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RESUMO

O presente trabalho objetivou o estudo de parte do
ciclo da Babesia bovis no seu hospedeiro invertebrado, o carra-
pato Boophilus microplus. Analisou-se a capacidade de in-
feccção e transmissão transovariana de B. bovis em partenóginas
de B. microplus, alimentadas em bovinos portadores e enfermos
por esse protozoário. No 180 dia após a infestação, coletaram-se
partenóginas diretamente do corpo dos bovinos e teleóginas após
o desprendimento natural, a partir do 210 dia. Todos os grupos
foram incubados a 270C e umidade relativa superior a 70%. No
50 dia após o início da postura, realizou-se o exame de hemolinfa
a fim de diagnosticar a infecção dos ínstares por B. bovis. A
ausência de infecção detectada no exame de hemolinfa foi con-
firmada posteriormente com o teste biológico, revelando que
partenóginas não transmitem B. bovis transovarianamente. Esses
resultados oferecem uma técnica simplificada para a obtenção de
cepas de carrapatos livres de B. bovis.

Palavras-chave: Boophilus microplus, Babesia spp, biologia,
transmissão transovariana e cepa livre.

SUMMARY

In this experiment part of the life cycle of Babesia
bovis in its invertebrate host, the tick Boophilus microplus was
studied. In order to evaluate the capacity of infection and
transmission of B. bovis were collected semi-engorged females of
B. microplus fed on carrier and ill bovines. In the 18th day after
infestation, semi-engorged females were collected directly from
bovine bodies and after 21st day engorged females dropped on the

ground. All the collected groups were incubated at 27°C and
relative humidity greater than 70%. At the 5th day of oviposition
the diagnosis was made by direct examination of haemolymph
smears. The biological test reveled that B. bovis transovarial
transmission doesn’t happer in semi-engorged females. The
results offer a simple techique to obtain strains of ticks free of B.
bovis.

Key words: Boophilus microplus, Babesia spp., biology,
transovarian transmission and free strain.

INTRODUÇÃO

As parasitoses ainda hoje são responsá-
veis por inúmeros prejuízos na pecuária. Entre elas,
o complexo carrapato/Babesia causa perdas como
retardo no crescimento, desvalorização na comerci-
alização entre zonas livres e endêmicas, queda na
produção, entre  outras. O  desenvolvimento de
Babesia spp. no hospedeiro invertebrado vem sendo
estudado desde o início do século e ainda existem
controvérsias entre autores, quanto ao período de
infecção das fêmeas, à transmissão transovariana do
protozoário e quanto à importância dos hospedeiros
não habituais na epidemiologia do complexo carra-
pato/babesiose bovina (RIEK, 1964; RIEK, 1966;
YOUNG & MORZARIA, 1986).
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No estudo da infecção das teleóginas,
CALLOW  (1968),  utilizando  a  técnica  de  trans-
ferência  artificial  de  diferentes  estádios de B.
microplus de bovinos portadores de B. bigemina
para bovinos livres e sensíveis a Babesia spp., asso-
ciado ao uso de babesicidas, concluiu que o carra-
pato somente se infecta com esse protozoário nas
últimas 16 a 24 horas de repasto sangüíneo; porém,
não são conhecidos os fatores que impedem a infec-
ção anterior a esse período. Podem estar relaciona-
dos a uma digestão acelerada que destrói os protozo-
ários (POLIANSKI & KHEISIN, 1959) ou a trans-
formações das células basofílicas da parede intesti-
nal para a síntese de vitelogenina, que as tornariam
suscetíveis à infecção por Babesia spp. (AGBEDE
et al., 1986). No entanto, SANTOS et al. (1998),
testando a capacidade de transmissão transovariana
de B. bigemina por partenóginas de B. microplus,
concluíram que essas fêmeas semi-ingurgitadas,
coletadas de bovinos em fase clínica de babesiose,
transmitem a infecção à sua progênie, mas aquelas
coletadas de bovinos em fase subclínica, não trans-
mitem. SANTOS et al.(1998) concluíram que diante
de altas parasitemias, alguns protozoários conse-
guem infectar as células intestinais de fêmeas cole-
tadas três dias antes de seu ingurgitamento e, poste-
riormente, atingir seus ovários e ovos. Essa trans-
missão foi constatada através de testes biológicos em
bovinos sensíveis.

