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1. Introdugao.

A fascioliase hep4tica é uma doenga largamente difundida nos
animais herbivoros de Portugal onde a taxa de infecgiio apresen-
ta valores varidveis conforme os distritos (fig. 1). Na espécie hu-
mana contam-se por algumas dezenas o nfimerc de casos no Pais
desde que o primeiro foi descrito em: 1948 por Fernando da Fon-
seca e Fraga de Azevedo.

Até agora os estudos feitos entre nbés sbbre a distomatose,
tém-se limitado 4 aprecia¢io da taxa de infec¢do dos animais
(Leitdo, 1g6o; Cruz, 1962), calculando-se em alguns milhares
de contos os prejuizos causados A economia nacional pela epi-
zootia. Todavia, no que se refere aos estudos de base, em que
deve assentar o conhecimento da epidemiologia e epizootologia
da doenga pouco se conhece no Pais.

Visando este objectivo, temos em projecto, a realizagio de
um vasto plano de estudos sob o patrocinio do Instituto de Alta
Cultura e em ligagdo com o Laboratério Nacional de Investiga-
¢do Veteriniria, com o fim de conhecermos, entre nés a distribui-
¢do geogrifica do vector, o seu ciclo biolbégico na Natureza, a
sua ecologia, as relagdes hospedeiro-parasita e outros aspectos
do problema.

Com tal finalidade comegimos por proceder nalguns pon-
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tos do Pais 4 pesquiza e colheita de moluscos que se possam
oompctrtar como vectores da Fasciola hepdtica, alguns dos quais
submetemos 4 iafecgdio por miracidios daguele tremétodo, ob-
tidos dos ovos de animais naturalmente parasitados. Até 4 data

trabalhdmos com moluscos provenientes de duas populacBes de
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Fig. 1—Mapa das taxas de distomatose nos vdrios Distritos do Pals (Leitdo, 1960),
com a indicagio dos locais onde tém sido referidos casos humanos.
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Lymmea truncetula do Norte do Pais, com a Lymnea peregra
e Physa acuta da mesma regido, usando como testemunha a
Lyinea truncatula de Inglaterra.

Os primeiros resultados obtidos constituem a matéria da
presente comumnicacio,

2. Material e Métodos.

Sendo a L. [runcatula o principal vector da F. hepdtica na
Europa, como foi demonstrado por Leuckart na Alemanha (1886-.
19o1), Walton na Holanda (1917), Thomas (1883), Taylor
(1922-1923) e Kendall (1950) na Inglaterra, e Berghen (1964)
na Bélgica e tendo sido ji assinalada no Pais por A. Nobre
(1941), o mosso primeiro objectivo consistiu em descobrir alguns.
criadouros maturais desde moluscos, para, depois de adaptados
ao laboratério, tentar a sua infecgao experimental. Com efeito,
embora se suspeitasse que fosse tambem a L. truncaiula, o prin-
cipal vector da F. hepdiica em Portugal, ndo consta gue até A
data tivesse sido encontrada parasitada no Natureza ou que ti-
vesse sido feita a sua infeccao experimental.

Come os finicos elementos de que dispinhamos era a locali-
zagdo em: algumas zonas dispersas do Pais, dada por Nobre, hi-
mais de vinte anos, tivemos dificuldades em encontrar os habi-
tats naturais daquele moluseco anfibio, emy virtude das suas di-
minutas dimensdes ¢ atendendo a que vive parte da sua vida en-
terrado no 16do. Com efeito, guer em certas 4reas citadas por
aquele distinto malacologista, quer em algumas das 4reas por
nds pesquizadas, em que era elevada a taxa de infecgao por
fascioliase nos animais e relativamente comum ao Homem, mos-
traram-se negativas quanto i ocorréncia de L. truncatula.

Todavia, devemos referir por agora, que de 3o locais pes-
quizados no Sul, Centro e Norte do Pais, apenas em 13 encon-
trAmos aquela espécie, alids pouco abundante, com excepeao dos
2 criadouros que designamos por X e por Y (fig. z), porguanto
foi com os descendentes destas duas populagdes geogrificamen-

" te distintas que tentdmos a infecgdo experimental.

