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Dinamica da infeccéo de Babesia bovis (Babés, 1888, Starcovici, 1893) em fémeas
ingurgitadas e ovos de Boophilus microplus (Canestrini, 1887)
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and eggs of Boophilus microplus (Canestrini, 1887)
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RESUMO

A dinamica da infeccdo de B. bovis no carrapato-
vetor B. microplus foi estudada em condices laboratoriais na
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro no Laboratério
de Protozoologia. Para tanto, foram examinadas 100 fémeas
ingurgitadas que se desprenderam naturalmente do
hospedeiro vertebrado, sendo que 84 fémeas apresentaram-
se infectadas com esporocinetos de B. bovis, com a seguinte
distribuicdo: 39%, 33%, e 12% nos dias 3, 4 e 5 de
incubacdo, respectivamente. Foram obtidas amostras de ovos
provenientes das fémeas positivas para B. bovis, 100% das
amostras de ovos estavam infectadas, apresentado a seguinte
distribuicdo: 46,4%, 34,5%, 16,7% e 2,4% nos dias 4, 5, 6 e
7 de incubagéo, respectivamente. As freqiiéncias acumuladas,
tanto de fémeas infectadas (84%) quanto de ovos infectados
(100%) mantiveram-se até o 17° dia de incubagdo. De acordo
com as frequéncias acumuladas e o aumento do grau de
infeccdo, conclui-se que amostras coletadas a partir do 5° e
7¢ dia de incubagdo, sdo ideais para o diagnostico de B.
bovis, em hemolinfa e ovos, respectivamente.
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ABSTRACT

The dynamics of B. bovis infections in the tick-vector
B. microplus, was studied in laboratory conditions at
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro in the Laboratory
of Protozoology, Brazil.. Todo it, 100 engorged females naturally
droped from vertebrate host were examined. From this total 84
females showed infected with sporokinets of B. bovis, with the
following distribution: 39%, 33% and 12% on days 3, 4 and 5 of
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incubation, respectivelly. Eggs samples were obtained from
the positives ones to B. bovis females and 100% were infected,
showed the follow distribution: 46.4%, 34.5%, 16.7% and
2.4% on days 4, 5, 6 and 7 of incubation, respectivelly. The
accumulative frequencies, of infected females (84%) and
infected eggs (100%), were kept until 17" days of incubation.
According to the accumulatives frequencies and the increase
of the degree of incubation, it was concluded that samples
collect on days 5" to 7t of incubation, are the best for
diagnosis of B. bovis in hemolymph and eggs, respectively.

Key words: infection, B. bovis, B. microplus.

INTRODUCAO

O envolvimento dos carrapatos na
transmissdo de protozoario do género Babesia foi
descrito pela primeira vez por SMITH &
KILBORNE (1893) ao relacionar o surto de
babesiose observado em bovinos no sul dos Estados
Unidos com a presenc¢a de Boophilus annulatus.
Estudos caracterizando a presenca e desenvolvimento
de Babesia spp. no intestino, hemolinfa e ovario
foram demostrados por KOCH (1906), CRAWLEY
(1915) e ROSENBUSCH (1927) nos vetores
Rhipicephalus evertsi, B. annulatus, B. microplus,
respectivamente. Em condi¢cfes experimentais,
RIEK(1964, 1966) observou o comportamento,
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tempo de evolugdo e diferentes fases evolutivas de
B. bigemina e B. bovis nos varios 6rgdos de fémeas
ingurgitadas, ovos, larvas e ninfas de B. microplus.
Nos trabalhos desenvolvidos por AKINBOADE &
DIPEOLU (1981), GUGLIELMONE et al (1985,
1996 e 1997), BARREIRA (1988 e 2001),
MELENDEZ & FORLANO (1996), foram
observados diferencas significativas no
comportamento dos esporocinetos de B. bovis e B.
bigemina nos diferentes érgdos, bem como nos
parametros bioldgicos, taxa, grau e tempo de infecgao
no hospedeiro vertebrado. A necessidade de
conhecer estes pardmetros para estabelecer de forma
precisa a dindmica da infeccdo, especificamente B.
bovis, no carrapato vetor B. microplus, constituiu o
objetivo deste trabalho.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo do experimento, foram
utilizados trés animais (BM1, BM2 e BM3) mesticos
(Bos taurus X B. indicus), machos, néo
esplenectomizados, com seis meses de idade,
originados do Planalto do Itatiaia, a 22°44°de latitude
sul e 44°60’de longitude oeste, a 2400 metros de
altitude, regido livre de B. bovis e do vetor B.
microplus. Apos avaliagdo clinica, hematoldgica e
parasitoldgica, os animais foram mantidos em baias
individuais sob condi¢des de isolamento, localizadas
na Estacdo para Pesquisas Parasitologicas W.O. Neitz
do Departamento de Parasitologia Animal, Instituto
de Veterinaria, UFRRJ.

