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RESUMO

CORREA, Fabiola do Nascimento. Pesquisa de anticorpos homologos anti-Borrelia
burgdorferi em bufalos Bubalus bubalis) do estado do Para. 2007. 36p. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias Veterinarias, Sanidade Animal). Instituto de Veterinéria, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2007.

A criacdo de bufalos tem expandido no Brasil deixando de ser um simples elemento de
ocupacao de terras pouco fértels para tornar-se sinbnimo de producdo pecuaria rentavel. No
entanto, os pecuaristas e profissionais de salide carecem de informagdes consistentes sobre
sanidade desses animais. A borreliose € uma enfermidade sistémica, infecciosa e cosmopolita,
causada por microrganismos do género Borrelia, que acometem diversas espécies de animais
domeésticos e silvestres, aém do homem. A espécie de Borrdiia mais comumente reportada
em ruminantes é B. theileri. Estes animais também podem ser infectados por B. burgdorferi
sensu lato, agente da borreliose de Lyme e B. coriaceae que causa o aborto epizootico bovino.
No entanto, ndo ha estudos soroepidemiolégicos sobre borreliose em bubalinos. Com o
objetivo de conhecer a freqliéncia de anticorpos homdlogos anti-B. burgdorferi de bufalos
provenientes dos municipios Castanhal, Santa Isabel, Nova Timboteua e Santarém Novo, na
parte continental do estado do Para e Cachoeira do Arari na Ilha de Margj6 foram coletados
soros de 491 bufalos, os quais foram analisados por meio do teste ELISA indireto. A andlise
soroldgica das amostras revelou que 412 soros (83,91%) foram positivos, ndo ocorrendo
diferenca estatistica significativa entre os amimais positivos provenientes da Ilha de Marg6
81,69% (232/284) e da porcdo continental do estado 86,96% (180/207).  Quanto a
fregliéncia de soropositivos por municipio estudado, a andlise de correspondéncia, indicou a
formacao de trés grupos distintos, o primeiro formado pelos municipios de Cachoeira do Arari
e Castanhal, o segundo formado pelos municipios de Nova Timboteua e Santarém Novo e o
terceiro formado apenas pelo municipio de Santa Isabel. Este dltimo apresentou
estatisticamente menor fregquiéncia de anticorpos em relacdo aos outros quatro municipios. No
entanto, foi observado que bufalos dos cinco municipios estudados possuem ata fregiiéncia
de anticorpos homaologos contra espiroquetas B. burgdorferi. A ata freqliéncia de animais
soropositivos encontrada pode ser explicada pela presenca do carrapato Boophilus microplus e
pela existéncia de relato sobre Borrelia sp. infectando bufalo na regido estudada. Estes fatos
sugerem reacdo cruzada entre a cepa americana g39/40 de B. burgdorferi utilizada como
substrato antigénico e a espécie de Borrelia que infecta os bufalos no estado do Para. Apesar
da baixa especificidade do ELISA indireto usado neste estudo, este teste constitui-se em um
bom exame para triagem e monitoramento de individuos infectados por microrganismos do
género Borrelia.

Palavras chave: Borrdia, bufalo, ELISA



ABSTRACT

CORREA, Fabiola do Nascimento. Research of homologous antibodies anti-Borrelia
burgdorferi in buffaloes Bubalus bubalis) of Para state, Brazil. 2007. 36p. Dissertation
(Master in Veterinary Sciences, Animal Health). Veterinary Institute, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2007.

Rearing buffaloes in Brazil has been increasing notoriously and leaving of being a simple
activity to justify the use of poor fertility lands. Right now the rearing buffalo is considered a
promissory lucrative activity, but the information about sanitary aspects to improve buffaloes
health are not consistent. Borreliosis is a systemic infectious disease caused by many Borrelia
species, which have a cosmopolitan distribution, and affects various species of domestic and
wild animals, including human beings. Borrelia theileri is the specie more commonly
reported in ruminants. However, these animals can also be infected by B. burgdorferi sensu
lato and B. coriaceae, which cause Lyme borreliosis and abortion epizootic bovine,
respectively. Meanwhile, there are no seroepidemiologic studies of borreliosis in buffaloes.
The aim of this study was to know the frequency of anti-B. burgdorferi homologous
antibodies in buffaloes serum samples proceeding from Castanhal, Santa Isabel, Nova
Timboteua and Santarém Novo, in the continental part of Para state and Cachoeira do Arari in
Marajo Island were collected. Serums of 491 buffaloes were analyzed by indirect ELISA test.
The serologic analysis of the samples showed that 412 serums (83.91%) were positive,
without different statistical significance between positive animals from Margo Island
81.469% (2362/284) and from the continental part 86.96% (180/207). Was observed that
buffaloes of these five municipalities studied have high antibodies frequency against
spirochetes B. burgdorferi. The Correspondence Analysis test showed the formation of three
different municipalities groups of according with seropositives animals number. The first
group was formed by Cachoeira do Arari and Castanhal, the second by Nova Timboteua and
Santarém Novo. The third group was constituted by Santa Isabel only, which presented
statisticment loss antibodies frequency than others municipalities. The high frequency of
positives animals found can be explained by presence of tick Boophilus microplus and by the
existence of report on Borrelia sp. infecting buffalo in the studied region. These facts suggest
cross-reactivity between strain g39/40 of B. burgdorferi used as antigenic substratum and
Borrelia species that infect buffaloes in Para state. Despite of low specificity of indirect
ELISA test used in this study, it is a good method to select e screen infected animals in studies
about Borrelia sp. in buffaloes.

Key words: Borréelia, buffaloes, ELISA
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1 INTRODUCAO

A criacdo de bufalos é uma atividade em expansdo no Brasil, principalmente pela sua
facilidade de adaptacdo aos mais diversos ambientes naturais, e vem deixando de ser um
simples elemento de ocupacdo de terras pouco férteis e alagadicas para tornar-se sinénimo de
rentavel producdo de carne, leite, couro e trabalho.

As caracteristicas anatdmicas e fisiologicas dos bufalos tendem a fazer com que a
maioria das enfermidades ocorra de maneira subclinica, ou que 0s sintomas
evidenciados somente quando em estado bastante avancado. No entanto, os pacuari
profissiorais de salide carecem de estudos mais detalhados sobre as enfermidade
acometem bubalinos que contribuam para 0 éxito de sua criacéo.

A borreliose é uma enfermidade infecciosa, sistémica e cosmopolita, causada por
microrganismos do género Borrelia, que acometem diversas espécies de animais domésticos e
silvestres, aém do homem. Sua transmissdo ocorre principamente pela picada de carrapatos,
mas também por piolhos, que inoculam saliva infectada, ou transmitem passivamente por
contato direto com o liquido coxal. Uma variedade de pequenos animais silvestres, incluindo
roedores, lagomorfos e aves, pode agir como hospedeiro reservatorio. As aves migratorias sdo
capazes de disseminar larvas e ninfas de carrapatos infectados a longas disténcias. Animais
domésticos como caninos, felinos, eqlinos e ruminantes, além de contrairem a infeccdo, sdo
disseminadores de carrapatos infectados para 0 ambiente peridomiciliar. A sorologia realizada
em animais tem contribuido principalmente para o mapeamento das areas de risco para a
borreliose de Lyme.

Atualmente sdo descritas cinco enfermidades atribuidas as espiroguetas do género
Borrelia: (1) Febre recurrente causada por B. recurrentis sensu lato com mais de 20 espécies,
cujos vetores sdo carrapatos Ornithodorus sp. e piolhos Pediculus sp.; (2) espiroquetose
aviaria determinada por B. anserina, transmitida por carrapatos Argas sp. para diferentes
espécies de aves; (3) borreliose bovina causada por B. theileri, que também pode infectar
outros ruminantes e equinos, e € tramsmitida por carrapatos ixodideos, principamente
Boophilus microplus (4) aborto epizodtico bovino, que tem como agente etiolégico B.
coriaceae e como vetor O. coriaceus, e (5), borreliose de Lyme transmitida por carrapatos
Ixodideos, principalmente Ixodes sp. e tendo como agente causal o0 complexo B. burgdorferi
sensu lato, constituido por trés espécies de espiroquetas: B. burgdorferi sensu stricto (Estados
Unidos, Europa e Asia), B. afzelii e B. garinii (Europa) e borreliose de Lyme simile
americana, causada por B. lonestari, que é geneticamente semelhante a B. theileri. No
hemisfério sul também hé relatos de enfermidade semelhante a borreliose de Lyme, porém o
agente etiol 6gico ainda ndo foi isolado.

A primeira descricdo de espiroquetas no sangue de ruminantes foi registrada por
Arnold Theiler em 1902, na Africa do Sul, ao pesquisar a etiologia da anaplasmose. O agente
descrito originalmente como Spirochaeta theileri, recebeu a posterior denominacéo de
Borrelia theileri. Esta espécie foi observada em bovinos, ovinos, eqlinos, cervideos, impalas
e outros ruminantes silvestres como causador ocasional de febre, hemoglobiniria e anemia.
Posteriormente, B. burgdorferi foi recuperada de uma vaca com artrite e doenga sistémica e
contatouse que bovinos também podiam carrear 0 agente da borreliose de Lyme. A espécie
de Borréia sp. mais recentemente descrita em bovinos é a que causa 0 aborto epizodtico
bovino, tendo como agente B. coriaceae, o qua ainda ndo foi descrito no Brasil.

O diagnostico de Borrelia spp. por meio de esfregacos sanguineos pode ser utilizado.
No entanto, é necessario que haja alta espiroquetemia no momento da execucéo, 0 que nao €



muito freqliente. Nestes casos é recomendado 0 uso de testes soroldgicos como o ensaio de
imunoadsor¢do enzimatico (ELISA) indireto.

