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Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Av. Alberto Lamego, 2000, Parque Califérnia, Campos dos Goytaca-
zes, RJ 28013-600, Brasil. E-mail: foliveira@uenf.br.

With the objective of isolate Cryptosporidium spp. in Achatina fulica’s feces, 50 mollusks were collected in
nine neighborhoods of the municipal of Campos dos Goytacazes, RJ to the observation of oocysts in feces. The
snails were put in individuals containers and fed with water and green vegetables ad libitum until be collected a
gram of feces per animal. The samples were conditioned in tubes with formalin 10% and later smear of feces were
made and dyed by Ziechl-Neelsen modified technique. Of the 50 samples examined, 26 (52%) were positive for the
presence of oocysts of Cryptosporidium spp. The morphology and morphometry of the oocysts showed that are a
great morphologic variability. Considering the obtained results, the mollusk Achatina fulica is a host of Cryptospo-

ridium species and can participate in the epidemic chain of the cryptosporidiosis.
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RESUMO

Com o objetivo de isolar Cryptosporidium spp. em fezes
Achatina fulica, 50 moluscos foram coletados em nove bair-
ros do municipio de Campos dos Goytacazes - RJ, para ob-
servacdo de oocistos nas fezes. Os caramujos foram coloca-
dos em criatorios individuais e alimentados com agua e ver-
duras ad libitum até a obtengdo de um grama de fezes por
animal. As amostras foram acondicionadas em tubos conten-
do formol 10% e depois foram confeccionados esfregacos
fecais que foram corados pela técnica de Ziehl-Neelsen mo-
dificada. Das 50 amostras examinadas, 26 (52%) foram posi-
tivas para a presenca de oocistos de Cryptosporidium spp. A
morfologia e morfometria dos oocistos mostraram uma gran-
de variabilidade morfolégica. No entanto, néo se pode deter-
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minar as espécies diagnosticadas ou se essas Sao espécies es-
pecificas do molusco. Considerando os resultados obtidos, 0
molusco Achatina fulica é hospedeiro de espécies de Cryp-
tosporidium e pode participar da cadeia epidemiolégica da
criptosporidiose.

PALAVRAS-CHAVE: Criptosporidiose, fezes, moluscos,
00Cistos.

INTRODUCAO

O molusco Achatina fulica Bowdich, 1822 (Mollusca,
Gastropoda) é uma espécie terrestre que se difundiu por qua-
se todo territério brasileiro (VASCONCELOS; PILE, 2001).
O encontro desse animal em vida livre no Brasil é considera-
do um risco por se tratar de uma espécie envolvida na trans-
missdo dos nematdides Angiostrongylus cantonensis e
Angiostrongylus costaricensis, causadores da meningoence-
falite eosinofilica e da angiostrongiliase abdominal, respecti-
vamente (GRAEFF-TEIXEIRA, 2007).

Durante alguns anos coccideos do género Cryptosporidium
foram considerados altamente especificos aos seus hospedei-
ros. Apesar de existirem mais de 20 espécies descritas em dife-
rentes hospedeiros existem controvérsias com relagao a valida-
de da maioria delas, ja que estudos envolvendo transmisséo
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cruzada indicam que oocistos de C. parvum sdo infectantes para
diferentes espécies (O’DONOGHUE et al., 1987).

Os moluscos tém destaque em sadde publica por serem
responsaveis pela transmissao de uma grande variedade de
enfermidades. O fato da espécie A. fulica viver em contato
direto com o solo e preferencialmente em locais Umidos e
poluidos (RUIZ; FRENKEL, 1980; VASCONCELOS; PILE,
2001) torna esses caramujos provaveis transmissores de crip-
tosporidiose na qualidade de vetor biol6gico ou paraténico.

