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Ocorréncia de anticorpos homoélogos anti-  Borrelia burgdorferi
em equinos de propriedades dos municipios de Trés Rios
e Vassouras, estado do Rio de Janeiro

Occurrence of homologs antibodies against Borrelia burgdorferi
in equines of properties from the municipalities of Trés Rios
and Vassouras, of Rio de Janeiro state

Renata Cunha Madureira,* Fabiola do Nascimento Corréa,* Nathalie Costa da Cunha,* Daniel da Silva Guedes Junior,*
Adivaldo Henrique da Fonseca**

Resumo

Borrelia burgdorferi € uma espiroqueta transmitida por carrapatos, de ampla distribuicdo geogréafica, que acomete o homem
e animais domésticos, tendo os animais silvestres como reservatérios. O presente estudo teve como objetivo relatar a
ocorréncia de equinos soropositivos para B. burgdorferi, por meio de inquérito soroepidemiolégico utilizando o ensaio de
imunoadsorgdo enziméatica (ELISA) indireto. Procedeu-se a andlise sorolégica de 747 soros de eqlinos, onde 431 pertenciam
ao municipio de Trés Rios e 316 ao de Vassouras, ambos do estado do Rio de Janeiro. Um total de 212 (28,4%) animais foram
positivos ao ensaio. O resultado observado foi similar aos descritos para animais no Brasil e Estados Unidos da Ameérica,
tendo sido verificado que os animais apresentaram anticorpos homologos anti-Borrelia burgdorferi stricto sensu, corroborando
com a ocorréncia de Borrelia sp. em equinos no estado do Rio de Janeiro.

Palavras-chave: soroepidemiologia, borreliose de Lyme, ELISA indireto.

Abstract

Lyme Borreliosis is a widely distributed spirochetosis hosted by wild animals, which transmitted to domestic animals as well
as man by ticks. The present study aims to observe the occurrence level of positive tested equines to Borrelia burgdorferi, on two
municipalities of Rio de Janeiro State, Brazil, by seroepidemiologic inquiry using the indirect Enzime-Linked Immunosorbent
Assay. A serologic analysis was performed on 747 equines serum specimens, which 431 were from Trés Rios and 316 were
from Vassouras municipality. For this test, 212 (28.4%) animals were positive. The results observed were similar to those
described for animals in Brazil and United States of America, confirming that the animals of the studied municipalities showed
anti Borrelia burgdorferi homologs antibodies.

Keywords: seroepidemiology, Lyme borreliosis, enzyme immunoassay.

ocorrendo nos Estados Unidos da América do Norte, Europa
e Asia. Esses agentes e suas variantes antigénicas séo
responsaveis pelos varios espectros de apresentacao clinica
da borreliose de Lyme (Silva e Fikrig, 1997). Na América do
Sul, Austrélia e Africa o agente etiolégico da borreliose de

Introducéo

Borreliose é uma enfermidade produzida por hemoparasitos
do género Borrelia e acomete diversas espécies de animais
domésticos e silvestres, além do homem (Hoogstraal, 1979).

Ocorre em todos os continentes de acordo com a espécie,
pode determinar patologias severas levando inclusive ao 6bito
(Steere, 1989). A transmissado de Borrelia spp. ocorre através
da picada de carrapatos ou piolhos, os quais inoculam saliva
infectada nos hospedeiros vertebrados contaminando-os, e
pode ocorrer também transmissdo de forma passiva através
do liquido coxal (Burgdorfer et al., 1989).

Borreliose de Lyme é uma espiroquetose de carater sistémico
e tem como agentes descritos Borrelia burgdorferi lato sensu

Lyme ainda néao foi isolado (Yoshinari et al., 1997; 2003).
Considerando as diferencas etiologicas, aspectos clinicos e
laboratoriais, quando comparado com a borreliose de Lyme
norte-americana ou européia, a infecgdo no Brasil deve ser
referida como borreliose de Lyme simile (Yoshinari et al., 2003),
sendo 0s primeiros casos diagnosticados em 1992, no
municipio de Itapevi, SP (Barros, 2000; Yoshinari et al., 1992).
Borrelia burgdorferi lato sensu é transmitido pela picada de
carrapatos ixodideos ou por contato direto entre roedores
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(Burgess et al., 1986). Nos carrapatos este agente é
transmitido transovariana e tansestadialmente (Burgdorfer et
al., 1989).

