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RESUMO

A doenca de Lyme é uma infeccdo causada por bactérias do género Borrelia
pertencentes ao complexo denominado Borrelia burgdorferi sensu lato que possui 18
genoespécies descritas até o momento. E transmitida por carrapatos do género
Ixodes e Amblyomma podendo infectar humanos, cées e equinos sendo considerada
uma zoonose. Cerca de 90% dos humanos infectados apresentam sintomas como
eritema migratério cutaneo, artrite, sinais neurologicos, cutaneos e cardiacos
enguanto 0s caes e equinos raramente apresentam sinais clinicos. No Brasil, o
agente etiologico ainda néo foi isolado e a enfermidade possui caracteristicas
diferentes das encontradas no hemisfério norte, deste modo acredita-se que uma
espécie diferente seja responsavel pela doenca no pais. Devido as dificuldades do
diagnéstico clinico e exame direto é importante utilizar as provas soroldgicas para
auxiliar na conclusdo dos casos, sendo realizadas principalmente as técnicas de
ensaio imunoenzimatico (ELISA) ou reagcdo de imunofluorescéncia indireta (IFl) para
triagem, e a confirmacéo realizada pelo método de Western Blot (WB). Deste modo,
0S objetivos deste trabalho foram determinar a soroprevaléncia de anticorpos contra
Borrelia spp. em humanos, cdes e equinos de assentamento rural utilizando IFI e
WB e verificar as possiveis variaveis associadas ao risco de infeccdo. Além disso,
foram realizadas coleta e identificacdo dos carrapatos encontrados nos cées e
equinos e aplicado questionario epidemiolégico aos individuos e proprietarios dos
animais avaliados. Foram coletadas um total de 87 amostras de sangue de
humanos, 83 de cdes e 18 de equinos. O ponto de corte padronizado na IFI foi de
>128 para humanos e >64 para caes e equinos. As prevaléncias encontradas em
humanos, caes e equinos foram de 6,9%, 26,5% e 38,9% respectivamente. No total
foram coletados 101 carrapatos: em equinos 34 Amblyomma cajennense; em caes
21 A. ovale, um A. cajennense e 45 Rhipicephalus sanguineus. Nao foram
encontradas variaveis estatisticamente significativas. Com bases nos resultados
obtidos é possivel concluir que Borrelia burgdorferi sensu lato esta circulando na
regido avaliada e infectando humanos, cdes e equinos. Médicos e veterinarios
devem estar atentos para incluir esta doenca entre o diagnostico diferencial das
doencas transmitidas por carrapato.

Palavras-chave:Imunofluorescéncia indireta. Doenga de Lyme. Sorologia.
Carrapatos. Fatores de risco.
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ABSTRACT

Lyme disease is an infection caused by bacteria belonging to Borrelia genus that has
a complex called Borrelia burgdorferi sensu lato and hitherto there are 18
genospecies described. It is transmitted by ticks belonging to Ixodes and
Amblyomma genus and can affect humans, dogs and horses being considered a
zoonosis. About 90% of humans show symptoms such as erythema migrans,
arthritis, and neurological, heart and skin problems whereas dogs and horses are
rarely symptomatic. In Brazil the causative agent has not been isolated and many
aspects of the disease seem to differ from those in the northern hemisphere, thus it is
believed that there is a different species in our country. Due to difficulties of clinical
diagnosis and direct detection it is important to use serological tests to support
diagnosis, ELISA or IFA as screening test and Western blot for confirmation. Thus
the aim of this study was to determine the prevalence in humans, dogs and horses
from rural area and evaluate possible risk factors. In addition, an epidemiological
questionnaire was applied to all individuals and owners of sampled animals and, the
ticks from dogs and horses were collected and indentified. A total of 87 blood
samples were collected from humans, 83 from dogs and 18 from horses. The cutoff
point was standardizing in >128 for humans and >64 for dogs and horses. The
prevalence found in humans, dogs and horses were 6.9%, 26.5% and 38.9%,
respectively. A total of 101 ticks were collected and 34 identified as Amblyomma
cajennense were found parasitizing horses and 45 Rhipicephalus sanguineus, 21 A.
ovale, one A. cajennense were collected from dogs. No risk factors were found in this
study. Based on these results it's possible to conclude that Borrelia burgdorferi sensu
lato is circulating in this region and infecting humans, dogs and horses. Physicians
and veterinarians should be alert to include this disease among the tick borne
diseases differential diagnosis.

Key-words: Indirect immunofluorescence assay. Lyme disease. Serology. Ticks.
Risk factors.
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1 DOENCA DE LYME

1.1 HISTORICO

Em 1883 foi descrito na Europa o primeiro caso de uma doenca
cronica de pele que posteriormente foi denominada acrodermatite crbénica atrofica
(BUCHWALD, 1883; HERXHEIMER e HARTMANN, 1902) e alguns anos depois foi
relatada uma leséo de pele que se expandia lentamente, a qual recebeu o nome de
eritema migratério (EM) (AFZELIUS, 1910). Um médico dermatologista apos relatar
um caso de EM estava ciente da relacdo entre doenca de pele e picada de carrapato
(LIPSCHUTZ, 1923). Uma descricdo de meningo-radiculoneurite também foi
vinculada a picada de carrapato e em 1930 foi primeiramente considerada a relagcéo
entre EM, sinais neurologicos e picada de carrapatos (GARIN e BUJADOUX, 1922;
HELLERSTROM 1930).

No entanto a primeira descricdo da doenca foi caracterizada por uma
epidemia de artrite oligoarticular em criangcas nas comunidades de Lyme, Old Lyme
e East Haddam nos Estados Unidos, e posteriormente alguns pacientes
desenvolveram anormalidades cardiacas e neurologicas. A enfermidade multi-
sistémica e transmitida por carrapatos da espécie Ixodes scapularis foi entéo
denominada doenca de Lyme (DL), porém o0 agente etiolégico ndo havia sido
identificado (STEERE ET AL, 1977).

Em 1982, ao pesquisar o agente da febre maculosa em |. scapularis,
Burgdorfer encontrou inesperadamente espiroquetas de comprimento longo e forma
irregular nas glandulas salivares do carrapato. Estas bactérias foram cultivadas em
meio modificado de Kelly (BSKIl) e o organismo foi relacionado a Doenca de Lyme
por reagir com soro de pacientes doentes através de imunofluorescéncia indireta
(BURGDORFER et al., 1982; BARBOUR, 1984). O agente causador da doenca foi
entdo denominado Borrelia burgdorferi e inserido no género Borrelia apds estudos
relacionados ao DNA, morfologia e fisiologia (BARBOUR, 1988).