O ELISA indireto € amplamente utilizado na pesquisa de anticorpos contra B.
burgdorferi em todos as regides onde tem sido descrita a borreliose de Lyme, contribuindo
assim para o conhecimento epidemioldgico da doengca. Contudo, ha também ouras técnicas
gue podem ser empregadas nos estudos das borrelioses, como a imunohistoquimica,
imunofluorescénciaindireta (IFl), western blotting e a reacéo em cadeia da polimerase (PCR).

As caracteristicas epidemiol 0gicas das borrelioses podem variar de acordo com a area
geogréfica, presenca de carrapatos vetores, ecossistemas, espécies e cepas diferentes. Por isso
S80 necessarios mais estudos para determinar a frequéncia destas espiroquetas em distintas
regides. No Brasil, pesquisas de anticorpos contra B. burgdorferi ja foram realizadas em
humanos, caninos, equinos e bovinos, em sua maior parte observando-se valores de
soropreval éncia préximos aos reportados em areas endémicas na América do Norte.

A primeira observacéo de Borrelia sp. em bufalos ocorreu em um bubalino nativo do
municipio de Castanhal, estado do ParA& No entanto, ndo ha estudos soroepidemiol 6gicos
sobre borreliose em bubalinos. Assim, fundamentado na hipétese de que bufalos do estado do
Para podem ser infectados por microrganismos do género Borrelia, este trabalho teve como
objetivo avaliar a freqliéncia de anticorpos homdlogos anti-B. burgdorferi por meio de um
teste ELISA indireto, em soros de bufal os provenientes de cinco municipios distribuidos entre
as microrregides do Arari, Castanhal e Bragantina no estado do Para.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Borreliasp.

O género Borrelia é congtituido por bactérias Gram negativas, microaerdfilas, moveis,
pertencentes a familia Spirochaetaceae da ordem Spirochaetales. Todas as espécies descritas
possuem formato helicoidal que pode variar de 3 a 10 espiras, medem de 4 a 30 um e se
reproduzem por fissdo binariatransversal (AUSTIN, 1993; PFISTER et a., 1994; SOARES et
al., 2000). Do ponto de vista estrutural, sdo formadas por um cilindro protoplasmético
congtituido por uma membrana interna preenchida por citoplasma e peptideoglicano coberta
por uma membrana celular externa. Possuem flagelos que, em estrutura, sdo semelhantes aos
de outras bactérias flageladas, localizados no espaco periplasmético, inseridos na terminagéo
do cilindro de protoplasma (KRIEG; HOLT, 1984; BARBOUR; HAYES, 1986).

As espécies de Borrelia spp. podem ser distinguidas morfométricamente dos demais
géneros da familia Spirochaetaceae por serem maiores, com maior nimero de flagelos
periplasméticos e menor nimero de espiras (AUSTIN, 1993; PFISTER et a., 1994).
Entretanto, pode ocorrer polimorfismo entre espiroquetas de uma mesma espécie
(BARBOUR; HAYES, 1986).

A primeira observagéo de uma espiroqueta foi feita por Leeuwenhhoek, em 1681, na
mucosa bucal e intestinal do homem. No entanto, sua importancia sd foi reconhecida em
1863, apds Obermeier observa-la no sangue de pacientes com febre recurrente (PESSOA,
1963; PAVLOVSKY, 1965). E a partir de 1948, apds receber diversas classificactes,
bacteriologistas e sistematas as colocaram em um grupo especial entre as bactérias.

As diferentes espécies de espiroquetas dentro do género Borrelia foram classificadas
de acordo com a especificidade da relagéo parasita-vetor- hospedeiro (HOOGSTRAAL, 1985),
porém, existem espiroquetas que ndo sdo transmitidas por uma Unica espécie de vetor, assim
como, ndo infectam uma Unica espécie de hospedeiro. Desta forma, atuamente sua
identificacdo ocorre pela associagdo entre estudos bioldgicos, bioguimicos e moleculares
(BARBOUR; HAYES, 1986; MARCONI et al., 1995; SILVA; FIKRIG, 1997; SOARES et
al., 2000).

Dentre os membros da ordem Spirochaetal es apenas Borrelia spp. sdo transmitidas por
artropodes hematéfagos, primordialmente por carrapatos e, em raros casos, por tabanideos,
culicideos e sifonapteros (MAGNARELLI et al., 1986; 1987; BUTLER; DENMARK, 1990).
Contudo, ja foi observado na natureza carrapato Ornithodorus turicata transmitindo
Leptospira pomona (BURGDORFER, 1956). A infeccdo por Borrelia sp. pode também
ocorrer pelo contato com urina de animais infectados, por transfusdo sanguinea, transplante de
tecido e congenitamente em cdes (BARBOUR; HAYES, 1986; BURGESS, 1986; BURGESS
et a., 1986; HYDE et a., 1989; DORWARD et a., 1991; GUSTAFSON et al., 1993).

Burgdorfer et a. (1982) foram os primeiros a observar espiroguetas em carrapatos a
partir de laminas preparadas com intestino de Ixodes dammini de area endémica para
borreliose de Lyme, conseguindo realizar o isolamento da espirogueta em meio Barbour
Stoenner e Kelly (BSK). Desde entdo, diferentes espécies de carrapatos tem sido implicadas
na transmissdo de espirogquetas aos homens e animais. Entre os argasideos encontram-se
diversas espécies de Ornithodorus sp. e Argas sp., transmitindo Borrelia spp. principalmente
via liquido coxal; j& entre os ixodideos como Ixodes sp., Amblyomma sp., Boophilus sp. e
Rhipicephalus sp. a transmissdo ocorre por meio da inoculagdo de saliva infectada
(BALASHOV, 1972; HOOGSTRAAL, 1985; BURGDORFER et al., 1989).



Em relacBo aos carrapatos ixodideos a transmissdo de Borrelia spp. ocorre
principalmente pela fase de ninfa, tendo este estagio maior importancia epidemiolgica na
transmissdo, manutencdo e dispersdo da espiroqueta. No entanto, todos os instares possuem
habilidade para transmiti-las. Estudos demonstraram que para esses vetores é necessario um
tempo de fixagdo no hospedeiro superior a 48 horas para que ocorra a transmisséo (BENACH
et a., 1987; LANE; BURGDORFER, 1987; LANE; MANWEILER, 1988).

A infeccdo do carrapato vetor ocorre pela ingestdo de sangue contendo Borrelia spp.,
por transmissao transovariana e transestadial (SMITH et a., 1978; HOOGSTRAAL, 1985). A
transmissdo transovariana, porém, nao ocorre em todas as espécies de vetor (BURGDORFER
et a., 1989). Logo apds a infeccdo do carrapato as espiroquetas iniciam uma fase de
multiplicacdo em nivel intestinal e, posteriormente, migram para a hemocel e disseminando-se
pelos 6rgéos, chegando a glandula salivar (BENACH et al., 1987; RIBEIRO et al., 1987).

As diferentes espécies de Borrelia spp. desenvolvemse em simbiose com seus
vetores, porém seu crescimento e multiplicagdo no interior do carrapato sdo afetados por
processos fisioldgicos do ciclo vital deste artropode e muitas espiroquetas podem morrer apds
amudanca de estagio do carrapato. Da mesma forma, o carrapato também pode sucumbir por
um nimero excessivo de espiroquetas que podem lesar seus 6rgaos ou tornar-se infértil por
danos a formagéo de seus ovos (BURGDORFER, 1956; BURGDORFER et al., 1989;
BALASHOQOV, 1972; SMITH et a., 1978; HOOGSTRAAL, 1979; 1985; PIESMAN et al.
1990).

2.2 BorreliosedeLymeelLymesimile

A borreliose de Lyme € uma antropozoonose infecciosa, sistémica e cosmopolita
causada por espiroquetas do género Borrelia. A enfermidade foi primeiro observada por
Buchawald (1883) na Alemanha, sendo descrita como uma atrofia difusa de pele com carater
idiopético, que em 1902, recebeu o nome de acrodermatite atrofica cronica (HERXHEIMER,
HARTMANN, 1902). Somente em 1975, apos ser reportada nos Estados Unidos, Connecticut
e mais tarde em Old Lyme, com sintomas semelhantes a artrite reumatoide juvenil, foi
caracterizada como uma desordem multissistémica denominada artrite de Lyme ou doencga de
Lyme (STEERE et a., 1977a;b). Porém o reconhecimento do agente causal e seu isolamento
so foram realizados em 1981, quando Burgdorfer et al. (1982) ao pesquisar filarideos no trato
digestivo de carrapatos encontraram estruturas espiraladas méveis que receberam de Johnson
et a. (1984) o nome de B. burgdorferi.

Ouitras especies, dém de B. burgdorferi sensu strictu, ja foram identificadas causando
enfermidade semelhante a borreliose de Lyme observada nos Estados Unidos, porém
apresentando pequenas variagdes genéticas, como B. lusitaniae (LE FLECHE et al., 1997) e
B. valaisiana (WANG et a., 1997) na Europa; B. japonica (KAWABATA et a., 1993) e B.
miyamotoi no Japdo (POSTIC et a., 1993); B. andersoni (MARCONI et al., 1995), B.
lonestari (BARBOUR et al., 1996) e B. bissetii (POSTIC et al., 1998) na América do Norte.
Na América do sul, Austrdlia e Africa também hé relatos de enfermidade com manifestagbes
clinicas similares a borreliose de Lyme, associada a picada de carrapatos e a organismos
espiralados semelhantes a Borrelia spp. No entanto, a etiologia ndo € totalmente esclarecida,
pois o agente ainda ndo foi isolado (YOSHINARI et a., 2000).