Um estudo mais detalhado, j4 em curso, sébre a distribui-
¢do geogrifica da L. truncatuleg no Pais, e s6bre as caracteristi-
cas bibticas e fisico-quimicas de alguns criadouros e outros as-
pectos da biclogia daquela espécie, sera jpublicado oportunamen-



Fig. 2.—Distribuicio da L.
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te, pelo gue n3o entraremos aqui em pormenores sdbre o as-
sunto.

Por outro lado, nos locais pesquizados, encontramos a P. acu-
ta, L. peregra e L. awricularia. A primeira espécie mais fre-
quente que a segunda e a fitima sé muito raramente. Nestas
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condigdes tentdmos a mffaccgﬁq experimental sé das duas primei-
ras, porquanto a L. auricularia, além de nio ser frequente, nun-
ca se mostrou susceptivel 4 F. hepdtica em experiéneias feitas
por Kendall (1950) e outros investigadores.

No entanto, no que se refere & L. peregra apesar de Leuc-
kart (1886-19o1) e Thomas (1883) nao terem sido bem sucedi-
dos ao tentarem a sua infeccio experimental, Walton (zox7)
refere ter encontrado cercirias semelhantes is da F. hepdtica
naquela espéeie e Kendall (1950) observou um exemplar de L.
peregra com rédias e cercérias imaturas. Contudo, estudos mno
campo feitos pelo filtimo investigador, indicaram que esta es-
pécie s raramente actua como hospedeiro intermediirio na In-
glaterra, estando a F. hepdtica sobretudo dependente da L.
fruncatula.

No que se refere & P. acuta tentdmos a sua infecgfio no la-
boratério ndo sé porque moluscos pertencentes ao mesmo géne-
ro forma considerados hospedeiros intermediarios de F. hepdti-
ca nalgumas éareas do globo, como & o caso da Physa fontinalis
na América do Norte (citado por Neven-Lemaire, 1g36), mas
tambem, porque foi aguela espécie de molusco gue encontri-
mos com maior frequencia e em maior densidade nas 4reas de
enzootia.

Para a cultura dos exemplares de L. lruncatula inglesa e
portuguesa, que mantemos em laboratério desde 1962, usimos
a técnica adoptada por Ollerenshaw no laboratério de Weybrid-
ge (Inglaterra), a qual j4 fora referida por Taylor ¢ Mozley
(x1948). Tivemos todavia dificuldade na cultura da alga (QOsci-
llatoria) a qual foi o finico alimento utilizado tanto para os es-
pecimens portugueses como ingleses. Com efeito s6 depois de
experimentadas 20 amostras de terra portuguesa, provenientes
de regides diferentes, obtivemos como a do criadoure X, um cres-
cimento semelhante a0 obtido na terra inglesa.

A cultura da P. acuta ¢ da L. peregra mantidas em labora-
tério a partir de 1961, foi feita em cristalizadores de vidro ta-
pados, com 14cm. de altura por r5cm. de largura, em dgua dum
tangue depois de filirada. Como substracto usimos terra do cria-
douro natural esterilizada, em gue colocdmos como planta oxige-
nadora a Veallisneria spiralis. Como alimento usamos alface e
agrido crus e no caso da P. geuta juntdmos 2 gramas por se-
mana de pb de concha destes moluscos ou carbonato de calcio.
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A temperatura do moluscirio variou entre 18° e 24° C no
decorrer das experiéneias.

A infeccdo experimental dos moluscos foi feita, expondo tan-
to a testemunha inglesa como os moluscos portugueses aos mi-
racidios provenientes de ovos de animais itifectados na Natureza
«¢ abatidos no Matadouro de Lasboa.