Obtencao de larvas de B. microplus livres de infecgdo
por Babesia spp

Fémeas ingurgitadas de B. microplus foram
obtidas de bovinos naturalmente infestados, mantidos
no Instituto de Zootecnia da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro. No Laboratorio de
Protozoologia, as fémeas foram distribuidas em placas
de Petri previamente identificadas e mantidas em
condigBes laboratoriais (incubadas em camaras
climatizada a temperatura de 28°C e umidade relativa
superior a 80%). Ovos do primeiro e segundo dia de
postura foram colhidos, pesados em balanga analitica,
separados em amostras de 0,29 e acondicionados para
criacdo e manutengdo de carrapatos (NEITZ et al.,
1971; BENNETT, 1974). Para evidenciar uma
possivel infeccdo por B. bovis, em ovos até o segundo
dia de ovipostura, as amostras foram separadas,
coradas pelo Giemsa e examinadas com o auxilio de
microscopia Optica. Dez dias ap0s a eclosdo, as larvas
foram utilizadas para infestacdo de um hospedeiro

sensivel (BM1), permitindo comprovar a negatividade
das larvas de carrapatos utilizadas durante o
experimento.

Obtencdo de larvas de B. microplus infectadas com
B.bovis

Para obtencdo das larvas infectadas, foi
utilizado um bezerro (BM2) infestado durante 12 dias
consecutivos com aproximadamente 4.000 larvas de
B. microplus livres de Babesia spp, oriundas de 0,29
de ovos de inicio de postura conforme a técnica
utilizada por THOMPSON (1976), MAHONEY &
MIRRE (1977) e DE VOS et al. (1984), modificada.

Quinze dias apds a primeira infestagdo, o
bezerro foi inoculado com 20ml de sangue bovino
infectado com B. bovis, permitindo assim, que a
parasitemia provocada pela amostra de sangue
coincidisse com a replecdo e queda natural das fémeas
ingurgitadas originadas das infestages iniciais.

As fémeas ingurgitadas que se
desprenderam naturalmente receberam o mesmo
tratamento adotado para a populacéo obtida a campo.
Posteriormente a selecdo, as fémeas ingurgitadas
infectadas foram mantidas em placas de Petri e fixadas
em fitas adesivas, o que permitiu, selecionar as
amostras de ovos infectados. Os ovos utilizados para
a obtencdo de larvas de B. microplus foram
selecionados no periodo de seis a doze dias ap0s o
inicio da postura, a partir de fémeas ingurgitadas
comprovadamente infectadas pela presenca de
esporocinetos em esfregacos de hemolinfa. Os ovos
foram separados, com o auxilio de um pincel fino, em
amostras de 0,59 e acondicionados em seringas
descartaveis para a criacdo e manutengdo dos
carrapatos. As seringas foram identificadas e os ovos
incubados conforme descrito anteriormente.

Infeccéo experimental das fémeas ingurgitadas de B.
microplus

Para obtencdo das fémeas infectadas, foi
utilizado um bezerro (BM3), sensivel a B. bovis
infestado experimentalmente com aproximadamente
4.000 larvas de B. microplus ndo infectadas durante
12 dias consecutivos. Apés a sexta infestacdo, o
hospedeiro foi submetido ao desafio com
aproximadamente 10.000 larvas de B. microplus
infectadas com B. bovis. As fémeas ingurgitadas, apos
desprenderem-se naturalmente do hospedeiro, foram
coletadas, levadas ao laborat6rio e mantidas sob as
mesmas condicOes de temperatura e umidade aplicadas
aos grupos anteriores. Estas fémeas foram coletadas
no periodo em que a parasitemia observada foi de 0,4%
para B. bovis.Para estudar a dindmica da infeccéo de
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B. bovis no carrapato B. microplus, 100 fémeas
ingurgitadas, previamente identificadas foram
examinadas a partir de amostras de hemolinfa até o
17° dia de incubagdo, periodo no qual as fémeas
permaneceram viaveis. Para a obtencdo, preparo e
exame das amostras de hemolinfa foi aplicada a
metodologia descrita por BURGDORFER (1970),
BARREIRA (1988 e 2001). Os esfregacos de
hemolinfa foram preparados a partir da seccéo do tarso
e tibia com auxilio de tesoura para microcirurgia. As
amostras de hemolinfa foram depositadas em laminas
de vidro para microscopia, secadas em temperatura
ambiente, fixadas em metanol por trés minutos e
coradas pelo Giemsa. Apo6s a coloragéo, as laminas
foram examinadas em microscopia dptica, com
aumento de 1.000 vezes.