A borreliose de Lyme acomete roedores silvestres, cevideos,
bovinos, equinos, cdes, gatos e seres humanos, constituin-
do-se em zoonose emergente. Esta é uma enfermidade de
dificil diagnéstico e o ensaio imunoenzimatico (ELISA) repre-
senta uma ferramenta importante para o estudo epidemio-
I6gico (Magnarelli et al., 1995). No Brasil, estudos soroepi-
demiolégicos da borreliose de Lyme foram realizados em
humanos (Yoshinari et al., 1993), em cées (Soares et al. 1999),
em bovinos (Fonseca et al., 1996), e em eqlinos (Salles et
al., 2002). A soroprevaléncia em todos esses estudos
apresentaram valores proximos aos reportados em areas
endémicas na América do Norte. A doenca clinica em equinos
é de dificil diagnéstico por ser confundida com problemas
articulares comuns nesses animais, embora a maioria dos
animais soropositivos permaneg¢am assintomaticos (Carter,
et al., 1994; Manion et al., 2001). A borreliose de Lyme em
eqliinos s6 esta bem definida nos EUA, onde foram
observados em areas endémicas animais com dermatite nos
membros, edema transitério das patas e poliartrites,
sugerindo importantes implica¢des para a industria equina
(Cohen et al.,1988).

Outro espiroquetideo comum em eqliinos de regides tropicais
e subtropicais é Borrelia theileri, tendo sua transmisséao
relacionada com carrapatos dos géneros Boophilus e
Rhipicephalus (Smith, 1998). No Brasil, apenas a espécie de
carrapato B. microplus foi caracterizada como vetor potencial
para este agente (Martins et al., 1996).

O plantel de eqliinos no Brasil é estimado em 5.801.055
cabecas. As regides Sudeste e Nordeste sdo consideradas
as principais produtoras desses animais com respectiva-
mente 1.634.182 e 1.403.297 cabecas. O estado do Rio de
Janeiro possui 85.230 animais de acordo com o IBGE (2001).
Os municipios de Trés Rios e Vassouras sdo considerados
areas rurais com uma grande quantidade de fazendas e
presenca, tanto de equinos mesticos para trabalho, quanto
de animais de raca para competicbes e exposicoes.

O presente trabalho teve como objetivo relatar a ocorréncia de
animais soropositivos de propriedades dos municipios de
Trés Rios e Vassouras, no estado do Rio de Janeiro para
Borrelia burgdorferi por inquérito soroepidemiolégico
utilizando o ensaio de imunoadsorcdo enzimética (ELISA)
indireto.

Material e métodos

Coletaram-se 747 amostras de soros de eqiinos, proce-
dentes dos municipios de Trés Rios e Vassouras do estado
do Rio de Janeiro. As amostras de soro foram colhidas
assepticamente, através de venopuncdo jugular, de animais
jovens e adultos, aparentemente sadios, de diferentes racas,
entre os meses de marcgo a junho de 2003.

No municipio de Trés Rios foram visitadas duas propriedades
com um total de 431 soros coletados. Tais propriedades
tinham como principal atividade a criagdo de equinos, com
100% de animais da raca Mangalarga. Estes viviam em
piguetes em contato constante com carrapatos das espécies
Amblyomma cajennense e Anocentor nitens. No municipio
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de Vassouras, teve-se acesso a 13 propriedades distintas,
algumas delas com criacdo bovina, totalizando 316 soros
coletados, dos quais 212 pertenciam a animais da raca
Mangalarga, 46 animais pertencentes a outras racas (Puro-
Sangue Inglés (19), Pbénei (18), Brasileiro de Hipismo (7) e
Campolina (1) e 58 animais mesticos. Na maioria das
propriedades os eqliinos viviam soltos nos pastos durante o
dia e estabulados a noite, também em constante contato com
carrapatos das espécies A. cajennense e A. nitens, além da
espécie Boophilus microplus. Os soros foram aliquotados
em tubos tipo “eppendorf” e armazenados a -20°C até o
momento da analise sorolégica.

Foi utilizado o ensaio de imunoadsorcéo enzimatica (ELISA)
indireto padronizado por Salles et al. (2002) com modificac¢des.
O antigeno utilizado para realizagdo do ELISA indireto foi o
extrato total sonicado da cepa G39/40 de B. burgdorferi stricto
sensu gentilmente cedida pelo Dr. Natalino Hajime Yoshinari
do Laboratério de Investigacdo Médica em Reumatologia/lUSP
e como controles negativos utilizaram-se oito soros de potros
Puro-Sangue Inglés, oriundos do Jéquei Clube do Rio de
Janeiro, com idades variando de 12 a 24 meses. Estes
animais encontravam-se clinicamente sadios e eram
mantidos em baias individuais, tendo recebido alimentagdo
balanceada e volumoso, sem historico de contato com
carrapatos.

O teste soroldgico foi realizado em microplaca de poliestireno
com 96 orificios (M-4043, Sigma Chemical), a qual foi
sensibilizada com antigeno na concentracdo de 20 ng/mL.
Os 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. Foi utilizado o conjugado
IgG de coelho anti-lgG equina ligado a fosfatase alcalina
(Sigma Chemical) na diluicdo de 1:1000 e substrato para-
nitro-fenil-fosfato de sédio (PNPP) (Sigma Chemical) diluido
em tampdo glicina pH 10,5 na concentracdo de 1mg/mL. A
linha de corte do ensaio foi estabelecida pela média aritmética
dos valores de densidade éptica dos soros controles
negativos mais trés vezes o desvio-padrdo destes.

