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SUMARIO: Acaros do género Railliefia coletados do conduto auditivo externo de bovines, bubalinos
e caprinos apresentaram-se cobertos com particulas de secregao purulenta, dificultando a andlise
ao microscopio eletrénico de varredura. Banhos em solugéo fisiolégica, lavagem em solugao de
detergente a 10% e passagem em ultrassom, apds a fixagao em alcool 70%, nao foram suficientes
para uma boa limpeza destes espécimes. Os adultos jovens de &caros obtidos em condigbes de
laboratério, sem o contato com a secre¢@o do conduto auditivo externo dos hospedeiros, foram
considerados os melhores exemplares para o estudo através do MEV.
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Os dcaros do género Raillietia Troucssart, 1902, conhecidos
como parasitos do conduto auditivo externo e da superficic
cxtema da membrana timpanica de ruminantes domésticos e
selvagens, v8m merecendo, cada vez muis, a aten¢io dos
pesquisadores, pois destacam-se entre as causas parasildrias
da otite bovina (LEITE er alif, 1989b), embora sua
importincia econdmica nie tenha sido estudada.

No que sc refere & microscopia eletrdnica de varredura
(MEV), método que a partir da década de 60 vem se
incorporando & rotina dos acarologistas "por permitir um
melhor estudo ¢ interpretagio das cstruturas dos 4caros” (DE
LA CRUZ & ESTRADA PENA, 1992), nada foi feito com
as espécies de Raillierin, com cxceciio dos trabalhos de
FLRRY et alii (1993a,b).

Este trabalho, portunte, teve como objetivo desenvolver uma
metodologia para estudos dos dcaros do género Raillietia ao
MEV.

Os dcaros toram coletados do conduto auditivo externo de
bovinos abatidos em matadouro e de bovinos ¢ caprinos
vivos de acordo com os métodos preconizados por LEITE et
alil (1989a).

Os dcaros coletados pela manha foram mantidos em solugdo
fisiolégica & temperatura ambiente e a seguir transportados
para o laboratério. Durante a tarde, com auxilio de um pincel
{n2 0, marca TIGRE) com cerdas finas e macias, os 4caros

foram scparados do cerume ¢ secrecdes advindas da coleta e
lavados, um & um, em cinco plucas de Petri contendo
solugéo fisiolégica. Os dcaros permaneceram cerca de cinco
minutos em cada placa. A seguir estes foram lavados em
mais trés placas de Petri contendo solugio a 10% de
detergente comercial neutro (ODD ncutro, ORNIEX S/A
Ind. Brasil.). Nesta etapa, os dcaros eram cuidadosamente
manipulados com o pincel. Os dcaros permaneceram cerca
de 10 minutos em cada placa.

s dcaros, ainda vivos, finalmente foram lavados em muais
cinco placas de Petri contendo solugdo fisiolégica 0,9%,
ficando dez minutos em cada passagem.

Com a intengio de obter Acaros mais limpos, melhorando
assim a qualidade das amostras, larvas de Raillietia foram
coletadas do conduto auditivo cxterno dos bovinos ¢ foram
criadas, em laboratorio, até a fase de adultos jovens,
conforme os métodos sugeridos por FONSLECA & FACCINI
(1985), dispensando-se os procedimentos supracitados, bem
como a limpeza por ultrassom.

O fixador utilizudo que melhor prescrvou as estruturas dos
dcaros, para andlise ao MEV, foi o dlcool etilico 70%
(DEUNFF, 1982).

Os dcarvs, 48 horas apds a fixagdo, receberum tratamento
com ultrassom (DEUNFF, 1982) (THORTON. INPEC
Eletronica Ltda, SP.}, 60 hertz. por um minuto.
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Fig. 1. Niveis de limpeza utilizados em acaros do género Aailfietia para microscopia eletronica de varredura: A) posicac do gnatotectum
{seta) em relag@o ao igiossoma, A. fiechtmanni (450X); B) gnatotectum ndo submetide a limpeza, R. auris (2.000X); C) submetidos a
limpeza, R. flechtmanni (2.700X); D) criados antificialmente em laboratorio, R. flechtmanni {1.500X).

Cerca de 48 horas apos a fixagiio os dcaros foram lavados
em solugio tampdo fosfato 0,1 M pH 7.2 e a seguir, foram
pos-fixados com tetroxido de dsmio 1% (ANDRE &
REMACLE, 1984), em solugio aquosa, por uma hora, Apds
este periodo, procedeu-se uma nova lavagem em solugio
tampiio ¢ imediatamente  iniciou-se¢ o processo  de
desidratagdio.