Atualmente, sabe-se que a borreliose de Lyme classica de ocorréncia no hemisfério
norte tem como agentes etiolgicos B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii e B. garinii, cujos
vetores sdo principalmente carrapatos Ixodes spp. (STEERE, 2001). Uma enfermidade
semelhante, encontrada no sul dos Estados Unidos, foi definida como borreliose de Lyme
simile americana, causada por B. lonestari, que é uma espécie de espiroqueta incultivavel em
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meio BSK, transmitida por carrapatos Amblyomma sp. e geneticamente semelhante a
espiroqueta bovina B. theileri.

A primeira observacdo de Borrelia spp. no Brasil ocorreu em 1988, quando Filgueira
et a. andlisaram um paciente com eritema crénico migratério de crescimento centrifugo e
prurido discreto, cuja bidpsia revelou organismos com morfologia compativel com este
agente. Porém, a primeira publicacdo alertando para a possibilidade da existéncia de
borreliose de Lyme no Brasil foi realizada por Y oshinari et al. (1989) devido a presenca do
vetor e da espiroqueta no pais; e em 1992 foram descritas as primeiras observag6es da doenca
em humanos (YOSHINARI et a., 1993a;b). Desde entdo, casos humanos de borreliose de
Lyme simile brasileira, bem como a presenca de anticorpos contra Borrelia sp. em animais
tém sido reportados no Brasil, principamente na regido sudeste (FONSECA et a., 1995za; b,
1996; YOSHINARI et al., 1995; 1997; ISHIKAWA, 1996; 2000; SOARES, 1998; SOARES
et al.,1999; SALLES et a., 2002; MADUREIRA, 2004; GALO, 2006).

Os vetores de Borrelia spp. no Brasil ainda ndo estédo bem estabelecidos (ABEL et al.,
2000), e como a espécie de Borrelia que ocorre no Brasil ainda ndo foi isolada especula-se
gue ocorra uma reagao cruzada entre ela e a cepa de B. burgdorferi empregada nos ensaios
soroldgicos (FONSECA et a., 2005).

Animais silvestres, em especial 0s pequenos roedores, sdo considerados os maiores
reservatorios do agente etiol6gico (STEERE et al., 1983; GILL et al., 1994; MASUZAWA et
a., 1995; BATTESTI et a., 1997) enquanto aves migratorias sdo capazes de disseminar
larvas e ninfas de carrapatos infectados a longas distncias (ANDERSON, 1988;
COMSTEDT et d., 2006). Animais domésticos também contraem a infeccdo e sao potenciais
agentes transportadores de carrapatos para o ambiente peridomiciliar (BOSLER, 1993;
MATHER et a., 1994; ISHIKAWA, 1996; SOARES et al., 1999). Foi observado que em
areas onde ocorrem casos humanos de borreliose 0 agente etioldgico tem sido encontrado
parasitando mamiferos domesticos (BURGESS et a., 1987).

Em todo o mundo a borreliose de Lyme tem sido reportada em caninos, felinos,
equinos, bovinos e ovinos. Uma grande parte dos animais domésticos expostos ao agente
causal B. burgdorferi sensu lato é assintomaticamente infectada. Aqueles animais que
desenvolvem sinais clinicos evidentes exibem principalmente manqueira e edema das
articulagbes, com ou sem febre (BURGESS, 1988; APPEL, 1990; COHEN; COHEN, 1990).
Com a possivel excegdo dos bovinos, animais domésticos geralmente ndo demonstram lesdo
eritematosa de pele no local de fixacdo do carrapato, embora B. burgdorferi ja tenha sido
Isolada deste local mesmo com a pele estando aparentemente normal (BOSLER, 1993;
APPEL et al., 1993; BLOWEY et d., 1994).

Em bovinos, a infeccdo por B. burgdorferi € frequentemente assintomatica mesmo em
animais provenientes de regides com alta soroprevaléncia (BENXIU; COLLINS, 1994,
FONSECA et a., 1995b; 1996; ISHIKAWA, 1996). Entre os sinais da doenca que podem ser
apresentados por bovinos estéo principalmente os problemas articulares, como manqueira e
menos freqlentemente laminite; assim como febre, perda de peso, depressdo da producéo
leiteira e aborto (POST et a., 1986; BURGESS, 1988; PARKER; WHITE, 1992,
BUSHMICH, 1994). A deteccdo de Borrelia sp. em sangue de feto e em tecidos fetais
abortados confirma a transmissdo transplacentaria e chama atencdo para problemas
reprodutivos que podem ser causados pela espiroqueta (BURGESS, 1988; BUSHMICH,
1994).

Por meio de estudos soroldgicos de borreliose de Lyme Wells et al. (1993) reportaram
associacdo entre soropositividade para B. burgdorferi e problemas articulares em bovinos de
Minnesota e Wisconsin, EUA. No Brasil, Benes et a. (1995) encontraram prevaléncia de
23,8% de soros positivos na populacdo bovina de Braganca Paulista e na mesma regido
identificaram um bovino com artrite e trés funcionarios com lesdo cutanea compativel com
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eritema migratério, um dos quais foi soropositivo; Ishikawa (1996) observou em bovinos da
regido sudeste ata reatividade de anticorpos da classe 1gG (60,04%) contra antigenos de B.
burgdorferi cepa G39/40, sendo que em 37 amostras do Espirito Santo, em area onde bovinos
apresentavam sinais clinicos sugestivos de borreliose, 86,50% mostraram-se reativos. Mais
recentemente, Guedes Junior (2006) encontrou 54,90% de bovinos provenientes do estado do
Para, positivos para borreliose.

Como os bovinos podem servir como hospedeiros para carrapatos Ixodes spp. adultos,
principais vetores de B. burgdorferi nos Estados Unidos, Europa e Asia, além de outras
espécies de ixodideos (BUSHMICH, 1994; YOSHINARI et al., 1997), pode-se cogitar um
papel relevante desses animais no ciclo zoondtico da borreliose de Lyme.

Borrelia burgdorferi tem sido demonstrada (raramente) em sangue, colostro, leite,
fluido sinovia e urina de bovinos. Estudos preliminares indicam que vacas leiteiras com
borreliose de Lyme clinica podem ser melhores disseminadoras de espirogquetas na urina do
gue vacas assintomaticas (BUSHMICH, 1994). Também ja foi observado que B. burgdorferi
pode sobreviver em leite refrigerado por longo periodo de tempo. No entanto, a pasteurizacéo
pode matar o organismo, diminuindo ao minimo o potencial de difusdo desta zoonose quando
tomado as devidas precaugoes (FARRELI; MARTH, 1991).

A habilidade de B. burgdorferi sobreviver ao ambiente acido do estbmago humano é
desconhecida, mas inoculacéo oral em gatos usando grande nimero de organismos em cultura
tem sido realizada experimentalmente com sucesso (BURGESS, 1992).

2.3 Outras Borrelioses de Ruminantes

Espiroquetas vivas foram primeiramente observadas em sangue bovino na Africa do
Sul, por Arnold Theiler, em 1902. Em 1903, Laveran observando esfregacos sanguineos
confeccionados por Theiler chamouas de Spirillumtheiler. No Brasil, em 1919, Brumpt apud
Neitz (1956), registrou a presenca de S. theileri em bovinos e a transmissdo através de
carrapatos. Entretanto, somente em 1957 estas espiroquetas foram incluidas dentro do género
Borrelia recebendo o nome de B. theileri, conforme publicado no Bergey’s Manua of
Systematic Bacteriology (SMITH; ROGERS, 1998).

Borrelia theileri € a espécie mais comumente reportada em bovinos, mas também
pode parasitar equinos e outros ruminantes domesticos e silvestres como ovelhas, cervos e
impalas (NEITZ, 1935; IRVIN et al., 1973). Contudo, os mamiferos de uma forma geral, séo
hospedeiros acidentais que podem servir como portadores para a preservagao e disseminagdo
do agente (MARTINS et al., 1996).

Segundo Laveran (1903) B. theileri possui tamanho que pode variar entre 8 -30 pum de
tamanho, podendo apresentar de 5 a 10 flagelos (NEITZ, 1956) e 3 a 7 espiras (CALLOW,
1967), similar a espiroqueta B. burgdorferi.

Esta espiroqueta € considerada ndo patogénica, apesar de existirem relatos de doenca
clinica. Durante a fase parasitémica os bovinos infectados por B. theileri podem exibir suave
elevacdo de temperatura, letargia, anemia e hematuria (CALLOW, 1967; SMITH et 4d.,
1978). Esses sinais caracterizam uma sindrome parecida com babesiose que poderia
complicar o diagnostico clinico de Babesia sp. feito a campo, mas ndo confirmada por exame
de esfregacos sanguineos em laboratério (CALLOW, 1967).

Rogers et a. (1999) observaram espiroquetemia em bovinos com elevacdo da
temperatura e letargia, mas anemia e hematlria ndo foram encontradas. Sharma et a. (2000)
observaram dois bovinos adultos de um rebanho de 23 animais com febre, linfonodos pré-
escapulares e paroétideos enfartados, anemia, hemoglobindria, inapeténcia e diarréia. Um dos
animais foi a Obito e 0 exame do esfregaco sanguineo deste animal apresentava grande
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quantidade de B. theileri e poucos parasitos B. bovis e Thelleria mutans. O animal
sobrevivente se recuperou apés antibi 6ticoterapia com oxitetraciclina.

