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RESUMO

Realizou-se estudo do perfil de produção de anticorpos da classe IgG anti

Borrelia burgdorferi em dois bovinos mestiços utilizados em padronização de

teste ELISA indireto e em 15 outros bovinos mantidos a campo no município

de Seropédica, RJ. Analisou-se as possíveis interferências na soropositividade

para B. burgdorferi nestes animais frente as vacinações e infecções naturais

por B. burgdorferi, Babesia bigemina, Babesia bovis, Anaplasma marginale

e infestações naturais por Boophilus microplus. Os dois bovinos utilizados em

padronização receberam vacinas para brucelose, leptospirose e carbúnculo

sintomático. Todos os 17 animais receberam o imunógeno de proteína rBm86.

Utilizou-se ensaio imunoenzimático ELISA indireto para detecção de

anticorpos da classe IgG anti B. burgdorferi , B. bigemina, B. bovis e A.

marginale  para estudar a produção de anticorpos IgG nos animais utilizados.

Utilizou-se teste de soroaglutinação microscópica para leptospirose, testes de

soroaglutinação rápida e lenta para brucelose e o Kit para detecção de
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anticorpos anti rBm86. Para conhecer o título de anticorpos IgG anti B.

burgdorferi , B. bigemina, B. bovis e A. marginale nos bovinos provenientes

das regiões estudadas, realizou-se estudo sorológico em 16 bovinos mantidos

na fazenda Pilar, Maricá, 15 bovinos da fazenda Alto da Serra, Queimados,

situados na região metropolitana do estado do Rio de Janeiro; 28 animais

procedentes de Alegre, região sul do Espírito Santo, 436 da mesorregião do

Norte Fluminense e 122 da mesorregião do Médio Paraíba. Neste estudo,

observou-se altos títulos de anticorpos anti B. burgdorferi, B. bigemina, B.

bovis e A. marginale, demonstrando a ocorrência de infecção simultânea

desses agentes na população animal estudada. Observou-se aumento na

produção de anticorpos da classe IgG anti B. burgdorferi em bovinos após

vacina para leptospirose e após associação de estímulos. Não houve

interferência na soropositividade dos ensaios imunoenzimáticos para pesquisa

de anticorpos anti B. burgdorferi , B. bigemina, B. bovis e A. marginale nos

bovinos utilizados em padronização.
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SUMMARY

A study about the profile of the production of antibodies from Ig G against

Borrelia burgdoferi in two bovines half-breed was made. They were used for

the standadization of the serum assay, and in 15 others bovines that stayed in

camp in the city of Seropédica, RJ. Some possible interferences in the

seropositive for Lyme borreliosis in animals that were used for vaccination and

natural infection for B. burgdorferi, Babesia bigemina, Babesia bovis,

Anaplasma marginale and infestation for Boophilus microplus were analyzed.

The two bovines that was used in the standardization received vaccine to

brucelosis, leptospirosis and sintomatic carbuncle. All the 17 animals received

the immunogenum of rBm86 protein. The indirect immunoenzymatic assay

ELISA was used  for the detection of the antibodies of Ig G  class against  B.

burgdoferi, B. bigemina, B. bovis and A. marginale to study the production

of IgG antibodies in the utilized animals. The assay of microscopic

serumaglutination for leptospirosis, the fast and slow assay of

serumaglutination for brucelosis and the Kit of antibodies against rBm86
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detection were utilized The serologyc study of 16 bovines maintained in the

Pilar farm, municipality of Maricá, 15 bovines from Alto da Serra farm,

municipality of Queimados, that stay in the metropolitan region of the state of

Rio de Janeiro; 28 animals came from Alegre, south region of Espirito Santo,

436 from the mesorregion Norte Fluminense, 122 from the mesorregion Médio

Paraiba were realized to know the title of IgG antibodies in the bovines from

the studied regions. This study presented high titles of antibodies against B.

burgdoferi  B. bigemina, B. bovis and A. marginale showing the occurrence

of the simultaneous infection of these agents in the animals population studied.

Increase were observed in the production of IgG antibodies against B.

burgdoferi after the vaccine for leptospirosis and after the stimulus

association. There wasn’t  interference in the seropositive of the

immunoenzimatic assay against B. burgdorferi , B. bigemina, B. bovis and A.

marginale in the bovines used for standardization.



1-INTRODUÇÃO

 O gênero Borrelia (Swellengerbel, 1907) inclui espiroquetas patogênicas

que acometem o homem, mamíferos e aves. Historicamente, as espécies do

gênero Borrelia foram diferenciadas com base nos seus vetores.

As Borrelias atualmente conhecidas por acometerem bovinos são: Borrelia

theileri (Laveran, 1903), transmitida pelos carrapatos Boophilus microplus,

Boophilus decoloratus e Boophilus annulatus, a qual pode estar associada a

febre, hemoglobinúria e anemia; B. coriaceae (Johnson, Burgdorfer, Lane,

Barbour, Hayes & Hyde, 1987), cujos carrapatos transmissores pertencem ao

gênero Ornithodoros spp  estando associado ao aborto epizoótico bovino; B.

burgdorferi (Johnson, Schmid, Hyde, Steigerwalt & Brenner, 1984) lato sensu

que possui principalmente, os carrapatos Ixodes como vetores, associado a

artrites, sinovites e aumento de volume de articulação.
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A Borreliose de Lyme apresenta características clínicas variáveis conforme a

região geográfica, e admite-se que esta resposta heterogênea decorra da

existência de espécies distintas dentro do gênero Borrelia , explicando porque é

necessário a realização de ensaios sorológicos (ELISA ou Western-blotting),

com antígenos adequados para cada área geográfica. Esta Borreliose tem sido

descrita no homem, em canídeos, felídeos, equídeos, bovídeos e um grande

número de animais silvestres e aves. O quadro clínico em animais não é

totalmente conhecido. A associação da B. burgdorferi com carrapatos parasitos

de roedores e aves migratórias, sugerem uma ampla distribuição geográfica do

agente, incluindo áreas onde a doença está ausente em humanos.

O cultivo e a visualização da espiroqueta a partir de material suspeito

constituem procedimentos pouco produtivos no diagnóstico das Borrelioses;

assim, os testes sorológicos tornam-se importantes na abordagem do paciente

suspeito. O ensaio imunoenzimático ELISA indireto constitui em um importante

procedimento laboratorial no diagnóstico e no estudo epidemiológico da

Borreliose de Lyme.

Os objetivos do presente trabalho foram estudar o perfil de produção de

anticorpos da classe IgG anti B. burgdorferi em associação com diferentes

estímulos antigênicos em bovinos e conhecer o título de anticorpos em bovinos

de diferentes regiões.
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2-REVISÃO DE LITERATURA

Em 1903, Laverán observou que espiroquetas foram vistas pela primeira vez

em sangue de bovinos por Arnold Theiler em 1902 na África do Sul e estas

espiroquetas apresentavam características do gênero Spirillum . Em 1923, no

Bergey’s Manual estes organismos foram descritos como Spironema theileri

(Laverán). Mulhearn (1946), na Austrália, observou espiroqueta em bovino

referindo-a como Spirochaeta theileri. Seddon (1952) reportou que a espiroqueta

havia sido descrita originalmente como Spirochaeta theileri, mas que,

aparentemente poderia ser conhecida como Treponema theileri. Em 1957, no

Bergey’s Manual os organismos de Laverán foram classificados como Borrelia

theileri.

A Borrelia theileri foi descrita acometendo bovinos, ovinos, eqüinos,

cervídeos, impala e outros ruminantes silvestres, no entanto, causando apenas
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uma febre e anemia moderada sendo pouco patogênica quando não está

associada a outros hematozoários (Irvin et al.,1972; Smith et al., 1985).

Lane et al. (1985) isolaram espiroquetas de carrapatos Ornithodoros

coriaceus Koch no nordeste da California e  as caracterizaram como Borrelia-

like com base em sua morfologia e imunoreatividade com anticorpo monoclonal

gênero-específico. Johnson et al. (1987) descreveram-nas como uma nova

espécie, baseado nas suas propriedades genéticas e fenotípicas, nomeando-a

como Borrelia coriaceae. Estudos tem evidenciado que esta Borrelia pode ser o

agente causal do aborto epizoótico bovino (Osebold et al., 1986, 1987).

Aspectos clínicos e epidemiológicos da Borreliose de Lyme foram estudados

desde o início do século. A lesão crônica da doença de Lyme, chamada de

acrodermatite crônica atrófica foi descrita em 1902 por Herxheimer e Hartman.

Afzelius (1921) e Lipschultz (1923) relataram o eritema crônico migratório

associado com a picada de carrapatos e em 1944, Bannwarth , associou a

meningorradiculite com algum agente infeccioso, transmitido por carrapatos da

espécie Ixodes ricinus.

A Borreliose de Lyme foi inicialmente reconhecida nos Estados Unidos em

1975, na comunidade de Lyme (Connecticut), onde um grupo de crianças

apresentando sintomas similares à artrite reumatóide juvenil, chamou a atenção
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de Allen C. Steere, reumatologista do Departamento de Medicina Interna da

Universidade de Yale, New Haven.

Em 1977, Steere et al., publicaram uma descrição da artrite de Lyme,

caracterizando a doença por uma erupção cutânea seguida de ataques recorrentes

de artrites. Posteriormente, Steere publicou um trabalho descrevendo o caráter

sistêmico da enfermidade, descrevendo outras manifestações da doença além de

artrite.

Em 1982, Barbour e Burgdorfer isolaram espiroquetas de carrapatos da

espécie Ixodes dammini, e posteriormente no sangue (Benach et al.,1983),

articulação (Johnston et al., 1985), líquor (Preac-Mursic et al., 1984) e pele

(Steere et al., 1984) de portadores desta enfermidade. O agente que é do gênero

das Borrelias passou a se chamar B. burgdorferi (em homenagem à Burgdorfer

que primeiro descreveu o agente nos vetores).

