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RESUMO

Estudou-se a frequéncia de soros positivos de bovinos para borreliose de Lyme, brucelose e
leptospirose, utilizando-se ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto para deteccio de
anticorpos anti-Borrelia burgdorferi lato sensu, soroaglutinagdo répida para Brucella
abortus ¢ microaglutinag3o para Lepfospira miterrogans. Foram analisadas 376 amostras
provenientes de animais de diferentes municipios do Estado do Rio de Janeiro, 100 amostras
do municipio de Bananal (S&c Paulo) e 37 amostras procedentes do municipio de Alegre
(Espirito Santo). Ndo houve relag@io entre os resultados positivos para B. burgdorferi pelo
teste ELISA, resultados pesitives para L. interrogans pelo teste de scoroaglutinagiio
microscopica e resultados positivos para B. abortus pelo teste de soroaglutinagfio rapida. A
maior percentagem de animais scropositivos para B. burgdorferi foi observada no grupo
proveniente do municipio de Alegre (Espirito Santo), onde também foram identificados
casos humanos com suspeita clinica e sorologia positiva (ELISA e Wesilern blotting). A
percentagem de soropositivos caracteriza as regites estudadas como suspeita para presenga
do agente da borreliose de Lyme.
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INTRODUGAO

A borreliose de Lyme ¢ uma espiroquetose causada pela Borrelia
burgdorferi lato sensu e transmitida por carrapatos ixodideos, principalmente
do género Ixodes (3,4,10). A doenga foi inicialmente descrita nos Estados
Unidos e posteriormente na Europa, Asia, Austrlia e América do Sul.

As caracteristicas clinicas sdo varidveis de acordo com a regifio
geografica (7), e a borreliose de Lyme lato sensu constitui-se em zoonose
emergente que acomete animais domésticos, silvestres ¢ o homem. Nos
bovinos foram relatados sintomas de claudicagfio, edema de membros, perda
de peso cronica, hipofagia, febre transitéria, dificuldade de levantar-se e
aborto (11). Elevados titulos de anticorpos contra B. burgdorferi tém sido
descritos em animais assintomdticos (5,13). A cultura ¢ a visualizagio de
borrelias em microscopia 6tica constituem procedimentos pouce produtivos
no diagnostico da borreliose de Lyme, e os testes sorologicos tornam-se
fundamentais para confirmagio diagndstica (12, 13).

Dentre os agentes etiolégicos que acometem freqilentemente os
bovinos, ¢ com potencial para produzir falsos resultados sorolégicos,
destacam-se Brucella abortus e Leptospira interrogans com suas variantes
sorolégicas. Muitos sintomas da brucelose, leptospirose e borreliose bovina
se confundem, dificultando o diagndstico clinico, sendo necesséario o auxilio
de ensaios sorologicos. O presente trabalho teve como objetivo a pesquisa
comparativa de anticorpos anti-Borrelia burgdorferi lato sensu, anti-Brucella
ahortus e antivariantes sorolégicas de Leptospira interrogans em bovinos.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 376 amostras de soro sangiiineo de bovinos, dos
municipios de Itaguaf, Paracambi, Barra do Pirai, Pirai (Estado do Rio de
Janeiro), 100 amostras do municipio de Bananal (Estado de S8o Paulo) e 37
amostras provenientes do municipio de Alegre (Estado do Espirito Santo).
Todos 0s animais eram adultos e com aptiddo para produgdo de leite. Os
locais foram escolhidos devido 4 ocorréncia de casos clinicos em seres
humanos no Estado de Séo Paulo (14) ¢ Estado do Rio de Janeiro (1 e 8), a
ocorréncia de aitas infestagdes por carrapatos e em especial, no municipio de
Alegre, pela ocorréncia de casos sugestivos de borreliose de Lyme em
bovinos e casos clinicos compativeis & borreliose de Lyme com comprovagio
sorolégica em pacientes humanos (ELISA e Western blotting) (14).

As amostras de sangue foram obtidas por puncdo da veia jugular
utilizando-se agulhas descartdveis 18G, tubos de vidro (10 ml) estéreis e
seringas descartdveis (20 ml). Apds a colheita, as amostras foram
centrifugadas para obtengio de soro, que foi estocado a -20°C em tubo tipo
Eppendorf até a realizacio dos ensaios soroldgicos.
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O teste ELISA indireto utilizado foi baseado na técnica padronizada
por Ishikawa et al. (9) quando se utilizou antigeno sonicado total de B.
burgdorferi cepa G39/40 de origem americana na diluigio de 15ug/ml em
tampdo carbonato pH 9,6, soros controles positivos, negativos e soros testes
diluidos a 1:400, ¢ conjugado (soro de coelho anti-IgG de bovino, marcado
com fosfatase alcalina - SIGMA Chemical) na dilui¢do de 1:1.000.