Borrelia theileri € detectavel em esfregacos sanguineos 2 a 4 semanas apos a
exposicao a carrapatos infectados, mas em poucos dias desaparecem (SMITH et al., 1978).
Eventualmente podem ocorrer novos picos de parasitemia, mas sem sinais de doenca
(CALLOW, 1967). Segundo Smith et al. (1978) os curtos periodos de febre coincidem com a
presenca de espiroguetas observaveis em esfregaco sanguineo.

Embora a infeccdo por B. theileri, na maioria das vezes, curse de forma assintomética
em bovinos, esta espirogueta permanece importante por ser bastante difundida
geograficamente e pelo seu potencial para ser confundida com B. burgdorferi, agente causal
da borreliose de Lyme; com B. coriaceae, provavel agente do aborto epizodtico bovino; e
com espécies de Borrelia ainda ndo isoladas implicadas em doenca semelhante e borreliose de
Lyme (SMITH et a., 1978; SMITH; ROGERS, 1998).

A distribuicdo geogréfica de Borrelia sp. em bovinos esta diretamente relacionada a
distribuicéo de seus vetores. B. theileri tem sido reportada quase exclusivamente em latitudes
tropicais, correlacionada com a distribuicdo de carrapatos vetores conhecidos, como: B.
microplus, B. annulatus, B. decoloratus, B. australis, Rhipicephalus everts, |. ricinus e
Haemaphisalis cinnabarina punctata (CALLOW, 1967; VIVASet d., 1996; SHARMA et al.,
2000), nos continentes Australiano (CALLOW, 1967), Africano (NEITZ, 1956; TREES,
1978) e na Amé&rica do Sul (BRUMPT, 1919 apud NEITZ, 1956; HADANI et a., 1985;
MARTINS et a., 1996). Contudo, também ja foi relatada no Zaire (SCHWETZ, 1935 apud
MATTON; MELCKEBEKE, 1990), Holanda (SHILLHORN VAN VEEN;
LEYENDEKKERS, 1971), México (SMITH et a., 1978), Estados Unidos (SMITH et 4.,
1985), Sul da Russia e Bulgaria (YAKIMOFF et al., 1933 apud SMITH; ROGERS, 1998;
JANEFF, 1943 apud UILEN BERG et ., 1988).

Conforme observado em B. microplus, parece que a replicacéo de B. theileri ocorre em
maior intensidade no vetor do que no sangue bovino (SMITH et a., 1985; SMITH; ROGERS,
1998). Segundo Smith et a. (1978), o ovério, ganglio central e a hemolinfa do carrapato
parecem ser os locais preferidos por B. theileri, com extensiva multiplicagdo ocorrendo nos
hemdcitos, sendo que a glandula salivar € o primeiro 6rgdo invadido pelas espiroquetas apds a
Ingestéo de sangue infectado.

Borrelia theileri parece ser ndo patogénica para o carrapato (CALLOW, 1967; SMITH
et a., 1978). Somente os estagios de ninfa e adulto transmitem a espiroqueta aos bovinos
(CALLOW, 1967), apesar de ocorrer infeccdo transovariana e espiroquetas serem detectadas
72 horas apo6s larvas se alimentarem em hospedeiros infectados. N&o esté claro por que larvas
de B. microplus s0 incapazes de transmitir B. theileri aos bovinos. Acredita-se que poucas
espiroquetas conseguem invadir a glandula salivar apés infecgdo no estagio larval (SMITH et
a., 1978; MARTINS et al., 1996).

A borreliose bovina determinada por B. theileri geralmente ocorre associada a
babesiose e/ou anaplasmose agravando o quadro hematol égico do animal, especialmente em
animais esplenectomizados (SCHWETZ, 1935 apud MATTON; MELCKEBEKE, 1990;
SMITH et a., 1985; UILENBERG, 1986; MATTON; MELCKEBEKE, 1990). No Brasil, B.
theileri foi relatada em bovinos ao se estudar rickettsias em animais esplenectomizados
(LOPES, 1976). Na Africa observouse borreliose associada a babesiose, theileriose,
anaplasmose e eperitrozoonose (KOCH et a., 1990). Matton e Melkckebeke (1990), no
entanto, reportam que espiroquetas deixaram de ser observaveis em esfregacos sanguineos
enquanto havia a presenca de B. bigemina e reapareceram quando esta infeccdo foi
controlada. Conhecer as implicacfes destas relacbes entre estes agentes etiolégicos €
importante, pois nas regides tropicais e subtropicais do globo B. microplus € o principal vetor



de B. bigemina, B. bovis e de A. marginale, asssim como para B. theileri (NEITZ, 1956;
SMITH et al., 1978).

Como ocorre com B. burgdorferi, B. coriaceae tem sido detectada principalmente em
regiodes de clima temperado e tem como vetor conhecido o carrapato O. coriaceus (CALLOW,
1967). Infeccdo por B. coriaceae tem sido associada com aborto epizodtico bovino
(JOHNSON et al., 1987) podendo também infectar cervideos (ZINGG; LEFEBVRE, 1994
apud SOARES &t al., 2000).

A distingdo entre as trés espécies de espirogquetas que acometem ruminantes (B.
thelleri, B. burgdorferi e B. coriaceae) € importante uma vez que a distribuicéo geografica dos
vetores e hospedeiros vertebrados sdo coincidentes. E a caracterizacdo de espécies
potencialmente zoondticas, incluindo B. theileri, é de grande relevancia para a salide animal e
humara (SMITH; ROGERS, 1998).

Recentemente foi registrada a primeira ocorréncia de Borrelia sp. em B. bubalis no
Brasil (SCOFIELD et a., 2005). Formas tipicas de um espiroquetideo semelhante a B. thelleri
foram observadas em esfregaco sanguineo de um bufalo fémea do estado do Para com
suspeita clinica de Leucose EnzoGtica Bovina que em seguida foi a obito. Porém, devido ao
polimorfismo encontrado entre os organismos observados ao exame hemoscopico, apenas a
identificacdo do género foi possivel.

Segundo Madella-Oliveira et a. (2005) a Associacdo Brasileira de Criadores de
Bufalos, em 2004, estimou aproximadamente quatro milhdes de bubalinos no pais distribuidos
em todos os estados brasileiros. Entretanto, o IBGE (2005) contou 1.173.629 cabegas de
bufalos, serdo o estado do Para o que possui a maior populacéo com 466.210 cabegas.

Até o momento atual, ndo sdo encontradas informacdes sobre a freqliéncia de infeccéo
por Borrelias spp. em bubalinos bem como as possivels implicagdes da borreliose nesses
animais e sua capacidade como reservatério. De uma forma geral, muitos aspectos das
doencas de bufalos ndo sdo conhecidos, e comumente, os procedimentos adotados para
diagndstico e controle da enfermidade em bubalinos sdo baseados no conhecimento que se
tem da infeccdo em bovinos (MATHIAS et a., 1998). A possibilidade do aumento na
exploracdo comercial de bufalos e o fato destes serem portadores de muitos parasitas de
bovinos tém estimulado interesse cientifico sobre a sanidade bubaina (CHARLES;
JOHNSON, 1972; MOHAN, 1968 apud CALLOW, 1976). Além disso, o conhecimento das
peculiaridades sanité&rias dos bubalinos, excepcionamente dos animais jovens, € de
fundamental importancia para o éxito de sua criagéo (LAU, 1999).

2.4 Diagnostico

Diagnostico clinico de borreliose em animais domesticos é dificil devido aos sinais da
enfermidade, quando ocorrem, ndo serem especificos. Em bovinos com claudicacdo e edema
articular, por exemplo, outras causas devem ser consideradas além da borreliose de Lyme
(BUSHMICH, 1994). Por isso, € complexo estabelecer uma clara definicdo de caso e o
diagndstico presuntivo desta enfermidade tem sido baseado em um conjunto de informagdes
como historico, vetores, sinais clinicos, sorologias e resposta a terapia (POST, 1990).

Isolamento de Borrelia spp. pode ser realizado em meios artificiais, como BSK, a
partir de saliva, hemolinfa, tecidos de carrapatos, além de soro, fluidos corporais e tecidos de
homens e animais, obtendo-se crescimento da espiroqueta a temperatura de 33°C em
aproximadamente sete dias (ANDERSON, 1988; EWING et a., 1994; LANE et al., 1994;
DICKINSON; BATTLE, 2000). No entanto h& limitagdes, pois nem todas as espécies de
Borrelia sdo de facil cultivo ou ainda ndo sdo cultivaveis (SMITH; ROGERS, 1998;
OLIVEIRA et d. 2004). A visualizacdo destas espiroquetas pode ser redizada em
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microscopia de campo escuro, de contraste de fase ou em tecidos corados pela prata
(BARBOUR; HAYES, 1986; QUINN et a., 1994). Segundo Hadani et a. (1985) a
identificacéo de espécies de Borrelia baseada em caracteristicas bioquimicas ndo € possivel,
pois ndo h4 diferenca entre as espécies.

O diagndstico de borreliose pode ser realizado por meio de esfregagos sanguineos
periféricos. No entanto, € necessario que o animal apresente uma ata espiroguetemia no
momento da execucdo da técnica, 0 que ndo ocorre naturalmente na maioria das vezes
(PESSOA, 1963). Conseqiientemente, anélises laboratoriais sdo baseadas principalmente em
técnicas imunol6gicas (MAGNARELLI et al., 2004).

