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Resumen

Se detecto la presencia del parasito Cryptosporidium sp. en las heces de caracoles terrestres
del Lissachatina fulica utilizando técnicas de tincion, en las provincias Guayas y Los Rios, en la
costa de Ecuador. El nimero de muestras fue establecido de manera aleatoria, realizandose la
recoleccion en dias alternados durante la estacion lluviosa. Se colectaron 411 ejemplares vivos en
recipientes con el fin de obtener su material fecal. Posteriormente, la deteccion e identificacion
del parasito se realizo a través de un analisis coproldgico parasitario y las muestras fueron tefidas
con las técnicas Ziehl Neelsen modificada, Safranina-Azul de metileno y Giemsa.

De la totalidad de caracoles gigantes africanos terrestres recolectados en las provincias Guayas y
Los Rios, el 48,2% de las muestras resultaron positivas para Cryptosporidium sp. con la técnica de
Ziehl Neelsen modificada, el 17.8% con Giemsa y el 14.1% con Safranina-Azul de metileno.

Con respecto a la evaluacion de las técnicas de tincion, los resultados fueron analizados
estadisticamente mediante el método de ANOVA. Entre los resultados obtenidos, existe una
diferencia significativa (p<0,05) entre la técnica de Ziehl Neelsen modificada en relacion con
las otras dos empleadas, demostrando un mejor desempefio en la deteccion de ooquistes de
Cryptosporidium sp., mientras que no se encontraron diferencias significativas entre las técnicas
de Giemsa y Safranina-Azul de metileno.
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Summary

The presence of the parasite Cryptosporidium sp. was detected in snail feces of Lissachatina fulica
through staining techniques, in the provinces Guayas and Los Rios, in coastal Ecuador. The number
of samples was determined by a random collection method conducted on alternate days during
the rainy season. About 411 live specimens were placed in containers to obtain the fecal material.
Subsequently, the detection and identification were performed through a parasitic stool analysis;
Ziehl Neelsen modified Safranin-methylene blue and Giemsa techniques were applied.

Of all Giant African land snails collected in the provinces Guayas and Los Rios, 48.2% of samples
tested positive for Cryptosporidium sp. using the modified Ziehl Neelsen, 17.8% for Giemsa and
14.1% for Safranin-methylene blue techniques.

With regards to the evaluation of staining techniques the results were statistically analyzed
using ANOVA, there is a significant difference (p<0.05) between Ziehl Neelsen modified technique
in comparison to the remaining ones, showing a better detect performance for oocysts of
Cryptosporidium sp. However, significant differences between Giemsa and Safranin-methylene
blue techniques were not found.
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Introduccion

La presencia del caracol gigante africano (Lissachatina
fulica) ha sido detectada en varias provincias de la
costa ecuatoriana, reportandose por primera vez
desde Esmeraldas, en el ahfo 2005. Esta especie
introducida para fines comerciales ha provocado
diversos impactos negativos en los sectores agricola,
ecologico y en la salud publica (Correoso, 2006).

Al momento de su aparicion el tema no generd
mayor interés para las autoridades pertinentes; sin
embargo, debido a su tipo alimentacion polifaga
y a sus desplazamientos masivos hacia las zonas
rurales y urbanas como en jardines y parques,
este caracol terrestre se ha convertido en una
plaga competitiva para nuestros ecosistemas,
principalmente durante la época lluviosa. Guayas
y Los Rios son las provincias de mayor interés
por el impacto ocasionado en la salud humana,
debido a que Lissachatina fulica es el hospedador
de diferentes grupos zooldgicos patdgenos, entre
ellos, el nematodo Angiostrongylus cantonensis,
causante de la meningoencefalitis eosinofilica,
una enfermedad previamente registrada en las
mencionadas provincias y cantones. Esta es
producida por la ingestion de caracoles crudos, su
aparicion fue reportada en Guayaquil en el 2008 y
estudiada por el Instituto Nacional de Investigacion
en Salud Pablica (INSPI) (Martini et al., 2009).

Lissachatina fulica esta vinculada con la cadena
epidemioldgica de transmision de la Criptosporidiosis
(diarreas acuosas) (Schiffler et al., 2008); esta
se produce por el contacto directo en ambientes
contaminados con la presencia de Cryptosporidium
sp. Este protozoario es un agente patoégeno que se
desarrolla y multiplica en las células epiteliales de los
sistemas digestivos y respiratorios de los vertebrados
y en oOrganos anexos de invertebrados (Arias et al.,
2008; Cabrera et al., 2010).

El proposito de este trabajo es determinar la presencia
del protozoario Cryptosporidium sp. en los caracoles
terrestres de Lissachatina fulica en las provincias del
Guayas y Los Rios, utilizando las técnicas de tincion
Ziehl Neelsen modificada, Safranina-Azul de metileno
y Giemsa.

