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RESUMO

Madureira, Renata Cunha. Freqiiéncia de anticorpos homélogos anti-Borrelia
burgdorferi em eqiiinos dos municipios de Trés Rios, Vassouras e Valenca,
Estado do Rio de janeiro. Seropédica: UFRRJ, 2004. 40p. (Dissertagao, Mestrado
em Ciéncias Veterindrias, Parasitologia Veterinaria).

Borreliose de Lyme ¢ uma espiroquetose transmitida por carrapatos, de ampla
distribuicdo geografica, que acomete animais domésticos ¢ o homem, tendo como
reservatorio animais silvestres. Em todos os hospedeiros pode evoluir de forma
assintomatica ou produzir doenca de carater multissistémico. Nos eqiiinos, esta
borreliose tem sido responsabilizada por sintomas dermatoldgicos, oftalmolégicos,
neurologicos e articulares, sendo a artrite e poliartrite os sinais mais comuns. O
presente estudo teve como objetivo determinar a freqiiéncia de eqiiinos
soropositivos de trés municipios do Estado do Rio de Janeiro para Borrelia
burgdorferi, por meio de inquérito soroepidemiolodgico utilizando o ensaio de
imunoadsor¢do enzimatica (ELISA) indireto. Procedeu-se a analise sorologica de
769 soros de eqiiinos, onde 431 eram do municipio de Trés Rios, 316 eram de
Vassouras e 22 eram do municipio de Valenga. Um total de 216 (28,1%) animais
foram positivos para borreliose de Lyme. Destes, 169 (22%) apresentaram titulo de
1:400, 37 (4,8%) titulo de 1:800, 7 (0,9%) titulo de 1:1600, 2 (0,3%) titulo de
1:3200 e 1 (0,1%) titulo de 1:6400. Os resultados observados foram similares aos
descritos nos EUA, onde foram relatadas freqiiéncias de soropositivos variando
entre 7 e 34% em eqliinos assintomaticos. Nao foram observadas diferencas
significativas quanto a raca, sexo e idade. A utilizacdo do ELISA indireto para
deteccao de anticorpos anti Borrelia burgdorferi latu sensu mostrou-se eficiente no
auxilio a inquéritos epidemioldgicos e diagnostico. A resposta humoral dos eqiiinos
estudados, apresentou bom reconhecimento antigénico para B. burgdorferi cepa
G39/40 e a freqiiéncia de soropositivos reforca a hipotese de ocorréncia de uma
borreliose semelhante a borreliose de Lyme no Estado do Rio de Janeiro.

Palavras chave: soroepidemiologia, ensaio imunoenzimatico, anticorpos



ABSTRACT

Madureira, Renata Cunha. Frequency of homologs antibodies against Borrelia
burgdorferi in found in equines from the municipalities of Trés Rios, Vassouras
and Valenca, state of Rio de Janeiro. Seropédica: UFRRJ, 2004. 40p (Dissertation,
Masters in Veterinary Sciences, Veterinary Parasitology).

Lyme Borreliosis is a widely distributed spirochetosis hosted by wild animals, which is
transmitted to domestic animals as well as man by ticks. It can either develop
asymptomatically or multisystemically. In the equines, this borreliosis has been
responsible for dermatologic, oftalmologic, neurologic and articular symptoms, with the
most common clinical symptoms being the arthrite and polyarthrite. The present study
aims to determine the frequency of equines tested positive in the three municipalities of
the state of Rio de Janeiro to Borrelia burgdorferi by means of a seroepidemiologic
inquiry utilizing the indirect Enzime-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). A
serologic analysis was conducted 769 equines specimens, where 431 were from the
municipality of Trés Rios, 316 were from Vassouras and 22 were from Valenga. A total
of 216 (28.1%) animals tested positve for Lyme borreliosis. Of these, 169 (22%)
presented a rate of 1:400, 37 (4.8%) a rate of 1:800, 7 (0.9%) a rate of 1:1600, 2 (0.3%)
a rate of 1:3200 and 1 (0.1%) a rate of 1:6400. The results observed were similar to
those found in the USA, where some frequencies of seropositive varying from 7 to 34%
were reported in asymptomatic equines. There have been no significant differences in
regards to race, gender or age. The utilization of the test ELISA indirect for detection of
anibodies against Borrelia burgdorferi latu sensu has been proved to be efficient in
assisting the epidemiologic inquiries and diagnosis. The humoral response of the
studied equines, presented good antigenic recognition to Borrelia burgdorferi cepa
G39/40 and the fequency of seropositives reinforces the hypothesis of occurrence of a
similar borreliosis to the Lyme borreliosis in the State of Rio de Janeiro.

Key words: seroepidemiology, enzyme immunoassay, antibodies
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1 INTRODUCAO

Borreliose ¢ uma enfermidade produzida por hemoparasitos do género Borrelia
e acomete diversas espécies de animais domésticos e silvestres, além do homem.
Ocorrem em todos os continentes do mundo e de acordo com a espécie, podem
determinar patologias severas levando inclusive ao Obito. A transmissdo desses
parasitos se da pela picada de carrapatos ou piolhos, 0s quais inoculam saliva infectada
nos hospedeiros vertebrados contaminando-os, € pode ocorrer também de forma passiva
através do liquido coxal (SOARES et al., 2000).

A borreliose de Lyme ¢ uma doenga infecto-contagiosa de carater sist€émico e
que tem, atualmente, como agentes descritos Borrelia burgdorferi ocorrendo em varios
continentes; Borrelia garinii BARANTON et al. (1992), Borrelia lusitaniae LE
FLECHE et al. (1997) e a Borrelia valaisiana WANG et al. (1997) ocorrendo na
Europa; Borrelia afzelli CANICA et al. (1993) na Europa e Japao; Borrelia japonica
KAWABATA et al. (1993) no Japdo; Borrelia miyamotoi na Asia POSTIC et al.
(1993); Borrelia andersoni MARCONI et al. (1995) e Borrelia lonestari BARBOUR et
al. (1996) na América do Norte e Borrelia bissetti POSTIC et al. (1998) nos Estados
Unidos da América. Esses agentes e suas variantes antigénicas sdo responsaveis pelos
varios espectros de apresentacdo clinica da borreliose de Lyme (BENNETT 1995;
SILVA & FIKRIG 1997). Na América do Sul, Australia e Africa o agente etioldgico da
borreliose de Lyme ainda nao foi isolado (YOSHINARI et al., 1997).

Somente em 1975 a etiologia desta enfermidade foi conhecida depois de
reportado em humanos de trés vilarejos de Connecticut, EUA. Nesta acasido, STEERE
et al. (1977a; 1977b) detectaram um surto de artrite associada a eritema cronico
migratério com histdrico de picadas por Ixodes dammini, sendo esta doenga denominada
de artrite de Lyme. BURGDORFER et al., em 1982, detectaram espiroquetas em 1.
dammini em &area endémica para essa artrite, ¢ em 1984, apds cultivo e classificacao,
JOHNSON et al. descrevem B. burgdorferi como agente da doenca de Lyme.

O agente etioldgico da borreliose de Lyme ¢ transmitido pela picada de
carrapatos Ixodideos e, experimentalmente, por carrapatos Argasideos, insetos
hemato6fagos ou ainda, por contato direto entre roedores (BURGESS, 1986; BUTTER &
DENMARK, 1990). Nos carrapatos este agente ¢ transmitido transovariana e
tansestadialmente. A borreliose de Lyme acomete cdes, gatos, bovinos, eqiiinos,
cervideos, roedores silvestres, aves e homem, constituindo-se em zoonose emergente.
Os animais silvestres sao reservatorios assintomaticos (SOARES et al., 2000).

Em determinada regido, o risco de infeccdo depende da concentracdo e estigio
do vetor no local, sendo o estigio de ninfa do carrapato o mais importante
epidemiologicamente. Outros fatores importantes sdo a concentragdo e a disponibilidade
dos reservatorios naturais.

A borreliose de Lyme ¢ de dificil diagndstico e o ensaio imunoenzimatico
(ELISA) ¢ um importante referencial para o seu estudo epidemiologico (STEERE,
1989; MAGNARELLI et al., 1995). Para suporte de diagnostico outras técnicas como
imunofluorescéncia, imunoblotting e a reacdo de polimerase em cadeia, tém sido
utilizadas (GRODZICKI & STEERE, 1988; LIEBLING et al., 1993).