O género Borrelia é constituido por bactérias Gram-negativas,
microaerdfilas, moveis, pertencentes a familia Spirochaetaceae da ordem
Spirochaetales. Todas as espécies descritas possuem formato helicoidal que pode
variar de 3 a 10 espiras, medem de 4 a 30 |jm, possuem flagelos e se reproduzem
por fissao binéaria transversal (BARBOUR e HAYES, 1986; AUSTIN, 1993).
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A doenca de Lyme € uma enfermidade infecciosa, sistémica e
cosmopolita que acomete diversas espécies de animais domésticos e silvestres,
além do homem (BENNET, 1995). E uma enfermidade transmitida por carrapatos e
causada por bactérias do complexo Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l.), composta
por 18 genoespécies taxonomicamente conhecidas. B. burgdorferi sensu stricto, B.
garini e B. afzelli sdo consideradas de maior patogenicidade para o homem e
também para as diferentes espécies de animais domésticos, jA as demais
genoespécies deste complexo, como B. japonica, B. turdi, B. tanukii, B. andersonii,
B. lusitaniae, B. valaisiana, B. bissettii, B. sinica, B. spielmanii, B. yangtze, B.
californiensis, B. americana, B. carolinensis, B. bavariensis e B. kurtenbachii sdo
consideradas de menor patogenicidade (STANEK e REITER, 2011).

A transmissdo das borrélias no vetor artropode pode ocorrer de
forma transovariana e/ou transestadial variando de acordo com a espécie de
carrapato envolvida e isolado do agente etiolégico, no entanto a via transestadial
ocorre com maior frequéncia (RANDOLPH et al., 1996; GRAY, 1998). As bactérias
sao transmitidas pela saliva, que tem importancia fundamental no sitio de inoculacao
ao minimizar as reac0es imunologicas do hospedeiro contra 0 agente inoculado
(BURGDORFER et al., 1982; DE SILVA et al., 1999).

Nos carrapatos, 0 estagio evolutivo de maior importancia
epidemiolégica na transmissdo, manutencao e dispersao desta espiroqueta sdo as
ninfas. Entretanto, todos os instares possuem habilidade para transmiti-las
(BURGDORFER et al., 1989), sendo necesséario um periodo superior a 48 horas
apos a fixacdo para que ocorra a transmissdo da bactéria para o hospedeiro
(BENACH et al., 1987). Devido ao fato dos carrapatos transmitirem outros agentes
além da B. burgdorferi, co-infeccbes podem ocorrer com Babesia, Bartonella,
Ehrlichia e Anaplasma (KRAUSE et al., 1996; NADELMAN et al., 1997; ADELSON et
al., 2004).

Os principais reservatoérios de Borrelia sédo os roedores (DONAHUE
et al., 1987) os quais ndo apresentam sinais clinicos relevantes. No entanto, o papel
gue as aves assumem na ecologia da doenca vem ganhando reconhecimento, pois
sdo capazes de disseminar a longas distancias larvas e ninfas de carrapatos
infectados (HUMAIR et al, 1998).

O diagnostico da infeccdo pode ser realizado pelo cultivo do agente

etiologico em meio BSK a partir de amostras de sangue, liquido cefalorraquidiano,
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lesédo de pele e liquido sinovial, porém o isolamento de B. burgdorferi por meio
destes métodos é pouco frequente. Além disso, os médicos podem encontrar
dificuldades em reconhecer o eritema migratorio nos humanos por ndo estarem
familiarizados com a doenca ou mesmo pelas lesdes se apresentarem pequenas ou
atipicas (BERGER et al, 1992). Outros métodos utilizados incluem
imunohistoquimica, imunofluorescéncia indireta, teste da reacdo imunoenzimatica
(ELISA), western blot e reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) (SOARES et al.,
2000).

Os testes sorologicos mais usados séao a imunofluorescéncia indireta
(IF1) e o ELISA. A técnica de Western Blot (WB) é atualmente recomendada pelo
Centro de Controle e Prevencado de Doencas (CDC, EUA) para confirmacdo dos
resultados positivos por ser mais sensivel e especifico do que ELISA ou IFI além de
fornecer informacdo mais detalhada a respeito dos padrdes de resposta imune aos
diferentes antigenos de B. burgdorferi (BINGNAN et al, 1992).

A IFI foi o primeiro teste usado para diagnostico da doenca de Lyme
e ja foram detectados valores de sensibilidade de 66,4% e 53% enquanto a
especificidade ja foi calculada em 84%. Para o ELISA, a sensibilidade chega a 67%
e 96,6% enquanto ja foi relatada especificidade de 92% (WILKINSON, 1984;
CUTLER e WRIGHT, 1989). Estudos envolvendo WB apresentaram sensibilidades
de 78% e 95.6% e especificidades de 96% e 90.3% (ZOLLER et al., 1991)

N&do ha padronizacdo da prova de IFl entre laboratdrios, pois
diferentes metodologias e pontos de corte sdo usados entre eles, sendo que este
ultimo pode variar de 64 a 256 (BARBOUR, 1988). Esta variacdo depende, em parte,
do critério aceito para a intensidade de fluorescéncia, de diversas tecnologias para
preparar 0os antigenos, executar os testes e definir os respectivos limiares de
positividade (BARBOUR, 1988; COLLARES-PEREIRA, 2000). Resultados falso-
positivos podem ocorrer em pacientes com sifilis e febre recorrente e em menor grau
pode haver reag0es cruzadas com doencas autoimunes (BARBOUR, 1988).

A prevencéao da doenca de Lyme em humanos e animais domésticos
€ dependente da reducéo do risco a picadas de carrapato tanto em nivel ambiental
como individual. As medidas de protecdo incluem evitar &areas infestadas por
carrapatos, usar vestuario de protecdo, repelentes e acaricidas, checar por
carrapatos no corpo. Apés picada de carrapato deve-se remové-lo com uma pinca o

mais proximo da pele possivel, retirando o carrapato para fora sutiimente (HENGGE
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et al., 2003). Deve-se manter o gramado aparado préximo aos locais de criacado dos
animais domeésticos e/ou silvestres e areas de circulacdo do homem, além de

impedir a presenca de roedores hospedeiros intermediarios (ALVIM et al., 2005).

1.2 HumANOS

Nos Estados Unidos e na Europa os agentes e 0s vetores da doenca
ja estdo bem caracterizados, enquanto no Brasil ainda ndo houve relatos
relacionados ao isolamento e identificacdo da espécie responsavel pela doenca
(YOSHINARI et al., 2010).