O presente trabalho teve como objetivo detectar oocistos
de Cryptosporidium spp. em fezes de moluscos A. fulica, no
municipio de Campos dos Goytacazes, Estado do Rio de Ja-
neiro, determinando o possivel papel desses animais na ca-
deia epidemioldgica da criptosporidiose.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Setor de Clinica Médica dos
Grandes Animais Domeésticos, do Laboratério de Sanidade
Animal, Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecudrias da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
Para realizacdo do mesmo, foram coletados, com auxilio do
Centro de Controle de Zoonoses e Vigilancia Ambiental
(CCZ), 50 exemplares do molusco A. fulica, em nove bairros
do municipio de Campos dos Goytacazes, RJ (Tabela 1). Os
espécimes foram coletados em residéncias onde havia proli-
feracdo desses moluscos, onde em sua maioria se caracteriza-
vam por locais desprovidos de saneamento basico e com pre-
senca de lixo, umidade e fezes de outros animais.

Os animais coletados foram encaminhados ao LSA, onde
foram lavados em agua corrente e distribuidos individualmente
em viveiros de plastico com 60 cm de largura por 40 cm de
altura, onde foram mantidos vivos com alimentacéo a base de
verduras lavadas em agua corrente e agua ad libitum, até libe-
rarem quantidade suficiente de fezes.

Foi utilizado um grama de fezes por animal. Estas foram
armazenadas em tubos conicos contendo 7 ml de formalina

Tabela 1. Distribuicdo de amostras de moluscos (Achatina
fulica Bowdich, 1822) (Mollusca: Gastropoda) e ocorréncia
de Cryptosporidium spp. em amostras de fezes examinados
por bairros/localidades, no municipio de Campos dos Goyta-
cazes, RJ, em 2006.

Bairros/Localidades n' Higiene Diagnostico
local Positivo Negativo Ocorréncia (%)

Donana 3 Bom 2 1 66,6
Parque Saraiva 8 Ruim 7 1 87,5
Parque S&o Domingos 3 Bom 0 3 0

Parque Alvorada 7 Bom 2 5 28,57
Parque Calabougo 9 Ruim 5 4 55,55
Parque SantaRosa 3  Ruim 1 2 33,33
Parque Rosario 7 Ruim 5 2 71,42
Centro 7  Ruim 2 5 28,57
Outros 3 Bom 2 1 66,66
Total 50 26 24 52

* NUmero de amostras.

Schiffler et al.

10% e submetidas a técnica de concentracdo de Ritchie modi-
ficada (ALLEN; RIDLEY, 1970). Com o sedimento, foram
realizados esfregacos fecais e estes foram corados pela técni-
ca de Ziehl-Neelsen modificada (HENRIKSEN; POHLENZ,
1981). Apo0s o preparo e montagem das laminas, estas foram
observadas em microscépio 6ptico comum, com objetiva de
100 (imersdo) para a presenca de oocistos. Estes foram sub-
metidos a analise morfométrica (Diametro Maior — DM e di-
ametro menor — dm) utilizando-se microscopio dptico Zeiss -
Axiostar Plus com camera digital Canon - PowerShot A640
para captura de imagens e Software Zeiss AxionVision Sample
Images para analise de imagens. Os dados obtidos foram sub-
metidos a analise descritiva e suas médias comparadas utili-
zando o teste t de Student. Para verificar a associacdo entre as
medidas utilizou-se a regressao linear e para analise do fator
de risco, usou-se o teste de Qui-Quadrado (x?) e o teste de
Fisher (Fisher Exact test) com intervalo de confianca de 95
%. Todos os calculos foram feitos utilizando-se o programa
Graph Pad Instat, Copyright 1192-2000, Graf Pad Softwere
v3- 05 for Windows.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 50 amostras de fezes examinadas, foram observados
oocistos de Cryptosporidium spp. em 26 ( 52%) ( Figural).
Tal fato pode estar relacionado a falta de saneamento basico
nos locais de coleta do molusco, associado ao estreito convi-
vio com diferentes espécies animais e suas excretas. No en-
tanto, os moluscos também foram coletados em locais dota-
dos de saneamento bésico, como o bairro do Centro (Tabela
1), onde duas ( 28,57 %) das sete amostras foram positivas, 0
que indica que a dispersdo tanto do molusco como de espéci-
es de Cryptosporidium ndo estdo associadas somente as con-
digdes de saneamento basico ruim.

