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A — INTRODUCAO

Dilatam-se cada vez mais os limites geograficos da incidéncia da febre ma-
culosa na América do Sul,

Reconhecida pela primeira vez no Estado de Sio Paulo, Brasil, em 1929 (1,2
€ aparentemente circunscrita a areas suburbanas da Capital, a febre maculosa foi
nestes ultimos anos continuamente identificada em outras regides, nio s6 do nosso

Pais, como do continente sulamericano,
|



146 Memérias do Instituto Butantan — Tomo XVIII

No Brasil, s6 no Estado de Sio Paulo, onde ela é melhor conhecida, varias
centenas de casos fatais da doenca foram observados em cérca de 30 areas dife-
rentes e distanciadas umas das outras. Em muitas dessas Areas, novos casos sao
constatados anualmente e, em algumas delas, ja foram encontrados vetores natu-
ralmente infetados, o que permite consideri-las verdadeiros focos de infecgio.

No Estado de Minas Gerais, a febre maculosa foi diagnosticada nas mais
variadas localidades e, ultimamente, no Estado do Rio de Janeiro, alguns casos
foram reconhecidos em quatro zonas diferentes,

A medida que se difundem os conhecimentos relativos ao diagnéstico desta
riquetsiose, 0 niimero de casos aumenta nas estatisticas demégrafo-sanitarias. A
larga disseminagio dos vetores (carrapatos do geénero Amblyomma) responsa-
veis pela propagagio da infecgio, faz com que grandes extensdes territoriais se-
jam consideradas focos potenciais da doenga.

Acentua-se, desta sorte, e cada vez mais, a importancia desta grave infecgio,
que atinge principalmente o trabalhador rural. Certamente, com o tempo podera
assumir proporgdes de grande significagio nacional e quigd continental, nio s
quanto ao numero de casos como quanto a extensio das areas atingidas, dada a
tendéncia natural 2 formagio de novos niicleos de colonizagao agricola-pastoril
em regioes até entio despovoadas,

O ntumero de casos até agora conhecidos ndo exprime a realidade do pro-
blema. Mesmo no interior do Estado de Sao Paulo, onde a densidade de popula-
cio rural é das maiores do Pais, grande é ainda o niimero de pequenos nucleos
praticamente i distincia do controle direto dos servigos de saiude puablica. En-
tretanto, vdrios casos de febre maculosa tém sido surpreendidos nestes tultimos
anos. Estes, certamente passariam desapercebidos ou seriam rotulados sob ou-
tras denominagdes, nio fora o contato cada vez maior das nossas autoridades
sanitirias com o trabalhador rural. O aparecimento de casos da doenga entre
trabalhadores recém-chegados a certas dreas até entio aparentemente indenes, é
que, por vézes, desperta a atengio e faz descobrir, por cuidadoso inquérito re-
trospectivo, a incidéncia da doenga, sem que tivesse sido anteriormente reconhe-
cida e comunicada as autoridades sanitarias.

O combate aos carrapatos, medida altamente dispendiosa e somente apliciavel
a zonas de grande valor econdémico, torna impraticivel o seu emprégo na maioria
das regides atingidas. A vacinagio repetida constitui o meio mais pritico de
protecao direta do homem.

A vacina preventiva é cada vez mais solicitada. Apesar de sua produgio
sempre crescente, a necessidade de proteger as populagies dos focos cada vez
mais numerosos nio tem ultimamente permitido ao nosso Laboratorio atender a
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todos os pedidos de vacina, quer das autoridades sanitarias do nosso e dos outros
Estados, quer de outros servicos médicos, civis e militares ou diretamente de
particulares, que jia a procuram espontaneamente.

O interésse ultimamente manifestado por investigadores de diversas institui-
¢oes cientificas no sentido de conhecerem detalhes dos métodos de trabalho usados
no Instituto Butantan para o preparo da vacina preventiva contra a febre ma-
culosa e, principalmente, as técnicas de criacio e manuseio de Ixodidas, induziu-
nos a publicar éste artigo de divulgagio (*).

Descreveremos, assim, neste trabalho, as instalagdes, métodos e técnicas es-
pecializadas, que vimos aperfeicoando e adaptando as nossas condigies de tra-
baltho no decorrer dos ultimos anos.

Alguma experiéncia adquirida no constante manuseio de Ixodidas, utilizando
a técnica padrio de SPENCER-PARKER, permitiu-nos igualmente adotar na rotina
modificacdes que julgamos proveitosas na execugio de certos detalhes técnicos.
Essas modificacoes referem-se aos métodos de criagio dos Ixodidas e aos meios
de protegio de que nos servimos para conseguir seguranga e eficiéncia nos servigos.

No intuito de tornar facilmente reproduziveis os diversos metodos utiliza-
dos, objetivamos por meio de desenhos e fotografias todas as fases da técmica.

Relataremos, igualmente, alguns dados sobre a biologia do Amblyomma ca-
jennense. desde que diretamente se relacionem com as diversas fases do prepa-
ro da vacina. Detalhes mais completos sobre a biologia déste Ixodida, atual-
mente ¢m estudo em nosso Laboratdrio, serio oportunamente publicados.

B — CONSIDERACOES SOBRE AS VACINAS CONTRA AS
RIQUETSIOSES

Antes de definitivamente firmada a importancia e significagio etiologica das
riquétsias, nio foram satisfatérios os resultados das inumeras tentativas feitas
com o fim de serem obtidas vacinas preventivas contra as diversas doengas tifo-
exantematicas.

As vacinas preparadas com emulsdes de 6rgios de animais infetados, pobres
em riquétsias, aquecidas ou tratadas por varios agentes quimicos, nio se mostra-
vam antigenicas. S0 vacinas preparadas com virus-tecido vivo, em doses sub-
infetantes, ou com o emprégo de amostras de pouca viruléncia, atenuadas por pro-
cessos especia’s (vacina de BLANC e LAIGRET) revelaram-se eficientes. [Essas va-
cinas, de dificil controle, nio sio entretanto recomendaveis para aplicagio gene-
ralizada,

(*) Esta descricio, nio € sinifo uma simples adaptacio do protocolo geral das
tcnicas empregadas no Instituto Butantan e obrigatoriamente feitas em cada servigo.
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O uso de vacinas ricas em riquétsias, mortas por agentes quimicos, teve
origem nas experiéncias de Rocua Lima (3), que deu, desde o inicio, signifi-
cagao etiologica a riquétsia. O achado de grandes massas désses elementos
nos tecidos de piolhos infetados levou-o a utilizar material proveniente désses
vetores para fins de imunizagio. Suas primeiras experiéncias mostraram o
acerto dessa orientagao. '

WEeiGL (4,5,6), posteriormente, por meio de delicada técnica, conseguiu
criar piolhos em grande namero, infetd-los artificialmente e preparar uma va-
cina fenolada, muito rica em riquétsias, dotada de eficiente valor antigénico.

SPENCER ¢ PARKER (7) utilizaram também triturados de Dermacentor an-
dersons previamente infetado, para obter uma vacina preventiva.

Em consequéncia désses fatos ficou, pelo menos aparentemente, estabele-
cida uma estreita relagio quanﬁtatiﬂ-'ﬁntre o nuimero de-riquétsias contidas em
uma vacina e o seu valor \*m:::mnt:.

Nestes altimos anos, por meio de outros processos de nhtem;an de suspen-
soes ricas em riquetsias, pode-se preparar yacinas fenoladas eficientes.

Aos métodos iniciais de Zrvsser e colaboradores (8 a 13) (raspados peri-
toneais de ratos tratados pelo benzol ou irradiados pelos raios X) juntaram-se
os mais recentes de CASTANEDA (14), quc obteve riquétsias, em grande nimero,
de pulmio de animais inoculados por via respiratoria.

Do mesmo modo, pelos métodos de cultura de riquétsias em tecidos, também
foram obtidas emulsGes antigénicas, ricas em riquétsias. Déstes tltimos destaca-
se o de Cox (15), de cultivo na vitelina de embrido de galinha, '

Assim, por meio de trés métodos sio obtidos hojé antigenos ricos em ri-
quétsias para o preparo de vacinas preventivas. comtra doengas tifo-exantema-
ticas: a) por cultura de riquétsias nos artrépodos vetores: b) por cultura nos
pulmdes de animais inoculados por via respiratéria; e c) por cultura na vitelina
do embrido de galinha. '

O primeiro déles é o presentemente adotado na rotina de nosso Laborato-
rio para o preparo da vacina contra ‘a febre maculosa. Os dois outros estio
ainda em estudos e observages experimentais. |

C — O AMBLYOMMA CAJENNENSE E O PREPARO DA VACINA
CONTRA A FEBRE MACULOSA PELA TECNICA DE SPENCER E
PARKER ;

Os caracteristicos clinicos e anatomo-patologicos, a alta mortalidade aliada
a uma morbidade reduzida, a ocorréncia em zonas rurais ou semi-rurais, a trans-
missibilidade por Ixodidas, o comportamento experimental do agente infetante
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e, sobretudo, as provas de imunidade cruzada permitiram identificar o entio cha-
mado “tifo exantematico de Sao Paulo” i febre maculosa das Montanhas Ro-
chosas. RBste fato possibilitou adotar entre nés as medidas profilaticas ja ampla-
mente estudadas e aplicadas por SPENCER e PARKER nos Estados Unidos. Adap-
tadas ao nosso meio, essas medidas foram aconselhadas por uma comissio no-
meada em novembro de 1933 pelo- diretor do Departamento de Saude do Estado
¢ visavam o combate 20 vetor — o carrapato — e a vacinagio preventiva.

Lemos MoxTEIRO, em trabalho apresentado 4 9a. Reuniio da Sociedade
Argentina de Patologia Regional do Norte, reunida em Mendoza nos primeiros
dias de outubro de 1935 (16), relatou os métodos a serem usados na profilaxia
racional e pratica da infecgdo, dando & vacinagio preventiva o principal papel.
Aconselhou, para o preparo da vacina, a técnica de SPENCER e PARKER, consi-
derando como problema inicial a ser resolvido, a criagio em larga escala do
Amblyomma cajennense. Com efeito, LExMos MoNTEIRO demonstrou que o Am-
bliomma cajennense, além de ser um 6timo vetor da infecgio (17, 18, 19), os seus
6rgios apresentam grande numero de riquétsias com as quais se pode preparar
uma vacina do tipo americano,

A infecciio acidental e fatal de que foram vitimas ésse experimentador e o
seu auxihiar, EprsoN Dias, interrompeu bruscamente as suas atividades.

Em janeiro de 1936, um de nés assumiu a direcio dos servigos de febre
maculosa do Instituto Butantan, tendo a preocupacio inicial de criar o Am-
blyomma cajennense em grande nimero, com o fim de preparar a vacina pelo
método mais aconselhivel no momento, preparando para isso aparelhagem e ins-
talagdes indispensiveis ao bom éxito do empreendimento e o mais possivel a co-
berto de novos acidentes.

Embora, na ocasiio em que publicara aquéle trabalho a que nos referimos,
Lemos MoxTEIRo nio tivesse ainda conseguido observar nenhum exemplar de
Amblyomma cajennense naturalmente infetado, ji havia informes clinicos de
Piza, MEvEr e GoMEs sobre a presenca de carrapatos desta espécie, fixados em
doentes de febre maculosa.

O encontro de Amblyomma striatum naturalmente infetado, primeiramente
por SALLEs GoMEs (20) e posteriormente por Travassos (21 a 27), assim como
0s resultados concludentes de MoxTEIRO € colaboradores sobre a transmissio
experimental da febre maculosa pela espécie Amblyomma cajennense e ampliados
para as especies Amblyomma striatum, Amblyomma brasiliensis e Amblyomma
cooperi, firmaram de modo definitivo a transmissibilidade da febre maculosa
€ntre nos por algumas espécies do género Amblyomma.

Decorridos alguns anos de pesquisas intensivas- com Ixodidas capturados
em varios focos da doenga em Sdo Paulo, pudemos encontrar ultimamente virios
exemplares de Amblyomma cajennense naturalmente infetados. Estes exames
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positivos nio so foram obtidos com exemplares adultos, como com larvas e nin-
fas, estas nltimas cuidadosamente estudadas e identificadas apdés a terminagio
do ciclo em laboratorio,

O fato de ter sido o Amblyomma striatum o primeiro Ixodida encontrado
naturalmente infetado em Sido Paulo, fez com que éle fosse focalizado como a

espécie de escolha para o preparo da vacina. Contudo, por ser o Amblyomma
cajennense mais abundante in natura, mais facilmente criado no laboratorio e em
seus orgios ter sido evidenciada a abundante reprodugio de riquétsias, foi éste
altimo o escolhido. Agora, os nossos recentes resultados positivos de infecgio
natural vém mostrar quiao acertada foi essa escolha.

O estudo minucioso da infecgio experimental do Amblyomma cajennense
evidencia que, tal como no caso do Dermacentor andersomi, o agente infetante se
reproduz no seu organismo e se transmite também congenitamente is geragoes
seguintes.

As riquétsias no Ixodida infetado podem ser encontradas nas células dos
tecidos dos oOrgios internos. Em cortes histologicos, tém sido evidenciadas
riquétsias em grande numero principalmente nas células epiteliais dos diverticulos
intestinais, na sua maior parte de localizagio intracelular (19).

A infecgio do Ixodida é relativamente facil, bastando para 1sso uma alimen-
tagio de algumas horas em amimal infetado. Com uma unica alimentagio de
exemplares adultos, seguida de intervalos de cerca de 8-12 dias a temperatura
ambiente, LEmMos MoNTEIRO conseguiu apos trituragio désses carapatos prepa-
rar uma emulsio fenolada vacinante para cobaia. Resultados mais regulares em
capacidade vacinante, porém, sio obtidos quando se utilizam emulsoes de adultos
conseguidos por criagio artificial no laboratorio, alimentando-os nas fases ante-
riores de larva e ninfa, em animais infetados. A infecgio processa-se de mode
relativamente facil, quando os Ixodidas sio colocados a sugar coelhos ou cobaias
infetados no momento propicio, isto é, na fase de reagio febril

D — PESSOAL E INSTALACOES

Dado o perigo a que estio sujeitos 0s que manuseiam o material infetante
necessirio ao preparo da vacina, torna-se indispensivel escolher cuidadosamente
os auxiliares, especialmente aquéles que se destinam a trabalhar na criagio dos
Ixodidas. Deve-se dar preferéncia aos mais calmos e habilidosos, possuidores de
suficiente pratica de trabalhos com material infetante. Seriio instruidos detalha-
damente sobre os diferentes modos pelos quais se podem contaminar, exigindo-se
déles treino prévio, técnica acurada na manipulagio e cuidados especiais de inspe¢ao
do seu proprio corpo antes e depois de encetar os trabalhos com Ixodidas.
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As infecgbes durante os trabalhos de laboratorio sio geralmente devidas:

a)

b)
c)

d)

a acidentes por ocasiao das manipulagées de animais infetados: inocu-
lagoes, necropsias, colheitas de material; ou devidos a descuidos no
manuseio de recipientes contendo material infetante;

a picada de Ixodidas infetados;

a0 esmagamento de Ixodidas infetados ou de outros hematofagos (re-
pletos de sangue de animais infetados) entre os dedos, sujando-os com
material infetante e permitindo a infecgio pelas escoriaghes cutineas ou
pelas mucosas;

a inspiragiao de particulas desprendidas por ocasiio da trituragio de
Ixodidas ou em consequéncia do manuseio de recipientes contendo ou que
contiveram hematofagos infetados, cujas fezes e outros detritos desse-
cados podem, ao se desprenderem, ser aspirados.

Os cuidados exigidos sao:

a)

b)
c)
d)
e)

f)

g)

vacinar todos os auxiliares com 3 doses de 2 em?® da vacina ao serem
admitidos ao semvigo. Revacinar cada 3 ou 4 meses com uma dose-
estimulo de 2 cm?®;

os auxiliares ao chegarem ao servigo, despirio todas as roupas de uso
externo e vestirdo aventais apropriados;

trabalhar com as mdos protegidas com luvas quando se manipulam ani-
mais ou com qualquer outro material infetado;

trituragdes ¢ manipulagoes com material infetante serio sempre feitas
nas caixas envidragadas de protecio;

nos trabalhos com Ixodidas serdo utilizadas mesas protetoras, obedecen-
do-se rigorosamente & técnica estabelecida:

a saida do servigo, os auxiliares fario inspegio do seu proprio corpo em
espelhos adequados, prevenindo imediatamente o chefe dos auxiliares no
caso de encontrarem algum Ixodida fixado ou nio:

esterilizar os aventais diariamente apds terminar o servico. As luvas
usadas devem ficar mergulhadas em solugio desinfetante.

Os servigos técnicos devem dispor de instalagoes especializadas, distribuidas
em espago adequado. Esse espago deve ser suficientemente amplo para permitir
desembarago nas manipulagbes técnicas, evitando acimulo de material e dos fun-
cionarios, sempre prejudiciais e quase sempre causas de acidentes,

O Instituto Butantan dispGe de um pavilhdio — Pavilhio Lemos Monteiro
— para os servigos da Segdo de Virus. O andar térreo déste Pavilhio destina-se
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exclusivamente ao estudo das riquetsioses e néle estdo instalados os servicos téc-
nicos de preparo da vacina contra a febre maculosa.
A planta anexa mostra as instalagoes e distribuigio dos servigos no pavimento

terreo. A unica comunicacio que liga diretamente o edificio com o exterior da

HEEE

al=
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Armaro

¥

Entrada

Escala 1:50

Fic. 1

Planta do andar térreo do Pavilhio Lemos Monteirc Servico de febre macolosa.
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acesso a uma entrada, onde estd o vestiario geral utilizado pelos auxiliares antes
de entrarem nos laboratorios propriamente ditos. Esta entrada comunica-se por
meio de um corredor, a direita, com outro vestidrio (F), ante-sala do biotério.
Ai estio armarios individuais, instalagdes sanitarias, chuveiro, jogo triplo de
espelhos e estufa para descarrapatizagio eventual dos “over-alls”, que deverio
ser utilizados por todos os auxiliares antes de entrarem nos diversos laboratorios
ou no saldo dos biotérios. ‘Do lado esquerdo, o corredor comunica-se diretamente
com © escritério e laboratorios (A), onde ndo sio manipulados Ixodidas. Estes
laboratoérios, destinados a estudos bacteriologicos e sorologicos correlatos ao pro-
blema, controle da vacina, etc., estio igualmente aparelhados para trabalhos expe-
rimentais de culturas em tecido ou em embrides de galinha (B). O restante da
parte esquerda do pavimento térreo constitui 2 sala de criagio de carrapatos (C),
contando com uma grande camara-estufa (C 1), armirios (C 3), geladeiras (C 4)
e mesas de manipulagoes (C 2).

Toda a ala direita (E) compreende um grande salio destinado aos biotérios
(E 2, 3 e 5), contando com dispositivos para facilitar a alimentagio de Ixodidas.
Al estdo mesas de protegio (E 1) e de necrdpsias (E 6), além de um forno crema-
torio para a incineragio dos animais (E7). Os alimentos destinados aos animais
que permanecem no biotério, sio depositados em uma caixa especial (E 4), co-
municivel com o exterior, a fim de evitar a entrada de funciondrios estranhos aos
servicos de biotérios.

Na parte central (D) estdo instalados os frigorificos para a conservacio dos
virus, bem como mesa e fichdrios de controle dos animais usados nas experién-
cias em curso ou nos trabalhos de rotina. No centro da sala de contrdle um
elevador permite a comunicagio com o andar superior do “Pavilhio Lemos Mon-
teiro”, onde estio instalados os servigos de virus em geral, cuja seciio de preparo
¢ esterilizagio de material fornece todos os aparelhos ou demais utensilios de uso.

Esta distribuigio for feita em obediéncia a requisitos técnicos que julgamos de
vaha para o maior rendimento dos servigos, bem como a necessidade de aproveitar
a0 maximo o reduzido espago de que podiamos dispor.

Os detalhes das instalagoes deésses divérsos laboratorios serio descritos a
seguir e 4 medida que nos ocupamos das diversas fases do preparo da vacina.

E — AMBLYOMMA CAJENNENSE
CICLO EVOLUTIVO E IDENTIFICACAO

A zona de distribuigdo do Amblyomma cajennense (Fasricivs, 1787) com-
preende toda a América do Sul e Central, podendo ser encontrado no sul da
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Ameérica do Norte, muito mais freqiientemente, porém, nas zonas relativamente
quentes. E' um dos Ixodidas mais freqiientes no Brasil. De parasitismo extre-
mamente eclético, éle pode ser visto fixado em animais de sangue quente, como
em alguns de sangue frio. Quando adulto, parasita principalmente o cavalo, o
boi e 0 c¢io. O seu hospedeiro habitual € o cavalo. Tem sido também encon-
trado nos seguintes animais: carneiro, cabra, porco e porco do mato, veado. ca-
pivara, cachorro do mato, coelho, cotia, tatii, tamandua-bandeira e outros.

1. Ciclo evolutivo.

O Amblyomma cajennense faz um ciclo evolutivo que conta com quatro es-
tidios diferentes: ovo, larva, ninfa e adulto. As larvas e ninfas distinguem-se
dos adultos nio s6 pelas dimensdes, como também pela auséncia do orificio
genital.

