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EXPERIMENTAL INFECTION OF MICE BABESIA MICROTI:
CHARACTERIZATION OF PARASITEMIA

Abstract. The apicomplexan parasites of the genus Babesia, the etiologic agents of the
disease not only in domestic and wild mammals but also in humans, live and reproduce in
erythrocytes of the host. Transmission of Babesia species is by tick (Ixodidae) bite. In natural
conditions, trans-stadial and trans-ovarial passage occurs in Ixodes ricinus infected with some
species of Babesia, e.g. B. divergens. However, there is apparently trans-stadial passage of B. microti
in Ixodes sp. only from larvae to nymphs, but trans-stadial passage from nymphs to adults or
trans-ovarial passage has not been reported.

The present study was undertaken to compare the parasitemia of B. microti infection in
BALB/c and F1 (B10 x CBA) mice by two different methods: intraperitoneal injection of parasites
or infection by the oral route. In both groups, experimental mice were inoculated with 5x 10’
infected erythrocytes in 100 pl of blood.

Babesia infection was acquired by all mice infected intraperitoneally with maximum 57% of
parasitemia on day 6 post infection (pi) in F1 (B10 x CBA) mice and 40% of parasitemia on day
8 and 10 pi in BALB/c mice. Ten of 27 (37%) BALB/c mice infected by oral route showed low
parasitemia (9%) during first two weeks pi. In this group of mice the pick of parasitemia (26 %) was
observed on day 22 pi. In both groups of infected mice the period of prepatency ended between
days 35 and 40 pi. Experiments have confirmed that the maintenance of babesiosis may be
continued in the absence of a tick vector. Demonstration, under experimental conditions, of
infection of Babesia by oral route may suggest that in nature cannibalism of rodents, occurring
under certain circumstances, can be considered as a natural way of oral transmission of B. microti.

WSTEP

Przedstawiciele rodzaju Babesia wystgpuja w warunkach naturalnych
u dziko zyjacych gryzoni (Rodentia) i owadozernych (Insectivora). Babesia
microti jest patogeniczna rowniez dla czlowieka i moze by¢ przyczyna

* Wyniki tych badati byty prezentowane na IX Wroctawskiej Konferencji Parazytologicznej
Pt ,Behawior zywiciela w parazytozach”, Wroctaw 24 —25 maja, 1996.
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groznych inwazji u ludzi (HEALY i wsp. 1976, HERWALDT 1 wsp. 1995). Gatunek
B. microti zostal odkryty i opisany przez Tyzzer’a w 1938 roku. Forma
troficzna jest malym organizmem (1,0—2,5 pm), ksztaltu gruszkowatego;
pasozytuje w erytrocytach, nie tworzac wokol siebie wakuoli.

Cykl zyciowy B. microti przebiega w dwoch zywicielach, u gryzonia i u klesz-
cza. W rozwoju tym, podobnie jak u wszystkich Apicomplexa, wyrdznia si¢ cha-
rakterystyczne trzy fazy: schizogonie (merogoni¢) w erytrocytach, gamogoni¢
w jelicie Srodkowym kleszcza, gdzie nastepuje polaczenie izogamet i powstanie
kinety, ktora dalszy rozwdj przechodzi w komoérkach epidermy, w cewkach
MALPIGHIEGO i w hemolimfie. Wedtug Coxa (1993) rowniez u kleszcza moze za-
chodzi¢ proces merogonii. Ostatnia faza rozwoju jest sporogonia, ktéra ma
miejsce w gruczolach Slinowych kleszcza. W procesie tym, poprzez liczne bez-
plciowe podzialy, powstaja tysiace matych sporozoitow, ktore podczas zerowa-
nia kleszcza przedostaja si¢ do krwi nowego zywiciela. W poczatkowej fazie
cyklu rozwojowego B. microti ma zdolnos¢ wnikania réwniez do limfocytow.
B. microti, jako jedyny gatunek z rodzaju Babesia, ma zdolnos§¢ wielokrotnych
podzialéw w zarazonej krwince (YOUNG i MoRrzaRiA 1986). Do typowych, czgsto
spotykanych w zarazonych erytrocytach naleza: forma podzialowa (grusz-
kowata) i wakuolarna. Po dwoch natomiast kolejnych podzialach merozoity
moga si¢ ukladaé bardzo charakterystycznie w tzw. krzyz maltafski. Cecha
wszystkich gatunkow z rodzaju Babesia jest niewytwarzanie pigmentu z hemo-
globiny, co powoduje, ze grupy hemowe nie sa odkladane w §ledzionie zywiciela,
lecz wydalane z moczem, czego efektem jest hemoglobinuria.

