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APRESENTACAO

O e-book “Estudos em Medicina Veterinaria e Zootecnia 2” aborda diversos
assuntos importantes para formacéo e atualizagado de estudantes e profissionais que
querem contribui na area da ciéncia animal.

Nos estudos dos animais sdo abordados muitos assuntos, & necessario a
integralizacdo desses assuntos para que o profissional dessa area possa se atualizar
de forma mais eficiente, encontrando nesse e-book assuntos variados que abordam
as espécies: canina, felina, caprina, ovina e bovina.

Esse e-book tem 19 capitulos todos muitos relevantes para o entendimento da
ciéncia animal. Tem os capitulos que abordam clinica de cées e gatos, produgcao animal
e relatos de caso de assuntos como ingestéo acidental de Cannabis sativa por um
Cao, onde esse ultimo estudou o efeito dessa substancia atualmente tdo amplamente
divulgados por causa de pesquisas recente sobre o uso canabidiol em tratamento
doencas humanas

Os textos sao escritos de uma forma objetiva e esclarecedoras, deixando claro
para o leitor assuntos complexos como Leishmaniose, sendo essa doenca atualmente
um dos principais desafios da clinica de caes, pois existem muitas regides endémica
no Brasil onde a principal intervencéo do estado e o sacrificio dos animais soro positivo.
Em funcéo disso tem um capitulo que traz a percepcéo da populacéo sobre o Centro
de Zoonoses tao importante para controlar as doencas transmitidas pelos animais
para os humanos.

E descrito também assuntos como o Tumor Venéreo Canino (TVT) e a
endocardite e Miocardite bacteriana, bem como técnica de sutura e uso da radiografia
para diagnostico de Hidrocefalia em cées. Deixando o leitor a par de procedimentos
cirurgicos e exames fundamentais para exercer com profundidade a profisséo de
Médico Veterinario.

Nao poderia ficar de fora relatos sobre procedimentos cirurgicos de gatos e
uma descricao clinica sobre diversas intoxicacdo por farmacos em felinos. O felino
ja € segundo animal pet da familia brasileira. O e-book descreve com precisédo as
particularidades da farmacologia aplicada ao gato visto que esse animal tem uma baixa
concentracéo da enzima glucuroniltransferase que é fundamental para o metabolismo
de alguns medicamentos.

A caprino-ovinocultura faz parte hoje de varias regides brasileiras, onde tem
como seus desafios a nutricdo e suas patologias, em funcéo disso é abordado no
texto um estudo sobre as principais patologias de caprinos e ovinos, deixando aqui o
profissional com uma vasta lista de doenca que pode acometer o rebanho que ele esta
atendendo. Na criacdo desses animais o grande desafio € a produgcao de alimentos,
com isso 0 uso da alimentacdo nativa torna-se uma alternativa que foi abordado de
forma aprofundada nesse e-book plantas nativas para uso de pequenos ruminantes.

O Brasil hoje € o segundo maior produtor de frango de corte do mundo, esse dado



demonstra a importancia desse animal para o crescimento do agronegocio brasileiro.
O profissional precisa entender o desempenho e crescimento desses animais para
continuarmos a crescer a producdo. Um dos desafios da producéo de frango em
algumas regides sao altas temperaturas, por isso foi contemplado um capitulo sobre
linhagem de frango mais adaptaveis a essas temperaturas.

O brasileiro toma em média 128 litros de leite ano segundo o IBGE, e um desafio
enfrentado para manter a producédo € o controle da mastite subclinica, abordada com
profundidade nas paginas desse e-book. A producéo do leite sozinha muitas vezes
nao é suficiente para pagar todas contas da propriedade. Por isso foi colocado um
texto sobre abate precoce do bezerro produzido pela vaca leiteira. O bezerro que era
visto como um problema torna-se solu¢cao quando a sua dieta € bem orientada pelo
profissional da zootecnia

Como foi visto nesse e-book que traz informagdes relevantes para os estudantes
e profissionais da area de Medicina Veterinaria, Zootecnia e Agronomia. Encontrando
aqui uma fonte segura de informacbes por diversos pesquisados e profissionais
reconhecidos na sua area de atuacdo. Deixando aqui disponiveis informagdes
compiladas sobre os mais variados assuntos da ciéncia animal com o objetivo de
orientar os profissionais dessa area possa se atualizar.

Alécio Matos Pereira
Sara Silva Reis
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CAPITULO 6

PESQUISA SOROLOGICA E MOLECULAR DE
BORRELIA SPP. EM CAES DE AREA RURAL DO
PANTANAL DE NHECOLANDIA E NA AREA URBANA
DE CAMPO GRANDE - ESTADO DO MATO GROSSO

Nivaldo Vitor de Albuquerque
Campo Grande/MS 2017

Universidade Catoélica Dom Bosco

“Os que se encantam com a pratica sem a ciéncia
sao como os timoneiros, que entram no navio sem
timao nem bussola, nunca tendo certeza do seu
destino.”

Leonardo da Vinci

RESUMO: Borreliose de Lyme € uma zoonose
cosmopolita causada pela espiroqueta Borrelia
burgdorferi, cujo os vetores sdo carrapatos da
familia Ixodidae. Os caes sdo considerados
importantes reservatorios de Borrelia, pois
€ possivel isolar a espiroqueta em animais
clinicamente sadios. O Objetivo do presente
estudo, foi pesquisar a presenca de anticorpos
anti-Borrelia spp.e DNA de Borrelia sp. em cées
de area rural do Pantanal e de areas urbanas
de Campo Grande, MS. Foram coletados
amostras de sangue de 205 cées sendo,
136 residentes da é&rea rural do Pantanal
de Nhecolandia e 69 animais residentes em
perimetro urbano — em Campo Grande, MS. O
sangue foi coletado por puncéo da veia jugular
em tubos contendo anticoagulante EDTA e
em tubos sem anticoagulante para obtencao
de soro. O material foi aliquotado e estocado
em temperatura de -20°C. O DNA extraido
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do sangue dos caes foram utilizados nas
reacoes sem cadeia polimerase (PCR) para
amplificacdo do DNA através do primer 23S
regido rDNA (RNA ribossémico 23S) especifico
para o género Borrelia. O ensaio de PCR foi
padronizado e mostrou detectar até 9,37ng
de DNA de B. burgdorferi, cepa americana
G39/40. De um total de 205 animais testados
pela PCR nenhum apresentou a amplificacao
do fragmento esperado de 500 pb para o gene
23S. O diagnoéstico sorolégico ELISA indiretofoi
realizado através de analise de imunoglobulinas
anticorpos tipo IgG que se manifestam em
infeccOes cronicas antigas de meses ou anos.
Estes anticorpos sado essenciais no teste
soroldgico para diagnosticar casos de infecgdes
cronicas de animais. O ELISA indireto realizado
com 77 cées da area rural do Pantanal,
quatro (4/77) dos animais foram considerados
positivos para a presenca de imunoglobulinas,
anticorpos homélogos da classe IgG anti-B.
burgdorferi correspondendo a 5,2%dos animais
e das 41 amostras dos cédes do perimetro
urbano de Campo Grande, cinco(5/41) dos
animais foram considerados positivos para a
presenca de anticorpos homoélogos da classe
lgG anti-Borrelia burgdorferi perfazendo um
total de 12,2% dos animais. Pela técnica de
PCR, aplicada no presente estudo, néo foi
possivel detectar a presenca de Borrelia spp.
nas amostras de sangue dos caes, entretanto
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foi possivel detectar anticorpos homoélogos da classe IgGanti-Borrelia burgdorferi,nas
amostras estudadas.
PALAVRAS-CHAVE: PCR, ELISA; Doenca de Lyme,Canis familiaris