A larva diferencia-se da ninfa por seu menor tamanho e pelo fato de ser
hexipoda. A ninfa é octépoda. E' conhecida entre nés pelas denominagdes
populares de “micuim”, “carrapato pélvora”, “carrapato fogo”, além de outras,
peculiares a cada regiio.

A ninfa é comumente chamada de *“carrapatinho”, denominagio que o povo
di igualmente a larva. ArAcAo aconselha manter essa denominagio somente
para a ninfa.

Os adultos sio mais conhecidos pelos nomes de “carrapato rodoleiro™ e
principalmente “carrapato estréla”.

Somente na fase adulta distinguem-se os sexos: na fémea, o escudo cobre
somente a parte anterior do dorso ¢ no macho inteiramente.

A fémea, no momento propicio, fixa-se ao hospedeiro, e inicia a sua alimen-
tagio. Aos poucos aumenta de volume e, ao fim de alguns dias, repleta de
sangue e distendida ao maximo, desprende-se do animal caindo ao solo. Pro-
cura uma cobertura protetora em algum vegetal proximo e ai inicia dentro de
poucos dias a postura dos ovos.

Decorridas algumas semanas e apos a eclosio dos ovos, saem as larvas que

esperam O momento propicio para atingir um hospedeiro ao seu alcance para se
alimentarem,

Apods alguns dias de alimentagio, desprendem-se do animal, caem ao solo e
transformam-se, dentro de alguns dias, em ninfas, procedendo-se assim, a 15
fase da metamorfose.
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Estas, novamente, procuram alimentar-s¢ em um novo hospedeiro, antes de
se¢ transformarem (2.* metamorfose) na fase final de maturidade sexual, em
carrapato adulto. Com a alimentagio da fémea, em um terceiro hospedeiro,
inicia-se novo ciclo evolutivo,

Como vemos por essas resumidas nogbes gerais sobre o ciclo evolutivo do
Amblyomma cajennense, esta espécie vetora da febre maculosa, além de exigir
trés hospedeiros para a sua evolugio, faz todas as fases de sua metamorfose fora
dos mesmos. Este fato, aliado a indiferenca com que ataca os diversos animais
e mesmo o homem, permite que, uma vez infetado em qualquer de suas fases
evolutivas, ja na seguinte possa o Ixodida inocular o material infetante em outro
animal ou, acidentalmente, ao homem.

2. Identificagio.

Incluimos aqui os caracteres genericos e especificos de acordo com a descrigio
de Rosixsox (28) e que correspondem aos da espécie com que trabalhamos:

Caracteres genéricos:

“ Metastriata, isto €, sulcos anais em torno do anus de situacio posterior;
geralmente ornados com manchas escuras e listras sobre fundo pilido; olhos ¢
festbes presentes. Palpos geralmente longos, o 2.2 articulo mais longo do que
os demais. Os capitulos basais sio de forma varidvel., Os exemplares machos
nio possuem escudos adanais, porém frequentemente tém placas ventrais. Es-
piraculos subtriangulares ou em forma de virgula,

Espécie tipo: Amblyomma cajemmense (Fammicius).”

Caracteres especificos:

“Macho.

Diagnostico: Carrapato pequeno ou de tamanho meédio, com a ornamen-
tacio carateristica no escudo, formada por manchas ou listras vermelho-parda-
centas sobre fundo pdlido; sulco marginal continuo; sulco cervical curto ¢ pro-
fundo, sigmdide; patas de colorido pilido, coxa 1 com dois espinhos fortes,
dos quais o externo mais longo e mais afilado; um espinho saliente e pontea-
gudo nas coxas II e IV ; espinho longo, robusto e afilado na coxa IV.”

Fémea,

Diagndéstico: Escudo triangular, arredondado anteriormente, com o ingulo
posterior de largura moderada, ornado com manchas vermelho-pardacentas sobre
fundo palido; sulcos cervicais curtos, profundos e sigmoéides, numerosas pon-
tuacdes de tamanho médio uniformemente distribuidas: coxa I com dois es-
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pinhos de pontas desiguais; coxas II e III com espinho saliente ponteagudo,
coxa IV com um dnico espinho curto, rombo e arredondado, pouco mais longo
do que largo: festdes sempre com pequeno tubérculo no lado ventral, mo an-
gulo pdstero-interno. ™

"f"“h T

Fic. §
Amblyomma cajemmense, 2. Escudo, aspecto dorsal ¢ ventral do capitulo, coxas IalV, tarsos
I & IV (segundo Romixsox im *The genus Amblyomma™).

RopiNsoN, em sua monografia “The genus Amblyomma™ (28), ao des-
crever a espécie Amblyomma cajennense (Fasricivs, 1787) coloca a Amblyom-
ma sculptum BerLesg, 1888, em sinonimia. Entretanto recentemente Ron-
delli (29) admite a possibilidade de ser Amblyomma sculptum considerado es-
pécie afim ou variedade de Amblyomma cajemnense. Sugere ainda RoNpeLLi,
dada a grande difusio desta dltima espécie, que o pequeno niimero de casos de
febre maculosa em S. Paulo deva correr por conta da raridade relativa de A. sculp-
tum ou de outra qualquer das pretensas espécies que revalida ou descreve e que
poderiam ser os verdadeiros vetores da riquetsiose.

Nio nos parece estar a razio com RoXNDELLI, pois ainda almitindo a multi-
plicidade de espécies, as verificagbes de infecgio e de transmussao ate agora
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feitas ndo s6 com outras espécies de Ixodidas do género Amblyomma (A. stria-
tum, A. brasiliense e A. cooperi), como com espécies de outros generos, Derma-

b v o
l'-"

ﬂﬁ
-
A
4 . I.f -
‘

.\ LEA

Amblromma cajennense, Q. Face dorsal e ventral, aspecto do capitulo, espiriculo,
coxas I a IV, tarsos I ¢ IV (segundo Romixsox im *The genus Amblyomma™),

centor e Khipicephalus, sio demonstrativas de que todas se infetam facilmente e
transmitem com muita regularidade a infeccio a animais. Do mesmo modo que
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Amblyomma cajennense, todas as demais espécies citadas acima transmitem a
infecgio de estigio a estigio de sua evolugin. Desta sorte, parece-nos que pelo
menos as espécies citadas do género Amblyomma, parasitos dos animais de sangue
quente, podem, quica indiferentemente, infetar-se e transmitir a riquétsia da febre

Fie. 7

Exemplares de Ambiyomma cojenmense, 2 e Q, face dorsal e veniral
-

maculosa. Nio podemos, assim, aceitar a sugestio de RoNpe L1, que, confundindo
um simples indice baixo de infecgiio natural do Amblyomma cajennense, tal como
se da tambem com o Dermacentor andersoni nos Estados Unidos, sugere uma
“imunidade™ para essa espécie em relagio 4 febre maculosa e empresta a uma
suposta variedade carateristicos especiais de infecciosidade e transmissibilidade.

18
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Amblyomma cojennense, 5. Face dorsal e ventral
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J. Travassos & A. VALLEJO-FREIRE — Criaciio artificial de Amblyomma

e cajennense. 4
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Amblyomma cefenmense, Q. Face dorsal e wentral
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Os dados diferenciais utilizados por RoNDELLI para justificar a validade des-
tas pretensas espécies, nio nos parecem igualmente suficientes; acreditamos
mesmo terem sido o resultado de estudos feitos em pequeno niimers de exemplares,
todos conservados. A varia¢io de dimensdes entre Ixodidas da espécie Ambly-
omma cafennense é muito grande, mesmo quando se examinam adultos provenien-
tes de u’a mesma geragio de ovos. Temos, por exemplo, largamente veriiicado
que u'a maior ou menor sucgio de sangue pelas ninfas de u'a mesma geracio tem
decisiva influéncia sobre o tamanho do adulto correspondente, e naturalmente,
sobre o de partes de sua estrutura, como, por exemplo, o escudo que apresenta
modificagbes de forma e tamanho provavelmente da mesma natureza das que ser-

viram aquela autora para diferenciar as espécies mixtum, sculptum, tapiri e fini-
timum.

Nio cabem aqui argumentagies mais extensas a éste respeito. Entretanto,
para que ndo surjam futuras davidas sobre a espécie com que trabalhamos, inclui-
mos propositadamente a descriio dos carateristicos principais, constantemente
encontrados nas muitas geragoes de Amblyomma cajennense conseguidas com a
finalidade de preparar a vacina e oriundas de fémeas colhidas em diferentes locais
do Estado de Sio Paulo, inclusive em focos de febre maculosa, onde tém sido
encontrados Ixodidas naturalmente infetados. Os desenhos de exemplares adul-
tos vistos pela face ventral e dorsal obtidos de Ixodidas vivos, sio aqui incluidos
com o fim de orientar e facilitar a sua identificagdo.

F — AMBLYOMMA CAJENNENSE — CRIACAO ARTIFICIAL

1. Colheita das fémeas. Fecundacdo.

A criagio artificial do Amblyomma ccjennense é feita em nosso laboratério
a partir de exemplares adultos fémeos, obtidos anualmente em grande niimero nos
meses de outubro a margo em equinos soltos durante alguns dias em pastagens,
Esses Ixodidas sio colhidos somente quando bem alimentados, repletos de sangue.

Abolimos ultimamente a pritica de iniciar a criagio a partir de exemplares
adultos capturados quando ainda nio alimentados, tal como o faz Parker. Nos
laboratérios de Montana, onde a vacina é preparada com o Dermacentor andersoms,
a criagiio artificial tem inicio, colhendo-se no campo, por meio de uma bandeira
de flanela, grande numero de exemplares na fase adulta, antes de se fixarem
no hospedeiro, portanto, quando as fémeas ainda ndo foram fecundadas, nem ali-
mentadas. A fecundagio e alimentagio se faz ao colocar ésses Ixodidas (machos
e fémeas) em coelhos, por meio de apareltho especial aplicado ao corpo do animal.
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Os coelhos utilizados para éste fim sio previamente infetados. As larvas pro-
venientes dos ovos das fémeas alimentadas, ja se mostram assim infetadas.

A técnica por nds usada € vantajosa, ndo s6 sob o ponto de vista econdomico
(menor uso de animais de laboratério), como também pelo fato de se obter maior
rendimento em fémeas bem alimentadas e em estado satisfatério para uma per-
feita evolugio. Este fato esta principalmente ligado a dois fatores. Em primeiro
lugar, apesar da ubiquidade de seu parasitismo, o Amblyomma cajennense nao é,
como no caso do Dermacentor andersoni, um carrapato de roedores, pelo contra-
rio, prefere na fase adulta animais de grande porte, especialmente equinos e mua-
res, de modo que a alimentagio em roedores (coelhos e cobaias) nio é feita de
maneira tio rendosa. Em segundo lugar, temos verificado que somente as fé-
meas fecundadas alimentam-se de modo satisfatério, o que se processa melhor
na natureza. Nio trabalhando nesta etapa inicial com larvas ja infetadas elimi-
namos o perigo da manipulagio do Ixodida na fase mais perigosa, que exige
maiores cuidados técnicos dadas as suas pequenas dimensdes.

Constantes verificaches feitas em carrapatos parasitando cavalos mostram
que a alimentagio dos exemplares adultos fémeos faz-se mais ou menos rapida-
mente, prolongando-se por 48-/2 horas, desde que estejam elas previa ou con-
comitantemente fecundadas. Os machos procuram em geral as fémeas quando
estas ja estio fixadas ao hospedeiro. Somente as que nio se mostram em con-
tacto com o macho, podem permanecer fixadas ao cavalo durante varios dias, po-
rém sem que aumentem de volume, Desde que fecundadas, se alimentam com-
pleta e rapidamente. Verificamos que os exemplares fémeos nio se alimentam
completamente sem que esta condigio seja preenchida e que, pelo contrario, a
alimentagio é sempre rapida e total apés a fecundagio, nio se prolongando ge-
ralmente além de 3 a 4 dias.

As fémeas deverio ser colhidas bem cheias para que desovem a contento.
Teoricamente, deveriam ser utilizadas apenas aquelas que apds farta alimentagio
se desprendem espontaneamente dos animais parasitados; na pratica, porém, isto
¢ inatingivel, devendo-se colher os Ixodidas quando ainda fixos a pele dos cavalos.

Virias pesadas de fémeas colhidas déste modo e que foram cuidadosamente
observadas quanto ao rendimento da desova, mostram que femeas pesando cerca
de 0.5 g ja podem ser aproveitadas para inicio da criagio. Deve-se dar prefe-
réncia, contudo, a fémeas de maior péso. Nas colheitas de grande niimero de
fémeas nos servigos de rotina, sio mais freqiientes as de péso entre 0.75 g 2 0.9 g,
podendo algumas atingir a mais de 1 grama.

Fixam-se, elas, de preferéncia, nas regides mais vascularizadas, como, por
exemplo, na parte inferior do animal, no pescogo ou principalmente na face in-
terna e posterior das coxas, onde a epiderme é igualmente menos espéssa.
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A colheita de Ixodidas devera ser cuidadosa. Qualquer lesio poderd ocasio-
nar a morte da fémea ou a ndo desova. Sido principalmente prejudiciais as
fraturas do aparelho de sucgio, o que pode facilmente acontecer quando se
procura por meio de tragdes bruscas destacar carrapatos fortemente fixados.

As fémeas quando bem alimentadas, sempre se destacam facilmente. Qual-
quer auxiliar adquire a pratica necessaria em pouco tempo, que consiste em fa-
zer manobras suaves de tragio no sentido oposto ao da penetragio do hipostoma.

Nas observagdes feitas no decorrer de 1939 sobre 1.000 fémeas cheias colhi-
das por auxiliar inexperto, 94 exemplares (9.92) morreram sem ter iniciado a
desova; ja na criagio de 1942, entre 5.548 exemplares colhidos s6 mo més de
novembro, apenas 308 exemplares (5.59%) morreram ou nio desovaram em con-
sequéncia de defeitos na manobra da colheita. Esta diferenga correu, sem ddvida,
em parte por conta das precau¢ies tomadas ao destacar os Ixodidas fixados aos
cavalos. Seria possivel eliminar estas 1ltimas perdas, selecionando as fémeas bem
cheias e desprezando aquelas que 3o exame no microscopio entomolégico mos-
trarem leses do hipostomio.

A época em que Amblyomma cajenncnse é encontrado na fase adulta,
inicia-se nos 1ltimos dias de setembro e pode prolongar-se até fins de marco.
As larvas, pelo contrario, sio mais freqiientes nos meses de maio e junho e as
ninfas de julho até setembro. Esses limites niio sio, entretanto, fixos, pelo
Contrario, variam largamente nos diferentes localidades do territério paulista,
variagio decorrente, sem duvida, das diferencas climiticas das respectivas
regiGes, principalmente das relacionadas com a temperatura e o grau higrométrico.
Nas condigdes de trabalho de criagio artificial de Ixodidas em nosso laboratério,
este ciclo se reproduz de maneira aproximada e atingimos a fase adulta dos Ixo-
didas de nossa criagiio, quando mantidos i temperatura ambiente, quase sempre
Nos primeiros dias de setembro.

Os locais em que Amblyomma cajennense € encontrado mais freqiiente-
Mente sio aquéles nos quais abundam eqiiinos e muares ¢ onde, igualmente, sio
Preenchidas certas exigéncias relativamente ao tipo de vegetacio, umidade e
temperatura.

Hi no Estado de Sio Paulo algumas plantagies de eucaliptos, que reunem
de maneira ideal, todas as condigdes propicias 4 manutencio e reproducio de
frande quantidade de Ixodidas. Uma dessas plantacGes constitui foco bem
tstudado de febre maculosa e o local tem mesmo a denominacgio de “carra-
Patal”, tal a quantidade de Ixodidas, principalmente de Amblyomma cajennense,
ali encontrada. Além da sombra relativa proporcionada pelos eucaliptos que
Permite manter um estado higrométrico favoravel, hi abundante vegetacio ras-
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teira e de arbustos, onde a desova das fémeas faz-se satisfatoriamente: por outro
lado, o grande nimero de muares e eqiiinos usados pelos cortadores de lenha para

0 transporte, serve de abundante repasto as exigéncias nutritivas dos carrapatos,
de modo a facilitar o seu ciclo evolutivo,

DISPOSITIVOS DE DUPLA PROTECAO PARA A CRIACAO DE IXODIDAS

Apbs prévia lavagem, seguida de secagem ao ventilador, cada exemplar fémea é co-
locado em um dispositivo especial que denominamos “ frasco de dupla protecio™. Este
dispositivo serve para conter os carrapatos em todas as fases evolutivas e consta de 2 tubos,
um menor, chamado “tubo de contengio”, no interior do qual sfo colocados os Ixodidas, e
outro maior, servindo de continente do primeiro e denominado *tubo de protecio”.

O “tubo de contengio” é um cilindro de vidro, medindo 2.5 cm de diametro por 3.5
cm de comprimento ¢ aberto em ambas as extremidades. Uma tampa de aluminio perfei-
tamente adaptivel ao diametro déste tubo, mantém fixa numa das aberturas uma tela de
organdi, de malhas suficientemente finas para nio permitir a passagem das menores larvas.
Esta peca de aluminio é perfurada no centro e fixa-se ao vidro — apds adaptar o organdi
— por meio de uma camada de parafina, que se aplica aquecida e fundida. A outra extre-
midade do tubo de contengio é fechada por uma rolha de cortica recoberta com gase. O tubo
fechado déste modo permitird a ficil aeracio pelas aberturas superiores. A fémea desti-
nada i criagio deverd ser colocada sobre a gase que cobre a rolha.

Usamos os tubos de contengio assim preparados preferentemente aos fechados em uma
extremidade e abertos na outra, porque as nossas verificacdes tém evidenciado um retarda-
mento considerivel do inicio da saida de larvas, quando sio usados os tubos fechados co-
muns. Acreditamos que o grau de umidade 6timo, agindo mais dirctamente sobre os ovos:
facilite ¢ mesmo ececlere a evolugio,

Colocadas as fémeas nos “tubos de contencio”, éstes sio guardados no interior dos
“tubos de protegio”, que medem 9 cm de comprimento por 3.5 cm de diimetro e sio aber-
tos somente em uma das extremidades. Néste tubo costumamos colocar uma base de areia
de 2 a 2.5 cm de altura, que se molha freqiientemente com 4gua e é destinada a manter 3
umidade requerida pelo Ixodida. A rolha de cortica do “tubo de contencio” deve repousar
na areia e a gase que envolve poderi assim permanecer tUmida, transmitindo umidade a0
Ixodida. A continua evaporizagio da dgua da areia mantém no interior de todo o tub®
de protecio um grau higrométrico ambiente Gtimo.

O “tubo de protegio” ¢ obturado na parte superior por meio de um pedago de organdi
fixado nos bordos externos superiores do tubo por uma tira de esparadrapo. Este disposi-
tivo permite u'a maior seguran¢a mas manipulagdes, bem como facilita a manutencio cons*
tante da umidade indispensivel 4 boa evolugio do Ixodida; igualmente veda a passagem de

algum Ixodida, que por qualquer motivo possa transpor o obsticulo constituido pelo *tubo®
de contengio ",

As indicagbes sobre data e local da colheita, nimero de ordem do tubo, bem com®
quaisquer outros informes, sio anotados em ficha especial, onde se registram todos os dados
relativos 4 evolugio. No esparadrapo que serve para fixar o pedago de organdi, ficard
anotado apenas o nimero de ordem correspondente i ficha.
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Os frascos de dupla protecio acima descritos, contendo os Ixodidas, sio sempre co-

lccados em caixas especiais, que podem receber 42 frascos cada uma. Estas caixas sin
mantidas em armarios de capacidade para 2.100 tubos cada um.

Fic. 10
Tubo de r!:::'r!.'n protecio, com o tuba de fonencao (menor) e o de proiecio (major).

Apesar da dupla protegio oferecida pelos tubos, o armirio, que & de metal para facilitar

L

» limpeza mais rigorosa, repousa em uma bacia que contém solucio carrapaticida. Esta
Irecaucio impedird, em caso de acidente, a pastagem de carrapatos do armirio Fara o piEo
da sala.

Todo éste conjunto tem-se mostrado satisfatorio para a seguranca do trabalho ¢ cstis
Precauches nos parecem de utilidade.

AMODIFICACOES NOS APARELHOS USADOS PARA A CRIACAO DE IXODIDAS

Todos os dados sibre detalhes do ciclo evolutivo do Amblyomma cajennense incluidos
neste tratalho, foram obtidos em observagies de Ixodidas mantidos no nosso tubo padrio
de “dupla protegio”™. BEste dispositivo parece-nos hastante pratico ¢ os resultados de sua
aplicagio, sem davida, sio satisfatérios quando o volume da vacina a produzir nio é grande.
Si, entretanto, se cogita preparar vacina em maior volume, o que requer como ponto de
Fartida muitos milhares de fémeas alimentadas e nio se dispoe de muito pessoal, é de toda
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2 conveniéncia alterar as dimensdes do aparelho de protecio e reunir em um s6 virios
“tubos de contengio ™.

