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ESTUDO COMPARATIVO DE DUAS TECNICAS PARA OBTENCAO DE MIRAGIDIOS
DE SCHISTOSOMA MANSONI EM FEZES HUMANAS
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RESUMO

Foi comparada a eficdcia de duas técnicas para obtencio de miracidios de
Schistosoma mansoni de ovos provenientes de fezes humanas para infeccdo de
Biomphalaria glabrata. Na técnica “A” utilizou-se sgua desclorada a 4°C e na “B”,
solugho salina (0,85%) e dgua desclorada em temperatura ambiente para suspender
as fezes. Foram utilizadas 8 cepas humanas de S. mansoni, procedentes de cinco
localidades do Estado de Minas Gerais, antes do tratamento. O nimero de ovos de
S. mansoni por grama de fezes variou de 360 a 2.328. As taxas de eclosdo dos ovos
e de infeccdo dos moluscos foram de 3,3% e 37,0% respectivamente, com a técnica
“A” e de 69% e 27,0% respectivamente, com a técnica “B”. Ndo houve diferenca
significativa entre a mortalidade dos moluscos nas duas técnicas. A andlise dos re-
sultados mostrou que a técnica “B” apresentou maior porcentagem de eclosdo dos
ovos de S. mansoni mas a técnica “A” apresentou melhor taxa de infecciio dos
moluscos.

INTRODUCAO

CDU 616.995.122

O isolamento de cepas de Schistosoma man-
soni para investigacbes diversas, tem sido bas-
tante utilizado em pesquisa.

BASTOS & col.? isolaram duas cepas de S.
mansoni de origem humana e silvestre do Vale
do Rio Paraiba do Sul, para estudar o compor-
tamento parasitolégico das duas linhagens do
trematédeo.

A resisténcia demonstrada por algumas ce-
pas de S. mansoni aos esquistossomicidas
usuais também tem motivado o seu isolamento
para novos estudos em terapéutica experimen-
tal 1.2,467914  Os individuos portadores de S.
mansoni, que foram tratados e ndo alcancaram
a cura, normalmente apresentam um numero
pequeno de ovos do parasita por grama de fe-
zes. Decorre desse fato a necessidade de se uti-
lizar métodos bem acurados para se conseguir
aproveitar o maior nimero possivel de ovos das

fezes desses individuos para eclosdo dos mira-
cidios.

No presente trabalho foi feito um estudo
comparativo entre duas técnicas para obtencio
de miracidios de S. mansoni em fezes humanas
com o objetivo de selecionar qual a que apre-
sentaria maior recuperacio e melhores taxas
de infec¢io de Biomphalaria glabrata.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 8 cepas de Schistosoma
mansoni provenientes de individuos com 360 a
2.328 ovos por grama de fezes, antes do trata-
mento. A maioria desse material foi consegui-
da através da secdo de Parasitose da Prefeitu-
ra de Belo Horizonte e o restante, através do
Laboratorio de Esquistossomose do Centro de
Pesquisas “René Rachou”, Os individuos para-
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sitados eram procedentes de véarias localidades
do Estado de Minas Gerais: AP.S. e M.G.F. de
Ravena; M.AF. de Contagem; AM.D. de Taru-
mirim; G.S. de Igarapé; D.D.M. M.AB.O. e P.
P.SF. de Belo Horizonte.

Os caramujos usados foram Biomphalaria
glabrata, criados em laboratério e originirios
de exemplares coletados no Barreiro de Cima,
Belo Horizonte, Minas Gerais.

No inicio do experimento foram retiradas
amostras das fezes de cada paciente, para fazer
a contagem do numero de ovos de S. mansoni
pelo método quantitativo de KATO-KATZ 8, Em
seguida procedeu-se a pesagem do bolo fecal,
que foi dividido em duas porgdes de peso igual,
uma para cada técnica. As duas técnicas foram
testadas paralelamente. Técnica “A”, padrdo, foi
descrita por ZICKER & col.%, As fezes foram
suspensas em &gua desclorada em temperatu-
tura de 4°C e a suspensfo foi filtrada em tela
metilica e deixada em geladeira durante 30 mi-
nutos para sedimentar; decorrido esse tempo,
0 sobrenadante foi retirado e o sedimento res-
suspenso em dgua desclorada a 4°C e novamen-
te colocado em geladeira durante 20 minutos
para sedimentar. Repetiu-se a lavagem até a
suspensdo ficar limpida. Depois de limpo o se-
dimento foi passado para placas de Petri e co-
locado sob lampada de 60 Watts para a eclo-
sdo dos ovos.