ABSTRACT: Lyme borreliosis is a cosmopolitan zoonosis caused by the spirochete
Borrelia burgdorferi, whose vectors are ticks of the Ixodidae family. Dogs are considered
important reservoirs of Borrelia because itis possible to isolate the spirochete in clinically
healthy animals. The objective of the present study was to investigate the presence of
anti-Borrelia spp. And Borrelia sp. In dogs from rural Pantanal and urban areas of
Campo Grande, MS. Blood samples were collected from 205 dogs, 136 residents of
the rural area of Pantanal de Nhecolandia and 69 animals living in urban perimeter -
Campo Grande, MS. The blood was collected by puncture of the jugular vein in tubes
containing anticoagulant EDTA and in tubes without anticoagulant to obtain serum.
The material was aliquoted and stored at -20 ° C. The DNA extracted from dogs’ blood
were used in the poLymerase chain reaction (PCR) to amplify the DNA through the 23S
primer region rDNA (ribosomal RNA 23S) specific for the genus Borrelia. The PCR
assay was standardized and showed to detect up to 9.37ng of B. burgdorferi DNA,
American strain G39 / 40. From a total of 205 animals tested by PCR none showed
the amplification of the expected 500 bp fragment for the 23S gene. The indirect ELISA
serological diagnosis was performed by immunoglobulin analysis of IgG antibodies
that are manifested in chronic infections of months or years. These antibodies are
essential in the serological test to diagnose cases of chronic infections of animals. The
indirect ELISA performed with 77 dogs from the Pantanal rural area, four (4/77) of the
animals were considered positive for the presence of immunoglobulins, homologous
antibodies of the anti-B I1gG class. Burgdorferi corresponding to 5.2% of the animals
and 41 samples of the dogs from the urban perimeter of Campo Grande, five (5/41) of
the animals were considered positive for the presence of anti-Borrelia burgdorferi IgG
class homologues for a total of 12.2% of the animals. By the PCR technique, applied
in the present study, it was not possible to detect the presence of Borrelia spp. In blood
samples from the dogs, however, it was possible to detect anti-Borrelia burgdorferi IgG
class homologues in the samples studied.

KEYWORDS: PCR, ELISA, Lyme disease, Canis familiaris.

11 INTRODUGCAO

ADoencade Lyme - DL foiidentificadaem 1975 pelo Dr. Allen C. Steere, mas apenas
em 1977 foi realizada sua publicacdo. Mais tarde Willy Burgdorfer (BURGDORFER;
BARBOUR; HAYES, 1982) encontrou espiroquetas em carrapatos da espécie Ixodes
scapularis, e Johnson et al. (1984) apds estudos com estas espiroquetas, denominou-
as de Borrelia burgdorferi. Trata-se de uma zoonose emergente, multissistémica que
pode se manifestar através de sinais clinicos em varios 6rgdos humanos. No Brasil,
em 1992, ocorreram observagdes dos primeiros casos humanos com sintomas da
doenca juntamente com os histéricos de picadas por carrapatos, embora a enfermidade
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apresentasse diferencas clinicas com sintomas variados em relagdo as manifestacoes
clinicas apresentadas em humanos com a DL nos Estados Unidos — EUA (YOSHINARI
et al., 1992, 2003).

Devido as diferencas clinicas observadas por médicos especialistas e a dificuldade
de isolamento do agente etioldgico Borrelia spp., a doenca foi denominada de Sindrome
Infecto-Reacional Lyme-simile - SIRLS ou doenca de Lyme-simile brasileira, assim
diferenciando da Doenca de Lyme classica, causada por B. burgdorferi sensu stricto
(s.s). Atualmente os pesquisadores consideraram-na como uma doenca emergente
no Pais, a qual foi redenominada de como Sindrome de Baggio-Yoschinari - SBY
(YOHINARI et al., 2010).

Varios estudos foram realizados no intuito de identificar os possiveis vetores de
Borrelia spp., principalmente na regiao Sudeste do Brasil, com registros de casos DL.
Evidéncia da presenca de Borrelia spp., puderam ser confirmadas nos carrapatos das
espécies Amblyommasculptum (Complexo Amblyomma cajennense, Ixodesloricatus e
Rhipicephalus microplus (YOSHINARI, et al., 2003; FONSECA et al., 2005; MARTINS,
et al.,, 1996; REZENDE et al., 2008; 2012).

Estudos soro epidemiologicos de Borrelia spp. foram realizados em varias regides
do Brasil, e em varias espécies hospedeiras, como: bovinos, caes, equinos e animais
silvestres e apresentaram valores proOximos aos reportados em areas endémicas na
América do Norte (YOSHINARI et al., 1995; ISHIKAWA et al.,1997, 2000; SOARES et
al., 1999; COSTA; BONOLDI ;YOSHINARI, 2002; SALLES et al., 2002; MADUREIRA,
2007; CORDEIRO; MEIRELES; SILVA 2012).

Estudos moleculares para a deteccédo de DNA de Borrelia spp. em amostras de
tecidos humanos, animais e carrapatos, foram realizadas utilizando os genes 16 rRNA
- Acido ribonucléico, FIgE- Flagelina (MADUREIRA, 2007; GONCALVES et al., 2013,
2015) e 0 gene 23S.

O Estado de Mato Grosso do Sul, especialmente na regidao do Pantanal Sul
Mato-grossense apresenta condicbes fisiogeograficas favoraveis para a grande
diversidade de espécies de carrapatos devido ao clima, fauna, flora e a presenca de
muitas aves migratdrias na regiao podem facilitar o transporte de carrapatos infectados
com diversos bioagentes infecciosos como: bactérias, fungos, virus e protozoarios. A
intensa atividade agropecuaria, o convivio do homem com animais domésticos e a
valorizagao de atividades ao ar livre favorecem a disseminacao de agentes infecciosos
transmitidos por carrapatos, propiciando o surgimento e ressurgimento de diferentes
agentes etioldgicos.

Diante da necessidade de mais estudos para melhorar o diagnoéstico, conhecer
0s aspectos epidemioldgicos e, principalmente a identificacdo e caracterizacao de
espécies de Borrelia circulante em nosso meio, objetivou-se neste estudo pesquisar,
por meio das técnicas soroldgica e molecular, a presenca de anticorpos e DNA - Acido
Desoxirribonucleico de Borrelia spp., respectivamente, em caes da area rural do
Pantanal de Nhecolandia e da area urbana de Campo Grande, no Estado de Mato
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Grosso do Sul.

2|1 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Género Borrelia

A primeira observacao de espiroqueta foi realizada por Leeuwenhoek em 1681,
em material oriundo da mucosa bucal e intestinal de humano. Em 1834, Ehrenberg
descreveu Spirochaeta plicatilis, de vida livre. No entanto, a importancia deste grupo
se deu pela descoberta de Obermeier em 1868 publicada em 1873, quando verificou
a presenca de espiroqueta no sangue de individuos com febre recorrente (PESSOA,
1963; PAVLOVSKY, 1965). Este grupo de microrganismos teve classificagcao incerta
por um longo periodo, ficando transitando entre os grupos de algas, bactérias e
protozoarios. Devido a sua conformacéo helicoidal, foi classificada, inicialmente, como
alga Cyanophyceae e depois como bactéria do género Paraspirillum (PESSOA, 1963).

Entretanto, a partir de 1948, os bacteriologistas sistematas colocaram-na como
um grupo especial entre as bactérias. As espécies de bactérias com morfologia
espiralada de importancia médica e veterinaria passaram a serem classificadas
nas familias Leptospiraceae: Leptospira, Spirochaetaceae: Serpulina, Treponema e
Borrelia (BAKER-ZANDER; LUKERHART, 1984; QUINNet al., 2002).

O género Borrelia Swellngrenbel, 1907, foidenominado em homenagem aAmédée
Marie Vincent Borrel. Os microrganismos desse género séo bactérias patogénicas
Gram negativa, extracelulares e microaerofilas que se reproduzem por fissdo binaria
transversal, possuem o formato helicoidal com 3 a 10 espiras, séo de dificil isolamento
in vitro, extremamente fastidiosas de crescimento lento, necessitando de meios de
cultura enriguecidos e com baixa tensao de oxigénio (AUSTIN, 1993).

Este organismo tem protoplasma cilindrico envolto pela membrana celular,
da qual partem flagelos, possui externamente outra membrana contendo diversas
proteinas de superficie, € ndo possui tubulos citoplasméaticos (KRIEG; HOLT, 1984;
BARBOUR; HAYES, 1986).

A membrana plasmatica dessas espiroquetas contém diversas proteinas
de superficie externa (OspA, OspB, OspC, OspE e OspF) e nao possui tubulos
citoplasmaticos.

As bactérias do género Borrelia distinguem-se morfologicamente dos demais
génerosdamesmafamilia, porseremmaiores, apresentarem 11 a25uymde comprimento
e 0,3 ym de diametro, possuirem maior numeros de flagelos periplasmaticos de 15 a 20
flagelos e menor numero de espiras (PFISTER; WILSKE; WEBER, 1994), entretanto
dentro de uma Unica espécie pode ocorrer pleomorfismo (BENNETT, 1995).