Cada método de deteccdo de anticorpos tem vantagens e desvantagens quanto a
sensibilidade, especificidade, facilidade de padronizacéo e custo (MAGNARELLI et al.,
2004). Em todas as regides onde se tem relatado a borreliose de Lyme, o ensaio de
imunoadsorcdo enzimatica (ELISA) indireto tem sido utilizado para diagndstico e
levantamentos epidemiol 6gicos, representando a principal ferramenta imunoldgica, devido as
suas sensibilidade e especificidade altas (MAGNARELLI et a., 1987; SOARES et al., 2000).
Contrariamente, kits ELISA comerciais para diagnostico ndo conferem resultados fieis a
realidade, devido a variacdo antigénica fisiogréfica, aém de fatores fisico-quimicos
(CALLISTER et ., 1990 apud SOARES, 2000).

Ouitras técnicas sorol6gicas como a IFl e o western blotting podem ser utilizadas para
o diagndstico de borrelioses. A IFl € uma prova subjetiva que pode ser usada para triagem ou
ocasionalmente, quando dados clinicos e epidemiologicos fortalecem o diagnéstico
(BENNETT, 1995), porém o ELISA indireto a supera quanto a especificidade, sensibilidade e
operacionalidade (MAGNARELLI et al., 1984). O western blotting possui alto custo de
realizacéo e tem sido empregado secundariamente para defini¢éo do resultado junto ao ELISA
(ENGSTROM et al., 1995; SOOD et a., 1995; MAGNARELLI et a., 2004), pois € mais
sensivel e especifico (DRESSLER et al., 1993).

A biologia molecular é outra ferramenta de diagnostico que vem crescentemente sendo
utilizada no estudo de diversas enfermidades incluindo as borrelioses. A PCR garante
resultado bastante especifico, pois se baseia na amplificagdo do DNA do agente pesqguisado,
se apresentando como 0 mais preciso dos ensaios. Essa técnica tem sido empregada em
fluidos e tecidos de humanos e animais e fragmentos de carrapatos (LIENBLING et al., 1993;
MOTER et al., 1994; ZBINDEN et al., 1994), porém sua principal desvantagem € o custo
elevado (SOARES et al., 2000).

A descoberta da etiologia da borreliose de Lyme tem promovido estudos sobre a
reatividade cruzada entre membros dos géneros Borrelia, Leptospira, e Treponema em testes
sorologicos, como foi reportado por Magnarelli et al. (1987). ReagcOes cruzadas entre Borrelia
Sp. e Leptospira sp. tém sido relatadas em algumas variantes soroldgicas, entretanto em
nimeros ndo significativos (MAY et a., 1990; JOPPERT, 1995; ISHIKAWA, 1996). No
Brasil, 0 uso do teste ELISA indireto para estudos soroepidemiol6gicos de borreliose em
animais (SOARES et a., 1999; SALLES et a., 2002), ndo evidenciaram reacdes cruzadas
entre esses dois géneros de espiroquetas.

Segundo Rogers et al. (1999) reacOes cruzadas devem ser levadas em conta quando for
feito sorodiagnostico de borreliose de Lyme ou aborto epizodtico bovino em estudos
epidemiol dgicos evolvendo bovinos, pois observaram que bezerros infetados com B. theileri
produzem anticorpos gque reagem contra antigenos totais de B. burgdorferi e B. coriaceae,
guando usado o teste de IFI, porém com titulos de anticorpos mais baixos do que quando
usado B. theileri como antigeno. No entanto, reagdes falso-positivas ndo foram encontradas
quando usado teste ELISA, que consistia em um kit comercial para infeccdo por B.
burgdorferi em cdes (ROGERS et al., 1999).



Na pesqguisa de anticorpos contra Borrelia spp. por meio do ELISA indireto podem ser
usados diversos tipos de antigeno, como o extrato de célula total sonicada (GORDILLO et al.,
1999), proteinas recombinantes (WILSKE et al., 1999) e peptideos (CRAFT et al., 1986).
Espiroquetas integras também podem ser usadas, porém tém demonstrado resultado inferior
(BENNETT, 1995; OKSl et al., 1995). Segundo Soares et al. (2000) o ensaio deve ser
padronizado para cada laboratorio com padrdes de controle adequados, com o titulo minimo e
linha de corte (cut-off) seguros.

Antigeno de célula total de B. burgdorferi tem sido usado em imunofluorescéncia
direta, imunoblottiing e ELISA em estudos com bovinos (BURGESS et al., 1987) e € o tipo
de antigeno mais comumente usado nos estudos soroldgicos. O uso de proteinas recombinante
altamente especificas como as de peso molecular de 31 kDa (OspA), 34 kDa (OspB) e
110kDa em teste ELISA tem melhorado a sensibilidade e especificidade da deteccéo de
anticorpos contra B. burgdorferi em humanos, cdes e equinos (GREENE et al., 1988;
CAPUTA et d., 1991; MAGNARELLI et a., 1997), porém ha pouca informagdo disponivel
sobre o desempenho e adequabilidade do ELISA com antigenos recombinante para estes
animais (MAGNARELLI et al., 2004).

Magnarelli et al. (2004) com o objetivo de comparar os resultados do teste ELISA
usando antigenos recombinantes e célula total de B.burgdorferi observaram que o nimero de
soros positivos detectados pelo ELISA com antigenos recombinante foi marcadamente menor
e afirmaram que o uso de antigeno de células totais € mais prético para iniciar a pesquisa em
grande nimero de soros bovino. No mesmo estudo foram conduzidos testes para avaliar
reprodutibilidade e especificidade do ELISA e os resultados de soropositividade foram
altamente reprodutiveis, sem considerar os antigenos usados. O uso de células totais como
antigeno aumentou a sensibilidade do teste, porém a especificidade foi menor.

O ELISA indireto para bubalinos apresenta um problema devido ndo haver
comercialmente disponivel conjugado anti-lIgG bubalina. Porém, baseados na estreita relacéo
filogenética entre bovinos e bufalos (TOS! et al., 1973 apud CALLOW et a., 1976), Callow
et a. (1976) observaram homologia entre imunoglobulinas de ambas as espécies,
particularmente 1gG, demonstrando que tanto o conjugado bovino quanto o bubalino poderia
ser utilizado com boa sensibilidade e especificidade, corroborando as recomendacfes oficiais
da Organizacdo Mundial de Salide Anima (CORBEL; MACMILLAN, 1996).

Desta forma, a técnica de ELISA indireto empregando conjugado bovino ja foi usada
para deteccdo de anticorpos bubalinos em diversos estudos sorolégicos, como por exemplo,
para pesquisa de anticorpos contra Listeria monocytogenes, virus da rinotragueite infecciosa
bovina e diarréa vira bovina, entre outros (MOLNAR et al., 2001; SILVA et al., 2001;
BARBUDDHE &t al., 2002).

10



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta dos Sor os

Foram coletados soros de 491 bufalos jovens e adultos, aparentemente sadios e
predominantemente da raga Murrah. Destes, 284 eram provenientes do municipio de
Cachoeira do Arari, na Ilha de Marg6, e 207 de quatro municipios Situados na porcao
continental do estado do Parg, sendo 66 animais de Castanhal, 22 de Santa Isabel, 63 de
Santarém Novo e 55 de Nova Timboteua (Figura 1).

O sangue dos animais foi coletado de forma asséptica, por venopuncdo jugular em
tubos sem anticoagulante. Apds a coagulacdo as amostras foram centrifugadas e 0s soros
obtidos foram aliquotados em tubos eppendorf e armazenados a -20°C até 0 momento da
andlise soroldgica.

Os soros dos animais foram coletados e aliquotados pela equipe da Central de
Diagnostico Veterinario — CEDIVET da Universidade Federal do Pard (UFPA), campus
Castanhal. A coleta foi realizada segundo amostragem por conveniéncia, baseada na primeira
observacdo de Borrelia sp. feita no municipio de Castanhal e na proximidade e fécil acesso as
criacOes de bubalinos existentes neste e nos demais municipios estudados.

Apbs a coleta os soros foram encaminhados ao Laboratério de Doengas Parasitérias do
Projeto Sanidade Animal, convénio Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ)/EMBRAPA, onde foram realizadas as analises laboratoriais.
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Figura 1. Mapa do Estado do Para dividido em microrregides e municipios.

3.2 Obtencéo do Antigeno

Para producéo do antigeno de B. burgdorferi foram utilizados o meio BSK (Sigma
Chemical), e acepa G39/40 de B. burgdorferi sensu stricto de origem americana, gentilmente
cedida pelo Laboratério de Integracdo Artrite e Microrganismo - Departamento de
Reumatol ogia da Faculdade de M edicina da Universidade de S&o Paulo.

Inicialmente, 1,0 mL de cultura da cepa foi acrescido a500 mL do meio BSK,
mantendo-o0 em estufa a 33 °C por 7 dias. Apds o crescimento, 0 meio foi centrifugado
(12.000xg/20 min. a4 °C) e o “pellet” formado foi lavado em tamp&o salino fosfatado (PBS)
0,001M MgCI2.6H20 pH 7,4. O procedimerto de centrifugacdo e lavagem foi repetido por
mais duas vezes e finalmente o sedimento obtido foi suspenso em 6,0 mL da mesma solugéo.
Esta suspensdo foi submetida a sonicacéo (Fisher Sonic Dismembrator, model 300, Dynatech)
por 10 minutos, com intervalos de 30 segundos a cada se¢do de 30 segundos de sonicagéo e
posteriormente filtrada a 0,45 pum, obtendo-se assim o extrato total de antigeno para uso nos
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procedimentos de ensaios imunol 6gicos, o qual foi armazenado a -20°C até o momento de uso
como sugeriu Grodzicki e Steere (1988).

