez aspiracj¢ za pomocy igly i zbiera-
nie za pomocg pipety (3). Najpopularnlejsze metody
kolekcjonowania hemolimfy byty inwazyjne i cz¢sto
konczyly si¢ $miercig migczakow. Wigzaty sie z uszko-
dzeniem mig$nia sercowego, struktur ptaszcza i muszli
(2, 6, 10). Polegaty na pobieraniu hemolimfy poprzez
wktucie igly w noge slimaka 1 ekstrakcje z hemocelu
(11), z naczynia ptucnego lub bezposrednio z serca
(4). Techniki te nie sa doktadnie opisane (2) lub do-
tycza gatunkéw Slimakéw o wiekszych rozmiarach
(3). Jako metodg bezinwazyjng stosowano stymulacje
zwierzgeia silnymi srodkami wywoltujacymi odruch
obronny, polegajacy na schowaniu nogi i glowy do
muszli oraz wydaleniu hemolimfy przez pory hemalne
(4, 13). W warunkach takiego pobierania otrzymuje
si¢ stosunkowo duze ilo$ci materiatu, jednakze jest
on narazony na zanieczyszczenie, a takze mieszanie
ze $luzem produkowanym przez zwierzg. Opisywana
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w doswiadczeniu metoda pozwala unikng¢ kontaktu
materiatu z powietrzem atmosferycznym, co zmniejsza
mozliwos¢ jego kontaminacji. Dodatkowo, aspiracja
do strzykawki umozliwia pobranie stosunkowo du-
zej ilosci hemolimfy. Ma to zwigzek z faktem do$¢
szybkiego obkurczania si¢ naklutego naczynia, co
powoduje zatrzymanie wyptywu hemolimfy, a czemu
przeciwdziala mechaniczne jej wypompowywanie.
Wykazano mozliwos¢ kilkukrotnego pobierania he-
molimfy od tego samego osobnika przy uzyciu wspo-
mnianej metody, co jest istotne w celu monitoringu
stanu zdrowia zwierzgcia.

W kolejnej cze$ci doswiadczenia opracowano
normy fizjologiczne wybranych parametréw bioche-
micznych pobranej hemolimfy $limaka, ktére podano
w tab. 1. Poziom aminotransferaz (AST, ALT) oraz
amylazy wskazuje na aktywnos¢ trzustkowatroby.
Poziom mocznika z kolei wskazuje posrednio na dy-
namike metabolizmu biatek oraz zdolno$¢ eliminacji
produktow przemian bialkowych przez organizm.
Stezenie triglicerydow jest wskaznikiem stanu odzy-
wienia zwierzgcia. Wybrane parametry sg wigc istotne
z uwagi na mozliwo$¢ ich wykorzystania w ocenie
stanu zdrowotnego hodowanych slimakow. Wykazano
duze rozbieznosci w uzyskanych wynikach slimakow
zdrowych 1 znajdujacych si¢ w ztej kondycji (dane
niepublikowane). Uzyskane wyniki wstepnych badan
z uzyciem $limakow znajdujacych si¢ w ztej kondy-
cji wskazuja na mozliwos¢ wykorzystania metody
oznaczen wybranych parametrow biochemicznych do
oceny stanu zdrowia §limakow fermowych.

Istnieja badania dotyczace niektorych parametrow
biochemicznych hemolimfy §limakow (1, 2, 6, 10),
rowniez oznaczania aktywnosci AST, ALT, stezenia
mocznika oraz triglicerydow w zalezno$ci od r6znych
czynnikow (4, 6, 7,9), ale nie dotycza one bezposred-
nio prob oceny stanu zdrowia zwierzat w helikulturach
w aspekcie stricte weterynaryjnym.

Podsumowujac, proponowana przez autoréw me-
toda jest dopracowana pod wzgledem technicznym
1 moze stuzy¢ jako instrukcja postepowania w kolej-
nych badaniach, w ktérych konieczne jest przyzyciowe
pobranie hemolimfy od $limakow. Materiat pozyskany
w oplsany sposob jest surowcem wysokiej jakosci, co
jest wazne dla badan nad fizjologig i monitoringiem
stanu zdrowia tych zwierzat. Ma to istotne znaczenie
w aspekcie rosngcego zainteresowania $limakami
jako surowcem wykorzystywanym przez przemyst
spozywczy 1 kosmetyczny.

Tab. 1. Normy badanych parametréw biochemicznych hemolimfy slimakow C. aspersum maxima

Parametry
Wartosci AST (u/l) ALT (u/l) Mocznik (mg/dl) TG mg/dl AMYLu/l
$rednia arytmetyczna uzyskanych wynikow 31,85 3,77 4,47 18,88 11,68
Srednie zakresy wartosci wynikéw z uwzglednieniem
odchylenia standardowego 26-38 0-11 3-6 16-20 9-16
Odsetek wynikéw zawartych pomigdzy warto$ciami liczhowymi o o o o o
okreslanymi przez odchylenie standardowe %,5% 92% 98% 100% 100%
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