As espiroquetas também podem sofrer transformacgdes estruturais, assumindo
formas de cistos ou corpos densos, quando as bactérias sao submetidas a condi¢cbes
desfavoraveis de cultivo, como nas mudancgas de nutriente, pH, presenca de antibiéticos,
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retornando a morfologia espiralada quando as condi¢cées de cultivo melhoram. Em
relacdo ao crescimento estas bactérias crescem a temperatura adequada de 33°C em
meio Babour-Stoenner-Kelly - BSK, e podem ser visualizadas através de microscopia
de campo escuro, contraste de fase ou até mesmo em tecidos, quando corados por
corantes a base de prata (BARBOUR; HAYES, 1986).

As espécies do género Borrelia sdo responsaveis por ocasionar a borreliose
e podem ser veiculadas principalmente por carrapatos, mas também podem ser
transmitidas por piolhos (HOOGSTRAAL, 1979).

Atualmente, baseado em andlise do gene DNA ribossomal (rRNA 16S) séo
descritos 14 genoespécies do complexo B. burgdorferi sensu lato (s.l.) sendo esses:

B. burgdorferi sensu stricto (s.s.), B. afzelii, B. garinii, B. andersonii, B. bissettii,
B. californiensis, B. japonica, B. lusitaniae, B. sinica, B. spielmanii, B. tanukii, B. turdi,
B. valaisiana, B. carolinensis, com distribuicdo mundial (SANTOS, M. et al., 2010).
Porém, ainda ha uma grande discusséo entre 0 nUmero de genoespécies do complexo
B. burgdorferi s.l., que sdo consideradas verdadeiramente patogénicas aos seres
humanos, as quais necessitam ainda de caracterizacdo gendémica, identificacdo do
vetor, distribuicdo geografica e organotropismo.

As espiroquetas do complexo B. burgdorferi s.I. também podem ser classificadas
por sorotipagem e sdo identificados oito sorotipos (sorotipo 1B. burgdorferi ss., sorotipo
2 B. afzeliie os sorotipos 3 a 8, B. garinii), baseado na reatividade de anticorpos
monoclonais e as lipoproteinas de superficie Outer Surface Protein A - OspA.

As genoespécies do complexo B. burgdorferi s.I. podem estar associadas a
diferentes manifestacdes clinicas (artrite, dores articulares, lesbes localizadas na
pele entre outras), além de serem mantidas na natureza em diferentes hospedeiros, e
dependendo da regido geogréafica a sua transmisséo ocorre por diferentes espécies
vetores.

As espécies de Borrelia patogénicas conhecidas podem determinar cinco grupos
de enfermidades distintas: (a) febre recorrente epidémica humana, causada pela
B. recurrentis, e febre recorrente endémica, com mais de 20 espécies do género
Borrelia, recentemente denominadas de acordo com o carrapato transmissor; (b)
borreliose aviaria, a qual é ocasionada por uma unica espécie B. anserina, que causa
processos de anemia febre, apatia e altas taxas de morbidade nas aves; (c) borreliose
bovina, causada por B. theileri, essa espécie € cosmopolita e pode determinar discreto
processo de anemia em ruminantes e equinos, sendo considerada pouco patogénica;
(d) aborto enzodtico bovino, enfermidade que acomete bovinos e cervideos,
determinada por B. coriaceae; (e) borreliose de Lyme (ou doenga de Lyme) e borreliose
de Lymesimile, as quais sdo causadas pelo grupo de B. burgdorferi sensu lato

(FONSECA et al., 2005).
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Deoencas Agenles elioldgicos Velores Hosgpedeiros Distribuigda geegrilica
B. recurrentis Hamem Cosmapolita
Fabre recomente epidémica Peaculushumanus
Fabre recomente endémica B. spp® Omithodorasspp Roedores & homam Cosmapolita
Barreliose aviaria B. anserina Argasspp Aves e pAssaros Cosmapolita
Barreliose bovina B. theiler Boophilusspp Bevinos, ovings & aquinos Cosmapolita
Aborlo eplzobtics bavine B.coraceae 0. corlaceus Bevinos e cervidens América do norte
Barreliose de Lyme B burgdorien Ixodessp Anlmaissilvestras, América do norte @
doméslicos & homeam. Eurapa.
B.garinil Ivodessp am Europa e Asia
B. alzeli Ixodessp dem Eurapa e Asia
Barreliose de Lymesimile nos B. andsrsani Ixodessp Idam América do Marle
Eslados Unidos
B. lonestariamericanum Amblyomma idem América do Morle
B. barburi A. americanum Idam América do Morta
Doencas Agentes alioldgicos Velores Hospadeiros Distribuigio geografica
Ixodessp Amiérica do norte 8
E. bigsetiif Iddem
Borreliose de Lymesimile na B. valaisiana Ixodessp Iedamm Eurapa
Eurapa & Asia
B lusitaniag Ixodessp Iddem Europa
?Tabela 1
B. turdif Ixodessp lelem Asia
B. tanuki Ixadessp lderm Asia
B. miyamoiol Ixodassp Idam Asia
B. japnica Ixodassp Idam Asia
Borreliose de Lymesimile nos Borreliasp Amblyommacajennense Idem Brasil

Tabela 1 -Grupos de borrelioses espécie(s) envolvida(s) vetor(es) hospedeiro(s) e distribuicao

geogréfica

*Sao reconhecidas cerca de 25 espécies do género Borrelia, ainda nominadas de acordo com a
espécie do carrapato do género transmissor. (FONSECA et al ., 2005)
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Vale ressaltar que na borreliose de Lyme quatro bactérias estdo associadas: B.
burgdorferi sensu stricto, B. garinii,B. afzelii e B. Spielmanii. Baseado nos estudos de
Qiu (2008) e Rudenko, Golovechenko e Ggrobhoffer (2011).

2.2 Agentes transmissores de borrelioses e distribuicao geografica

As diferentes espécies de vetores (carrapatos, pulgas, culicideos, tabanideos e
sifonapteros) que podem transmitir varias espécies de Borrelia (MAGNARELLI et al.,
1987). Apresentam distribuicao mundial, e dependendo da area geografica em que se
encontram disseminam espécies distintas Borrelia sp. provocando doencas em aves,
equinos, bovinos, cdes e humanos. Na Tabelal € possivel observar os grupos de
borrelioses espécie(s) envolvida(s, vetor(es), hospedeiro(s) e distribuicdo geografica.

Nava et al. (2014) ao realizarem estudo sobre o0 A. cajennense, constataram que
essa espécie de carrapato é na verdade um complexo de seis espécies distribuidas
ao longo das Américas, sendo que destas seis, duas estao presentes no Brasil, sendo
elas 0 A. cajennense e 0 A. sculptum. Os autores ressalvam ainda que o A. sculptum é
a espécie de maior distribuicéo entre os estados brasileiros, englobando os estados do
Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Pernambuco, Piaui,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goias enquanto que o A. cajennense somente
€ encontrado na regido Amazénica da América do Sul, estando restrito aos estados do
Para, Rondénia, Roraima, Tocantins e Amapa.

As familias de carrapatos responsaveis pela transmissdo de Borrelia spp. séo:
Argasidae (carrapatos do corpo mole) com as espécies do género Ornithodorus e
Argas; e Ixodidae (carrapatos do corpo duro) com as espécies dos géneros Ixodes,
Amblyomma e Rhipicephalus (SOARES et al., 2000).

No mundo os principais vetores de B. burgdorferi sensu lato, sdo: |. scapularis
|. dammini) e I. pacificus nos EUA, |. ricinus na Europa e Asia, |. persulcatus na Asia,
com |. ovatus,l. turdusel. tanuki no Japéo e |. ovatus na China e Nepal.

As bactérias do complexo Borrelia burgdorferi sensu lato, constituida pela B.
burgdorferi sensu stricto encontrada nos EUA e Eurésia e a B. garinii e B. afzelli
observadas na Europa, que causam inumeras manifestacées clinicas sistémicas sao
transmitidas por carrapatos Ixodes spp. (YOHINARI et al., 2010).