No Brasil, estudos soroepidemiologicos da borreliose de Lyme foram realizados
em humanos (YOSHINARI et al., 1993; 1995), em caes (JOPPERT, 1995; SOARES et
al. 1999), em bovinos (FONSECA et al., 1996; ISHIKAWA, 2000), e em eqiiinos
(SALLES et al., 2002). A soroprevaléncia em todos os estudos apresentaram valores
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proximos aos reportados em areas endémicas na América do Norte (MAGNARELLI et
al., 1990; COHEN et al., 1992).

A borreliose de Lyme em eqiiinos sé estd bem definida nos EUA, onde foram
observado em arecas endémicas animais com dermatite nos membros, edema transitorio
das patas e poliartrites, sugerindo importantes implicagdes para a industria eqiiina no
futuro (COHEN et al.,1988)

O plantel de eqiiinos no Brasil, ¢ estimado em 5.801.055 cabecas. As regides
Sudeste e Nordeste sdo consideradas as principais produtoras desses animais com
respectivamente 1.634.182 e 1.403.297 cabecgas. O Estado do Rio de Janeiro possui
85.230 animais de acordo com o IBGE (2001). Os municipios de Vassouras, Valenca e
Trés Rios sdo considerados areas rurais com uma grande quantidade de fazendas. A
presenca de eqiiinos ¢ marcada tanto por animais mesticos para trabalho, quanto por
animais de raga para competi¢des e exposicoes.

O presente trabalho teve como objetivo determinar a freqiiéncia de animais
soropositivos de trés municipios do Estado do Rio de Janeiro para Borrelia burgdorferi
por inquérito soroepidemiologico utilizando o ensaio de imunoadsor¢do enzimatica
(ELISA) indireto.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Borrelia sp.

Borrelia sp. ¢ membro da ordem Spirochaetales, familia Spirochaetaceae. A
diferenciacdo morfologica entre as borrélias e os demais géneros desta familia pode ser
realizada pela morfometria, uma vez que estas sdo as maiores delas, e através de
microscopia eletronica, pela vizualizagao dos falagelos. As borrelias possuem maior
numero de flagelos periplasmaticos (15-20) e menor numero de espiras (PFISTER et al.,
1994); embora dentro de uma mesma espécie possa existir pleomorfismo, de acordo
com a cepa (BENNETT, 1995). Estas sao bactérias Gram negativas; microaerofilas e se
reproduzem por fissdo binaria transversal (AUSTIN, 1993). Crescem a temperatura de
33°C em meios artificiais e podem ser visualizadas a microscopia de campo escuro,
contraste de fase e em tecidos por impregnacdes a base de prata (BARBOUR &
HAYES, 1986; QUINN et al., 1994).

Os membros do género borrélias tém como principais vetores os carrapatos, mas
também podem ser transmitidas por piolhos (HOOGSTRAAL, 1979). Os carrapatos
responsaveis pela transmissdo das borrélias, podem ser tanto da familia Argasidae,
também conhecidos como carrapatos moles quanto da familia Ixodidae, chamados de
carrapatos duros. Entre os carrapatos Argasideos que transmitem espiroquetose nos
homens e animais tem-se diversas espécies do género Ornithodorus ¢ Argas. E entre os
carrapatos Ixodideos tem-se os géneros Ixodes, Amblyomma, Boophilus e Rhipicephalus
(SOARES, 1998). Dentre as espiroquetas apenas as borrélias s3o transmitidas por
ectoparasitas hematdfagos, porém em 1956 ocorreu a descri¢do de carrapatos da espécie
Ornithodorus turicata transmitindo Leptospira pomona (BURGDORFER, 1956).
Porém a relagdo parasita versus vetor ¢ tdo estreita que a espiroqueta pode ser isolada e
identificada com o auxilio do xenodiagnostico (APPEL et al., 1993).

HOOGSTRAAL (1979) afirmavou que os espiroquetideos viviam em simbiose
com seus vetores, mas posteriormente foi observado que macica infec¢do do carrapato
fémea por Borrelia sp. poderia leva-lo a infertilidade, havendo danos na formagao e
deposicao da cuticula do ovo (BURGDORFER et al., 1989).

Acreditava-se que a espiroqueta era inoculada junto com o refluxo intestinal do
carrapato. Foi, entdo descoberto que as borrélias comecam a se multiplicar no intestino
do carrapato, logo apds a fixagdo desse no hospedeiro vertebrado. Posteriormente
migram para hemocele disseminando-se pelos 6rgaos, chegando a glandula salivar onde
sdo inoculadas durante o periodo de osmorregulagdo (BENACH, et al., 1987; RIBEIRO
et al., 1987). Nos carrapatos argasideos a principal forma de transmissdo de borrélia ¢
através do liquido coxal, ocorrendo raramente transmissdo por via salivar
(BURGDOREFER et al., 1989).

DORWARD et al. (1991) encontraram B. burgdorferi na urina, sangue,
fragmentos de bexiga, bago, figado e cérebro de roedores experimentalmente infectados,
além de urina e sangue de humanos e cdes que apresentavam manifestacdes clinicas
compativeis com borreliose de Lyme. Isto indica que a transmissao desse espiroquetideo
pode ocorrer através de transfusdo sangiiinea ou transplante de tecido. A transmissao
congénita em caes, também ja foi relatada (GUSTAFSON et al., 1993).



2.2. Borreliose em animais e humanos

Borrelia theileri ¢ um espiroquetideo comum de bovinos e eqiiinos em paises
tropicais. Esta espécie também pode ser encontrada parasitando ovinos e cervideos
(SMITH et al., 1998). A maioria dos autores que descreveram espiroquetas do género
Borrelia em bovinos consideraram-na como sendo B. theileri, porém a diferenciacdo
bioquimica entre as diferentes espécies de Borrelia e identificagdo sorologica sdo
dificeis devido a variagdo antigénica (HADANI et al., 1985). Torna-se necessario para
defini¢ao da espécie levar-se em conta o carrapato vetor, os hospedeiros, a infectividade
em animais de laboratorio, além das caracteristicas morfologicas das espiroquetas
(MARTINS et al., 1996).

Existem relatos incriminando o carrapato B. microplus como vetor de B. theileri,
na Australia e Africa do Sul (CALLOW, 1967), no Brasil (MARTINS et al., 1996) e
Meéxico (VIVAS et al., 1996). Outras espécies de carrapatos também j& foram descritas
como vetores de B. theileri, como Boophilus decoloratus, Boophilus annulatus,
Rhipicephalus evertsi, Ixodes ricinus € Haemaphisalis cinnabarina punctata (VIVAS et
al., 1996). SMITH et al., (1978) observaram o tropismo dessa espiroqueta pelos
hemocitos, ovario e ganglio central de B. microplus e sugeriram a glandula salivar como
o primeiro 6rgdo invadido pela espiroqueta, logo apds o inicio do repasto sanguineo,
porém aparentemente nenhum tipo de prejuizo ao carrapato foi observado, evidenciando
um relacionamento benigno entre B. theileri ¢ o seu vetor (MARTINS et al., 1996).

A transmissdo de B. theileri para o hospedeiro vertebrado ocorre apenas pelos
estagios de ninfa e adulto. Apesar de ocorrer a transmissdo transovariana, acredita-se
que a larva ¢ incapaz de transmitir a espiroqueta por poucas delas conseguirem invadir a
glandula salivar, tornando-se dificil a sua transmissdao (SMITH et al., 1978, SMITH &
ROGERS, 1998).

Outra espiroqueta que acomete bovinos ¢ Borrelia coriacae, causadora do aborto
epizodtico bovino, e que também pode acometer cervideos, transmitida por
Ornithodorus coriaceus (SOARES et al., 2000).

Nas aves, as borrélias determinam uma doenga denominada espiroquetose
aviaria, causada pela Borrelia anserina transmitida pelos carrapatos do género Argas. E
em humanos existe o grupo da Borrelia recurrentis causando a febre recurrente humana
que tem como vetor os carrapatos do género Ornithodorus. Espiroquetas do grupo da
febre recurrente, Borrelia parkeri-Borrelia turicatae, também ja foram associadas a
aborto em éguas, nos EUA (WALKER et al., 2002).

2.2.1. Borreliose de Lyme

Borrelia burgdorferi é o agente da borreliose de Lyme, também conhecida como
espiroquetose ou doenca de Lyme. Esta ¢ a mais importante das borrelioses por ser uma
doenca de carater sistémico e por se tratar de uma zoonose, tendo como vetor os
carrapatos da familia Ixodidae. Os animais domésticos atuam como carreadores de
vetores as areas domiciliares (ANDERSON, 1988), enquanto os silvestre caracterizam-
se como reservatdrios naturais, nao apresentando sintomatologia clinica.