MAHONEY & MIRRE (1977) verifica-
ram que a B. bovis começa a ser eliminada nos ovos
de teleóginas desprendidas naturalmente do bovino a
partir da 24a hora de postura, estando em um per-
centual crescente até o 5o dia quando então decresce.
CAFRUNE et al. (1995), no entanto, verificaram
que esses ovos infectados começam a ser eliminados
a partir do 4o dia de ovopostura. Segundo
FRIEDHOFF & SMITH (1981), a B. bigemina
começa a ser eliminada a partir da 16a hora de postu-
ra. Assim, os ovos das primeiras horas de postura
seriam livres de Babesia spp. FARIAS (1994)
constatou a transmissão de B. bigemina por larvas
originadas de ovos das primeiras 24 horas de postu-
ra, sem haver, no entanto, a transmissão de B. bovis.

LARANJA et al. (1975) infestaram ovi-
nos, caprinos, eqüinos e bovinos sensíveis com lar-
vas de B. microplus naturalmente infectados com
Babesia  spp. e Anaplasma marginale. As progêni-
es das teleóginas obtidas nos hospedeiros não habi-
tuais foram utilizadas para infestar bovinos sensíveis
e não houve transmissão dos agentes da Tristeza
Parasitária Bovina. Essa seria uma técnica de obten-
ção de cepas de B. microplus livres de Babesia spp.
Entretanto, CALLOW (1965) verificou que as pro-
gênies de teleóginas ingurgitadas em eqüinos, ovinos
e caprinos transmitem B. bigemina a bovinos sensí-

veis. O mesmo foi constatado por FARIAS (1994)
quanto à B. bovis, após a passagem do carrapato em
ovinos.

Esses caracteres biológicos específicos
dos protozoários B. bovis e B. bigemina, uma vez
bem conhecidos, permitem o isolamento de cepas
puras a partir de carrapatos de campo, com infecção
mista, e a obtenção de cepas de carrapatos livres de
Babesia spp. As cepas de B. microplus não infecta-
das são imprescindíveis para a maioria dos estudos
de biologia e epidemiologia da Babesia spp. Até
então, os grupos de pesquisa dependiam de esterili-
zação química do carrapato através de tratamento
babesicida do bovino hospedeiro (KUTTLER, 1975
e FARIAS, 1994), ou da obtenção esporádica de
cepas naturalmente livres. Baseados nestes dados e
nas controvérsias existentes, o presente trabalho
objetivou o estudo de parte do ciclo evolutivo da B.
bovis no seu hospedeiro invertebrado, testando a
capacidade de transmissão transovariana por parte-
nóginas de B. microplus, e a busca de uma possível
técnica simplificada para obter variedades de carra-
patos livres de Babesia spp.

MATERIAL E MÉTODOS

O presente trabalho foi realizado no Setor
de Entomozooses da Faculdade de Veterinária da
UFRGS, em Porto Alegre, RS, Brasil. Foram utili-
zados um total de dez terneiros, oriundos de região
livre de carrapato, e sorologicamente negativos a
Babesia spp. A cepa de carrapato utilizada é origi-
nária do município de Santa Vitória do Palmar – RS,
e naturalmente livre de Babesia spp. Posteriormen-
te, essa cepa foi infectada com isolado puro de B.
bovis (FARIAS, 1994). Para a obtenção de carrapa-
tos ingurgitados durante a fase subclínica de babesi-
ose, dois terneiros não esplenectomizados e já porta-
dores de B. bovis receberam, cada um, três infesta-
ções com 10.000 larvas infestantes em dias alterna-
dos. Assim, esses bovinos receberam um total de
30.000 larvas de B. microplus infectadas com B.
bovis. No 12o dia após a primeira infestação, foram
inoculados, via endovenosa, com 6m" de sangue
previamente congelado em nitrogênio líquido, con-
tendo B. bovis entre 15,5 x 107 e 27 x 107 Unidades
Infectantes/m" de sangue.

