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ABSTRACT.- Galo K.R, Fonseca A.H., Madureira R.C. & Barbosa Neto J.D. 2009.
[Occurrence of homologous anti-Borrelia burgdorferi antibodies in equines in the
metropolitan mesorregion of Belém, State of Para, Brazil.] Freqliéncia de anticorpos
homologos anti-Borrelia burgdorferiem eqliinos ha mesorregiao metropolitana de Belém,
Estado do Para. Pesquisa Veterindria Brasileira 29(3):229-232. Departamento de
Epidemiologia e Saude Publica, Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ 23890-000, Brazil. E-mail: adivaldo @ ufrrj.br
Spirochaetes transmitted by ticks are microorganisms of worldwide distribution, which
infect wild, domestic animals and human beings. A total of 300 equine sera from four
municipalities: Ananideua (58), Belém (61), Castanhal (131), and Santa Izabel do Para
(50), were evaluated for Borrelia burgdorferi by an Elisa test. There were no significant
differences (P<0.05) among municipalities, breed, sex or husbandry. A total of 80 (26.7%)
horses were B. burgdorferipositive with titles of 1:800, 72 (90%) horses, 1:1.600, 6 (7.5%)
horses, and 1:3.200, 2 (2.5%) horses. The results were similar to those in the USA,
where related frequencies ranged from 7 to 75% in asymptomatic seropositive horses.
The presence of anti-B.burgdorferi homologous antibodies in horses from four
municipalities in the metropolitan mesorregion of Belém suggests the possibility of

occurrence of human cases in the region.

INDEX TERMS: Borrelia burgdorferi, Spirochaetacae, horses, serology.

RESUMO.- Espiroquetas transmitidas por carrapatos sao
microrganismos de ampla distribuicdo geografica e aco-
metem animais silvestres, domésticos e seres humanos.
Procedeu-se a andlise soroldgica de 300 soros de eqi-
nos onde 58 animais eram do municipio Ananideua, 61
eram de Belém, 131 de Castanhal e 50 eram do munici-
pio de Santa Izabel do Para para Borrelia burgdorferi atra-
vés do teste ELISA indireto. Nao foram observadas dife-
rencas significativas (P < 0,05) entre os municipios, nem
quanto a raga, sexo e fungéo dos animais. Um total de 80
(26,7%) animais foram positivos para B. burgdorfericom
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os titulos de 1:800, 72 (90%) equinos; 1:1.600, 6 (7,5%)
equinos; e 1:3.200, 2 (2,5%) equinos. Os resultados ob-
servados foram similares aos descritos nos EUA, onde
foram relatadas freqiiéncias de soropositivos variando
entre 7 e 75% em eqliinos assintomaticos. A presenca de
anticorpos homélogos contra B. burgdorferi em equinos
na mesorregiao metropolitana de Belém é indicativo da
ampla distribuicdo do agente e da possibilidade de ocor-
rerem casos humanos deste agente na regido.

TERMOS DE INDEXACAO: Borrelia burgdorferi, Spirochaeta-
cae, equinos, sorologia.

INTRODUCAO

Hemoparasitas do género Borrelia Swellengrebel, 1907
acometem diversas espécies de animais domésticos e
silvestres, incluindo equideos. O diagndstico € um proce-
dimento dificil, pois as manifestacdes clinicas, quando
presentes, séo similares a outras doencgas e 0 imunodiag-
nostico necessita de padronizagédo para cada espécie
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animal (Parker & White 1992, Soares et al. 2000). O estu-
do de borreliose em animais no Brasil tem sido realizado
através do encontro ocasional de espiroquetas circulan-
tes ou de andlises soroldgicas, sendo o ensaio de
imunoadsorcao enzimatica (ELISA) indireto, a técnica
empregada (Fonseca et al. 1996).