Os primeiros indicios da borreliose de Lyme foram reportados na Europa, por
BUCHWALD em 1883 que descreveu uma atrofia de pele em humanos de carater
idiopatico, sendo mais tarde denominado de Acrodermatite Atrofica Cronica, por
HERXHEIMER & HARTMAN. Em 1902, AFZELIUS demonstrou esta lesdo associada
a picada de Ixodes ricinus, referindo-a como eritema migratorio. GARIN &
BUJADOUX, em 1922, observaram meningorradiculite e eritema em pacientes com
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histérico de picada por Ixodes hexagonus, sugerindo que o quadro poderia ter sido
causado por espiroqueta.

Viérias pesquisas foram realizadas com o intuito de se conhecer mais sobre a
etiologia desta enfermidade, até que em 1975, na comunidade de Lyme, Connecticut,
EUA, o Dr. Allen C. Steere, reumatologista do Departamento de Medicina Interna da
Universidade de Yale, New Haven, acompanhou um grupo de criancas apresentando
sintomas similares a Artrite Reumatoide Juvenil associada ao eritema, com historico de
picadas de I. dammini. STEERE et al. (1977a; 1977b) denominaram a enfermidade
observada de artrite de Lyme, descrevendo as manifestagdes e caracterizando-a como
enfermidade sisttmica. BURGDORFER et al. (1982) detectaram espiroquetas em /.
dammini, de uma area endémica para esta artrite, e apos cultivo e classificacgdo,
JOHNSON et al. (1984) descreveram B. burgdorferi como agente etiologico da
borreliose de Lyme.

Desde a primeira descricdo, hd trés décadas, esta enfermidade tem sido
assinalada em todo mundo, sendo descrita na América do Norte, América Central,
América do Sul, Asia, Africa, Europa e Austrélia; apresentando quadro clinico muitas
vezes distinto, porém sempre transmitida por carrapatos da familia Ixodidae e
determinada por Borrelia sp. (BARBOUR et al., 1986; KANTOR, 1994; BENNETT,
1995).

Em caes, o primeiro relato de borreliose foi descrito em um cdo Doberman de
trés anos, residente em area endémica para doenca de Lyme, em Nova York. Esse
animal apresentava dor nos quatro membro e febre. Foram realizados vérios exames
laboratoriais e pesquisa para Rickettsia sp.e Babesia sp., porém todos apresentaram-se
negativos. Em cultura de sangue, foi possivel isolar espiroquetas e através de sorologia
0 cdo apresentou-se positivo para Borrelia sp. (LISSMAN et al., 1984). Posteriormente
BURGESS (1986) isolou espiroquetas de cdes clinicamente sadios e sugeriu esses
animais como potenciais reservatorios para B. burgdorferi.

A transmissdo para os cdes ocorre pela picada de carrapatos infectados, sendo o
género Ixodes com as espécies 1. scapularis, I. pacificus e I. ricinus 0os mais importantes
vetores epidemiologicamente, mas Dermacentor variabilis e Amblyomma americanum
também transmitem (MATHER et al., 1994). A transmissdo pode ser dar realizada de
forma intrauterina, o que foi demonstrado experimentalmente em caes da raca Beagle
com B. burgdorferi (GUSTAFON et al., 1993).

Os sintomas clinicos primarios na borreliose canina envolvem uma sindrome
musculoesquelética, invariavel quanto a idade, raca ou sexo do animal, caracterizada
pelo comprometimento das articulagdes, principalmente carpiana e tarsiana, com quadro
de artrite progressiva (LISSMAN et al., 1984). Em conjunto com febre, letargia,
inapeténcia e dor articular (MAGNARELLI et al.,, 1985); sendo freqiiente o
envolvimento de mais de uma articulagio (KORNBLATT et al., 1985; LEVY &
MAGNARELLI, 1992). Em casos cronicos podem ocorrer cardiopatias, havendo
bloqueio atrio-ventricular e alteragdo de ritmo (LEVY & DREESEN, 1992; AZUMA et
al, 1994; MCKENNA et al., 1995). No cdo como no homem, pode ocorrer uma
glomerulonefrite com espessamento glomerular, decorrido da deposicdo de
imunocomplexo (GREENE, 1990; DURAY, 1993).

A Dborreliose de Lyme em bovinos apresenta-se, em sua maioria, de forma
assintomatica, mesmo em animais provenientes de regides com soroprevaléncia alta
(BENXIU & COLLINS, 1994; FONSECA et al., 1995b; 1996; ISHIKAWA, 1996).

BURGESS, et al. (1988) isolaram B. burgdorferi da urina e colostro de bovinos
de uma regido do Estado de Wisconsin, onde ndo existe /. dammini, sugerindo a



infeccdo oral e através de dipteros hematofagos. Espiroquetas também foram isoladas
do fluido sinovial de animais com manqueira e aumento articular. Nesse mesmo estudo,
ainda foi isolado B. burgdorferi do sangue de um bezerro recém nascido e encontrado
anticorpos em um bezerro abortado, comprovando a transmissdo transplacentaria. A
presenca de espiroquetas no sangue de vacas que sofreram aborto sugere que a infec¢ao
por esse espiroquetideo cause problemas reprodutivos em vacas.

Outras manifestacdes clinicas também foram reportadas, como mialgia, febre,
laminite, queda de producdo (PARKER & WHITE, 1992; WELLS et al., 1993).
BLOWEY et al. (1994) e GRUND et al. (1995), detectaram na Europa ¢ América do
Norte a ocorréncia de dermatite digital como outro sinal ocasionado por B. burgdorferi.

MARCELIS et al. (1987) caracterizaram os eqiiinos como reservatorios para 5.
burgdorferi. Observaram também que a infec¢do por essa espiroqueta nesses animais
levava a quadro clinico.

Observou-se que animais sorologicamente positivos para B. burgdorferi em
areas endémicas para borreliose de Lyme, nos EUA, apresentavam hipersensibilidade da
pele, com perda de pélo e descamagdo nas areas onde previamente havia carrapato
fixado (MAGNARELLI et al., 1988).

COHEN, et al. (1988) realizaram inquérito soroldgico para B. burgdorferi e
relataram até 60% de animais positivos em areas endémicas, observando animais com
dermatite nos membros, edema transitdrio das patas e poliartrites, sugerindo importantes
implicagdes para a industria eqiiina no futuro. Ainda foi destacada a possibilidade desse
espiroquetideo ter entrado nos EUA através de eqiiinos vindos da Europa e alertaram
para o risco de introdug@o em areas livres através desses animais.

Perda de peso, claudicagdo esporadica, laminite, febre, aumento articular,
enrijecimento muscular, uveite anterior e sinais neurolégicos como depressdao, mudanca
de comportamento, disfagia, balanco de cabeca e encefalite também j& foram descritas
em eqiiinos (COHEN & COHEN, 1990; PARKER & WHITE, 1992).

BOSLER et al. (1988) analisaram por sorologia cavalos clinicamente sadios e
cavalos com clinica para borreliose de Lyme e alertaram para a possibilidade de animais
assintomaticos, soropositivos, ndo tratados, apresentarem manifestagdes clinicas
posteriormente.

A borreliose de Lyme em eqiiinos s6 esta bem definida nos EUA, demonstrando
positividade de 12 a 75% entre animais assintomaticos (MARCUS et al., 1985;
BERNARD et al., 1990; PARKER & WHITE, 1992).

ANDERSON et al. (1985) isolaram B. burgdorferi no sangue e diversos tecidos
de pequenos roedores, caracterizando Peromyscus leucopus como principal reservatorio
desse agente em dreas endémicas dos EUA. Os animais silvestres atuam como
reservatorios e carreadores de Borrelia sp. transportando-a do ambiente silvestre ao
peridomicilar, dificilmente adoecendo.

Algumas aves silvestres t€ém importante papel na dispersdo de espiroquetas.
STAFFORD 111, et al. (1995) observaram a presenca de larvas e ninfas de carrapatos
vetores de B. burgdorferi em aves silvestres e alertaram para o envolvimento desses
animais na manutencao e transmissao desse agente, agindo como bons reservatorios.

DURDEN, et al. concordou com essa hipdtese em trabalho publicado em 2001,
incluindo as espécies de aves migratdrias na disseminacdo de espiroquetas, tanto por
serem bons reservatorios, quanto por carrearem carrapatos infectados.

No Brasil estudos demonstraram que os marsupiais podem participar na
epidemiologia da borreliose de Lyme (BATTESTI et al., 1997; YOSHINARI et al.,
1995; 1997), sendo observado espiroquetas com caracteristicas morfologicas de



Borrelia sp. em sangue perférico de Didelphis (marsupialis) aurita (ABEL, 1996;
FONSECA et al., 1995a).