Krazenie B. microti w srodowisku naturalnym odbywa si¢ za posrednictwem
larw i nimf dwéch gatunkow kleszczy z rodzaju Ixodes: I. ricinus i I. trianguliceps
oraz kilku gatunkéw gryzoni z rodziny nornikowatych i myszowatych;
w Europie sa to: nornica ruda (Clethrionomys glareolus) i mysz lesna (4podemus
flavicollis) oraz drobne ssaki owadozerne, np. ryjowka aksamitna (Sorex
araneus). Rowniez w Polsce ostatnio stwierdzono 3 przypadki zarazenia B.
microti u nornicy rudej na 510 przebadanych gryzoni (SINsk1 i KARBOWIAK 1996).

Przebieg zarazenia gryzoni przez B. microti ma charakter nasilajacej si¢ in-
fekcji erytrocytow, ktora po osiagnigciu maksimum parazytemii zaczyna uste-
powadé, przybierajac forme lagodno-chroniczna, lub infekcja calkowicie zanika
w wyniku samowyleczenia przy udziale ukladu immunologicznego zywiciela.

Doéwiadczalnie wykazano, ze przebieg inwazji zalezy od gatunku oraz
szczepu zarazonego gryzonia, a takze od sposobu zarazenia: poprzez wektor
(droga naturalna), lub sztucznie (przez podanie pasozyta dootrzewnowo):
Roznice te dotycza glownie dynamiki zarazenia, czasu trwania fazy ostrej
inwazji (wysokiej parazytemii) oraz jej nasilenia (RANDOLPH i NutTaLL 1994).

Na szczeg6lna uwagg zasluguje mozliwos¢ zarazenia gryzoni droga pokar-
mowa (enteralna). MALAGON i Tap1A (1994) wykazali doswiadczalnie, ze 15,1°/_o
myszy ulega zarazeniu w wyniku skarmiania myszy miesniami zarazonej B. mi-
croti innej myszy, natomiast 3,7% zwierzat uleglo zarazeniu po podaniu



BABESIA MICROTI U MYSZY 397

im per os zakazonej krwi mysiej. Doswiadczenia te wskazuja na mozli-
woSC rozprzestrzeniania si¢ B. microti w Srodowisku naturalnym bez udzia-
hu kleszczy, co moze sprzyja¢ podtrzymaniu naturalnych ognisk zarazenia
B. microti w populacji wolno zyjacych gryzoni. Jest to szczegolnie godne uwagi
ze wzgledu na coraz czestsze przypadki zachorowan wywolanych przez tego
pasozyta u ludzi z niedoborami immunologicznymi, po splenektomii lub
w podeszlym wieku. Babesioza jest dla czlowieka czesto choroba $miertelna.

Celem prezentowanej pracy bylo zbadanie przebiegu doswiadczalnej para-
zytemii wywolanej przez B. microti u myszy w zaleznosci od genotypu i plci
zywiciela, sposobu zarazenia oraz form (izolowane merozoity lub zawarte
w erytrocytach) podawanych pasozytow.

Material i metody

Do doswiadczen uzyto 8—12 tygodniowych myszy wsobnych szczepu
BALB/c, hodowanych w Zakladzie Parazytologii Instytutu Zoologii UW oraz
myszy pokolenia F1 o znanym haplotypie H—2%~" szczepéw wsobnych B10
i CBA pochodzacych z hodowli w Centrum Onkologii w Warszawie. Uzyte do
badan myszy byly wolne od robakéw pasozytniczych, co potwierdzono
wczesniejszymi badaniami koproskopowymi. W czasie doswiadczen zwierzeta
przetrzymywano w standardowych warunkach hodowli laboratoryjnej. Wyko-
rzystany do doswiadczeri szczep B. microti jest utrzymywany od 1992 r.
w ciaglej hodowli in vivo w Zakladzie Parazytologii UW. Szczep ten pochodzi
z Zakladu Parazytologii Instytutu Choréb Infekcyjnych i Immunologii Uni-
wersytetu w Utrechcie, Holandia. Doswiadczenia prowadzono na 5 grupach
myszy: (1) 6 samcéw BALB/c zarazanych dootrzewnowo, (2) 11 samcow F1
zarazanych dootrzewnowo, (3) 6 samic F1 zarazanych dootrzewnowo, (4) 27
samcow BALB/c zarazanych per os i (5) 8 samcow BALB/c zarazanych
dootrzewnowo wyizolowanymi pasozytami.

