Nota prévia sdbre ensaios de combate aos
Planorbideos por métodos bioldgicos
e bioquimicos

por
Emmanuel Dias *

Prosseguem ativamente as pesquisas que, desde fins de 1952, vimos
empreendendo sObre as possibilidades da luta microbioldgica contra os
planorbideos.?

Atée ha pouco tempo vinhamos empregando exclusivamente um
bacilo de esporo terminal (BET), hoje denominado Bacillus pinottit
CrUzZ & Dias (1), que isolamos de ovotestes de Australorbis glabratlus
por meio de técnicas descritas (2,3). Embora tenhamos obtido resulta-
dos animadores no Brasil (3) e no Egito (4), conseguindo com um unico
tratamento grande mortandade de moluscos em focos naturais, con-
forme mostra o exemplo abaixo, ndo foi ainda submetido o processo a
aplicagao em larga escala, cujo custo estamos tentando diminuir pela
procura de um substituto util e econémico da peptona. Por outro lado,
encetamos ha pouco, em Bambui e no Rio de Janeiro, experiéncias com
microorganismos diversos, oriundos ou nao de caramujos, cultivaveis
em melos constituidos por materiais baratos, e com sub-produtos e re-
siduos de industrias, de baixo ou nulo custo, que podem ser empregados
isoladamente ou em associacdo a culturas. Nestas condic¢oes, tornar-se-a
economico o tratamento intensivo de criadouros, mesmo quando forem
relativamente elevadas as concentracées eficazes exigidas na pratica.
Em geral éstes processos visam produzir uma alteracao profunda das
condigoes ecologicas do meio aquatico, de natureza blo-quimica varia-
vel e complexa, mais ou menos duradoura, que tanto quanto possivel
se]a incompativel com a vida dos planorbideos. Ao mecanismo de atua-
cao sObre o meio aliar-se-a, no caso ideal, uma acao residual prolongada,
exercida direta e especificamente pelos microbios contra os moluscos.

Como quer que seja, o esclarecimento completo dos mecanismos inti-
mos de agao, em causa nos diferentes processos, tera que ficar para de-
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empregados. Cumpre salientar que comeca apenas a ser explorado o
vastissimo campo que o presente género de investigacoes oferece, e que
se nos afigura como um dos mais promissores na busca de uma solucao
para o problema profilatico das esquistossomoses, baseada na supressao
dos respectivos agentes transmissores intermediarios.

Constam da presente nota, além da observacao sumaria do foco
mais importante tratado com B. pinottii, os primeiros resultados que
temos obtido em experiéncias com outros novos processos. Ensaios mais
variados e em maior escala, que planejamos fazer breve em colaboracao
com o0 Servico Nacional de Malaria, permitirao ajuizar o valor pratico
destas investigacoes e fixar eventualmente as técnicas empregaveis nos
diferentes tipos de criadouros, em campanhas de larga envergadura.

Focos tratados com bacteérias (Bambui)
a) Bacillus pinottii

1 — Foco 27 — A descricao do foco, do tratamento e dos resultados observa-
dos ate 125 dias depois constam de trabalho anterior (3). Em resumo, trata-se
de um acude (fig. 1) com trés saidas dagua, oval, com diadmetros maximos de 60
e 30 metros, com volume calculado em 2.181.000 litros, altamente infestado por
diversos moluscos, predominando de muito o 4. glabratus. Previamente ao tra-
tamento, foram recolhidas 10.057 carapacas antigas, para nao prejudicar a
observacao dos resultados. Foi tratado uma unica vez, em 19 de abril de 1953,
com 1.943 litros de cultura de B. pinotli em agua peptonada a 1%, aos quais no
momento do uso foram adicionados 15 kg de peptona Geyer; a aplicacao foi
feilta com bombas nas margens, sobre a vegetacao sobrenadante e no fundo do
acude. Caramujos mortos comecaram a aparecer no 3.2 dia e seu numero foi
crescendo rapidamente; eram apanhados, deixados em tambor perfurado dei-
xado imerso nagua (para evitar o desperdicio de bactérias dos corpos em de-
composicao) depois de contados. A maioria das capturas foi feita uma vez por
semana, até dezembro de 1953. O resultado das contagens, computado por més,
fol o seguinte:

