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The aim of the present work was to report the occurrence of Borrelia spp. in embryonic cell cultures from
naturally infected Boophilus microplus. Seven days after the beginning of a primary culture of embryonic cells of
B. microplus at 31°C was noted that the cells start suffering degeneration. Under examination at phase contrast
microscope, the presence of prolongated microorganisms with great mobility was detected. Microscopic slides of
the culture supernatant, hemolymph and egg mass, were stained by May Grinwald-Giemsa, allowing the visualization
of the spirochetes. The morphologic examination of the microorganism and its visualization in. B. microplus,
suggest to be Borrelia spp.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo reportar a ocorréncia
de Borrelia spp. em culturas de células embrionarias de
Boophilus microplus infectados naturalmente. Sete dias apds
o inicio de uma nova cultura primaria de células embrionéarias
do carrapato B. microplus, incubadas a 31°C, notou-se que as
células comecaram a degenerar. Ao exame em microscopio
de contraste de fase detectou-se a presenca de microrganis-
mos alongado e com grande mobilidade. Ldminas de micros-
copio confeccionadas com amostras do sobrenadante da cul-
tura, hemolinfa e massa de ovos, coradas pelo May Grunwald-
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Giemsa, permitiram a visualizacdo de espiroquetas. O exame
morfolégico do microrganismo e sua visualizagcdo em B.
microplus sugere ser Borrelia spp.

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

Borrelia spp Swellengrebel, 1907 sdo bactérias do grupo
das espiroquetas, agentes etioldgico da doenca de Lyme, trans-
mitidas para humanos, animais domésticos e silvestres, por
artrépodes hemat6fagos. A primeira observacdo de
espiroquetas no sangue de ruminantes foi registrada por Arnold
Theiler em 1902, na Africa do Sul, denominado B. theileri
Laveran (1903). E transmitida por carrapatos ixodideos, prin-
cipalmente B. microplus (SMITH; ROGERS, 1998). Outras
duas espécies de Borrelia que infecta ruminante sdo B.
coriaceae que causa o aborto epizod6tico bovino, e ttm como
vetor Ornithodorus coriaceus e a B. burgdorferi responsavel
pela borreliose de Lyme, que também acomete 0 homem, seus
vetores sdo Ixodes spp. e Amblyomma americanum Soares et
al. (2000).
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Poucas espécies de Borrelia tém sido cultivadas in vitro
em meio liquido, porém baixos niveis de crescimento sdo
obtidos (KRIEG et al., 1984).

O Estado de Mato Grosso do Sul (MS), com um rebanho
estimado de 25 milh8es de cabegas, tem na bovinocultura, uma
das principais atividades econdmicas. Ademais, ndo é conheci-
da a importancia epidemiolégica da infeccao por Borrelia spp.
em bovinos no nosso meio. O objetivo deste trabalho foi repor-
tar a ocorréncia de Borrelia spp. em culturas de células embri-
onarias de B. microplus infectadas naturalmente.

Cultura primaria de células embrionaria do carrapato B.
microplus, segundo metodologia Yunker (1987), eram
mantidas no laboratdrio de hemoparasitologia da Embrapa
Gado de Corte — MS, provenientes de uma col6nia de B.
microplus, livre de hemoparasitos. Com sete dias de cultivo,
as células embrionarias apresentaram-se degeneragdo celular.
Ao exame em microscopio de contraste de fase detectou-se a
presenca 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% fragédo V de
albumina bovina e antibiético gentamicina 50.000ug/ml, e
pH 6.8, incubada em estufa tipo BOD, a 31°C. O meio de
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Figura 1. Bor