Técnica “B”, baseada no método utilizado
por PELLEGRINO & KATZ !5 para obtencio de
ovos de S. mapsoni em figado e intestinos de
camundongos ou cricetos. As fezes foram sus-
pensas em solugdo salina (0,85%) em tempera-
tura ambiente; a suspensfo foi filtrada em tela
metdlica. e deixada em camara escura durante
30 minutos para sedimentar; em seguida o so-
brenadante foi jogado fora e o sedimento foi
ressuspenso em dgua desclorada em. tempera-
tura ambiente e colocado novamente em cima-
ra escura durante 20 minutos para sedimentar.
Repetiuse a lavagem até a suspensdc ficar lim-
pida. Depois do sedimento limpo, procedeu-se
como na técnica “A”.

A dgua utilizada nos experimentos foi des-
clorada através de fervura ou destilada. A sus-
pensio de fezes foi filtrada em tela metalica
com malhas deé 500z de didmetro. A tempera-
tura de eclosio dos ovos nos dois experimen
tos foi de 26 & 2°C. Registrou-se o tempo gasto

252

do inicio da exposicio dos ovos & luz artificial
até a contagem dos miracidios. Foi feita infec-
¢do em massa utilizando 20 miracidios por ca-
ramujo. Os experimentos com amostras peque-
nas de fezes foram repetidos.

No final do experimento, foram calculados
o total de ovos de S. mansoni, as taxas de eclo-
sfo dos ovos, o nimero de miracidios por g de
fezes, o total de miracidios, as taxas de infec-
¢8o e mortalidade dos. moluscos, com cada, cepa
de S. mansoni e esses dados foram somados e
comparados nas duas técnicas. As diferencas
observadas foram analisadas estatisticamente.

RESULTADOS

Pela comparacgéo dos dados verificou-se que,
o tempo gasto para eclosio dos ovos de S.
mansoni em todas as cepas, foi maior 2 a 4
vezes, utilizando a técnica “A”. O numero de
miracidios eclodidos em cads cepa, na técnica
“B”, foi mais elevado 2 a 7 vezes. As taxas de
eclosdo dos ovos nas 8 cepas de S. mansoni,
variaram de 0,3 a 11,0% na técnica “A” e de 1,3
a 15,3% na técnica “B” (Tabela I).

A porcentagem de infeccio dos moluscos
foi mais elevada na técnica “A” apresentando
diferencas estatisticamente significativas com
as cepas MGF e PPSF. A variacio na taxa de
infecgdo foi de 6,0 a 74,6% na técnica “A” dé 5,0
a 40,7%, na “B” (Tabela II).

A mortalidade dos caramujos apresentou
oscilagOes entre algumas cepas nas duas téeni-
cas (Tabela II).

Os resultados globais, relativos a ecloséo
de ovos de S. mansoni e infeccio ‘dos caramu-
Jjos, utilizando as 8 cepas do trematddeo (Ta-
bela III), mostraram que na técnica “A”, a taxa
de ecloséo foi de 3,3% e a infeccio foi de 37,0%
€ na técnica “B”, a eclosfo foi de 6,9% e a in-
fecglo foi de 27,0%. A diferenca de 10% entre
as taxas de infeccfio nas duas técnicas, foi esta-
tisticamente significativa. N&o houve diferenca
significativa entre a mortalidade dos moluscos,
nas duas técnicas.

DISCUSSAO

A eclosdo de ovos de S. mansoni provenien-
tes de fezes humanas foi pesquisada detalhada-
mente por MALDONADQO & ACOSTA-MATIEN-
ZO W Esses Autores obtiveram taxas de eclosio



.S_OUZA, C. P. de; RODRIGUES, M. de S.; AZEVEDO, M. de L. L. de & ARAUJO, N. — Estudo comparativo de duas.téc-

nicas para obtengdo de miracidios de Schistosoma mansoni em fezes humanas.