A concentracdo protéica do extrato total do antigeno foi dosada através da técnica do
reagente de Folin, segundo metodologia descrita por Lowry et a. (1951).

Todos os procedimentos para producdo do antigeno de B. burgdorferi foram realizados
no Laboratorio de Doengas Parasitarias do Projeto Sanidade Animal, convénio
UFRRJEMBRAPA.

3.3 Obtencdo do Controle Positivo

Como controle positivo do teste foi utilizado soro positivo bovino para B. burgdorferi
produzido no Laboratério ce Doencas Parasitérias do Projeto Sanidade Animal, convénio
UFRRJEMBRAPA a partir da inoculagdo experimental de uma bezerra de 50 dias de idade,
sadia, 36 Kg de peso vivo, originario do setor de reproducdo animal, Instituto de Zootecnia,
da UFRRJ, segundo Ishikawa (1996).

3.4 Obtencéo dos Controles Negativos

Como controles negativos foram utilizados 12 soros de bubalinos gentilmente cedidos
pela EMBRAPA Clima Temperado, Pelotas - Rio Grande do Sul, proveniente de animais da
raca Murrah, criados em érea isolada do convivio com outros animais, aparentemente
saudaveis e sem historico de carrapatos. Os soros foram coletados, aiquotados e armazenados
conforme descrito no item 3.1.

Para comprovar a negatividade os soros foram diluidos a 1:400 em PBS Tween 20
0,05% pH 7,4 e submetidos ao teste ELISA indireto descrito por Ishikawa (1996). Foi utilizado
como controle positivo o soro positivo bovino citado no item 3.3.

Estes soros foram utilizados para definir o “cut off” do ensaio, discernindo os animais
positivos e negativos com margem de acerto de 99,0%, segundo metodol ogia descrita por Frey
et a. (1998), sendo a formula matematica expressa como o desvio-padrdo multiplicado por um
fator que € baseado no nimero de controles negativos e no intervalo de confianca:

Cutoff= ¥+ 8D #1 +(1/#)

X' = média das densidades Opticas dos controles negativos.
SD = desvio padréo das densidades dpticas dos controles negativos.
N : nimero de controles negativos.

3.5 Adaptacdo do Teste ELISA Indireto Padronizado para Bovinos a Pesquisa de
Anticor pos anti-Borrelia burgdorferi em Bufalos

Anteriormente as analises sorol6gicas para pesguisa de anticorpos homdélogos anti-B.
burgdorferi em bufalos se fez necessério estabelecer qual diluicdo de antigeno, de soro e de
conjugado concediam maior clareza aos resultados obtidos por meio do teste ELISA indireto.

Para isso foi sensibilizada uma placa de ELISA com trés diferentes diluicdes de
antigeno (10 pg/mL; 15 pg/mL; 20 pg/mL) e utilizadas duas diferentes dilui¢des de soro
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(1:400; 1:800) e duas diferentes dilui¢Oes de conjugado (1:5000; 1:10000), como mostra o
esguema representado na Quadro 1.

Os resultados em densidades Opticas obtidos apOs a leitura em espectrofotdmetro
foram cruzados para verificar qual combinacdo entre diluicdo do antigeno, do soro e do

conjugado fornecia maior diferenca entre as densidades dpticas dos soros positivos e
negativos.

Quadro 1. Esquema da placa de ELISA utilizada para adaptacdo do teste ELISA indireto para
pesquisa de anticorpos contra Borrelia burgdorferi em bufalos

Padronizagao
Soro 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Conjugado
1: 400 A+ A+ B+ B+ A+ A+ B+ B+ A+ A+ B+ B+
: C- C- D- D- C- C- D- D- C- C- D- D- 1: 5000
1:800 A+ At B+ B+ A+ At B+ B+ A+ A+ B+ B+
C- C- D- D- C- C- D- D- C- C- D- D-
. A+ A+ B+ B+ A+ At B+ B+ A+ A+ B+ B+
1:400 C- C- D- D- C- C- D- D- C- C- D- D- 1 10000
1:800 A+ At B+ B+ A+ At B+ B+ A+ At B+ B+
C- C- D- D- C- C- D- D- C- C- D- D-
Antigeno 10pg/ml 15pg/ml 20pg/ml

A+ e B+: soros positivos bovino
C- eD-: soros negativos bubalino

3.6 ELISA Indireto

O teste sorolégico utilizado foi o ELISA indireto padronizado por Ishikawa (1996)
para bovinos com as modificacdes obtidas no item anterior. Neste ensaio foram utilizadas
microplacas de poliestireno de 96 orificios (Costar ®) sensibilizadas com o antigeno de B.
burgdorferi sensu stricto cepa G39/40 diluido a 20 pg/mL em tampé&o carbonato pH 9,6 e
incubadas durante 12 horas em camara umida a 4°C.

Apobs a sensibilizacdo, as placas foram lavadas trés vezes com PBS Tween 20 a 0,05%
pH 7,4 (Tw20) e blogueadas com gelatina a 1% em PBS Tw20 e incubadas por uma hora em
camara Umida a temperatura ambiente. Em seguida foram realizadas novamente as trés
lavagens da placa.

Os 12 controles negativos, o controle positivo e os soros testes foram diluidos na
concentracéo de 1:400 em PBS Tw20 e dispostos nas placas, que foram incubadas por 90
minutos em camara Umida e, posteriormente lavadas como na etapa anterior. Entdo, foi
disposto o conjugado 1gG de coelho anti 1gG bovina ligado a fosfatase acalina (SIGMA
Chemical) na diluicdo de 1:5000 em PBS Tw20 com mais 1 hora de incubagdo nas mesmas
condic¢oes anteriores e seguida das lavagens das placas.

Apoés esta Ultima incubacéo foi empregado o substrato revelador do teste para-nitro-
fenil-fosfato de sodio (PNPP) (SIGMA Chemical) diluido em tampdo glicina pH 10,5 na
concentracdo de 1 pg/mL. Em seguida as placas foram lidas em espectrofotdmetro para
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microplacas de 96 orificios (Labsystems iEMS Reader MF) sob comprimento de onda de
405?m. Em todas as fases do ensaio utilizou-se 200 pL de solucdo por orificio.

3.7 Andlise Estatistica

Para comparacéo entre nimero de animais positivos provenientes da Ilha de Marg6 e
porcdo continental do estado foi utilizado o teste de Mantel-Hanszel para raz&o de chances
comum e para observacdo das possivels semelhangas entre os cinco municipios, foi realizado
teste de Andlise de Correspondéncia (Vernables & Ripley, 2002) para formacdo de grupos
semelhantes quanto a ocorréncia da doenca. O software utilizado foi o R.24.1 (R
Development Core Team-2006). Os gréficos foram produzidos utilizando o programa
computacional Microsoft Excel.
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4 RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 M odificagdes do teste EL I SA indireto

A concentracdo de antigeno que forneceu melhores resultados na presente pesquisa foi
de 20 pg/mL, diferindo do padréo estabelecido para bovinos (15 pg/mL) segundo Ishikawa
(1996). As diluicbes de soro e conjugado de 1:400 e 1:5000 respectivamente, em conjunto
com a melhor concentracdo de antigeno encontrada forneceram uma maior diferenca (3,2
vezes) entre as densidades Opticas observadas nos soros positivos e negativos e foram usadas
como padrdo neste trabal ho.

Em estudos sorolégicos de B. burgdorferi encontrados na literatura a diluicdo de
conjugado encontrada foi de 1:1000 (ISHIKAWA, 1996; 2000; SOARES et a., 1999;
SALLES, 2002; MADUREIRA, 2004; GALO, 2006; GUEDES JUNIOR, 2006), no entanto,
no presente trabalho o uso desta concentracdo implicou em reacdo muito rapida exigindo
instanténea leitura das placas. Além disso, 0 uso do conjugado mais diluido contribui para
reducéo do custo do teste.

4.2 Freguéncia de anticor pos homologos contra B. burgdorferi.

A andlise soroepidemioldgica das 491 amostras de soros bubalino revelou que 412
possuiam anticorpos homologos da classe IgG anti- B. burgdorferi, portanto, positivas ao teste
ELISA indireto (Figura 2). A dta freqliéncia de bufalos soropositivos para B. burgdorferi
encontrada neste estudo (83,91%) se destaca entre os valores observados na maioria dos
trabal hos ja realizados com animais domeésticos.

Frequéncia de Anticorpos

16,09%

m Positivo

O Negativo

83,91%

Figura 2. Frequéncia de anticorpos homologos da classe I1gG anti-Borrelia burgdorferi
em bufalos Bubalus bubalis) dos municipios de Cachoeira do Arari, Castanhal, Santa
Isabel, Nova Timboteua e Santarém Novo, estado do Para, analisados pelo teste ELISA
indireto.
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Estudos sorol égicos para B. burgdorferi em outros animais domésticos conduzidos no
estado do Rio de Janeiro revelaram positividade em 20,0% dos cées da Baixada Fluminense
(SOARES et a., 1999); assim como em 42,9% e 28,1% dos equinos de diferentes regides,
segundo Salles et a. (2002) e Madureira (2004) respectivamente. No estado do Para, Galo
(2006) encontrou 26,8% de equinos positivos para B. burgdorferi na mesorregido
metropolitana de Belém. Porém, estudos soroepidemioldgicos conduzidos em bovinos de
diferentes estados do pais revelaram fregléncias variadas de animais positivos. Ishikawa
(1996) observou 36,0% (36/100) de bovinos positivos em S&o Paulo, 59,6% (224/376) no Rio
de Janeiro e 86,0% (32/37) no Espirito Santo. Guedes Janior (2006) encontrou 54,9% de
sorologia positiva em bovinos dos municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guama, estado
do Pard De uma forma geral, estudos sobre B. burgdorferi em bovinos no Brasil demonstram
soropositividade acima de 50%.