Atualmente a Borreliose de Lyme apresenta ampla distribuição geográfica e

tem como agentes a Borrelia burgdorferi stricto sensu , presente em vários

continentes; B. garinii (Baranton et al., 1992), presente na Europa; B. afzelli

(Canica et al., 1993), ocorrendo na Europa e Japão; B. japonica (Kawabata et

al., 1993) no Japão; B. miyamotoi (Postic et al., 1993) na Ásia; B. andersoni

(Marconi et al., 1995) e B. lonestari (Barbour et al., 1996) na América do Norte;
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B. lusitaniae (Le Fleche et al., 1997) e B. valaisiana (Wang et al., 1997) na

Europa, B. bissettii (Postic et al., 1998) nos Estados Unidos.

Após a identificação desta doença em humanos, a B. burgdorferi foi descrita

em animais silvestres, domésticos e aves (Anderson et al., 1986). Durante a

década de 80 a incidência da doença cresceu . Nos países onde a doença é

endêmica, os roedores e veados (Magnarelli et al., 1986) são os reservatórios

naturais, enquanto que os animais domésticos como cachorros, cavalos, ovelhas,

comportam-se como agentes transportadores de vetores aos domicílios

(Anderson, 1988). Em contraste com a infecção inaparente nos animais

silvestres, esta enfermidade causa doença clínica nos animais domésticos

(Burgess et al., 1987a,1987b; Magnarelli et al., 1987).

Em 1984, Lissman et al. reportaram o primeiro caso em cães, causando uma

síndrome musculoesquelética, comprometendo principalmente as articulações

carpiana e tarsiana; podendo ainda apresentar febre, letargia, inapetência e dor

articular (Magnarelli et al., 1985). O cão pode atuar como importante

reservatório no ambiente domiciliar, favorecendo o contato do carrapato vetor

com o homem (Appel, 1990; Bosler, 1993). Os gatos também são conhecidos

como suscetíveis à Doença de Lyme, no entanto, poucos casos tem sido

relatados (Appel, 1990).
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Bosler et al. (1986) demonstraram espiroquetas  a partir de urina e sangue de

animais infectados.

Em 1987a, Burgess descreveu caso clínico com altos títulos de anticorpos no

soro, leite e líquido sinovial em um bovino proveniente de área não endêmica.

Burgess (1989) demonstrou espiroquetas a partir de colostro de animais

infectados não sendo obtido a partir do leite.

Em 1990, Brand descreveu altos níveis de anticorpos em bovinos velhos,

sugerindo repetidas infecções anuais.

Parker & White (1992) apresentaram uma revisão sobre a Borreliose de

Lyme em bovinos e equinos, relatando a dificuldade do diagnóstico clínico, a

dificuldade em isolar a B. burgdorferi, e a ocorrência de animais assintomáticos

com sorologia positiva.

Em 1993, Wells et al. observaram associação entre a ocorrência de altos

títulos de anticorpos para B. burgdorferi com manifestação clínica de laminite

em bovinos leiteiros provenientes de Minnesota e Wisconsin. Obtiveram

também, uma maior sensibilidade e especificidade do teste ELISA do que no

teste de imunofluorescência indireta.

Ji & Collins (1994) observaram uma correlação entre a distribuição

geográfica de rebanho bovino leiteiro soropositivos para B. burgdorferi com a

distribuição geográfica do carrapato I. scapularis, em Wisconsin, Estados
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Unidos. Obtiveram apenas 7% de soropositivos para B. burgdorferi  dos animais

provenientes de Wisconsin e 17% de bovinos soropositivos provenientes do

município de Barron, localidade onde tem ocorrido alta incidência anual de

infecção de B. burgdorferi  em humanos.

Walker (1995) relatou o isolamento de espiroquetas a partir de lesões de

dermatite papilomatosa digital em bovinos leiteiros com características mais

consistentes com o gênero Treponema.

O diagnóstico da Borrelia através de esfregaços sanguíneos periféricos tem

sido de grande utilidade, no entanto, é necessário que o animal apresente no

momento da execução uma alta espiroquetemia, o que não ocorre naturalmente

na maioria das vezes. A coloração de escolha nestes casos tem sido realizado

com o corante de Giemsa ou coloração de Fontana (Pessoa, 1963).

Esfregaços de intestino ou hemolinfa do carrapato vetor, corados pelo

Giemsa foram utilizados com sucesso no estudo das Borrelioses. (Burgdorfer et

al., 1982; Vivas et al.,1996).

O isolamento de Borrelia tem sido feito semeando-se sangue, fragmentos de

tecidos de pacientes suspeitos, carrapatos ou partes do carrapato em meio de

cultura BSK, mantidos em estufa a 33°C em aproximadamente sete dias (Kuiper

et al., 1994; Lebech et al., 1995).
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Matton & Van Melckebeke (1990) estudaram comparativamente métodos

simples para detecção de espiroquetas no sangue de bovinos. Observaram que o

exame direto da interface pelet-plasma obtido de tubo capilar de

microhematócrito após centrifugação foi capaz de detectar parasitemia em

bovinos que não foi obtido através de esfregaço sanguíneo corado pelo Giemsa.

Notaram que infecção crescente de B. bigemina suprimiu  a parasitemia de

Borrelia e detectaram espiroquetas em carrapatos Boophilus decoloratus obtidos

de bezerro infectado.

A técnica da imunofluorescência indireta foi testada inicialmente (Steere et

al., 1983), sendo utilizada como triagem ou associada a dados clínicos e

epidemiológicos, porém foi substituída com vantagens pelo ensaio

imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA), que se revelou mais sensível e

específico (Magnarelli et al., 1984). O Western blotting tem sido utilizado para

confirmar o ELISA nos casos de dúvida, sendo superior aos outros ensaios, mas

exigindo maiores habilidades técnicas e cuidados na interpretação da qualidade e

quantidade das bandas (Dressler et al., 1993).

Reações cruzadas entre os membros do gênero Borrelia, principalmente

entre os bovinos tem sido relatadas (Donoghue et al., 1989). Rogers et al., 1999

observaram estas reações entre B. burgdorferi, B. theileri e B. coriaceae,
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ressaltando os cuidados que se deve ter no sorodiagnóstico das Borrelioses que

acometem os bovinos.

Mitchell et al., 1994 descreveram reações cruzadas entre B. burgdorferi e

Leptospira interrogans. Em 1988, Magnarelli & Anderson observaram reações

cruzadas não significativas entre B. burgdorferi e Treponema sp e não

observaram reações cruzadas entre B. burgdorferi e L. canicola, L.

icterohaemorrhagiae, L. grippotyphosa e L. wolffi. Wells et al., 1993 não

observaram associação entre a soropositividade para B. burgdorferi e

soropositividade para 6 sorotipos de L. interrogans.

Magnarelli et al. (1995) observaram a coexistência de anticorpos para

Babesia sp , Ehrlichia sp  e Borrelia sp em pacientes humanos provenientes de

áreas de risco para estas enfermidades e não relataram haver reações cruzadas.

Piesman (1988) realizou experimento com infecção simultânea de B.

burgdorferi e Babesia microti em roedores e estes animais apresentaram

infecção por pelo menos 7 meses. Gerber et al. (1994) determinaram um risco

muito baixo de adquirir Borreliose de Lyme e Babesiose através de transfusão

sanguínea.

Em 1989, Yoshinari et al. publicaram o primeiro artigo no Brasil  ("Revisão

da Borreliose de Lyme"), alertando a classe médica sobre a possibilidade da

existência desta enfermidade no país. Neste ano reuniu-se na Universidade de
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São Paulo uma equipe multidisciplinar voltada para  a investigação desta doença

infecciosa, onde criou-se laboratório voltado a realização de sorologias e cultura

de B. burgdorferi em meio BSK. Embora o isolamento do agente infeccioso não

tenha sido possível, casos clínicos com confirmação sorológica foram

identificados (Barros et al., 1993; Yoshinari et al., 1991 e 1993).

Em 1991, Azulay et al.. no Rio de Janeiro e Talhari et al..(1992), em

Manaus, igualmente relataram casos de Doença de Lyme, porém com

manifestações clínicas exclusivamente cutâneas, sem avaliações sorológicas.

Barros (1995) padronizou ensaio imunoenzimático ELISA indireto e ensaio

de Western blotting para detecção de anticorpos anti B. burgdorferi em humanos

e estudou 13 pacientes portadores de Borreliose de Lyme no Brasil.

Joppert (1995), estudou a soroepidemiologia da Borreliose de Lyme em cães

na região de Cotia, estado de São Paulo. Observou soropositividade em 8,4%

dos animais estudados e que não houve associação entre os resultados positivos

para B. burgdorferi e os positivos para Leptospira sp .

Em 1995b, Fonseca et al. relataram altos títulos de anticorpos contra

Borrelia burgdorferi em bovinos e caninos provenientes do estado do Rio de

Janeiro e Espírito Santo, Brasil. Referem também, o isolamento de espiroquetas

em gambás (Didelphis marsupialis) no município de Itaguaí, estado do Rio de

Janeiro, onde se discute a importância epidemiológica, uma vez que estes
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animais são encontrados com muita frequência em áreas urbanas (Fonseca et al.,

1995a). Em 1996, Abel estudou a ocorrência de Borrelia sp em marsupiais

(Didelphis marsupialis) na cidade do Rio de Janeiro e demonstrou o parasitismo

mútuo de Borrelia sp e Babesia brasiliensis .

O primeiro caso de meningite de Lyme no Brasil e a ocorrência de três casos

clínicos da doença de Lyme no Estado de Mato Grosso do Sul, identificados por

critérios clínicos e laboratoriais foram relatados por Costa et al. (1996).

Yoshinari et al. (1997) identificaram desde 1989, 25 pacientes com doença

de Lyme no Brasil, dos quais 15 no estágio agudo e 10 na fase latente, definiram

um perfil clínico, realizaram mapeamento das áreas de risco e realizaram ensaios

sorológicos demostrando anticorpos anti Borrelia burgdorferi .

No Brasil o ensaio imunoenzimático ELISA indireto para detecção de

anticorpos da classe IgG anti B. burgdorferi em bovinos foi padronizado por

Ishikawa et al. (1997).

Em 1999b, Soares et al. padronizaram o ensaio imunoenzimático ELISA

indireto para detecção de anticorpos da classe IgG anti B. burgdorferi em cães.