B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii, e B. afzelii s&o considerados
agentes etioldgicos da doenca de Lyme em seres humanos na Europa enquanto nos
Estados Unidos apenas B. burgdorferi sensu stricto tem sido descrita como
patogénica. As cepas sao transmitidas por diferentes espécies de carrapatos do
género Ixodes (VAN DAM et al, 1993) sendo que na Eurasia os principais vetores
sdo I. ricinus e I. persulcatus e na América do Norte o I. pacificus e |. scapularis
(NADELMAN e WORMSER, 1998).

O sintoma mais importante da doenca em humanos é um eritema
migratério cutdneo que se manifesta na fase aguda da doenca ao redor do local da
picada do carrapato apos sete a 10 dias. O eritema expande de tamanho apoés dias
ou semanas, provavelmente pela disseminacao centrifuga das bactérias através da
pele (NADELMAN et al, 1996). Pode ocorrer disseminacdo hematogénica em areas
do sistema nervoso, articulagdes, coragcdo e outras regides da pele gerando
sintomas como multiplos eritemas, defeitos atrioventriculares, miopericardite, artrite,
paralisia facial, meningite e meningoradiculoneurite (OSCHMANN et al., 1998). Na
América do Norte o sintoma mais comum da infeccdo tardia € a artrite e na Europa a
acrodermatite cronica atrofiante (ACA). Essas caracteristicas divergem devido ao
fato de diferentes espécies serem responsaveis pela doenca clinica nesses
continentes (NADELMAN e WORMSER, 1998).

Os diagnésticos diferenciais da doenca de Lyme na fase aguda e
sem lesdo de pele incluem gripe, meningite asséptica por enterovirus, hepatite nédo
ictérica ou mononucleose infecciosa e quando a lesdo de pele estd presente mas
nao é caracteristica pode ser confundida com reacdo a picada de inseto, eritema

nodoso, erisipela, Ulcera tularémica e hepatite B. Quando h& envolvimento das
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articulacées a doenca pode ser confundida com artrite séptica, infeccdo gonocécica
disseminada ou artrite reumatoide juvenil pauciarticular. Casos da doenca com
sinais neurologicos podem ser diagnosticados equivocadamente como sarcoidose,
esclerose multipla, neurossifilis, meningite tuberculosa ou flngica, multiplo mieloma
e linfoma (BARBOUR, 1988). Devido ao fato dos carrapatos transmitirem outros
agentes além da B. burgdorferi podem ocorrer co-infec¢cées com Babesia, Ehrlichia e
Anaplasma (KRAUSE et al., 1996; NADELMAN et al., 1997; ADELSON et al., 2004).

Embora a maioria dos casos se resolva espontaneamente sem
tratamento, os antibidticos podem acelerar a resolucdo e impedir a progressao da
doenca. O tratamento usualmente é realizado durante 14 dias e pacientes com EM e
linfocitoma sé&o tratados com amoxicilina, azitromicina, doxiciclina, cefuroxima-axetil
ou fenoximetilpenicilina e excepcionalmente, com eritromicina. Quando hé&
envolvimento do sistema nervoso e miocardite grave o tratamento envolve
ceftriaxona ou penicilina G por 2-3 semanas e apenas excepcionalmente por via oral
com doxiciclina ou amoxicilina. A ceftriaxona, penicilina G, doxiciclina ou amoxicilina
sao utilizados para a terapia de ACA e da artrite (NADELMAN e WORMSER, 1998;
MASSAROTI et al, 1992).

Atualmente a borreliose de Lyme é descrita como a doenca
transmitida por artrépode mais comumente encontrada nos Estados Unidos e
Europa, representando cerca de dezenas de milhares de novos casos anualmente
em ambas as regides (O'CONNELL et al., 1998; ORLOSKI et al., 2000).

1.3 CAES E EQUINOS

A doenca nos caes € na maioria das vezes assintomatica (LITTMAN
et al.,, 2006), porém quando estes apresentam sinais clinicos pode haver
comprometimento das articulagbes principalmente a carpiana e tarsiana além de
febre, letargia, inapeténcia e dor articular, podendo ocorrer também envolvimento
dos rins e do coracdo (DAMBACH et al., 1997; LEVY e DURAY, 1988).

A primeira descricdo de borreliose de Lyme em cées foi feita por
Lissman et al. (1984), em um animal da ragca Doberman de trés anos de idade, que
apresentava artrite carpiana severa, febre (40,2°C) e claudicac&o. Este caso ocorreu
em 1983 em Nova lorque, Estados Unidos, e a partir deste relato deu-se maior

importancia a borreliose canina e de outros animais. Em &reas endémicas a
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porcentagem de cdes acometidos pode variar de 70% a 90% tanto em animais
saudaveis quanto clinicamente doentes (LITTMAN et al., 2006).

No tratamento dos caes sao recomendados derivados da tetraciclina
ou amoxicilina, sendo mais frequentemente usada a doxiciclina 10/mg/kg via oral a
cada 24 horas durante 1 més devido a possibilidade de co-infeccbes
(STRAUBINGER et al., 1998).

Em equinos, na maioria dos casos, a doenga € assintomatica e
apenas 5% a 10% dos animais irdo apresentar sinais clinicos que incluem mal -
estar, febre baixa, rigidez, inchaco das articulacdes, laminite e em alguns casos
envolvimento ocular com uveite, problemas cardiacos e encefalite (MAGNARELLI et
al, 2000; BURGESS et al, 1986; BROWING et al, 1993;

BURGESS e MATTISON, 1987). Estudo realizado em Connecticut
nos Estados Unidos, que é uma regido endémica para doenca de Lyme, detectou
84% de equinos soropositivos através do teste ELISA (MAGNARELLI e FIKRIG,
2005).

O tratamento pode ser realizado com doxiciclina, ceftiofur ou
tetraciclina por via oral durante 28 dias, sendo a tetraciclina mais eficiente na

eliminacao da infeccéo persistente (CHANG et al., 2005).

1.4 BRASIL

No Brasil ja& foram descritas tentativas de isolamento de B.
burgdorferi (s.l.), porém o agente etiolégico ainda ndo foi identificado e
consequentemente ndo ha conhecimento da real situacdo da epidemiologia desta
espiroqueta no pais (MANTOVANI et al, 2007; YOSHINARI et al, 2010).