Materiales y métodos

Para la obtencion y estimacion del tamafio de muestra
se realizd un muestreo aleatorio por el lapso de 30
minutos, durante la época lluviosa entre los afos
2012 y 2013. Cada localidad elegida como punto de
muestreo fue seleccionado mediante un recorrido por
la zona, verificando la presencia de L. fulica.

Los caracoles fueron recolectados de forma manual,
transportados al laboratorio de Parasitologia del
INSPI y distribuidos en recipientes plasticos ad hoc
procurando que tengan sus respectivas aberturas de
aireacion. Posteriormente se colecto el material fecal
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Figura 1. Ooquistes de Cryptosporidium sp. tefiidos con
diferentes técnicas: a) Ziehl Neelsen modificada, b) Safranina-
Azul de metileno y c) Giemsa.

empleando el protocolo establecido en el laboratorio
para la deteccion de agentes patogenos.

El material fecal se colocé en los tubos de ensayo,
diluyéndose a una concentracion de 1:1 con solucion
salina al 8.5% se homogenizd y centrifugd a 2500 rpm
hasta obtener el precipitado final libre de impurezas.
Posteriormente se realizo un frotis de este precipitado
sobre las placas portaobjetos desengrasados para
finalmente aplicar las técnicas de coloracion Ziehl
Neelsen modificada, Safranina-Azul de metileno
y Giemsa para la deteccion de los ooquistes de
Cryptosporidium sp. Al momento de determinar
su presencia, estos fueron medidos empleando el
micrometro ocular.
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Tabla 1. Coordenadas geograficas de las localidades muestreadas para la recoleccion del caracol Lissachatina fulica de

la provincia del Guayas y Los Rios, en la costa de Ecuador.

PROVINCIA DEL GUAYAS

PROVINCIA DE LOS RiOS

Cantoén Localidad Coordenadas Canton Localidad Coordenadas
Mucho Lote 2°09°03”  79°92’34” Barrio Lindo 1°48°24”  79°32°21”
GUAYAQUIL BABAHOYO
Miraflores 2°09’51”  79°55’°02” Pueblo Nuevo 1°32°38”  79°31°46”
El Recreo 2°10°53”  79°48’54” Zapotal 1°21°34”  79°24°56”
DURAN VENTANAS
Primavera 3 2°11°16”  79°51°21” Las Palmeras 1°26’22”  79°27°30”
Chobo 2°15’00”  79°63’53” Km 1 Via A Valencia 1°01°11”  79°27°18”
MILAGRO QUEVEDO
Parque Central 2°07°43” 79°35’37” La Venus 1°2°31”  79°28’30”
Area de Estudio 8
La presente investigacion ha sido llevada a cabo en £ 100%
dos provincias de la costa: Guayas, en los cantones i;—’ 80%
Guayaquil, Duran y Milagro; y Los Rios, en los cantones 8 oo
Babahoyo, Quevedo y Ventanas. En las diferentes 3 w00
localidades visitadas de los mencionados cantones y > "
provincias, tanto urbanas como rurales, era evidente % 20%
la presencia de los caracoles gigantes africanos, g 0%
; i i o Ziehl Neelsen Safranina Giemsa
Lissachatina fulica (tabla 1). s
L. L. Técnicas
Analisis Estadistico

Los datos fueron analizados a través de una estadistica
descriptiva, creandose una base de datos detallada
en el programa de Excel 2007, donde se elaboraron
graficos representativos de los cantones muestreados
de cada provincia. Se utilizé el analisis de varianza
(ANOVA) de una sola via, empleando la prueba de
Tukey al 5% para comparar las medias de las técnicas
empleadas, con la ayuda del programa estadistico
QED Statistics 2007.

Resultados

El presente estudio determina la presencia de
Cryptosporidium sp. en las heces de los caracoles
Lissachatina fulica, en los cantones Guayaquil, Duran
y Milagro de la provincia del Guayas y en los cantones
Babahoyo, Quevedo y Ventanas, de la provincia Los

Tabla 2. Aplicacion de tres técnicas en caracoles Lissachatina
fulica para la deteccion de Cryptosporidium sp. en los
cantones Guayaquil, Duran y Milagro de la provincia Guayas
y en los cantones Babahoyo, Quevedo y Ventanas, de la
provincia Los Rios, en la costa de Ecuador.

One-way Analysis of Variance
Source DF SS MS F P

Between 2 1969,44 984.72 13.02 0.00049162
Within 15 1118.17  74.54
Total 17 3087.61 18.27

selected significance level < 0.05

Group N Mean Variance StdD
Ziehl Neelsen 6 33 128 11.31
Safranina 6 9.66 24.66 4.96
Giemsa 6 12.16 70.96 8.42

Figura 2. Porcentaje global de caracoles Lissachatina fulica
infectados por el parasito Cryptosporidium sp. segin tres
técnicas empleadas en dos provincias de Ecuador.