Ainda em 1999a, Soares et al. realizaram estudo sorológico em 150 amostras

sanguíneas de cães aparentemente sadios, procedentes da Baixada Fluminense,

estado do Rio de Janeiro e detectaram 20% de amostras positivas pelo ensaio

imunoenzimático ELISA indireto.
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Soares et al. (2000) publicaram uma revisão da Borreliose de Lyme

abordando aspectos gerais da Borrelia , analisando com detalhes sua

transmissão, seus vetores, hospedeiros, diagnóstico e epidemiologia.
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3-MATERIAL E MÉTODOS

3.1-Estudo do perfil da produção de anticorpos IgG nos bovinos utilizados

em padronização do teste ELISA indireto para pesquisa de anticorpos

anti B. burgdorferi em bovinos

O teste imunoenzimático ELISA indireto, padronizado no trabalho de

Ishikawa, 1996 foi aprimorado para interpretação mais detalhada dos seus

resultados frente aos diferentes desafios aos quais estes animais são

submetidos. Dois bovinos machos, nascidos em julho de 1995, provenientes

da Estação Experimental de Itaguaí – Área de bovino de leite da PESAGRO-

Rio foram utilizados. Durante experimento de padronização, um deles foi

inoculado com Borrelia burgdorferi inativada pelo calor (animal inoculado de

no 590), e outro foi inoculado com PBS estéril, servindo como controle



15

(animal testemunha de no 591). Receberam 3 inoculações por via sub-cutânea

em intervalos de 15 dias. Após a padronização do ensaio em trabalho de

Ishikawa (1996), estes animais foram submetidos a diferentes desafios

vacinais e naturais, mantidos em biotério e coletado amostras de soro

sanguíneo antes e após cada desafio, estocado em freezer –20oC para posterior

realização do teste ELISA indireto para pesquisa de anticorpos da classe IgG

anti Borrelia burgdorferi. Utilizou-se vacinas contra carbúnculo sintomático,

brucelose, leptospirose e proteína Bm86 recombinante de carrapato Boophilus

microplus. Os animais receberam 2,0 ml por via sub-cutânea da vacina para

carbúnculo sintomático um ano após o terceiro inóculo de B. burgdorferi

inativada pelo calor e PBS estéril utilizados na padronização do teste ELISA

indireto. Receberam 2,0 ml por via sub-cutânea da vacina para brucelose

(Abor-Vac, amostra 19, partida 010/95) um mês e 10 dias após a vacina para

carbúnculo sintomático. Receberam 3,0 ml por via sub-cutânea da vacina para

leptospirose (Lepto-Bac 6, partida 009/96, suspensão inativada de Leptospira

pomona, L. grypotyphoza, L. canicola, L. icterohaemorrhagiae, L. wolfi e L.

hardjo) 5 meses após a vacina para brucelose. Receberam 2,0 ml por via

intramuscular da primeira dose do imunógeno da proteína rBm86 do carrapato

B. microplus (GAVAC) 2 meses após a vacina para leptospirose. Receberam a

segunda dose quatro semanas após a primeira dose, a terceira dose três
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semanas após a segunda dose e a quarta dose seis meses após a primeira dose.

Utilizou-se teste de soroaglutinação microscópica para leptospirose e teste de

soroaglutinação rápida e lenta para brucelose em 14 amostras de soro dos

bovinos inoculado e testemunha. A resposta ao imunógeno rBm86 foi avaliada

através de um Kit anti-rBm86 que utiliza sondas de ouro coloidal marcada

com proteína A. Os animais foram naturalmente infestados por Boophilus

microplus e descarrapatizados com acaricidas quimicos (deltametrina, amitraz,

triclorfon e ivermectina. Vinte e oito amostras de soro sanguíneo de cada

bovino foram submetidos ao teste imunoenzimático ELISA para pesquisa de

anticorpos da classe IgG anti B. bigemina, B. bovis e A. marginale. Durante o

experimento realizou-se esfregaços sanguíneos de cada bovino, fixado com

metanol e corado pelo Giemsa para pesquisa de Borrelias. Coletou-se 4

amostras de carrapatos desses animais que foram identificados segundo a

chave de Aragão e Fonseca e utilizados para confecção de lâminas de ovos e

hemolinfa; fixados pelo metanol e corado pelo Giemsa. Realizou-se a cultura

de conteúdo intestinal desses carrapatos em meio BSK, mantidos em estufa a

33°C e observados semanalmente em microscopia de campo escuro e

contraste de fase. Os animais foram castrados no dia em que receberam a

terceira dose da proteína Bm86 recombinante de carrapato B. microplus ,

sendo necessário repetir uma dose da vacina para confirmar os resultados. A
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castração ocorreu de acordo com a rotina do biotério da EMBRAPA -

Sanidade Animal com consequente complicações pós-cirúrgicas. Após a

recuperação total dos animais realizou-se uma quinta dose de reforço para

confirmar os resultados. Realizou-se esta quinta dose 1 ano e 2 meses após a

quarta dose.

3.2-Estudo da relação proteína rBm86 x Borrelia burgdorferi em

condições experimentais

Quinze bovinos adultos, mestiços leiteiros, mantidos no biotério da

EMBRAPA-Sanidade Animal foram imunizados com proteína Bm86

recombinante de carrapato B. microplus por via intramuscular em 4 doses

durante o período de um ano. As aplicações seguiram as indicações do

fabricante; primeira dose na semana 1, segunda dose na semana 2, terceira

dose na semana 7 e quarta dose 6 meses após a primeira dose. Coletou-se

amostras de soro sanguíneo após cada desafio que foram estocadas em freezer

-20°C e posteriormente submetidos ao teste imunoenzimático ELISA indireto

para pesquisa de anticorpos da classe IgG anti B. burgdorferi . Coletou-se três

amostras de carrapatos dos animais para confecção de lâminas de ovos e
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hemolinfa e realizou-se três amostras de esfregaços sanguíneos de cada

animal, fixados em metanol e corados pelo Giemsa para pesquisa de Borrelias.

Avaliou-se a imunização pela proteína Bm86 recombinante de carrapato B.

microplus através de um Kit anti-rBm86 que utiliza sondas de ouro coloidal

marcada com proteína A.

3.3-Estudo sorológico em bovinos em condições naturais

Nesta etapa obteve-se amostras de soro sanguíneo de animais suspeitos

ou animais com sintomas clínicos de Borreliose ou outro hemoparasita de

importância para este estudo. Soros de quatorze bovinos adultos, da raça

Brahman, importados do Texas, EUA e que foram utilizados em trabalho de

premunização para Tristeza Parasitária Bovina e mais dois animais, todos

mantidos na fazenda Pilar, Maricá, Rio de Janeiro foram utilizados para

pesquisa de anticorpos da classe IgG anti B. burgdorferi. Soros de dez bovinos

adultos e cinco bezerros, da raça Holandês provenientes da fazenda Alto da

Serra, em Queimados, Rio de Janeiro, onde alguns animais foram acometidos

por anaplasmose foram utilizados para pesquisa de anticorpos da classe IgG

anti B. burgdorferi. Soros de vinte oito bovinos, mestiços leiteiros
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provenientes do município de Alegre, Espírito Santo, área onde se obteve a

maior percentagem de animais soropositivos para Borreliose de Lyme em

estudo realizado por Ishikawa (1996) foram utilizados para novo estudo

sorológico. Todas as amostras de soro sanguíneo foram submetidos ao teste

imunoenzimático ELISA indireto para pesquisa de anticorpos da classe IgG

anti B. bigemina, B. bovis e A. marginale. Realizou-se esfregaços sanguíneos

de cada animal que foram fixados com metanol e corados pelo Giemsa

3.4-Estudo sorológico em bovinos na mesorregião Norte Fluminense e na

mesorregião Médio Paraíba

Utilizou-se neste estudo duas áreas divididas segundo divisão político-

administrativa da Fundação Cide: : a mesorregião Norte do Estado do Rio de

Janeiro cuja população bovina é estimada em 518.465  de cabeças,  em uma

área total de 663.198 hectares com uma produção leiteira de 81.806.000 litros

anuais e a mesorregião do Médio Paraíba,com população bovina estimada em

211.658 cabeças, numa área total de 234.375 hectares, com uma produção

leiteira de 841.450.000 litros anuais, (CIDE 1997). Na Região Norte

predomina a pecuária de corte com rebanhos formados por raças indianas e
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seus cruzamentos e na região do Médio Paraíba há predominância de pecuária

leiteira sendo esta a mais importante bacia leiteira do Estado do Rio de

Janeiro, com rebanhos constituídos por raças européias e seus cruzamentos

(que são mais susceptíveis as infecções pelo carrapato Boophilus microplus do

que animais da raça indiana), com melhor nível de assistência técnica

Realizou-se estudo sorológico dessas áreas de pecuária distribuídas da

seguinte maneira: na mesorregião do Norte Fluminense foram analisadas um

total de 436 amostras de soro sanguíneo, sendo composto pelos municípios de

Campos (n=185), Macaé (n=91), São Fidélis (n=55), Quissamã (n=21),

Conceição de Macabú (n=19), São Francisco de Itabapoama (n=35), Cardoso

Moreira (n=12) e São João da Barra (n=18); e na mesorregião do Médio

Paraíba foram analisadas um total de 122 amostras de soro dos municípios de

Rio das Flores (n=8), Piraí (n=9), Itatiaia (n=7), Rio Claro (n=10), Barra do

Piraí (n=20), Valença (n=29), Barra Mansa (n=16) e Resende (n=23).

As amostras de soro foram gentilmente cedidas pelo Serviço de

Sanidade Animal da Delegacia Federal de Agricultura no Estado do Rio de

Janeiro. Foram obtidas através de venopunção jugular em animais jovens e

adultos clinicamente sadios e mantidos à -20°C no laboratório de

imunodiagnóstico do Departamento de  Parasitologia Animal da UFRRJ, até o

momento do uso.
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Realizou-se ensaio imunoenzimático ELISA indireto para detecção de

anticorpos da classe IgG anti B. burgdorferi utilizando-se técnica padronizada

por Ishikawa (1996) e descrita no ítem 3.8.