Para a eclosdo dos miracidios seguimos a técnica usada por
Ollerenshaw (1960), con ligeiras modificacdes. Incubdmos os
-ovos em 4gua da torneira (préviamente tratada por carvio ani-
mal), durante 8 dias a 28° C; apbs este periodo transferimo-
los para um: local onde permaneceram 10 a 20 dias a tempera-
tura ambiente (16 a 22° C). Seguidamente colocimo-los em tu-
bos de vidro com Agua da torneira (tratada como anteriormen-
te), 4 temperatura de 28° C, e expuzemo-los 4 luz duma lam-
pada com a poténcia de 100 watts. Por este processo, ao fim de
15 a 20 minutos, observimos a eclosio de um grande nfimero de
miracidios, 0s quais com auxilio de uma pipeta Pasteur, se trans-
feriram jpara placas escavadas, onde eram contados, com auxi-
lio duma lupa Zeiss.

Os moluscos foram infectados individualmente em tubos de
hemolise com 2 cmg de 4gua tratada, usando-se 1o miracidios
por molusco, no caso dos exemplares de L. fruncatula portu-
guesa e inglesa. Para os exemplares de P. acuta e L. peregra
usédmos 10 a 50 miracidios por molusco.

A altura média dos moluscos infectados e ndo infectados,
bem como a varidncia e o desvio padrfio vém expressos no qua-
dro I1.

Como hespedeiro definitivo usidmos ratinhos (Muts muscilas)
e coelhos (Lepus cuniculus), mas sé com estes filtimos obtivémos
-ovos vidveis nas fazes. Para a infec¢fio dos animais introduzimos
por via oral uma pequena cdpsula com So metacercirias por
animal provenientes dos moluscos que eliminaram cercérias.
3. Resultados

Os resultados vém expressos nos quadros I e IT os quais nos
merecem as seguintes consideraces :

No primeiro grupo de 3o exeniplares de L. truncatula por-
tuguesa (quadro I) provenientes do distrito do Porto (criadouro
X), obtivemos 1o moluscos eliminando cercirias o que corres-
ponde a una taxa de 33,3 %. Os moluseos que ndo eliminaram
«cercirias até aos 60 dias ou que morreram até esta data foram

QUADRO 1

LYMNEA 'TRUNCATUL4, USANDO COMO TESTEMU-

NHA UMA POPULACAO INGLESA DA MESMA ESPECIE,

INFECCAO EXPERIMENTAL DE DUAS POPULACOES DE
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dissecados tendo-se encontrado em 3 deles rédias. Juntando estes
moluscos aos 10 que eliminaram cercérias perfaz um total de 13,
o que corresponde a uma taxa de 43,3 % de positivos.

No segundo grupo de 38 exemplares de L. trupcatula por-
tuguesa provenientes de Beira (criadouro Y), a percentagem dos
que eliminaram cercérias foi de 31,1 % ¢ o total de positivos de
31,5 %, enquanto que nos jo exemplares de L. truncatula pro-
venientes de Inglaterra foi respectivamente de 40 e 56,6 %.
Feita a anilise estatistica dos resultados, entre a taxa de infec-
¢io de cada wma das populagdes portuguesas e a populacdo in-
glesa obtivemos valores de X* = 3,349 (Beira) e X* = o,01
(Porto), o que corresponde a diferencas nio significativas.

O tempo durante o qual os moluscos se mantiveram elimi-
nando cercirias foi de 42,8 dias no caso dos exemplares ingle-
ses e de 32,3 e 31,3 dias respectivamente nas populagdes por-
tugesas do Porto e da Beira (quadro I).

A longevidade média dos exemiplares de L. truncatulg por-
tugueses e ingleses infectados en nde infectados, bem como a per-
centagem de moluscos que morrram até aos 6o dias vem expres-
so no quadro II.

Com as metacercdrias (fig. 3) eliminadas pelos moluscos in-
fectdmos 20 coelhos com 2 meses de idade, e de que resultou a eli-
minacao de ovos nas fezes em 10 deles, o que corresponde a uma
taxa de 5o 9% positivos,

A mortalidade até aos 120 dias foi te 25 9% mnos coellios in-
fectados e de 20 % nos 10 que usdmos como testemunha. A par-
tir dos ovos obtivemos miracidios com os quais infectimos novos
moluscos, fechando assim o ciclo em laboratério, o qual mantemos
a partir desta data,

No caso de 50 exemplares de P. acula e 49 de L. peregra
submetidos & infec¢lio, niio se observou a eliminacao de cerci-
rias nem formas larvares do parasita nos varios exemplares dis-
secados. A longevidade média, bem como a mortalidade até aos
60 dias, dos moluscos infectados e nio infectados vem expressa
no quadro II.