Em artigo de revisdo sobre borreliose de Lyme no Brasil, YOSHINARI et al.
(1995) caracterizaram esta enfermidade como uma zoonose emergente de interesse
multidisciplinar. Relataram a identificagdo e estudo de 25 pacientes portadores desta
doenga, tracando o perfil clinico, sorologico e epidemioldgico e, discutiram a
participacdo dos animais domésticos e silvestres no ciclo desta enfermidade em nosso
meio.

Os vetores para Borrelia sp. no Brasil ainda ndo estdo bem estabelecidos, porém
um estudo com carrapatos de pequenos mamiferos do Estado de Sdo Paulo, sugeriu o
Ixodes sp. como um possivel vetor para o agente da borreliose de Lyme-like (ABEL et
al., 2000).

Recentemente, YOSHINARI, et al. (2003) publicaram um estudo feito em Cotia,
estado de Sao Paulo, onde dois irmdos apresentavam historico de contato com carrapato
e sintomatologia compativel com borreliose de Lyme. Foi observada presenga de
anticorpos homologos contra B. burgdorferi e Babesia bovis em ambos irmdos. E em
Manaus, Estado do Amazonas, foi visualizado pela primeira vez, nesta regido, Borrelia
sp. de um paciente com diagnoéstico clinico de eritema cronico migratério através de
cortes histologicos corados pela técnica de Warthin Starry (Melo et al., 2003).

Os animais domésticos sdo conhecidos e importantes reservatorios de Borrelia
sp. no ambiente domiciliar, favorecendo, assim, ao carrapato veicular o patégeno até o
homem e outros animais (MATHER et al., 1994); contudo faz-se necessario a realizagao
de mais estudos fisiograficos com a finalidade de definir a situa¢do regional da
enfermidade no Brasil (SOARES et al., 2000).

2.3. Diagnéstico

O diagnoéstico de borreliose de Lyme pode ser conclusivo levando em
consideracdo varios fatores, destacando-se a sintomatologia clinica, a epidemiologia e a
sorologia positiva.

O cultivo e isolamento de Borrelia sp. ¢ um método muito utilizado em todo
mundo, sendo realizado a partir de saliva, hemolinfa e tecido de carrapatos, além de
soro, fluidos corporais e tecidos de homens e animais (ANDERSON, 1989; EWING et
al., 1994; LANE et al., 1994; DICKINSON & BATTLE, 2000). Porém, tem limitagdes
j4 que nem todas as B. burgdorferi latu sensu sdo de facil cultivo (SMITH, 2001;
OLIVEIRA, 2000).

O ensaio imunoezimatico ELISA indireto tem sido o método de diagnostico
mais empregado e reconhecido para diagnosticar com seguranca a borreliose. Diversos
tipos de antigenos sdo utilizados, como antigenos de extrato de célula total sonicada
(GORDILLO et al., 1999), proteinas recombinantes (WILSKE et al., 1999) e peptideos
(CRAFT et al.,, 1986). No entanto, os ensaios devem ser estabelecidos para cada
laboratorio com os padrdes de controle adequados, com titulo minimo e linha de corte
(cut-off) seguros.

ROGERS et al. (1999) em estudo feito com bovinos, observaram reagao cruzada
entre B. burgdorferi, B. theileri e B. coriaceae. Estes autores utilizaram a reag¢do de
imunofluorescéncia (RIF) e constataram que nas regides onde ocorre a coexisténcia
desses parasitos, os estudos soroepidemiologicos podem ser comprometidos. Avaliaram
também o teste ELISA, sugerindo esse ensaio como o de elei¢do para estudos
epidemioldgicos, pois ndo observaram reagdes cruzadas entre esses trés agentes. O



ELISA também foi utilizado para avaliar a freqiiéncia de gado leiteiro positivo para
borreliose na Eslovaquia, onde obtiveram 25,2% de animais positivos. De 33 animais
que apresentavam quadro clinico de borreliose de Lyme, com manqueira e inchaco nas
articulagdes, 20 amostras de soros foram positivas para B. burgdorferi no ensaio ELISA
e também pela técnica de western blotting (STEFANCIKOVA et al., 2002).

Reagdes cruzadas entre Borrelia sp. e Leptospira sp., também tém sido relatadas
embora ndo significativas (WELLS et al.,1993; JOPPERT, 1995). Em levantamentos
soroepidemiologicos realizados em bovinos (ISHIKAWA, 2000), caes (SOARES et al.,
1999) e eqiiinos (SALLES et al., 2002) no Brasil, com auxilio do teste ELISA indireto
ndo foi observado reagdes cruzadas entre esses dois géneros de espiroquetas.

A utilizagdo de proteinas recombinantes especificas para B. burgdorferi, como a
de peso molecular de 31kDa (OspA), 34kDa (OspB) e 110kDa, tém sido empregadas
em imunoensaios, com soros de humanos, cdes e eqiiinos, a fim de aumentar a
sensibilidade desses testes (GREENE et al., 1988; CAPUTA et al., 1991).

Ensaios como o western blotting tem sido empregados para confirmagdo do
resultado, apds triagem realizada com o método ELISA, pois demonstram maior
sensibilidade e especificidade que este (GRODZICKI & STEERE, 1988). A técnica de
rea¢do em cadeia de polimerase (PCR) ¢ o mais preciso dos ensaios, pois garante o
resultado especifico por meio da amplificagdo do DNA do agente (LIENBLING et al.,
1993).

A PCR tém sido muito utilizada para identificagdo de Borrelia sp. em animais e
fragmentos de carrapatos. LI et al. (1998) analisaram 59 amostras de cultura de Borrelia
sp. obtida de Ixodes persulcatus e pequenos roedores da China, pela técnica de RFLP,
identificando B. garinii e B. afzelii, ndo observando nenhuma B. japonica. Carrapatos
oriundos de Portugal, foram analisados por essa técnica, sendo possivel a identificagao
de grande variedade genética de B. burgdorferi latu sensu nesse pais (MICHELIS et al.,
2000). E no noroeste dos EUA foi determinado trés espécies de Borrelia sp. principais
infectando carrapatos e pequenos roedores, B. burgdorferi strictu sensu, B. andersonii e
B. bissettii (LIN et al. 2001).

Recentemente, GOOSSENS et al. (2003) discutiram a validade dos ensaios
imunoenzimaticos para diagnosticar borreliose de Lyme em populagdes de cdes na
Holanda. Nesse trabalho os autores afirmaram que embora sorologicamente grande
parte dos animais estdo infectados com B. burgdorferi, a forma clinica da doenca ¢
incomum nos caes desse pais. Porém nao levaram em consideracdo que quanto mais um
individuo tem contato com a espiroqueta, mais imunidade ele adquire, tornando-se mais
resistente a doenga (MULLER et al., 2001).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais estudados



Procedeu-se a coleta de 769 soros de eqiiino dos municipios de Trés Rios
(n=431), Vassouras (n=316) e Valen¢a (n=22) do estado do Rio de Janeiro (Figura 1).
As amostras de soro foram colhidas por conveniéncia de eqiiinos jovens e adultos,
aparentemente sadios, de diferentes ragas, entre os meses de margo a junho de 2003.
Coletou-se assepticamente o sangue destes animais, através da venopunc¢ao jugular, e,
os soros obtidos foram aliquotados em tubos tipo eppendorf e armazenados a -20°C até
o momento da andlise sorologica. Foi utilizado o ensaio de imunoadsor¢do enzimatica
(ELISA) indireto padronizado por SALLES et al. (2002) com modificagdes.

Por meio de um questionario foram registrados dados como raga, sexo e idade
dos animais, onde foram agrupados em 5 faixa-etarias distintas, sendo elas: animais até
12 meses; maiores de 12 meses a 72 meses; maiores de 72 meses a 120 meses; maiores
de 120 meses a 180 meses; e maiores de 180 meses de idade. Observou-se também, por
ocasido da coleta, presenga ou auséncia de carrapatos (Anexo 1).
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Figura 1. Mapa do Estado do Rio de Janeiro

3.2. Obtencao do antigeno

O meio de Kelly modificado ou meio BSK (Barbour, Stoenner e Kelly), para
cultivo de B. burgdorferi foi preparado segundo descrigdo original (BARBOUR, 1984).