Em estudo feito em Vicosa, MG por Heller et al. (2004)
em dois mananciais de abastecimento, em fezes de animais e
humanos de comunidades carentes, além de 13 amostras de
alface, foi observado que os dois mananciais examinados es-
tavam positivos para a ocorréncia de espécies de Cryptospo-
ridium, ressaltando que o manancial mais poluido apresentou
densidade maior do parasito. Observou-se também que as
hortalicas examinadas foram negativas para oocistos, diferin-
do dos resultados obtidos por Silva et al. (2005), que verifica-
ram a presenca de 30% de oocistos de Cryptosporidium sp.
em 40 amostras de alface, alimento comum do molusco, foco
da pesquisa. O autor descreveu ainda que fezes humanas e de
animais apresentaram densidades consideraveis de oocistos,
demonstrando que as condic@es precarias de saneamento con-
tribuem para a disseminacédo do parasita.

De acordo com Gomez—Couso et al. (2006) que pesquisa-
ram oocistos em tecidos de mexilhdes, encontrados 29,3 %
de positividade para oocistos de Cryptosporidium spp. em
184 amostras. Em trabalho anterior do mesmo autor, foi ob-
servado que em 241 amostras de tecidos de moluscos aquati-
cos, 83 (34,4%) foram positivas para oocistos de Cryptospo-
ridium spp. (GOMEZ —-COUSO et al., 2003). Embora A. fulica
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Figura 1. Oocistos de Cryptosporidium spp. em fezes de Achatina fulica. (A e B) oocistos pequenos; (C e
D) oocistos maiores. Coloracéo pela técnica de Ziehl-Neelsen modificada.
L] L

ndo seja um molusco filtrador, ele tem um importante papel
na cadeia epidemioldgica da criptosporidiose, pois o encon-
tro de oocistos do parasito em suas fezes indica que 0s mes-
mos podem contaminar as verduras e o ambiente.

O percentual de positividade encontrado nesse trabalho
demonstra alta contaminacdo ambiental, corroborando com
0s resultados de Xiao et al. (1998), que demonstraram que a
presenca de oocistos em ostras indica contaminagdo da gua
pelo parasita. Foi observado ainda que os locais com maior
indice de positividade apresentam pouca infraestrutura sani-
taria (Tabela 1), contribuindo para a presenca do parasita no
molusco em pauta, como demonstrado na Tabela 2, onde a
higiene local foi fator de risco quanto a presenca de oocistos
de Cryptosporidium spp. nas fezes de A. fulica.

Nessa pesquisa comprovou-se que o molusco estudado
pode albergar diferentes espécies de Cryptosporidium o que
inclui esse molusco na cadeia epidemioldgica da criptospori-
diose. A identificagdo de algumas espécies do género Cryp-

Tabela 2. Risco Relativo da presenga de Cryptosporidium spp.
em fezes de Achatina fulica Bowdich, 1822 (Mollusca:
Gastropoda) em relacdo as condi¢gBes de higiene local.

Higiene Resultados x?> Valor Risco Intervalo de
local Positiva Negativa  Total de P2 relativo confianca
(Rr) (95%)°
Boa 4 (8%) 13(26%) 17 (34%) 0,1449
- 0,0066* 0,3529 a
Ruim 22 (44%) 11 (22%) 33 (66%) 0,8599°

Total 26 (52%) 24 (48%) 50 (100%)

aTeste de Fisher; "Com aproximagao de Katz.
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Figura 2. Regressao linear do diametro maior sobre o diametro me-
nor para 39 oocistos de Cryptosporidium spp. Considerado significa-
tivo onde Y= 10,7259 + 0, 3948X, R? = 0,07 e r=0,27

tosporidium pode ser realizada com base na morfometria dos
00cistos, no entanto, a maioria das espécies s pode ser deter-
minada com base na biologia molecular.