Existe, uma apresentacdo conhecida como doenca de Masters ou Southern
Tick Associated Rashlliness - STARI, identificada no sul dos EUA, caracterizada
pelo desenvolvimento de rash semelhante ao Eritema Migratorio - EM, na auséncia
de sintomatologia sistémica, sendo causada por Borrelia incultivavel, conhecida
como Borrelia lonestari transmitida pelo A. americanum para 0 homem nos EUA
(MASTERS et al., 1998). No Brasil os provaveis carrapatos responsaveis pelo ciclo
silvestre pertencem ao género Ixodes,enquanto o género Amblyomma é o principal
suspeito na transmissdo para animais domeésticos e seres humanos (FONSECA et
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al., 2005). Embora tenha sido encontrado Borrelia spp. nos carrapatos Rhipicephalus
microplus (YPARRAGUIRRE et al., 2007;REZENDE et al., 2008) e Dermacentor nitens
(GONCALVES et al., 2013).

A manutencdo de B. burgdorferisl pode ocorrer nos carrapatos em seus
estagios de larva, ninfa ou adulto. Burgdorfer et al., (1988) citam que a transmissao
transovariana ocorre em 100% dos carrapatos, porém apenas 1% destes sao capazes
de transmitir a bactéria para o hospedeiro vertebrado. Isso ocorre pelo fato de néao
serem transmitidos numeros suficientes de espiroquetas para induzir a infecgédo no
hospedeiro primario (pequenos roedores) (APPEL, 1990). Hoogstraal (1979) afirmou
que os espiroquetideos vivem em simbiose com seus vetores, e em estudos realizados
com fémeas de |. pacificus revelaram que B. burgdorferi ndo afeta no sucesso de
alimentacao e reprodutividade desse carrapato (SCHOELER; LANE, 1993).

Porém, outros autores observaram que a maciga infec¢cdo de teledgenas por
Borrelia spp. poderia leva-las a infertilidade, havendo danos na formacgao e deposicéo
das cuticulas dos ovos (BURGDORFER; HAYES; CORWIN, 1989).

Atransmissao transovariana ocorre no momento do desenvolvimento embrionéario
dos carrapatos dos géneros Ixodideos e Argasideos. As larvas e ninfas infectadas
com bactérias do complexo B.burgdorferi sensu lato (s.l) transmitem Borrelia spp. aos
animais vertebrados mantendo o seu ciclo de vida em animais silvestres no momento
do seu primeiro repasto sanguineo.

A transmissao de B.burgdorferi sl pelos carrapatos para os seus hospedeiros
vertebrados ocorre, principalmente através dos estagios de ninfa e adultos (LEVY;
DREESEN, 1992). As espiroquetas que estao no intestino do carrapato séo estimuladas
pela ingestdo de sangue no inicio do repasto, ocorrendo entdo sua migracéo para
glandula salivar e posterior inoculagéo na pele do hospedeiro (STRAUBINGER, 2000).

A infecgdo ocorre com a multiplicacéo no sitio da picada e em algumas semanas
migram para outros tecidos, invadindo as articulacbes e ocasionando aos processos
inflamatorios, com deposi¢cao de complexos imunes (GREENE, 1990). A producéo de
fatores inflamatorios e anti-inflamatérios pode ser a razao da intermiténcia das artrites.

Pesquisas de campo em areas de ocorréncia da SBY confirmam a presenca de
roedores silvestres e marsupiais, potenciais animais reservatorios no Brasil, muitas
vezes contaminados com espiroquetideos, que igualmente ndo se desenvolvem em
meios de culturas habituais e ndo séo identificados pelo Reacédo em cadeia polimerase
- PCR a exemplo do que ocorre em carrapatos e doentes com SBY (COSTA; BONOLDI
;YOSHINARI, 2002). Particularmente no Estado de Espirito Santo, existe importante
associacao entre a ocorréncia de casos de SBY e presenca de capivaras, sugerindo
que carrapatos que parasitam estes roedores possam participar no ciclo epidemioldgico
da SBY. Igualmente importante € o desenvolvimento de sintomas clinicos da SBY apos
contato com animais domésticos como cavalos, cachorros e bovinos (YOHINARI, et
al., 2010).

A biodiversidade brasileira de animais reservatérios e carrapatos, assim como
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diferencas climaticas, seriam os fatores implicados no surgimento de espiroquetas
latentes, possivelmente borrélias, na apresentacédo cistica, muito diferente dos
microorganismos espiralados encontrados nos Estados Unidos (EUA) no hemisfério
Norte (YOHINARI et al., 2010).

2.3 Borreliose em caes

A capacidade dos caes em transportar os vetores para a proximidade humana,
pela frequente exposicdo ao exterior e constantes deslocacdes, incluindo viagens,
e devido ao fato de produzirem anticorpos para B. burgdorferi s.l. detectaveis por
mais de dois anos, foi proposto que os canideos poderiam servir como sentinelas
para programas de vigilancia para borreliose de Lyme (GOOSSENS; BOGAARD;
NOHLMANS, 2001).

O Colégio Americano de Veterinarios de Medicina Interna - ACVIM estabeleceu,
como critérios clinicos para o diagnostico de borreliose de Lyme canina, a evidéncia
de exposicao a bactéria, sinais clinicos compativeis com a doencga, auséncia de outros
diagnosticos diferenciais e resposta ao tratamento (LITTMAN et al., 2006).

Em animais doméstico, como o cao, a borreliose de Lyme foi descrita por
Lissman et al., (1984) em um doberman de 3 anos de idade, que apresentava artrite
carpiana, temperatura de 40,2°C e claudicacdao. O exame a fresco pela microscopia
de campo escuro e a cultura de liquido sinovial e do sangue evidenciaram a presenca
de espiroquetas.

Os caes naturalmente infectados s&o assintomaticos ou subclinicos podendo
evoluir e apresentar sintomas clinicos de 6steo-musculares, com quadro de artrite
progressiva, febre e dores nos quatro membros do animal (LEVY; DREESEN, 1992;
STRAUBINGER et al., 1998, 2000).

Estudosrealizados no Japao sobre Doenca de Lyme em 21 cées de Saporo (Japéao)
segundo Azuma, Isogai e Kawakura, (1994), 13 caes soropositivos apresentaram
sinais clinicos de febre, astasia, convulsdes, anorexia, fadiga, pertubagdes na marcha,
sinais nervosos, diarréia e cornea opacidade e conjuntivite. Eisendle, Grabner e
Zelger, (2007), por meio do exame de imunohistoquimica especifica para a deteccao
de Borrelia sp. associado a técnica de microscopia com focal (MF), obteve resultados
superiores a nested — PCR na deteccao de Borrelia repectivamente 96% e 45,2%, com
especificidade similar a 99,4 % e 100%.

Estudos soroepidemioldgicos tém sido conduzidos no mundo inteiro para
determinacdo da prevaléncia de anticorpos contra B. burgdorferi sensu lato em cées
devido a importancia destes hospedeiros na epidemiologia da borreliose (MCKENNA
et al.,, 1995; WRIGHT et al.,, 1997; STEFANCIKOV et al, 1998). O conhecimento da
soroprevaléncia em caes pode constituir-se em um importante indicador da dispersao
do agente etiologico (HOSKINS, 1991), bem como indicar o risco de exposi¢cao humana
(LINDENMAYER; MARSHALL; ONDERDONK, 1991).
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O primeiro estudo de detecgdo de anticorpos contra B. burgdorferi em cées, no
Brasil foi realizado no municipio de ltaguai por Soares et al.(1999), que obteve uma
prevaléncia de 20% pelo método de diagnostico Ensaio de Imunoadsorgcao Enzimética
— ELISA, indireto. A metodologia utilizada foi a mesma descrita por (JOPPERT;
HAGIWARA; YOSHINARI, 2001), que encontraram 9,7% de animais positivos na
cidade de Cotia em Sao Paulo e no estudo realizado por (O’ DWYER et al., 2004), a
prevaléncia amostral foi de 15,58% de caes positivos de areas rurais em sete cidades
do Estado do Rio de Janeiro.

Alves et al., (2004), observaram uma prevaléncia de 48,25% de caes positivos da
Regiao Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro, esses autores chamaram atencao
de uma prevaléncia maior para o municipio de Seropédica, onde foi observada uma
prevaléncia de 51,28%.

Estudos realizados de soro prevaléncia anti-B.burgdorferi em cées sobe tutela
do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) nos municipios de Campo Grande—MS
(SALGADQO, et al., 2008) e, no do Rio de Janeiro (SANTOS, V.G., 2008) obtiveram
uma prevaléncia de 73,3% e 86,8% de animais positivos, respectivamente.