3.5-Estudo de dados climatológicos

Estudou-se as variações climatológicas observadas no Posto da Estação

Experimental de Itaguaí - RJ (médias diárias e mensais da temperatura e

umidade) durante três anos, período em que se processou o experimento com

os bovinos. Estes dados foram utilizados para avaliar a influência das

variações climatológicas na produção de anticorpos da classe IgG anti B.

burgdorferi pelos bovinos estudados.

3.6-Meio de Cultura BSK

O meio de cultura BSK ou meio de Barbour, Stoenner e Kelly foi

preparado de acordo com o seguinte esquema (Barbour et al., 1984):

Dissolveu-se 17g de gelatina em 300 ml de água destilada que foi

autoclavada a 120°C por 15 minutos, obtendo-se gelatina a 5,7% que foi

mantida dentro de câmara de fluxo estéril até a etapa final. Aqueceu-se 300 ml
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de água destilada entre 50°C - 70°C e acrescentou-se: 5,0 g de Neopeptone,

1,0 g de triptone e 1,0 g de yeastolate. Depois de dissolvido, esfriou-se a

solução a temperatura ambiente, obtendo-se a Solução A que foi reservada até

a etapa seguinte.

Meio de cultura de célula CMRL 1066 (9,8 g) (SIGMA Chemical) com

glutamina foi dissolvido em  600 ml de água destilada e em seguida

acrescentado: 6,0 g de tampão hepes forma ácida, 0,7 g de citrato de sódio, 5,0

g de glicose alfa D+, 0,8 g de piruvato de sódio, 0,4 g de N-acetil

glucosamina, 2,2 g de bicarbonato de sódio, 0,3 g MgCl2 6 H2O, 0,1 g  de

glutamine, 143 ml de albumina bovina fração V (35%) e finalizando, a

solução A preparada anteriormente. O pH foi ajustado para 7,55 com o auxílio

de NaOH 10 M e dessa forma obtida a Solução B.

Em uma câmara de fluxo estéril, 100 ml de soro de coelho a 37°C e a

Solução B foram filtrados em microfiltro (Nalgene) de 0,45µm e 0,20µm.

Após a filtragem, o soro de coelho, a Solução B e a gelatina autoclavada

foram misturados em um balão previamente esterilizado. Finalmente, o

volume obtido foi transferido para 2 frascos de cultura de 500 ml e o restante

distribuído em tubos de cultura com aproximadamente 6,0 ml de meio em

cada tubo.
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O meio de cultura foi conservado a 4°C quando utilizado dentro de 2

semanas ou a -20°C por um período de até 1 ano.  Uma alíquota do meio de

cultura  resultante de cada preparo foi mantida em estufa a 33°C por 48 h para

teste de esterilidade e outra alíquota com uma gota de cultura de B.

burgdorferi em estufa a 33°C por uma semana para teste de qualidade.

3.7-Preparo do Antígeno de Borrelia burgdorferi

Para obtenção do antígeno, 1,0 ml de cultura de B. burgdorferi cepa

G39/40 (origem americana) foi adicionada em um frasco com 500 ml de meio

de cultura e mantido em estufa a 33°C por uma semana.

A cultura obtida foi centrifugada a 12.000G  por 20 minutos a 4°C

(Sorvall Rc2.b), o sedimento resultante foi ressuspenso em PBS 0,001M

MgCl2 6H2O, pH 7,4 e submetido ao processo anterior por mais 2 vezes, dessa

forma, o pellet obtido foi lavado e em seguida, suspenso na mesma solução

completando o volume final em 6,0 ml.

No preparo do antígeno para sorologia (ELISA) a suspensão foi

submetida a sonicação por 3 minutos (Fisher Sonic Dismembrator, model 300

- Dynatech) com intervalos de 15 segundos, filtrada em microfiltro de 0,45µm,
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aliquotada e estocada a -70°C até o momento do uso (Grodizicki et al.,1988).

A concentração proteica desse antígeno foi dosada pelo método de Folin

obtendo-se 3,0 mg/ml.

O preparo do meio de cultura BSK e o preparo do antígeno de B.

burgdorferi foram realizados no Laboratório de Doença de Lyme do

Departamento de Reumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de

São Paulo sob a supervisão do Dr. Natalino Hajime Yoshinari.

3.8-Esaio Imunoenzimático - ELISA para Borrelia burgdorferi

O antígeno foi diluído em tampão Coating buffer pH=9,6, na concentração

de 15ug/ml, para em seguida sensibilizar a placa Immulon 1 , que foi mantida

em câmara úmida à 4°C "over-nigth".  A placa foi bloqueada com gelatina à 1%

em PBS Tw 20-0,05% pH=7,4 e incubada por 1 hora em temperatura ambiente.

Os soros testes foram diluídos na concentração de 1:400 em PBS Tw 20-0,05%

pH=7,4, o soro padrão conhecido foi diluído em oito concentrações, iniciando-se

com 1:400. Os oito soros negativos foram obtidos de acordo com o ensaio

padronizado por Ishikawa (1996) . Após uma hora de incubação, utilizou-se o

conjugado anti-IgG bovino-fosfatase alcalina na diluição de 1:1000. Após mais
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uma hora de incubação empregou-se o substrato PNPP, diluído em Tampão

Glicina à 1mg/ml. Antes de cada etapa, a placa foi lavada por 3 vezes com PBS

Tw 20-0,05%. A leitura foi feita no espectrofotômetro, com comprimento de

onda de 405 nm.

3.9-Ensaio Imunoenzimático – ELISA para Babesia bigemina

Avaliou-se a produção de anticorpos anti B. bigemina dos bovinos para

estudo comparativo com a produção de anticorpos anti B. burgdorferi . Avaliou-

se 28 amostras do  bovino inoculado, 28 amostras do bovino testemunha, 16

amostras de bovinos da fazenda Pilar, Maricá, Rio de Janeiro, 15 amostras de

bovinos provenientes da fazenda Alto da Serra em Queimados, Rio de Janeiro e

28 amostras de bovinos provenientes do município de Alegre, Espírito Santo.

O ensaio imunuenzimático ELISA indireto foi realizado no Laboratório de

Imunodiagnóstico do Departamento de Parasitologia Animal –Curso de Pós-

Graduação em Medicina Veterinária.

O antígeno foi cedido pelo Laboratório de Sanidade Animal da EMBRAPA/

Gado de Corte, Campo Grande MS sob a responsalidade do Dr. Cláudio Roberto

Madruga. Foi diluído em tampão Coating buffer pH=9,6, na concentração de
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6,0ug/ml, em seguida sensibilizou-se a placa Immulon 1 , que foi mantida em

câmara úmida à 4°C "over-nigth".  A placa foi bloqueada com soro de coelho a

1% em PBS Tw 20-0,05% pH=7,4 e incubada por 1 hora em temperatura

ambiente. Os soros testes foram diluídos na concentração de 1:500 em PBS Tw

20-0,05% pH=7,4, o soro padrão conhecido foi diluído em oito concentrações,

iniciando-se com 1:500. Os oito soros negativos foram obtidos de acordo com o

ensaio padronizado . Após uma hora e meia de incubação, utilizou-se o

conjugado anti-IgG bovino-fosfatase alcalina na diluição de 1:1000. Após mais

uma hora de incubação empregou-se o substrato PNPP, diluído em Tampão

Glicina à 1mg/ml. Antes de cada etapa, a placa foi lavada por 3 vezes com PBS

Tw 20-0,05%. A leitura foi feita no espectrofotômetro, com comprimento de

onda de 405 nm.

3.10-Ensaio Imunoenzimático – ELISA para Babesia bovis

Avaliou-se a produção de anticorpos anti B. bovis dos animais para estudo

comparativo com a produção de anticorpos anti B. burgdorferi . Avaliou-se 28

amostras do  bovino inoculado, 28 amostras do bovino testemunha, 16 amostras

de bovinos da fazenda Pilar, Maricá, Rio de Janeiro, 15 amostras de bovinos
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provenientes da fazenda Alto da Serra em Queimados, Rio de Janeiro e 28

amostras de bovinos provenientes do município de Alegre, Espírito Santo.

O ensaio imunuenzimático ELISA indireto foi realizado no Laboratório de

Imunodiagnóstico do Departamento de Parasitologia Animal –Curso de Pós-

Graduação em Medicina Veterinária.

O antígeno foi cedido pelo Laboratório de Sanidade Animal da EMBRAPA/

Gado de Corte, Campo Grande MS , Campo Grande MS sob a responsalidade

do Dr. Cláudio Roberto Madruga. Foi diluído em tampão Coating buffer

pH=9,6, na concentração de 7,5ug/ml, em seguida sensibilizou-se a placa

Immulon 1 , que foi mantida em câmara úmida à 4°C "over-nigth".  A placa foi

bloqueada com soro de coelho a 1% em PBS Tw 20-0,05% pH=7,4 e incubada

por 1 hora em temperatura ambiente. Os soros testes foram diluídos na

concentração de 1:500 em PBS Tw 20-0,05% pH=7,4, o soro padrão conhecido

foi diluído em oito concentrações, iniciando-se com 1:500. Os oito soros

negativos foram obtidos de acordo com o ensaio padronizado . Após uma hora e

meia de incubação, utilizou-se o conjugado anti-IgG bovino-fosfatase alcalina na

diluição de 1:1000. Após mais uma hora de incubação empregou-se o substrato

PNPP, diluído em Tampão Glicina à 1mg/ml. Antes de cada etapa, a placa foi

lavada por 3 vezes com PBS Tw 20-0,05%. A leitura foi feita no

espectrofotômetro, com comprimento de onda de 405 nm.
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3.11-Ensaio Imunoenzimático – ELISA para Anaplasma marginale

Avaliou-se a produção de anticorpos anti A. marginale dos animais para

estudo comparativo com a produção de anticorpos anti B. burgdorferi . Avaliou-

se 28 amostras do  bovino inoculado, 28 amostras do bovino testemunha, 16

amostras de bovinos da fazenda Pilar, Maricá, Rio de Janeiro, 15 amostras de

bovinos provenientes da fazenda Alto da Serra em Queimados, Rio de Janeiro e

28 amostras de bovinos provenientes do município de Alegre, Espírito Santo.

