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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo reportar a ocorrência
de Borrelia spp. em culturas de células embrionárias de
Boophilus microplus infectados naturalmente. Sete dias após
o início de uma nova cultura primária de células embrionárias
do carrapato B. microplus, incubadas a 31°C, notou-se que as
células começaram a degenerar. Ao exame em microscópio
de contraste de fase detectou-se a presença de microrganis-
mos alongado e com grande mobilidade. Lâminas de micros-
cópio confeccionadas com amostras do sobrenadante da cul-
tura, hemolinfa e massa de ovos, coradas pelo May Grünwald-

Giemsa, permitiram a visualização de espiroquetas. O exame
morfológico do microrganismo e sua visualização em B.
microplus sugere ser Borrelia spp.

PALAVRAS-CHAVE: Borrelia spp, carrapato, cultivo celu-
lar, hemolinfa.

Borrelia spp Swellengrebel, 1907 são bactérias do grupo
das espiroquetas, agentes etiológico da doença de Lyme, trans-
mitidas para humanos, animais domésticos e silvestres, por
artrópodes hematófagos. A primeira observação de
espiroquetas no sangue de ruminantes foi registrada por Arnold
Theiler em 1902, na África do Sul, denominado B. theileri
Laveran (1903 ).  É transmitida por carrapatos ixodídeos, prin-
cipalmente B. microplus (SMITH; ROGERS, 1998). Outras
duas espécies de Borrelia que infecta ruminante são B.
coriaceae que causa o aborto epizoótico bovino, e têm como
vetor Ornithodorus coriaceus e a B. burgdorferi responsável
pela borreliose de Lyme, que também acomete o homem, seus
vetores são Ixodes spp. e Amblyomma americanum Soares et
al. (2000).
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Ocorrência de Borrelia spp. em cultura de células embrionárias do carrapato Boophilus microplus no estado do Mato Grosso do Sul

Poucas espécies de Borrelia têm sido cultivadas in vitro
em meio liquido, porém baixos níveis de crescimento são
obtidos (KRIEG et al., 1984).

 O Estado de Mato Grosso do Sul (MS), com um rebanho
estimado de 25 milhões de cabeças, tem na bovinocultura, uma
das principais atividades econômicas. Ademais, não é conheci-
da a importância epidemiológica da infecção por Borrelia spp.
em bovinos no nosso meio. O objetivo deste trabalho foi repor-
tar a ocorrência de Borrelia spp. em culturas de células embri-
onárias de B. microplus infectadas naturalmente.

Cultura primária de células embrionária do carrapato B.
microplus, segundo metodologia Yunker (1987), eram
mantidas no laboratório de hemoparasitologia da Embrapa
Gado de Corte – MS, provenientes de uma colônia de B.
microplus, livre de hemoparasitos. Com sete dias de cultivo,
as células embrionárias apresentaram-se degeneração celular.
Ao exame em microscópio de contraste de fase detectou-se a
presença de microrganismos alongados e com grande mobili-
dade. A cultura de células era mantida em meio Leibovitz’s
(L-15) com glutamina, suplementado com 10% de caldo
triptose fosfato, 20% de soro fetal bovino, 0,1% fração V de
albumina bovina e  antibiótico gentamicina 50.000ug/ml, e
pH 6.8, incubada em estufa tipo BOD, a 31°C. O meio de

cultura extraído semanalmente do cultivo, foi centrifugado a
572g por 8 minutos. O sobrenadante foi descartado e uma
gota do sedimento transferida, para uma lâmina de microscó-
pio, cobrindo-se com lamínula. O material foi examinado a
fresco em microscópio óptico de contraste de fase com obje-
tiva de 100X e ocular de 10X. Uma gota foi distribuída sobre
lâmina, fixada com álcool metílico, e corada com May-
Grünwald/Giemsa, sendo observada com objetiva 100X de
imersão e ocular de 10x. Teleóginas caídas dos bezerros
estábulados (três animais de raça holandesa), após a conclu-
são do ciclo parasitário foram, inicialmente, lavadas com água.
Na capela de fluxo laminar vertical as teleóginas foram su-
perficialmente esterilizadas segundo metodologia de Yunker
(1987).  Após, colocadas em placas de Petri e incubadas em
estufa a 28 °C e 80% de umidade relativa. Procederam-se os
exames de hemolinfa e da massa ovígera de um grupo de 30
teleóginas. Gotas de hemolinfa, de cada teleógina, foram co-
lhidas diariamente no período de um a 12 dias pós-repleção.
Grupos de cinco ovos foram macerados, sendo removidas as
cascas. As lâminas foram fixadas com álcool metílico e cora-
do com May-Grünwald/Giemsa. Dos animais doadores de
carrapato, realizou-se esfregaço de sangue, fixando com
metanol e corado com May-Grünwald/Giemsa.