As partenóginas (fêmeas semi-
ingurgitadas, com sulcos visíveis) foram coletadas a
partir do 18o dia após a primeira infestação, direta-
mente do corpo do animal, e as teleóginas após seu
desprendimento natural do hospedeiro, a partir do
21o dia. Foi considerada fase subclínica, quando os
bovinos não apresentavam sinais como queda de
hematócrito, elevação de temperatura e era detectada
Babesia spp. nos esfregaços sanguíneos.
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Para obtenção de carrapatos ingurgitados
durante a fase clínica de babesiose, foram utilizados
dois bovinos livres de Babesia spp. e esplenectomi-
zados, os quais foram infestados com larvas também
livres de Babesia spp., para que a fase clínica não
ocorresse antes do dia modal (dia de maior número
de ínstares) de produção de partenóginas e teleógi-
nas. Nesses terneiros foram inoculados 12m" de
sangue congelado em nitrogênio líquido, contendo
Babesia bovis entre 15,5 x 107 e 27 x 107 Unidades
Infectantes/m". As demais etapas, como número de
infestações, método de inoculação e coletas de par-
tenóginas e teleóginas foram as mesmas utilizadas
para a fase subclínica. Foi considerada fase clínica,
quando os bovinos apresentavam sintomas como
queda de hematócrito, elevação de temperatura e
presença de B. bovis nos esfregaços sanguíneos.

Os grupos de partenóginas foram identifi-
cados como P e os de teleóginas como T. De acordo
com o grau de infecção dos bovinos (fase subclínica
ou fase clínica), por ocasião da coleta dos ínstares de
carrapatos, os grupos foram designados de s ou c.
Assim, foram formados grupos Ps e Ts (partenógi-
nas e teleóginas, respectivamente, coletadas de bo-
vinos em fase subclínica de B. bovis), e grupos Pc e
Tc (partenóginas e teleóginas, respectivamente,
coletadas de bovinos em fase clínica de B. bovis).
Cada grupo (Ps, Ts, Pc, Tc) contou com uma repeti-
ção que foi designada de a (Ps e Ts; Psa e Tsa; Pc e
Tc; Pca e Tca), para a qual foi utilizado outro bovino
infestado com a metodologia referida anteriormente.

Os grupos P foram constituídos por 20
partenóginas com um peso total de 1 grama e conta-
ram com 7 repetições. Os grupos T, constituídos de
10 teleóginas com peso total de 3 gramas, contaram
com 5 repetições. Todos os grupos foram incubados
em placas de Petri, a 27°C e umidade relativa do ar
superior a 70%, e no 5o dia de postura foram
realizados os exames de hemolinfa, baseados
em MAHONEY & MIRRE (1971). Cada par-
tenógina ou teleógina examinada foi conside-
rada infectada ou não, sem ser avaliado o seu
nível de infecção, pois, segundo CAFRUNE et
al. (1995) e GUGLIELMONE et al. (1997),
essa classificação parece ter maior importância
epidemiologica, uma vez que foi detectada
baixa relação entre o grau de infecção na he-
molinfa e a taxa de infecção nos ovos.

No 20o dia de postura, foram seleci-
onados os ovos férteis de cada grupo e, após
uma homogeneização da massa de ovos, foram
incubados em tubos de ensaio, em alíquotas de
0,5g a fim de se obterem larvas infestantes
para o teste biológico com os bovinos. Foram
utilizados 6 bovinos, nos testes biológicos,
com aproximadamente 6 meses de idade, e

sorologicamente negativos a Babesia spp. Posteri-
ormente, foram esplenectomizados. Os terneiros
foram  mantidos em baias individuais e isoladas com
telas, para evitar infecções acidentais por hematozo-
ários, além de Anaplasma marginale e Eperythro-
zoon sp. Desses bovinos, 4 foram infestados com
larvas oriundas dos grupos P, sendo os demais (2)
utilizados para testar a progênie dos grupos T.