251-255, 1981.

Rev. Inst. Med. trop. Sio Paulo 23:

TABELAII
Obtengdo de miracidios de Schistosoma mansoni em fezes humanas utilizando duas técnicas: dgua a 4°C “A” e solugho
salina e dgua em temperatura ambiente ‘“B”’

Cepas Técnica Total N.o de ovos Total Tempo de eclo- N.c de miraci- Total % de
de utili- de por g de séo dos ovos dios por g de ecloséo
S.mansoni = zada fezes (g) de fezes ovos (minutos) de fezes miracidios dos ovos

APS A 133,0 1980 263.340 90 30 4.017 1,5

B 133,0 1980 © 263.340 40 104 13.809 5,2

MAF A 36,5 360 13.140 140 19 690 5,0

B 36,5 360 13.140 60 44 1.620 12,0

MGF A 7,0 948 72.996 107 6 5.805 8,0

B 77,0 948 72.996 67 ki 7.179 10,0

AMD A 86,5 1080 93.420 120 3 296 0,3

B 86,5 . 1080... 93.420 65 14 1.202 1,3

DDM A 83,0 1356 112.548 80 39 3.224 2,9

B 83,0 1356 112,548 45 42 3.529 3,1

MABO A 51,3 924. 47.401 85 101 5.209 11,0

B 51,3 ’ 924 47.401 45 141 7.263 15,3

PPSF A 78,0 : 888 69.264 95 17 1.332 1,9

B 78,0 ¢ i 888 69.264 20 122 9.584 13,8

GS A 37,5 2328 87.300 55 128 4.828 55

B 37,5 2328 87.300 30 216 8.110 9,3

TABELA II
Infeccio de Biomphalaria glabrata com miracidios de Schistosoma mansoni obtidos em fezes humanas, através de duas

técnicas
Cepa, Local Técnica N.o de N.o de % de % de %
de de utili- miracidio moluscos mortali- moluscos de
S. mansoni procedéncia zada por molusco expostos dade positivos infecgdo
APS Ravena A 20 192 6,3 70 36,4
B 20 350 6,0 106 30,2
MAF Contagem A 20 34 26,5 15 44,1
B 20 81 29,6 33 40,7
MGF Ravena A 20 217 33,2 107 49,3(*)
B 20 226 41,2 83 36,77(*)
AMD Tarumirim A 20 12(*¥) 0,0 2 16,6
B 20 60 16,6 5 8,3
DDM Belo Horizonte A 20 100 27,0 24 24,0
B 20 100 8,0 20 20,0
MABO Belo Horizonte A 20 100 30,0 30 30,0
B 20 100 20,0 23 23,0
PPSF Belo Horizonte A 20 67 3,0 50 74,6(*)
B 20 100 4,0 29 29,0(*)
GS Igarapé A 20 100 3,0 6 6,0
B 20 100 3,0 5 5,0

(*) Diferencas estatisticamente significantes.

(**) Amostra pequena, a diferenca na taxa de infeccdo nio foi considerada.

TABELA IIX
Resultados de experimentos utilizando fezes de 8 pacientes com esquistossomose para comparar duas técnicas para obten-
¢do de miracidios de Schistosoma mansoni

Total de Técnica Total de Total de ‘N' ° de % de N.o de % de
ovos de utili- miracidios moluscos moluscos infec- moluscos mortali-

S. mansoni zada eclodidos expostos positivos cio mortos dade
759.409 A 25.401 (3,3%) 822 304 37,0(*) 155 18,8
759.409 B 52.296 (6,9%) 1.117 304 27,0 183 16,3
1.518.818 — 77.697 (5,1%) 1.939 608 31,3 338 17,4

(*) Diferenga significativa estatisticamente
( ) Porcentagem
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variando de 46,6 a 100,0% e média de 836%
em um total de 1971 ovos de S. mansoni pro-
venientes de fezes frescas de um tnico paciente
com esquistossomose. Esses ovos foram dei-
xados em observacdc em dgua durante alguns
dias, verificando-se que 65,0% da eclosdo ocor-
ria nas primieiras 8 horas.