Total
Meés N.9de mortos acumulado
Abril 042 042
Maio 21.612 22 .554
Junho 34 . 840 57.394
Julho 43 .179 100.573
Agosto 71.771 172.344
Setembro 52.702 225.046
Outubro 49 .256 274 .302
Novembro 19.008 293.310
Dezembro 13.887 307.197

Até entao as capturas eram feitas somente na superficie e nas margens.
Observando o desaparecimento quase completo dos caramujos vivos (inclusive dos
cursos dagua que se originam no acude), comecgou-se a fazer em janeiro a apa-
nha das cascas do fundo, que era agitado com os pés ou com bambus, o que de-
terminava o aparecimento de grande numero de cascas submersas e de sempre
raros vivos. Foram assim recolhidas 225.126 carapacas em janeiro e 120.524 em
fevereiro, sendo tais capturas interrompidas em marco, quando se voltou ao an-
tigo processo de captura superficial. A partir de janeiro passaram a ser feitas
contagens semanais de vivos e mortos, antes de se fazer a apanha por agitacao,
que se lhes seguia; as margens, de cérca de 150 metros, foram divididas em 5 zo-
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nas, em cada uma das quais eram dados 100 golpes de capturador grande
standard, ao acaso. Na ultima contagem de que temos resultado, feita em
13-3-54, foram capturados apenas 22 vivos e 549 mortos (96,1%). Os vivos sao
recolocados nagua. O total de mortos recolhidos nésse dia foi de 1.193, que,
somado a captura precedente (1.658) e as anteriores, perfaz o total acumulado
de 655.698 caramujos mortos apanhados. Nao se observou mortandade de outros
animails. O bacilo tem sido isolado da agua, de peixes vivos, de caramujos
mortos e vivos.

Do ponto de vista da transmissao da esquistossomose, acha-se virtualmente
extinto éste grande foco, cuja populacao de planorbideos foi dizimada e ha
tempos se mantem em nivel infimo. Tal resultado foi obtido com um unico
tratamento, cujos efeitos continuarao a ser observados. Se o foco vier a se
extinguir completamente ou se se mantiver na atual situacao por longo tempo,
tornar-se-a compensador o custo do tratamento feito; de fato, atualmente
parece impossivel conseguir-se idéntico resultado, em focos semelhantes, com
0S moluscocidas quimicos usuais cuja aplicacao, embora menos custosa, tornar-
se-a mais dispendiosa, em vista das repeticoes exigidas na pratica para con-
secucao e manutencao de um tal resultado.

b) Outros germes

Foram empregadas culturas de germes nao esporulados, ainda em
estudo, originarios de ovoteste de caramujos afetados de séries manti-
das no laboratorio (cf.2,3), cuja atividade foi muito reforcada, pelo
acrescimo ao triturado dos caramujos de cada passagem, de pequenas
quantidades de acucar mascavo ou de farelo de arroz. Foram feitas
as seguintes experiéncias, em focos de Bambuli infestados com A. gla-
bratus.

2 — Foco 48 — Volume inicial de 73 litros; tratado com 900 gr de acucar
mascavo e 500 cc de cultura (feita em falero de arroz a 3% ). Quatro dias depois
nao havia nenhum caramujo vivo, coletados 574 mortos. Surpreendeu o aspecto
das carapacas, que se mostravam corroidas, fragmentadas e frageis. Posterior-
mente ao unico tratamento: 13 dias — colocados novos caramujos vivos no foco:
16 dias — todos mortos; devido as chuvas, o volume passou a 116 litros; introdu-
zidos outros caramujos vivos; 17 dias — todos mortos; introduzidos vivos: as
figs. 2 a 5 mostram o aspecto das cascas retiradas nesse dia: 18 dias — todos
mortos; vivos colocados; volume 137 1; 19 dias — 70% de mortos; 20 dias: vol.
159 1.; vivos colocados; 44 dias — extinto.*