A flutuacdo entre altas e baixas freqUéncias de animais soropositivos para B.
burgdorferi pode estar relacionada a diversos fatores que implicam em caracteristicas variadas
de acordo com as regifes. Entre esses fatores destacamse, a existéncia de ecossistemas
distintos com diferentes espécies, genoespecies e cepas de Borrelia spp.; a presenca de
carrapatos vetores e a interacdo vetor-patogeno (BARATON et al., 1992; COYLE, 1993;
YOSHINARI et a., 1997), dém de fatores intrinsecos aos hospedeiros e 0 manejo ao qua os
animais sdo submetidos. Esta situagdo acentua a necessidade de estudos fisiogréficos que
estabelecam a situacdo regiona do agente etiol 6gico (SOARES et al., 2000), sendo os animais
domeésticos competentes reservatorios de B. burgdorferi no ambiente domiciliar (MATHER et
al., 1994).

Como atransmissdo de Borrelia spp. ocorre principalmente pela picada do artrépode
vetor (HOOGSTRAAL, 1979; STEERE et al., 1983), a freqliéncia de animais soropositivos
depende fundamentalmente da populacéo de seus vetores. Salles et a. (2002) em seu estudo
com equinos comparou animais mantidos sob diferentes tipos de sistemas de controle de
carrapatos e encontrou claramente relacéo entre a producéo de anticorpos anti- B. burgdorferi
e histérico de contato com carrapatos. Entre os animais com alta infestagdo por carrapatos,
42,9% apresentaram:se reagentes ao ELISA indireto, em contraste com 0,9% de soropositivos
entre animais que viviam sob controle rigoroso de ectoparasitos. A positividade dos animais
foi confirmada pela formagdo de bandas no western blotting, onde soros dos equinos
provenientes de areas com ato indice de infestacdo por carrapatos apresentaram nimero ce
positivos compativeis com os resultados observados no teste ELISA. A andlise dos resultados
permitiu também considerar a existéncia de similaridades entre a cepa padrédo G39/40 de B.
burgdorferi utilizada como antigeno e o espiroquetideo de equiinos no Brasil.

N&o foi evidenciada, neste trabalho, diferenca estatistica significativa entre os animais
positivos provenientes da microrregido Arari, na llha de Margj6 (81,69%) e das microrregides
Castanhal e Bragantina (86,96%) |ocalizadas na por¢éo continental do estado do Para (Tabela
1). Iniciamente, foi suposto que poderia ser encontrada uma menor freqiiéncia de anticorpos
no municipio de Cachoeira do Arari devido a localizacdo deste ser na llha de Margo e,
consequentemente, a infestagcdo por carrapatos neste ambiente seria menos comum. Contudo,
tréfego de animais ocorre entre as duas regides (ilha-continente) e sdo observados bubalinos
infestados por carrapatos, principalmente B. microplus, entre os animais que vivem nallha.
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Tabela 1. Fregliéncia de anticorpos homologos da classe IgG anti-Borrelia
burgdorferi em bufalos quanto aregido de origem dos animais, I1ha de Margj6 ou
porcdo continental do estado do Pard, determinada pelo ELISA indireto.

L ocal de Orig_]em (n=491)

Ilha de M ar aj 6* Continente*

Relativo Absoluto Relativo Absoluto

Positivo 81,69% 47,25% 86,96% 36,66%
(232/284) (232/491) (180/207) (180/491)

Negativo  18,31% 10,59% 13,04% 5,50%
(52/284) (52/491) (27/207) (27/491)

Total 100% 57,84% 100% 42,16%
(284/284) (284/491) (207/284) (207/491)

* N&o houve diferenca significativa, segundo o teste de Mantel- Hanszel.

Os bubalinos utilizados no presente trabalho pertenciam a fazendas de criagdo mista
(bovinos x bubalinos), e foram relatadas frequentes infestagbes por carrapatos pelos
proprietarios ou trabal hadores das fazendas. Na Figura 3, estaregistrada a ata infestacéo por
larvas e ninfas de B. microplus no pavilhdo auricular de um bufalo nativo do municipio de
Castanhal. Na maioria das propriedades em que os soros de bufalos foram coletados ndo havia
controle preventivo eficiente contra carrapatos. Sendo que na Ilha de Margjé néo era feito
controle algum.

Quanto a freqiiéncia de soropositivos por municipio estudado (Tabela 2), aandlise de
correspondéncia indicou a formagdo de trés grupos, sendo um grupo formado pelos
municipios de Cachoeira do Arari e Castanhal, o segundo formado pelos municipios de Nova
Timboteua e Santarém Novo e o terceiro, apenas pelo municipio de Santa Isabel. Os grupos
foram formados com base na semelhanca entre 0s nimeros de casos positivos e negativos. O
municipio de Sarta Isabel apresentou estatisticamente menor fregiiéncia de anticorpos em
relacdo aos outros quatro municipios, possivelmente devido a interferéncia do pequeno
tamanho amostral obtido. Este resultado é ilustrado na Figura 4.
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Figura 3. Infestacéo por Boophilus microplus no pavilhdo auricular de bufalo nativo
do municipio de Castanha - PA.
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Tabela 2. Freqiiéncia sorol 6gica de anticorpos homologos anti- Borrelia burgdorferi em bufalos por municipio de origem dos animais,

determinada pelo ELISA indireto.

Municipio de Origem (n=491)

Cachodgrado Arari Cadanhd Santa | sabd Nova Timbateua Santarém Novo

Rdadivo Absduto Rdaivo Absoluto Rdaivo Absuto Rddivo Absdluto Rddivo Absduto
Podtivo 8L6% 4725%  8636% 11,61% 6364% 28% R8N 105%% NV48% 11,61%

(2321284) (232/491) (57/66) (57/1491) (14/22) (14/491)) (52%H) (52/491) (67/63)  (57/491)
Negativo 1831% 105% 1364% 183% H63B6% 163% 714% 082% 952% 12200

(52284 (52491  (966) (9491 822 (8/491) (4/56) (4/491) (6/63) (6/491)
Total 10000%0 5784% 10000% 1344% 10000% 448%  100,00% 11.41% 10000% 1283%

(284/284) (284/491) (66/66) (66/491) (222) (21491 (56/%6) (56/491) (6363) (63/491)
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Figura 4. Freguéncia de anticorpos homdlogos da classe 1gG anti-Borrelia burgdorferi em
bufalos (Bubalus bubalis) por municipio, analisados pelo teste ELISA indireto.

O teste ELISA indireto, aplicado neste estudo, é relativamente rapido, de baixo custo e
eficiente para uso em estudos soroepidemioldgicos de borrelioses em animais. Segundo
Yoshinari et a. (1995), o ELISA indireto € muito Util no monitoramento de pacientes quando
0 resultado revela-se positivo para a doenca. Ensaios soroldgicos compreendem uma
importante ferramenta para o conhecimento da epidemiologia das borrelioses em diferentes
regides, e o teste ELISA com antigeno de célula total tem mostrado maior praticidade para
umatriagem inicial de um grande nimero de individuos (MAGNARELLI et al., 2004).

No Brasil, a auséncia do isolado autoctone de espiroquetas do género Borrelia
dificulta a interpretacdo dos testes sorol6gicos que sdo executados em laboratério com cepas
estrangeiras. Neste estudo, foi utilizada a cepa G39/40 de B. burgdorferi de origem norte
americana, com a finalidade de obter o antigeno total sonicado empregado no ensaio
sorol6gico. O Brasil possui dimensdes continentais e por isso as chances de serem
encontradas diferentes espécies de Borrelia causando enfermidade sdo grandes,
principalmente devido a migracédo de animais e diferentes ecossistemas (Y OSHINARI et al.,
1997).

Diferentes espécies de Borrelia tém sido descritas em todos os continentes, e 0s
resultados soroldgicos mais expressivos sdo obtidos com as espécies regionais. Conforme
relatam Yoshinari et a. (1997), os estudos sorolégicos reaizados no Brasil sugerem a
existéncia de outra(s) espécie(s) de Borrelia em nosso meio, pois observaram que quando
cepas européias de B. garinii e B. afzelii e a cepa americana de B. burgdorferi foram
utilizadas como antigenos em ensaio sorolégico os resultados obtidos foram proximos. Além
de que, ao realizarem PCR com primer de B. burgdorferi nas culturas de cepas européias e em
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soros de humanos, de animais e carrapatos do Brasil, observaram resultados negativos. SO foi
observado ocorrer positividade com B. burgdorferi. Desta forma, os autores demonstraram
alta especificidade do primer empregado e a necessidade de isolamento da espécie de Borrelia
nacional, sugerindo que estgja ocorrendo reatividade cruzada entre a cepa brasileira e B.
burgdorferi, de modo que os resultados soroldgicos sdo semelhantes e paralelos, porém de
menor intensidade imunol dgica.

Em ruminantes, B. burgdorferi, B. theileri e B. coriaceae tém sido reportadas e a
coincidente distribuicdo geogréfica de seus vetores e hospedeiros vertebrados torna
importante a distin¢&o entre estes microrganismos (SMITH; ROGERS, 1998; ROGERS &t al.,
1999). Borrdlia theileri pode ser especialmente importante neste contexto, pois pode ser
rapidamente transmitida entre herbivoros mantendo-se freglientemente na forma subclinica
(ROGERS et al., 1999), podendo atuar como agente agravante de outras enfermidades
(IRVIN et al., 1973; SMITH et al., 1985).