W celu okreslenia wielkosci parazytemii pobierano z ogona zarazonej
myszy krople krwi, z ktorej robiono rozmaz. Po wysuszeniu rozmaz utrwalano
3 min w metanolu, nastepnie barwiono 60 min roztworem barwnika GIEMsY
w buforze fosforanowym o pH 7,2, w rozcienczeniu 1:12. Po sptukaniu woda
nadmiaru barwnika rozmaz suszono i ogladano pod obiektywem immersyjnym
(powiekszenie 100 x ) przy powigkszeniu okularéw 10 x . Ogladano 10— 30 pol
widzenia (w zaleznosci od grubosci rozmazu i zaggszczenia pierwotniak ow).
W kazdym polu widzenia liczono wszystkie erytrocyty z wyrdznieniem
erytrocytow zarazonych. Po zestawieniu danych z wszystkich pdl widzenia
obliczano procent erytrocytow zarazonych, stanowigcy wskaznik parazytemii.
Z wynikéw uzyskanych dla poszczegOlnych myszy obliczano srednia oraz
odchylenia standardowe, i wykreslano krzywa zmian parazytemii.

W celu okreslenia liczby zarazonych pasozytami erytrocytow w okreslone;j
objetosci krwi pobierano z ogona myszy automatyczng pipeta do heparynowa-
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nej koncowki 2,5 ul krwi i wykonywano réwnomierny, tej samej grubosci na
calej powierzchni rozmaz. Rozmazy utrwalano, barwiono i ogladano wedhug
metodyki opisanej wyzej. Liczono zarazone erytrocyty w 10—30 polach
widzenia oraz wszystkie erytrocyty w kazdym z p6l widzenia oraz mierzono
powierzchni¢ calego rozmazu. Liczb¢ zarazonych erytrocytéw w 1 ml krwi
obliczano wg wzoru:

Xx25xP
N=
vV

gdzie:
= liczba zarazonych erytrocytéw 1 ml krwi;
= S$rednia liczba zarazonych erytrocytéw w 1 polu widzenia;
25 = liczba pol widzenia w 1 mm? rozmazu (wyznaczona dla uzytego do
obserwacji obiektywu Carl Zeiss Jena, 100 x);
pole rozmazu w mm?;
= objetos¢ pobranej krwi w ml.

P

P
vV

Izolacj¢ merozoitéw B. microti z erytrocytéow prowadzono dla grup myszy
BALBY/c, ktore byly dawcami pasozyta. Krew pobierano w 7 dniu po zarazeniu
(dpz) i okreslano liczbe zarazonych erytrocytéw. Pobrana krew rozcieficzano
sola fizjologiczna (0,85% NaCl) z heparyna (40 jednostek/1 ml roztworu), na-
stgpnie wirowano 5 min przy obrotach 1000 g. Supernatant odrzucano, a osad
zawieszano w soli fizjologicznej z heparyna i ponownie wirowano. Plukanie, kt6-
re mialo na celu pozbycie si¢ plytek krwi i wolnych pasozytow, przeprowadzano
3 razy. Po ostatnim wirowaniu osad rozcienczano w stosunku 1:4 sola
fizjologiczna z heparyna i poddawano dziataniu buforu lizujacego wg. MACHADO
1 wsp. (1994), o sktadzie: 0,83 % NH,C1+0,17 M TRIS w stosunku 9:1, przy pH
7,4. Do uzyskanej objgtosci otrzymanej zawiesiny dodawano 9 objetosci buforu.
Liz¢ prowadzono w temperaturze 37°C przez 7 min. Wlasciwy czas lizy
okreslono wcze$niej doswiadczalnie, badajac rozmazy krwi wykonane po 3, 5, 7,
10 i 15 min lizy). Zawiesing wirowano przez 10 min przy 1500 g., nastepnie
plukano 3 razy w soli fizjologicznej (w celu usuniecia hemoglobiny), a po
ostatnim wirowaniu osad zawieszano w 1 ml soli fizjologiczne;.