As amostras de ovos utilizadas durante esta
fase experimental, foram obtidas do grupo de fémeas
ingurgitadas comprovadamente infectadas (84 fémeas)
com B. bovis, selecionadas para o estudo da dindmica
da infec¢do. As amostras de ovos foram coletadas
diariamente, durante o periodo compreendido entre o
primeiro e o 17° dia de postura. Os ovos foram
macerados, fixados em metanol e corados pelo
Giemsa.

Calculo do grau de infeccao das fémeas ingurgitadas

Para calcular o grau de infec¢do das fémeas
ingurgitadas, foi utilizado como referéncia bésica o
trabalho de FRIEDHOFF & SMITH (1981). As
amostras de hemolinfa coletadas para o estudo das
formas evolutivas de B. bovis, também, foram
utilizadas para o calculo do grau de infeccdo das
fémeas ingurgitadas de B. microplus. Os exames das
amostras foram realizados diariamente, utilizando-se
a microscopia éptica, com magnitude de 1000 x.
obedecendo ao seguinte critério: grau 1, 1 a 5
esporocinetos por campo microscopico; grau 2, 6 a
50 esporocinetos por campo; grau 3, 51 a 100
esporocinetos por campo e grau 4, acima de 100
esporocinetos por campo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 100 fémeas ingurgitadas
examinadas ap6s a queda natural do hospedeiro BM3,
84 fémeas apresentaram-se infectadas por B. bovis,
sendo que 39% no terceiro dia, 33% no quarto dia e
12% no quinto dia de incubagdo. A frequéncia
acumulada de 84% das fémeas ingurgitadas infectadas
alcangadas no quinto dia permaneceu até o décimo
sétimo dia de incubagdo. Entretanto, um grupo de
fémeas ingurgitadas coletadas no mesmo hospedeiro,

com o0 mesmo grau de parasitemia (0,4% para B.bovis)
utilizado para obtencdo de larvas, permaneceu
infectado até 21° dia de incubagdo, porém com um
numero reduzido de esporocinetos.

Durante o periodo de incubacao, as fémeas
ingurgitadas positivas para B. bovis apresentaram
diferentes graus de infeccéo (grau 1, 2, 3e 4). O grau
1 foi observado apds terceiro dia, permanecendo até
0 sétimo dia de incubagdo. O pico maximo foi
registrado no quarto dia, quando 85,71% das fémeas
ingurgitadas apresentaram-se infectadas com um a
cinco esporocinetos por campo. O grau 2 foi calculado
através das amostras examinadas entre o quinto e o
13 dia de incubagédo. Nestas amostras, 0 pico maximo
foi obtido no sexto dia, quando 91,66% das fémeas
ingurgitadas apresentaram-se com 6 a 50 esporocinetos
por esfregaco. O inicio do grau 3 ocorreu no sexto
dia, persistindo até o décimo sétimo dia. O pico
maximo foi observado no 112 dia, em 98,8% das fémeas
ingurgitadas, embora as amostras examinadas entre o
oitavo e 13° dia apresentassem nlmeros consideraveis
de fémeas ingurgitadas com este grau de infecgdo. O
grau 4 foi registrado a partir do 122 dia terminando no
17¢ dia, com o pico maximo envolvendo 79,76% de
fémeas infectadas.

Nos resultados obtidos durante a fase
experimental, verificou-se uma grande probabilidade
em detectar a presenca de esporocinetos de B. bovis
nas amostras coletadas durante o quinto dia de
incubacdo, periodo em que 84% das fémeas
ingurgitadas evidenciaram esporocinetos na hemolinfa.
Entretanto, a probabilidade em diagnosticar esta
infeccdo, aumentou acentuadamente quando utilizado
para exame amostras de hemolinfa coletadas com um
periodo maior de incubacdo. Estas observacfes vém
reforcar a teoria sobre o efeito do periodo de incubagéao
no grau de infeccdo das fémeas ingurgitadas GAIDO
& GUGLIELMONE (1995), GUGLIELMONE etal. (1996,
1997) e MELENDEZ & FORLANO (1996). Tais
resultados divergem dos pardmetros encontrados por
MAHONEY & MIRRE (1971), que consideraram o
periodo que corresponde entre o quinto e o sétimo dia
de incubacdo como de pequena probabilidade para o
diagnostico de B. bovis nas amostras de hemolinfa de
fémeas ingurgitadas de B. microplus.