As espécies B. theilerie B. burgdorferisao comumen-
te reportadas para equinos, sendo a primeira cosmopolita
e a segunda restrita ao hemisfério norte. A infeccao por
B. burgdorferi em animais € geralmente assintomatica,
porém pode produzir sinais clinicos como perda de peso,
claudicagéo esporadica, laminite, aumento articular e si-
nais neurolégicos como depressao e mudanca de com-
portamento (Cohen & Cohen 1990, Parker & White 1992).

Os animais domésticos atuam como carreadores de
vetores de Borrelia sp. para o peridomicilio (Anderson,
1988), enquanto os silvestres caracterizam-se como re-
servatorios naturais, ndo apresentando sintomatologia
clinica (Soares et al. 2000). Este trabalho teve como ob-
jetivo, investigar a freqiiéncia de equinos soropositivos
para anticorpos da classe IgG, homdlogos contra Borrelia
burgdorferi cepa G39/40 através do ensaio de
imunoadsor¢céo enzimatica (ELISA) indireto na mesorre-
gido metropolitana de Belém, Estado do Para.

MATERIAL E METODOS

Local e animais examinados

No periodo de agosto a novembro de 2005 foram coletadas
e analisadas 300 amostras de sangue de equinos higidos com
idades que variavam entre sete meses e 23 anos, provenientes
de quatro municipios da mesorregiao metropolitana de Belém
(Quadro 1), distribuidos em 23 propriedades ou pertencentes a
carroceiros. As ragas analisadas foram: Andaluz (n=1), Arabe
puro (n=9), Brasileiro de Hipismo (n=14), Manga Larga (n=55)
Marajoara (n=10), Paint Horse (n=1), Pampa (n=1), Poney (n=1),
Puro Sangue Inglés (n=3), Puruca (n=11), Quarto de Milha
(n=13) e 181 equinos de raca nao definida.

Quadro 1. Numero de amostras de soro de eqtinos,
conforme o municipio

Municipios de origem dos eqliinos Numero de amostras

Ananideua 58
Belém 61
Castanhal 131
Santa Izabel do Para 50

Os animais foram classificados quanto ao sexo, raca
(animais de raca definida e mesticos) e de acordo com a funcao,
tendo sido divididos entre animais destinados para esporte e
para trabalho. Os animais destinados ao esporte constituiam
equinos da cavalaria da Policia Militar do Para utilizados para
equoterapia e animais de haras destinados a vaquejada,
exposicao, além de animais para fins reprodutivos. Os animais
destinados ao trabalho eram pertencentes a carroceiros ou em
fazendas para manejo do gado bovino.

As amostras de soro sanguineo foram coletadas através da
venopuncao jugular, com agulha descartavel 25x8mm, apos
anti-sepsia com alcool iodado. Foram utilizados para a coleta,
tubos tipo vacutainer, colhendo-se um volume de aproximada-
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mente 7mL. Apds a coleta, as amostras foram mantidas em
temperatura ambiente até a retragédo do coagulo e transporta-
das ao Laboratdrio de Investigagcao e Diagndstico de Enfermi-
dades dos Animais (LIDEA) ou ao Centro de Diagndstico Vete-
rinario (CEDIVET, Castanhal), Universidade Federal do Para
(UFPA), onde foram submetidas a centrifugagao (Centrifuga
CELM®) a 3000rpm durante 5 minutos para obtencao da fra-
¢ao sérica e identificacdo, aliquotadas em tubos tipo Eppendorf
e armazenados a -20°C para posterior analise. As analises
sorologicas foram realizadas no Laboratério de Doengas Para-
sitarias do Convénio “Projeto Sanidade Animal Embrapa/
UFRRJ".

Anticorpos homdlogos contra Borrelia burgdorferi

As amostras coletadas foram analisadas através do ELISA
indireto padronizado por Salles et al. (2002). Na realizacédo do
ensaio para detectar anticorpos da classe IgG homdlogos contra
B. burgdorferi latu sensu, o antigeno de B. burgdorferi stricto
sensu cepa G39/40 foi diluido a 20 mg/mL em tampao carbonato
pH 9,6, para a sensibilizacdo de microplacas de poliestireno
com 96 orificios (M-4043, Sigma Chemical), que foram
incubadas em camara umida a 4°C overnight.