3 — Foco 49 — Volume inicial 46 1.; tratado com 500 cc da mesma cultura
usada no foco anterior e 500 gr de farelo de arroz. No 5.2 dia havia 266 moluscos
mortos e 4 moribundos, que no 6.° dia estavam mortos; 13 dias — volume 90 1.,
colocados outros vivos; 19 dias — vol. 99 1.; 24 dias — todos mortos: vivos intro-
duzidos; 43 dias — 1 vivo, 18 mortos; vol. 69 1.

As carapacas apresentaram as mesmas alteracoes observadas nas do foco 48,
sendo observadas lesoes perfurantes em caramujos ainda vivos.

E importante relatar que, em dois focos semelhantes aos dois anteriores e
proximos a éles, nao houve mortandade nem alteracdes de cascas até 19 dias.
Eram focos testemunhas, que nenhum tratamento receberam. Por alagamento
da regiao por chuvas fortes e posterior comunicacao entre os focos, a partir de
220 dia comecaram a aparecer lesoes nas cascas dos moluscos déstes focos teste-
munhas, seguida de mortalidade progressiva, que no 44° dia era de 98,8% num
déles e de 90,09 no outro.

4 — Foco 51 — Pogo numa nascente, com pouca agua de saida, volume de
aproximadamente 7.250 1. Foi feito um tratamento diferente do comum, somente

v Alteracoes semelhantes das carapacas tém sido observadas em solucoes
de acucar mascavo fermentadas, sem acréscimo de culturas.
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de superficie ,baseado no fato de que os moluscos sio obrigados a frequentar a
tona. Cerca de 20 1. de farelo de arroz foram aplicados, a pequenos punhados, na
superficie dagua, formando-se uma camada espessa sobrenadante que foi as-
pergida, em leque fino, com 12 litros de cultura. Até o 21° dia foram recolhidos
171 caramujos mortos (98,8%), sendo entio encontrados apenas 2 vivos. A ca-
mada tornou-se enegrecida e com as chuvas foi muito fragmentada.

Para experimentar o principio do tratamento de superficie, que é aplica-
vel a focos de agua estagnada, com a vantagem de nio levar em conta o volume
liquido, fizemos no Rio de Janeiro um tratamento usando agente quimico flu-
tuante, o querosene, que foi aplicado cuidadosamente na tona de um poco com
92 litros de capacidade e 49 cm de profundidade: quatro dias mais tarde foram

colhidos, lavados e contados 650 Australorbis nigricans (A. immunis) mortos,
nao restando nenhum vivo.

Focos tratados com levédo (Saccharomyces cerevisiae), situados
em Bambui e infestados com 4. glabratus:

O — Foco 20 — Volume inicial 44 litros: tratado com 500 gr de acucar mas-
cavo e 100 gr de levédo umido comprimido. Em 2 dias, 98 caramujos mortos e 2
moribundos que estavam mortos no 3.2 dia: 13 dias — vol. 53 1., colocados planor-
bideos vivos; 16 dias — todos mortos, novos vivos introduzidos; 19 dias — mortos:
vivos colocados; vol. 75 1.: 26 dias — vol. 107 l.; 29 dias — restam 3 vivos, vol. 91 1
39 dias, nenhum vivo.

6 — Foco 24 — “Cacimba’, vol. 473 1., tratada com 200 gr de levédo e 5 kg de
acucar mascavo. 3 dias — 72 vivos muito afetados e 36 mortos; 5 dias — 418
mortos, 0 vivos; 15 dias — colocados caramujos vivos: 18 dias — todos mortos,
vol. 1021 litros dagua.