Rios, ambas en la costa de Ecuador. Se obtuvo un alto
porcentaje de positividad, 48.2% con la técnica Ziehl
Neelsen modificada; seguida de la técnica de Giemsa
con un 17.8% y 14.1% con la técnica de Safranina-Azul
de metileno (fig. 1).

Referente al analisis estadistico de las técnicas de
tincion empleadas con ANOVAy con la prueba de Tukey
se determind que hay una diferencia significativa
(p=<0.05) entre las tres técnicas aplicadas para la
identificacion del Cryptosporidium sp. en los caracoles
L. fulica, en los cantones Guayaquil, Duran y Milagro
de la provincia Guayas y en los cantones Babahoyo,
Quevedo y Ventanas, de la provincia Los Rios. La
técnica Ziehl Neelsen modificada es significativamente
diferente a la técnica Giemsa y Safranina-Azul de
metileno; no se encontraron diferencias significativas
entre estas dos Ultimas técnicas (tabla 2).

Conclusiones

Basado en las técnicas de tincion Ziehl Neelsen
modificada, Safranina-Azul de metileno y Giemsa,
se reporta por primera vez la presencia del parasito
Cryptosporidium sp. en las heces del caracol gigante
africano, Lissachatina fulica, en los cantones
Guayaquil, Duran y Milagro de la provincia del Guayas
y en los cantones Babahoyo, Quevedo y Ventanas,
de la provincia Los Rios, en la costa de Ecuador. La
presencia de este coccidio, demuestra que el caracol
gigante africano tiene la capacidad de albergar el
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parasito y de actuar como vehiculo de transmision de
éste y otros microorganismos del medio donde habita,
de alli que puede ser considerado como bioindicador
de contaminacion con interés clinico para el hombre,
tal como lo manifiesta Neira et al. (2010).

De acuerdo con los resultados obtenidos,
existe una diferencia significativa entre los tres
métodos de tincion empleados en la deteccion de
ooquistes, determinandose una mayor deteccion
de Cryptosporidium sp. en Lissachatina fulica con
la técnica Ziehl Neelsen modificado (ZNm), éstos
resultados son comparables al estudio descrito por
Schiffler et al. (2008). Sin embargo, no se descartaria
en su totalidad los restantes dos métodos de tincion
(Safranina-Azul de metileno y Giemsa), los cuales
también demostraron tener cierta capacidad para
detectar la presencia del parasito.

Con relacion a la técnica de tincion de Safranina
no se han encontrado registros publicados para
Cryptosporidium sp. en caracoles, pero ha sido
documentada para ooquistes de Cryptosporidium
baileyi en pollos de engorde, Gallus gallus domesticus
(Cardozo et al., 2008).

En cuanto a la técnica de Giemsa, no se encontro
informacion relacionada con Lissachatina fulica; sin
embargo, esta se ha empleado para la deteccion
de ooquistes de Cryptosporidium sp. en heces
de animales y humanos (Morales & Herrera,
1986; El-Rahim, et al., 1997). Esta técnica es poco
utilizada debido a la dificultad de observacion de la
estructura interna del parasito debido a que no existe
contratincion (Cardozo et al., 2008).

Cabe mencionar que las tinciones en laboratorios de
microbiologia son las primeras herramientas a utilizar,
entre ellas, Ziehl Neelsen es una tincion diferencial
que ha permitido identificar un mayor porcentaje
debido a la propiedad de ser acido-alcohol resistente
al momento de la observacion en el microscopio
optico, debido a que permite poner de manifiesto
aquellas estructuras del organismo al momento de
proyectar el haz de luz (Negrori, 2009; Lopez et al.,
2014).

En cuanto a los factores ambientales observados,
estos no mostraron tener influencia en el porcentaje
de caracoles parasitados dentro de la investigacion,
debido a que los valores se mantuvieron constantes
en los meses de Enero a Marzo, durante la estacion
lluviosa.

Un elemento poco considerado que puede incrementar
el riesgo de contaminacion en Ecuador se relaciona con
la confusion que existe entre los caracoles terrestres
Lissachatina fulica y Helix aspersa; esta ultima es una
especie muy apreciada en la gastronomia en ciertos
sectores del pais debido a su gran valor nutricional-
Sin embargo, los caracoles de Helix aspersa son
recolectados en estado silvestre o provienen de
criaderos y son consumidos sin una adecuada coccion,
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existiendo la posibilidad de que también se encuentren
infectados, pudiendo el parasito ser transmitido de
esta manera a los consumidores.

Recomendaciones

Se sugiere realizar mayores estudios en la deteccion
de Cryptosporidium sp. empleando métodos
moleculares.

Promover estudios de deteccion de Cryptosporidium
sp. no solo en animales invertebrados sino también en
vertebrados a nivel nacional.

Realizar estudios para la deteccion de Cryptosporidium
sp. en caracoles Helix aspersa.
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