‘stes resultados estdo de acordo com os obtidos por Berghen
(1964) na Bélgica para a L. peregra, porquanto aquele autor,
tambem ndo conseguin a eliminacio de cercirias nem formas
larvares de IF. hepdtica em ro4 exemplares submetidos & infec-
¢do ¢ posteriormente dissecados. Todavia aquele autor conse-

Fig. 3.—Microfotografia de metacercirias de Fasciole hepatica eliminadas pela Lymped
truncatula portuguesa.
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guiu infectar experimentalmente a L. stagnalis e a L. palustris,
mas nfo verificon a eliminacfio expontdnea de cercérias, Deve
referir-se, no entanto, que Kendall (1950) infectou a L. stag-
nalis ¢ a L. palustris até i fase de cerciria enquanto que na L.
peregra ohservou apenas un exemplar com cercirias imaturas
como referimos anteriormente.

Trabalhos em curso, sébre a infec¢lio experimental de L. po-
lustris e da L. stagnalis estdo-se realizando neste laboratérlq_,
0s guais serdc publicados posteriormente, Deve, no entanto, di-
zer-se que sdo espéeies muito pouco frequentes nas 4reas por nds
estudadas até & data onde ocorre a distomatose.

4. Conclusées

Fm face do exposto fica pela primeira demonstrado experi-
mentalmente que a L. truncatula de Portugal se deixa infectar
pela F. hepdtica. )

" Com efeito submetendo duas populagdes geogrificamente dis-
tintas do Norte Pais, 4 infec¢ao experimental, obtivemos uma taxa
de infecgao de 43,3 % (populagao de Porto), de 31,5 % (popula-
¢do da Beira) e de 56,6 % (populagZo inglesa) que nos serviu de
testemmmnha, enguanto que os exemplares de P. dcuia e L. pere-
gra se mostraram negativos nas mesmas condigtes de experiéncia.

Feita a anélise estatistica dos resultados pelo método do qui-
guadiado nio encontrdmos diferengas significativas entre as ta-
xas de infeccdio da espéeie portuguesa e da espécie inglesa, pelo
gue parece ndo haver diferenca de susceptibilidade entre as duas
espécies, bom efeito, embora se tivesse verificado, nos anos de epi-
zootia, em: determinadas Areas de Inglaterra grande mortalidade
de carueiros pof fascioliase, tamben no nosso Pais se observaram
em ovings (1961) as elevadas taxas de mortalidade expressas no
quadro III, Nos bovinos, porto que esta parasitose ndo mostre,
em Tegra, com catricter letal, nas regides de Coimbra ¢ Benaven-
te; observousse elevada mortalidade sobretudo, em animais com
menos de 2 anos de idade (Cruz, 1962).

Embora, até agora, ndo tivessemos encontrado a L. trunca
tule no centro do Pais € a sul do Tejo, com excepcao de Sintra,
Colares e Alcobaga (fig. 2), ndo significa que uma pesquiza mais
decalhada e sistentitica abrangendo areas sucessivamente maio
res nio nos revele a existéncia daquela espéeie. Com efeito, em:
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bora ai extensas 4reas, ndc apresentem, em regra, as caracteris-
ticas ecolbgicase climéiticas ideais ao desenvolvimiento da L. trun-
cotula, pode, contudo, admitir-se a existdneia de certas zonas
muito restritas com. microlimas propicios ao aparecimento deste
molusco, constituindo, portanto, zomas potenciais de fascioliase,
que em anos de epizootia, se tornariam focos importantes de
doenga como acontecew nos locais anteriormente eitados.