A doenca neste pais difere em muitas caracteristicas daquelas
encontradas na América do Norte e Europa, sendo que a bactéria ndo apresenta
crescimento em meios adequados para borrélias e ocorrem falhas na PCR ao se
utilizar primers de flagelos e proteinas de membrana externa (Osp). Além disso,
apesar do desenvolvimento do classico eritema migratério em humanos, muitos
pacientes apresentam recorréncia de sintomas mesmo ap0s o tratamento com
antibiéticos, o que nao ocorre no hemisfério norte (YOSHINARI et al., 2010). Deste
modo, varias nomenclaturas foram sugeridas a fim de diferenciar a doenca no Brasil

como DL-simile, Sindrome Infecto-Reacional Lyme-simile (SIRLS), Doenca de
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Lyme-simile Brasileira ou Sindrome Baggio-Yoshinari (SBY) (YOSHINARI et al,
2010).

Os vetores da borreliose de Lyme no Brasil ainda ndo estdo bem
estabelecidos (ABEL et al., 2000), mas em areas onde houve casos da doenca
foram encontrados carrapatos das espécies Amblyomma cajennense e Ixodes
loricatus (BARROS-BATTESTI et al., 1995).

O primeiro relato desta enfermidade no Brasil foi feito por Yoshinari
et al. (1992), em dois irmdos da cidade de Cotia-SP que apresentaram sorologia
positiva para B. burgdorferi e quadro de eritema migratério apdés picada de
carrapato. Nesta mesma regido foi realizado um estudo em humanos onde se
constatou 7,5% de soropositividade no ELISA para B. burgdorferi (YOSHINARI,
2001).

Em 2001, no Mato Grosso do Sul, foram encontrados 16 pacientes
sororeagentes para B. burgdorferi dos quais 25% nao relataram picadas de
carrapatos, mas conviviam com cées que ja sofreram de infestacdes de carrapatos
(SALGADO, 2006). Ao estudar a epidemiologia da doenca em criancas Naka et al.
(2008) encontraram 27% de soropositivos no estado do Mato Grosso do Sul
utilizando o teste de ELISA.

Um estudo realizado em Sao Paulo com veterinarios, biélogos e
tratadores de animais silvestres constatou 6,4% de positividade pelo ELISA indireto,
sendo relacionada a exposicéo prévia a carrapatos e também ao tempo de trabalho
com os animais (CORRADI et al., 2006). Ao estudar um caso de moradora de area
rural que apresentou sintomatologia e relato de contato prévio com carrapatos,
Fugimoto et al. (2005) confirmaram a soropositividade pelos testes de ELISA e
Western blot.

Em cdes provenientes da regido metropolitana do Rio de Janeiro
verificou-se 15,58% de positividade, enquanto em areas rurais do estado foram
detectados 48,25% de animais positivos pelo teste de ELISA (ALVES et al., 2004,
O'DWYER et al., 2004). No estado de Sao Paulo, cidade de Cotia, os cdes foram
analisados pelo ELISA indireto e Western blot e foram encontrados 9,7% de
sororeagentes, sendo maior a prevaléncia em animais que tiveram contato prévio
com carrapatos (JOPPERT et al., 2001).

Ao estudar a prevaléncia em equinos no estado do Para, Galo et al.

(2009) verificaram 26,7% de soropositivos utilizando o teste ELISA, enquanto no Rio
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de Janeiro foi encontrado 28,4% de animais soropositivos utilizando o mesmo
método (MADUREIRA et al., 2007).

No estado do Parané foi verificada sorologia positiva para IgM em
dois moradores de area rural da cidade de Jataizinho, utilizando IFI e Western blot.
Neste mesmo estudo foram encontradas como variaveis de risco a presenca de
carrapatos fixados ao corpo e visualizacdo de carrapatos dentro do domicilio
(GONCALVES, 2010).

1.5 CONCLUSOES

Desde o primeiro relato da doenca no Brasil em 1992 (YOSHINARI
et al.,, 1992), alguns estudos foram realizados a fim de melhor compreender a
situacdo da Doenca de Lyme no pais, no entanto, o agente causador desta
enfermidade ainda néo foi isolado e pouco se sabe sobre a epidemiologia da doenca
no Brasil.

O fato é que a doenca ja esta bem caracterizada na América do
Norte e Europa e em muitos aspectos diverge das caracteristicas encontradas no
Brasil, deste modo acredita-se que a infeccdo seja causada por outra espécie de
Borrelia e transmitida principalmente pelo carrapato Amblyomma cajennense.

Levantamentos epidemiologicos realizados nos EUA na dltima
década mostram um aumento expressivo da infeccdo por seres humanos por
Rickettsia, Ehrlichia e Borrelia. No Brasil sdo poucos os estudos sobre a situacao da
doenca em humanos e em animais e, no estado do Parana, as pesquisas a respeito
das borrelioses sao escassas.

A sorologia realizada em animais domeésticos contribui para o
mapeamento das areas de risco para a doenca de Lyme no homem (YOSHINARI et
al, 1997) tornando importante a pesquisa principalmente em areas onde a rotina
diaria dos humanos inclui relagao estreita com os animais.

No Brasil ainda nédo foi possivel isolar e cultivar a bactéria, sendo o
método de ELISA utilizado como diagnostico da doenca. Deste modo, a
padronizacdo do teste de IFI surge como uma alternativa para triagem de amostras

de humanos, cées e equinos.
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Estudos sobre a presenca da infeccao nas diferentes regides do pais
e das variaveis associadas ao risco sdo necessarios para uma melhor compreensao

da epidemiologia da doenca de Lyme no Brasil.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Determinar a soroprevaléncia de anticorpos contra Borrelia spp. em
caes, equinos e humanos de assentamento rural da regido norte do estado do

Parané.

2.2 ESPECIFICOS

» Determinar a prevaléncia de anticorpos contra Borrelia spp por
meio das técnicas de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e Western
Blot (WB);

» Identificar as espécies de carrapatos presentes em cédes e
equideos da area de estudo;

» Analisar as variaveis associadas ao risco de infec¢do por Borrelia

Spp. Nos animais e seres humanos.
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3 ARTIGO PARA PUBLICACAO

"PREVALENCIA DE ANTICORPOS ANTI-BORRELIA SPP. EM HUMANOS,
CAES E EQUINOS DE ASSENTAMENTO RURAL DA REGIAO NORTE DO
PARANA, BRASIL".