Myszy obu szczepéw, w grupach po 6 zwierzat, zarazano dootrzewnowo
lub per os dawka 5 x 107 zarazonych erytrocytéw. Grupie myszy zarazanych
izolowanymi merozoitami, podobnie podano dootrzewnowo pasozyty po-
chodzace z 5x 107 zarazonych erytrocytow.

Do obliczania wartosci $rednich, odchylenia standardowego i wykazania
statystycznej istotnosci zmian (P <0,05) stosowano program ANOVA.

Wyniki

W r6éznych wariantach do$§wiadczenia wszystkie myszy obu szczepdw, za-
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razane droga parenteralna (dootrzewnowo) dawka 5x 107 zarazonych eryt-
rocytow lub wolnymi merozoitami pochodzacymi z tej samej liczby zarazonych
erytrocytow, ulegaly w 100% zarazeniu. Wyrazne natomiast réznice w dynami-
ce zarazenia wystgpowaly w zaleznosci od genotypu myszy (ryc. 1). Nie
wykazano statystycznie istotnych réznic w intensywnosci zarazenia, ktorego
maksimum dla obu szczepow myszy zawieralo si¢ w granicach, od 42% dla
myszy BALB/c do 57% dla myszy F1 (B10 x CBA). Istotne réznice natomist
wystepowaly w czasie osiagni¢cia najwyzszej parazytemii oraz podczas fazy
ostrej inwazji. Roznice te bardzo wyraznie obrazuje ryc. 1. Badajac wplyw plci
myszy na przebieg parazytemii stwierdzono roznice nieistotne w intensywnosci
1 przebiegu zarazenia (ryc. 2).

W grupie myszy BALB/c zarazonych droga enteralna (per os) ekstensyw-
nos¢ zarazenia wynosila 37%. Ryc. 3. przedstawia roznice w intensywnosci
1 przebiegu parazytemii dla tej grupy myszy w poroOwnaniu z grupa myszy
BALB/c zarazanych droga parenteralna. Ryc. 4. obrazuje rézne formy roz-
wojowe B. microti wewnatrz erytrocyta oraz wskazuje na wielokrotne podzialy
pasozyta w zarazonym erytrocycie.

Ryc. 4. Rézne stadia rozwojowe Babesia microti w zarazonych erytrocytach myszy BALB/C:
a — forma wakuolarna; b — forma podzialowa; ¢ — kilkakrotne podziaty
Fig. 4. Various stages of Babesia microti in parasitized erythrocytes of BALB/c mice: a — vacuolar
stage; b — division stage; ¢ — multiple divisions
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Dyskusja

Zgodnie z przedstawionymi wynikami, przebieg zarazenia B. microti
w warunkach laboratoryjnych moze mie¢ rézny charakter w zaleznosci od
genotypu, plci i sposobu zarazenia badanych myszy. Roznice te dotycza
ekstensywnosci zarazenia i czasu trwania fazy prepatentnej, kiedy nie obser-
wuje si¢ jeszcze pasozytow we krwi, oraz intensywnosci infekcji. Przepro-
wadzone doswiadczenia wskazuja na to, ze rdOzne szczepy myszy nieco
odmiennie reaguja na zarazenie B. microti.