Na obtencdo do antigeno 1,0mL de cultura de B. burgdorferi stricto sensu cepa
G39/40 de origem americana, foi acrescido a 500ml do meio BSK, mantendo-o em
estufa a 33 °C por uma semana. Centrifugou-se o meio (12.000xg/20 min. a 4 °C); o
sedimento foi ressuspenso em tampao salino fosfatado (PBS) 0,001M MgCl12.6H20 pH
7,4 e submetido ao tratamento anterior por duas vezes. O "pellet" formado foi lavado
com PBS e finalmente suspenso na mesma solugdo ao volume de 6,0mL. A suspensao



foi submetida a sonicacao (Fisher Sonic Dismembrator, model 300, Dynatech) por trés
minutos, com intervalos de 15 segundos; posteriormente filtrada a 0,45um e aliquotada,
obtendo-se assim, o extrato total de antigeno para uso nos procedimentos de ensaios
imunolégicos, o qual foi armazenado entre 20 a 70°C negativos até o momento de uso
conforme sugeriu GRODZICKI & STEERE (1988).

Determinou-se a concentragdo protéica do extrato total de antigeno por meio da
técnica do reagente de Folin, segundo metodologia descrita por LOWRY et al. (1951),
obtendo-se 1,4mg/mL de conteudo protéico.

3.3. Obten¢ao do controle positivo

O soro para o controle positivo foi obtido a partir da inoculacdo experimental de
um potro macho, sadio, com trés meses € meio de idade, pesando 113Kg de peso vivo,
originario da fazenda da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal Fluminense,
localizada no municipio de Cachoeiras de Macacu-RJ.

Foram realizados quatro inoculagdes, com intervalos de 15 dias, de antigeno
inativado de B. burgdorferi cepa G39/40, com adjuvante (Freiind), por via subcutanea,
com agulhas e seringas descartaveis de 10mL, na dose de 1,0mg/15 Kg. Obteve-se soro
do animal uma hora antes do primeiro indculo (coleta 0) e a cada cinco dias, até
completar 125 dias (coleta 25). Procedeu-se a obten¢do da curva de anticorpos IgG do
animal imunizado e selecionou-se o soro da coleta 20 (45 dias pds quarto indculo) como
controle padrao positivo ideal, conforme descrito por SALLES (2001).

3.4. Obtencao dos controles negativos

Para obtencdo dos controles negativos foram utilizados oito soros de potros
puro-sangue inglés (PSI), oriundos do Joquei Clube do Rio de Janeiro, com idades
variando de 12 a 24 meses. Os animais encontravam-se clinicamente sadios, mantidos
em baias individuais, recendo alimentagdo apropriada, sem historico de contato com
carrapatos.

A colheita do sangue foi realizada como descrito anteriormente (item 3.1), assim
como aliquotagem e armazenamento.

3.5. Ensaio de imunoadsorc¢ao enzimatica (ELISA) indireto

As 769 amostras coletadas dos trés municipios foram analisadas através do
ELISA indireto modificado de SALLES et al. (2002).

Realizou-se o ensaio para detectar anticorpos da classe IgG homoélogos contra B.
burgdorferi latu sensu, utilizando o antigeno de B. burgdorferi stricto sensu cepa
G39/40 diluido a 20 pg/mL em tampao carbonato pH 9,6, sensibilizando-se microplacas
de poliestireno com 96 orificios (M-4043, Sigma Chemical), incubadas em camara
umida a 4 °C "overnight".

Apbs sensibilizacdo, as placas foram lavadas trés vezes com PBS tween 20
0,05% pH 7,4 (PBS T 20) e bloqueadas com soro de coelho diluido a 1% em PBS T 20,
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por uma hora em camara umida a temperatura ambiente. Posteriormente lavou-se as
placas como descrito anteriormente.

Os oito soros controles negativos bem como os soros testes foram diluidos a
1:400 e o soro controle positivo foi diluido em série, a partir de 1:400 até 1:51600,
todos em PBS T 20; esta etapa do ensaio foi incubada e lavada como a anterior.
Adicionou-se as placas conjugado IgG de coelho anti IgG eqiiina ligado a fosfatase
alcalina (Sigma Chemical) na dilui¢dao de 1:1000 em PBS T 20. A incubacdo e lavagem
seguiram a fase anterior.

As placas foram forradas com a solucdo reveladora composta pelo substrato
para-nitro-fenil-fosfato de sddio (PNPP) (Sigma Chemical) diluido em tampao glicina
pH 10,5 na concentracdo de 1mg/mL. Estas permaneceram a temperatura ambiente até a
revelagdo e momento de leitura em espectrofotometro para microplacas de 96 orificios
(Microplate Reader model 550, Bio-Rad Laboratories), utilizando filtro para
comprimento de onda de 405nm. Em todas as fases do ensaio utilizou-se 200uL de
solucdo por orificio. A linha de corte do ensaio foi estabelecida pela média aritmética
dos valores de densidade Optica dos soros controles negativos mais trés vezes o desvio
padrdo destes (Anexo 2).

3.6. Analise estatistica

Foram utilizados os testes nao paramétricos Qui-quadrado e Fisher, por meio do
programa computacional INSTAT (Copyright 1990-1994, Graphpad Software. v.2.05a),
para observacao de possiveis diferencas significativas entre as freqliéncias encontradas
nos grupos de animais de diferentes ragas, sexos e idades, assim como entre as
freqliéncias dos municipios analisados. Adotou-se o nivel de significincia de 95% de
confianga. Utilizou-se também o programa de Comparagdo Multipla de Proporg¢des
(Quenoville, 1966), afim de confirmar os resultados obtidos pelo programa acima
citado.

4. RESULTADOS

A andlise soroepidemiologica das 769 amostras de soros revelou que 216
(28,1%) animais foram reagentes positivos ao ELISA indireto, com anticorpos da classe
IgG anti B. burgdorferi dos quais 22% apresentaram titulo de 1:400, 4,8% titulo de
1:800, 0,9% titulo de 1:1600, 0,3% titulo de 1:3200, 0,1% titulo de 1:6400, enquanto
553 (71,9%) amostras foram negativas (Tabela 1).
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Tabela 1. Freqiiéncia soroldgica de anticorpos anti Borrelia burgdorferi em eqiiinos
(n=769) dos municipios de Trés Rios, Vassouras e Valenca, Estado do Rio de Janeiro,
determinada pelo ELISA indireto

Freqiiéncia

Titulo Positivos (n) Negativos (n)

Relatdi{agas (nAb@yta

1:400 169 78,3% 22%

Mestico 17.1% Mangalargfg% Outras racas

1:800 37

1:1600 Refativa Absold2%Relativa AH3AUa Relativa Absoluta

1:3200 2 0,9% 0,3% -
Positivo 34,3% 3,0% 27,7% 23,1% 25,4% 2,0%

1:6400 | 0,5% 0,1%

,D7/0 ,170 -
23/67 23/769) (178/643) (178/769) (15/59 15/769
" ( ) 18002 ) 28,1%) ( ) )
Total positivos 216 -
Negativo 65,7% 5,2%6/21(7)2,3% (Q@é%g) 74,6% 5,7%

44/67 44/769) (465/643) (465/ 44/59 44/769
Total negativos ( - ) )-( )(%’—é@%) ( ) §53 )

Total 100% 8,7% 100% (833969 100% 7,7%

(67/67) (67/769) (643/643) (643/769) (59/59) (59/769)

Os dados obtidos a partir do questionario revelaram a presenga de 643 animais
da raca Mangalarga, 20 PSI, 8 Brasileiro de Hipismo, 4 Crioula, 4 Arabe, 2 Anglo-
Arabe, 3 Campolina, 18 Ponei e 67 animais mesti¢os. Desses animais, 216 animais eram
machos e 553 eram fémeas. Observou-se também 121 animais com idade de até 12
meses, 248 entre >12 e 72 meses, 289 entre > 72 ¢ 120 meses, 83 entre >120 ¢ 180
meses ¢ 28 com > de 180 meses.

A analise segundo as diferentes racas revelou que: 34,3% dos animais mesticos,
27,7% dos animais da raca Mangalarga e 25,4 % dos animais de outras racas eram
soropositivos para anticorpos da classe IgG contra B. burgdorferi (Tabela 2). A analise
estatistica ndo revelou diferenca significativa entre as freqiiéncias dos animais das
diferentes ragas.

Tabela 2. Freqiiéncia sorologica de anticorpos anti Borrelia burgdorferi em eqiiinos
(n=769) dos municipios de Trés Rios, Vassouras e Valenga, Estado do Rio de Janeiro,
quanto a raga determinada pelo ELISA indireto

* Nao houve diferenca significativa (P>0,05) entre as ragas.