Passamos ultimamente a trabalhar com lotes de 30 a 100 tubos de contengio, colocados
em um cristalizador de aproximadamente 10 cm de altura. Neéste cristalizador, que exerce
a funcio do tubo de protegio, coloca-se, 1gualmente. a base de areia uma>decida até a altura
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de 2 ecm. Os tubos contendo carrapatos sio dispostos sobre a arema com a parte fechada
pela rolha de cortica veltada para baixo. Com organdi i prova de larvas preso ao bordo
superior do cristalizador por meio de esparadrapo, obtem-se a dupla protecao desejada.

Para simplificar o trabalho, juntam-se no mesmo cristalizador somente Ixodidas da
mesma fase evolutiva, colhidos num mesmo dia e nas mesmas condigbes de alimentacao.
Procedendo-se déste modo, pode-se prever com certa seguranca, qual o momento propicio
para a alimentacio de todos os exemplares contidos no mesmo aparelho de protecio, desd=
que sejam bem conhecidos os dados referentes aos periodos de tempo necessirios a eve
lucio do carrapato nas suas varias fases.
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Outro dispositivo freqientemente utilizado € o constituido de um tubo contenedor (A)
fechado na extremidade inferior com o tecido de organdi (D) e na superoir com uma rolha
de cortica perfurada no centro, de abértura igualmente protegida com tecido & prova de
larvas (E). Este tubo, cilindrico é idéntico ou pouco mais longo do que o tubo padrio
de contencio e deveri ficar suspenso pela parte mediana por meio de uma rolha de cor-
tica, que se adapta 4 parte superior aberta de um outro tubo (B), de diametro ligeiramente
maior do que o nosso tubo de protecio. No fundo déste tubo coloca-se também a indis-
pensivel areia umedecida (C).

Fie. 12

Aparclho de dupla protecio, contendo 100 tubinhos com carrapatos.

Os carrapatos mantidos no interior do tubo cilindrico menor e, depositados sobre o
organdi, ficam em Otimas condigies de aeracio e sofrem a influéncia benéfica da livre pas-
sagem da umidade através do tubo de contengio, sem que sejam umedecidos por contato
direto.

Aconselhamos, entretanto, utilizar eéste modélo somente quando se estudam [xodidas

nao inictados.

Os inconvenientes que podemos apontar comtra o uso generalizado daste dispositivo no
manuseio de carrapatos infetados, sio os seguintes: 1) fornece menor seguran¢a do que
¢ nosso tubo de dupla protecio; este, alem da barreira apresentada pelo organdi protetor
do tubo de contencio, apresenta novo obsticulo para a saida de Ixodidas, constituido pelo
tubo de protecio, fechado com tecido 4 prova de larvas; 2) facilita na base do tubo de
contencio o crescimento de bolores que frequentemente interferem na evolugio normal dos
ovos dos carrapatos ou das larvas ¢ ninfas cheias; éste crescimento se verifica & custa do
material nutritivo constituido de detritos, principalmente plasma sanguineo, que vem ade-
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rente aos carrapatos; J3) nas observagbes muito prolongadas pode acontecer que o organdi
venha a se desfazer devido a acio continuada da umidade e ao crescimento de bolores, acar-
retando a queda dos Ixodidas no interior do tubo maior. A resisténcia do organdi podera
ser aumentada, embebendo-o de parafina antes de fixa-lo ao tubo de contengio.

Noia: Quando, nos cristalizadores de que fa-
lamos, sc deseja colocar tubos abertos mas duas ex-
tremidades, nio devem éles ser deixados em contato
diretc com a areia umida. Nesse caso, intercala-se
entre a superiicie da areia e a base dos tubos de
ccntencio uma tela de metal inoxidivel, sobre a qual
deveido repousar os tubinhos com os carrapatos,

CAMARA-ESTUFA PARA IXODIDAS

Colocados os tubos de contengio com Ixodidzas
no interior dos tubos de protecio, podem eles per-
manccer o NOs armarios ja anteriorm:snte citados
on ainda em uma camara-estufa, de temperatura re-
gulivel ¢ umidade constante, de modo a ser possivel.
quando necessirio, apressar a postura e eclosio dos
cvee ou facilitar a ecdise de larvas ou ninfas.

A cimara-estufa usada para a criagio dos Ixo-
didas é uma sala com 220 m de largura, 3.50 m
de comprimento ¢ 2.20 m de altura, completamente f<-
chada por meio de caixilhos de vidro. No seu -

Fic. 13 tericr hi duas estantes capazes de conter 120 caixas

A — tubo de contencio: B — tubs de  dc Ixodidas, correspondendo a 5.040 tubos de dupla
protegio; C — areia umidecida; D-E — protecio.

abertura protegida com organdi. Estas estantes sio de metal ¢ construidas de

modo a ficar completamente isoladas das paredes
laterais. A base em que se apoiam ao solo é mergulhada em bacias escavadas no assoalho,
centendo  solugio de carrapaticida.

A temperatura da estufa poderd ser regulada a vontade ou mantida constante pelo
aparelho automitico conectado a uma série de resisténcias distribuidas em posigio apro-
priada no interior da cimara. O controle da umidade é feito por meio de um higrometro
registrador Zeiss. Um pequeno exaustor colocado na parte superior da camara regula a
aeracio de combinacio com o aparelho regulador da temperatura. No interior da camara.
a temperatura nio deve ir além de 26°C. Nossas experiéncias tém demonstrado, que af
temperaturas mais elevadas, si bem que apressem de alguns dias o ciclo evolutivo do ca™
rapato, podem, por vézes, trazer como consequeéncia um menor rendimento da criagio, dada
a facilidade com que morrem os Ixodidas que permanecem muito tempo expostos a cssas
temperaturas, tornando-se necessirio manter constante e meticulosa wvigilancia para evitar
perdas desastrosas.

A possibilidade de se controlar até certo ponto a ecdise das larvas, é, sem davida, da
maior importincia, porquanto a colheita de carrapatos no campo pode ser feita somenis
durante um periodo de tempo relativamente reduzido. Si bem que as fémeas cheias possam
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ser obtidas a partir do més de setembro até margo, a grande maioria ¢ encontrada no curto
periodo de tempo que vai de 15 de dezembro a 30 de janciro.

Por wvezes, em colheitas satisfatorias chegam ao laboratdrio num mesmo periodo de
tempo mais de 2.000 fémeas cheias, colhidas em idénticas circunstincias, Ora. si todas per-
manecessem nas mesmas condigdes de temperatura e umidade, as larvas resultantes teriam
de ser alimentadas na mesma ocasiio, o que seria pouco pritico, nio s6 por exigir grande
quantidade de pessoal técnico especializado e instalacdes mais amplas, como principalmente
porque precisariamos contar, no mesmo momento, com grande nimero de coelhos para ali-
mentar todas estas larvas, sem o que seriam perdidas muitas geragdes de Ixodidas.

F":u 14
Cimara-escura para Ixodidas.

2. Postura dos ovos,

Devemos considerar trés periodos:

. Periodo prévio a desova (protéquia).
2. Periodo proprio i desova (cotoquia).
3. Tempo decorrido entre o altimo dia de desova e a morte da fémea

(metatoquia),
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Periodo prévio & desova (protéquia).

la. Experiéncia: Temperatura ambiente do laboratorio.

Mantidas as femeas de Amblyomma cajennense a temperatura ambiente do
laboratorio, a desova tem inicio 5 a
9 dias apos a colheita. As femeas
observadas nesta nossa 1.2 experién-
cia foram todas colhidas quando
ainda fixadas nos equinos. Os re-
sultados seriam possivelmente dife-
rentes, si fizessemos a mesma obser-
vagadp a partir de exemplares que
espontaneamente se desprendem dos
cavalos apos a alimentagao. A varia-
cao dos resultados, entretanto, seria
insignificante, pois no momento em
que procedemos a retirada das fe-
meas cheias, elas estio muito proxi-
INas a calr espontaneamente,

As experiéencias levadas a téermo
nos anos de 1939, 194142 e 1942-43 Pic. 15
confirmam os dados estabelecidos pa- ot i e B
ra o periodo prévio a desova, Na cria-

¢ao de 1939, por exemplo, femeas de A mblyomma cajennense, retiradas de ca-
valos usados nos servigos do Instituto, constituindo trés lotes separados, fo-
ram levadas ao laboratorio logo apos a colheita, colocadas no mesmo dia nos
tubos individuais de dupla protecio e mantidas a temperatura do laboratorio.
Ao todo 301 fémeas iniciaram a desova, ficando os trés lotes usados nesta

observacio assim constituidos :

1.9 lote® 35 femeas. colhidas a 17-1-39
20 lote: 114 femeas, colhuidas a 14-2-39

3.2 lote: 152 femeas, colhidas a 1-3-39.
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Os resultados obtidos foram os seguintes:

Periodo prévio 4 desova (protoquia)
(temperatura ambiente)
Iias 1.* lote 2.* lote 1.* lote Total -4
4 — —_ ] 6 1.99
3 21 2 30 53t 19. 60
6 O 8T 34 130 43.18
7 5 21 24 o0 16.61
s — 4 47 51 16.94
O — — 5 5 1.66
Total 55 114 152 301

As meédias das temperaturas registradas nos meses de janeiro, fevereiro e
margo foram as seguintes:

Meses meédia média amplitude Mixima Minima
2 temp. mix. temp. min. média absoluta absoluta
'antirq ..... 26.9 17.3 9.7 31.8 12.9
evereiro ... 28.9 17.3 11.6 31.9 15.4
mMAargo. ..... 28.3 17.5 10.8 33.1 15.4

Analisando-se separadamente os resultados das observacdes em cada lote,
que correspondem a carrapatos colhidos em 3 meses diferentes, observa-se que
a desova se faz com menor oscilagio do periodo prévio no lote correspondente
ao més de fevereiro, quando entre os dias 5.2 e 8.2 todos os Ixodidas iniciaram
a desova. Nos outros dois lotes, embora a maioria das fémeas tenha mantido
0 mesmo periodo de tempo para inicio da desova, 5-8 dias, éste, ainda que ra-
ramente, foi por vézes mais precoce ou mais tardio. No conjunto verifica-se
que 43.18% das fémeas iniciou a desova no 6.2 dia.

2a. Experiéncia: Temperatura constante de 26.°C e umidade relativa de 90%.

Para verificar qual o tempo decorrido entre a colheita e o inicio da postu-
Ta de fémea de Amblyomma cajennense mantidas a4 temperatura constante e
umidade controlada, destacamos um grupo de 464 fémeas colhidas em condicGes
idénticas s referidas na primeira experiéncia, entre os dias 15-11 e 15-12. Os
tubos de dupla protegio. contendo as fémeas para desova, foram colocados em
niossa camara de criagio de Ixodiwdas, a temperatura de 26.°C e o grau de umi-
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dade relativo a 90%. Nessa observagio, o periodo prévio variou entre 4 e 12
dias, como se pode ver no quadro abaixo:

Periodo privio & desova (Protdquia)
temperatura 26*C
x N* de =
e ixodidas ae
4 3 0.64
5 6 1.29
6 124 26.50
v | 214 46.12
= i 16.59
9 35 1.54
10 3 .64
11 1 0.21
12 1 0.21
Total 464

COMPARACAO DOS RESULTADOS

O grafico comparativo dos resultados obtidos para o periodo prévio a de-
sova nas condigoes das duas experiéncias (Fig. 16), evidencia que nio houve
diferenca muito acentuada. A temperatura ambiente do laboratério, a curva de
freqiiéncia percentual, além de ser semelhante e bem uniforme, antecede de um
dia a que representa a de temperatura constante. As médias aritméticas sio

respectivamente X; = 6.3 e X, = 7.6 dias.

Ja. Expeniéncia: Temperatura ambiente do laboratério.

Uma outra observagio mais rigorosamente conduzida foi feita ainda eéste
ano com 100 fémeas colhidas num mesmo dia em animais provenientes do mes-
mo local, selecionados em péso e tamanhos mais ou menos idénticos e mantidas
4 temperatura ambiente do laboratério, sempre no tubo de dupla protecio

Perlodo prévio i desova (protdquia)
Temperatura ambiente. Inicio da
experiencia em 27-2-43
Dias N.* de carrapatos

5 t
(0 28
i 38
s 8
9 19
10 1
Total 100
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PERIDDO PREVIDO A E£cLOsAD DE OVOS DE A CAJINNENSE
A TEMPERATURA DO LABORATORM E A TEMPERATURA COMSTANTE (2%°C)

E
Farzenfy
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0 il AT ?.I'lr
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FL 7.1 2.8
I .5 L
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0
i+ "LI - = - - =
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As temperaturas observadas durante o periodo da observacio foram
as seguintes:

Dias e A SIpErAtaa Média
maxima minima

27 25.6 17.3 22.9
28 28.7 15.9 22.9
1 25.4 17.0 2.7
2 28.2 15.5 21.9
3 26.9 15.0 20.9
4 25.0 14.5 21.2
5 28.1 14.9 21.5
6 27.5 16.1 21.8
i 26.9 17.2 72 1
s 24.7 16 5 20.6

Nesta ultima experiéencia a maioria das femeas (38.09 ) iniciou a postura
i r, I

depois de decorridos 7 dias da colheita.
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E curioso notar que, selecionadas desta maneira. todas as 100 femeas te-

nham iniciado a desova, o que raramente acontece quando nio se usam exem-

plares escolhidos.

Amblyomma cajemnenie, @ em desova,

Veé-se, entao, a julgar pelas repetidas experiencias feitas com diversos gru-
pos de Ixodidas colhidos numa mesma ocasiio, que o periodo prévio a desova
por nos observado € aproximadamente a metade do verificado por Rour (30)
a temperatura ambiente (11 a 13 dias) e LEmos MoNTEIRO a temperatura cons-
tante de 28.°C (9 a 14 dias). Este fato deve correr por conta das condicoes

técnicas em que sio mantidos os carrapatos em nosso laboratorio,

Na fase mnicial da criacio, a umidade é mantida constante no interior dos
tubos que contém os carrapatos, umedecendo-se com freqiiéncia a areia colocas
da no tubo de prote¢io. Para esta manobra nio se torna necessario retiraf
a gaze que protege a parte superior do tubo de protecio, bastando fazer escorrer

a agua pelas paredes laterais internas do organdi.

Periodo f*r‘qirrfnl a desova ll'rlhicfh‘l.ri}

O periodo proprio a desova, i1sto é, o tempo decorrido entre o inicio € ¢

fim da postura dos ovos, é maior do que o periodo prévio. A postura 11“‘1':
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prolongar-se por periodo de tempo variavel entre 7 a 26 dias, quando as fémeas
permanecem a temperatura de 26.°C e de 10 a 32 dias, quando a temperatura
do laboratorio.

la. Experiéncia: Temperatura e umidades constantes.

O periodo proprio a desova foi observado numa primeira experiéncia em
448 fémeas da criacdo, iniciada com a colheita feita durante o més de novem-
bro de 1941, tendo-se tido o cuidado de retirar diariamente de junto de cada
fémea todos os ovos postos no dia anterior, juntando-se num tubo de contencio
separado. Esta observagio, cujos resultados estio resumidos no quadro anexo,
foi feita em carrapatos mantidos a temperatura constante de 26°C.

Periodo priprio 4 desova (cotdquia)
Temperatura 26°C, umidade relativa 90%
Dias N.* de [xodidas %
7 1 0.22
o] 4 0.45
O 11 2.45
10 26 5.50
11 34 71.04
12 bt} 10.86
13 ri 15.65
14 100 22.34
15 6l 13.61
16 19 4.24
17 0 2.45
15 3 0,66
19 3 0. 66
20 4 0.50
21 1 0.22
22 a9 2.45
23 — —
24 3 0.66
s 2 0.45
2% 1 0.22
Total 448

2a. Experiéncia: Temperatura ambiente do laboratério.

O periodo de tempo necessirio a desova do Amblyomma cajennense pode
ser maior quando as fémeas sio mantidas i temperatura do laboratério no més
de margo. O quadro abaixo resume os resultados da experiéncia feita em um
grupo de 100 Ixodidas, colhidos a 27-243:
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Periodo priprio 4 desova (cotdquia)
Temperatura do labortdrio (marco 1943)
Dias N.* de Ixodidas i
10 1 1.03
11 1 1.03
12 - 2.06
13 1 1.03
14 7 7i.21
15 1 1.03
16 1 1.03
17 — —
18 3 3.
19 3 5.15
20 y. =.06
4 | 1 1.03
22 2 2.06
23 6 6.18
24 13 13.40
25 17 17.43
26 14 14,44
.1 7 1.21
28 3 3.09
0 —_— S
30 3 5.15
31 4 4.12
32 1 1.03
Total a7

As médias das temperaturas observadas durante o més de margo de 1943
foram as seguintes:

Média temperaturas maximas 27.6°C

minimas 16.0°C

Temperatura média 21.8°C

re

maxima absoluta 30.4°C (dia 27)
minima w 11.3°C (dia 17)
Amplitude media 11.6°C.

Desta segunda experiéncia foram excluidos trés exemplares, que morreran
logo apos a postura dos primeiros ovos. Estes resultados se referem, pois, aque-
las fémeas, que deram uma desova satisfatoria, isto é, pelo menos um volume
de ovos correspondente 4 metade do maximo geralmente observado. E de inte-
résse assinalar que todas as fémeas, que desovaram somente durante 10 a 15
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dias (em numero de 13), estavam mortas no altimo dia em que a desova foi
verificada, tendo havido, assim, uma precoce interrup¢io da postura dos ovos
devido -a morte da fémea. Todas as demais, cujo periodo de desova se pro-
longou além de 16 dias, morreram somente decorridos alguns dias ap6s o ultimo
em que houve desova, como, alids, se verifica normalmente,

Os ovos provenientes daquelas 13 iémeas, cuja postura foi interrompida
devido a morte, nio evoluiram a contento, como veremos adiante, obtendo-se
déles somente uma ou outra larva, apds decorrido o periodo prévio a eclosio.
Ao contririo, todos os ovos oriundos das fémeas cuja morte s6 foi verificada
alguns dias apos a desova final, evoluiram satisfatériamente, obtendo-se da maioria
deles 1009 de eclosoes.

Sem que ainda possamos afirmar de maneira definitiva, parece-nos que le-
sdes do capitulo das femeas comprometendo a glandula de Gené, acarretam a
ma lubrificagio dos ovos, facilitando a posterior degeneracio.

COMPARACAO DOS RESULTADOS

Comparando-se os resultados das duas observagdes anteriormente citadas,
vé-se que é possivel apressar o periodo proprio 4 desova das fémeas de .dm-
blyomma cajennense, mantendo-as a uma temperatura mais elevada do que a
do laboratério (Fig. 18).

A maioria dos Ixodidas mantidos na estufa a 26°C fez a postura dos ovos
durante 7 a 19 dias (95%), a0 passo que entre os que permanecem i tempera-
tura ambiente do laboratorio, 95% fizeram a desova do 7.2 ao 30° dia. Na
primeira experiéncia, 13.7 dias representam a meédia (Xi) do periodo préprio
a desova, enquanto que na segunda X foi igual a 23.3 dias. Ha, desta sorte,
uma abreviagio pratica de 10 dias no prazo necessirio a postura, mostrando
as curvas de fregiiéncia u'a melhor distribuicio e uniformidade i temperatura
constante do que a temperatura ambiente do laboratério. Esta curva até o 21.°
dia foi bastante irregular, definindo-se somente apos éste prazo. Este fato fica
bem evidenciado pela comparagio das médias. A temperatura constante a mé-
dia quase coincide com o maximo de frequiéncia, carateristica da curva normal
de freqiiéncia. A temperatura do laboratdrio, pelo contririo, a média distancia-
se sensivelmente do maximo de freqiiéncia, o que pode, sem divida, servir para
confirmar o fato de, no primeiro caso, as condi¢des bioldgicas terem sido real-
mente mais favordveis. Em ambas as condigdes, o periodo correspondente as
desovas mais_ripidas foi sensivelmente igual, isto é, as causas determinantes
sobre a fémea em desova agiram em periodos idénticos (morte da fémea). Essa
economia de alguns dias, somada a que pode ser feita nos demais periodos do
ciclo evolutivo, traz vantagens aprecidveis, pois encurta o tempo de trabalho.
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CARATERISTICAS DOS OVOS DE AMBLYOMM .4 CAJIENNENSE

O numero de ovos de uma postura atinge alguns milhares e geralmente
si0 tanto mais numerosos, quanto maior é o tamanho da fémea. No quadro
apresentando adiante damos os resultados de quatro posturas observadas cuida-
dosamente, podendo-se apreciar o nuamero de ovos postos diariamente, avalia-
dos por contagem direta. Tratando-se de experiencia realizada em ambiente,
cujas temperaturas foram mais regulares e inferiores as das experiéncias atras
citadas, a desova se processou durante maior numero de dias, como é natural

A desova mixima diiria observada corresponde a fémea No. 4, no seu 3.2
dia, com um total de 1.237 ovos.

As desovas em geral foram continuas para todas as fémeas, com excegdo
da fémea No. 3, que passou o seu 9.° dia sem desovar,

A morte das fémeas deu-se algum tempo apds terminada a postura: duas
delas 4, uma 5 e a outra 8 dias depois do término da desova.

A fémea de maior péso (960 mg) deu uma postura de 9.830 ovos e a de
menor péso (750 mg), 5.773 ovos.