QUADRO III

TAXAS DE MORTALIDADE DOS OVINOS NALGUNAS AREAS DE POR-
TUGAL EM 1961 (CRUZ, ALVES A. 1962)

Localidades Taxa de mortalidade
Alenguer 177 %
» 50,9 °/y
Soure 21,1 nf_n
» 45,4 n!n
Alvaiazere 45 %
k ] 29,7 °J‘0
Sintra 31 %
» 60,7 s
Benavente 46,6 °f,

Q facto da L. truncatula n3o ser por nds frequentemente en-
contrada, quando & tdo vasta a 4rea de distomatose no Pais, con-
tririamente ao que sucede com a P. acuta e com a L. peregra, a
primeira das quais, sobretudo, apresenta uma larga 4rea de dis-
tribuigdo, pode talvez explicar-se por ser diffeil constatar a pre-
senca de L. trupcatula, no seu habitat natural, como ji referi-
mos, ou pela sua ocorréncia em michos ecolégicos. Alids outros
autores, como Berghen (1g64) tém notado a mesma falta de so-
breposicao entre a distribuicio da L. truncatula e a fascioliase.
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QOutra hipétese a ocusiderar, é a de que a P. acuta, a L. pe-
regra e talvez outras espécies de moluscos ainda nfo inerimina-
dos como vectores, inclusivé moluscos terrestres, sejam tambein
no Pais hospedeiros intermedidrios da F. hepdtica. .

Pelas razdes expostas, apesar dos resultados negativos obti-
dos por nbs com aquelas espécies, julgamos que novas tentativas
de infeccdo experimental se tormam necessirias no sentido de
esclarecer o problema.

5. Resumo.

Os autores submeteram duas populagdes de Lymnea lruncalula do Nor-
te de Portugal, geogrificamente distintas, aos miracidios de Fasciola he-
ddlica, procedentes de carneiros naturalmente parasitados, usando como
testemunha a Lymnea trumcgtula inglesa. Verificaram que os moluscos
portugueses se infectaram, ficando assim demonstrado experimentalmen-
te pela primera vez que a L. {raucatulz é vectora em Portugal de F. he-
patica. Submetidos & mesma infecgfio exemplares de Lymmea peregra e
de Physa acuia da mesma regifio e nas mesmas condicdes de experiéncia,
estas mostraram-se refractirias 3 infeccéo,

Feita a anélise estatfstica dos resultados obtidos, entre a taxa de in:
fecclo da L. lruncatula inglesa (56,6 "/,) e a taxa de infeccdo da po-
populagdo portuguesa da Beira (31,5 %/,) e da populagio portuguesa do
Porto (43,3 °/s) nfioc encontraram diferéncas significativas, pelo que pa-
rece ndo haver diferenca de susceptibilidade, entre a espécie inglesa e
a espécie portuguesa,

Nio se verificando em Portugal, aparentemente pelo menos, tma sobre-
posigiio entre a distomaose dos herbfvoros e a ocorréncia da L. frunca-
tula, pode o facto explicar-se ou, porque esta espécie nio foi revelada
nos locais da enzootia, dada a dificuldade de se encontrar, ou porque
outras espécies de Lymmnea e de Physa, ou otitros moluscos ainda nao
incriminados como vectores, inclusivé moluscos térrestres, desempenhem
esse papel.

6. Swmmary.

The author shave submeted two geographically distinct populations of
Lymnea truncatula from the North of Portugal to infection by miracidia
of Fascicla hepalice from naturally parasited sheep, using the English
Lymnea truncatula as control. They have noticed that the Portuguese
snail became infected, thus proving experimentally; for the first time,
that L. truncatila is a vector of F. hepatica in Portugal. Under the same
experimental conditions, specimens of Lymnea peregra and Physa acuia
from the same area proved to be not susceptible to the infection.

No significant differences ivere reported after making the statistical

analysis of the results obtained between the rate of infection of the
English L. truncatula (56,6 °f/,) and the rate of infection of the Portu-
guese population of Beira (31,5 °/,) and the Portuguese population of
Oporto (43,3 °/o); accordingly, therc seems to exist no difference in
susceptibility between the English species and the Poriuguese one.
Since there is no superposition in Portugal , at least apparently,
between the fascioliasis of herbivora and the ocuirrence of L. truncalula,
the fact may be explained either because this species has mnot been
revealed in the enzootic areas due to igt elusiveness, or because other
Lymunea and Physa species or other snail including land snails are
actually acting as vectors, though having not yet been considered so.
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