Figura 1. Borrelia spp. (A) em hemolinfa de B. microplus, (B) em ovos macerado de B. microplus, (C) em sobrenadante da cultura de células
B. microplus GIEMSA (100x). (D) em sobrenadante de cultura de células– Lâmina a fresco, (100x).
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O exame de hemolinfa resultou positivo para a espiroqueta
Borrelia spp. em seis teleóginas no 10º dia pós-repleção (
Figura 1A ). O exame dos ovos das teleóginas foi positivo do
primeiro ao sexto dia após postura (Figura 1B). Nas prepara-
ções do sobrenadante do meio de cultura das células embrio-
nárias de B. microplus, tanto nas preparações coradas e a fres-
co, foram encontradas espiroquetas (Figura 1C e 1D). Não
identificou-se espiroqueta nos esfregaços de sangue dos be-
zerros doadores dos carrapatos. As culturas de células embri-
onárias de B. microplus foram observadas em microscópio de
contraste de fase invertido, visualizando degeneração celular.

Somente na observação em contraste de fase, a espiroqueta
mostrou-se alongada com muita mobilidade, embora sem
espiras. Contudo o grupo das Borrelia spp. são mais
pleomórficos do que Leptospira spp. e Treponema spp.
(SMITH; ROGERS, 1998). Estas bactérias distinguem-se mor-
fologicamente dos demais gêneros da família Spirochaetaceae
por serem maiores, possuírem maior número de flagelos
periplasmáticos e menor número de espiras (QUINN et al.,
1994). Até o presente, não há registros de encontro de Borrelia
spp. em cultivo de células de carrapatos infectado naturalmen-
te. Ademais nenhum relato deste gênero no Estado de MS.

No Brasil são poucos relatos de achados de espiroquetas do
gênero Borrelia spp. embora seja grande a distribuição geográ-
fica tanto de hospedeiros vertebrados como invertebrados para
este gênero. Embora, Martins et al. (1996), observaram B.
theileri em exames de hemolinfa de uma fêmea de B. microplus.
Fizeram identificação desta espiroqueta como B. theileri, que
foi seguida dos achados de alguns autores e levando em consi-
deração o carrapato vetor e as características morfológicas do
organismo espiralado. A espiroquetose dos ruminantes é cos-
mopolita, ocorrendo em todas as regiões onde existem seus
potenciais transmissores (VIVAS et al., 1996). A Replicação de
B. theileri em carrapato B. microplus mostra ser maior, do que
em sangue de bovinos (SMITH; ROGERS, 1998). Borrelia
theileri é importante por infectar hospedeiros vertebrado e
invertebrado podendo interferir na interpretação de dados ex-
perimentais e de diagnóstico sorológico, sendo provavelmente
endêmico em populações de uma ou mais espécies de carrapa-
to e seus hospedeiros do mundo todo (SMITH et al., 1978).

Crescimento de B. burgdorferi inoculadas em células de
linhagem de Rhipicephalus sanguineus foi relatado por Kurtti
et al. (1993). Ainda, Kurtti et al. (1993), relatam que o cultivo
de tecidos de carrapatos pode contribuir para esclarecimento
dos mecanismos de aderência celular, migração dentro do
hospedeiro, mecanismos de transmissão e a interação da
espiroqueta com células do hospedeiro. Ademais, espiroqueta
não parece ser altamente específica, embora têm sido obser-
vadas diferenças em suas afinidades por células embrionárias
de diferentes espécies de carrapatos (KURTTI et al. ,1993).

 Com base na visualização da espiroqueta no carrapato
vetor, sugere-se que o microrganismo encontrado pertence ao
gênero Borrelia. É necessária uma caracterização
morfogenética, para identificação da espécie. Foi possível tam-
bém observar transmissão transovariana desta espiroqueta.
Desta forma, as células embrionárias de B. microplus têm
potencial para serem utilizadas como substrato para o cultivo
de Borrelia spp.
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