Os ovos de Amblyomma cajennense em boas condi¢ées para a evolugio sao
de forma ovdide e coloragio pardacenta brilhante. Quando apresentam cof
tendente para castanho escuro, quase negro, perdem aos poucos o brilho cara-
teristico, tornam-se em pouco tempo menores e encarquilhados e nio mais evo-
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luem até larvas. Decorridos alguns dias apos o inicio da postura, pode-se ob-
servar no interior dos ovos a presenca de pequena mancha de cor branca, que,
com o correr dos dias, aumenta de tamanho, tornando-se por fim bem visivel,
mesmo a vista desarmada. Esta mancha é um indice pratico da boa evelugio
dos ovos e da proximidade do inicio da eclosio. Segundo alguns autores, ela
¢ constituida de guanina, produto de excrecio dos tubos de Malpighi, que as
larvas posteriormente eliminam, salpicando de branco as paredes do tubo de
contencao.
AMBLYOMMA CAJENNENSE
Estudo da desova ¢ evolugdo dos ovoes

Colheita das fémeas em 12-11-43

Péso em 12-11-43 960 mg /51 mg 767 mg 820 mg Temperaturas
Femeas Nos. 1 2 3 'l | Mixima | Minima
18—11 20 ovos = - — 23 23
19—11 149 > — 690 21 23 20
20—11 103 » — 195 05 23 22
21—11 128 = 19 193 391 23 21
22—-11 338 » 318 656 533 23 21
23—11 882 » 708 221 1237 22.5 21
24—11 14 = 482 185 353 19.0 18
25—11 643 » 253 604 202 20.0 18.0
26—11 458 » 220 501 360 21 20.3
27—11 412 » 158 0 470 19 16
28—11 105 » 301 420 415 20 16
20—11 885 » 362 552 495 20 17
30-11 741 » 48 786 413 b | 18
1—12 404 » 461 610 410 21 18
2-12 672 » 301 404 316 22 20
3—12 344 213 344 225 21 19
4—12 318 » 41 179 185 20 19
5—12 228 2 219 252 243 21 19.5
6—12 359 o 266 200 250 22 20.0
7—12 248 176 249 236 22 21.0
B ]12 201 = 159 200 142 22 21
0—12 283 » 213 275 245 24.5 21
10—12 210 = 164 218 17 25.0 23
11—12 111 » 120 123 114 25 23
12-12 115 » 162 146 84 25 24
13—12 R » 179 118 167 26 24
14—12 2 » 42 70 45 76 25
15—12 4 » 114 54 41 25.5 24
16—12 0 » 51 26 24 25 24
17—12 0 = 3 21 33 25 23
18—12 0 » 0 0 10 22.5 20
19—12 0 = 0 0 0 21.0 10
20—-12 n = 0 0 0 20.0 20.0
21—12 0 » -+ 0 0 20.0 19.5
213 -+ — -+ -+ 20 18
Total ovos 0834 = 5753 S060 8071 22.2 20.38
Dias de desoma i | i) Fa 30
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3. Fase larval — 1.* alimentac¢do infetante

Eclosio dos ovos de Amblyvomma cajennense

a) Periodo prévio @ eclosao.

Terminada a desova, sio necessarios alguns dias para que os ovos sofram
a eclosio e dem origem as primeiras larvas ou neolarvas. A determinagio désse
periodo de tempo, que denominaremos periodo prévio a eclosio, foi feita em
duas séries de observagies realizadas com virias geragoes de ovos de Amblyomma
cajennense. A primeira, com ovos de Ixodidas mantidos a temperatura cons-
tante de 26°C e umidade relativa de 909%, e a segunda com geragbes de ovos
que permaneceram a temperatura ambiente do laboratorio.

O material utilizado constou de ovos das femeas usadas nas experiéncias
anteriormente citadas, coletados diariamente num so tubo de contenciio corres-
pondente a cada femea. Os resultados serdo, pois, relativos a evolugio do con-
junto de ovos da postura total de cada femea, i1sto €, de ovos depositados du-
rante todo o periodo proprio a desova; nio se reierem, portanto, ao prazo real
necessiario a evolugio dos ovos da postura de um mesmo dia, Levamos somen-
te aqui em consideragio os resultados do conjunto, devido a sua direta impor-
tancia para os trabalhos da criagio de Ixodidas destinados ao preparo da vacina.

la. Expeniéncia: Temperatura e umidade constantes.

Duzentas e vinte geragbes de ovos mantidos a temperatura constante de
26°C foram-observadas na primeira experiéncia. O inicio da eclosio se proces-
sou entre fins de dezembro e 15 de janeiro. O quadro anexo resume os
resultados.

2a. Experiéncia: Temperatura ambiente do laboratério.

Uma segunda experiéncia foi feita no corrente ano com 82 geracgdes de ovos
provenientes da desova de fémeas colhidas no mesmo dia, no mesmo local e man-
tidas em ideénticas condigbes a temperatura ambiente do laboratério.

A desova comegou nos primeiros dias de margo, sendo o inicio da eclosido
verificado entre fins de margo e principio de abril. Os resultados foram os se-
guintes :
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Periodo prévio 4 eclosdo

(A) \5)
Tem tura ambiente

: D (margo 1943) (A) (B)

Dias _ —
N.* de geracles de ovos | N.® de geragles de ovos

13 3 — 1.36 —
14 1 — 0.45 —_
15 6 —_ 2.T7 —
16 5 — 2.27 —_
17 0 1 4.09 1.21
18 1S 1 5.18 1.21
19 34 1 15.45 1.21
20 26 3 11.81 3.65
2] 41 3 15.63 0.7
22 25 bt 11.36 13.41
23 O 11 4.00 10,97
1| 4 9 1 51 12.19
25 3 10 2.27 8.53
26 6 7 2 T7 6.09
24 — 5 —_ 6.09
28 y's S5 0.99 6.09
29 4 5 1.51 4.87
30 - 1 —_ 4 87
31 — 4 —_— .21
32 1 ] 0.45 2.4%
33 = ' 4 3.68 1.21
34 2 1 0.99 —
39 1 - 0.45 —
36 9 —_ 4.00 1.21
37 1 1 0 45 —

Total 220 82

As temperaturas registradas durante o periodo prévio i eclosio dos ovos
utilizados nesta experiéncia foram as seguintes:

margo — média temperatura mixima média temperatura minima 16°C
24 .6°C
temperatura méxima absoluta temperatura minima absoluta 11.2°C (em
28.4°C (em 27.3) 17.3)

abril; — méidiaitemperatin -mbxion média temperatura minima 12.3°C

22.1°C
temperatura minima absoluta 7.9°C (em

temperatura mdxima absoluta 28.4)
28.4°C (em 94)
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O grafico comparativo destas duas experiéncias mostra que a distribuigio
da frequencia em ambas as curvas é bastante regular.

PERIODO PREVIO A DESOVA DC A. CAJENNENSE
A TEMPERATURA DO LABORATORIO £ A TEMPLRATURA CONSTANTE (26°C)

Fepgeinrn
P s el
1l.‘.l:|l‘-$
GADD §
Pyrgeaty

50 i HTT

i 4.8 8.7

L | 19.% 1.3

;.‘ [ 1 3.2 | 26.%

40 ;‘I F ) 6.6 )] 45.1

;X . wy| W6

¥ [ L] 1.7 7.8

’ ' ] e 8.7

'r " o 0.2

19 L2 -] 8.2
20
10 4

(s}
Sim O ‘1’4 5 E 4 7 T 8 9 0 n 2 1
i
-E-L‘l !l?.ll
Temgerwiora 0 labaraiir 4 | Temgecater s Daeytpaty
Fie. 19

A curva que representa os resultados obtidos a temperatura constante é no
seu conjunto mais normal do que a que representa os da temperatura ambiente
do laboratorio, mostrando, também neste caso, que o periodo prévio a eclosio
a temperatura constante precede de 4 dias o da temperatura ambiente do labo-
ratorio nos meses em que a experiéncia foi feita. A média no primeiro caso
foi de 21.7 dias (X;) e no segundo 25.5 dias (X.).

b) Periodo préprio & eclosdo.

A eclosio observada em ovos da postura total de uma fémea, isto ¢, de
toda uma geragio de ovos, quando mantidos i temperatura constante de 26°C
e umidade relativa de 909 pode se prolongar durante 17 a 23 dias. Na expe-
riéncia a temperatura ambiente do laboratorio, realizada no decorrer dos meses
de abril e maio de 1943, com as mesmas geracdes de ovos utilizados na expe-
riéencia anterior, verificou-se que o periodo préprio 2 desova foi consideravel-
mente menor do que naquela em que os ovos permaneceram i temperatura re-
gular de 26°C.
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Periodo préprio 4 eclosio dos ovos

Dias 718 glm 11 IEIII 14115116 17118119]20121122]|23] Total
(1) tempe-
ratura do
laboratorio | 216 | 5 |14]14]19]12)1 5|2 |— 79
(2) tempe-
tura a 26°C 111 2310£|?E 141 1 220

(1) Observagio com auxilio do microscopio entomoldgico
(2) Observacio 4 vista desarmada

A disparidade observada nos resultados destas duas experiéncias é apenas
aparente ou, entio, pelo menos neste caso, os resultados nio sio comparaveis.
Na segunda experiéncia, executada a temperatura de 26°C, para se julgar o mo-
mento correspondente a saida total das larvas, foi levada em conta a separa-
¢io destas de seus detritos. Isto devido a mobilidade que apresentam as larvas
a esta temperatura e 2 manifesta tendéncia que tém de subir pelas paredes do
tubo de contencio logo apds a eclosio, procurando alcangar a parte superior,
onde entio se agrupam. Venficamos, entretanto, que as larvas, mesmo alguns
dias depois da eclosio dos ovos, continuam no fundo do tubo e s6 alguns dias
depois se libertam, afastam os detritos e sobem a parede do tubo de contengio.

O inicio ¢ o fim da eclosio s6 poderio ser bem observados com auxilio
do microscopio entomolégico. A cor dos detritos é apenas um indice pritico,
porém nio exato, do fim das eclosGes. Uma observagio mais cuidadosa de-
monstra que a coloragio amarelo clara, que apresentam os detritos livres das
larvas, nio é verificada imediatamente apos a saida desta, mas, pelo contririo,
sO se torna evidente alguns dias depois da eclosio de todos os ovos. No lote
de Ixodidas que permaneceu a temperatura ambiente, a observagio foi realizada
tom o auxilio do microscopio entomolégico, motivo pelo qual conseguimos sur-
preender na maioria das veézes, a saida das primeiras larvas alguns dias mais
cedo do que quando observamos a vista desarmada. Com o fim de facilitar ainda
Mmais o exame e tornd-lo mais rigoroso, espalhamos os ovos em placas de Petri
nos ultimos dias da eclosio, nio so para verificar as ultimas eclosdes, como tam-
bém para avaliar o rendimento ou percentagem de ovos evoluidos satisfa-
toriamente,

Desta forma, os dados miximos levados em conta na dltima experiéncia,
S¢m davida mais exatos, diferem grandemente da experiéncia realizada no ano
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anterior, cujos resultados evidentemente estio prejudicados. Uma nova expe-
riéncia somente poderd ser feita no proximo ano, ao iniciarmos a criagio e es-
clarecerd entio melhor a influéncia da temperatura, tornando compariveis os
resultados das observagoes.

Percentagens de eclostes dos ovos de Axdblyomma cajennense

A eclosio dos ovos, quando mantidos em boas condigdes, é quase sempre
total. Contudo, podem ser verificadas posturas, nas quais s6 um reduzido na-
mero de ovos diao saida a larvas. Em geral, os ovos provenientes de fémeas
que morrem durante a postura, geram ovos que nio evoluem satisfatoriamente.
A mesma causa que acarreta a morte da fémea deve ter influéncia sobre a wvia-
bilidade dos ovos. Acreditamos que as lesGes ocasionadas pela retirada defei-
tuosa das fémeas, quando ainda fixas aos animais, acarretem igualmente o com-
prometimento de certas glindulas que segregam substincias impermeabilizadoras
dos ovos, substancias estas, que exercem uma fungio protetora contra a desse-
cagio durante a evolugio normal até a eclosio das larvas.

Quando a evolugio dos ovos se faz satisfatoriamente, a eclosio se wveri-
fica em 1009% dos ovos. Assim, por exemplo, em ovos provenientes de 79 fé-
meas mantidas a temperatura do laboratorio, obtivemos as seguintes percenta-
gens de eclosées, avaliadas por observagdo cuidadosa ao microscopio entomolégico:

67 geragoes de ovos tiveram eclosio total (1009%)

2 a2 = " de 95% dos ovos aproximadamente
3 e LA L4 ] L1 ] LE m% " L1

2 ¥ y b e rr m% " FF

2 ry LA ey re L3 ] ?D% e B

l F# FF e o ey L 3] 4{}% nr y

-'? Fr Yy FF F# LB L B

2 309

Total 79

A eclosio total pode ser praticamente julgada pelo aspecto dos detritos
das membranas ou envoltérios dos ovos, depositados no fundo do tubo, junto
com a fémea ji morta. Quando todos os detritos tém cor amarelo-creme e nio
sio encontrados residuos de coloragio marron claro, éste carateristico pode ser-
vir de indice pritico da eclosio de todos os ovos. As neolarvas se agrupam
na maior parte na extremidade superior do tubo de contencio e, uma minoria,
na periferia da extremidade inferior, no circulo de contato do tubo com a ro-
lha de cortigal coberta pelo organdi, exatamente onde é maior a umidade.
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As neolarvas provenientes de ovos de desovas incompletas n3o sio apro-
veitiveis para a limentagiao infetante. Mesmo as oriundas de posturas media-
namente volumosas, nio devem ser aproveitadas, pois a pritica nos tem larga-
mente demonstrado o constante inaproveitamento final, geralmente ocasionado
por uma alimentagio sempre defeituosa por parte destas neolarvas, mesmo quan-
do colocadas a se alimentarem em momento propicio,

ConsideracGes sdbre a evolugio do Axdlyomma cajennense até a fase de neolarve

Nas experiéncias anteriores, ao estudarmos a evolugio da espécie Am-
blyomma cajennense, mostramos as acentuadas variacdes do niimero de dias ne-
cessirios a4 postura e eclosio dos ovos, verificadas entre diversas geragdes de
Ixodidas mantidos a temperatura do laboratorio.

O total de dias decorridos entre a colheita das fémeas alimentadas e o final
da eclosio nio foi, no entanto, muito variavel. As variagbes mais pronuncia-
das verificadas nos resultados parciais corresponderam quase sempre aos exem-
plares que nio evoluiram a contento ou mesmo nio deram saida a larvas, de
modo que nio foram computados entre as geracoes que fizeram evolugio
completa,

Entre as 79 geragoes observadas, os dias requeridos para a completa evo-
lucio, desde a colheita das fémeas até a saida de todas as larvas, variaram entre
64 e 80 dias; a grande maioria (919 ) o fez entre o0 67.2 e 70.° dia. Colhidas
as fémeas a 27 de fevereiro, a eclosio dos ovos estava praticamente terminada
entre os dias 5 e 8 de maio.

Total de dias decorridos da colheita das fémeas até ecloalo dos ovos
Temperatura ambiente do laboratério (27-243 a 15-5-43)

No. de dias 64 |65 66| 67 | 68 ) 68 ] o] F1lT2] 3|45 TG |TT|Ts| 9] S0 | Total
No.degerscBol 1 J 0ol 1 | 9] 28] 0]l s ]1 0] 2 n| ol 1 lololol 1| m
% .26 liosbs oheaki ol 12]1.25] |23 | It.iﬁ 1.26

Resumo esquemiitico da evolugdo até larva:

S1 esquematizarmos, para uma orientagio pratica, a evolugio do Amblyomma
cajennense no periodo que vai da colheita das fémeas cheias até a eclosio total
dos ovos, levando em conta somente o dia em que maior percentagem de Ixo-
didas completou a evolugdo correspondente a cada periodo. estudado, teremos
os seguintes dados:
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Esquecmatizacio da evolugio atée a fase de larva

Postura Eclosion
Fase . Total
Periodo prévio IPrﬁndu prépric] Periodo prévio !I"frl-n-d'u propricy
Dias o gy =
iTemperatura-laboratério) 3 5 = 12 (%) T
Dias - . 1
(Temperatura — 26+C) ' - 14 _ 2 20 () 62

(*) A comparacio entre os resultados obtidos i temperatura do laboratirio e i tem-
peratura de 26°C s6 é possivel entre os dados da postura e do periodo prévio 4 eclosio, por-
guanto pelas razdes que explicamos atras, nio sio comparivels 05 numeros correspondentes
a0 periodo préoprio & eclosio.

Rendimento

Todos os detalhes relativos 4 evolugio dos Ixodidas que usamos nas ex-
periéncias anteriores, podem ser analisados no quadro que inserimos no final
déste capitulo. Vemos, desta sorte, que das 100 femeas colhidas obtivemos so-
mente 79 geragdes de larvas em condigdes satisfatorias para se proceder a pri-
meira alimentacio infetante,

Na experiéncia feita entre Ixodidas que permaneceram sob a influéncia
da temperatura e umidade sempre varidaveis do ambiente do laboratorio, as per-
das foram assim distribuidas:

1. Até o periodo proprio a desova — 18 geragbes de ovos

2. Até a eclosio — 3 geracGes.

As 18 geragies de ovos inaproveitados eram provenientes da postura de
féemeas que morreram antes de concluida a desova.

Trés exemplares morreram depois de um unico dia de desova e os 15 ou-
tros quando ji haviam desovado durante 10 a 15 dias.

Em quase todos os casos de posturas parciais, 0s ovos nunca evoluem de
maneira satisfatéria; ndo sdo tio brilhantes, nem de dimensdes tio grandes
quanto os ovos normais, em poucos dias escurecem, desidratam-se rapidamen-
te, nio dando mais saida a neolarvas,

Entre as geragoes de ovos das fémeas que desovaram satisfatoriamente,
trés nio evoluiram a contento, tendo-se verificado a eclosio de apenas raros
ovos (1 ou 2 dezenas no maximo). Correspondem éles as fémeas: No. 33,
cujo periodo proprio da desova foi de 23 dias; No. 43, com desova durante 25
dias, ¢ No. 59, com o mesmo nimero de dias para o periodo de desova.
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Rendimento da criacio em larga escala até a fase de larva

Criacdo de 1938 — Na criagio de Amblyomma cajennense iniciada em 1938
com a colheita de 1.000 fémeas cheias, perderam-se durante o periodo aqui con-
siderado 231 geragoes, ou seja, 23.109 do total. Morreram antes de iniciar
a postura 94 fémeas (9.49%), possivelmente devido as lesdes provocadas na
ocasiio da colheita; as demais 137 (13.709) geragoes de ovos ndo aproveita-
dos eram provenientes de posturas meédias ou mesmo totais, que niao evoluiram
satisfatoriamente até a fase de larva.

Criacdo de 1943 — Para os trabalhos de produgio da vacina iniciamos a
criacio de Ixodidas com a colheita de 5.548 femeas de Amblyomma cajennense.
Vejamos em resumo qual foi o rendimento até o periodo de eclosio entre exem-
plares mantidos até a fase de neolarvas a temperatura ambiente do laboratorio.

1. fémeas mortas antes de iniciar a postura .......... 308 ou 5.55%
2. geragbes de ovos mnas quais as larvas obtidas ndo

estavam em boas condigdes ou somente em numero

SeAERRANY.) o ST D, FeL T 0BT e & 497 ou 8.95%

Total de perdas até eclosdes dos ovos .......... a3 805 ou 14.50%

As restantes, ou sejam 4.743 geragbes de ovos, deram praticamente eclo-
sio total dos ovos, isto €, 1009 de larvas aproveitaveis.

3. Fase larval — 1.* alimentacdo infetante.
Alimentacio das neolarvas

Carateristicas das larvas de A. cajennense: FEscudo — Comprimento 0.235,
largura 0.336. Muito mais large do que longo. Sulcos cervicais rasos, longos
¢ mais ou menos paralelos. Superficie lisa, levemente chagrinada, sem pon-
tuacio. Cepitulo — Comprimento 0,18, largura 0.15. Base curta e larga, com
pontas arredondadas dos lados. Superficie lisa, sem pontuaches. Palpos lon-
gos, com articulos 2 e 3 quase iguais, pelos finos ¢ em pequeno nimero. Com-
primento total dos articulos II e III cérca de 0.11. Hipostomio — Curto e
alargado na ponta. Denti¢io 2/2. Comprimento cérca de 0.086. (Cooley, R.
A. & Kohls, G. M. (31)).