Todos os animais utilizados no teste bio-
lógico tiveram acompanhamento clínico diário, até o
final da produção de teleóginas (25 - 27 dias pós
infestação), através de tomadas de temperatura retal,
hematócrito e esfregaço sanguíneo, observando-se,
assim, a inoculação ou não de Babesia bovis pela
progênie dos diferentes grupos. Para os testes soro-
lógicos, foram coletados 20m" de sangue sem anti-
coagulante de cada bovino utilizado no teste biológi-
co, antes de serem infestados e 30 dias após o térmi-
no de produção de teleóginas.O soro oriundo desse
sangue, após centrifugação, foi enviado para o Ins-
tituto de Pesquisas Desidério Finamor - Guaíba - RS,
onde foi realizado o teste de ELISA, segundo
ROITT et al. (1989), para a detecção de anticorpos
anti-Babesia.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Na tabela 1, observa-se que as partenógi-
nas coletadas de bovinos em fase subclínica por B.
bovis (grupos Ps e Psa) foram negativas no exame de
hemolinfa. A ausência da infecção e, conseqüente-
mente, de transmissão transovariana, foi confirmada
pelo acompanhamento clínico dos bovinos utilizados
no teste biológico. A prova sorológica revelou au-
sência de anticorpos anti-Babesia nesses animais, o
que confirma a ausência de B. bovis na progênie das
partenóginas.

Tabela 1 - Infecção de partenóginas e teleóginas de Boophilus microplus,
alimentadas em bovinos na fase subclínica de babesiose por Babe-
sia bovis, e a capacidade de transmissão do protozoário.

Grupo % de ínstares positivos Teste Biológico ElisaB. bigemina
ao exame de hemolinfa B. bovis

Ps 00 - - -
Ts  16 + + -
Psa 00 - - -
Tsa 09    + * NR NR

Ps - Partenóginas coletadas de bovinos com Babesia bovis em fase subclínica.
Ts - Teleóginas coletadas de bovinos com Babesia bovis em fase subclínica.
a - repetição.
* - Morreu durante a fase aguda da doença.
NR - Não realizado.
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As teleóginas, de ambos os grupos, (Ts e
Tsa), foram positivas e revelaram no exame de he-
molinfa um percentual de infecção de 16% e 9%
respectivamente (Tabela 1). No teste biológico,
demonstraram transmissão de B. bovis para os bovi-
nos, sendo que o período de incubação variou entre
9 e 12 dias, com temperatura retal atingindo 41,3°C.
Esses resultados confirmam os dados descritos por
MAHONEY (1977), quanto ao período de incuba-
ção.

O teste sorológico revelou a presença de
anticorpos anti-B. bovis e a ausência de anticorpos
anti-B. bigemina, confirmando que a infecção dessa
cepa de carrapatos foi exclusivamente por B. bovis.
Portanto, as partenóginas coletadas de bovinos du-
rante a fase subclínica de B. bovis não desenvolve-
ram infecção com esse protozoário, concordando,
assim, com os resultados obtidos por CALLOW
(1968) quanto a B. Bigemina; segundo esse autor
somente nas últimas 16 a 24 horas de hematofagis-
mo é que o carrapato se infecta com o protozoário.
Resultados similares foram verificados por
SANTOS et al. (1998) os quais constataram que
partenóginas de B. microplus ingurgitadas em bovi-
nos em fase subclínica de babesiose por B. bigemina
não transmitem a infecção à sua progênie. As parte-
nóginas não transmitiram B. bovis, talvez porque os
processos digestivos nas fases iniciais de ingurgita-
mento sejam mais rápidos, destruindo, assim, os
patógenos como sugerem POLIANSKI & KHEISIN
(1959), ou devido às células basofílicas do intestino
não estarem suscetíveis à invasão do protozoário
(AGBEGE et al. 1986). No entanto, as teleóginas
ingurgitadas nesses bovinos durante fase subclínica
de B. bovis foram capazes de se infectar e transmitir
a infecção, confirmando os resultados de CAFRUNE
et al. (1995) que constataram infecção por B. bovis
em ovos postos por teleóginas ingurgitadas em bovi-
nos com parasitemias entre 0,01 e 0,02%.