A analise segundo o sexo revelou que 30 % dos machos e 27% das fémeas eram
positivos (Tabela 3) ndo apresentando diferenga significativa.
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Tabela 3. Freqiiéncia sorologica de anticorpos anti Borrelia burgdorferi em eqiiinos
(n=769) dos municipios de Trés Rios, Vassouras e Valenca, Estado do Rio de Janeiro,
quanto ao sexo determinada pelo ELISA indireto* Nao houve diferenca significativa
(P>0,05) entre os sexos.

Sexo (n=769)

Macho Fémea

Relativa Absoluta Relativa Absoluta

Positivos 29,6% 8,3% 27,5% 19,8%
(64/216)  (64/769)  (152/553)  (152/769)

Negativos 70,4% 19,8% 72,5% 52,1%
(152216)  (152/769)  (401/553)  (401/769)

Total 100% 28,1% 100% 71,9%

216216 (216/769)  (553/553)  (553/769)

* Nao houve diferenca significativa (P>0,05) entre as ragas.

A analise segundo a faixa etéria, dividida em cinco grupos revelou a freqiiéncia relativa
de: 3% dos animais até 12 meses foram positivos, 9,9% dos animais entre >12 a 72
meses foram positivos, 11,1% dos animais entre >72 a 120 meses foram positivos, 3,3%
dos animais entre >120 a 180 meses foram positivos e 0,9% dos animais com >180
meses foram positivos (Tabela 4). A analise estatistica ndo revelou diferenca
significativa entre as diferentes idades.
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Tabela 4. Freqiiéncia sorologica de anticorpos anti B. burgdorferi em eqiiinos (n=769) dos municipios de Trés Rios, Vassouras e Valenga, estado
do Rio de Janeiro, quanto a faixa etaria determinada pelo ELISA indireto

Faixa Etaria

Até 12 meses >12-72 meses >72-120 meses >120-180 meses >180 meses
Relativa Absoluta Relativa Absoluta Relativa Absoluta Relativa  Absoluta  Relativa  Absoluta
Positivo 19,0% 3,0% 30,6% 9,9% 29,4% 11,1% 30,1% 3,3% 25,0% 0,9%
(23/121) (23/769) (76/248) (76/769) (85/289) (85/769) (25/83) (25/769) (7/28) (7/769)
Negativo 81,0% 12,7% 69,4% 22.4% 70,6% 26,5% 69,9% 7,5% 75% 2,7%
(98/121) (98/769) (172/248)  (172/769)  (204/289)  (204/769) (58/83) (58/769) (21/28) (21/769)
Total 100% 15,7% 100% 32,3% 100% 37,6% 100% 10,8% 100% 3,6%
(121/121)  (121/769)  (248/248)  (248/769)  (289/289)  (289/769) (83/83) (83/769) (28/28) (28/769)

* Nao houve diferenca significativa (P>0,05) entre as faixas etarias.



Através da analise sorologica do municipio de Trés Rios pode-se observar 23,7% dos
animais reagentes ao ensaio ELISA indireto, onde 19,8% apresentaram titulo de 1:400,
3,5% titulo de 1:800 e 0,2% titulo de 1:1600 e 1:3200. Foram negativos ao ensaio
76,3% dos animais (Tabela 5).

Quanto as ragas, 23,5% dos animais Mangalarga e 50% dos animais
de outras ragas apresentaram-se positivos ao ensaio. Nao foram analisados
soros de animais mesticos (Tabela 6). Os machos e¢ fémeas apresentaram
16,7% e 24,8% de positividade, respectivamente (Tabela 7).

A andlise quanto a idade revelou que 10,8%, 24,1%, 28,3%, 23,5% e 12,5% dos
animais até 12 meses, >12-72 meses, >72-120 meses, >120-180 e >180 meses,
respectivamente, foram reagentes ao ELISA indireto (Tabela 8).

Tabela 5. Freqiiéncia e titulos dos soros de 431 eqiiinos, procedentes do municipio de
Trés Rios, RJ, para pesquisa de anticorpos da classe IgG, homologos, reagentes contra
Borrelia burgdorferi

Freqiiéncia (n=431)

Titulo Positivos Relativa Absoluta Negativos
1:400 85 83,3% 19,8% -
1:800 15 14,7% 3,5% -
1:1600 1 1,0% 0,2% -
1:3200 1 1,0% 0,2% -
Total de positivos 102 100% (102/102)  23,7% (102/431) -
Total de negativos - - 76,3% (329/431) 329




Tabela 6. Freqiiéncia sorologica de anticorpos anti Borrelia burgdorferi em eqiiinos
(n=431) do municipio de Trés Rios, Estado do Rio de Janeiro, quanto a raca
determinada pelo ELISA indireto

Racas (n=431)

Freqiiéncia
Mangalarga Outras racas
Positivo 23,5% (101) 50% (1)
Negativo 76,5% (328) 50% (1)
Total 100% (429) 100% (2)

]Tabela 7. Freqiiéncia soroldgica de anticorpos anti Borrelia burgdorferi em eqiiinos
(n=431) do municipio de Trés Rios, Estado do Rio de Janeiro, quanto ao sexo
determinada pelo ELISA indireto

: Sexo (n=431)

Freqiiéncia
Macho Fémea
Positivo 16,7% (10) 24.8% (92)
Negativo 83,3% (50) 75,2% (279)
Total 100% (60) 100% (371)

Xvil



Tabela 8. Freqiiéncia soroldgica de anticorpos anti Borrelia burgdorferi em eqiiinos
(n=431) do municipio de Trés Rios, Estado do Rio de Janeiro, quanto a faixa etaria em

meses, determinada pelo ELISA indireto

Faixa etaria (n=431)

Freqiiéncia
Até 12 >12-72 >72-120 >120-180 >180
Positivo 10,8% (7) 24,1% (33)  28,3% (53) 23,5% (8) 12,5% (1)
Negativo  89,2% (58)  75,9% (104)  71,7% (134)  76,5% (26)  87,5% (7)
Total 100%(65) 100% (137)  100% (187) 100% (34) 100% (8)

A analise sorologica do municipio de Vassouras observou-se que 34,8% dos animais
reagentes ao ensaio ELISA indireto, onde 25,9% apresentaram titulo de 1:400, 6,7%
titulo de 1:800 e 1,9% titulo de 1:1600 e 0,3% titulo de 1:3200. Foram negativos ao

ensaio 65,2% dos animais (Tabela 9).

Quanto as ragas, 37,9% de animais mesticos foram reagentes ao ELISA indireto, 35,8%
dos Mangalarga e 26,1% de outras ragas também apresentaram-se positivos ao ensaio
(Tabela 10). Os animais machos e fémeas apresentaram 36,2% e 33,7% de positividade,

respectivamente (Tabela 11).

A analise quanto a idade revelou que 28,6%, 39,6%, 32,3%, 38,1% e 31,6% dos
animais até 12 meses, >12-72, >72-120, >120-180 e >180 meses, respectivamente,

foram reagentes ao ELISA indireto (Tabela 12).
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Tabela 9. Freqiiéncia e titulos dos soros de 316 eqiiinos, procedentes do municipio de
Vassouras, RJ, para pesquisa de anticorpos da classe IgG, homologos, reagentes contra
Borrelia burgdorferi

Freqiiéncia (n=316)

Titulo Positivos Relativa Absoluta Negativos
1:400 82 74,5% 25,9% -
1:800 21 19,1% 6,7% -
1:1600 6 5,5% 1,9% -
1:3200 1 0,9% 0,3% -
Total de positivos 110 100% (110/110)  34,8% (110/316) -
Total de negativos - 65,2% (206/316) 206

Tabela 10. Freqiiéncia sorologica de anticorpos anti Borrelia burgdorferi em eqiiinos
(n=316) do municipio de Vassouras, Estado do Rio de Janeiro, quanto a raca
determinada pelo ELISA indireto

Racas (n=316)

Freqiiéncia
Mestico Mangalarga Outras racas
Positivo 37,9% (22) 35.,8% (76) 26,1% (12)
Negativo 62,1% (36) 64,2% (136) 73,9% (34)
Total 100% (58) 100% (212) 100% (46)
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Tabela 11. Freqiiéncia soroldgica de anticorpos anti Borrelia burgdorferi em eqiiinos
(n=316) do municipio de Vassouras, Estado do Rio de Janeiro, quanto ao sexo
determinada pelo ELISA indireto

Sexo (n=316)

Freqiiéncia
Macho Fémea
Positivo 36,2% (51) 33,7% (59)
Negativo 63,8% (90) 66,3% (116)
Total 100% (141) 100% (175)

Tabela 12. Freqiiéncia sorologica de anticorpos anti Borrelia burgdorferi em eqiiinos
(n=316) do municipio de Vassouras, Estado do Rio de Janeiro, quanto a faixa etdria em
meses determinada pelo ELISA indireto

Faixa etaria (n=316)

Freqiiéncia
Até 12 >12-72 >72-120 >120-180 >180
Positivo 28,6% (16) 39,6% (42)  32,3% (30) 38,1% (16) 31,6% (6)
Negativo 71,4% (40)  60,4% (64)  67,7% (63) 61,9% (26) 68,4% (13)
Total 100% (56)  100% (106)  100% (93)  100% (42) 100% (19)

Pela anélise sorologica do municipio de Valenga foi observado 18,2% dos animais
reagentes ao ensaio ELISA indireto, onde 9,2% apresentaram titulo de 1:400 e 4,5%
apresentaram titulos de 1:800 e 1:1600. Foram negativos ao ensaio 81,8% dos animais
(Tabela 13).