RESUMO: A borreliose de Lyme € uma doenca causada por espécies do complexo
Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l.), transmitida por carrapatos, e que pode acometer
diversas espécies de animais domésticos e silvestres, além do homem. No Brasil, o
isolamento e a identificagdo da bactéria responsavel pela doenca ainda néo foi realizada
e os dados soroepidemiolégicos ainda sdo escassos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a soroprevaléncia de anticorpos anti-Borrelia spp em humanos, cées e equinos
de assentamento rural utilizando as técnicas de sorodiagnéstico de imunofluorescéncia
indireta (IFI) e Western Blot (WB). Aplicou-se um questionario epidemiologico a fim de
verificar as variaveis associadas ao risco de exposicdo ao agente, e 0s carrapatos
presentes em cées e equinos foram coletados e identificados. A soroprevaléncia em
humanos, caes e equinos foi de 6,9%, 26,5% e 38,9%, respectivamente. Em caes foram
identificados carrapatos das espécies Rhipicephalus sanguineus (n= 45), A. ovale
(n=21) e A. cajennense (n=1), e em equinos A. cajennense (n=34). Sexo, idade e
presenca de carrapatos, nao foram associados a presenca de anticorpos para 0 agente
(p < 0.05). Com bases nos resultados obtidos pode-se concluir que Borrelia burgdorferi
sensu lato deve estar circulando nessa regido e possivelmente infectando humanos,
caes e equinos. Médicos e veterinarios devem estar atentos para incluir esta doenca
entre o diagnéstico diferencial de doencas transmitidas por carrapato.

Palavras-chave: Imunofluorescéncia indireta. Doenc¢a de Lyme. Sorologia. Carrapatos.
Fatores de risco.

ABSTRACT: Lyme borreliosis is a disease caused by species from Borrelia burgdorferi
sensu latu complex, transmitted by ticks and that can affect several species of domestic
and wild animals, besides humans. In Brazil, the bacteria has not been isolated and
identified yet and soroepidemiological data are still scarce. Thus the aim of this study
was to evaluate the serosurvey of antibodies anti-Borrelia spp. in humans, dogs and
horses from rural settlement using Indirect Immunofluorescence Assay (IFA) and
Western Blot (WB). In addition, epidemiological questionnaire was applied to determine
possible risk factors and ticks from dogs and horses were collected and identified. The
seroprevalence in humans, dogs and horses were 6.9%, 26.5% and 38.9%, respectively.
The ticks identified in dogs was Rhipicephalus sanguineus (n = 45), A. ovale (n = 21) and
A. cajennense (n = 1), and in horses A. cajennense (n = 34). Sex, age and presence of
ticks, were not associated with the presence of antibodies to the agent (P<0.05). Based
on these results we can conclude that the Borrelia burgdorferi sensu lato may be
circulating in this region and possibly infecting humans, dogs and horses. Physicians and
veterinarians should be alert to include this disease among the tick borne diseases
differential diagnosis.

Key-words: Indirect immunofluorescence assay. Lyme disease. Serology. Ticks. Risk
factors.
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3.1 INTRODUCAO

A borreliose de Lyme é causada por bactérias do complexo Borrelia
burgdorferi sensu lato, pertencentes ao género Borrelia, Familia Spirochaetaceae,
Ordem Spirochaetales (BARBOUR e HAYES, 1986). E uma enfermidade transmitida
por carrapatos que pode acometer animais domésticos, silvestres e humanos e até o
momento sdo conhecidas 18 genoespécies (STANEK e REITER, 2011).

Na América do Norte a B. burgdorferi sensu stricto (s.s.) é o principal
agente etiolégico enquanto na Europa as espécies patogénicas sao B. afzelli, B.
garinii e B.burdgorferi s.s. Os carrapatos transmissores da doenca na Eurasia sao
Ixodes ricinus e I. persulcatus e na América do Norte os vetores séo o . pacificus e |.
scapularis (NADELMAN e WORMSER, 1998). Os principais reservatorios das
borrélias sdo os roedores (DONAHUE et al., 1987), os quais ndo apresentam sinais
clinicos relevantes. As aves também possuem importancia epidemiolégica por
disseminar a longas distancias larvas e ninfas de carrapatos infectados (HUMAIR et
al, 1998).

Os cées podem apresentar sinais clinicos como febre, anorexia e
artrite, enquanto nos equinos pode haver febre baixa, laminite, inchaco das
articulacdes e uveite, no entanto estes animais sao raramente sintomaticos (LEVY e
MAGNARELLI, 1992; BURGESS et al., 1986). A principal sintomatologia em
humanos € o eritema migratorio cutaneo e posteriormente podem ocorrer problemas
cardiacos, articulares, neurologicos e cutaneos (STEERE et al, 2003).

No Brasil ja foram relatadas sorologias positivas em humanos, caes
e equinos de diferentes regibes como Sao Paulo, Rio de Janeiro, Parani, Mato
Grosso do Sul e Para (YOSHINARI, 2001; ALVES et al, 2004; GONCALVES, 2010;
NAKA et al, 2008, GALO, 2006) porém 0 agente etiolégico ainda néo foi isolado e
caracterizado. Acredita-se que os vetores da doenca neste pais sejam os carrapatos
das espécies Amblyomma cajennense e Ixodes loricatus (YOSHINARI et al, 2010;
BARROS-BATTESTI et al, 1995) no entanto deve-se considerar a capacidade
vetorial da espécie Dermacentor nitens pois recentemente foi detectado DNA de B.
burgdorferi s.s. da estirpe B31 em carrapatos coletados de uma populagdo de
equinos da regido norte do Parana (GONCALVES et al, in press).

O diagnéstico da doenca pode ser realizado através de deteccgao

direta do antigeno por PCR ou cultura, no entanto estes métodos néo sao confiaveis
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devido a dificuldade em encontrar a espiroqueta nas amostras testadas. Nestes
casos faz-se necessario o uso de técnicas sorologicas para dar suporte ao
diagnostico (KLEMPNER et al, 2001). A fim de melhorar a especificidade dos testes
sorolégicos IFlI e ELISA recomenda-se duas etapas de testes, primeiro deve ser
realizada triagem dos soros com IFI ou ELISA e os resultados positivos devem ser
retestado através de WB (CDC, 1995).

No Brasil a sorodiagndstico tem grande importancia uma vez que o
agente etiolégico da doenca ainda néo foi identificado. Neste pais a enfermidade
apresenta caracteristicas diferentes daquelas encontras na América do Norte e
Europa, assim sendo inumeras denominacdes foram criadas para diferenciar a
doenca no Brasil como DL-simile, Sindrome Infecto-Reacional Lyme-simile (SIRLS),
Doenca de Lyme-simile Brasileira ou Sindrome Baggio-Yoshinari (SBY)
(YOSHINARI et al, 2010).