Okazalo si¢, ze po dootrzewnowym zarazeniu, samce myszy F1 krzyzowki
(B10 x CBA) byly bardziej wrazliwe na zarazenie niz myszy BALB/c. U myszy
F1 (B10 x CBA) szybciej nastgpowala faza ostra infekcji (4 dpz) i jej maksimum
(6 dpz), natomiast u BALB/c faza ostra pojawila si¢ 6 dpz z maksimum 9 dpz.
Parazytemia osiagneta wtedy wartosé 57%, podczas gdy u BALB/c 42%.
Analiza statystyczna wskazuje jednak, Ze réznice te nie sa istotne. Wynika to
z duzych odchylen standardowych przy stosunkowo niewielkiej liczbie bada-
nych zwierzat. Podobnie ma si¢ sprawa przy poroOwnaniu maksimum parazyte-
mii we wszystkich wariantach doswiadczen. PorOwnanie prezentowanych
wynikOw przebiegu infekcji u myszy BALB/c i F1 (B10 xCBA) z przed-
stawionymi w pracy RANDOLPH i NUTTALL (1994) wynikami dla myszy CBA X
C57, gdzie szczyt infekcji nastepuje 13 dpz, potwierdza, ze znaczny wplyw na
przebieg zarazenia B. microti ma genotyp myszy. Spodziewano sie, ze drugim
czynnikiem wplywajacym na dynamike¢ zarazenia moze by¢ ple¢ zarazanych
zwierzat. PorOwnanie przebiegu infekcji u samic i samcow F1 (B10 x CBA)
zarazanych dootrzewnowo nie potwierdzilo tego, cho¢ nieznaczne rdznice
dotycza samego przebiegu zarazenia. U samic obserwuje si¢ szybszy poczatek
fazy ostrej (juz od 2 dpz, podczas gdy u samcow od 4 dpz) i dluzszy czas
trwania tej fazy (7 dni u samic, podczas gdy u samcow 4 dni). Proces lizy
erytrocytow, uwolnienie merozoitOw oraz zarazenie dootrzewnowe myszy
wyizolowanymi pasozytami, rOwniez nie maja istotnego wplywu na dynamike
zarazenia.

Wsrod przeprowadzonych roznych wariantow doswiadczen najwigksze
r6znice w przebiegu zarazenia B. microti zaobserwowano u myszy BALB/c po
zarazeniu per os w porOwnaniu z zarazeniem dootrzewnowym. Na szczeg6lna
uwage zashuguje fakt, ze ekstensywnos$¢ zarazenia wyniosta 100% we wszyst-
kich grupach zarazanych dootrzewnowo, natomiast 37% w grupie zarazanej
Per os. Innym wazinym elementem przebiegu takiego zarazenia jest dwu-
szczytowo$¢ inwazji. Pierwszy szczyt parazytemii przypada na 10 dpz, drugi na
22 dpz. Wiaza si¢ z tym duze réznice w dlugosci okreséw prepatentnych
Pasozytow poszczegdlnych myszy (faza prepatentna waha si¢ od 2 dpz do 17
dpz). Po zarazeniu per os myszy reaguja wolniej, a maksimum zarazenia
Wystepuje dopiero okolo po 2 tygodniach od podania pasozyta.

W kazdym z wariantéw do$wiadczenia, u wigkszosci myszy, po fazie ostrej
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nastepuje faza chroniczna, charakteryzujaca si¢ bardzo niskim poziomem
parazytemii (0,001 —0,1% zarazonych erytrocytow we krwi), ktéra utrzymuje
si¢ przez dlugi czas. Obserwowano pasozyty we krwi nawet do 48 dpz.

B. microti pasozytuje gtownie u dziko zyjacych gryzoni, ale rOwniez moze
zarazaé ludzi (Popovsky i wsp. 1988, PERSING i CoNrRAD 1995). Wazne jest dla-
tego rozpoznanie Srodowiskowych uwarunkowan, ktore moga prowadzi¢ do
rozszerzania si¢ rezerwuaru zoonotycznego B. microti, i tym samym zwi¢kszenia
prawdopodobienistwa zarazen ludzi. Do niedawna uwazano, Ze zarazanie si¢
gryzoni przez B. microti jest mozliwe tylko przy udziale wektora, jakim s3 klesz-
cze I. ricinus. Przeprowadzone przez MALAGONA i TaPIA (1994) doswiadczenia
wskazuja po raz pierwszy na mozliwo$¢ zarazenia gryzoni droga pokarmowa,
mianowicie przez zjadanie mig¢sni lub krwi innego zarazonego gryzonia. Nasze
doswiadczenia potwierdzaja mozliwo$¢ zarazenia myszy B. microti droga
enteralna. Wyniki dotyczace ekstensywnosci zarazenia po podaniu pasozytow
per os 16znia si¢ znaczne od rezultatow, ktore uzyskali MALAGON i TAPI1A (1994).
Autorzy ci doswiadczalnie stwierdzili zaledwie 3,7% zarazenie zwierzat po
podaniu krwi zarazonej B. microti. W naszych doswiadczeniach ekstensywnos¢
zarazenia wynosita 37%. Dziesieciokrotna réznica moze wynika¢ badz z roznic
we wrazliwosci uzytych do dos$wiadczern myszy, na co wskazuja m.in. wyniki
wlasne, badz ze szczepowych réznic w wirulentnosci pasozytow.