Quanto as ragas, 11,1% de animais mesti¢os foram reagentes ao ELISA indireto, 50%
dos Mangalarga e 18,2% de outras ragas também apresentaram-se positivos ao ensaio
(Tabela 14). Os animais machos e fémeas apresentaram 20% e 14,3% de positividade,
respectivamente (Tabela 15).
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A andlise quanto a idade revelou que 20% dos animais entre >12-72 meses reagiram ao
ensaio; 22,2% dos animais entre >72-120 e 14,3% dos animais entre >120-180 também
foram reagentes ao ELISA indireto (Tabela 16). Apenas um animal com idade superior
a 15 anos foi analisado, apresentando-se negativo. Nao houve andlise de soros de
animais com idade até 12 meses.

Tabela 13. Freqiiéncia e titulos dos soros de 22 eqiiinos, procedentes do municipio de
Valenga, RJ, para pesquisa de anticorpos da classe IgG, homodlogos, reagentes contra
Borrelia burgdorferi

Freqiiéncia (n=22)

Titulo Positivos Relativa Absoluta Negativos
1:400 2 50% 9,2% -
1:800 1 25% 4,5% -
1:1600 1 25% 4,5% -
Total de positivos 4 100% (4/4) 18,2% (4/22) -
Total de negativos - - 81,8 (18/22) 18

Tabela 14. Freqiiéncia sorologica de anticorpos anti Borrelia burgdorferi em eqiiinos
(n=22) do municipio de Valenca, Estado do Rio de Janeiro, quanto a raca determinada
pelo ELISA indireto

Racas (n=22)

Freqiiéncia
Mestico Mangalarga Outras racas
Positivo 11,1% (1) 50% (1) 18,2% (2)
Negativo 88,9% (8) 50% (1) 81,8% (9)
Total 100% (9) 100% (2) 100% (11)
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Tabela 15. Freqiiéncia sorolégica de anticorpos anti Borrelia burgdorferi em eqiiinos
(n=22) do municipio de Valencga, Estado do Rio de Janeiro, quanto ao sexo determinada
pelo ELISA indireto

Sexo (n=22)
Freqiiéncia
Macho Fémea
Positivo 20,0% (3) 14,3% (1)
Negativo 80,0% (12) 85,7% (6)
Total 100% (15) 100% (7)

Tabela 16. Freqiiéncia sorologica de anticorpos anti Borrelia burgdorferi em eqiiinos
(n=22) do municipio de Valenca, Estado do Rio de Janeiro, quanto a faixa etdria em
meses determinada pelo ELISA indireto

Faixa etaria (n=22)

Freqiiéncia
Até 12 >12-72 >72-120 >120-180 >180
Positivo - 20% (1) 22,2% (2) 14,3% (1) -
Negativo - 80% (4) 77,8% (7)  85,7% (6) 100% (1)
Total - 100% (5) 100% (9) 100% (7) 100% (1)

A andlise estatistica das freqiiéncias de anticorpos anti-B. burgdorferi
encontradas em eqiiinos dos trés municipios avaliados, Trés Rios, Vassouras e Valenga,
demonstrou diferenca significativa entre, Vassouras e Trés Rios (Grafico 1).
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Grifico 1. Freqiiéncia de anticorpos anti Borrelia burgdorferi em eqiiinos (n= 769) dos municipios de Trés Rios, Vassouras ¢ Valenga, estado do
Rio de Janeiro. Distribui¢do segundo os municipios estudados.

Houve diferenca significativa entre Trés Rios e Vassouras (p<0,05).



5. DISCUSSAO

O resultado obtido no presente estudo de 28,1% (216/769) de eqiiinos
soropositivos corroboram com os valores observados em outros trabalhos de inquéritos
soroldgicos realizados no Brasil em animais domésticos como bovinos (ISHIKAWA,
1996; 2000), caes (SOARES, 1998) e eqiiinos (SALLES et al., 2002). Esse resultado
revela freqiiéncia semelhante as de areas endémicas para borreliose de Lyme nos
Estados Unidos da América, onde foi encontrado prevaléncia de eqiiinos soropositivos
entre 10 e 60% (COHEN et al., 1988; BERNARD et al., 1990).

No presente estudo os animais avaliados pertenciam a propriedades que
apresentavam infestagao por carrapatos, sendo observado a presenga desses parasitas em
todos os animais que tiveram sangue coletado. Todas as propriedades realizavam
banhos carrapaticidas no seu plantel em intervalos que variavam de semanal a bimestral.

A estreita associacdo filogenética entre B. theileri e outras espiroquetas do
género Borrelia responsaveis pelas manifestagdes clinicas da borreliose de Lyme em
todo mundo (RICH et al., 2001) sugerem a possibilidade de reacdes cruzadas entre esses
agentes.

ROGERS et al. (1999) observaram rea¢ao cruzada entre B. burgdorferi, B.
coriaceae ¢ B. theileri a partir da técnica de imunofluorescéncia (IF), ao analisarem
soros de bovinos. O mesmo resultado ndo foi encontrado ao utilizarem o ensaio ELISA
indireto com antigenos de extrato de célula total. Porém alertaram para o potencial de
falsos positivos principalmente em areas onde esses agentes coexistem.

No Brasil reagdes cruzadas entre B. burgdorferi e B. theileri nao podem ser
descartadas, uma vez que B. theileri ¢ um espiroquetideo comum que acomete bovinos e
eqiiinos, tendo como vetor o carrapato B. microplus. ISHIKAWA (2000) levanta essa
hipotese ja que encontrou alta prevaléncia de animais positivos em trabalho feito com
bovinos nas mesorregioes Norte Fluminense e Médio Paraiba do Estado do Rio de
Janeiro, observando respectivamente 69,7% e 75,4% de animais soropositivos para B.
burgdorferi. Os dados obtidos por esse autor sugeriram que as altas porcentagens de
animais positivos devem-se ao alto indice de infestacdo dos animais por carrapatos do
género Boophilus.

Estudo realizado com eqiiinos mantidos sob diferentes tipos de sistemas de
controle de carrapatos, no Estado do Rio de Janeiro, mostrou claramente a relacao entre
producdo de anticorpos anti-B. burgdorferi e historico de contato com carrapatos nesses
animais. Dos animais com alta infestagdo de carrapatos, 42,9% apresentaram-se
reagentes ao ELISA indireto, em contraste com 0,9% de soropositivos em animais que
viviam sob controle rigoroso de ectoparasitas (SALLES et al., 2002). Nesse mesmo
estudo, houve a confirmagdo da positividade dos soros pela formag¢do de bandas no
western blotting, onde soro dos animais provenientes de areas com alto indice de
infestacdo por carrapatos apresentaram formagdo de bandas compativeis com os
resultados observados no teste ELISA. A andlise dos resultados permitiu também
considerar a existéncia de similaridade entre a cepa padrdo G 39/40 de B. burgdorferi e
o espiroquetideo de eqiiinos no Brasil.

Em seres humanos, existem trabalhos realizados no Brasil, relatando a presenga
de individuos com clinica compativel com a doenca de Lyme e sorologicamente
positivos para IgM e IgG contra B. burgdorferi (YOSHINARI et al., 1993a; 1993b;
1997; 2003), sendo denominada de doenga de “Lyme-simile” por YOSHINARI et al.
(2000).



YOSHINARI et al. (1997) relataram a visualizagdo de microorganismos
semelhantes a borrélia em culturas de soro humano, de gambads, roedores silvestres,
bovinos e cultura de carrapatos, porém caracterizaram o isolamento dessa espiroqueta,
como dificil, devido ao crescimento lento e contaminagdo por outras bactérias e fungos,
mesmo com a utilizacdo de antibidticos. No mesmo trabalho, YOSHINARI e
colaboradores compararam a borrélia existente em nosso meio com as espécies
européias B. garinii ¢ B. afzelii e a norte americana B. burgdorferi, sugerindo que a
espécie de borrélia existente no Brasil ¢ distinta das trés anteriormente citadas, fato
aceitavel uma vez que espécies distintas tém sido descritas em diferentes regioes.