O ensaio imunuenzimático ELISA indireto foi realizado no Laboratório de

Imunodiagnóstico do Departamento de Parasitologia Animal –Curso de Pós-

Graduação em Medicina Veterinária.

O antígeno foi cedido pelo Laboratório de Sanidade Animal da EMBRAPA/

Gado de Corte, Campo Grande MS, Campo Grande MS sob a responsalidade do

Dr. Cláudio Roberto Madruga. Foi diluído em tampão Coating buffer pH=9,6,

na concentração de 8,0ug/ml, em seguida sensibilizou-se a placa Immulon 1 ,

que foi mantida em câmara úmida à 4°C "over-nigth".  A placa foi bloqueada

com soro de coelho a 1% em PBS Tw 20-0,05% pH=7,4 e incubada por 1 hora

em temperatura ambiente. Os soros testes foram diluídos na concentração de

1:500 em PBS Tw 20-0,05% pH=7,4, o soro padrão conhecido foi diluído em

oito concentrações, iniciando-se com 1:500. Os oito soros negativos foram
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obtidos de acordo com o ensaio padronizado . Após uma hora e meia de

incubação, utilizou-se o conjugado anti-IgG bovino-fosfatase alcalina na

diluição de 1:1000. Após mais uma hora de incubação empregou-se o substrato

PNPP, diluído em Tampão Glicina à 1mg/ml. Antes de cada etapa, a placa foi

lavada por 3 vezes com PBS Tw 20-0,05%. A leitura foi feita no

espectrofotômetro, com comprimento de onda de 405 nm.

3.12-Soroaglutinação Microscópica para Leptospirose

Realizou-se teste de soroaglutinação microscópica para leptospirose em

14 amostras de soro do bovino inoculado e 14 amostras de soro do bovino

testemunha para avaliar a eficiência da vacina utilizada.

Este teste foi realizado pelo Laboratório de Zoonoses do Departamento

de Medicina Veterinária Preventiva e Saúde Animal da Faculdade de

Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo, sob a

supervisão do Prof. Dr. Silvio Arruda Vasconcellos. O método utilizado pelo

Laboratório foi baseado na “Microtécnica”, descrita por Galton et al. (1965) e

Cole et al. (1973). Utilizou-se para avaliação de Leptospirose 24 variantes

sorológica (Australlis australis, Australis bratis lava, Autumnalis autumnalis,
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Autumnalis butembo, Ballum castellonis, Batavia batavie, Canicola canicola,

Celledoni whicombi, Cynapteri cynapteri, Grippatyphosa grippatyphosa,

Hebdomadis hebdomadis, Icterohaemorrhagiae copenhageni,

Icterohaemorrhagiae icterohaemorrhagiae IV, Javanica javanica, Panama

panama, Pomona pomona, Pyrogenes pyrogenes, Sejroe hardjo, Sejroe wolfi,

Shemani shemani, Tarassovi tarassovi, Andamana andamana, Seramanga

patoc, Djasiman sentat).

Os soros classificados como reatores na diluição de triagem de 1:100,

frente a coleção completa de antígenos, foram titulados com estas variantes

em uma série geométrica de diluições de razão dois.

3.13-Soroaglutinação para Brucelose

Realizou-se teste de soroaglutinação para brucelose em 14 amostras de

soro do bovino inoculado e 14 amostras de soro do bovino testemunha para

avaliar a eficiência da vacina utilizada.

Este teste foi realizado pelo Laboratório de Zoonoses do Departamento de

Medicina Veterinária Preventiva e Saúde Animal da Faculdade de Medicina

Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo, sob a supervisão do
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Prof. Dr. Silvio Arruda Vasconcellos. O método utilizado pelo Laboratório

obedeceu a Técnica Internacional recomendada pelo Ministério da

Agricultura. O antígeno consistiu em suspensão celular inativada de Brucela

abortus , amostra 1119-B.

Utilizou-se as provas de:

   Soro Aglutinação Rápida – com antígeno na concentração de 10 a 12% com

corante de azul de metileno e violeta de genciana.

   Soro Aglutinação Lenta – com antígeno na concentração final de 0,45% sem

corante.

   Soro Aglutinação com antígeno acidificado – com antígeno contendo 8% do

corante Rosa de Bengala.

3.14-Identificação e cultura dos carrapatos

Os carrapatos obtidos dos animais foram encaminhados ao Laboratório e

identificados segundo chave específica. Após a identificação, uma amostra de

teleóginas foram mantidas em placas de petri em estufa Bioclimatizada (70% de

umidade e 28°C) até aproximadamente o quinto dia de postura, quando foram

preparadas lâminas dos ovos, fixadas em metanol e coradas pelo método de

Giemsa. Uma parte dos ovos foi macerada e cultivada em meio BSK, mantida
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em estufa a 33°C e examinada semanalmente através de microscopia de

contraste de fase. Uma amostra dos ectoparasitos foi processada para cultura em

meio BSK. Foram lavados em água oxigenada 3% durante 3 minutos, em

seguida com álcool 70% por mais 3 minutos e o resíduo de soluções de lavagem

retirados com o uso de uma pequena quantidade do próprio meio BSK.

Finalmente, os ectoparasitos foram macerados e cultivados em meio BSK,

mantidos em estufa a 33°C e examinados semanalmente através de microscopia

de contraste de fase.



33

4-RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1- Estudo do perfil da produção de anticorpos IgG nos bovinos

utilizados em padronização do teste ELISA indireto para pesquisa de

anticorpos anti B. burgdorferi em bovinos

Observou-se alteração na produção de anticorpos após a vacina contra

leptospirose, especialmente no bovino inoculado com B. burgdorferi (590).

No animal testemunha (591), houve aumento na produção de anticorpos que

foi mais discreto e menos persistente (Gráfico 01). Os testes de

soroaglutinação microscópica para leptospirose mostraram que os animais

produziram anticorpos apenas para uma variante sorológica de Leptospira

interrogans, (Tabelas 01 e 02) no entanto, o aumento na produção de
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anticorpos IgG anti B. burgdorferi nos animais, demonstrou que esta vacina

interferiu na produção de anticorpos anti B. burgdorferi (Gráfico 01).

De acordo com Wells et al. (1993) e Ishikawa (1996) não existe

associação entre a soropositividade para B. burgdorferi e soropositividade

para Leptospira sp, porém, neste trabalho, observou-se que a soropositividade

para B. burgdorferi sofreu influências da vacina para leptospirose. Os animais

apresentaram aumento no título de anticorpos anti B. burgdorferi sem

manifestação de sintoma clínico, e no caso do animal inoculado, resultou-se

em um animal soropositivo assintomático.

As coletas de soro sanguíneo dos animais inoculado e testemunha

com as respectivas datas utilizadas nos gráficos 01, 02 e 03 foram as

seguintes: coleta de número 6= 22/09/95; coleta 11= 07/10/95; coleta 14=

16/10/95; coleta 23= 12/11/95; coleta 25= 18/11/95; coleta 30= 03/12/95;

coleta 32= 03/01/96; coleta 33= 24/01/96; coleta 34= 24/01/96; coleta 35=

11/03/96; coleta 36= 25/03/96; coleta 38= 24/04/96; coleta 40= 24/05/96;

coleta 42= 24/06/96; coleta 44= 17/07/96; coleta 46= 13/08/96; coleta 48=

13/09/96; coleta 50= 04/10/96; coleta 52= 16/10/96; coleta 54= 05/11/96;

coleta 56= 11/11/96; coleta 58= 20/11/96; coleta 60= 01/04/97; coleta 62=

07/04/97; coleta 64= 16/04/97.
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Gráfico 01- Perfil da produção de anticorpos da classe IgG anti B. burgdorferi nos bovinos

inoculado (590) e testemunha (591) durante infestação natural por carrapatos e após vacinas

de carbúculo sintomático, brucelose e leptospirose.

p = infestação natural por carrapatos, saída em piquete

i = intensa infestação natural por carrapatos

d = animais doentes

c = vacina para carbúnculo sintomático

b = vacina para brucelose

l = vacina para leptospirose
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Tabela 01- Resultados dos testes de soroaglutinação microscópica para leptospirose e

soroaglutinação para brucelose das 14 amostras do bovino inoculado (590).

   Número da Coleta

Resultado Leptospirose

            SAM

   Resultado Brucelose

SAR           AA          SAL

              38      Negativo      N             N           NR

              43      Negativo      N             N           NR

              48      Negativo      N             N           NR

              49      Negativo      N             N           NR

              54      Negativo      N             N           NR

              55      Negativo  +                  N           NR

             56      Negativo  + + + +         P        + + + +

             58      Negativo  + + + +         P        + + + +

             60      Negativo  +                   N          NR

             61      Negativo  +                   N          NR

             63      Negativo  +                   N          NR

             65       H = 100  +                   N          NR

             67      Negativo      N              N          NR

             68      Negativo      N              N          NR

SAM = Soroaglutinação Microscópica    SAR = Soroaglutinação Rápida

AA = Antígeno Acidificado   SAL = Soroaglutinação Lenta

P = Positivo   N = Negativo   NR = Não Realizado

H = Sorogrupo Serjoe  Variante Sorológica hardjo
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Tabela 02- Resultados dos testes de soroaglutinação microscópica para leptospirose e

soroaglutinação para brucelose das 14 amostras do bovino testemunha (591).

   Número da Coleta

Resultado Leptospirose

            SAM

   Resultado Brucelose

SAR           AA          SAL

              38      Negativo      N             N           NR

              43      Negativo      N             N           NR

              48      Negativo      N             N           NR

              49      Negativo  +                 N           NR

              54      Negativo      N             N           NR

              55      Negativo                      N           NR

             56      Negativo  + + +           P          + + +

             58      Negativo  + + +           P          + + +

             60      Negativo                      N          NR

             61      Negativo                      N          NR

             63      Negativo                      N          NR

             65       H = 100                      N          NR

             67      Negativo      N              N          NR

             68      Negativo      N              N          NR

SAM = Soroaglutinação Microscópica    SAR = Soroaglutinação Rápida

AA = Antígeno Acidificado   SAL = Soroaglutinação Lenta

P = Positivo   N = Negativo   NR = Não Realizado

H = Sorogrupo Serjoe  Variante Sorológica hardjo
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Os dados obtidos na sorologia para B. burgdorferi frente aos desafios

vacinais demonstraram a necessidade dos cuidados na interpretação dos

resultados dos ensaios, pois a resposta imunológica dos animais para a B.

burgdorferi pode estar relacionada com estímulo anterior ao qual o animal

possa ter sido submetido, como no caso do animal que foi previamente

imunizado com cepa inativada de B. burgdorferi (590). Este animal teve uma

resposta mais evidente aos estímulos utilizados do que o animal testemunha

(591). Nota-se que seria necessário a utilização de um número maior de

animais pois, esta diferença pode se tratar de uma variação individual na

resposta imunológica entre os animais inoculado e testemunha.