W populacjach dziko zyjacych gryzoni obserwowano przypadki kanibaliz-
mu (SouTHWICK 1955), co moze byé — w stosunku do zarazenia przy udziale
wektora — alternatywna droga rozprzestrzeniania si¢ B. microti w srodowisku
naturalnym. Hodowla B. microti w warunkach laboratoryjnych i pasazowanie
pasozyta bez udzialu kleszczy, poprzez zarazanie dootrzewnowe, istotnie
zmieniaja przebieg inwazji. Ulega on znacznemu ujednoliceniu — mimo duzych
odchyler standardowych: mozna jednak odtworzy¢ pewien schemat przebiegu
zarazenia u zwierzat laboratoryjnych. W §rodowisku naturalnym inwazja
B. microti przebiega z bardzo r6zna dynamika u poszczegdlnych osobnikow
(RanpoLpH i NUTTALL 1994). Nalezy podkreslié, ze zarazenie dootrzewnowe jest
nietypowe, gdyz w srodowisku naturalnym nigdy nie wystgpuje Badania
laboratoryjne, w ktorych bazuje si¢ jedynie na pasazowamu (podawaniu
dootrzewnowo zarazonej krwi) bez udzialu wektora, nie moga obrazowac
przebiegu naturalnego zarazenia, gdyz uwzgledniaja jedynie oddzialywanie
B. microti — gryzon. Pominigte natomiast sa dwie bardzo wazne grupy
oddzialywan: B. microti — kleszcz i kleszcz — gryzon. Kleszcz jest dla
B. microti organizmem, w ktérym przebiega proces piciowy oraz merogonia
i sporogonia, a takze wektorem nie tylko przenoszacym pasozyta do kolejnego
zywiciela, ale rowniez przygotowujacym nowego zywiciela do. ,,przychylnego
przyjecia” pasozyta. Podczas zerowania kleszcza, wraz z jego §lina, zostaja
wprowadzane do skory zywiciela antykoagulanty, prostaglandyny, immunosu-
presory, czynniki antyzapalne i substancje hamujace uktad dopetniacza (FRIED-
HOFF 1990).
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Przypuszczalnie kleszcze pierwotnie wolne od B. microti, Zerujac na
zarazonym kregowcu, wykazuja duza zdolnos$¢ przenoszenia pasozytow, jesli
by zywiciel nawet byt w fazie chronicznej infekcji. Posrednio wskazuje na to
przyklad z Boophilus microplus: 50% kleszczy tego gatunku bylo zdolnych
przeniesC zarazenie B. bigemina na kolejnego zywiciela, przy bardzo niskiej
parazytemii (0,0001%) u ssaka, na ktérym zerowaly te kleszcze (FRIEDHOFF
1990). Podstawa takiej skutecznosci jest zdolnosé kleszczy do zageszczania
wyssanej krwi.

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen w prezentowanej pracy,
a takze danych literaturowych (YOUNG i MoORzARIA 1986, RANDOLPH i NUTTALL
1994, PersiNG i CoNrAD 1995), mozna wyrozni¢ okreslone etapy infekcji
wywolanej przez B. microti, ktore odnosza si¢ zardwno do zarazen w laborato-
riach jak i infekcji w srodowisku naturalnym. W dynamice zarazenia charak-
terystyczne sa przede wszystkim trzy fazy: prepatentna, ostra i chroniczna.
Przejscie z fazy ostrej do chronicznej wynika z odpowiedzi ukladu im-
munologicznego zywiciela. Prawdopodobnie istnienie fazy chronicznej wiaze
si¢ z atakowaniem przez pasozyty innych (poza erytrocytami) komorek
— limfocytow (PERSING i CONRAD 1995).

Rozszerzanie sie rezerwuaru zoonotycznego B. microti obecnie wyrdzniong
droga enteralna, przy nierzadko wystepujacym w populacjach wolno zyjacych
gryzoni kanibalizmie, moze spowodowa¢ znaczny wzrost zagrozenia u ludzi
zarazeniem tym pasozytem, przy udziale wektora (I. ricinus).
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