Realizou-se teste de soroaglutinagdo répida em placa, com antigeno
inativado de B. abortus amostra 1119 B em suspensdo celular, conforme
padrdo internacional recomendado pelo Ministério da Agricultura.

Utilizaram-se para avaliagdo sorologica contra L. interrogans 24
variantes sorologicas (dustrallis australis, A.bratis lava, Autumnalis
autumnalis, A. butembo, Ballum castellonis, Batavig batavie, Canicola
canicola, Celledoni whicombi, Cynapteri cynapteri, Grippatyphosa
grippatyphosa, Hebdomadis hebdomadis, Icterohaemorrhagiae copenhageni,
1. icterohaemorrhagiae 1V, Javanica javanica, Panama panama, Pomona
pomona, Pyrogenes pyrogenes, Sejroe hardjo, S. wolfi, Shemani shemani,
Tarassovi tarassovi, Andamana andamana, Seramanga patoc, Djasiman
sentat). Os soros classificados como suspeitos no teste de microaglutinagéo
foram submetidos a prova de titulacfo através da microtécnical6).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Das 513 amostras analisadas pelo teste ELISA indireto, 16 (13,12%)
apresentaram anticorpos da classe IgG contra B. burgdorferi lato sensu com
titulo 1:800, 292 (56,92%) com titulo de 1:400 e 205 (39,96%) foram
negativos. Os resultados obtidos em cada Estado encontram-se na Tabela 1.

Tabela I. Freqiéncias soroldgicas para Borrelia burgdorferi lato sensu dos
bovinos provenientes dos Estades do Rio de Janeiro, S0 Paulo e
Espirito Santo.

Estado Animais Titulo 1/400 Titulo Negativos
examinados (n) 1/800

Rio de Janeiro 376 224 (59,6%) 16 (4,2%) 136 (36,2%)

S&o0 Paulo 160 36 (36,0%) 0(0,0%) 64 (64.0%)

Espirito Santo 37 32 (86,5%), 0 {0,0%) 5 (13,5%)

A maior percentagem de animais soropositivos para borreliose de
Lyme foi observada no grupo proveniente do municipio de Alegre, Estado do
Espirito Santo. Neste municipio foram observados animais apresentando
sinais clinicos compativeis & borreliose descrita na literatura(13), ou um com
claudicagdo e outro com aumento de volume da articulagfio radiocarpiana
(Figura 1}, Ambos os animais eram provenientes da mesma propriedade ¢
com sorologia positiva no teste ELISA. Na mesma regido foram identificados
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casos humanos com suspeita clinica e sorologia positiva (ELISA e Western
blotting) (14), reforcando a possibilidade de se tratar de uma area de risco
para existéncia da borreliose de Lyme. Os bovinos testados apresentavam
infestacfo por carrapatos da espécie Boophilus microplus, Amblyomma
cajennense ¢ Anocentor nitens. No entanto, nfo foram obtidos dados
especificos para analise da ixodofauna da regidio.

3

Figura 1. Articulagdo radiocarpiana de bezerro com trés meses de idade,
soropositivo, procedente do municipic de Alegre (ES),
apresentando aumento do volume articular do membro anterior
esquerdo.

Analisando os resultados obtidos com a sorologia para borreliose de
Lyme e brucelose, observou-se que nfioc houve interferéncia entre os
resultados positivos destas sorclogias (Tabela 2). Na amostragem de animais
provenientes dos Estados de S8o Paulo e Espirito Santo nfio foi obtido
nenhum animal soropositivo para brucelose, dificultando sua interpretagio.
No entanto, no grupo proveniente do Rio de Janeiro obtiveram-se 14 (4,75%)
animais soropositivos, sendo que 10 foram positivos em ambos os ensaios e 4
foram negativos para borreliose de Lyme e positivo para brucelose. A alta
percentagem de animais soropositivos para borreliose de Lyme e negativos
para brucelose sugere que nfo houve a interferéncia da soropositividade de
brucelose nos resultados soropositivos para borreliose de Lyme (Tabela 2).
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Tabela 2. Resultados comparativos entre animais soropositivos para Borrelia
hurgdorferi lato sensu, Leptospira interrogans ¢ Brucella abortus
provenientes dos Estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Espirito