Os soros testes, bem como os oito soros controles negativos
foram diluidos a 1:800, e o soro controle positivo foi diluido em
série, a partir de 1:800 até 1:102400, todos em PBS T 20; esta
etapa do ensaio foi incubada por 90 minutos em camara umida
a temperatura ambiente e lavada como a anterior. Foi adicionado
as placas conjugado IgG de coelho anti IgG equina ligado a
fosfatase alcalina (Sigma Chemical) na diluicdo de 1:1000 em
PBS T 20 e incubado por 1 hora em cadmara Umida a temperatura
ambiente. As placas foram forradas com a solugéo reveladora
composta pelo substrato para-nitro-fenil-fosfato de sédio (PNPP)
(Sigma Chemical) diluido em tampao glicina pH 10,5 na
concentracao de 1mg/mL. Estas permaneceram a temperatura
ambiente até a revelacdo e momento de leitura em
espectrofotdbmetro para microplacas de 96 orificios (Microplate
Reader model 550, Bio-Rad Laboratories), utilizando filtro para
comprimento de onda de 405hm. Em todas as fases do ensaio
foram utilizados 200mL de solugao por orificio. A linha de corte
do ensaio foi estabelecida pela média aritmética dos valores de
densidade dptica dos soros controles negativos mais trés vezes
0 desvio padrao destes.

Para anédlise estatistica, foram utilizados os testes nao
paramétricos qui-quadrado e Ficher, por meio do programa
computacional SAS/STAT (62 versao).

RESULTADOS

O exame soroldgico de anticorpos da classe IgG anti-
Borrelia burgdorferi analisados através do ensaio ELISA
indireto mostrou que dos 300 equinos estudados, 26,7%
(n=80) foram positivos, sendo que 72 (24%) apresenta-
ram titulo de 1:800, seis (2,0%) titulo de 1:1600 e dois
(0,6%) titulo de 1:3200, enquanto 220 (73,3%) soros fo-
ram negativos. A analise de freqiiéncia, numero e titulos
da epidemiologia soroldgica estao representados no Qua-
dro 2.

De acordo com os municipios estudados, ndo houve
diferenca significativa (P < 0,05) nos testes Qui-quadrado
e Fisher, sendo que a freqliiéncia foi de 27,6% em
Ananideua; 31,1% em Belém, 23,7% em Castanhal e 28%
em Santa Izabel do Para conforme descrito no Quadro 3.
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Quadro 2. Freqiiéncia e titulos dos soros de 300 eqiiinos,

da mesorregiao metropolitana de Belém - PA para pesquisa

de anticorpos homélogos da classe IgG, reagentes contra
Borrelia burgdorferi

Frequéncia
Titulo Positivos (n) Relativa Absoluta Negativos (n)
1:800 72 90% 24% -
1:1600 06 7,5% 2% -
1:3200 02 2,5% 0,6% -
Total 80 100% 26,7% -
Positivos (80/80) (80/300)
Total - - 73,3%
Negativos (220/300) 220

Quadro 3. Freqiiéncia soroldgica nos diferentes municipios
de anticorpos homologos anti-B. burgdorferi em eqiiinos da
mesorregiao metropolitana de Belém, PA, determinado
pelo ELISA indireto Municipios (n=300)

Ananindeua Belém Castanhal Santa lzabel Total

Positivos 27,6 % 31,1% 23,7% 28% 26,7%
(16/58)  (19/61)  (31/131) (14/50)  (80/300)

Negativos  72,4% 68,9% 76,3% 72% 73,3%
(42/58)  (42/61) (100/131)  (36/50)  (220/300)

Total 100% 100% 100% 100% 100%
(58/58) (61/61)  (131/131) (50/50)  (300/300)

Na analise dos dados, foi observado que 13,7% (n =41)
das fémeas e 13% (n =39) dos machos foram reagentes.
Em relacao as ragas, verificou-se que 9% (n=27) dos ani-
mais de racas definidas e 17,7% (n=53) dos animais mes-
ticos foram positivos. N&o houve diferenga significativa
(P < 0,05) entre os diferentes sexos e ragas.

