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Identificacdo morfoldgica da espiroqueta Borrelia spp. no exame da hemolinfa
de Rhipicephalus microplus

Morphological identification of the spirochete Borrelia spp in the examination of
the hemolymph of Rhipicephalus microplus
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RESUMO

As bactérias Borrelia spp. sdo transmitidas para humanos, animais domésticos e silvestres por
carrapatos da familia Ixodidae. Esta espiroqueta pode acometer a doenca, borreliose de Lyme-Simile
Brasileira e/ou Sindrome Baggio-Yoshinari. No Brasil, a sua epidemiologia e identificacdo, necessita
ser mais bem investigada, pois o exame parasitologico requer acuracidade. Existem evidencias da
disseminacdo deste parasitismo, e consequentemente maior atencdo da saude Publica. Objetivou-se
neste estudo identificar Borrelia spp. na hemolinfa de fémeas do carrapato Rhipicephalus microplus.
Foram coletadas fémeas ingurgitadas de carrapatos R. microplus de animais bovinos provenientes da
fazenda Avai, do municipio de Nioaque, Mato Grosso do Sul. As fémeas foram lavadas com agua,
desinfectadas superficialmente com alcool a 70°, ap6s foram secas com gases e transferidas para uma
placa de Petri e em seguida incubadas para realizac¢éo da postura. A seguir do inicio da postura, de 3
dias, a extracdo de hemolinfa foi realizada a partir de seccao dos primeiros pares de patas com auxilio
de uma tesoura oftalmica ou através de perfuracédo superficial na regido dorsal com auxilio de agulha
de insulina. Gotas da hemolinfa foram transferidas para uma lamina de vidro, ap6s a secagem das
amostras, estas foram fixadas com metanol e coradas com May Grunwald-Giemsa. As laminas
coradas foram observadas em microscopio de luz, objetiva de 100x. Por meio do exame de hemolinfa
foram encontradas as espiroquetas, infectando naturalmente os carrapatos. O exame morfologico do
microrganismo e sua visualizagdo em R. microplus sugere ser Borrelia spp.

Palavras-chave: Borreliose; Carrapato; Hemolinfa.

Apoio financeiro: CNPq

ABSTRACT

The Borrelia spp. bacteria are transmitted to humans, domestic and wild animals by ticks of the
Ixodidae family. This spirochete may affect the Brazilian Lyme-simile borreliosis disease and/or
Baggioyoshinari syndrome. In Brazil, its epidemiology and identification need to be better
investigated, since the parasitological examination requires accuracy. There are evidences of the
dissemination of this parasitism and consequently greater attention of public health. The aim of this
study was to identify Borrelia spp. In the hemolymph of females of the tick rhipicephalus microplus.
Engorged females of ticks R. microplus of bovine animals from the Avai farm in the city of Nioaque,
Mato Grosso do Sul, were collected. The females were washed with water, disinfected superficially
with alcohol at 70 °, after they were dried with gases and transferred to a Petri dish and then incubated
to perform the posture. After the onset of the 3-day posture, the extraction of hemolymph was
performed from the section of the first pairs of paws with the aid of an ophthalmic scissors or through
superficial perforation in the dorsal region with the aid of an insulin needle. hemolymph drops were
transferred to a glass blade, after drying the samples, they were fixed with methanol and stained with
May Griinwald-Giemsa. The stained slides were observed in light microscope, objective of 100x. By
means of hemolymph examination, spirochetes were found, naturally infecting ticks. The
morphologic examination of the microorganism and its visualization in R.microplus suggests being
Borrelia spp.

Keywords: Borreliosis; Tick; Hemolymph.
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1 INTRODUCAO

O isolamento e consequentemente a caracterizacdo do agente etioldgico responsavel pela
borreliose de Lyme-simile Brasileira, ainda € um grande desafio no Brasil. Ainda ndo sabemos se
pertence ao complexo Borrelia burgdorferi sensu lato (sl) e/ou subtipos de B. burgdorferi sensu
stricto (ss) ou ainda se sdo do grupo de espiroquetas relacionadas a febre recorrente epidémica.
Espiroguetas ja foram evidenciadas e detectadas no Pais, em carrapatos, animais e em humanos
(Lopes,et al., 2017, Rezende, et al., 2008, 2016,Goncalves et al. 2013, Mantovani et al., 2012, ,
Madureira, 2007). As bactérias Borrelia spp. sdo transmitidas para humanos, animais domésticos e
silvestres por carrapatos da familia Ixodidae. O Estado de Mato Grosso do Sul (MS), com um rebanho
estimado de 21,8 milhdes de cabecas, tem na bovinocultura, uma das principais atividades
econémicas. Ademais, ndo € conhecida a importancia epidemioldgica da infeccdo por Borrelia spp.
em bovinos no nosso meio.