1T — Foco 50 — “Cacimba” ou poco, vol. 160 1., recebeu 1 rapadura (1.340 gr)
Jogada inteira e 100 gr de levédo. 3 dias — 112 vivos, 48 mortos: 5 dias — mais
199 mortos e 5 moribundos; 10 dias — nenhum vivo: 15 dias — colocados cara-
mujos vivos; 18 dias — 6 vivos e 89 mortos, vol. 326 1.

8 — Foco 40 — Poc¢o de volume aproximado de 21.500 litros, com entrada e
salda dagua, tratado com 100 litros de cultura de levédo (em acucar e em agua,
1%) e 50 kg de agucar mascavo, que ia sendo dissolvido na cultura e em agua
e aplicado com bomba nas margens, tona e fundo, mais nas margens. Até 22 dias
depols do tratamento foram recolhidas 359 cascas, restando nesse dia 10 vivos
(97,3% de mortalidade). Houve grande aumento da renovaciao da agua devido as
chuvas.

*9

Focos situados em Jacarepagud, Distrito Federal, infestados com
A. nigricans (A. immunis):

9 — Vala medindo 16,10 m por 1,0 m e 0,44 m de profundidade média, vol.
aproximado de 7.084 litros, com agua correndo pouco na parte inferior, prove-
niente de uma vala de agrido infestada; a entrada dagua, no outro extremo,
estava Interrompida. Foi tratada com 70 kg de acucar refinado (& falta de ordi-
nario) e 40 1. de levédo, em dia quente. Trés horas depois era franco o desen-
volvimento da fermentacao. Um e dois dias depois, superficie téda recoberta por
espessa camada espumosa (fig. 6), vendo-se numerosos caramujos e peixinhos
mortos. No 4.° dia, aspecto muito diverso, 4gua quase limpida e sem espuma,
como se houvesse sido renovada, embora os agricultores informassem que nio
haviam aberto a entrada dagua; 20 dias apds o tratamento, contados 74 caramu-
jos vivos e 9.200 mortos (99,3%) .

10 — Vala de agriao tremendamente infestada. com duas entradas dagua
que Iicaram fechadas provisoriamente, foi parcialmente tratada, numa superfi-
cle de 43 m=, com 64 litros de melaco diluidos numa cultura de levedo (prepa-
rada em melaco a 5%) . No dia imediato observava-es grande desenvolvimento da.
cultura in loco e era grande a massa de caramujos mortos, havendo morrido
tambem sangue-sugas e peixes. No 2.2 dia foi feita uma coleta de caramujos em
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diversos pontos, sendo contados 10.800 mortos e 20 moribundos que, deixados em
agua limpa, no dia seguinte estavam mortos. Morreram também exemplares de
Ampullaria que haviam sido postos na vala logo depois do tratamento. As figu-
ras 7 e 8 mostram aspectos do foco no 2.2 dia e a n.2 9 o mesmo sendo observado
pelos Drs. MArRio PINOTTI e G. M. OLIVEIRA CASTRO nesse dia.

11 — Poco (Fig. 10) — com vol. de cérca de 5.000 1., tratado com 50 kg de
acucar cristal e 50 1. de cultura (em acucar mascavo a 5%) de fermento
Fleishmann. Trés dias depois, mortalidade de 95,5% em 375 caramujos coletados,
bem como mortandade de peixes. 5 dias — 32 mortos e 16 vivos: 7 dias —
vistos alguns vivos.

Experiéncias no laboratério mostraram que o acicar e o levédo
atuam lentamente sObre os caramujos, ao passo que agem rapidamente
quando associados, em consequéncia da fermentacao.

Focos tratados com vinholo ou calda de distilaria (Jacarepaguad):

As caldas de distilarias sao produtos residuais da industria do Aal-
cool, cujas propriedades e efeitos nocivos s6bre a fauna aquatica sao
conhecidos. “Esses residuos, que orcam por toneladas de liquido grosso
e de facil fermentacao, rapidamente decompdéem o ambiente liquido
em que sao lancados, alterando, destarte, as condicoes do meio onde vi-
vem as varias e abundantes espécies existentes nas Aguas doces” (5).