No grupo Tsa, (teleóginas coletadas
em fase subclínica por B. bovis - repetição)
apesar do percentual de infecção relativamente
baixo (9%) das teleóginas em nível de hemo-
linfa, sua progênie foi capaz de transmitir B.
bovis no teste biológico. O bovino infestado
com essas larvas apresentou sintomas como:
anorexia, elevação de temperatura, queda de
hematócrito, ataxia e incoordenação motora,
também descritos por LOSOS (1986); e no 9o

dia após a infestação, através de exame direto,
foi detectado B. bovis no sangue coletado da
veia jugular. Esse período de incubação con-
firma o descrito por MAHONEY (1977), o
qual afirmou que a B. bovis alcança níveis
detectáveis no sangue periférico entre 8 a 16
dias após a fixação do carrapato.

Na tabela 2, observa-se que os grupos de
partenóginas (Pc – partenóginas coletadas em fase
clínica por B. bovis e Pca - repetição) foram negati-
vos no exame de hemolinfa, sendo confirmada a
ausência de infecção através do teste biológico, pois
os bovinos utilizados não manifestaram alterações
significativas de temperatura, hematócrito, e não foi
detectado o protozoário no exame direto, nem anti-
corpos anti-Babesia no teste sorológico.

Os grupos Tc (teleóginas coletadas em
fase clínica por B. bovis) e Tca (repetição) revelaram
no exame de hemolinfa, um percentual de infecção
de 80% e 85%. Esses resultados, quando compara-
dos com os dos grupos Ts e Tsa (percentual de in-
fecção de 16% e 9%), - tabela 1, concordam com os
de RISTIC et al. (1981), os quais afirmaram que o
percentual de fêmeas de carrapato infectadas, de-
pende do grau de parasitemia no sangue do hospe-
deiro durante o final do ingurgitamento. Assim, não
foi realizado o teste biológico da progênie das teleó-
ginas (Tc e Tca), pois os resultados obtidos no exa-
me de hemolinfa confirmaram a infecção do carra-
pato.

Os resultados foram similares aos cons-
tatados nos carrapatos ingurgitados em bovinos em
fase subclínica de infecção por B. bovis. Esse proto-
zoário, mesmo em fase clínica, atinge parasitemias
muito baixas, e os poucos parasitas ingeridos talvez
sejam insuficientes para transpor a barreira intestinal
descrita por AGBEDE et al. (1986) e POLIANSKI
& KHEISIN (1959) e atingir o ovário das partenógi-
nas. A transmissão transovariana depende do nível
de parasitemia do hospedeiro, o que é confirmado
pelo fato de que, nas partenóginas ingurgitadas em
bovino em fase clínica por B bigemina (altas para-
sitemias), alguns protozoários sobrevivem e garan-
tem a transmissão transovariana, enquanto que na-
quelas ingurgitadas em bovinos em fase subclínica

Tabela 2 - Infecção de partenóginas e teleóginas de Boophilus microplus,
alimentadas em bovinos na fase clínica de babesiose por Babesia
bovis, e a capacidade de transmissão do protozoário.

Grupo % de ínstares positivos Teste  biológico ElisaB. bigemina
ao exame de hemolinfa B. bovis

Pc 00 - - -
Tc  85 NR NR NR
Pca 00 - - -
Tca 80 NR NR NR

Pc - Partenóginas coletadas de bovino com Babesia bovis em fase clínica.
Tc - Teleóginas coletadas de bovino com Babesia bovis em fase clínica.
a - repetição.
NR - Não realizado.
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não ocorreu essa transmissão (SANTOS et al.,
1998). B. bovis, no entanto, não é transmitida tran-
sovarianamente por partenóginas se quer ingurgita-
das em fase clínica de babesiose. Esses resultados
permitem recomendar a utilização de ovos postos
por partenóginas (fêmeas semi-ingurgitadas) como
uma técnica extremamente simplificada e eficaz para
a obtenção de cepa de B. microplus livre da infecção
por Babesia spp., alternativa para a técnica de utili-
zação dos ovos das primeiras 24 horas de postura,
que, segundo FARIAS (1994) podem estar infecta-
das por B. bigemina.
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