As diferentes espécies de espiroquetas dentro do género Borrelia foram classificadas de
acordo com a especificidade da relacdo parasita-vetor-hospedeiro (HOOGSTRAAL, 1985), porém,
existem espiroquetas que ndo sdo transmitidas por uma Unica espécie de vetor, assim como, nao
infectam uma Unica espécie de hospedeiro. Desta forma, atualmente sua identificacdo ocorre pela
associacao entre estudos bioldgicos, bioquimicos e moleculares (BARBOUR; HAYES, 1986). Todas
as espécies descritas possuem formato helicoidal que pode variar de 3 a 10 espiras, medem de 4 a 30
pum e se reproduzem por fissdo binaria transversal (AUSTIN, 1993).

Nos carrapatos, Borrelia sp. sdo primeiramente parasitas da superficie celular, capazes de
ocasionar invasao intracelular, e a dindmica do tropismo e sua subsequente invasdo no tecido do
carrapato varia entre espécies de borrelias (BURGDORFER 1989). A borrelia nos ovarios invade a
gema do o6cito a partir da hemolinfa, antes da formacdo da casca dos ovos. A transmissao
transovariana pode ser muito eficiente, passagens acima de 5 a 9 geracdes de carrapatos tém sido
documentados em laboratério (BALASHOV 1968). Em Borrelia theileri agente da borreliose bovina,
ocorre a penetracdo no intestino apos ingestéo, e a invasao de orgdos internos é intensiva, em contraste
com B. burgdorferi que permanece principalmente no limem do intestino ao longo da superficie
microvilar das células do intestino (BURGDORFER et al., 1989;).

Os hemdcitos dos carrapatos sao celulas vacuolizadas, responsaveis por fagocitar bactérias e
protozoarios, assim como a saliva, servem como células hospedeiras de uma variedade de
microrganismos que se desenvolvem em carrapatos. Poucos sd&0 0S encontros em exames
parasitologicos de Borrelia spp. em carrapatos. Objetivou-se, com este estudo, identificar Borrelia

spp. na hemolinfa de fémeas do carrapato Rhipicephalus microplus.
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Foram coletadas fémeas ingurgitadas de carrapatos R. microplus de animais bovinos
provenientes da fazenda Avai, do municipio de Nioaque, Mato Grosso do Sul. As fémeas foram
lavadas com agua, desinfectadas superficialmente com alcool a 70°, apds foram secas com gases e
transferidas para uma placa de Petri e em seguida incubadas para realizacdo da postura. A seguir do
inicio da postura, de 3 dias, a extracdo de hemolinfa foi realizada a partir de seccdo dos primeiros
pares de patas com auxilio de uma tesoura oftalmica ou através de perfuracdo superficial na regido
dorsal com auxilio de agulha de insulina. Gotas da hemolinfa foram transferidas para uma lamina de
vidro, apés a secagem das amostras, estas foram fixadas com metanol e coradas com May Grunwald-
Giemsa. As laminas coradas foram observadas em microscopio de luz, objetiva de 100x.

Apo0s observacao das laminas coradas, constatou-se a presenga de espiroquetas Borrelia spp,
infectando naturalmente os carrapatos. O local de estudo, provavelmente mantem o ciclo desta
bactéria, pois conforme Quinn, et. al., (2002) a manutencdo de Borrelia burgdorferi em uma
determinada regido depende da presenca de hospedeiros reservatérios adequados e de hospedeiros de
manutencdo de carrapatos. A literatura reforca a presenca desta espiroqueta em carrapatos, pois
borrelias tem o ciclo transovariano em muitas espécies de carrapato. A borrelia nos ovarios invade a
gema do odcito a partir da hemolinfa, antes da formacdo da casca dos ovos. Durante o
desenvolvimento embrionério, espiroquetas migram da regido da gema para o glanglio (BARBOUR;
HAYES, 1986). Com os exames da hemolinfa e ovos macerados, corados com Giemsa foi possivel a
visualizacdo das espiroquetas em R. microplus no Brasil (MARTINS, et. al., 1996; REZENDE et al.,
2008). Considerando o exame morfolégico do microrganismo e sua visualizagdo em R. microplus
sugere ser Borrelia spp e/ou B. theileri. Entretanto, a partir deste resultado parcial, propde-se a

caracterizacdo molecular para melhor identificar qual espécie é circulante em nossa regido.
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Figuras. — Espiroqueta Borrelia spp., em laminas de hemocitos- 4 dias de postura das fémeas de R.

microplus
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