12 — A primeilra experiéncia foi feita num poco de cérca de 3.000 litros dagua
automaticamente renovada, que serve para irrigacio de horta, sendo usada a
calda numa concentracao de 56% (no mesmo dia de sua producio). No dia se-
guinte, todos os caramujos e peixes estavam mortos (4. nigricans), estando a
agua turva e bolhosa. No 3.° dia foram contados 994 moluscos mortos. O pH da
agua era de 6,0.

13 — Outro poco (fig. 11) . de volume aproximado de 2.200 litros e com a mes-
ma serventia que o anterior, foi tratado com 22 litros de calda. Nos dias que se
seguiram nao se observaram moluscos vivos, sendo contados 431 mortos no 3.9
dia apds o tratamento.

Ensaios de laboratorio, ainda em curso, mostraram que em séries
de diluicoes ao doébro, partindo de calda pura, houve 1009 de mortali-
dade de A. nigricans até a diluicdo de 3,125% nas primeiras 24 horas,
na diluicao de 0,78% nas primeiras 48 horas e na de 0,39% em 5 dias.
Quando em mistura com igual diluicio de melaco, morreram todos em
4 dlas na diluigao de 0,19%. Quanto ao melaco puro, numa das dosa-
gens houve mortalidade total em 6 dias nas diluicoes a 0,019%, 0,0048 7
e 0,0024% e 7 dias a 0,0097% ; em outra, ella nao atingiu senao as dilui-
coes de 0,039% e 0,019% em 16 dias.

Conclusoes

1 — Quase um ano apdés um uUnico tratamento com cultura de B.
pinottii e peptona (1.943 litros e 15 quilos respectivamente), acha-se
quase extinto um grande foco de A. glabratus e outros moluscos, consti-
tuido por um agude com 2.181.000 litros dagua em constante renovacao.

2 — Certas bactérias ndo esporuladas ainda em estudo, cultiva-
vels em acucar e outros meios baratos, tém acdo soébre os caramujos,
que nos focos tratados apresentam profundas alteracdes da carapaca.
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3 — Pode ser conseguida a extincao de focos de planorbideos pela
aplicacao de Saccharomyces cerevisiae e acucar ou melaco em concen-
tracoes relativamente altas, havendo um efeito residual que pode durar
pelo menos 3 semanas, em agua estagnada.

4 — Fol obtida a extincao rapida de dois focos de A. nigricans nos
dois primeiros tratamentos feitos com calda de distilaria, em elevadas
concentracoes.

5 — E de grande importancia a criacao de diversos processos bio-
logicos e bioquimicos para a erradicacao dos planorbideos, para se con-
tornar o problema da possivel formacao de racas resistentes a agentes

microbianos.
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Figura 1 — Vista parcial do Foco 27.
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Figuras 2 a 5 — Mistram o aspecto das carapacas de A. ¢labratus introduzidos
no foco 48 16 dias depois do tratamento com cultura Lkacteriana e farelo de arorz
e mortos no dia imediato.
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Figura 6 — Aspecto de uma vala em Jacarépagua (9) 24 horas depois de tratada com
na concentragao de 19, e levédo de cerveja.
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Figuras 7 e 8 — Vala de agriao em Jacarepagua (10), 48 horas depois de tratada com melaco
e levédo de cerveja. Notar o aspecto espumoso da agua € a enorme quantidade de caramujos
mortos (Australorbis, Ampullaria) .
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Figura 9 — Dr. Mario Pinotti (centro), Dr. G. M. Oliveira Castro e o autor examinando caramujos
mortos de vala de agrido (flg. 7 e 8).
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Figura 10 — Aspecto da agua de um pogo de Jacarépaguid tratado
com 19, de acucar e cultura de fermento Fleishmann (11), no
terceiro dia.
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Figura 11 — Pocgo trataro com calda de distilaria na concentracéo
de 1% (13), segundo dia apds o tratamento.