Ao contrario do que foi proposto por
MAHONEY & MIRRE (1971), AKINBOADE &
DIPEOLU (1981) descreverem a presenca de
esporocinetos de B. bovis durante o quinto e o 14¢dia
de incubacdo das fémeas ingurgitadas de Boophilus
geigyi e consideraram o oitavo dia como ideal para o
diagnostico dos esporocinetos nas amostras de
hemolinfa. QUINTAO-SILVA & RIBEIRO (2003),
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avaliando a taxa de infeccdo de fémeas de B. microplus
em uma area de estabilidade enzo6tica no Estado de
Minas Gerais, Brasil, utilizaram o 8° dia de incubacéo
para o diagndstico de Babesia spp. em amostras de
hemolinfa. Em condigBes experimentais idénticas,
GUGLIELMONE et al. (1985) observaram a presenca
de esporocinetos de B. bovis em fémeas ingurgitadas
de B. microplus durante periodo compreendido entre
0 quarto e o 10° dia de incubacdo. Estes autores
consideraram o nono e o0 10° dia de incubag¢do como
os ideais para diagnosticar a infeccdo das fémeas
ingurgitadas obtidas em bovinos com parasitemia de
1,5% para B. bigemina e B. bovis e indicam que a
falha no diagnostico da infecgdo das fémeas
ingurgitadas de B. microplus descritas por
MAHONEY & MIRRE (1971) esta diretamente
relacionada ao periodo inadequado em que as amostras
de hemolinfa foram coletadas.

Das 84 fémeas ingurgitadas comprovadamente
infectadas, 100% das amostras de ovos apresentaram
esporozoitos de B. bovis, sendo 46,4% no quarto dia,
34,5% no quinto, 16,7% no sexto e 2,4% no sétimo dia
p6s-queda. A freqliéncia acumulada de 100% das
amostras de ovos infectados foi evidenciada inicialmente
no sétimo dia, permanecendo constante até o 17° dia
pos-queda das fémeas ingurgitadas.

A presenca de esporocinetos de B. bovis em
amostras de ovos coletadas de fémeas ingurgitadas,
experimentalmente infectadas, também foi observada
por CRAWLEY (1915), ROSENBUSCH (1927), DENNIS
(1932), RIEK (1964,1966), AKINBOADE & DIPEOLU
(1981) e EL-ALLAWY (1977).

Durante a fase experimental, verificou-se um
reduzido ndmero de esporocinetos de B. bovis, nas
amostras de ovos coletadas entre o quarto e 0 sexto
dia pos-queda das fémeas ingurgitadas, entretanto,
houve aumento acentuado quando as amostras foram
obtidas a partir do sétimo dia. Estas observacgdes
permitiram caracterizar o efeito do tempo de incubacédo
na probabilidade de detec¢do de esporocinetos nos
ovos, bem como a realizagdo da colheita e exame das
amostras a partir do sétimo dia pés-queda das fémeas
ingurgitadas, aumentando assim a probabilidade do
diagnostico da infeccdo. Observagdes semelhantes
foram encontradas por FARIAS (1994) ao estudar
grupos de fémeas ingurgitadas de B. microplus
infectados com amostras ndo modificadas de B. bovis
e B. bigemina

CONCLUSOES

Os dados encontrados sobre a frequéncia
acumulada e o grau de infecgdo das fémeas de B.

microplus infectadas nos permite afirmar que o
periodo entre o quinto e 0 17° dia de incubagdo é o
indicado para obtengdo das amostras de hemolinfa e
o diagnostico de B. bovis no carrapato vetor.  Apo6s
observar a freqliiéncia acumulada de 100% das
amostras de ovos infectados e 0 nimero crescente de
esporocinetos neste periodo, concluiu-se que as
amostras coletadas a partir do sétimo dia de
incubacdo, permite o diagndstico de B. bovis mais
preciso. O aumento do ndmero de esporocinetos
encontrados nas amostras de hemolinfa e ovos, durante
a fase experimental, esté relacionado ao periodo de
incubacéo, e ndo ao grau de parasitemia do hospedeiro
vertebrado.
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