Os testes de soroaglutinação para brucelose confirmaram a efetividade

da vacina, ou seja, os animais produziram anticorpos contra o antígeno

utilizado (Tabelas 01 e 02). Não houve interferência significante na produção

de anticorpos anti B. burgdorferi  após a vacina para brucelose. Os sinais

clínicos da brucelose podem ser confundidos com os da Borreliose de Lyme,

no entanto os ensaios sorológicos demonstraram ser eficientes no diagnóstico

diferencial.

Após a vacina para carbúnculo sintomático houve um pequeno aumento

na produção de anticorpos IgG anti B. burgdorferi no animal inoculado, mas
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que não foi significante, visto que não houve positividade e a produção de

anticorpos já estava aumentando antes do uso da vacina.

Após uma infestação natural por carrapatos que os bovinos tiveram logo

após terem saído para piquete e iniciado a convivência com outros animais

adultos mantidos a campo, pode-se notar um pequeno aumento na produção de

anticorpos (Gráfico 01) que foi mais evidente no animal previamente

imunizado com B. burgdorferi (inoculado). Esta alteração não chegou a

produzir positividade, mas causou uma alteração no perfil de produção de

anticorpos que deve ser considerado.

No período em que os animais adoeceram apresentando sinais clínicos

de Tristeza Parasitária Bovina, confirmado com esfregaços sanguíneo corado

pelo Giemsa, não apresentaram alteração na produção de anticorpos IgG anti

B. burgdorferi (Gráfico 01).

Na sorologia para babesiose e anaplasmose pode-se notar que o

aumento na produção de anticorpos anti B. bigemina, B. bovis e A. marginale

não acarretaram em aumento simultâneo de anticorpos IgG anti B. burgdorferi

(Gráficos 02 e 03). Na coleta de número 14, 14 dias depois que o animal

inoculado recebeu o terceiro inóculo de B. burgdorferi inativada pelo calor,

observou-se como demonstrado por Ishikawa (1996) e
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Gráfico 02- Perfil da produção de anticorpos da classe IgG anti B. bigemina, B. bovis, A.

marginale e B. burgdorferi no bovino inoculado (590).

                      a = 14 dias após o terceiro inoculo (B. burgdorferi inativada)

                      b = animais doentes
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Gráfico 03- Perfil da produção de anticorpos da classe IgG anti B. bigemina, B. bovis, A.

marginale e B. burgdorferi no bovino testemunha (591).

                      a = 14 dias após o terceiro inoculo (PBS)

                      b = animais doentes

cut off B. burgdorferi = 0,500

cut off B. bigemina = 0,362

cut off B. bovis = 0,492
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no Gráfico 02 que houve um aumento na produção de anticorpos IgG anti B.

burgdorferi que não acompanhou um aumento significante na produção

de anticorpos IgG anti B. bigemina, B. bovis e A. marginale. Estas

observações sugerem que infecções naturais por B. bigemina, B. bovis e A.

marginale não acarretaram em reações cruzadas com a B. burgdorferi.

Observou-se alteração no perfil de anticorpos após a terceira e quarta

dose da imunização com proteína Bm86 recombinante de carrapato B.

microplus que coincidiu com o período da castração, não sendo observado

após uma quinta dose de reforço (Gráfico 04). A castração ocorreu de acordo

com a rotina do biotério da EMBRAPA - Sanidade Animal com consequente

complicações pós-cirúrgicas que podem ter prejudicado os resultados dessa

etapa do experimento. De acordo com estes dados pode-se concluir que

associação de estímulos pode causar uma interferência significativa na

produção de anticorpos anti B. burgdorferi ,podendo prejudicar a interpretação

dos resultados do ensaio sorológico.

O aumento na produção de anticorpos da classe IgG anti B. burgdorferi

observado após a terceira e quarta dose da vacina sugere uma conseqüência na

associação de estímulos como antígeno vacinal, castração e debilidade

decorrente de complicações pós-cirúrgica. Após a recuperação total dos

animais realizou-se uma quinta dose de reforço para confirmar os resultados e
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neste caso não houve alteração significante na produção de anticorpos IgG anti

B. burgdorferi e pode-se observar a necessidade de se estudar os desafios

utilizados neste trabalho associados entre si (Gráfico 04). Estes dados sugerem

também que os animais podem ter apresentado uma alteração na produção de

anticorpos IgG anti B. burgdorferi após estímulo seguidos dessa proteína que

os animais receberam em intervalos de poucas semanas. Como foi observado,

o aumento ocorreu após a terceira dose e esta alteração não foi observada após

a primeira, segunda e quinta dose. Portanto, os resultados soropositivos para

Borreliose de Lyme em bovinos que estejam recebendo imunização de

proteína Bm86 recombinante de carrapato B. microplus, devem ser analisados

com certos critérios, principalmente se os animais estiverem em fase inicial do

esquema de imunização dessa proteína, período em que os animais recebem 3

doses em intervalos de 4 semanas e 3 semanas, ou seja, estímulos seguidos

dessa proteína.

Os resultados do teste ELISA indireto padronizados devem ser

interpretados em associação ao histórico clínico e vacinal de cada animal, pois

estes estão sujeitos a alterações segundo os desafios aos quais os animais são

submetidos no seu manejo.
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Através do Kit anti-rBm86 que utiliza sondas de ouro coloidal marcada

com proteína A, pode-se comprovar a efetividade da imunização pela proteína

Bm86 recombinante de carrapato B. microplus nestes animais (Tabela 03).

Todos os exemplares de carrapatos adquiridos foram da espécie B.

microplus. Não se obteve sucesso nas tentativas de isolamento de Borrelia nos

esfregaços corados pelo Giemsa e no cultivo em meio BSK. Estes métodos,

embora simples, não demonstraram praticidade para o estudo realizado neste

trabalho, servindo apenas como complemento para o estudo sorológico. Nota-

se a necessidade de se avaliar e aperfeiçoar outros métodos simples para a

detecção de Borrelias em bovinos com o objetivo de facilitar os futuros

estudos epidemiológicos.
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Gráfico 04- Perfil da produção de anticorpos da classe IgG anti B. burgdorferi nos bovinos

inoculado (590) e testemunha (591) após vacina com proteína rBm86 de carrapato B.

microplus.

              a = 1adose (06/06/97)  b = 2adose (04/07/97)

              c = 3adose e castração (25/07/97)

              d = 4adose (04/12/97)  e = 5adose (25/02/99)
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Tabela 03- Resultados dos testes do Kit anti rBm86 nos bovinos inoculado (590) e

testemunha (591).

   Animal / número da dose         Resultados

      590  1adose      - - - - -

      590  2adose      - - - - -

      590  3adose      + + + - -

      590  4a dose      + + - - -

      590  5adose      + + + + +

      590  6acoleta      + + + + +

      591  1adose      - - - - -

      591  2adose      + + + - -

      591  3adose      + + + + +

      591  4a dose      + + + + +

      591  5adose      + + + + +

      591  6acoleta      + + + + +

+ = Reação fraca   + + = Reação média   + + + = Reação boa

+ + + + = Reação forte   + + + + + = Reação excelente
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4.2- Estudo da relação proteína rBm86 x Borrelia burgdorferi em

condições experimentais

Pelos resultados obtidos pode-se observar que não houve interferência

entre a produção de anticorpos da classe IgG anti B. burgdorferi  e imunização

com a proteína Bm86 recombinante de carrapato B. microplus (Gráfico 05).

Ou seja, não houve aumento significante na produção de anticorpos após cada

desafio realizado com esta imunização. No caso do touro, animal adulto,

clinicamente saudável, com mais de 10 anos de idade, e que apresentou altos

títulos de anticorpos IgG anti B. burgdorferi durante todo o experimento,

observou-se uma diminuição na produção de anticorpos durante a imunização

com a proteína utilizada. Através do Kit anti-rBm86 que utiliza sondas de ouro

coloidal marcada com proteína A, pode-se comprovar a efetividade da

imunização pela proteína Bm86 recombinante de carrapato B. microplus

nestes animais (Tabela 04).

Como observado nos bovinos inoculado e testemunha, não se obteve

sucesso nas tentativas de isolamento de Borrelia nos esfregaços corados pelo

Giemsa.

As características clínicas da Borreliose se confundem com as de outras

doenças, o isolamento da Borrelia através do meio de cultura assim como sua
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coloração são procedimentos de pouco sucesso. Dessa maneira, pode-se

comprovar que como citado por Steere et al., 1984 e Schresta et al. (1985) os

ensaios sorológicos complementares tornam-se importantes na abordagem do

paciente suspeito.