Resultados e discussao

A analise soroepidemiolégica das 747 amostras de soros
revelou que 21 (28,4%) animais foram reagentes positivos ao
ELISA indireto, com anticorpos da classe IgG anti-B. burgdorferi
dos quais 78,8% apresentaram titulo de 1:400, 17,0% titulo
de 1:800, 3,3% titulo de 1:1600 e 0,9% titulo de 1:3200 e 535
(71,6%) amostras foram negativas (Tabela 1). Os municipios
de Trés Rios e Vassouras apresentaram respectivamente
13,7% e 14,7% de animais soropositivos.

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram os
valores observados em outros trabalhos de inquéritos
sorolégicos realizados no Brasil em animais domésticos
como bovinos (Ishikawa, 1996), caes (Soares et al., 1999) e
equinos (Salles et al., 2002). Esse resultado revela percentual
semelhante as de areas endémicas para borreliose de Lyme
nos EUA, onde foi encontrado prevaléncia de eqlinos
soropositivos entre 10 e 60% (Cohen et al., 1988; Bernard et
al., 1990).

A estreita associagdo filogenética entre B. theileri e outras
espiroquetas do género Borrelia responsaveis pelas



Tabela 1: Ocorréncia de anticorpos homologos anti-Borrelia burgdorferi em eqiinos
(n=747) de propriedades dos municipios de Trés Rios e Vassouras, estado
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animais. Dos animais com alta
infestacdo de carrapatos, 42,9%

do Rio de Janeiro, determinada pelo ELISA indireto

apresentaram-se reagentes ao
ELISA indireto, em contraste com

0,9% de soropositivos em animais

Titulo Positivos Frequéncia Negativos que viviam sob controle rigoroso de

() Relat ADSol () ectoparasitas (Salles et al., 2002).

elativa soluta Nesse mesmo estudo, houve a

1:400 167 78,8% 22,4% - confirmacdo da positividade dos

1:800 36 17 0% 48% - soros pela formagéo de bandas no

: ’ ’ western blotting, onde soro dos

1:1600 7 3,3% 0,9% - animais provenientes de areas com

alto indice de infestacdo por carra-

1:3200 2 0,9% 0,3% i patos apresentaram formacdo de

Total positivos 212 100% (212/212) 28,4% ) bandas compativeis com os resul-

(212/747) tados observados no teste ELISA. A

. 5 andlise dos resultados permitiu

Total negativos ) i 71,6% 535 também considerar a existéncia de
(535/747)

similaridade entre a cepa padrédo

manifestagdes clinicas da borreliose de Lyme em todo mundo
(Rich et al., 2001) sugerem a possibilidade de reagdes
cruzadas entre esses agentes. Rogers et al. (1999)
observaram reac&o cruzada entre B. burgdorferi, B. coriaceae
e B. theileri a partir da técnica de imunofluorescéncia (IF), ao
analisarem soros de bovinos. O mesmo resultado néo 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. Ishikawa (2000) levanta esta
hip6tese, ja que encontrou alta prevaléncia de animais
positivos em trabalho feito com bovinos nas mesorregifes
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 este autor sugeriram que as altas porcentagens de
animais positivos devem-se ao alto indice de infestacéo dos
animais por carrapatos B. microplus. Estudo realizado com
eqliinos mantidos sob diferentes tipos de sistemas de
controle de carrapatos, no estado do Rio de Janeiro, mostrou
claramente a relagdo entre producdo de anticorpos anti-B.
burgdorferi e historico de contato com carrapatos nesses
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G39/40 de B. burgdorferi e o
espiroquetideo de equinos no Brasil.

Em seres humanos, existem trabalhos realizados no Brasil
relatando a presenga de individuos com clinica compativel
com a borreliose de Lyme e sorologicamente positivos para
IgM e IgG contra B. burgdorferi (Yoshinari et al., 1993; 2003).
Yoshinari et al. (1997) compararam o espiroquetideo existente
em nosso meio com as espécies européias B. garinii e B.
afzelii e a norte-americana B. burgdorferi, sugerindo que a
espécie existente no Brasil é distinta das trés anteriormente
citadas. Em estudo posterior, os autores denominaram a
enfermidade observada no Brasil de borreliose de Lyme simile
(Yoshinari et al., 2000). Assim, é véalido ressaltar a importancia
do diagnéstico sorolégico, o qual deve ser interpretado em
conjunto com dados epidemiolégicos e clinicos.

Conclusdes

1 Os equinos dos municipios estudados possuem anticorpos
homélogos anti-Borrelia burgdorferi.

2 A ocorréncia de soropositivos corrobora o relato da
existéncia de Borrelia sp. em eqliinos no estado do Rio de
Janeiro.
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