Santo.
Origem Rip de Janeiro Sdo Paulo Espirito Santo
Sorologia n Positivos %o il Positivos % n Positivos g
Borrelia sp 376 240 63,83 106 36 36,00 37 32 86,49
Brucela sp 295 4 1,33 19 0 0,00 29 0 0.00
Bor + Bru 295 10 3,39 19 0 0,00 9 0 0.00
Leptospira sp 62 6* 9,68 20 4* 20,00 37 0 0,00
Bor + Lep 62 42* 67,74 20 [ 2 5,00 31 [gres 218
n= nimero de animais examinados. n;= numero de animais positivos

t sorotipos  {ny=48):.  hardjo {45). wolfi (41), australis (5), sentat (3), pyrogenes (2},
pomona (2), autumnalis (1) e bratislava (1),

sorotipos  (n,=3): hardjo (3), woelfi (3). bratislava (1), pyrogenes (1), patoc (1) e sentat
(1).

**x - Sorotipos (n=10): hardjo (10), wolfi (), hebdomadis (1), pvrogenes (1)

*ok

Com relag8io aos resultados dos ensaios soroldgicos para borreliose
de Lyme e leptospirose, observou-se que nfo houve interferéncia entre os
resultados positivos (Tabela 2}, como observado por Wells et al. (13).

No grupo de animais provenientes do Estado do Espirito Santo,
todos os positivos para leptospirose foram também positivos para borreliose
de Lyme (Tabela 2). No entanto, na amostragem proveniente de Sio Paulo,
apenas um foi positivo em ambas as sorologias e quatro foram positivos para
leptospirose e negativos para borreliose de Lyme (Tabela 2).

No grupo proveniente do Rio de Janeiro foi constatado elevada
percentagem de animais soropositivos para ambos os testes e baixa
percentagem de animais soropositivos para leptospirose e negativos para
borreliose de Lyme. Contudo, seis animais do Rio de Janeiro e trés de Séo
Paulo apresentaram altos titulos de anticorpos para leptospirose € nio
reagiram no teste contra antigeno de B. burgdorferi, observando-se
novamente que nfo houve interferéncia dos soropositivos para leptospirose
nos resultados sorologicos para borreliose de Lyme (Tabela 2).

As variantes sorologicas que reagiram nos testes para leptospirose
estido listados na Tabela 2. Constatou-se que os sorotipos hardjo e wolfi
foram os de maior ocorréncia nos trés Estados estudades. Em estudo
soroldgico, Wells et al. (13) verificaram que os sorotipos canicola, pomona e
hardjo apresentaram maior fregiiéncia, ndo sendo testado o sorotipo wolfi.

A freqiiéncia  sorolégica para B. burgdorferi em bovinos obtida
neste estudo, os casos humanos diagnosticados no Brasit (1,8¢14) e o
encontro de espiroquetas em marsupiais (2) sugerem a possibilidade da
existéncia do agente da borreliose de Lyme nas dreas estudadas.
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SUMMARY

Comparative serological study of Lyme Borreliosis, Brucelosis and
Leptospirosis in cattle

The frequency of positive Lyme Borreliosis bovine sera was studied by
means of the Indirect Immunoenzymatic Assay (ELISA), which was used in
the detection of anti-Borrelia burgodorferi antibodies. Rapid Serum
Agglutination and Microscopic Agglutination were utilized for the detection
of Brucella abortus and Leptospira interrogans, respectively. A total of 376
samples from different municipalities of Rio de Janeiro State, 100 samples
from Bananal, Sao Paulo State and 37 samples from Alegre, Espirito Santo
State, were analyzed. There was not relationship among positive results of
ELISA for B. burgdorferi and positive results of Microscopic Agglutination
for L. interrogans and positive results of Rapid Serum Agglutination for B.
abortus. The group located in Espirito Santo presented the highest positive
percentage for B. burgdorferi, where also suspected clinical human cases
with positive serology (ELISA and Western Blotting) were observed. Due to
the number of seropositive animals characterized, this studied region is
considered suspect for the presence of the agent of Lyme Borreliosis.

KEYWORDS: Bovine. Borreliosis. Brucelosis. Leptospirosis.
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