Observou-se na Figura 2 uma dispersao dos pontos ao lon-
go da linha da reta de regressdo, onde o valor de R? sugere
haver mais de duas formas de oocistos isolados nas fezes de
A. fulica. Os resultados da morfometria dos oocistos estdo
demonstrados na Tabela 3. Esses oocistos tém formatos com-
pativeis com a maioria das espécies isoladas em animais e no
homem (Tabela 4), exceto para o C. andersoni e C. muris que
sdo maiores e tém o sitio de desenvolvimento no estdmago de
ruminantes (abomaso) e roedores, respectivamente (MONIS
et al., 2003). No entanto, a maioria dos oocistos medidos sao
de tamanhos compativeis com espécies encontradas em cao,
gato e no homem e de formato subesférico dado pelo indice
morfométrico (IM) (Tabela 3) e r = 0,27 (Figura 2).

Como foi observado que na maioria dos locais onde o
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Tabela 3. Medidas médias de 39 oocistos de Cryptosporidium
spp. obsevados em fezes de Achatina fulica Bowdich, 1822
(Mollusca: Gastropoda) em Campos dos Goytacazes, RJ,
Brasil.

Medidas Cryptosporidium spp. IM?
Diametros
Maior Menor
Média 3,58 3,12 1,15
Desvio Padrao 0,76 0,67 0,16
Valor Maximo 5,25 4,53 1,71
Valor Minimo 2,38 2,01 1

! indice morfométrico (raz&o do didmetro maior sobre o menor).

Tabela 4. Medidas de oocistos de espécies de Cryptospori-
dium (Apicomplexa: Cryptosporidiidae) e respectivos hospe-
deiros.

Espécies Hospedeiros Diametros

Maior Menor
C. canis Céao 3,7-5,9 3,7-5,9
C. hominis Homem 4,4-5,9 4,4-5,9
C. felis Gato 3,2-5,1 3,0-4,0
C. parvum Rato 4,5-54 4,2-5,0
C. muris Rato 6,6-7,9 5,3-6,5
C. wrairi Porco 4,8-5,6 4,0-5,0
C. andersoni Bovino 6,0-8,1 5,0-6,5
C. meleagridis Peru 4,5-6,0 4,2-5,3
C. baileyi Galinha 5,6-6,3 4,5-4,8

Fonte : Adaptado de MONIS et al. (2003).

molusco foi encontrado comumente ha presenga de animais
como cées, gatos e roedores, bem como suas fezes. Assim,
podemos inferir que A. fulica seja hospedeiro paraténico ou
definitivo de espécies de Cryptosporidium, porém a confir-
macdo dessa hipotese devera ser realizada utilizando-se mé-
todos moleculares de diagnostico.

CONCLUSOES

Achatina fulica é um potencial hospedeiro de Cryptospori-
dium spp., sendo esse o primeiro relato do protozoario nessa
espécie, determinando que esse molusco pode atuar na trans-
missdo dessa parasitose. No entanto, ndo se pode afirmar que
esses sejam hospedeiros definitivos ou paraténicos. Pelos re-
sultados dessa pesquisa, nao foi possivel determinar quais sao
as espécies de Cryptosporidium presentes nas fezes de A. fulica,
no entanto, pode-se verificar a ocorréncia de oocistos de mais
de uma espécie, segundo a analise da dispersdo dos pontos ao
longo da reta de regresséo. Além disso, a higiene local foi con-
siderada um fator de risco para a presenca de oocistos de Cryp-
tosporidium spp. nas fezes dos moluscos examinados.

Schiffler et al.
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