Matton & Van Melckebeke (1990) detectaram espiroquetas através de

método de exame direto de interface pelet-plasma de microhematócrito que

não foram detectadas através de esfregaços sanguíneos corados com Giemsa,

reforçando dessa forma, a dificuldade no isolamento de Borrelias através de

esfregaços sanguíneos.
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Gráfico 05- Perfil da produção de anticorpos da classe IgG anti B. burgdorferi nos bovinos

touro, 28, 140 e 144 mantidos a campo.

            a = 1adose (06/12/96)  b = 2adose (03/01/97)

            c = 3adose (24/01/97)  d = 4adose (06/06/97)

0

0 ,1

0 ,2

0 ,3

0 ,4

0 ,5

0 ,6

0 ,7

I I I III IV V V I VI I

C o l e t a

D . O .
t o u r o

 2 8 , 0  

 1 4 0 , 0  

 1 4 4 , 0  

a
b

c d



50

Tabela 04- Resultados dos testes do Kit anti rBm86 nos bovinos 122, 140 e 165 mantidos

no biotério

   Animal / número da dose         Resultados

      122  1adose      - - - - -

      122  2adose      + + + + -

      122  3adose      + + + + -

      122  4a dose      + + + +

      140  1adose      + + - - -

      140  2adose      + + + - -

      140  3adose      + + + + +

      140  4a dose      + + + + -

      140  5acoleta      + + + + -

      165  1adose      - - - - -

      165  2adose      + - - - -

      165  3adose      + + + - -

      165  4a dose      + + + - -

      165  5acoleta      + + + + +

+ = Reação fraca   + + = Reação média   + + + = Reação boa

+ + + + = Reação forte   + + + + + = Reação excelente
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4.3- Estudo sorológico em bovinos em condições naturais

Nos dezeseis bovinos mantidos na fazenda Pilar, Maricá, Rio de Janeiro,

sendo quatorze animais importados do Texas, EUA e submetidos a trabalho de

premunização para Tristeza Parasitária Bovina obteve-se 11 (68,8%) bovinos

negativos em sorologia para B. bigemina, 3 (18,8%) com título de 1/500, 1

(6,2%) com título 1/1000 e 1 (6,2%) com título 1/2000 (Tabela 05). Na

sorologia para B. bovis, 12 (75%) foram negativos, 3 (18,75%) com título 1/500

e 1 (6,25%) com título 1/1000 (Tabela 06). Na sorologia para A. marginale, 9

(56,25%) foram negativos e 7 (43,75%) com título 1/500 (Tabela 07). Os

animais dessa propriedade apresentavam-se clinicamente saudáveis e foram

provenientes de local livre de carrapatos. Como constatado pela sorologia, trata-

se de animais com baixos títulos de anticorpos anti B. bigemina, B. bovis e A.

marginale.  A sorologia para B. burgdorferi também apresentou animais com

baixos títulos de anticorpos, obteve-se 11 (68,8%) bovinos negativos, 1 (6,25%)

com títulos de 1/400 e 4 (25%) com títulos de 1/800 (Tabela 08), ou seja, uma

grande percentagem de animais negativos e poucos animais com sorologia

positiva. Animais provenientes de propriedades com pouca infestação de

carrapatos são por conseqüência animais com baixos títulos de anticorpos anti

hemoparasitas transmitidos por carrapatos, os animais podem apresentar-se
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simultaneamente infectados por parasitas que possuem o mesmo vetor e na

ausência deste vetor podem apresentar-se simultaneamente livre desses

parasitas. Nesta propriedade, foram obtidos animais com baixos títulos de

anticorpos anti B. burgdorferi, B. bigemina, B. bovis e A. marginale.  Estes dados

sugerem que pode existir uma relação entre infestação por carrapatos B.

microplus  associado a manejo qualificado com produção de anticorpos anti B.

burgdorferi.

Nos quinze animais provenientes da fazenda Alto da Serra em Queimados,

Rio de Janeiro, onde foram diagnosticados casos de animais acometidos por

Anaplasmose obteve-se 2 (13,3%%) bovinos negativos para B. bigemina, 4

(26,7%) com títulos 1/500, 6 (40%) com títulos 1/1000, 2 (13,3%) com títulos

1/2000 e 1 (6,7%) com títulos 1/4000 (Tabela 05). Na sorologia para B. bovis, 4

(26,7%) foram negativos, 2 (13,3%) com títulos 1/500, 6 (40%) com títulos

1/1000, 1 (6,7%) com título 1/2000 e 2 (13,3%) com títulos 1/4000 (Tabela 06).

Na sorologia para A. marginale, nenhum bovino (0%) foi negativo, 4 (26,7%)

tiveram títulos 1/500 e 11 (73,3%) títulos 1/1000 (Tabela 07). Nesta

propriedade, observou-se alta percentagem de animais soropositivos para B.

bigemina, B. bovis e A. marginale , confirmando o diagnóstico clínico de

Anaplasmose. Observou-se também alta percentagem de animais soropositivos

para B. burgdorferi , sendo 3 (20%) bovinos negativos, 4 (26,7%) com títulos
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1/800, 2 (13,3%) com títulos 1/1600 e 6 (40%) com títulos 1/3200 (Tabela 08).

Estes dados sugerem uma infecção simultânea desses parasitas analisados, sendo

importante considerar a alta percentagem de animais (40%) soropositivos com

títulos 1/3200 para B. burgdorferi e também a alta percentagem de soropositivos

(100%) para A. marginale. Reações cruzadas são freqüentes nos ensaios

sorológicos, dependendo da padronização da técnica e do preparo do antígeno,

segundo Meredith et al. (1995), estas reações podem ser evitadas realizando-se

diluições seriadas altas. Nesta propriedade observou-se a ocorrência de animais

com altos títulos de anticorpos para os parasitas estudados, especialmente para

B. burgdorferi, sugerindo a presença deste agente nesta localidade analisada. A

associação de estímulos parasitários, vacinais e de manejo, como observado

anteriormente nos bovinos inoculado e testemunha, podem estar sendo

responsáveis pelo aparecimento de altos títulos de anticorpos e neste caso, a

associação desses hemoparasitas podem estar favorecendo a produção desses

altos títulos de anticorpos.

Nos vinte e oito bovinos provenientes do município de Alegre, Espírito

Santo obteve-se 6 (21,5%) bovinos negativos para B. bigemina, 12 (42,8%) com

títulos 1/500, 5 (17,8%) com títulos 1/1000, 3 (10,7%) com títulos 1/2000, 1

(3,6%) com títulos 1/4000 e 1 (3,6%) com títulos 1/8000 (Tabela 05). Na

sorologia para B. bovis,14 (50%) foram negativos, 10 (35,7%) com títulos 1/500,
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3 (10,7%) com títulos 1/1000 e 1 (3,6%) com títulos 1/2000 (Tabela 06). Na

sorologia para A. marginale, 3 (10,7%) foram negativos, 11 (39,3%) com títulos

1.500, 11 (39,3%) com títulos 1/1000, 2 (7,1%) com títulos 1/2000 e 1 (3,6%)

com títulos 1/4000 (Tabela 07). Neste caso observou-se também uma alta

percentagem de animais soropositivos para os parasitas estudados. Na sorologia

para B. burgdorferi 18 (64,3%) bovinos foram negativos, 6 (21,4%) com títulos

1/400, 3 (10,71%) com títulos 1/800 e 1 (3,6%) com título 1/1600 (Tabela 08).

Neste estudo observou-se uma alta percentagem de animais soronegativos para

B. burgdorferi, contrariando os dados obtidos em trabalho de Ishikawa (1996).

Esta diferença pode ser explicada por se tratar de amostragens diferentes, e

também pelo fato do ensaio ELISA ter sido aperfeiçoado para este novo estudo.



55

Tabela 05- Resultados obtidos no teste ELISA indireto para B. bigemina dos bovinos provenientes de

Maricá, Queimados e Alegre.

Município (n) Negativos   1/500  1/1000  1/2000  1/4000  1/8000 1/16000

Marica (16) 11 (68,8%) 3 (18,8%) 1 (6,2%) 1 (6,2%)

Queimados (15) 2 (13,3%) 4 (26,7%) 6 (40%) 2 (13,3%)0 (0%) 0 (0%) 1 (6,7%)

Alegre (28) 6 (21,5%) 12 (42,8%)5 (17,8%) 3 (10,7%)1 (3,6%) 1 (3,6%)

Tabela 06- Resultados obtidos no teste ELISA indireto para B. bovis dos bovinos provenientes de Maricá,

Queimados e Alegre.

Município (n) Negativos   1/500  1/1000  1/2000  1/4000

Marica (16) 12 (75%) 3 (18,75%) 1 (6,25%)

Queimados (15) 4(26,7%) 2 (13,3%) 6 (40%) 1 (6,7%) 2 (13,3%)

Alegre (28) 14 (50%) 10 (35,7%) 3 (10,7%) 1 (3,5%)
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Tabela 07- Resultados obtidos no teste ELISA indireto para A. marginale dos bovinos provenientes de

Maricá, Queimados e Alegre.

Município (n) Negativos   1/500  1/1000  1/2000  1/8000

Marica (16) 9 (56,25%) 7 (43,75%)

Queimados (15) 0 (0%) 4 (26,7%) 11 (73,3%)

Alegre (28) 3 (10,7%) 11 (39,3%) 11 (39,3%) 2 (7,1%) 1 (3,6%)

Tabela 08- Resultados obtidos no teste ELISA indireto para B. burgdorferi dos bovinos provenientes de

Maricá, Queimados e Alegre.

Município (n) Negativos   1/400  1/800  1/1600  1/3200

Marica (16) 11 (68,75%) 1 (6,25%) 4 (25%)

Queimados (15) 3 (20%) 0 (0%) 4 (26,7%) 2 (13,3%) 6 (40%)

Alegre (28) 18 (64,3%) 6 (21,4%) 3 (10,7%) 1 (3,6%)
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4.4-Estudo sorológico em bovinos na mesorregião Norte Fluminense e na

mesorregião Médio Paraíba

Na mesorregião Norte Fluminense, onde predomina a pecuária de corte com

rebanhos formados por raças indianas e seus cruzamentos, foram analisadas 436

amostras de soro sanguíneo, sendo observado 132 (30,3%) amostras negativas

para B. burgdorferi, 58 (13,3%) com títulos 1/400, 120 (27,5%) com títulos

1/800, 68 (15,6%) com títulos 1/1600, 36 (8,3%) com títulos 1/3200, 15 (3,4%)

com títulos 1/6400, 4 (0,9%) com títulos 1/12800, 2 (0,5%) com títulos 25600 e

1 (0,2%) com título 1/102400 (Tabela 09). Observou-se animais com altos

títulos de anticorpos ( até 1/102400) e uma alta percentagem de animais

soropositivos (69,7%) para B. burgdorferi, sugerindo a presença deste agente

nesta mesorregião.