Periodo de espera

Processada a saida de todas as neolarvas, denominagio que se da as lar-
vas nio alimentadas, estas sobem pelas paredes do tubo de contengio e se amon-

: a1
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toam proximo a abertura superior protegida pelo organdi. Decorridos alguns
dias, s6 resta no fundo dos tubos detritos formados pelos envoltérios dos ovos.
Apés a eclosdo, a cor désses detritos, que inicialmente é castanho pouco escuro,
clareia aos poucos, apresentando a principio coloragio amarelo sujo e em pou-
co tempo se transforma em amarelo quase canario. Nessa ocasido, as neolar-
vas, que a0 sair dos ovos sio claras e relativamente transparentes, ji se apre-
sentam bem mais escuras, o que provavelmente decorre de u'a maior quitini-
zagao, niao s6 das patas, como do préprio corpo do carrapato. A intensidade
dessa quitinizagio pode servir de indice pratico para julgar qual o momento
propicio a alimentagio. Quando a quitinizacio é verificada em 1009 das neo-
larvas, a mobilidade destas é sempre acentuada e, si colocadas a se alimentarem
em coelhos, o fazem de maneira constante, colhendo-se ao fim de 8 dias eleva-
da percentagem de larvas cheias; o contrario, quando ainda restam muitas lar-
vas se quitinizarem, o rendimento em larvas cheias nunca é satisfatério.

O exame da intensidade de quitimzagio das patas das larvas deveri ser
feito com auxilio de uma lente de aumento médio, nio sendo para isso neces-
sario tirar o tubo de contencio do interior do tubo protetor. Orientando-nos
déste modo, temos obtido o maximo aproveitamento dos animais usados para
a alimentagio das larvas,

Apés repetidas experiéncias concluimos que o periodo de tempo que se
deve deixar transcorrer entre o fim da eclosio e a alimentacio das neolarvas,
que permanecem a temperatura ambiente do laboratério durante os meses de
maio e junho, deve ser no minimo 32 dias. A escolha deve recair de preferén-
cia no 38° ao 40.° dia, mesmo quando, devido a espera prolongada, uma pe-
quena parte das neolarvas morra antes de chegado o momento de coloci-las
nos coelhos. E’ sempre preferivel agir assim, pois o rendimento obtido é sem-
pre maior neste caso do que si colocarmos a se alimentarem larvas quando ainda
nio aptas a picar.

O periodo de espera pode ser prolongado satisfatoriamente, si as neolarvas
forem mantidas & temperatura mais baixa (entre 14.°2 ¢ 16.°C), o que retarda a
atividade metabélica do Ixodida, enquanto se aguarda a possibilidade de pro-
ceder a sua alimentacio.

Para esta 1ltima exigéncia possuimos uma geladeira especial, regulada a
temperatura conveniente, na qual pode permanecer grande niimero de caixas com
vidros de protegio repletos de larvas, aguardando o momento da alimentacao.
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Técnica para alimentar as neolarvas

E com a alimentagio das neolarvas que verdadeiramente se inicia a criacgio
artificial dos Ixodidas. Esta fase é das mais delicadas, pois que de cada fémea
se obtém em média 7.000 ovos e, portanto, 7.000 larvas. Em conseqiiéncia da
quantidade e da diminuta dimensio destas, foi necessario aperfeicoar uma técnica
que permitisse, niao s6 bem aproveitar os animais que vio servir para alimenta-las,
como também que fornecesse perfeita seguranga durante o trabalho.

Preparo dos coelhos

Inoculagao infetante. — Coelhos de péso nio inferior a 2.5 quilos sio inocula-
dos por via peritoneal com virus da febre maculosa. Para estas inoculagdes
utilizam-se 2-a 5 cm® de sangue dos cobaios que servem para manter as diferentes
amostras de virus no laboratorio, por meio de passagens em série, feitas de cobaia
a cobaia, por inoculagio peritoneal. A sangria devera, ser feita durante a reagio
febril do animal, preferivelmente no 2.° ou 3.° dia de reagiio térmica, quando se
deve verificar a esterilidade do sangue por semeadura em meios aerdbios e anaerd-
bios. Quatro a cinco dias apés a inoculagio, os coelhos podem ser preparados
para o servigo de alimentagio das larvas.



Colocacdo dox saquinhos proteforcs. — Verificada
a predilecio das larvas de Amblyomms cajenmenss a
se fixarem na orelha dos coelhos, onde se alimentam
melhor e mais facilmente, resolvemos aproveitar esta
circunstincia para obter um alto rendimento. Com
esta finalidade preparamos uma espécie de cartucho
ou cilindro de organdi de dimensdes que permitam
conter com certa folga as orclhas dos coelhos (*).
Bstes cilindros ou cartuches, apdés introduzida a ore-
lha no sen interior, sio fixados na cabega do coclho,
em torno da basze da orelha por meio de esparadrapo.
Com o fim de facilitar a adesio do esparadrapo, re-

tiram-se os pelos em toérmo da insergio do pavilhio

auricular por meio de miquina de cortar cabelo, na-
valha ou mesmo usando qualquer depilatone (a). A
fixacio do cilindro de organdi na base das oreibas
do coelho deveri ser feita de modo a nio dificultar
a circulacio sangiinea. Uma tira de esparadrapo de
15 em de largura deve prender inicialmente na ca-
beca e de forma circular sular ate atinnir a base do
cilindro, de modo que uma wvolta do esparadrapo se
venha sobrepor 4 metade supenor da wvolta anterior,

fechando-a por fim na base (b).

Firapdo mo inferior dar messs de mamipulagdo.
— Colocados os saguinhos protetores, os coelhos sio
levados ds mesas ("*) de manipulagio de Ixodi-
das (c), onde podem ser fixados em bandejas apro-
priadas, cuja parte mediana tem uma excavagio ecm
forma de meo cilindro lonpitudinal, servindo para
conte-los ¢ imobilizi-los por meio de fixadores arma-
dos de faixas de pano. Estes fixadores podem mover-
s¢ longitudinalmente, deshisando sobre frnsos dspos-
tos paralelamente ao longo do mewo chindro exca-
vado (d).

Uma toalha branca, tendo no seuq terco antenor
um corte suficientemente grande para permitir a pas-
sagem das orelhas do coclho, cobre todo o animal e
evita que durante a manobra de colocagio das neo-
larvas, estas possam vir a cspalbar-se nos pelos o
coclho, acautelando-nos, assim, contra a possivel dis-
persio de Ixodidas (e, ).

Codocagde dar meolartasr, — Cada coclbo adualio,
de peso nao nfenor a 2.5 qulos, pode servir para
a almentagao infetante de Jarvas resultantes oa
desova de gquatro fcmeas; om cada orclha a0 oW
cadas om meodia 14.000 npeolarvas, 1sto ¢, O produto

de duas geragocs de ovos de 1IF'I".'-u_".-.*t\-lﬂl'-fl-.'li C i m .

Loclhos de peso infenor, ] i geralmente nao
resaiem a inicccad, A0 suporiam G0 grande nume-

ro de neolarvas.

Imobilizagae das neolervas. — (O3 tubos de cou-
tengao Cheios O NOOlarvas sio refirados 00 IN0ETLST
gos tubos de proleganr € Qeposilados Da mesa ac rae
balho depois e jpormanccorem alguns minulos nDa

Zeladeira. E natural gue & empeEraiiura Aminciic oo
sAimiratono, principalmcenie nos diads o Vefud, 4 Mo
BlGade Gas DeiaifVas SCJd SSLEGnie ET«Sieic, O guc
dilicuita o trabaibd g COIOCA-lAs nas Oorcunas dos Cue-
L, Fela AT WD 1 | i T §FA (R T FE IR S L =TT e

fcando o manudscio.

(*) Hessaltamos agqui a importancia da escolha
do tecido usade no Preparo Jdosics HL:J.J:ILJ]'H ou Carl-
tuchos, E indispensavel gue as malhas do tecido nao
permitam a passagem das larvas, ¢ nao sejam fanss

vem demasiado apertadas, de modo a dibiculitar a
AETACEO,

(a%) Adiante descreveremos a3 mesas de ma-
nipulacio de Ixodidas.

b

d
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Distribuigdo. — A colocacio dos Ixodidas na
parte interna do pavilhio auricular, envolto pelo =a-
quinho protetor de organdi, é facilitada pelo uso
de um funil de vidro ou mesmo um cartucho de
papel; as neolarvas, primeiramente depositadas no
recepticulo do funil, s50, com o auxilio de uma e«
patula fina, manejada com precaucio, levadas para o

interior do pi.'l-tih.'m anditive do coelho (g).

Terminada esta manobra, a abertura superior do
saco protetor de organdi é fechada, dobrando-se a
extremidade duas vézes ¢ obturandoa com cspara-
drapo (h). As neolarvas, que acidentalmente tenham
cardo na toalha, sio facilmente visiveis ¢ podem ser
retiradas por meio do tubo coletor de carrapatos,
ligado ao aparelho de vicuo facilmente manuseado’
pelo auxiliar (i). (Por ocasiio da descricio dos deta-
Ihes tecnicos acérca da colheita de larvas cheias des
Creveremos o tubo ou aparelho de coleta). Esta 1l-
tima manobra € quase sempre desnecessiria guando
se usam Ixodidas previamente imobilizados pela per-
mancncia durante alguns minutos i baixa temperatura.

Retirado o pano que cobre o coclho, éste pole
ser desamarrado ¢ manuseado sem perigo, fora da
mesa de protecio (j).

Prote¢do das orclhas dos coclhos. — Os saqui-
nhos contendo as larvas ado protegidos contra as
tentativas feitas pelo coelho para retird-los, por meio
de um aparelho de couro, gque permite o ficil areja-
mento atraves de duas fendas laterais (k). As fendas
laterais sio igualmente protegidas por meio de tela
de arame f{ino.

(} aparelbo protetor € constituido de um cilindro
de couro, medindo 1F em de altura por 1 em de dii-
metro que permite conter as duas orelhas, A parte
inferior do cilindro ¢ fixada a uma faixa circular,
tambem de couro, destinada a bem se adaptar 4 ca-
beca do anmimal, servinda de apmo As duas correias
i a fixam .‘.|r.|.'.|_:.:|,|: i!-p PCRSCOOD  POr el 1!1_- Lma
fivela que as ajusta perfeitamente. Desta mesma
faixa circular parte posteriormente uma fita, tam-
bem de couro, tendo na por¢io terminal um cinta
com fivela para prender o aparclbo ao corpo do coe-
Iho, atris dos membros anteriores (k). Na parte su-
perior mediana . da fita acima referida, existe um
botio de pressio, cujo negativo esti colocado no i
hindro de couro, de modo a poder fixd-lo no seun
tergo supenor, dando a0 mesmo tempo uma inclina-
40 comveniente 4 perfeita posigio das orelhas, sem
prejudicar a circulacio sangainea.

Permanéncia no biolério, — s coclhos, com as
orelhas assuim protegidas, sdo levados para os compar-
timentos isolados do biotério, onde permanecem du-
rante todo o perimlo da alimentacio infetante das
larvas (1). Deverio ¢les ser - revistos - duas  vézes
por dia pelo menos, para controlar a perfeita adapta-
Cio dos aparclhos de protecio ¢ tomar as medidas
aconsclhadas no caso de saida de Ixodidas.

Pelas nossas observagies podemos afirmar que,
bem condurida esta técniea, sio raras as vézes em

que as larvas sdo encontradas fora das orelhas, no
corpo do coclho ou nas paredes do biotério € mesmo
assim, quando isto acontece, ¢ somente com meta-
larvas, isto €, larvas ji alimenatdas, apresentand s,
por conscguinte, pouco perigo para o servico. Sio
frais iar|[H1rnt¢ Visivels e ouco rnl'h'i'rii-, alem il
que, estando ja bem alimentadas, nio tém mais ten-

dencia a picar.
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Biotérios

A riquétsia, agente etiologico da febre maculosa é incultivivel nos meios arti-
ficiais de cultura; sua reproducio so é possivel em presenca de tecido vivo e se
processa no interior das células vivas. O meio mais facil usado nos trabalhos ex-
perimentais para manter e reproduzir éste material virulento, ainda é a inocula-

"¢do seriada feita em animais sensiveis. Desta sorte. torna-se indispensivel,
quer para os trabalhos de rotina, quer para os de investigagio, usar um gran-
de nimero de animais (cobaias, coelhos), mantidos em rigorosas condigies e
procurar dentro do possivel afastar as causas de erro que possam influir no
julgamento das reagdes apresentadas. Nas experiéncias ou mesmo nas inocula-
goes rotineiras dos trabalhos de febre maculosa, os animais de prova tém de
ser mantidos no interior dos laboratorios, sob controle imediato dos técnicos e
sem qualquer contato com. o exterior. Devido a éste fato, tornou-se indispen-
savel construir biotérios apropriados, que permitissem a manutencio, em con-
digoes satisfatorias, dos animais durante o periodo de observacio, obedecendo
a requisitos praticos:

a) comportar grande namero de animais no menor espaco possivel:

b) possuir compartimentos separados, de modo a isoli-los.

c) contar com protegio eficiente contra possiveis acidentes devidos a de-
feitos nos aparelhos usados para manter os Ixodidas colocados aos
animais :

d) permitir facil impeza.

Em obediencia a éstes principios basicos, idealisamos e fizemos construir
biotérios, que, a nosso ver, preenchem perfeitamente as exigéncias requeridas
nos trabalhos desta natureza.

Foram construidos no interior do laboratério trés biotérios de concreto
armado: dois para pequenos animais e um para animais de maior porte.

Descreveremos apenas os biotérios destinados aos animais de pequeno por-
te (coelhos e cobaias). O biotério para animais maiores é do mesmo tipo e obe-
dece as mesmas carateristicas, variando apenas no nimero e nas dimensdes dos
compartimentos.

Descricio dos biotérios
Os biotérios para coelhos e cobaias constam de um conjunto de gatolas dispostas em
4 fileiras e apoiadas em uma coluna retangular central, cujo interior éco, ligado aos con-
dutos de esgotos, serve para a passagem dos detritos (dejetos, restos de alimentos ou, aci-
dentalmente, carrapatos), que sio assim levados para a fossa asséptica, situada fora <0
edificio.

ah
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Na parte mais alta da coluna central, hi um conduto perfurado em todo o seu com-
primento, colocado no sentido antero-posterior do biotério, por meio do qual se pode fazer
jorrar, dentro da coluna, um jacto de dgua quente ou fria para facilitar a limpeza internma,
evitar que detritos fiquem aderentes as paredes da coluna, arrastando-os até a fossa as-
séptica.

A primeira série de gaiolas fica a 70 cm acima do assoalho; as demais s3o espagadas
umas das outras aproximadamente 35 cm.

Em ambos os lados do biotério, cada fileira tem move pequenas gaiolas com as seguin-
tes dimensdes: 27 cm de frente, 21 cm de altura e 35 cm de profundidade.

Nas extremidades hi ainda em cada andar ou série de gaiolas um grande comparti-
mento, que toma toda a largura do biotério ¢ que mede 90 cm de frente, 35 cm de lado
e 21 cm de altura.

Os compartimentos laterais tém espaco suficiente para conter 4 cobaias ou um coelho
de grande porte. Sio destinados especialmente aos cobaios e coelhos inoculados para ali-
mentacio infetante dos carrapatos. Propositalmente, nio foram construidos mais espagosos,
afim de, até certo ponto, restringir aos coelhos a liberdade de fazerem movimentos mais
amplos, quando sio levados a se cocarem em consegiiéncia do prurido provocado pela pi-
cada dos Ixodidas, o que poderia provocar o desprendimento ou mesmo a ruptura dos apa-
relhos de protecio.

As gaiolas sio separadas umas das outras por meio de um caixilho de concreto ar-
mado, cujo centro telado permite ampla ventilagio entre os diversos compartimentos. A
frente é fechada por uma grade de ferro, facilmente removivel ¢ que pode ser bem ajustada
por um dispositivo de seguranga.

O asscalho de cada compartimento, escavado em estrias longitudinais, permite a ficil
limpeza das gaiolas, assim como a queda das dejecdes ao piso, que constitui o teto do com-
partimento que lhe fica abaixo. Por meio de um simples jacto digua, quente ou ina, pro-
cessa-se facilmente a limpeza.

Todo conjunto do biotério esti, na sua parte inferior, isolado do assoalho do labora-
tério por meio de uma bacia, que ultrapassa em 25 cm a projegio vertical dos bordos mais
calientes das fileiras de gaiolas. A funcio desta bacia, que tem a altura de 10 cm e que
contém solucio carrapaticida, é impedir aos Ixodidas acidentalmente livres, ir além dos li-
mites do biotério,

Lateralmente, os biotérios podem ainda ser protegidos por uma cortina, que, presa a
argolas, pode correr em uma haste metilica fixa, em cima, no alto da fileira superior de
gaiolas e, abaixo, no assoalho da fltima, atingindo, assim, todas as séries de gaiolas. E
esta uma medida complementar de protecio. Evita sejam projetados Ixodidas, devido aos
violentos movimentos dos coelhos, além dos limites do biotério, ultrapassando a barreira de
carrapaticida constituida pela bacia.

As observaches feitas durante os trabalhos de rotina nestes altimos anos, permitem
concluir pela eficiencia destes biotérios. De grande capacidade, ocupando pouco espago, per-
mitem realizar todo o trabalho de manutencio seriada das varias amostras de virus ja iden-
tificadas ou em estudo, assim como a alimentacio dos carrapatos, mantendo-se os animais
de experiéncia durante todo o periodo de observagio em condigbes satisfatdrias.

Uso dos biotérios

Quando ha necessidade de isolar cada animal, éles podem ser colocados
em compartimentos separados ou mesmo em andares diferentes.

58
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Todo animal inoculado com qualquer material de passagem para manu-
tengdo de virus ou de experiéncia recebe um nimero, que ¢ gravado numa
chapa metalica, adaptivel ds orelhas. A éste nimero corresponde uma ficha,
na qual constam todos os detalhes do animal fornecido pela Secdo de criagio,
além de dados relativos ao material inoculado. Nesta ficha, a curva térmica
€ acompanhada diariamente e, apés a morte ou sacrificio do ammal, anotam-se
0s achados na necropsia com a sua eventual interpretacio.

O encarregado do biotério registra em um livro o “andar” e a divisio onde
colocard o animal ou os animais ji numerados. Esta indicagio é dada do se-
guinte modo:

Cob. 2850 — 1 A 4
o que significa: Cobaia No. 2850, biotério No. 1, andar A, gaiola 4,

O lado esquerdo de cada conjunto de gzaiolas tem numeracgoes iguais as do
lado direito, de modo que a mudanga diiria para o compartimento limpo é feita
para a mesma gaola A 4 do lado oposto. O animal permanece até a morte
ou término da observagio no mesmo compartimento A 4 de um ou de outro
lado do biotério. Isto permite encontrar rapidamente o animal procurado.

Os animais em observagio sio trocados diariamente de compartimento, de
modo a facilitar a limpeza e perfeita secagem de cada compartimento do bio-
tério apos a lavagem que se faz pela manhi. Isto nio pode, nem ¢é aconselhi-
vel se fazer com os animais que estio servindo 3 alimentacio dos Ixodidas:
estes permanecem na mesma divisio até que os carrapatos sejam retirados.

No nosso servigo dispuzemos de um dos biotérios exclusivamente para ani-
mais que servem para alimentar os Ixodidas e o outro somente para os usados
na manutengio das amostras de virus ou para animais em experiéncia. Neste
ultimd caso usamos a ala direita do biotério nos dias pares e a esquerda nos
dias impares, de modo que pela manhi de cada dia os ammais vio para um
compartimento limpo, praticamente esterilizado com #gua quente e absoluta-
mente séco.

O encarregado do biotério, além da limpeza ¢ da alimentacio dos animais,
devera tirar diariamente, a partir de 8 horas da manh3 e apos 2 horas da tarde,
as temperaturas de todos os animais, no que ¢ auxiliado por outros funcioni-
r10s, que nessa ocasiio verificario qualquer anomalia notada, como, por exem-
plo, presenca de reagdes escrotais, escaras cutineas. etc.

Apos a tomada das temperaturas, sio elas, juntamente com os outros dados,
registrados em livro de registro e nas fichas individuais até o momento em
que um dos assistentes da Secio, verificando o movimento geral, controlari as
experiéncias e eventualmente mandari repetir a tomada das temperaturas, de-
terminari os animais a sacrificar, suspenderi a observagio de alguns, verifi-
cara as lesoes evidenciadas na necrdpsia ou fari passagens de virus,
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Sala dos biotérios

A sala em que estio dispostos os diversos conjuntos de gaiolas tem dois
exaustores, que esgotam o excesso de umidade e arejam o ambiente. Isto é
principalmente necessiario nos dias quentes de verdo, em conseqiiéncia da gran-
de superficie de evaporagio das bacias e do grande nimero de animais ali
contidos.

As paredes e o teto da sala de biotérios deverio ser preferivelmente la-
drilhados ou pmntados a oleo, de modo nao s6 a facilitar a limpeza didria, como
evitar o crescimento de cogumelos em conseqiiéncia da umidade ali mantida.

Nas experiencias que requerem observagoes durante longos periodos de
tempo, tanto as cobaias como os coelhos se ressentem da permanéncia muito
prolongada no biotério; nesse caso precisamos intervir e reforcar a alimentacio,
juntando a ragio diaria alimentos frescos, éleo de figado de peixe contendo

vitaminas A e D.

l’_"r_ -

E de toda conveniéncia que o local onde se encontram os biotérios para obser-
vagoes dos ammais durante longo periodo, fiquem situados de modo a permi-
tir o isolamento, pelo menos durante algumas horas do dia, protegendo-se ©

recinto por meio de paredes envidracadas.

1
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A sala de controle geral esta ao lado da sala dos biotérios e isolada desta
por divisoes de wvidro.