Com relagéo a funcao, os animais destinados a espor-
te apresentaram positividades de 24,8% (n=26), os de tra-
balhos foi de 27,7% (n=54), representados no Quadro 4.
Também nao houve diferenca significativa (P < 0,05) em
relacao a fungdo desempenhada pelos animais.

Quadro 4. Freqiiéncia soroldgica, de acordo com a funcao
dos animais, de anticorpos homdélogos anti-Borrelia
burgdorferi em eqiiinos da mesorregiao metropolitana de
Belém, PA, determinado pelo ELISA indireto

Funcéo (n=300)

Esporte Trabalho

Relativa Absoluta Relativa Absoluta

Positivos 24.8% 8,7% 27,7% 18%
(26/105) (26/300) (54/195) (54/300)

Negativos 75,2% 26,3% 72,3% 47%
(79/105) (79/300) (141/195) (141/300)

Total 100% 35% 100% 65%
(105/105) (105/300) (195/195) (195/300)

DISCUSSAO

A freqUéncia de anticorpos homélogos anti-B.burgdorferi
encontrada no presente estudo foi de 26,7% (80/300),
superior ao observado por Salles et al. (2002), que ao
analisarem soros de eqlinos no Estado do Rio de Janeiro
por meio do ensaio ELISA indireto, encontraram 9,8% (49/
501) dos animais positivos. No entanto, Madureira et al.

(2007), utilizando a mesma técnica, verificou 28,1% (216/
769) de soropositividade em equinos provenientes dos
municipios Trés Rio e Vassouras, também no Estado do
Rio de Janeiro.

No presente estudo, ndo foi observada diferenca sig-
nificativa entre as freqliencias de animais soropositivos
dos diferentes municipios e o resultado corrobora com os
encontrados em outras espécies de animais domésticos
no Brasil, como bovinos (Fonseca et al. 1996) e caninos
(O’Dwyer et al. 2004). Resultados semelhantes foram re-
portados nos Estados Unidos da América, onde foram
observadas soropositividade que variavam entre 12 e 75%
em equiinos sem sintomatologia clinica para borreliose de
Lyme (Bernard et al. 1990, Cohen et al. 1988, Cohen et
al. 1992, Marcus et al. 1985, Parker & White 1992).

No Brasil ainda nao foi possivel isolar Borrelia sp. de-
vido a exigéncia nutricional desta espiroqueta (Soares et
al. 2000, Abel et al. 2000) além da alta freqiiéncia de con-
taminacao por fungos e outras bactérias no meio BSK,
mesmo quando adicionado a antibidticos (Oliveira et al.
2004). No entanto, foi possivel visualizar microorganis-
mos semelhantes a Borrelia sp. em culturas de soro hu-
mano, marsupiais, roedores silvestres, bovinos e cultu-
ras de carrapatos (Yoshinari et al. 1997). Recentemente,
verificou-se através de esfregago sanguineo, espiroque-
tideos com formas tipicas de Borrelia theileriem bubalinos
no municipio de Castanhal, Estado do Para, constatando
o primeiro relato de infeccao por Borrelia sp. em Bubalis
bubalis no Brasil (Scofield et al. 2005).

A estreita associagéo filogenética entre B. theileri e
outras espiroquetas do género Borrelia responsaveis pe-
las manifestagdes clinicas da borreliose de Lyme e pela
febre recorrente, sugerem a possibilidade de reagdes cru-
zadas entre esses agentes. Rogers et al. (1999) observa-
ram reacao cruzada entre B. burgdorferi, B. coriaceae e
B. theileri.