cultura extraido semanalmente do cultivo, foi centrifugado a
5729 por 8 minutos. O sobrenadante foi descartado e uma
gota do sedimento transferida, para uma lamina de microsco-
pio, cobrindo-se com laminula. O material foi examinado a
fresco em microscopio Optico de contraste de fase com obje-
tiva de 100X e ocular de 10X. Uma gota foi distribuida sobre
lamina, fixada com alcool metilico, e corada com May-
Grlnwald/Giemsa, sendo observada com objetiva 100X de
imersdo e ocular de 10x. Teledginas caidas dos bezerros
estabulados (trés animais de raga holandesa), apds a conclu-
sdo do ciclo parasitario foram, inicialmente, lavadas com agua.
Na capela de fluxo laminar vertical as teledginas foram su-
perficialmente esterilizadas segundo metodologia de Yunker
(1987). Apos, colocadas em placas de Petri e incubadas em
estufa a 28 °C e 80% de umidade relativa. Procederam-se o0s
exames de hemolinfa e da massa ovigera de um grupo de 30
teledginas. Gotas de hemolinfa, de cada teledgina, foram co-
Ihidas diariamente no periodo de um a 12 dias p6s-replecéo.
Grupos de cinco ovos foram macerados, sendo removidas as
cascas. As laminas foram fixadas com &lcool metilico e cora-
do com May-Grinwald/Giemsa. Dos animais doadores de
carrapato, realizou-se esfregaco de sangue, fixando com
metanol e corado com May-Griinwald/Giemsa.

B. microplus GIEMSA (100x). (D) em sobrenadante de cultura de células— Lamina a fresco, (100x).
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O exame de hemolinfa resultou positivo para a espirogqueta
Borrelia spp. em seis teledginas no 10° dia pos-replecao (
Figura 1A). O exame dos ovos das teledginas foi positivo do
primeiro ao sexto dia apos postura (Figura 1B). Nas prepara-
¢Oes do sobrenadante do meio de cultura das células embrio-
narias de B. microplus, tanto nas preparagdes coradas e a fres-
co, foram encontradas espiroquetas (Figura 1C e 1D). N&o
identificou-se espiroqueta nos esfregacos de sangue dos be-
zerros doadores dos carrapatos. As culturas de células embri-
onarias de B. microplus foram observadas em microscépio de
contraste de fase invertido, visualizando degeneracéo celular.

Somente na observacdo em contraste de fase, a espiroqueta
mostrou-se alongada com muita mobilidade, embora sem
espiras. Contudo o grupo das Borrelia spp. sdo mais
pleomorficos do que Leptospira spp. e Treponema spp.
(SMITH; ROGERS, 1998). Estas bactérias distinguem-se mor-
fologicamente dos demais géneros da familia Spirochaetaceae
por serem maiores, possuirem maior nimero de flagelos
periplasmaticos e menor nimero de espiras (QUINN et al.,
1994). Até o presente, ndo ha registros de encontro de Borrelia
spp. em cultivo de células de carrapatos infectado naturalmen-
te. Ademais nenhum relato deste género no Estado de MS.

No Brasil s&o poucos relatos de achados de espiroquetas do
género Borrelia spp. embora seja grande a distribuicéo geogra-
fica tanto de hospedeiros vertebrados como invertebrados para
este género. Embora, Martins et al. (1996), observaram B.
theileri em exames de hemolinfa de uma fémea de B. microplus.
Fizeram identificacdo desta espiroqueta como B. theileri, que
foi seguida dos achados de alguns autores e levando em consi-
deracdo o carrapato vetor e as caracteristicas morfologicas do
organismo espiralado. A espiroquetose dos ruminantes é cos-
mopolita, ocorrendo em todas as regides onde existem seus
potenciais transmissores (VIVAS et al., 1996). AReplicacdo 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 interpretacdo de dados ex-
perimentais e de diagnostico sorolégico, sendo provavelmente
endémico em populag@es 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
etal. (1993). Ainda, Kurtti et al. (1993), relatam que o cultivo
de tecidos de carrapatos pode contribuir para esclarecimento
dos mecanismos de aderéncia celular, migracdo dentro do
hospedeiro, mecanismos de transmissdo e a interacdo da
espirogqueta com células do hospedeiro. Ademais, espiroqueta
ndo parece ser altamente especifica, embora tém sido obser-
vadas diferencas em suas afinidades por células embrionarias
de diferentes espécies de carrapatos (KURTTI et al. ,1993).

Rezende et al.

Com base na visualizacdo da espiroqueta no carrapato
vetor, sugere-se que 0 microrganismo encontrado pertence ao
género Borrelia. E necessaria uma caracterizacio
morfogenética, para identificacdo da espécie. Foi possivel tam-
bém observar transmissdo transovariana desta espiroqueta.
Desta forma, as células embrionarias de B. microplus tém
potencial para serem utilizadas como substrato para o cultivo
de Borrelia spp.
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