Todo o alimento dos animais é trazido ao interior do laboratério por meio
de uma caixa metalica, que da sala dos biotérios se comunica com o exterior.

Os animais sacrificados sdo logo apos a necropsia conduzidos a um forno
crematoOrio, cuja porta se comunica com o interior da sala de biotérios. Um
botio elétrico aciona um massarico alimentado a éleo, que, funcionando al-
guns minutos, reduz a cinzas os amimais ali colocados. A limpeza do forno
para a retirada dos residuos ¢ feita por uma outra porta, que esti ligada ao
lado externo do pavilhio.

Mesa de protecdo para trabalhos com Ixodidas

Esta mesa de protegio destina-se aos trabalhos de manipulacio com Ixodidas infetados
e foi especialmente construida para evitar o contato direto do técnico com o material in-
fetante. Esti localizada na propria sala dos biotérios. Compde-se essencialmente de uma
grande bacia de concreto armado, sustentada por uma coluna central, no interior da qual
passam encanamentos para agua quente e fria, esgotos, vicuo, gds, ar comprimido e cor-
rente elétrica, necessirios aos trabalhos. Na parte superior, a bacia tem a forma de um
retingulo ¢ mede 2 metros de comprimento por 80 cm de largura; destina-se a conter 2 ban-
dejas, que s¢ encaixam em suportes fixados na parte inferior por meio de fortes hastes
metilicas. Com eéste dispositivo as duas bandejas removiveis ficam perfeitamente isoladas
do retingulo, que constitui as margens da bacia. Esta é cheia com uma solucio concen-
trada de liquido carrapaticida para impedir a passagem de quaisquer carrapatos da bacia
para a mesa propriamente dita.

O retingulo tem em todo o seu contorno uma margem superior horizontal de 25 cm;
na extremidade é ela bem maior, servindo de mesa auxiliar para depositar o material que
deveri ser introduzido ma camara. :

Uma armacio de madeira, de forma retangular é encaixada no concreto da bacia. Esta
armacio tem aproximadamente 20 cm de altura no sentido vertical e desde esse ponto vai,
por meio de caixilhos de vidro, ligar-se a um outro retingulo bem menor, situado na parte
central ¢ 40 cm mais alto.

Neste segundo retingulo, hi um exaustor, que permite retirar todo o vapor de agua
acumulado no interior da mesa de protecio e que se deposita na parte interna dos vidros,
dificultando a visfo. A abertura onde funciona o exaustor deveri ser protegida por uma
tela de malhas bem finas 4 prova de carrapatos.

Na parte lateral da base retingular de madeira hi aberturas que permitem adaptar em
armagdes especiais de metal, luvas brancas de cano longo.

O esquema que juntamos mostra os detalhes de construgio da mesa, podendo-se obser-
var todos os dispositivos internos que facilitam o trabalho com carrapatos, trabalho este,
que poderi ser feito por dots grupos de dois homens, um técnico e um auxiliar, no mesmo
momento, destinando-se uma das bandejas para cada grupo, ficando o auxiliar sempre na
frente do técnico.

O material usado no servigo, como sejam: tubos de contencio, tubos de protegio, espa-
radrapo, gaze, aparelhos para os coelhos, etc.,, bem como os animais ji previamente ino-
culados, € introduzido na mesa pelas aberturas terminais ou mesmo pelas laterais. O fe-
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Fic. 23

Esquema da mesa de protecio.
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chamento da mesa de trabalho se faz de maneira pericita, ajustando as aberturas ou jane-
las por meio de borboletas de pressao.

Terminados os trabalhos diarios, o interior da mesa ¢ lavado ou com dgua quente
ligada & torneira existente no interior ou com solugio de carrapaticida.

Tubo de colheita de carrapatos

0O tubo de colheita destina-se a facilitar a coleta de Ixodidas nas fases de larva ¢
ninfa, quer antes, quer depois da alimentacdo.

O aparelho ou tubo de colheita de Ixodidas consta de um tubo cilindrico de vidro
com diametro igual ao dos tubos de contengio, anteriormente descrito. Este tubo é es-
tirado em uma das suas extremidades, tendo ne conjunto um comprimento total de 15 cm
A parte estirada serve para ser conectada 4 torneira de vicuo por meio de um tubo de
horracha. Na outra extremidade adapta-s¢ um tubo de contencio, de modo que a parte
protegida pelo organdi (parte fechada) fique em contato com a abertura maior do tuho de
coleta. A fixacio do tubo de contengio ao de coleta faz-se por meio de uma fita de es-

*

Fic. 24

Mesa dr protecio.

paradrapo. Na parte aberta do tubo de contencio ja fixado ao aparelho — que normal-
mente € fechada com a rolha de cortica — coloca-s= uma rolha de borracha perfurada ¢
atravessada por um tubo de vidro ligeiramente estreitado na sua extremidade distal e com
abertura suficiente para deixar passar com facilidade uma larva bem cheia.

Um *ubc com esta abertura serviri para coletar neolarvas ou metalarvas, bem como
neoninias. No caso de metaninfas ou ninfas ja alimeniadas usa-se um tubo de abertura
maior, que pode servir também para mampular adultos nio alimeniados.
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Abrindo-se a torneira de vacuo, o aparelho de coleta estd pronto para ser utilizado.
Aproxima-se a parte aberta do tubo aos Ixodidas, que sio entio aspirados para o interior
do tubo de contengio, onde ficam retidos pela protecio da tela de organdi

Quando os tubos estio suficientemente cheios (em média 150 larvas cheias) e desli-
gado o vicuo, retira-se a rolha de borracha do aparelho, substituindo-a novamente pela de
cortiga. Destacando-se o esparadrapo, os tubos de contengio cheios de Ixodidas estio prontos
para serem acondicionados nos tubos de protegio, numerados e colocados nas caixas que
permanecem nos armarios a temperatura ambiente do laboratério ou nas estufas até se ve-
rificar a ecdise.
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Fic. 25
Tubo de coleta de carrapatos.

0O vicuo utilizado para a manobra da colheita dos Ixodidas deveri ser ajustado, de
modo a facilitar a entrada de larvas ou de ninfas, varias ou cheias, no tubo de contengio,
sem provocar correntes violentas, que podem lesar os Ixodidas, ocasionando perdas na cria-
¢do, perdas estas que sio, via de regra, tanto maijores, quanto maior for o tamanho do
carrapato. Na fase ninfal, por exemplo, a auséncia destas precaugbes pode ser altamente
prejudicial, acarretando a morte de grande parte dos exemplares, principalmente quando
s¢ trabalha com metanmfas ou ninfas ji alimentadas.

Alimentacdo e colheita das larvas alimentadas

Os coelhos, nos quais foram colocadas as larvas, permanecem nos compar-
timentos isolados do biotério durante virios dias, geralmente 8 a 10. Na rea-
lidade, a alimentagao de uma larva, isoladamente, do momento da fixacio ao
hospedeiro a queda espontanea, nio demora tanto tempo, podendo ser feita de
maneira completa em 3 a 4 dias. A desigualdade do momento de fixacio das
larvas se explica pela 1dade variavel das neolarvas. A desova das fémeas faz-
s¢ por periodo de tempo que se prolonga por vezes até 26 dias, tendo as neo-
larvas resultantes também idades variiaveis. Quando, portanto, colocamos uma
mesma geragio de larvas a se alimentar, teremos variagoes muito grandes quan-
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to a0 momento propicio a picada. Nao convem dilatar o prazo de 8 a 10 dias,
porque a alimentagio das larvas s6 ¢ util na fase de circulacio sanguinea do
virus; essa fase coincide com aquéle espago de tempo.

Tendo-se em conta as precauces acima citadas, obtém-se apés ésse pra-
zo: larvas totalmente alimentadas e ja destacadas do hospedeiro, larvas em ali-
mentacio, ainda fixadas, e larvas nio alimentadas e nio fixadas. Estas, con-
tudo, nem sempre sio em larga percentagem, o que torna o processo til para
fins praticos.

Quando os coelhos sio de pequeno porte ou a quantidade de larvas muito
elevada, pode acontecer que aquéles venham a morrer antes de decorridos os
dias necessarios a alimentagio das larvas. Neste caso, aquelas que forem en-
contradas cheias serio imeliatamente retiradas e aproveitadas. Quando o coe-
lho permanece vivo, a colheita é feita apds sacrificio do animal por meio de

Fic. 26
Abertura dos saquinhos contendo as orclbas de coelhos repletas de ixodidas ji alimentados,

pancada na cabega. As orelhas, protegidas pelos saquinhos, sio em seguida cor-
tadas na base com tesouras abaixo do ponto de fixacio do saquinho de organ-
di, depois de retirado o aparelho protetor de couro. As orelhas. ainda envoltas
pelo saquinho de organdi, sio colocadas em bandejas numeradas que sio condu-
zidas 4 mesa de ‘protegio. Os coelhos sio imediatamente levados ao forno cre-
matorio,

Os saquinhos sio abertos um a um com tesoura sobre folhas circulares de
papel branco ou sobre grandes cristalizadores. As larvas cheias estio quase
sempre soltas, enquanto que aquelas ainda fixadas sio retiradas, cuidadosamen-
te, por meio de pequena espatula. Feita esta coleta. orelhas e pano de organdi
sao mergulhados na solugiio carrapaticida, que circunda a bacia da mesa de ma-
nipulagio ja descrita.
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As larvas cheias e coletadas sio passadas em tamizes lavadores, que cons-
tam de trés cilindros, cuja base de tela de malhas progressivamente menores
permite a retirada de detritos, como sejam pelos, larvas mortas nio alimentadas,
etc. Um jacto digua facilita esta limpeza ¢ a0 mesmo tempo retira os detritos
‘organicos, que, conforme temos verificado, podem permitir ndo s6 a colagem
“das larvas umas is outras, como também servem de meio para o crescimento
de certos parasitas durante a permanéncia das metalarvas na estufa, a espera
da ecdise.

Uma vez bem lavadas, as larvas cheias sdo colhidas por um aparelho especial
.de coleta, que, por meio de vacuo, permite reuni-las diretamente nos nossos tu-
bos de contengao.

Para facilitar a secagem, pode-se expor as larvas a corrente de ar de um
ventilador ou deixa-las durante algum tempo na estuia a 37°C.

Lavadas e secas, as larvas cheias sao distribuidas nos tubos de contencio
e guardadas nos tubos de prote¢io, onde a temperatura ambiente ou na estufa
para carrapatos, permanecem até ocorrer a primeira metamoriose com a ecdise
das neoninfas.

‘4. Fase ninfal — 2.* alimentacao infetante

1.* metamcrfose. Pericdo prévin‘i ecdise das neoninfas

Decorridos alguns dias, as metalarvas ou larvas alimentadas transformam-
se em neoninfas, efetuando-se, desta forma, a primeira metamorfose, isto é,
a passagem da fase larval ou hexipoda para a fase ninfal ou octopoda. O pe-
riodo_de tempo compreendido entre a colheita das larvas alimentadas e a saida

das ;n‘inmirﬂs neoninfas denominamos i‘.u:riufl-:- pré\'in a ecdise das neominfas.

No quadro seguinte vem-se os resultados globais de experiéncias feitas com
7.600 metalarvas, corresponlendo a observacio de 152 lotes diterentes, manti-
dos em estufa com temperatura entre 30 e 32°C. E

Os lotes de metalarvas foram obtidos do seguinte modo:

Entre as larvas cheias e espontaneamente desprendidas de orelhas de coe-
lhos, foram selecionados 100 exemplares, que, apos lavagem e secagem prévias,
foram divididos em dois lotes de 50 e mantidos durante a experiencia nos tu-
bos padrio de contencgio protegida. Um dos lotes foi incubado em estufa re-
gulada entre 30 e 32°C e o outro serviu para as experiéncias feitas a tempe-
ratura ambiente do laboratorio relatadas adiante.
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A medida que se processou a ecdise das neoninfas, estas foram retiradas
diariamente de junto das metalarvas e colocadas em outro tubo de dupla pro-
tegio, mantido a temperatura ambiente do laboratorio.

Os resultados aqui apresentados devem servir somente como indice pratico
de orientagio, pois ndo se referem a evolugio unitiria. Com efeito, partindo
de grande numero de larvas alimentadas, ndo é praticivel a anotacio do mo-
mento exato do final da alimentacio de cada unidade isoladamente e da conse-
quente queda espontanea do respectivo hospedeiro. As larvas permanecem &
a 10 dias nas orelhas dos coelhos, podendo-se fixar, alimentar e desprender
em prazos diferentes,

Estes resultados, portanto, se referem ao numero de dias decorridos desde
a colheita dos lotes de larvas até o dia em que se verifica a presenca da pri-
meira neoninfa nos tubos contendo 50 exemplares,

A ecdise das primeiras metalarvas se verificou entre 5 e 15 dias apds a
colheita das metalarvas, a temperatura de 30 — 32°C. Na maioria dos lotes
(91.4%) esta teve inicio entre o 7.° e 13.° dia.

1.* Mctemorfose: Periodo prévio i ecdise
das neoninfas. Temperatura 30— 32¢C
Dias N.* de lotes =
5 S5 3.3
6 2 1.8
T 21 13.8
8 21 11

0 17 15.7 |
10 24 19.7
11 S0 10.5
12 16 6.5
13 10 2.0
14 4 1.8
15 2
LTmaI de 152
lotes

A outra experiéncia com 0s lotes de Jarvas da mesma procedéncia que a
dos utilizados na prova anterior, foi feita 4 temperatura variavel do ambiente
do laboratorio,

Tratando-se de Ixodidas alimentados em meses diferentes, os resultandos
sio dados separadamente, pois a temperatura ambiente do laboratério variou de
alguns graus em cada periodo:
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1. Hﬂgmda;r: Periodo previo 4 ecdise das neoninfas.
Temperatura ambicnte do laboratorio.

Colheita
' <543 22-6-4
Dias 19 3 11-5 G-43

e
b
1 G O s 0 o O s W B e
S =] 00Ch 9

=00 G20 Cn =] b3 & b2 = Cn

Total de
lotes

=
8

Iniciada a experiéncia com 152 Jotes de metalarvas, somente em 122 foi ve-
rificado inicio de eclosio. Nos demais 30 lotes as metalarvas nio evoluiram,
nio sendo, porisso tomados em consideragio,

Sdo particularmente significativos os resultados desta observagio. Larvas
alimentadas em meses diferentes, durante os quais a temperatura ambiente do
laborat6rio baixou progressivamente, mostraram um periodo prévio a eclosio
das ninfas relacionado a essas variagoes de temperatura. Nos meses mais frios,
junho e julho, foi maior o niimero de dias decorridos até se verificar o inicio
da eclosio das neoninfas. Nas colheitas feitas no més de abril, o periodo pré-
vio 4 primeira metamorfose foi de 7 dias para a metalarva de evolugio mais
ripida € de 17 dias para as de evolugio mais retardada. Nos lotes colhidos
a 11 de maio, o periodo prévio variou entre 19 e 24 dias, enquanto que para
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os lotes de Ixodidas colhidos a 22 de junho foram necessarios 25 dias para se
verificar a primeira eclosio de neoninfas nos diferentes lotes, sendo que em um
dos tubos somente apés 35 dias foram encontradas as primeiras neoninfas,

Em Sdo Paulo, as temperaturas mais baixas do ano correspondem aos
meses de junho, julho, atingindo a meédia das minimas 9-10°C-e a das ma-
ximas 21 — 22°C. Em maio e abril as médias sio mais elevadas, havendo
quase sempre uma diferenca de mais ou menos 2°C entre um meés e outro. No
interior do laboratorio as médias das minimas mostram-se sempre mais elevadas,
16°C para junho e julho, e as oscilagdes entre a mdixima e a minima nesse
periodo nao ultrapassaram 2°C. Essas oscilagies, entretanto, foram maiores
nos meses de maio e sobretudo de abril.

1.* metamorfose — Periodo préprio 4 ecdise das neoninfas 3

O tempo decorrido entre a ecdise da primeira neoninfa e a ecdise da 1l-
tima viavel de cada lote, denominamos “periodo proprio a ecdise das neoninfas”.
A temperatura de 30 — 32°C foram obtidos os seguintes resultados:

1.8 Metamorfose — Periodo priprio 4 ecdise das neoninfas. Temperatura 30 — 32¢C
Dias bt b Gt b i e b et s v o B ¢l B e
lotes
1 13
la. Exp. - 2 T 12 1 1 3 - 52
11
2a. Exp. — | — 7 10 |12 | — | 1 50
3a. Exp. 7 8 | 20 9 10 - 2 6 it 50
Total 7 10 34 28 34 14 15 0 1 152
. 4.6 | 6.5 |22.3|18.4|22.3| 0.2 | 98| 59| 0.6

O tempo de ecdise oscilou, no conjunto de lotes observados nas trés expe-
riéncias, entre 6 e 14 dias. Levando-se em conta os resultados totais, pode-
se considerar como mais frequente a demora de 8 a 12 dias para a ecdise com-
pleta das neoninfas vidveis.

As verificagbes feitas para a determinagdo do periodo proprio a ecdise das
neoninfas a temperatura ambiente nos meses de junho e julho (médias das tem-
peraturas maximas inferior a 18°C), evidenciaram precariedade de evolugio,
dando lugar a obtengio de ecdise satisfatoria somente em pequeno numero de
lotes. Assim é que, partindo de 172 lotes de metalarvas que iniciaram ecdise,
obtivemos apenas 23 lotes com evolugio normal. Esses 23 lotes tiveram um
periodo proprio de 12 a 18 dias, sendo que mais freqiientemente de 17 dias.
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Tomando em consideragio o periodo necessario para ser obtida a la. me-
tamorfose, isto é, desde o momento da colheita das metalarvas até a ecdise de
todos os elementos viaveis, os resultados observados a temperatura de 30 — 32°C
foram os seguintes:

1.2 Metamorfose — Temperatura 30— 32=C
Dias 15 Exp. | 2» Exp. | 3* Exp. Total %
15 4 4 2.6
16 6 6 3.9
17 20 2 27 17.8
18 10 — 12 i.8
19 - 2 22 25 16. 4
20 i 3 1 12 78
21 4 16 39 25.6
a2 23 2 18 11.85
23 16 6 8 5.2
24 2 1 1 0.6
Total 52 50 S0 152

Verifica-se, entio, que nos diferentes lotes a ecdise completa variou de
15 a 24 dias.

Rendimento

No que diz respeito ao rendimento, jia mostramos como foi pequeno quan-
do os Ixodidas foram mantidos a temperatura ambiente nos meses mais frios
do ano. Ao contririo, foi particularmente elevado na criagio feita 4 tempera-
tura de 30°C; desta sorte, dos 152 lotes estudados observamos:

36 lotes com 1009 de ecdises

41 " 7 mais de 80 e menos de 100% de ecdises
15 ¥y b FF m e m% r?
2l : = 40 & 0% i
23 1] ' T 2{} r 405-;: r»

10 ” com menos de 20% de ecdises.

Os resultados destas experiéncias demonstram que durante os meses {rios,
que coincidem com a la. metamorfose dos Ixodidas criados no loboratorio, as
temperaturas sio desfavordveis 4 evolugio dos Ixodidas e que, pelo contrario,
a temperatura de 30°C a evolugdo decorre de maneira satisfatoria na quase to-
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talidade dos lotes de metalarvas. Aconselhamos, entretanto, para criagio em
larga escala do Amblyomma cajennense na fase larvo-ninfal, utilizar tempera-
‘turas entre 22 — 28°C no maximo. A permanencia a temperaturas mais ele-
vadas nio é aconselhavel, pois é grande a mortalidade verificada entre os exem-
plares que sofrem a metamorfose nos primeiros dias e permanecem i espera da
evolugao das metalarvas restantes.

A criacio de Ixodidas em nosso Laboratério é rotineiramente feita entre
24 e 26°C, sempre que se deseja apressar a evolugio da fase de larva para a
de ninfa. Recomendamos, entretanto, manter constante observagio, para nao
prolongar desnecessariamente a permanéncia na estufa. E’ mesmo indispensa-
vel levar os lotes de carrapatos logo apos a ecdise da maioria das neoninfas para
temperaturas mais baixas até o momento da alimentacao ou proceder a retira-
da diaria das neoninfas ecloidas de junio das metalarvas mantendo-as a
seguir a temperatura mais baixa (20°C x=). Esta separacio facilmente se con-
segue mediante o uso do aparetho adaptado para trabalhos com grandes quan-
tidades de metalarvas.

Mcdificagées dos aparclhos para trabalhos com grande quantidade de metalarva:

Para grandes quantidades de larvas cheias utilizamos por vezes um disposi-
tivo, que pode conter 40.000 larvas ou mais. Este aparelho, confeccionado sob
os mesmos principios de dupla protegio, permite colher as neoninfas diretamente

sy WS

Fic. 27
Esquema do aparelho para criagio de ninfas e adultos
em grande gquantidade. A = Tubo de protegio;
B = Tubo de contencio removivel: C = Cimara para
o deposito de Ixodidas; D = Caixa para a dupla
protecio inferior; E = Areia umidecida; F = Te-

eido de organdi & prova de carrapatos; G Tela

de arampe fino.

em tubos de contenciio a medida que se processa a ecdise. Evitamos, desta sorte,
o uso do aparelho de vicuo, que, quando nio manobrado com cuidado, pode traver
prejuizo aos carrapatos em consequéncia do violento movimento a que sio su-
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metidos. As neoninfas logo apds a ecdise, orientadas pelo fototropismo positivo,
passam do interior do aparelho, que permanece ao abrigo da luz, para os tubi-
nhos de contencio, situados na parte externa, sendo assim coletadas espontanea-
mente nos tubinhos, que sdo substituidos a medida que contenham um nimero
razodvel de exemplares. A montagem do aparelho permite a ficil substituigio
dos tubos de contencao.