No municipio de Seropédica, RJ foi observado que de 293 caes estudados em
quatro areas distintas 52,56% (154/293) foram positivos contra antigenos brutos de
B.burgdorferi (CORDEIRO; MEIRELES; SILVA, 2012), corroborando aos dados de
estudos realizados no EUA em areas endémicas de borreliose de Lyme (BURGESS,
1986; MAGNARELLI, et al., 1985).

Nos estudos realizados por Soares et al. (1999) e Joppert et al., (2001) esses
autores ndo observaram reacdes cruzadas significativas entre anticorpos de B.
burgdorferi e variantes sorologicas de Leptospira sp.

2.4 Animais reservatérios de Borrelia spp.

A manutencdo de B. burgdorferi sensu lato (sl) em uma determinada regiao
depende da presenca de hospedeiros reservatérios adequados e de hospedeiros de
manutencao de carrapatos. Os hospedeiros reservatorios sao os pequenos roedores,
como camundongos, ratos, coelhos silvestres e porcos-espinhos (QUINN et al., 2002).

O camundongo da pata branca (white-footed mouse), Peromyscus leucopus &
incriminado como o principal reservatorio para manutencao de B. burgdorferi ss nos
EUA (BURGESS, 1986). As aves migratorias também séo consideradas reservatérios
por atuarem na manutencdao e transmissao de B. burgdorferi sl (STAFFORD IlI;
BLADEN; MAGNARELLI, 1995), bem como carrearem carrapatos infectados auxiliando
na dispersdo de Borrelia spp. (TELFORD; SPIELMAN, 1989; DURDEN; OLIVER,;
KINSEY, 2001).

Os mamiferos, como cervideos e animais domésticos sdo considerados os
hospedeiros de manutencéo da populagdo de carrapatos (QUINN et al., 2002). O
veado da pata branca (White-tailedeer), Odocoileusvirginianusembora outras espécies,
como Cervus nippon yesoensis, também pode atuar como reservatorio (SOARES et
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al., 2000).

Segundo Bosler (1993), e Costa (1998), os principais reservatorios naturais
encontrados em estudos epidemiolégicos brasileiros, americanos e europeus sao
marsupiais (gambas), roedores (rato do mato, porco espinho, paca, cotia e capivara),
canideos, equinos, bovinos e cervideos. Estudos realizados por Milagres (2010)
detectaram através de sorologia anticorpos tipo IgG anti-B.burgdorferi em caes e
equinos. Pesquisas realizadas por Fonseca et al., (1995) e Abel (1996); demonstraram
que 0s marsupiais podem participar na epidemiologia da borreliose no Brasil, sendo
observado espiroquetas com caracteristicas morfoldgicas de Borrelia sp. em sangue
periférico de Didelphis aurita.

2.5 Diagnostico sorologico e marcadores moleculares utilizados no estudo dos

agentes causadores de borrelioses

O diagnéstico de sorologia € baseado na detecg¢ao de anticorpos especificos e/
ou na presenca do agente etioldgico. A deteccao de anticorpos IgM ou IgG anti-B.
burgdorferi € comumente usado e o ensaio de imunoadsorcado enzimatica (ELISA)
indireto tem sido a principal ferramenta imunologica utilizada para diagnostico e
levantamentos epidemioldgicos, devido a sua alta sensibilidade e especificidade.
(MAGNARELLI et al., 1987; SOARES et al., 2000).

A utilizacdo de proteinas recombinantes especificas para deteccao de anticorpos
anti-B. burgdorferi, como OspA, (31kDa) e OspB (34kDa) e uma proteina de 110kDa
OspC, Fla, P39, VIsE, BBK32, P37, P22, DbpA, P58, P18, tém sido empregadas como
antigenos em ELISA, com soros de humanos, caes e equinos, a fim de aumentar a
especificidade e sensibilidade do teste.

No Brasil, diagnésticos soro epidemiologicos de borrelioses foram realizados
utiizando soros humanos (YOSHINARI et al.,, 2003; CORRADI; CARVALHO;
COUTINHO, 2006), e em caninos (SOARES, 1998; JOPPERT, HAGIWARA,
YOSHINARI, 2001; ALVES et al., 2004; O’ DWYER et al., 2004; SALGADO, 2006;
CORDEIRO; MEIRELES; SILVA, 2012), equinos (SALLES et al., 2002) bovinos
(ISHIKAWA, 1996; FONSECA et al., 1996) e bubalinos (CORREA, 2007) e a soro
prevaléncia em todos os estudos apresentam valores proximos aos reportados em
areas endémicas na América do Norte (GREENE, 1990). Estes estudos demonstraram
a importancia do diagnostico para detectar imunoglobulinas IgG anti- B.burgdorferi
nestes animais.

Estudos moleculares tém sido realizados, a principal ferramenta utilizada para
deteccdo de Borrelia sp. é a reacdo em cadeia da polimerase. A PCR pode ser
empregada na deteccdo de DNA de Borrelia sp.em fluidos e tecidos de humanose
animais e também nos fragmentos de carrapatos (ZHAN et al., 2009). Porém, apesar
de ser uma técnica amplamente utilizada na detecgcao de varios agentes infecciosos,
este método de diagnéstico € usado em inquéritos epidemiolégicos de borreliose,
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na caracterizacdo genética e estudo de genes que codificam proteinas especificas
(JWANG et al., 1995).

Alguns marcadores genéticos, como os genes 16S rRNA, flagelina B (RICH et al.,
2001) e gene rpoB que é altamente conservado na familia Spirochaetaceae (géneros
Borrelia, Treponema e Leptospira) codificando a subunidade beta da RNA polimerase
e libera a sintese de mBRNA (ALEKSHUN; KASHLEV;SCHWARTZ, 1997), tém sido
usados no Brasil com sucesso na identificacdo das espécies de Borrelia. Porém,
muitas tentativas de amplificacdo de genes que codificam proteinas de superficie e
flagelares de B. burgdorferi, ja foram realizadas sem sucesso, possivelmente
devido a espécie de Borrelia encontrada no pais apresentar-se na forma bacterdide sem
flagelos (MANTOVANI, 2010), o que ocorre quando as espiroquetas sao desprovidas
do gene responsavel pela formacgao do filamento flagelar (MOTALEB et al., 2000).

O gene flgE de B. burgdorferi possui 1.119 pb e est4 localizado na posi¢édo 950
Kb do cromossomo linear de B. burgdorferi. A sequéncia deste gene tem demonstrado
100% de identidade com outras cepas de B. burgdorferi, porém também foram
observadas 73% de homologia com Treponema phagedenis e aproximadamente 50%
de similaridade com gene flgG de bactérias gram-positivas e gram-negativas (JWANG,
et al., 1995).

Este gene, atualmente se tornou alvo para a detec¢do do agente da borreliose
no Brasil, pois apesar das espiroquetas observadas em pacientes com a Sindrome
de Baggio Yoshinari (SBY) apresentarem morfologia atipica e sem flagelos, o teste
sorologico destes pacientes por meio de técnica de Western blotting tem indicado a
presenca de anticorpos contra proteinas flagelares de B. burgdorferi (41 kda). Este
fato levou pesquisadores a aprofundarem o estudo dos componentes flagelares deste
agente que poderiam permanecer conservados. Assim, o éxito obtido com o uso do
gene flgE em estudo com pacientes com a SBY, leva a supor que este gene seja
potencialmente conservado entre as diferentes cepas de Borrelia spp. (MANTOVANI,
2010).