Nesse experimento, utilizando-se fezes de
8 pacientes a fim de testar duas técnicas para
obtencéo de miracidios de S. mansoni, obteve-
se taxas de ecloséo variando de 0,3 a 153%,
porcentagem baixa em comparagio com os da-
dos de MALDONADO & ACOSTA-MATIENZO 1o,
Isto ocorreu provavelmente devido ao periodo
thenor de observacio dos ovos em dgua, no ma-
.ximo 4 horas e ao fato das fezes néo serem
frescas 1011, Como n&o foi feito um cdlculo do
numero de ovos de S. mansoni vidveis no se-
dimento apds a lavagem tomou-se como total
de ovos, o encontrado no exame de fezes (Ka-
to-Katz). As condicdes ideais j4 preconizadas
para a eclosio dos ovos de S. mansoni foram
observadas 5,12,13 16,17 19,

Quanto ao numero de ovos eclodidos, na
técnica “B”, obteve-se duas vezes mais miraci-
dios do que na técnica “A”, mas a taxa de in-
fecclio de caramujos com esses miracidios foi
menor. Esses resultados aparentemente contra-
ditdrios, devem-se provavelmente & eclosio pos-
terior & contagem, dos ovos lavados em &gua
gelada. Como o material ficou em contato com
0s moluscos durante 6 a 15 horas, sob luz ar-
tificial. houve chance de penetracio dos mira-
cidios eclodidos posteriormente. O nimero de
caramujos expostos, aos miracidios nas duas
técnicas foi diferente (menor na técnica “A”),

‘mas o niimero de moluscos que eliminaram cer-
cdrias foi igual. Em relacio ao tempo gasto
para eclosfdo, observou-se que houve diferenca
entre as cepas de S. mansoni testadas e a cepa
LE mantida em laboratéric hd mais de 15
anos 8. A eclosfo de ovos de S. mansoni pro-
venientes de fezes humanas foi mais demora-
da, fato também observado por MALDONADO
& col. 2. Nos ovos de S. mansoni (LE) prove-
nientes de figado e intestinos de camundongos
ou cricetos, a eclos@o normalmente se iniciou
antes de terminar a lavagem do material e al-
guns miracidios foram perdidos com o sobre-
nadante. Nos ovos de S. mansoni provenientes
de fezes humanas observou-se que o tempo mi-
nimo gasto para inicio de eclosio foi de 10
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minutos, apds exposicio & luz (técnica “B”),
com a cepa PPSF (Pampulha, Belo Horizonte).
Portarito ndo houve perda de miracidios na
lavagem.

A técnica “B” tem sido utilizada rotineira-
mente nesse laboratdrio para obtencio de mi-
racidios em fezes humanas com ndmero baixo
de ovos por grama (até 4 ovos) e em fezes de
ratos silvestres naturalmente infectados por
S. mansoni, com resultados satisfatérios. Essa
técnica apresenta as vantagens de eliminar o
uso de geladeira e da eclosdo se dar mais ra-
pidamente.

A analise dos resultados, mostrou que a
técnica “B” apresentou maior porcentagem de
eclos@o de ovos de S. mansoni mas a técnica
“A”, apresentou melhor taxa de infeccdo dos
moluscos.

SUMMARY

Comparative study of two techmiques for ob-
tention of miracidia of Schistosoma mansoni
from human feces

The efficiency of two techniques was com-
pared in obtaining S. mansoni miracidia from
human feces. Dechlorinated tap water at 4°C
was used in technique “A”; saline solution
(0,85%) and dechlorinated tap water at room
temperature was employed in technique “B”,
for diluting feces. Individuals. coming from 5
different regions of Minas Gerais State for
drug treatment, supplied samples of feces con-
taining 8 S. mansoni strains. The number of
S. mansoni eggs/gram feces waried from 360
to 2328. The rate of eclosion of eggs and the
rate of infection of snails were 3.3% and 37.0%
with technique “A” and 6.9 and 27.0% with
technique “B” respectively. Snail mortality was
not different in the two procedings. The results
indicate that technique “B” gives higher percen-
tage of eclosion of eggs, but technigue “A” gi-
ves higher infection rates in molluscs.
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