Ao realizar sorologia em animais domésticos € possivel verificar as
provaveis areas de risco para a doenca de Lyme no homem (YOSHINARI et al,
1997). O objetivo deste trabalho foi verificar a prevaléncia de anticorpos anti-Borrelia
spp. em humanos, cdes e equinos, associar variaveis ao risco de infeccdo e
identificar os potencias vetores da doenca em assentamento rural na regido norte do

Parana, Brasil.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Area de Estudo

Realziou-se um estudo transversal cujas amostras biologicas foram
obtidas em um assentamento rural localizado na regido norte do estado do Parana,
em area composta por varios lotes, pertencente ao municipio de

Alvorada do Sul (22°51'S/51°14'W). Neste local residem 60 familias
gue ocupam uma area total de 1068.62 hectares.

A principal atividade realizada é a agricultura familiar os homens
vivem proximos aos caes e equinos. Ao redor deste assentamento sdo encontradas
areas de mata ciliar préxima a margem de coOrregos onde existe a presenca de

animais silvestres.
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3.2.2 Amostras

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais
da UEL (n° 82/2006) e pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres
humanos da UEL (n° 124/07). Todos os participantes do projeto assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido. Foram obtidas amostras de sangue de todos
0S caes, equinos e humanos presentes no momento da coleta de novembro de 2006
a janeiro de 2007. A coleta em humanos foi realizada por uma enfermeira do sistema
publico de saude. As amostras foram obtidas usando material estéril e identificadas
antes do transporte ao laboratério onde foram centrifugadas, aliquotadas e
armazenadas a -20 °C até o uso.

Todas as amostras foram processadas no Laboratério de
Protozoologia veterinaria do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva
(DMVP) da Universidade Estadual de Londrina (UEL).

Foram colhidas amostras de carrapatos dos cdes e equinos
infestados. Os ectoprasitas foram mantidos em alcool absoluto.e a identificagdo das
espécies de carrapatos foram feitas de acordo com Aragdo & Fonseca, (1961) e
Guimaraes et al. (2001).

3.2.3Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

Os soros de cées, equinos e humanos foram triados para anticorpos
contra B. burgdorferi do complexo sensu lato pela IFI em Iaminas com antigeno da
estirpe de referéncia (B31) de B. burgdorferi sensu stricto. As laminas contendo o
antigeno foram gentilmente cedidas pelo Grupo de leptospirose e borreliose de
Lyme da Unidade de Microbiologia Médica do Instituto de Higiene e Medicina
Tropical (IHMT) da Universidade Nova de Lisboa (UNL), Portugal.

Para caes e equinos testados na IFl o ponto de corte usado foi 1:64
enguanto para humanos foi usado 1:128 e as diluicdes dos conjugados de humano,
cao e equino foram padronizadas em 750, 200 e 600 vezes respectivamente.

A solugdo tampéao e o protocolo foram realizados de acordo com as
descricOes de literatura (Russel et al, 1984; Postic et al, 2000; Collares-Pereira et al,
2000). Foram usados anti-lgG de humano, cdo e equino conjugados com isoticianato

de fluoresceina e produzidos em coelhos (Sigma-Aldrich®).
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As amostras positivas na diluicdo minima foram testadas até a o
titulo de 256. A leitura foi realizada em microscépio de epifluorescéncia Leica

utilizando a objetiva de 40x.

3.2.4 Western Blot (WB)

Os soros dos humanos reagentes na diluicdo 1:128 da reacgédo de
imunoflourescéncia foram posteriormente confirmados, por WB, mediante a
utilizacdo de "kits" comerciais. Foi utilizado o kit "Anti-Borrelia EUROLINE-RN-AT
IgG" (Euroimmun®, Alemanha) que utiliza antigenos recombinantes altamente
purificados de B. burgdorferi s.s., B. afzelii e B. garinii. Este teste detecta os
seguintes antigenos: VISE Ba, Lipid Ba, p83 Ba de B. afzelli; VISE Bb, Lipid Bb, p58,
p21, p20, pl19 e pl18 de B. burgdorferi e VISE Bg, p41 Bg, p39 Bg, OspC Bg de B.
garinii. As etapas foram realizadas conforme as instrucbes do fabricante e as
amostras consideradas positivas quando apresentavam 2 ou mais bandas

reagentes.

3.2.5Ficha Epidemiolégica

Para a obtencdo das informacdes epidemiolégicas cada morador
respondeu a um questionario que incluia informagdes tais como: ha quanto tempo
mora em assentamento, atividade realizada, se visita area de mata ciliar, picada de
carrapatos, época do ano que aparecem 0s carrapatos e proximidade da mata ciliar
ao domicilio.

Os moradores também responderam questdes a respeito dos caes e
equinos como: idade e sexo do animal, se visita area de mata ciliar, presenca de
carrapatos, época do ano que verifica carrapato no animal, se faz controle de

carrapatos e com qual produto e frequéncia.

3.2.6 Andlise Estatistica

Para andlise das variaveis utilizou-se o teste de significAncia estatistica de
Qui-quadrado corrigido de Yates ou teste exato de Fisher. A forca de associacdo foi

estimada pelo calculo de "Odds ratio" (OR) com intervalo de confianca de 95%. Adotou-se o
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nivel de significancia de 5%. Os célculos foram realizados utilizando-se o pacote estatistico
EPI6 (DEAN et al., 1994).

3.3 RESULTADOS

No total foram utilizados 87 soros de humanos, 83 de cées e 18 de
equinos com soropositividades de 6,9%, 26,5% e 38,9%, respectivamente. Das 87
amostras de soro humano testadas cinco apresentaram titulos de anticorpos de 128
e um foi positivo em 256 (Tabela 1). Ndo houve diferenca estatistica (P < 0,05) entre
as variaveis sexo, idade e presenca de carrapatos (Tabela 2). Nenhum humano com
idade entre 13 e 20 anos foi positivo e em menores de 12 anos, uma amostra
(16,7%) apresentou anticorpos contra B. burgdorferi.

Todos os soros positivos na IFI foram confirmados pelo WB. Os
antigenos p41 (B.garinii) e p21 (B. burgdorferi) estiveram presentes em todas as
reacoes positivas. Outras proteinas que reagiram no WB foram a p39 (B.garinii), p83
(B.afzelli), p19 e p58 (B. burgdorferi).

Das amostras de cédes, 14 foram positivas no titulo de 64 e, oito
animais na diluicdo de 1:128. Nenhuma amostra testada foi reagente na diluicao
1:256. A analise estatistica das variaveis ndo mostrou diferenca significativa (P <
0,05) em relacéo ao sexo, idade e presenca de carrapatos.