A regidao rDNA ribossomal € amplamente utilizado na deteccdo de micro-
organismo, e na deteccdo das espécies de Borrelia ndo é diferente. Os genes rDNA
s&o organizados em operon com estrutura geral de 16S-23S-5S, sendo que o gene
16S rBRNA contém um unica cdpia e genes 23S e 5S encontram-se em duas copias.
Desta forma sao mais indicados para a detec¢ao de Borrelia spp. Em varios isolados
de B. burgdorferi obtidos de varias localizacbes geograficas, bem como varias outras
espécies de Borrelia, foi investigada. Todos os isolados de B. burgdorferi testados
mostraram duplicacdo em tandem, enquanto as espécies estreitamente relacionadas
B. hermsii, B. anserina e B. turicatae apresentaram copia Unica de cada um dos genes.
Além disso, diferentes isolados geograficos de B. burgdorferi podem ser diferenciado
com base no polimorfismo do tamanho dos fragmentos de digestdao (RFLP) ao gene
23S-5S. Este polimorfismo pode ser uma ferramenta Util para a determinacdo da

relacao genética entre diferentes isolados de B. burgdorferi (LEEUW, et al., 2014).
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3 | MATERIAIS E METODOS

3.1 Origem das amostras

O estudo foi realizado no Pantanal de Nhecoléandia localizado na Microrregidao de
Baixo Pantanal no estado do Mato Grosso do Sul - MS. As coordenadas de satélite de
Nhecolandia sao: latitude 19°14’51”S e longitude 57°1°33"W. A regiao fica praticamente
no centro do Pantanal e sofre grande influéncia das enchentes, formando grandes
lagos conhecidos por salinas, onde a agua fica salobra, propiciando habitat especial
para muitas espécies de aves. Apresenta uma grande biodiversidade de mamiferos,
répteis, aves e peixes. Esta regido € uma extensa area utilizada na criagcao de bovinos.
Avegetacéao apresenta fitofisionomias diversas, desde os campos limpos, aos cerrados
stricto sensu e cerrados arboreos e algumas florestas, além de vegetacao aquatica.

Campo Grande, situada nas seguintes coordenadas de satélite (20° 27’ S e 54°
37’ O) é a capital e a maior cidade (~ 750 mil habitantes) do Estado de Mato Grosso
do Sul, Centro-Oeste do Brasil. O municipio abrange aproximadamente 8.100 km2;
com area urbana de 150 km2e topografia plana (590m altitude). Esta localizada no
divisor das bacias hidrograficas do Parana e do Paraguai, com grande quantidade
de corregos e nascentes. O clima é tropical (Aw de Kdppen), com inverno seco e
verao umido; a precipitacao média anual é de 1.500 mm e a temperatura média anual
de 23°C (COLETI; LUCHMANN; DAMBROS, 2007). Espécies da vegetacao original
de Cerrado predominam em parques e remanescentes urbanos de vegetacao nativa.
Aproximadamente 30% da drea do municipio correspondem a vegetacéo remanescente
de Cerrado (INSTITUTO MUNICIPAL DE PLANEJAMENTO URBANO - PLANURB,
2007).

3.2 Amostras de sangue e soro

Amostras de sangue de 136 caes foram coletadas em area rural do Pantanal
de Nhecoléndia — MS. As coletas foram realizadas entre agosto de 2012 e julho de
2013 sendo 95 machos e 41 fémeas. O sangue dos 69 caes do perimetro urbano de
Campo Grande, foram coletados pelos médicos veterinarios no Hospital Veterinario
da Universidade Catélica Dom Bosco — UCDB entre agosto de 2013 a setembro 2014,
sendo 27 machos e 42 fémeas procedentes de diversos bairros da cidade. O numero
total de amostras de sangue coletadas foram de 205. As ragas dos cdes néo foram
levadas em consideracédo para as técnicas aplicadas porém a idade de caes para
estudos epidemiolégicos devem ser acima de 6 meses.

Paraacoletadosangue, os caesforam contidos comfocinheiras pelos proprietarios
ou pelos funcionarios da fazenda ou mesmo pelo médico veterinario responsavel da
equipe e, ap0s assepsia da regido da pata (veia cefélica) e veia jugular com alcool
iodado. Foram coletados, aproximadamente, 6 ml do sangue total em tubos a vacuo
com Acido Etileno Diamino Tetracético — EDTA, e sem anticoagulante. O sangue foi
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centrifugado e os soros obtidos do sangue de 118 caes sendo 77 caes de area rural do
Pantanal de Nhecoléandia e 41 caes de area urbana de Campo Grande, Mato Grosso
do Sul - MS foram acondicionados em tubos de polipropileno e mantidos a - 20°C até
o momento da analise soroldgica. Apos a coleta do matérial biol6gico as amostras de
sangue com anticoagulante dos caes foram submetidas a extracdo do DNA. Testes
de medidas das concentracdes de DNA e seu grau de pureza foram realizados no
laboratério de Biologia Molecular SINOVA- Biotech.

3.3 Extracao de DNA pelo método Fenol-Cloroférmio

Aproximadamente 350 pL de sangue foram distribuidos em tubos de polipropileno
e adicionado em cada tubo 20 L de proteinase K (20mg/mL). Apés este procedimento
realizou a homogeneizagéao das amostras. O material foi incubado em banho-maria a
65°C por 15 minutos e adicionado 250 pyL de Dodecil Sulfato de Sédio - SDS 20%, em
cada amostra e submetido ao banho maria por mais 6 minutos. Apos foi adicionado
800 pL de fenol cloroférmio (1:1) em cada amostra. O matérial foi homogeneizado
no vortex e adicionado 400 pL de solugdo de precipitacdo proteica (3M C2H3KO2,
2MCH3COOH). O material foi novamente homogeneizado no vortex e centrifugado a
10 minutos a 14000 rpm a uma temperatura de 4°C. A fase aquosa foi pipetada para
outros tubos de polipropileno. Adicionou-se 1000 pL de etanol absoluto. As amostras
foram inseridas na centrifuga a 14000 RPM a uma temperatura de 4°C durante 5
minutos. O sobrenadante foi desprezado e adicionado 1000 pyL de alcool 70%. O
matérial bioldgico foi centrifugado a 14000 rpm a 4°C em 2 minutos, o sobrenadante
foi desprezado e passou pela centrifuga por mais 1 minuto a 14000 rpm a 4°C, o
sobrenadante foi descartado e adicionado 150 L de agua ultrapura, homogeneizado
e levado ao banho maria a 37°C durante 10 minutos.

Apos esses procedimentos de extracdo do DNA do sangue dos 205 caes, todas
as amostras foram avaliadas quantoao grau de pureza e a concentracao do DNA em
espctrofotdmetro de luz (Eppendorf Biophotometer).

3.4 Teste de Sensibilidade da Reacao em Cadeia da polimerase (PCR) com o
par de Primer 23S

O par de primer utilizado foi desenhado baseado na regidao do DNA ribossomal, o
qual amplifica um produto de aproximadamente 500 pares de base, que corresponde
a uma regiao conservada do gene 23S da estrutura primaria de Borrelia spp. conforme
a tabela 2sequéncia do par de primer utilizado nos testes de sensibilidade e no
diagnostico molecular PCR.
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Gene Primer Sequéncia
23S Foward 5- TACCCAGCACTTACCCTTGG -3

23S Reverse 5-AGTGCCAGGTGGGTAGTTTG -3

Numeros depares de base (pb)

23S rDNA 500pb

Tabela 2 - Sequéncia do par de Primer 23S

A sensibilidade da PCR foi testada através da diluicdo seriada (13 vezes) do
controle positivo em amostras de DNA de sangue de céo, contaminadas artificialmente
com DNA de B. burgdorferi cepa americana G39/40. Foi realizado uma dilui¢do seriada
do DNA bacteriano (concentragéo de 150 ng/UL) de 10-1 a 10-10 neste misturado foi
acrescentado 1pL de DNA de cao (concentracéo de 300 ng/UL). O limite da detecgao
foi considerado até que a mistura de DNA diluido tornassem visiveis apés amplificacao
por PCR e submetido em gel de agarose 1%.

Diluicdo seriada com DNA de B.burgdorferie DNA de sangue de caes

Amostra 1: 150 ng  de DNA de bactéria B. burgdorferi

Amostra 2: 150 ng de DNA de bactéria B. burgdorferi + 300ng de DNA de céo
Amostra 3: 75 ng de DNA de bactéria B. burgdorferi + 300ng de DNA de céo
Amostra 4: 37,5 ng de DNA de bactéria B. burgdorferi + 300ng de DNA de cao
Amostra 5: 18,75 ng de DNA de bactéria B. burgdorferi + 300ng de DNA de cao
Amostra 6: 9,37 ng de DNA de bactéria B. burgdorferi + 300ng de DNA de céo
Amostra 7: 4,68 ng de DNA de bactéria B. burgdorferi + 300ng de DNA de céo
Amostra 8: 2,34 ng de DNA de bactéria B. burgdorferi + 300ng de DNA de céo
Amostra 9: 1,17 ng de DNA de bactéria B. burgdorferi + 300ng de DNA de céo
Amostra 10: 0,58 ng de DNA de bactéria B. burgdorferi + 300ng de DNA de céo
Amostra 11: 0,29 ng de DNA de bactéria B. burgdorferi + 300ng de DNA de cao
Amostra12  0,145ng de DNA de bactéria B.burgdorferi + 300ng de DNA de céo
Amostra 13  0,0725ng de DNA de bactéria B.burgdorferi + 300ng de DNA de céo

Tabela 3 -Diluicbes seriadas realizadas com DNA de B. burgorferi e DNA de cées para avaliar a
sensibilidade do primer 23S.