Na mesorregião Médio Paraíba, onde predomina a pecuária de leite com

rebanhos formados por raças européias e seus cruzamentos, foram analisadas

122 amostras de soro sanguíneo, sendo observado 30 (24,6%) amostras

negativas para B. burgdorferi, 16 (13,1%) com títulos 1/400, 35 (28,7%) com

títulos 1/800, 25 (20,5%) com títulos 1/1600, 10 (8,2%) com títulos 1/3200, 3

(2,5%) com títulos 1/6400, 2 (1,6%) com títulos 1/12800 e 1 (0,8%) com título

1/51200 (Tabela 09). Observou-se animais com altos títulos de anticorpos (até
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1/51200) e uma percentagem de soropositivos maior do que o encontrado na

mesorregião Norte Fluminense (75,4%). As duas localidades estudadas

apresentaram uma pequena diferença nos resultados, sendo que na mesorregião

Médio Paraíba houve uma percentagem maior de soropositivos (5,7% maior) do

que na mesorregião Norte Fluminense. A mesorregião Médio Paraíba possui

rebanhos formados por raças européias e seus cruzamentos, sendo mais

predispostos a infestação por carrapatos e conseqüentemente ao parasitismo e

produção de anticorpos para os parasitas veiculados por estes vetores.
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Tabela 09- - Resultados obtidos no teste ELISA indireto para B. burgdorferi dos bovinos provenientes da

mesorregião Norte Fluminense e mesorregião Médio Paraíba.

               Mesorregião

Títulos

Norte Fluminense Médio Paraíba

Negativos 132 (30,3%) 30 (24,6%)

1/400 58 (13,3%) 16 (13,1%)

1/800 120 (27,5%) 35 (28,7%)

1/1600 68 (15,6%) 25 (20,5%)

1/3200 36 (8,3%) 10 (8,2%)

1/6400 15 (3,4%) 3 (2,5%)

1/12800 4 (0,9%) 2 (1,6%)

1/25600 2 (0,5%) 0 (0%)

1/51200 0 (0%) 1 (0,8%)

1/102400 1 (0,2%) 0 (0%)
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4.5-Estudo de dados climatológicos

As variações climatológicas das regiões onde as estações do ano são bem

definidas e onde a temperatura e umidade oscilam significantemente, poderiam

influenciar diretamente nos animais causando estresse e baixa de imunidade ou

indiretamente através da mudança na alimentação desses animais e condições

apropriadas ou não ao desenvolvimento do carrapato vetor.

As variações climatológicas , médias mensais de temperatura e umidade

relativa observadas, não oscilaram significantemente durante os meses utilizados

neste experimento (Tabelas 10, 11 e 12). Os dados obtidos sugerem que essas

pequenas variações climatológicas não influenciaram diretamente na produção

de anticorpos da classe IgG anti B. burgdorferi nos bovinos. Observou-se que os

valores da densidade óptica obtida no ELISA indireto, aumentaram e

diminuíram sem que houvesse alguma relação com as variações de temperatura

e umidade, sendo mais provável, que os outros estímulos utilizados tenham

causado essas modificações. Isogai et al. (1992) e Takahashi et al. (1993)

observaram uma variação sasonal na freqüência de soropositivos, mas

relacionado com o ciclo de vida do carrapato vetor e não com a influência direta

no animal.
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As variações climatológicas poderiam atuar como predisposição a instalação

de outras enfermidades como infecções por vírus, bactérias ou fungos e dessa

forma favorecer a infecção simultânea com a Borreliose de Lyme ou mesmo,

favorecer ou inibir a produção de anticorpos IgG anti B. burgdorferi.

Pelo que foi obtido nos ensaios sorológicos e nas observações dos dados

climatológicos, os bovinos devem apresentar uma resposta imunológica

conseqüente da associação de estímulos vacinais, parasitários e de manejo que

devem ser levados em consideração na interpretação dos resultados sorológicos.
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Tabela 10- Médias mensais de temperatura e umidade relativa do ano de 1996 com a densidade

óptica do teste ELISA (D.O.) dos animais inoculado (590) e testemunha (591).

                   Média

Mês

  Temperatura

              °° C

 Umidade Relativa

             (%)

          D.O.

  590          591

Janeiro 27,6 67,7 0.522     0.315

Fevereiro 27,3 67,3 0.282     0.345

Março 26,5 74,6 0.320     0.218

Abril 22,8 51,7 0.310     0.482

Maio 23,2 74,0 0.209     0.205

Junho 23,3 73,0 0.218     0.235

Julho 23,7 74,7 0.266     0.289

Agosto 23,4 72,0 0.295     0.105

Setembro 22,0 78,0 0.332     0.192

Outubro 24,4 75,0 0.498     0.418

Novembro 24,9 76,3 0.435     0.289

Dezembro 26,8 76,7

Estação Experimental de Itaguaí / PESAGRO-Rio

Calculado por Ozeas Cabral Perrut
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Tabela 11- Médias mensais de temperatura e umidade relativa do ano de 1997 com a densidade

óptica do teste ELISA (D.O.) dos animais inoculado (590) e testemunha (591).

                    Média

Mês

  Temperatura

          °° C

 Umidade Relativa

             (%)

           D.O.

  590            591

Janeiro 26,5 81,2

Fevereiro 28,3 67,7

Março 25,4 78,3

Abril 24,0 75,3 0.433     0.356

Maio 22,2 67,7 0.358     0.374

Junho 21,2 67,7 0.544     0.272

Julho 22,1 65,3 0.429     00.475

Agosto 22,5 65,3 0.494     0.545

Setembro 23,1 70,3 0.615     0.449

Outubro 24,6 70,3

Novembro 26,4 74,0 1.240    0.782

Dezembro 27,4 67,3 1.165    0.573

Estação Experimental de Itaguaí / PESAGRO-Rio

Calculado por Ozeas Cabral Perrut
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Tabela 12- Médias mensais de temperatura e umidade relativa do ano de 1998 com a densidade

óptica do teste ELISA (D.O.) dos animais inoculado (590) e testemunha (591).

                    Média

Mês

  Temperatura

            °°C

 Umidade Relativa

                (%)

           D.O.

  590           591

Janeiro 24,9 71,3

Fevereiro 25,2 71,7

Março 24,3 70,3 0.805     0.525

Abril 22,1 71,3 0.409     -----

Maio 18,3 74,0

Junho 15,7 73,3

Julho 16,6 73,7 0.496     0.369

Agosto 21,0 66,0 0.484     0.536

Setembro 21,7 64,3

Outubro 21,2 68,0

Novembro 21,0 68,7

Dezembro 24,2 65,7

Estação Experimental de Itaguaí / PESAGRO-Rio

Calculado por Ozeas Cabral Perrut
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4.6-Considerações Gerais

A Borreliose de Lyme consiste em uma zoonose emergente e dessa forma,

atinge o homem direta e indiretamente, causando doença e acarretando prejuízos

na produção animal. O diagnóstico precoce de qualquer enfermidade é essencial

no sucesso do tratamento, e para isto estudos clínicos e epidemiológicos são

necessários.

O estudo imunológico consiste em uma importante ferramenta no inquérito

epidemiológico. A Borreliose de Lyme exige atenção especial, pois devido a

possibilidade da existência de espécies diferentes de Borrelia na mesma região e

acometendo o mesmo hospedeiro, as reações cruzadas entre estas e a

necessidade de padronização dos ensaios com utilização de antígenos adequados

para cada região, torna este procedimento trabalhoso e oneroso para ser

estabelecido.

Nos bovinos, a produção de anticorpos da classe IgG anti B. burgdorferi

mostrou ser influenciado por alguns estímulos que os animais são submetidos no

seu manejo. As vacinas utilizadas nos animais podem causar erros na

interpretação dos resultados sorológicos, especialmente quando associadas com

outros estímulos como estresse e infecção parasitária. No entanto, quando esta

influência ocorre, geralmente é discreta e pouco persistente.
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A infestação natural por carrapatos B. microplus, pode alterar a produção de

anticorpos IgG anti B. burgorferi não apenas pela sua injúria direta, mas por ser

o vetor de muitos hemoparasitas de interesse, como a B. bigemina, B. bovis e A.

marginale.

A B. bigemina, B.bovis e A.marginale não causaram reações cruzadas com a

B. burgdorferi, no entanto, observou-se animais com infecções simultâneas e

animais apresentando altos títulos de anticorpos para estes parasitas. Embora

possa não haver reações cruzadas entre estes, uma infecção pode favorecer a

outra, resultando em animais com altos títulos de anticorpos para mais de um

parasita, ou também uma infecção pode estar suprimindo a outra, acarretando

em infecção com pouca ou nenhuma resposta imunológica para o agente que foi

suprimido. Pelo analisado, essa infecção simultânea deve estar ocorrendo,

principalmente nos animais que são mais susceptíveis as infestações pelo

carrapato B. microplus, vetor comum desses agentes.

Associações de estímulos devem ser estudados com mais detalhes para que

se possa ter maior segurança na interpretação de um resultado sorológico em

bovinos.

O diagnóstico sorológico constitui em importante auxílio ao clínico e ao

estudo epidemiológico, mas este deve ser interpretado em conjunto com o

histórico dos animais e da propriedade, e para conclusão do diagnóstico com
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mais segurança é aconselhável que se faça mais de uma coleta em períodos

diferentes para eliminar a possibilidade de estímulos diversos que possa estar

atuando no momento da primeira coleta.

O diagnóstico da Borreliose de Lyme em bovinos deve ser realizado através

de um acompanhamento clínico e imunológico da propriedade em questão.
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5-CONCLUSÕES

1- Os ensaios sorológicos associados aos dados clínico e vacinal dos animais foram

satisfatórios para o diagnóstico de animais soropositivos para Borrelia

burgdorferi.

2- Os animais estudados desenvolveram pequenas oscilações na produção de

anticorpos da classe IgG anti Borrelia burgdorferi.

3-Infecções naturais por Babesia bovis, Babesia bigemina e Anaplasma

marginale não causaram modificações na soropositividade para Borrelia

burgdorferi nos animais estudados.

4-Houve uma pequena diferença no estudo sorológico para Borrelia burgdorferi

entre as mesorregiões Norte Fluminense e Médio Paraíba. Considerando a

amostra estudada, houve uma maior soropositividade na mesorregião onde

predomina a pecuária leiteira formada por rebanhos de raças européias e seus

cruzamentos.
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