Dos 18 equinos testados, dois foram positivos no titulo de 64, quatro
foram reagentes na diluicdo de 1:128 e uma amostra foi positiva no titulo de 256
(Tabela 1). Nao foi possivel realizar analise estatistica nestes animais devido ao
baixo numero testado, no entanto todos o0s animais positivos apresentaram
carrapatos aderidos ao corpo.

No total foram coletados 101 carrapatos sendo 67 obtidos de cées e
identificados como Amblyomma ovale (21), A. cajennense (1) e Rhipicephalus
sanguineus (45). Nos equinos foram coletados 34 carrapatos sendo todos da

espécie A. cajennense.
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3.4 DISCUSSAO

Devido as limitagBes existentes na deteccdo direta de B.burgdorferi
s.l. as provas soroldogicas representam a principal metodologia para apoiar o
diagnéstico clinico (AGUERO-ROSENFELD et al., 2005). No presente estudo foram
encontradas seis amostras de humanos com sorologia positiva na IFl e todas (6,9%)
foram confirmados através do western blot, sendo identificadas proteinas especificas
para B. burgdorferi s.s. e proteinas nativas de B. afzelli e B. garinii.

No Brasil, estudos sorolégicos envolvendo seres humanos relatam
prevaléncias quem podem variar de acordo com a regido e populacdo estudada,
chegando a 27% em pacientes com suspeita clinica e 3% em pessoas saudaveis
(NAKA et al, 2008; YOSHINARI et al, 1997). Na Espanha, Vasques et al. (1997) ao
estudarem 98 moradores de uma area rural e 104 caes, detectaram pela IFl 4,80% e
2,10% de positividade respectivamente. Estudo realizado em moradores
assintomaticos de éarea rural em regido norte do Parana relatou 0,96% de
positividade para anticorpos de classe IgM através de imunofluorescéncia indireta e
western blot (GONCALVES, 2010). Neste mesmo estudo foram encontradas como
variaveis de risco a presenca de carrapatos fixados ao corpo e visualizacdo de
carrapatos no domicilio A menor prevaléncia neste trabalho pode ser devido ao fato
do pico de IgM ocorrer apenas entre a terceira e sexta semana ap0s o eritema
cronico migratorio, tendendo a cair ou mesmo desaparecer ao longo dos anos,
enguanto os anticorpos de classe IgG permanecem altos por varios anos (STEERE
et al, 1983).

A deteccdo de anticorpos anti-B. burgdorferi s.s. através de ELISA e
WB ja foi relatada no Brasil, bem como anti-B. garinii (YOSHINARI et al, 2003;
PIRANA et al, 2000), porém até o momento ainda ndo foi relatado sorologia positiva
contra B. afzeli em humanos em nosso pais. Nao foi detectada diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05) para a variavel idade assim como Orloski et
al (1998). O contato prévio com carrapatos nao foi fator de risco para a doenca no
presente estudo, assim como Lane et al (1992) que verificaram que tanto
soronegativos como soropositivos haviam sido igualmente picados por carrapatos.

Os resultados positivos encontrados em 26,5% dos caes também
estdo dentro dos valores detectados no pais que variam entre 9,7% e 15,58% em

animais de area urbana a 48,25% dos cédes em area rural (JOPPERT et al, 2001,
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O'DWYER et al, 2004; ALVES et al, 2004). Nos Estados Unidos a porcentagem de
cées soropositivos pode variar de 70% a 90% em regides endémicas (LITTMAN et
al, 2006). Nao foi verificada diferenca estatisticamente significativa (P < 0,05) para a
variavel idade no presente trabalho. Resultado semelhante foi obtido em cédes no Rio
de Janeiro onde apesar da maior frequéncia em animais acima de cinco anos e com
contato prévio com carrapato ndo foi verificada diferenca estatistica entre as
variaveis estudadas (O' DWYER et al, 2004). Os resultados deste presente trabalho
estdo de acordo com Greene et al. (1988) que encontraram animais positivos na IFI
em todas as faixas etarias, com maior prevaléncia em animais de um a cinco anos.
Vale ressaltar que os resultados obtidos em cédes devem ser confirmados com
western blot (CDC), pois alguns estudos relatam reacdo cruzada de Borrelia com
Treponema (MAGNARELLI et al, 1985; LINDENMAYER et al, 1990).

No presente estudo foram detectados 38,9% de equinos positivos,
valor proximo ao encontrado na Franca onde 33% dos animais provenientes de
diferentes regidbes metropolitanas foram sororeagentes no teste comercial SNAP
4DX® (MAURIZI et al, 2010). Valores menores foram encontrados em estudos
realizados no Parad e Rio de Janeiro onde se detectou positividades de 26,7% e
28,4% respectivamente (GALO et al, 2009; MADUREIRA et al, 2007). Em regido
endémica para doenca de Lyme nos Estados Unidos foi encontrada uma prevaléncia
de 84% nos equinos testados pelo ELISA (MAGNARELLI et al, 2005).

O ponto de corte da IFI foi padronizado neste trabalho em >64 para
cées e equinos e >128 em humanos sendo considerado abaixo do ponto de corte
geralmente usado (>256) fato que pode ser explicado devido as técnicas de IFI e
ELISA apresentarem divergéncias nos resultados obtidos em diferentes laboratorios
mesmo ao se utilizar amostras idénticas (BAKKEN et al, 1992).

Entre as principais razdes ressalta-se a existéncia de diversas
tecnologias para preparar os antigenos, executar os testes e definir os respectivos
limiares de positividade. Além disso, devem-se usar preferencialmente estirpes
locais a fim de aumentar a sensibilidade e especificidade do teste diagndstico e na
auséncia desta, deve-se usar habitualmente B. burgdorferi s.s. como unico antigeno,
independentemente da é&rea geogréfica da populacdo estudada (COLLARES-
PEREIRA et al, 2000). Outro fator relevante a ser considerado € que no Brasil a

pesquisa de anticorpos contra Borrelia burgdorferi de origem americana ou europeia
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revela titulos baixos e oscilantes, desaparecendo rapidamente no sangue ou liquido
cefalorraquidiano (YOSHINARI et al, 2010).

Em relagc&o aos carrapatos obtidos neste estudo pode-se inferir que
0 A. cajennense é o principal responsavel pelos resultados encontrados nos equinos
por ter sido a Unica espécie identificada. Este fato corrobora com pesquisa realizada
em regido onde foram relatados casos humanos da doenca, na qual o A. cajennense
foi encontrado e acredita-se que seja a principal espécie transmissora da bactéria
entre os animais domeésticos e o homem (BARROS-BATTESTI et al, 1995).
Diferente destes resultados, foi detectado DNA de B. burgdorferi em carrpatos da
espécie Dermacentor nitens que parasitavam equinos da regido norte do Parana
(GONCALVES et al, in press) J& em relacdo aos caes, as espécies encontradas
foram A. ovale, A. cajennense e R. sanguineus assim como O'Dwyer et al (2004)
que detectou as mesmas espécies nos animais de area rural, além de A.
aureolatum.