Nas melhores condicoes, a retirada dos tubos de contencio € feita cada 24
horas depois de iniciar a ecdise dos primeiros exemplares. Os tubos de con-
tencio que contém as neoninfas coletadas espontaneamente, isentas de pelos ou
outros detritos, sio fechados, numerados e colocados mnos tubos de protegao
comuns., sob a camada de areia umidecida, onde entio permanecem a espera do

momento propicio a alimentagao.

Fic. 2B
Aparelbos para criagio de ninfas ¢ adultos em grande guantidade.

A fotografia e o desenho mostram melhor do que qualquer descrigio a
montagem e funcionamento deste aparelho. A circulagio de ar umidecido se faz
perfeitamenlte i custa de evaporagio .da dgua que embebe a areia na grande
bandeja, onde sio depositados os aparelhos. O tecido de organdi ou tela fina de
arame que protege o fundo de cada aparelho permite a livre circulagio de ar
necessario ao desenvolvimento dos Ixodidas, ao mesmo tempo que veda a passa-
gem déstes para o exterior.
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Para trabalhos a temperaturas mais elevadas, quando se deseja apressar a
evolucio dos Ixodidas, éste dispositivo tem particular aplicagio. A medida que
se colecionam as neoninfas nos tubos de contengiao, estas podem imediatamente
ser transportadas para temperaturas mais baixas a espera do momento adequado
par se proceder a 22 alimentagio infetante.

Descrigio da ninfa

Corpo — Oval largo. Comprimento (antes de sugar) 1.38, largura 1.14.
Capitulo — Comprimento 042, largura da base (0.3. Base subquadrada, mar-
gens laterais convexas, comug inconspicuas ou ausentes, margem posterior
concava ou quase reta. Superficie lisa, sem pontuagio. Palpos longos ¢ com
alguns pélos finos. Comprimento total dos articulos II e III, 0.24. Hipostima
— Espatulado, de comprimento médio, levemente fendido no dpice. Dentigio
2/2. Comprimento cerca de 0.24. Escudo — Comprimento 0.66; largura 0.84,
Cordiforme largo, mais largo do que longo, largura mixima mais ou menos
no meio, com escapulos arredondados. Sulcos cervicais fundos e longos, atin-
gindo as proximidades das margens podstero laterais. Olhos grandes, pilidos,
meio convexos. Com nimero médio de pontuacdes pequenas, apagadas, vistas
melhor 4 luz refletida. Patas — Sem espinhos ventrais na extremidade distal
dos tarsos. Comprimento do tarso I, 042; do metatarso, 0.24. Comprimento
do tarso 1V, 0.30; do metatarso, 021, Coxas — Coxa 1 com dois espinhos dis-
tintos, o interno menor. Coxas 11, II1 e IV cada uma com um s6 espinho. To-
dos os espinhos curtos e os das coxas 11, 11l e IV chatos e relativamente mais
estreitos do que em aemericanum. Placa espiracular — lLarga, quase plana,

porém aprofundada na abertura respiratéria. Comprimento 021, largura 0.14.
(Cooley, R. A. & Kohls, G. ML) (31).

Alimentacgio infetante das ninfas

Periodo de espera. — Como vimos anteriormente, as neoninfas sio colecio-
nadas em numero adequado nos tubinhos de contengio e mantidas em geral a
temperatura do laboratorio até decorrer o tempo de espera necessiario i alimen-
tagio. - Ainda aqui, do mesmo modo que para o caso das larvas, a quitinizacgio
das patas das neoninfas, avaliada pela cor pardacenta que apresentam, é, sem
divida, um bom indice para avaliar o momento adequado a alimentacio das ninfas.
QOuando a quitinizagio é verificada em cérca de 100% das neoninfas, elas sio co-
locadas nos coelhos. Além disso, devemos tomar como ponto de referéncia a me-
nor replei¢io das neoninfas que decorre do jejum a que sio submetidas e que pode
ser avaliada pelo seu menor diametro (as neoninfas se mostram mais chatas) e
maior transparéncia. A temperatura do laboratério pode-se calcular em 30 — 40
dias ésse periodo de espera, sendo preferivel, quando se visa criagio em larga
escala, pecar pela discreta dilatagio desse periodo, a diminui-lo, pois os resultados
percentuais de rendimento sio ligeiramente maiores.
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Técnica de alimentagdo. — A técnica empregada para alimentar ninfas é, na
rotina, a mesma usada para alimentacao de larvas, i1sto ¢, sio colocadas em orelhas
de coelhos infetados e estas envoltas pelos saquinhos de organdi protegidos contra
dilaceragoes pelo protetor de couro,

Também outras técnicas podem ser empregadas, mas sem maiores vantagens
sobre as acima assinaladas. Assim, podem-se utilizar, por exemplo, coelhos
depilados no tronco e abdomem, protegidos com uma camisa de organdi fixada
nas extremudades com esparadrapo e, por cima desta uma tela de arame fino

Fic. 29
Ninfas de Amblyomma cojrnnense.

ajustada ao corpo do animal. Esse processo tem a vantagem de oferecer maior
superficie a alimentacio dos Ixodidas, que nio se aglomeram tio intepsamente
como acontece quando sio colocados nas orelhas. EBste método, entretanto,
afasta-se da técnica standard, necessita da confeccio de novos aparelhos e, sobre-
tudo, exige manipulagao fora da mesa de protecio, nio sendo, porisso, adotado
entre nos.

Outro dispositivo que pode ser empregado é o usado para a alimentagao
de adultos (vide “Técnica de alimentacio de adultos™).

A manipulagio das ninfas requer maiores cuidados do que a de larvas.
Tratando-se de Ixodidas ja infetados na fase larval, podem transmitir a infecgdo
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ao homem. Porisso, toda e qualquer manipulagio deveri ser feita sempre nas
mesas de protegiao, com os auxiliares protegidos pelas luvas adequadas, obedecendo
rigorosamente a técnica standard.

Os coelhos utilizados para alimentagio das ninfas sio mantidos nos compar-
timentos isolados do biotério pelo espago de 8-10 dias, até a colheita das meta-
ninfas.

Colheita das metaninfas. — As metaninfas (ninfas alimentadas) sio colhi-
das das orelhas dos coelhos de idéntico modo ao das larvas alimentadas. Os
animais sacrificados por pancada na cabega, sio mantidos no biotério pelo espago
de 3-4 horas até se verificar a coagulacio do sangue no animal.

Cortam-se as orelhas pela base por meio de tesouras €, uma vez numeradas,
sio levadas em bandejas para a mesa de protegio, onde sio manipuladas. Aber-
tos os saquinhos de organdi, as ninfas sdo colecionadas em tamises lavadores.
As que ainda estiveram fixadas as orelhas sio despregadas por meio de manobras
delicadas com uma espatula.

Apos cuidadosa lavagem sob jacto diguva corrente, sio levadas a secar em
estufa a 37°C ou mesmo com auxilio de ventiladores. Terminada esta fase,
procede-se a distribui¢do nos tubos de prote¢io (50 a 70 para os pequenos e 2500
a 2000 nos grandes). Os recipientes de dupla protecio contendo as metaninfas
sio levados a estufa, onde sio retidos até se verificar a 2a. metamorfose com a
ecdise dos adultos.

5. Fase adulta — Alimentagdo estimulante

Periodo prévio 4 ecdise de adultes

Este periodo é o que precede a segunda metamorfose, isto €, a passagem da
fase de ninfa para a de adulto. Compreende o tempo que decorre entre o fim
da alimentagio das ninfas (metaninfas) até verificar-se em um lote a saida dos
primeiros exemplares adultos.

Os resultados obtidos nas verificagdes feitas com 50 lotes de metaninfas
estio resumidos no quadro abaixo. Foram estudados 2.500 exemplares, pois cada
lote de metaninfas contou com 50 unidades.

O periodo prévio a ecdise variou entre 9 e 12 dias apenas. Na maiona dos
lotes o inicio da ecdise ocorreu no 11.° dia, quando em aproximadamente 449
dos lotes se observou saida dos primeiros exemplares adultos.
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Periodo priprio i ecdise de adultos Periodo prévio 4 ecdise de adultos
Temperatura 30 — 32°C Temperatura 30 — 32°C
N.* de dias | N.* de lotes < N.* de dias | N.* de lotes o
9 8 16 5 13 26
10 17 34 6 23 46
11 22 44 1 9 18
12 3 6 8 4 8
9 1 2
Total S50
Total o0

Periodo préprio 4 2. metamorfose

Nas observagoes feitas com os mesmos lotes da experiéncia anterior pode-se
concluir que o periodo proprio a ecdise de adultos mantidos em temperatura entre
30 e 32°C oscilou entre 5 ¢ 9 dias. Em 23 lotes de Ixodidas (46% ) a saida dos
adultos se processou durante 6 dias.

2." metamorfose

Si computarmos todo o periodo de tempo necessario a verificagio da Za.
metamorfose, isto é, o tempo decorrido entre a alimentagio das metaninfas e a
ecdise de todos os exemplares contidos em cada lote, verificamos que para a obten-
cio da 2a. metamorfose siio necessirios de 14 a 19 dias, a maioria necessitando 16
e 17 dias para completa evolugdo, como se verifica no quadro abaixo. Na pra-
tica, portanto, os lotes de metaninfas devem permanecer 20 dias na estufa regulada
entre 30 a 32°C para se obter a ecdise de Amblyomma cajennense adultos.

2.% Metamorfose — Temperatura
30 — 320C

N.* de dias N.®* de lotes e
14 1 2
15 6 12
16 2] 42
17 12 24
15 5 10
19 3 10

Total 50
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Rendimento

Os rendimentos encontrados neste lotes de Ixodidas foram bastante
satisfatérios sob o ponto de vista pratico, quando se utilizaram temperaturas
variaveis entre 30 e 32°C.

Precisamos, no entanto, novamente frizar aqui, que a estas temperaturas

necessario se torna ir retirando os adultos de junto das outras ninfas ou detritos,
pois nao ¢ conveniente mante-los a estas temperaturas.

A utilizagio dos aparelhos que permitem a separagio natural dos exemplares
que se vio libertando dos detritos, permite obter de maneira simples esta separacio
diana.

Em mais de 609 dos Ixodidas observados nos diferentes lotes, o rendimento
variou entre 80 e 909%, o que consideramos bastante satisfatorio.

Resumimos no quadro seguinte as percentagens obtidas quanto ao rendimento:

Rendimento durante a 2. metamorfose.
Temperatura 30 — 32¢C

! N2 de lotes s

Entre 30 e 50 I 3 6

» 50 e 60 4 4

» 60 e 70 5 10

> 70e 50 | ; 14

» 80 e 90 29 o8

i » 90 e 100 4 s
S0 T 100

A evolucdo de Amblyomma cajennense no transcorrer da 2a. metamorfose
pode ser muito mais demorada quando as metaninfas permanecem i temperatura
ambiente do laboratorio até a ecdise dos adultos. Em observagdes feitas com lotes
de metaninfas colhidas na mesma ocasiio das utilizadas na experiéncia anterior
e procedentes dos mesmos coelhos, verificou-se um rendimento praticamente nulo,
sendo minima a quantidade de adultos obtidos e a perda superior a 809%. Durante
0s meses mais frios do ano (junho, julho) observou-se um periodo prévio a
ecdise dos adultos variavel entre 23 e 60 dias, com grande irregularidade entre
os diferentes lotes, sendo que na maioria os primeiros exemplares adultos foram
vistos entre o 35 e o 45 dias apos a colhe’'ta das metaninfas.



222 Memorias do Instiluto Butantan — Tomo XVIII

Uma segunda experiéncia foi levada a térmo com outros 30 lotes de meta-
larvas colhidas a 11 de outubro e observadas durante outubro e novembro. Foram
os seguintes os resultados obtidos:

Periodo prévio 4 ecdise de adultos. Periodo priprio 4 ecdise — Temperatura
Temperatura ambiente ambiente
{Meses: outubro ¢ novembro) {Meses: outubro ¢ novembro)
N.® de dias | N.* de lotes = N.® de dias | N.® de lotes =
23 17 34 10 1 2
24 17 34 11 3 6
25 3 10 12 8 16
26 6 12 13 4 8
27 = — 14 9 18
28 2 4 15 6 12
29 1 2 16 2 4
ol 1 2 17 2 4
18 5 10
Total 50 9 6 12
20 4 8
Total ol

Comparando éstes resultados com os obtidos nas experiéncias feitas a tem-
peratura de 30 — 32°C, veriiica-se grande diferen¢a no numero de dias necessa-
rios para a 2a. metamorfose. A temperatura constante de 30 — 32°C, o periodo
previo a ecdise de adultos oscilou entre 9 e 12 dias, enquanto que nos lotes mantidos
a temperatura ambiente: do laboratorio nos meses de outubro e novembro, o
inicio da ecdise s6 foi verificado a partir do 23 dias da colheita das ninfas alimen-
tadas. Para o periodo proprio a ecdise o mesmo se observa. A 30 — 32°C, a
mudanga da pele se faz nos diversos lotes durante 5 a 9 dias, ao passo que nesta
ultima experiéncia, entre 10 e 20 dias. Nos meses de outubro e novembro a média
das temperaturas maximas no laboratério foi de 25°C e a média das temperaturas
mimimas de 15°C.

Conservacgio dos adultos destinados ao preparc da vacina
A medida que os exemplares adultos de Amblyomma cajemnense se libertam do envol-

toric externo da fase anterior de ninfa, devem ser coletados e conservados conveniente-
mente até o momento de ser utilizado no preparo da vacina.
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. Os Ixodidas adulios sio cclocados em numero varizndo entre 150 ¢ 200 em peguenas
caixas circulares de cartolina com 5 cm de diametro e 1 1/2 em de altura. As caixinhas
sio fechadas por uma f{ita de esparadrapo e colocadas.em niamero d= 10 em bolsas de or-
gandi. Estas bolsas fechadas nas extremidades com um pedago arcular de esparadrapo
servem de protecio contra eventuais acidentes. Assim acondicionadas, as caixinhas con-
tendo os carrapatos sio guardadas em caixas metilicas capazes de conter 21 bolsas. Cada

caixa pode, portanto,- guardar em meédia 4.000 Ixodidas, machos e fémeas, infetados.

No fundo desias caixas hi uma camada de algodio, que é mantida umedecida ¢ que
fica separada das bolsas por uma placa metilica perfurada, de modo a permitir um gran
de umidade apropriado em todo ambiente interior da caixa sem umedecer por contato as

caixinhas de cartolina.

Conservacio de Ambiyomma cajemncnze, 2 ¢ O, infestados para o prepzro da vacina.

As caixas metalicas, contendo os carrapatos na sua altima fase evolutiva, permanecem
n> geladeira a tomperatura regulada emtre 10 e 15°C. A esta temperatura os Ixodidas
podem ser conservados vives durante longo periodo de tempo, até o momento da alimen-
tacio estimuladcra. Os pesquisadores americanos, que trabalharam com [Dermacenior an-
dersoni, demensticaram a conventencia de prolongar éste estigio por um periodo mais ou
menos longo, quase sempre durante um ano. Desta sorte, os carrapatos correspondentes a
criagio de um anc, s6 sio utilhizados no ano seguinte. Esta espera, segundo aquéles ex-
perimentaderes, teria importincia para a obtengio de melheres resultados apos a alimenta-
c¢io estimulante, dando mailores quantidades de riquétsias e vacinas mais eficientes.

Sﬂﬂlpff quc ]if_}:i:ii\'[‘L prlllllni:-.'llﬂ'}g; i Il.‘r;nrin lft: hn]l"“ cin que os _-h"f:f:;.n"mu l_‘ﬂjl‘nuf"..

s¢ sio mantidos com metaboliimo diminuido em confeqiidneia da temperatura em que sio
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conservados, porém em meédia apés seis meses e is vezes menos ji os empregamos para
o preparo da vacina, premidos pela-necessidade de atender aos urgentes pedidos do pro-
duto, obtende, entretanto, quase sempre vacinas altamente satisfatorias sob o ponto de
vista protetor.

Alimentacdo estimulante

Nos Ixodidas adultos infetados e conservados por longo tempo em baixas
temperaturas, as riquétsias reproduz.das no interior das células dos orgaos inter-
nos encontram-se em uma fase de atenuagio de sua viruléncia. Suspensdes dos
orgaos internos désses Ixodidas, obtidas por trituracio e separagao da parte qui-
tinosa, inoculadas em cobaias de prova, em geral sé6 fornecem pequena percen-
tagem de infecgbes benignas. Si 10 a 15 dias depois reinocularmos ésses animais
com virus de passagens, éles se mostram na maioria protegidos contra a febre
maculosa, o que poe indiretamente em evidéncia a presenca nos carrapatos dos
principios antigénicos — as riquétsias,

SPENCER € PARKER provaram em experiéncias com o Dermacentor andersoni,
que bastava manter os adultos a temperatura de 37°C durante 24 horas, para que
fosse obtida u'a maior percentagem de infecies nos animais inoculados e mais
ainda, que, si éstes carrapatos se alimentassem parcialmente em cobaias e fossem
a seguir mantidos durante algum tempo i temperatura do laboratorio, poder-se-1a
obter de um s6 Ixodida um grande niimero de doses infetantes.

Foi com o uso de emulsdes fenoladas a 0.3%, obtidas de triturados de Ixo-
didas adultos infetados, conservados em baixas temperaturas durante alguns meses
e parcialmente alimentados por ocasiio da trituracio, que SPENCER ¢ PARKER con-
seguiram provar a possibilidade de preparar vacinas capazes de. quando inoculadas
em cobaias, conferir sélida imunidade perante a inoculacio de prova feita com a
injegdo peritonial de 1 cm? de sangue de cobaia infetada.

Trabalhos feitos em nosso laboratério mostraram que os mesmos fatos se
verificam com o Amblyomma cajennense, isto é, as riquétsias se reproduzem

abundantemente nos Ixodidas apos a prévia alimentacio estimuladora, antes de
serem utilizados para o preparo das emulsdes destinadas ao fabrico das vacinas.

Foi possivel, igualmente, comprovar que éste resultado pode ser obtido, quer
utilizando cobaias, quer coelhos, para a alimentagio final estimuladora. Ultima-
mente, temos dado preferéncia ao uso de coelhos, pela possibilidade de alimentar
um numero maior de exemplares,
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Técnica para a alimentacdo
estimulante

Preparo dos aparclhos. — Como dispositivo uti-
lizado para a altima alimentacio dos adultos, empre-
gamos artificio semelbante ao descrito por Parxea,
constituido de pequenas bolsas protetoras, adaptiveis
is partes laterais do amimal preéviamente o

epilado,
As bolsas ou recepticulos dos carrapatos sdo
moldados em tela de arame fino, por meio de for-
i
i

mas de dimensdes variiveis, de acordo com o© 1a-

manho do anmimal,

Em uma faixa de tecido adesivo — de 10 cm
de largura, si for destinado a coclbos, ¢ de & a 8
em cm, si for para cobaias — faz-se uma abertur
circular de dimensdes idénticas i parte saliente da

bolsa ou recepticulo moldado na tela de arame, man-

tendo-se a parte adesiva do esparadrapo voltada para
cima. Ajusta-se e encaixa-se a armacio de ar

da maneira indicada na Fig. 31, a; a segur, re
cobre-se com tecido de organdi fino a parte Interna
L

a. fixando-se com ecsparadrapo nos bor-

dos internos (Fig. 31, b). Podle-se oom  ecate

tives manter uma ventilacio satisiatoria mno nteror

do receptacu

e i
das bolsas ¢ 20 mesmdo lempo, UmMa ol profocan
contra a saida dos Ixodidas. Podem-se preparar fai-
xas contendo 1 ou 2 bolsas, devendo-se¢ neste  ul-

timo caso fazer coincidir cada uma com a parte

lateral depilada d coelho.

Colocacde dosr carropatos adultes. — Coelhos con

cobaias devem ser previamente depilados na  parte
mediana, atingindoe tanto o dorso, como © ventre. s
carrapatos retirados da geladenr w30 mantidos dige
rante 24 horas na estufa a4 temperatura de J7*(C.

Por ocasiio da colocacio nos animals

friados durante alguns munutos, para achta A O

locacio nos receptaculos. Mantem-se 4 faixa em cama

de uma mesa e colocam-se no interior da bolsa w'a
média de 250 Ixodidas (Fig. 31, ¢} (*); logo a se
guir, o coclho seguro pelas patas antemnores ¢ poste-
riores, ¢ levado de encomtro a faixa, de modo que
a bolsa j:l.i-_:-;- situada lateralmente, na parte 11,.-"-:.
lacla do coelho (Fig 11, d). A faixa ¢ entio ajus-
tada a0 corpo do animal, farendo-a adenr a pele.