Yoshinari et al. (1997) realizaram testes com cepas
européias (B. garinii e B. afzell)) e norte americana (B.
burgdorferi) e compararam com Borrelia sp. existentes em
nosso meio, concluindo que os microrganismos verifica-
dos no Brasil sédo distintos das anteriormente citadas.
Mantovani et al. (2007) descreveram um quadro clinico
em seres humanos no Brasil, cujas caracteristicas
mimetizam a classica Borreliose de Lyme dos Estados
Unidos e Europa e a relacionaram como sendo uma
zoonose transmitida por carrapatos. Estes autores discu-
tiram a provavel etiologia da Borreliose de Lyme no Brasil
e relataram a concomitancia do diagndstico de microrga-
nismos semelhantes a Espiroquetas, Micoplasma e/ou
Clamydias nestes pacientes. Owen (2006), publicou arti-
go propondo o sinergismo entre Borrelia sp. e co-infec-
¢ao com outros microrganismos transmitidos por carra-
patos como explicacdo para as diferentes variagdes da
Borreliose de Lyme. Palacios et al. (1999) realizando es-
tudos em individuos que apresentavam sinais clinicos
compativeis com a borreliose de Lyme, utilizando o en-
saio ELISA e Western blotting com soro e fluido cerebral
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observaram que na Colébmbia a espiroqueta existente é
de genoespécie distinta de B. burgdorferi latu sensu.

Em relagcéo a fungao dos animais, nao foi possivel veri-
ficar diferenca significativa entre as freqiiéncias encontra-
das em animais de trabalho, que sao aqueles que tém um
menor controle efetivo de ectoparasitas e os de esporte.
Salles et al. (2002) em estudos efetuados em equinos no
Estado do Rio de Janeiro os animais mantidos sob rigido
controle de ectoparasitas apresentaram 0,9% de soroposi-
tividade para B. burgdorferi, contrastando com os animais
que viviam em locais sem nenhum tipo controle, que apre-
sentaram 42,9%. No presente estudo, a maioria dos ani-
mais estava infestado por carrapatos, no entanto, néo foi
possivel determinar quais as espécies existentes, e na
maioria das propriedades ndo havia controle preventivo
eficiente. Alguns faziam banhos carrapaticidas que varia-
vam de semanal a mensal, outros so realizavam quando
havia uma alta infestacéo de carrapatos.

No presente trabalho nao houve diferenca significati-
va entre a distribuicao da prevaléncia de anticorpos anti—
B.burgdorferi quanto a racas e sexos. Estes resultados
estao de acordo com os observados por Salles et al. 2002,
O’dwyer et al. 2004 e Madureira et al. 2007.

Marcus et al. (1985) observaram que nos EUA a fre-
gUéncia de B. burgdorferiem eqliinos foi maior em areas
endémicas que em areas ndo endémicas com soropositi-
vidade de 24% e 2%, respectivamente, ndo havendo dife-
renca significativa entre racas e sexo.

A epidemiologia e 0s aspectos clinicos das borrelioses
em animais e no homem apresentam caracteristicas vari-
adas de acordo com as regides, devido a existéncia dis-
tinta de espécies, genoespécies, e cepas de Borrelia, car-
rapatos vetores, interacao vetor-patégeno e ecossistemas
distintos (Baraton et al. 1992, Yoshinari et al. 1997), sen-
do os animais domésticos competentes reservatorios de
Borrelia sp. no ambiente domiciliar (Mather et al. 1994).

CONCLUSAO

A presenca de anticorpos homdélogos contra Borrelia
burgdorferiem eqliinos na mesorregiao metropolitana de
Belém é indicativo da ampla distribuicdo de Borrelia sp. e
da possibilidade de ocorrerem casos humanos de borreli-
ose.
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