Embora B. theileri cause doenca pouco severa em bovinos seu diagnostico diferencial
€ de sumaimportancia, pois esta espiroqueta € potencialmente confundivel com os agentes da
borreliose de Lyme (ROGERS et a., 1999) e Lyme simile em estudos soroldgicos
(FONSECA et al. 2005). Segundo Barbour e Hayes (1986), provavelmente a reacdo cruzada
entre essas espécies €, em parte, devida ao compartilhamento do antigeno flagelar 41kDa,
género especifico de Borrelia, portanto, ndo compartilhado com Leptospira ou Treponema. Ji
et a. (1994) também reportaram reacdo cruzada para antigeno flagelar de 41 kDa de B.
burgdorferi e B. coriaceae em teste ELISA usando soro bovino infectado com B. theileri.

Rogers et a. (1999) observaram que bezerros nfectados com B. theileri produzem
anticorpos gque fazem reacéo cruzada com antigenos totais de B. burgdorferi e B. coriaceae,
guando usado o teste de IFI, porém reacdes falso-positivas ndo foram encontradas quando
usado teste ELISA. Contudo, os autores citam a hipétese de que, embora célula total sonicada
de B. burgdorferi tenha sido usada como antigeno em ambos os testes, € possivel que na
formulacéo do kit ELISA comercia foram empregadas pequenas concentracdes de proteinas
flagelares comuns entre as espécies de Borrelia sp., ou gque estas proteinas ndo tenham se
ligado aos anticorpos de captura. Desta forma, foi ressaltada a possibilidade da ocorréncia de
reacOes cruzadas em locais onde esses agentes coexistam, principalmente quando envolve o
uso do extrato de célulatotal de B. burgdorferi.

RelacOes genéticas entre B. theileri e outras espécies de Borrelia vém também sendo
explorada. Fragmentos atamente conservados de flagelina e gene 16S rDNA de B.
burgdorferi, B. theileri, entre outras espécies, tém sido amplificados, seguenciados e
comparados (ARMSTRONG et a., 1996 apud RICH et al., 2001). A estreita associagdo
filogenética entre B. theileri e outras espiroguetas do género Borrelia responsaveis pelas
manifestacdes clinicas de borreliose de Lyme em todo mundo (RICH at al., 2001) corroboram
com a possibilidade de reagOes cruzadas entre esses agentes.

Além da reatividade cruzada, Hadani et a. (1985) relatam que as espécies de Borrelia
spp sofrem variagOes antigénicas que podem dificultar a identificacéo sorolégica em nivel de
espécie. Liang et al. (2004) também demonstraram que B. burgdorferi muda a expressao de
sua superficie antigénica em resposta ao ataque imune. Entretanto, pouco se sabe sobre como
este microrganismo extracelular sobrevive ao hostil ambiente imune durante a infeccdo em
mamiferos.

Em ensaios sorolégicos no Brasil, reagdes cruzadas entre B. burgdorferi e B. theileri
ndo podem ser descartadas, uma vez que B. theileri € um espiroquetideo que acomete
comumente bovinos e equinos, tendo como principal vetor o carrapato B. microplus,
disseminado em todo o pais. Ishikawa (2000) levanta esta hipétese ao encontrar alta
prevaléncia de bovinos positivos nas mesorregides do Norte Fluminense e Médio Paraiba do
estado do Rio de Janeiro, observando respectivamente 69,7% e 75,4% de animais com
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anticorpos homalogos contra B. burgdorferi. Além disso, percebeu que as porcentagens mais
altas de animai's positivos se encontravam entre os que possuiam alto indice de infestacdo por
carrapatos, particularmente B. microplus No Rio Grande do Sul, Martins et a. (1996)
optaram por diagnosticar como B. theileri os microorganismos espiralados identificados em
carrapatos da espécie B. microplus, seguindo os achados de alguns autores e levando em
consideracao o carrapato vetor e as caracteristicas morfol dgicas das espirogquetas encontradas.

E importante considerar que, assim como descrito para bovinos, possa ocorrer reacéo
cruzada entre as espécies de Borrelia que possivelmente acometem bubalinos. No entanto,
ndo foram ercontradas informagdes sobre borreliose nestes animais além do relato de Scofield
et al. (2005) sobre a ocorréncia de espiroguetas morfométricamente sugestivas de B. theileri
em um bufalo fémea do municipio de Castanhal, estado do Para.

Pesquisas soroepidemiol 6gicas em animais tém demonstrado ndo haver relagdo entre
anticorpos contra B. burgdorferi e Leptospira sp. que leve a reagdo cruzada e nos casos em
gue foi registrada nd mostrou ser significativa (MAGNARELLI et a., 1984; MAY, 1990;
JOPPERT, 1995; BENNETT, 1995; ISHIKAWA, 1996; SOARES et al., 1999). Magnarelli et
al. (1987) observaram que em 15 soros positivos para Treponema sp. trés reagiram ao
antigeno de B. burgdorferi e em 17 soros positivos para Leptospira nenhuma reagdo ocorreu.
Porém, em 22 soros positivos para outras espécies de Borrelia, dez foram positivos para B.
burgdorferi. Posteriormente, Magnarelli e Anderson (1998) reportaram que reagoes cruzadas
entre B. burgdorferi e Treponema sp. ndo sdo significativas.

Reacao cruzada entre B. burgdorferi e Babesia bovis, B. bigemina e A. marginale ndo
€ observada (ISHIKAWA, 2000). Alta especificidade (97%) foi encotrada quando 16 soros
bovinos contendo anticorpos contra L. interrogans, Brucella sp., A. marginale ou A.
phagocytophilum foram testados pelo ELISA com células total ou antigeno recombinante de
B. burgdorferi (MAGNARELLI et al., 2004).

A inexisténcia de um ensaio sorolégico mais especifico, que faca distingdo entre
espécies de Borrelia que acometem ruminantes no Brasil, aponta para a necessidade de se
buscar isolados autdctones, apesar das dificuldades de isolamento e cultivo. Segundo
Magnarelli et al. (2004), o uso de antigenos recombinantes em testes ELISA tem melhorado a
sensibilidade e especificidade da deteccdo de anticorpos contra B. burgdorferi em humanos,
caes e equinos. Porém este método deve ser aperfeicoado, pois observaram que ha um padréo
varidvel de reatividade para cada antigeno recombinante, provavelmente devido a diferencas
na resposta imune do hospedeiro para proteinas chave imunodominantes, ou devido, em parte,
0 agente variar suas proteinas antigénicas de superficie como forma de evadir-se da resposta
imune (LIANG et a., 2004).

O uso de conjugado bovino para pesquisa de anticorpos homdlogos do tipo IgG de
bufalos mostrouse eficiente. No entanto, deve ser considerado que apesar da semelhanca
entre imunoglobulinas de ambas as espécies a resposta imune de bufalos e bovinos podem ser
diferentes em intensidade, duragdo ou desenvolvimento. 1sso explica o porqué dos soros
bubalinos analisados neste estudo ndo terem sido titulados uma vez que foi usado um padréo
de positivo bovino.

Os resultados de testes sorolégicos podem ser afetados também pelas diferencas
guanto a persisténcia de anticorpos, como resultado de uma Unica ou multipla infeccéo ao
longo do tempo. Sabe-se que em bovinos com sinais de manqueira, anticorpos contra B.
burgdorferi persiste por até oito meses (WELLS et a., 1993). N&o esta claro, porém, como
gue cada classe especifica de imunoglobulina é produzida em resposta a cada patdgeno apos a
exposicao a carrapatos infectados. Nem tampouco se sabe ao certo como os anticorpos
persistem em bovinos com doenca subclinica. Estudos devem ser feitos para melhor
caracterizar a resposta humora e para determinar mudangas na concentracdo de anticorpos
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IgM e 1gG em ruminantes durante muitas semanas ou meses de doenca subclinica ou clinica
(MAGNARELLI €t al., 2004).

Apesar da pouca informacdo disponivel sobre a imunidade de bubalinos existem
relatos de diferencas entre as respostas produzidas por bovinos e bufalos. Bubalinos, de uma
forma geral, sdo considerados mais resistentes a enfermidades que bovinos, porém existem
excecdes como ocorre, por exemplo, em infecgdes por Pasteurella multocida que afeta mais
gravemente bufalos do gque bovinos, podendo leva-los a septicemia hemorragica (SINGH et
al., 1995). No Brasil, ha pouca informacdo sobre hemoparasitos em bubalinos, que de uma
forma geral é uma espécie pouco estudada. Este trabalho constitui um passo inicial no estudo
sobre Borrelia sp. nesses animais, sobre os quais as possivels implicacOes deste agente ainda
S80 desconhecidas.
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5 CONCLUSOES

As modificagbes inseridas no teste ELISA indireto padronizado para bovinos,
tornaram o ensaio satisfatério para deteccéo de anticorpos do tipo 1gG anti- B. burgdorferi em
bufalos (B. bubalis).

Bufalos dos municipios de Cachoeira do Arari na llha de Marg6, Castanhal, Santa
Isabel, Nova Timboteua e Santarém Novo, estado do Para sdo frequentemente infectados por
microrganismos do género Borrélia.

A alta freqiéncia de animais soropositivos encontrada, a presenca do carrapato vetor
B. microplus e a ocorréncia de bufalo infectado com Borrdia sp. na regido, sugerem reacao
cruzada entre a cepa G39/40 de B. burgdorferi, usada como antigeno no teste ELISA e a
espécie de Borrelia que infecta bufalos no estado do Para.
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