Procedeu-se u desidratagiio da seguinte maneira: dlcool 70%,
alcool 80%, 90%. e duas dlcool

alcoul passagens cm

absoluto, dlcool absoluto-acetona 31, dlcoo!
absoluto-acetona  1:1.  dlcool  absoluto-acetona  1:3 ¢
finatmente duas passagens em acetona. s dcaros

permanceeram cerca de 30 minutos em cada passagem.

O ponto critico fol oblido em cimara pressurizada (BIO
RAD E 3.000 Critical Point Dryer) em €Oz liquido a 120
atmosferas por uma hora (ANDRE & REMACLE, 1984).

Os deuros foram colados aos suporles porla amostras. A
adesio dos mesmos foi feita com fita adesiva de fuce dupla

Rev. Bras. Parasitol. Vet., 3, 1, 65-68 (1894} .
(Brazil. J. Vet. Parasitol.}



Método de preparo de Raiilietia para MEV.

(MAHR, 1979), metalizados com oura e examinados ao
MLYV.

As  téenicas  convencionais  descritas  na  lilcratura e
relacionadas ao cstudo dos dearos ao microscdpio eletrdnico
de varredura (MEV), niio se mostraram eficientes para o
estudo dos dcaros do género Ruaillietia, uma vez que estes
desenvolvem a maior parte do scu ciclo bioldgico no interior
do conduto auditivo externo dos bovinos, em contato com
uma exsudagfo descrita como ceruminosa, caseosa ou
purulenta (LEITE er alii. 1989b) que sdo dificeis de serem
removidas do tegumento dos mesmos.

Analisando-se os artigos publicados ¢ relacionados com o
estudo de dearos (EVANS & TILL, 1965, EVANS &
LOOTS. 1975: MAHR, 1979; DEUNLL, 19%2: ANDRE &
REMACLE. 1984; RAFFERTY & GRAY. 1987) ¢
carrapatos (DE LA CRUZ & ESTRADA-PENA, 1992) ao
MEV. obscrvou-se gue apesar de apresentarerm em linhas
gerais 0s mesmos principios metodoldgicos para preparo do
material a  ser existem
procedimentos usados por cada autor, uma vez que cada
espéeie analisada apresenta caracterfsticas praprias inerentes
as suas particularidades individuais e ao seu habitat.
Portanto, cada etapa do processumento dos dcaros do género
Raillietia para estudo wo MEV, foi desenvolvida apds
diversas tentativas, baseadas nos autores supracitados.

analisado. variagdes  nos

As larvas de dcaros do género Raillietia criadas em
laboratorio conforme FONSLCA & FACCINI (1983) foram
dispensadas dos procedimentos de limpeza ¢ passagem por
ultrassom porque o cerume, pus ¢ outras particulas aderidas
ao tegumento dos mesmos coletados em infestagdes naturais
loram perdidas com as ecdises das larvas. Os adulios jovens
estavam limpos, nio se observando particulas aderidas ao
regumento do dearo (Fig. 1D).

Para [lixagdo dos dearos foram testados wrés lipos de
fixaderes: a) Glutaraldeido 2,5% 0,1 M pH 7.2 conlorme
preconizadeo  por ANNDRE & REMACLE (1984) pura
Tetranychus wrticae (Tetranychidae: Actinedida), dcaros
fitéfagos: b) Alcool 70% conforme DEUNFF (1982) para
dcaros da familia Spinturnicidac (Gamasida), parasitos de
morcegos €, ¢) Glutaraldeido 2,5% + Paraformaldeido 4%
em tampdo cacodilato conforme a rotina de preparo de
malcrial para estudo ao MEV no laboratdrio de Parasitologia
do IBCCF-UFRI (DE SOUZA e1 alii, 1989).

Os resultados toram mais satisfatdrios nos espécimes fixados
pelo dlcool 70%, pois 0s mesmos apresentaram as cstruturas
mais fntcgras € menores distorgdes no idiossoma como
abaulamentos da cuticula, quebra de cerdas. cte. O uso de
dleool 70% para lixagdo dos dcaros do género Raillietic a
serem processados para MEV ¢ o método recomendado.

O ponto critico pura Raillietic foi realizade conforme
sugerido por ANDRE & REMACLE (1984) ¢ RAFFERTY
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& GRAY (1987) para 1.
respectivamente,

urticae ¢ Psoroptes  sp.
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SUMMARY

Raillietia mites colected from bovines, buffalos and caprines
external ear canal arc covered by an aural secretion which
make them useless for scanning clectron microscopy
examinution. Washing in 0.9% saline solution and 10%
neutral detergent solution, fixating in 70% ethyl Alcohol and
then cleanning in an ultrasonic cleaner did nol remove
totally the host aural sceretion. The young adult mites bred
in laboratory conditions, without contact with host aurai
secretions. were beter for SEM studies.
KEY WORDS: Acari, Gamasida,
microscopy, methods.

scanning  clectron
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