Um microlitro de cada uma das diluigdes citadas acima foram utilizadas nas
PCRs com o par de primer 23S de sensibilidade.

As reacdes de amplificacao da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram
realizadas em termociclador com gradiente de temperatura da Appied Biosystems®,
modelo veriti 96 weell. A reacdo de PCR foi preparada em um volume final de 25uL,
contendo 2,5 ul de tampéao de PCR 10X (100 mM Tris-HCL pH 8,5, 500 mM KCL), 1,5
mM de MgCl2, 250 uM de cada dNTP, 0,2uL de tag DNA polimerase (lud®), 0,5 pmoles
de cada oligonucleotideo, e 3uL de DNA molde (100 ng/UL). Em todas as reacgdes foi
incluido um controle positivo com DNA de B. burgdorferi (100 ng/UL) e um controle
negativo agua ultrapura A reacdo foi submetida em termociclador e iniciou-se com
uma fase de desnaturagcéo a 95°C por 3 minutos, 34 ciclos de 95°C por 20 segundos
(desnaturacéo da fita de DNA), 60°C por 25 segundos (anelamento), 72°C por 25

segundos e seguido de uma extenséo final a 72°C por 5 minutos.
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Os produtos gerados na PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
TBE a 1% preparado da seguinte forma: As amostras foram aplicadas em gel utilizando
2 pyL de tampao da amostra, 3ul de H20 ultrapura e 5ul da PCR e como marcador
de pares de bases (pb) foram utilizados o marcador de 1Kb (Plus) (Invitrogen®).
A eletroforese foi realizada em cubas horizontal (BioAgency®) a corrida foi
conduzida a uma tensdo de 100V por 30 minutos. Apoés a corrida, o gel foi corado com
brometo de Etideo e visualizado em um transiluminador de U.V (UVPBioResearch®)
e os resultados foto documentados. Foram consideradas positivas as amostras que
apresentaram a amplificacdo de um fragmento de 500 pb.

3.5 Obtencao de antigenos e ensaios sorolégicos

A sorologia foi realizada em parceria com o Laboratério de Doencgas Parasitaria
coordenado pelo Prof. Adivaldo Henrique da Fonseca da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro-UFRRJ. O meio de Kelly modificado ou meio BSK, para cultivo
de B. Burgdorferi foi preparado segundo descricao original (BARBOUR, 1984). Para
obtencgéo do antigeno 15mL de cultura de B.burgdorferi stricto sensu cepa G39/40 de
origem americana, mantendo-o em estufa a 33°C por uma semana.

A culturafoi centrifugada a 9.000xg por 10 min. a 4°C, o sedimento foi ressuspenso
em tampao salino fosfatado (PBS) e submetido ao tratamento anterior por duas vezes.
O “pellet” formado foi finalmente suspenso na mesma solugéo ao volume de 6,0 mL.
A suspensao foi submetida a sonicacéo (Fisher Sonic Dismembrator, model 300,
Dynatech) por trés minutos, com intervalos de 15 segundos; posteriormente filtrada
a 0,45mm e aliquotada, obtendo-se assim 1,4mg/mL de contetdo proteico, o extrato
total de antigeno para uso nos procedimentos de ensaios imunologicos. O antigeno
entdo foi armazenado em freezer a -20°C até o momento de uso. A concentragcéo
proteica do extrato total de antigeno foi estabelecida por meio da técnica do reagente
de Folin. O extrato do antigeno total foi armazenado a temperatura de -70°C, para
procedimentos posteriores de ensaios imunologicos.

O diagnostico ELISA indireto foram realizados com 118 amostras de soro de
sangue de caes sendo 77 de area rural do Pantanal de Nhecolandia e 41 de area
urbana de Campo Grande - MS. Os materiais bioldgicos foram submetidos a pesquisa
de anticorpos da classe IgG contra antigeno bruto de B. burgdorferi utilizando o ELISA
indireto padronizado por (SOARES et al., 1999).

Neste ensaio foram utilizadas microplacas de poliestireno de 96 orificios
(CORNING ®) sensibilizadas com 100 uL do antigeno de B. burgdorferi cepa G39/40
diluido a 15 pg/mL em tampao carbonato pH 9,6 e incubadas durante 12 horas em
camara umida a 4°C. Apos a sensibilizacado, as placas foram lavadas trés vezes com
Tampéao salino fosfato (PBS Tween 200,05% pH 7,4) e blogueadas com 200 pL de
leite em pd desnatado 5% diluido em PBST e incubadas por 90 minutos, em camara
umida, em estufa bacteriolégica a 37°C. Em seguida foram realizadas novamente as
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trés lavagens da placa.

Foram utilizadas 12 amostras negativas de animais previamente testados e um
controle positivo de um animal inoculado com antigeno inativado de B. burgdorferi
cepa G39/40. Os 12 controles negativos, o controle positivo e os soros testes foram
diluidos na concentracao de 1:800 em PBST e dispostos 100 uL nas placas, que foram
incubadas a 37°C por 90 minutos em camara umida e, posteriormente lavada como
na etapa anterior. Entdo, foi disposto 100 uL do conjugado IgG de coelho antilgG
canino ligado a fosfatase alcalina (antidog IgG, wholemolecule, alkalinephosphatase,
SIGMA®) na diluicdo de 1:5000 em PBST com mais 90 minutos de incubagcao nas
mesmas condi¢cdes anteriores, em seguida, lavagens das placas.

Apbs esta ultima incubacédo foi empregado 100 uL do substrato revelador
Paranitrofenilfosfato de Sodio (PNPP - SIGMA Chemical) diluido em Tampéo de
Dietanolamina pH 9,8 na concentracé&o de 1 mg/mL. Em aproximadamente 15 minutos,
as placas foram lidas em espectrofotdbmetro para microplacas de 96 orificios (Termo
Scientific® Uniscience Multiskan FC) sob cumprimento de onda de 405 nm.O ponto
de corte (“cutoff”) para o ensaio foi determinado utilizando a distribuicdo T Student com
um grau de confiangca de 99,99%, segundo a média mais trés vezes o desvio padréo
dos valores da DO - Densidade Optica dos controles negativos (FREYA; DI CANZIO;
ZURAKOWSKI, 1998).

4 | RESULTADOS

4.1 Reacao em cadeia da polimerase (PCR) para Borrelia spp

A PCR quanto a sensibilidade analitica em termos de concentragdo de DNA foi
de 2,34 ng/ul, sendo possivel amplificar uma banda visivel até a diluicdo de 1:10-7.
O par de primer foi padronizado e mostrou ser altamente sensivel para detectar até
9,37ng de DNA de bactéria B. burgdorferi (Figura -1).

Mm 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 C-

1 vl lri"'..i..rllﬂ:..... ‘:-l\.'i..l'.'uiii_

500pb

Figura 1 - Avaliacdo da sensibilidade do par de primer 23S para a detec¢dao de DNA de

Borrelia burgdorferi cepa G39/40 diluido em DNA de caes’.

1 M (marcador de pares de bases 1kb plusinvitrogen®); 1 (150 ng/ulDNA de Borrelia burgdorferi
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4.2 Reacao em Cadeia da polimerase (PCR)

O exame molecular realizado pela PCR nao detectou a presenca do DNA de
Borrelia spp. nas 136 amostras de sangue dos caes da regiao central do Pantanal de
Nhecolandia, assim como nas 69 amostras de sangue dos cées do perimetro urbano
de Campo Grande - MS

4.3 Diagnoéstico soroldgico ELISA indireto

A andlise sorolégica realizada pelo ELISA indireto em 77 soro de sangue de
cées da area rural da regido central do Pantanal de Nhecolandia foram considerados
reativos com a presenca de anticorpos da classe IgG anti-Borrelia burgdorferi cepa
americana G39/40, quatro caes (5,2%) dos animais, sendo trés fémeas e um macho. A
analise sorolégica realizada com soro do sangue de 41 caes de area urbana de Campo
Grande/MS foram consideradas reativas para a presenca de anticorpos homologos da
classe IgG anti-Borrelia burgdorferi cinco cées (12,2%) dos animais sendo trés fémeas
e dois machos, conforme tabela 4.