Tiras estreitas de f’i"'.‘-lr.'L:.'.L:"' compictam a fixacao

nos limites externos da faixa (Fib. 31, e, f).

l:..:ﬂ caite |E;'-:----h;'.',1.-l ;--1',' s Mmanter Ltfria By
ficiente protecao conira as tentativas do ooell 90
sentido de procurar retirar o mesmo. Pode-se, como
'|;-."r_l.'_'|.".-1;_'._-r_ manter a% I itas :--t'.r": ifEs AT Tl L.

L
porem lemos dispensado essa me lida por screm raros

o3 acidentes.

1 | - 1
Ds coelhos asam preparados, =0 YO0  S0%
compartimentos isolados do bioterio, utihzados pa-sa
¢sta fase de alimentacgs A parte dianfeira das gaio-
las., contendo os animais, ¢ Pt fegida poOr uma Cor-

tina de borracha, de modo a evitar que, DO Caso

1
i
|
1

desprender algum aparelho, os carrapatos transg
nham as barreiras constituidas pelas bacias de solo

cio carrapaticida,

e ———

{(*) Utlizar coclhos com peso acima de 2 q

1 1 i 1 i g - N ¥  BITET il
S 01 CUOREAlAS DI Als e B ade &1} i =
el s uETE —— —, = 1. ¢ ' i Bials
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Tempo da alimentagido estimuladora. — A alimentagio estimuladora deve formecer ac
carrapato uma quantidade de sangue justamente suficiente para reativar a reprodugio e a
viruléncia das riquétsias que se encontram nos tecidos dos orgios internos do Ixedida.

Hi longo tempo sem alimentacio e depois de permanecer 24 horas a temperatura de
37°C, os adultos se fixam facilmente nos ammais.

Rotineiramente, retiramos os carrapates dos-cozlhos ou cobalas depois de 4 a 6 dias.
Bste prazo ¢ regulado de acordo com o tempo e a temperatura a que foram submetiidos os
Ixodidas. Quanto maior a demora ¢ mais alta a temperatura, tanto menor o namero de
dias necessirios para se processar a alimentagio estimuladora.

Colheila dos adultos apés a alimentagio estimuladora. — Os coelhos ou cobaias ainda
vivos, contendo os Ixodidas, sio fixados nas bandejas situadas no interior das mesas para
manipulacio protegida, onde se desprendem os aparelhos e, por meio de pingas especiais
sc procede i colheita tanto nos exemplares machos, como fémeos.

Os carrapatos adultos ainda nio totalmente alimentados, encontram-se fortemente fi-
xados & pele do animal, do qual somente se destacam por tracio. Ixodidas eventualments
lesados nio podem mais ser usados para a vacina, poils morrem em seguida, entrando <m
decomposicio, razio pela qual téem de ser eliminados.

Os exemplares fémeos que se encheram demasiadamente, nio devem ser utilizados para
o preparo da vacina, no entznto podem ser guardados para iniciar a criagio do ano se-
guinte ou entio eliminados.

Colhidos um a um, os carrafatos sio colocados em placas de Petri, agrupados em
lotes de S00.

Antes de se iniciar o preparo da vacina pela trituragio, éles devem permanecer i
temperatura ambiente do laboratério durante 48 a 96 horas. Em geral, 0 miximo de vi-
ruléncia das emulsbes feitas com os Orgios intermos dos carrapatos se verifica entre 8§ a
10 dias, contados a partir do momento em que os Ixodidas sio colocados nos animais para
a alimentacic estimulante,

Contréle de infecgdo com Ixodidas

i sempre conveniente na fase ninfal, verificar si a maioria das metaninfas
foi infetada em conseqiiéncia das duas alimentagbes anteriores. Para isto reti-
ram-se, ao acaso, 10 exemplares de cada grande lote de metaninfas, 10-12 dias
depois da colheita e tritura-se cada carrapato separadamente, de mistura com 2
em? de salina. A suspensio obtida é injetada em cobaias pela via subcutanea e
observa-se os animais durante 15 dias. Quando se trabalha com a técnica e oS
cuidados por nés indicados, quase sempre a totalidade das ninfas mostra-se infe-
tada.

Nio aconselhamos fazer a prova de infecgao apos a primeira alimentagao
na fase larval, porque as vezes pode acontecer que, apesar das precaugies tomadas
para fazer coincidir a picada dos Ixodidas com a fase de circulagio do virus no
animal, o periodo de incubagio da infecgio se tenha prolongado demasiadamente

82



e . L

J. Travassos & A. VaLLeso-Fremme — Criacio sriificial de Amblyomma

cajennense. 227
ou mesmo, devido a uma resistencia individual imprevista, o animal nio apresente
virus na corrente sanguinea, a nao ser por curto periodo de tempo, insuficiente
para infetar todos os carrapatos que foram colocados no coelho. Pequena, evi-
dentemente, seri a probabilidade de que estas mesmas condigoes se reproduzam
com o mesmo lote em uma segunda alimentacio, na fase ninfal.

Na fase adulta ¢ sempre aconselhavel verificar a presenca de riquétsias nos
esfregacos feitos com os orgios internos do carrapato, bem como avaliar a
viruléencia que apresentam, o que poderd servir de indice prévio do valor antigé-
nico provavel das vacinas a serem preparadas com ésses Ixodidas.

Os esfregagos para a pesquisa de riquétsias deverio ser corados por um
dos. métodos usuais para a coloracio destes microorganismos. Ultimamente
temos com vantagem dado preferéncia ao de Machiavello, que fornece mais facil
- e rapidamente boas preparagies. As riquétsias apresentam-s¢ coradas em
verme’ho, destacando-se facilmente no interior das células coradas em azul.

Para controle de infecciosidade procede-se do seguinte modo: Ixodidas
retirados dos lotes de carrapatos adultos, que sofreram a alimentacio estimulante
¢ a seguir permaneceram 4 ou 5 dias 4 temperatura ambiente do laboratorio, sio
dissecados para a retirada do conteudo dos orgios internos. Em gral esteril,
com o auxilio de areia de quartzo, faz-se uma fina trituracio de mistura com
solugio fisiologica na proporc¢io de 1 em? para cada Ixodida utilizado: centrifu-
ga-se por alguns minutos para a retirada do quartzo e detritos celulares nio bem
desintegrados e utiliza-se o liquido sobrenadante para o preparo de diluicoes
seriadas. Em cobaias de cérca de 300 g injeta-se, pela via subcutinea, 1 em?®
das diluigoes acima de 1/1.000, usando-se duas cobaias para cada diluigio.

Para o preparo das vacinas deve-se empregar lotes de Ixodidas, que fornecem
emulsoes de atividade nunca inferior a 1.000 doses infetantes por adulto infetado.
A produgio de vacinas potentes depende diretamente da concentracio do virus
nos carrapatos que se utilizam para o seu preparo. Vacinas preparadas com
Ixodidas que contenham 5.000 ou mais doses infetantes, sio quase sempre alta-
mente protetoras (SPENCER e PARKER),

O peso médio dos orgios de um Ixodida isento da parte quitinosa nio
ultrapassa em geral 0.01 g, podendo-se avaliar, desta sorte, a grande concentracio
de virus, comparada com o namero de doses infetantes existente no sangue de
cobaias infetadas, onde raramente vai além de 1.000 por cm®

( — PREPARO DA VACINA

Terminada a descri¢io das técnicas utilizadas para criacio do Amblyomma
cajennense, finalidade principal deste trabalho, relataremos resumidamente a
maneira de preparar a vacina. A técnica ¢, alias, idéntica 4 utilizada pelos inves-

33



228 Memodrias do Instituto Butantan — Tomo XVIII

tigadores americanos que trabalam com o Dermacentor andersoni. Aqueles dire-
tamente interessados nos pormenores poderio recorrer aos artigos originais rela-
cionados com o assunto; alguns dos mais informativos estdo incluidos nas refe-
réncias no fim deste trabalho (32 a 34).

A vacina quase sempre é elaborada em pequenos volumes e a medida que os
exemplares adultos infetados vao sendo submetidos a alimentagio estimulante.
Habitualmente, preparamos partidas de 500 ou 1000 cm’. A maioria das elabora-
goes é feita com volumes de meio hitro.

A quantidade de Ixodidas pode varnar entre 1 e 2 exemplares adultos para
cada centimetro ciibico do produto final. O nuamero de carrapatos a ser usado
poderi ser avaliado, quer pelo numero de doses infetantes encontradas nas diluigoes
do triturado dos Ixodidas do lote utilizado, quer pelos resultados do valor antige-
nico das partidas elaboradas, determinando-se, entao, por experiencias repetidas,
qual a concentragio mais adequada para obter, com regularidade, resultados satis-
fatorios.

Como norma onentadora pode-se utilizar um carrapato € um quarto ou um
carrapato e meio para cada centimetro ctibico de vacina. E esta a mesma propor-
¢io usada nos laboratérios de Hamilton e que tem, igualmente, dado bons resul-
tados e de forma regular, quando se emprega o Amblyomma cajennense.

Para o preparo de uma partida de meio litro, empregamos quase sempre 750
Ixodidas vivos, machos e fémeas, infetados, isto é, um carrapato e meio para
cada centimetro cubico de vacina,

1. Trituracio, desintoxicacio e purificacdo

Preparo dos carrapatos, desinfeccdo. — Selecionados e separados de detritos
ou excregoes, os carrapatos sio colocados em contacto com solugio salina formo-
lada a 4%, durante alguns minutos, para desinfe¢io rapida da parte externa, A
seguir sio repetidamente lavados em agua destilada ou mesmo dgua corrente e
colocados em um provete, cobrindo-os com solucio de mertiolato de sodio
(1:1.000), em contacto com a qual devem os carrapatos permanecer durante 48
horas a temperatura ambiente. A seguir sio lavados 2 ou 3 vezes com solucio
salina formolada a 049% e fenicada a 1.6%, deixando-se escorrer bem todo 0
liquido, de modo a ficarem apenas (imidos; entio, estio prontos para a trituracio.

Trituracdo. — A trituragio é feita em gral mecanico ou manual, no interior
de uma mesa de camara de protegio (*), com auxilio de quartzo esteril ou,

(*) A mesa para trnturacio ¢ utilizada nio sé6 para o preparo da vacina, como
ainda para manipular qualjquer material, carrapatos ou 6rgios de animais infetados
destinados ds inoculagdes rotineiras.
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simplesmente, congelando previamente os carrapatos, mantendo-os durante a noite
no frigorifico a temperatura de — 13°C.

A mesa para trituragio € um modelo simplificado da mesa de protecio ja
descrita (p. 39) ; apenas nio possui tanque para solugio carrapaticida. A cimara
protetora tem guarnigoes de metal e é envidragada de modo a permitir ampla
visibilidade ; os auxiliares trabalham ao abrigo de contaminagdes, protegidos com
longas luvas de borracha, adaptaveis as aberturas laterais. Dentro da mesa, antes

Fic. 312

Mesa para trituragio de carrapatos e manipulagio de material infetado em geral.

de iniciar o trabalho, colocam-se: grais com os carrapatos a triturar: frascos com
solugdo salina formolada a 0.4% e fenicada a 1.6% ; copos e provetas graduadas;
funis montados com gase esteril; frascos estereis de 500 cm?® de capacidade com
rolhas de vidro esmerilhado, etc.

Fechadas as aberturas, pode-se iniciar a trituracio dos Ixodidas: inicial-
mente, sem acréscimo de liquido e a seguir, juntando-se lentamente a cada oral
pequenos volumes de solugio formolada-fenicada, até que os carrapatos estejam
perfeitamente desfeitos. Terminada a trituracio, faz-se uma espécie de rinsagem
do conteiido do gral, utilizando nas diversas lavagens solucio de fenol-formol até
completar o volume de 125 cm® ao mesmo tempo que se vai fazendo o transva-
samento do liquido para um frasco de 500 cm? de capacidade, contendo pérolas de
porcelana. A manobra de extravasamento poderi ser feita por meio de funil
montado com gaze, com_ a finalidade de reter as carapagas dos Ixodidas ou
detritos mais grosseiros. Os frascos contendo a suspensio bruta sio entio fecha-
dos e rotulados com o nimero da partida em elaboracio.
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Todo o material utilizado para a trituragio permanece dentro da camara,
exposto a vapores de formol até o dia seguinte, para o que se derrama, em cada
gral utilizado, algumas gotas de solugio de formol a 40%. No dia seguinte,
abre-se a camara e se retiram os frascos; todo o matenal usado ¢ levado a Secio
de esterilizacio.

Desintoxicacdo. — s frascos contendo o produto da trturacio dos carra-
patos sio guardados na geladeira (8 a 10°C-), onde permanecem durante 10 dias;

diariamente, sio agitados durante 15 a 20 minutos com auxilio de um agitador
mecanico.

Decorrido ésse prazo, completa-se o volume de 500 cm?, adicionando 375cm’
de soluciio fisiologica esteril. O produto final a ser purificado contem, pois, 0.19%
de formol e 0.49 de fenol.

Purificacgdo. — A purificagio visa eliminar todos os detritos da trituragao
dos Ixodidas, bem como uma parte grosseira do produto que foi precipitado pela
acio do formol e do fenol.

Apos 10 dias de desintoxicagio, a suspensio ¢ centrifugada a uma velocidade
de 1.600 rotagdes por minuto durante 30 minutos. O liquido sobrenadante cons-
titui a vacina purificada. Decanta-se, para retirar o sobrenadante e guarda-se 0
produto em frascos apropriados, tendo-se o cuidado de retirar u’a amostra (20cm?)
para controle de esterilidade, inocuidade e verificagio da capacidade antigénica
da vacina.

A centrifugagio do produto bruto nao precisa ser feita logo apos decorridos
os 10 dias necessarios para a esintoxicagio. Mantida na geladeira a tempera-
tura ndo inferior a 5°C, a suspensio pode ser conservada, sem inconveniente,
durante algum tempo, i espera do momento mais apropriado para se proceder a
purificagio e distribuigio.

Disiribuicio. — A distribuicio do produto é feita em vidros com rolha de
borracha perfuravel para vacinacio individual (6 em?®) ou coletiva (30 cm?).
Retiram-se de cada partida algumas unidades para o segundo contréle de esterili-
dade. O produto final déve ser conservado a temperatura entre 12 e 15°C.

2. Prova de esterilidade, inccuidade e capacidade antigénica

A prova de esterilidade é feita com o fim de afastar a possibilidade da pre-
senga de contaminagoes por germes aerobios e anaerobios, utilisando-se as técnicas
empregadas no Instituto Butantan para produtos biologicos em geral.

A prova de inocuidade e a determinacio do valor vacinante das diferentes
partidas ¢ feita em cobaias de cérca de 300 g de peso. Seis an'mais de prova sio
moculados com 1 em? de vacina pela via subcutanea e a seguir observados durante
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12 dias. Nao devem diminuir de peso, apresentar reagdes no local de inoculacio
ou mostrar elevacio térmica acima de 39.6°C.

Decorridos os 12 dias, as cobaias de prova, bem como duas testemunhas, sio
inoculadas pela via peritoneal com 0.5 cm® de sangue citratado de cobaia infetada,
obtido por pungio cardiaca no segundo ou terceiro dia de reacio febril. Afim
de tornar mais uniforme a atividade dos virus usados nas diferentes provas, visto
que costumam ser grandes as variagoes do numero de doses infetantes no sangue
de diferentes animais infetados e ndo ser praticivel avaliar quantitativamente a
atividade do virus em cada prova, procedemos do seguinte modo:

Um minimo de 5 animais, utilizados para fornecer o material infetante, rece-
bem previamente pela via peritoneal virus de passagem, oriundo de caso humano
de febre maculosa ou isolado de Ixodida naturalmente infetado. Todos os ani-
mais sio sangrados na veéspera do dia previsto para a inoculacio e o volume de
sangue citratado de cada cobaia ¢ mantido na geladeira i temperatura entre
0 e 5°C durante 15 a 18 horas, enquanto se processa a prova de esterilidade para
afastar a possibiidade de contaminagdes devidas a bacterias. No dia seguinte
faz-se a mistura do sangue esteril, usando-a para a prova de antigenicidade da
vacina.

Procedendo-se déste modo, é sempre conveniente juntar virias partidas de
vacina para fazer a prova na mesma ocasiao e com a mesma mistura de virus.

Os animais vacinados e inoculados com virus de passagem continuam a ser
observados durante mais 15 dias, registrando-se as temperaturas tomadas duas
vezes ao dia: pela manhd e a tarde. Depois déste prazo, tanto as cobaias de
prova, como as testemunhas ainda vivas, sio sacrificadas e necropsiadas para
observar eventuais lesGes macroscopicas.

O comportamento deéstes animais constituira um indice pratico da avaliacio
do poder vacinante da partida de vacina elaborada, desde que as testemunhas apre-
sentem infecgdo tipica, isto é, periodo de incubagio de 3 a 5 dias, quadro térmico
carateristico, podendo ou nao morrer da infecgio, mas apresentando sempre, apos
a morte espontanea ou quando necropsiadas, apds serem sacrificadas, as lesdes
macroscopicas mais frequentemente encontradas na febre maculosa experimental :
esplenomegalia acentuada, exsudagio periesplénica e perihepatica, congestio das
suprarrenais e, por vezes, reacao escrotal mais ou menos intensa. A pesquisa de
riquétsias podera ser feita nos animais mortos ou sacrificados, em preparagoes
obtidas de raspados da parede peritoneal, o que €, desnecessirio, pois que se
trata de virus de passagens em cobaias, bem estudado. Quando as testemunhas
nio apresentarem um comportamento déste tipo, a prova devera ser repetida.
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Os resultados sdo referidos da seguinte maneira, classificando-se as partidas
de vacina em quatro graus diferentes:

1. Facina étima — As 6 cobaias sio totalmente protegidas:
nio apresentam reagio térmica durante o periodo de observacao e,
sacrificadas, nio mostram lesdes macroscopicas, carateristicas da
febre maculosa;

2. Vacina béa — Somente uma cobaia tem reagio térmica mais
ou menos carateristica, morrendo ou nio da infecgdo. As demais
sio totalmente protegidas;

3. Vacina regular — Duas entre as 6 coba’as reagem febril-
mente, morrendo ou ndo da infeccio, as restantes ndo tem elevagao
térmica, nem quando necropsiadas apresentam lesGes evidentes de
febre maculosa;

4. Vacina sem valor — Mais de duas reagem térmicamente de
forma carateristica, morrendo da infecgio ou apresentando & necropsia
lesdes carateristicas.

H — APLICACAO DE VACINA. VACINACAO

1. Doses

As pessoas adultas devem receber trés injegdes de 2 cm? pela via subcutdnea.
Criangas com menos de 10 anos recebem trés doses de 1 cm?®.

E de todo conveniente repetir as vacinagdes com relativa freqiiéncia, prin-
cipalmente entre individuos residentes em locais onde ha constante aparecimento
de casos de febre maculosa, em consequéncia da existéncia de abundante quanti-
dade de carrapatos infetados. Nestes casos, a revacinagio com 1 ou 2 doses
devera ser feita pelo menos anual — ou, melhor ainda, semestralmente.

2. ReagOes

As reagoes observadas nas inimeras pessoas vacinadas com a vacina prepa-
tada em nosso laboratério nestes 1ltimos anos sio relativamente benignas, sb
raramente aparecem individuos com sensibilidade exagerada ao material vacinante,
sem, no entanto, acarretar conseqiiencias maiores de molde a dificultar a vacina-
¢do generalizada. Elas sio de ordem local e geral. A reaciio local traduz-se por
edema e eritema, mais ou menos acentuados. A reagio geral acarreta febre, ge-
ralmente pouco acentuada, e, raramente, calefrios e dores pelo corpo.
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3. Resultados

O julgamento do valor preventivo para o homem, de uma vacina desta
natureza, feito em focos, onde 0s casos aparecem com bastante irregularidade, é
sempre dificil, principalmente quando ainda o tempo decorrido desde o inicio da
campanha de vacinacio preventiva ndo permite esclarecer de modo decisivo até
onde a vacinagio foi eficiente. Os dados obtidos pela aplicagio da vacina de
SPENCER € PARKER, nos Estados Unidos e entre nés durante alguns anos sio
bastante animadores, porém confirmam que protecio satisfatoria s6 se obtem com
vacinagoes repetidas (35,36).

Nos servigos do laboratorio desde a ocorréncia dos casos fatais nas pessoas
do Dr. LEMcs MoNTEIRO e seu auxiliar, Sk. EpisoN Dias, nio foram verifica-
dos novos acidentes. Acreditamos que realmente a vacinagio e revacinacio cons-
tante dos técnicos tenham concorrido de maneira eficaz para éste fato. Sao fa-
ceis de compreender as inumeras ocasides de infecgio em trabalhos desta natureza,
por mais rigorosas que sejam as precaugbes tomadas, em conseqiiéncia da inten-
sidade do trabalho com a constante manipulagio de material muito wvirulento.
Todos os funcionarios ocupados nos trabalhos de febre maculosa sio vacinados
pelo menos cada seis meses, recebendo trés inoculagoes de 2 em® cada, por oca-
siio da vacinagio semestral.
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