Na Coldmbia, estudo realizado com soro e fluido cérebro-espinhal de individuos
com sinais clinicos compativeis com a doenga de Lyme, utilizando o ensaio ELISA e
western blotting, indicou que a espiroqueta existente nesse pais ¢ de genoespécie
distinta da B. burgdorferi stricto sensu ou é de género distinto de Borrelia (PALACIOS
et al., 1999).

Em estudo realizado com caes do municipio de Itaguai-RJ, foi encontrado 20%
dos animais positivos para B. burgdorferi, identificando o ELISA indireto como
ferramenta segura no auxilio diagnostico e epidemioldgico para esse agente (SOARES,
1998).

MARCUS et al. (1985) observaram 24% dos eqiiinos de area endémica para
borreliose de Lyme, nos EUA, soropositivos para B. burgdorferi, e apenas 2% de
soropositivos em areas nao endémicas. Nesse trabalho os autores ndo observaram
diferenga estatistica significativa entre sexo e racas, o que corrobora com os dados
obtidos no presente estudo. O mesmo foi relatado por LISSMAN et al. (1984) onde
observaram que a borreliose canina ¢ invariavel quanto a idade, raga ou sexo do animal.

No Noroeste dos EUA, foram analisados soros de 705 eqiiinos dos quais nove
animais (1,3%) apresentavam sintomas de febre branda, letargia, manqueira e relutdncia
para andar. Todos os nove animais foram reagentes a IF para B. burgdorferi
(MAGNARELLI et al., 1988). Em estudo feito em Nova Jersey, Pensilvania, 10% dos
eqiiinos foram positivos para borreliose, utilizando-se o teste ELISA. Observou-se,
também, areas de foco para borreliose com soropositividade chegando a 60%, e animais
com edema transitorio dos membros e poliartrites (COHEN et al., 1988).

BOSLER et al. (1988) alertaram para o fato de que cdes e cavalos
assintomaticos, sorologicamente positivos para borreliose de Lyme, se nio tratados
poderiam vir a apresentar sinais clinicos posteriormente.

Em estudo feito no Estado de Wisconsin, EUA, foi isolado B. burgdorferi da
sangue, colostro, leite e urina de eqiiinos e bovinos dessa regido. Nesse estado ndo
existia a presen¢a do carrapato /. dammini, principal vetor dessa espiroqueta, com isso
os autores sugeriram outra forma de infec¢do, como a rota oral ou através de dipteros
hematofagos. Assim avaliaram os riscos de infec¢ao das pessoas que lidam diretamente
com os animais e ressaltaram a possibilidade do leite cru ser um importante veiculo de
infecgdo desse espiroquetideo (BURGESS et al., 1988). No mesmo Estado j& havia sido
descrito a presenca de 53% dos cdes sorologicamente positivos para B. burgdorferi
através da reacdo de imunofluorescéncia indireta, alertando a comunidade cientifica
para o risco de infec¢do zoonotica, principalmente em areas endémicas para borreliose
de Lyme (BURGESS, 1986).

MAGNARELLI et al. (1989) analisaram a presenga de IgM contra B.
burgdorferi em 517 soros de eqliinos, observando que os maiores titulos eram
encontrados em julho, época do ano onde as ninfas de I. dammini, vetor dessa
espiroqueta, encontravam-se em abundancia nos pastos. E caracterizaram o ELISA
como sendo um teste especifico para identificar infeccdes por B. burgdorferi em
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eqiiinos. De 181 soros de eqiiinos provenientes do mid-Atlantic veterinary teaching
hospital, apenas nove foram soropositivos. Os autores concluiram que as taxas de
exposicao a B. burgdorferi variam com a localizagao geografica e época do ano em que
a sorologia ¢ realizada (BERNARD et al., 1990).

A diferenga significativa de soropositivos observada entre os municipios de Trés
Rios (18,2%) e Vassouras (34,8%) no presente trabalho, provavelmente ocorreu por
causa do diferente numero de propriedades visitadas nos dois municipios. Todos os
municipios foram visitados na mesma época do ano, e apresentavam manejos
semelhantes, tendo freqiiéncias na utilizacdo de carrapaticidas similares e os animais
sempre em contato com carrapatos.

No municipio de Trés Rios foram analisados soros de apenas duas propriedades,
fato que pode ter mascarado o resultado, uma vez que embora grande o numero de
amostras de soro obtidas, mostra a realidade dessas propriedades e ndo do municipio
como um todo. Essas propriedades tinham como principal atividade a criacdo de
eqiiinos, com 100% de animais de raca. E estes viviam em piquetes em contato
constante com carrapatos. No municipio de Vassouras, teve-se acesso a treze
propriedades distintas, algumas delas com criagcdo bovina. Na maioria das propriedades
o0s eqiiinos viviam soltos nos pastos durante o dia e estabulados a noite.

O municipio de Valenga ndo pode ser comparado com os demais, devido ao
pequeno numero de amostras obtidas, a qual ¢ estatisticamente insuficiente.

Trabalho utilizando o ELISA para triagem de animais positivos para B.
burgdorferi e o western blotting para confirmagdo do resultado concluiu que a infec¢do
por esse parasita ¢ incomum em eqiiinos do Texas Central (COHEN, 1992), assim como
no Reino Unido (CARTER at al., 1994). Outro inquérito sorologico realizado no Reino
Unido, também constatou a baixa prevaléncia dessa espiroqueta na regido, alertando a
necessidade de se conhecer melhor a borreliose de Lyme afim de evitar-se o diagndstico
incorreto (REES & AXFORD, 1994). E estudo semelhante feito no México com mais
de 70.000 soros humanos revelou prevaléncia de 1,1% de pessoas soropositivas para B.
burgdorferi, sugerindo a existéncia desse espiroquetideo no pais, ressaltando a
necessidade do isolamento da bactéria em carrapatos afim de se demonstrar
conclusivamente a presenga da infecgdo no México (GORDILLO et al., 1999).

MULLER et al (2001) analisaram um total de 309 eqiiinos, por imunoblot,
pertencentes a fazendas da Austria e Espanha, e observaram que a primeira infecgéo
com B. burgdorferi latu sensu, ocorre no primeiro ano de vida dos animais e que re-
infecgdes sdo caracterizadas por surgimento de bandas adicionais. Esses animais
raramente desenvolviam quadro clinico da doenca. E os animais que perdiam o contato
com carrapatos, apresentavam diminui¢do no numero de bandas com a idade, tornando-
se mais susceptiveis a infeccao.

O diagnéstico definitivo para borreliose de Lyme em eqiiinos da Alemanha, tem
se mostrado problematico uma vez que ndo foi possivel demonstrar correlacdo clara
entre quadro clinico, sorologia positiva ¢ DNA especifico para Borrelia. Os resultados
encontrados sugeriram que os testes imunoldgicos devem ser confirmados com testes
diretos, como o cultivo e PCR (SCHONERT et al., 2002). Em estudo realizado na
Polonia com 249 eqiiinos, também ndo foi possivel observar interacdo entre quadro
clinico e sorologia positiva em 86,2% das amostras, através do Kit ELISA
(DZIERZECKA, 2002). J4& na Franca, onde borreliose de Lyme ¢ raramente
diagnosticada, foi possivel obter-se o diagnostico conclusivo dessa enfermidade por
meio da andlise soroldgica, apds exame clinico de um ponei de quatro anos de idade que
apresentava hipertermia, edema de membros e manqueira. Este animal apresentou titulo
alto a sorologia (PORTIER et al., 2002).
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O diagnostico soroldgico € de grande importancia no auxilio clinico € em
estudos epidemioldgicos, contudo este deve ser interpretado em conjunto com dados
clinicos e historico dos animais, assim como das propriedades.
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6. CONCLUSOES

Eqiiinos dos municipios estudados possuem anticorpos homodlogos contra
Borrelia burgdorferi.

Os anticorpos dos eqiliinos estudados demonstraram possuir bom
reconhecimento antigénico para Borrelia burgdorferi cepa G39/40.

A freqiiéncia de soropositivos corrobora a hipotese da ocorréncia de Borrelia
sp. no Estado do Rio de Janeiro.
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UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO

IDENTIFICACAO
Nome do Proprietario
Nome da Propriedade
Municipio : Distrito ‘ Localidade
Acesso:
Endereco para correspondéncia: Cidade:
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(Eqiiinos) arrapaticida aplicagdo
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o Y DATA ~
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