] N° de PCR ELISA
Area animais + - N° de animais + -
analisados na analisados no
PCR ELISA
Rural 136 0 136 77 4 73
Urbana 69 0 69 41 5 36
Total 205 0 205 118 9 109

Tabela 4- Resultado da Reacéo em Cadeia da Polimerase (PCR) e do ensaio de
imunoadsorcao enzimatica (ELISA) indireto.dos caes estudados nas regides do Pantanal de
Nhecolandia e Campo grande-MS

O indice de densidade 6ptica obtido dos 77 caes reativos ao ELISA, indireto do
Pantanal de Nhecoléandia esta representado na Figura 2.

cepa G39/40) americana, 2 a 13 diluicdo seriada (10-1 a 10-10) de DNA de Borrelia burgdorferi cepa

G39/40 e DNA de caes.
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Figura 2 - Distribuicdo dos valores de densidades Opticas dos animais em relagdo ao “cutoff”
(DOx100/ “cutoff”)

O indice de densidade 6ptica obtido dos 41 cédes de area urbana de Campo
Grande, MS reativos ao diagnostico ELISA, indireto esta representado na Figura 3.
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Figura 3 - Distribuicdo dos indices de densidades 6pticas dos animais em relacao ao “cutoff”
(DOx100/ “cutoff”)?

O indice de densidade Optica foi realizado para identificar a presenca de
imunoglobulinas, anticorpos da classe IgG anti-B. burgdorferi cepa americana
G39/40 no soro do sangue dos caes que se apresentavam com infeccdes crénicas de
meses ou anos 0 que possibilita os caes soro positivos das regides do Pantanal de
Nhecoléndia e de Campo Grande serem considerados hospedeiros de Borrelia spp.

2 Obtidas do ensaio ELISA indireto para Borrelia spp. dos soros-teste de cées do perimetro ur-

bano de Campo Grande.
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51 DISCUSSAO

O diagnéstico realizado pela técnica PCR, ndo detectou a presenca de DNA de
Borrelia spp. no sangue dos caes. Os resultados negativos obtido na PCR pode ser
justificado pelo seguinte fato: os caes estavam com baixo indice de Borrelia presente
nos tecido sanguineos. Estudos realizados em sete distrito de Portugal (Braga, Vila
Real,Lisboa,Setubal, Evora, Aveiro e Faro) onde foram coletados um total de 2915
espécies de carrapatos sendo todas analizadas por métodos moleculares PCR o
DNA de B. burgdorferi sensu stricto foi detectado em duas amostra de carrapatos
Rhipicephalus sanguineus utilizando a analise da sequéncia de DNA (flaB) revelou
alta homologia com Borrelias que causam a febre recidivante (FR). As analises
filogéneticas obtidas a partir de trés marcadores genéticos (16S rRNA, flaB e glpQ)
confirmaram sua inclusdo em dois subgrupos que diferem das outras espécies da febre
recidivante. Portanto os resultados confirmaram a circulagéao de multiplas espécies de
B. burgdorferi s.I. Os resultados obtidos tambem revelaram duas espécies novas de
Borrelias semelhantes as que causam a febre recidivante em humanos em diferente
espécies de carrapatos (NUNES et al., 2016).

O ELISA realizado com o soro sanguineo dos caes da regiao central do Pantanal
de Nhecoléndia apresentou prevaléncia para a presenca de imunoglobulinas,
anticorpos homologos da classe IgG anti-Borrelia burgdorferi cepa americana G39/40
sendo apenas 5,2% (4/77) de animais considerados positivos. Entretanto a presenca
de anticorpos em caes é um indicativo de que houve resposta através de reacdes
imunitarias na presenca do antigeno bruto de Borrelia burgdorferi cepa G39/40
americana no soro-teste dos cées da area rural do pantanal de Nhecolandia. Por outro
lado, dos caes do perimetro urbano de Campo Grande - MS, apenas cinco foram
diagnosticados como soropositivo correspondendo ao percentual de 12,2% de (5/41)
animais reativos ao teste ELISA indireto.

Autilizacao doteste ELISApadronizado com uso de antigeno bruto de B. burgdorferi
justifica os resultados obtidos da pesquisa demonstrando que a sensibilidade do teste é
eficiente na detecgcédo de imunoglobulinas, anticorpos da classe IgM que se apresentam
em animais com infecc¢des iniciais aguda. Por outro lado caes com infecgdes cronicas,
que persistem por meses e anos devido as coinfecgdes € comum a presenca de,
anticorpos tipo IgG mesmo apds confirmado nos testes sorolégico a presenca dos
anticorpos. Anti-B. burgdorferi. A associacdo dos resultados com casos clinicos em
humanos tem refor¢cado a importéancia deste tipo de pesquisa considerando que os caes
domésticos sdo hospedeiros de Borrelia spp. Estudos realizados por Naka (2005) em
100 criancas que apresentavam manifestacdes clinicas compativeis com a sindrome
de Lyme-simile no Estado de Mato Grosso do Sul, apresentaram frequéncias de 29%
de anticorpos anti- B.burgdorferi. As maiorias das criangas eram procedente da zona
urbana e todas possuiam caes de estimacgao, que sdo competentes reservatérios de
Borreliasp, no ambiente domiciliar (GOOSSENS; BOGAARD; NOHLMANS, 2001).
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A frequéncia de anticorpos anti-B. burgdorferi em cées varia de acordo com a
regiao fisiografica (WRIGHT et al., 1997; SOARES et al., 1999; JOPPERT; HAGIWARA,;
YOSHINARI, 2001) e mostra-se mais frequente em areas endémicas para Borreliose
humana (LINDENMAYER; MARSHALL; ONDERDONK, 1991).

A pesquisa realizada demonstrou uma baixa frequéncia de animais soropositivos
na regiao do Pantanal de Nhecolandia e no perimetro urbano de Campo Grande —
MS. Os resultados observado neste estudo revelam um valor inferior em relacéo a
frequéncia encontrada no trabalho de (O’ DWYER et al., 2004) onde se identificou
com os estudos soroldgicos de 199 cées de areas rurais de sete municipios do Rio de
Janeiro uma frequéncia de 15,58% dos animais reativos ao teste sorolégico.

Salgado et al. (2008) na cidade de Campo Grande - MS, realizou estudos com
180 amostras sanguineas de caes procedentes do Centro de Controle de Zoonoses,
15,6% dos caes estavam com o carrapato R. sanguineus. Os soros sanguineos foram
analisados por meio do diagnéstico ELISA indireto revelando uma prevaléncia de
132 (73,3%) de animais positivo. Os animais domiciliados tiveram 70,79% de soros
positivos e os errantes 75,82% foram considerados soropositivos. Santos V.G. (2008)
no Rio de Janeiro estudou a prevaléncia de B. burgdorferi cepa americana G39/40
em 38 caes analisados pelo teste sorologico ELISA indireto, 33 cées (86,8%) foram
considerados soropositivos. Cordeiro Meireles e Silva (2012) realizaram estudos em
293 caes em quatro areas do municipio de Seropédica-RJ sendo 154 (52,56%) animais
considerados positivos para anticorpo homdlogos anti-B. Burgdorferi cepa americana
G39/40.

A pesquisa realizada na regidao do Pantanal de Nhecolandia e regido urbana
de Campo Grande - MS, fortalece os resultados publicados por Salgado et al (2008)
comprovando a exposicao dos caes a um determinado agente infeccioso que reage
com a presenca do antigeno bruto de B. burgdorferi cepa G39/40 americana. A
presenca de imunoglobulinas anticorpos tipo IgG detectados no exame soroldgico dos
caes determina a presenca de Borrelia spp. ainda nao identificada e isolada em cées.

6 | CONCLUSAO

A pesquisa indicou presenca de caes soro-positivo com anticorpos IgG anti-B.
Burgdorferi cepa G39/40 americana em caes domiciliados em areas rurais do Pantanal
de Nhecoléandia e urbanas de Campo Grande, Estado de Mato Grosso do Sul.
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