N&o foi encontrada associacéo positiva entre historico de picada de
carrapatos e presenca de anticorpos contra B. burgdorferi para caes, equinos e
humanos, no entanto deve-se considerar que a presenca de anticorpos indica
exposicao prévia ao agente e que o animal infectado pode ndo estar mais sendo
parasitado pelo carrapato responsavel pela transmissao.

As prevaléncias encontradas nas diferentes espécies estudadas
indicam ampla distribuicdo do agente na area do assentamento rural e alerta para
possiveis casos da doenca, sendo importante a inclusdo desta enfermidade nos
diagnésticos diferenciais realizados por veterinarios e, principalmente por seu
carater zoonotico. Além disso, ressalta-se a suspeita dos carrapatos de diferentes
espécies do género Amblyomma como possiveis transmissores da Doenca de Lyme

no Brasil, principalmente em areas rurais.
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3.6 TABELAS

Tabela 1 — Frequéncia de anticorpos anti- B. burgdorferi B31 (IFI - IgG) de acordo
com o titulo, nas espécies humana, canina e equina provenientes de
assentamento rural, Alvorada do Sul, 2006-2007.

Espécie Populagao Positivos (%) Titulo 64 Titulo128 Titulo 256

Canina 83 22 (26.5) 14 8 0
Equina 18 7 (38.9) 2 4 1

Humana 87 6 (6.9) - 5 1
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Tabela 2 — Prevaléncia de anticorpos anti- Borrelia spp. de acordo com cada

variavel estudada, em humanos e caes de assentamento rural do
municipio de Alvorada do Sul Parand, Brasil, 2006-2007.

Espécie
Positivos/Total (%) p OR IC (95%)

Varidvel

Canina
Picada de carrapato
Sim 19/65 (29,20) 0,225+ 206 053796
Mao 3M8 (17,70)
ldade
=1 423 (17 ,40)
1-5 15/48 (31,30) o217 215  0B2-7T45
=5 3M2 (25,00) 0,453 158  0,29-3,61
Sexo
Macho 14/62 (22 60) 0,163 047 016137
Fémea 08/21 (38,10)

Humana
Picada de carrapato
Sim 04/60 (6,70) 0,608* 088 015519
Mio D227 (7.40)
ldade
=12 0115 (6,70)
13-20 00/20 (0,00) 04207 - -
21-60 05/41 {12,20) 0,480" 194 0201815
=f1 0011 (0,00) 0,570 - -
Género
Masculino 03/43 (7,00) 0,650* 102 019538
Feminino 03/44 (6,80)

p = valor de p; OR = Odds ratio; IC = Intervalo de confianga, * Teste exato de Fisher.

Tabela 3 — Quantidade e espécies de carrapatos identificados em cées e equinos

de assentamento rural de Alvorada do Sul, Parana, Brasil, 2006-2007.

Espécie Canina Equina Total
A. cajennense 1 M 35
A. ovale 21 0 21
Rhipicephalus 45 0 45
sanguineus
Total 67 M 101
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Os resultados das reacfes sorologicas indicam presenca de
Borrelia spp. em humanos, cées e equinos da area estudada;

Os resultados da sorologia dos equinos e caes em Alvorada do
Sul reforcam a hipdtese destes animais serem utilizados como
sentinelas para Doenca de Lyme;

N&o foram encontradas variaveis de exposi¢cdo associadas ao

risco de infeccdo pelo agente causador da Doenca de Lyme.
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ANEXO 1

Universidade GOVERNG 1)
Estadual de Londrina PARANA

COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

OF. CIRC. CEEA N° 82/2006 Londrina, 14 de novembro de 2006.

Prezado Pesquisador

O CEEA/UEL, reunido aos 14 de novembro do ano cormrente, avaliou o
projeto de pesquisa intitulado “Epidemiologia de patégenos das familias Rickettsiaceae,
Anaplasmataceae e Babesidae em carrapatos da familia Ixodidae e avaliacio
soroepidemiolégica em animais no Estado do Parani”, registrado no CEEA sob o n°
49/06, projeto de Tese junto ao Programa de Pés-graduacio em Ciéncia Animal do CCA,
desenvolvido sob sua responsabilidade e orientagdo, julgando-o aprovado para execucio
por entender que 0s principios éticos postulados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio
Animal estio respeitados.

Sem mais para o momento, subscrevo-me.

Cordialmente,

‘c A

Prof. Dr. Julio A usto Naylor Lisb6a
Coordenador do CEEA/UEL

Iimo. Sr.

Prof. Dr. Odilon Vodotte

Coordenador e Orientador do Projeto
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva
Centro de Ciéncias Agrarias
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ANEXO 2

Eisivenidad

1 i iy T
Enisckoad  Eomidiiisg
SR i 1 AT

CORBITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDG SERES HUMANCS
Universidade Estadual de Londring/ Hospital Universiano Remonal Morte do Parana

Registro CONEP 258
| Parecer N® 0124/07 Londring, 06 de julno de 2007. |
| CAAE N° 0066.0.263.000-07 i

FOLHA DE ROSTO N 12899
PESQUISADOR: QDILO VIDOTTO

limo Sr, i

O *Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Rsres Humanos da Universidade |
Estadual de Londrina/ Hospital Universitéric Regions! Nerte do Parand™ (Regislro CONEP 268)- de |
jacordo com as orgniegles de Resolugdo 106/96 do Conscihe MNacionmis <o SacdefMiS e
| complementares, avaliou & aprovou 88 respostss, datacs de 02 de uiho, 80 parscsr 12407 g 0 de
maio de 2007 referente ao projeto: '

“EPIDEMIOLOGIA DE PATOGENOS DAS FAMILIAS RICKETTISIACEAE,
ANAPLASMATACEAE E BABESIDAE EM CARAPATOS DA FAMILIA IXODIDAE E
AVALIAGAD SOROEPIDENMIOLOGICA EM ANIMAIS MO ESTADO DO PARANA",

Segua am anexo o parecer consubstanclado a analise das raspostas.

Infosrnamos qua o S, devers apressnizr so CERUEL selativic fngl da pesguisa) barn como _nmunl_ar
por escrito, quelsuer modificacdo que ocorre no desenvolvimento da mesma

Situagao do Projgto: APROVADO

Atencigsamanta,

|

|

|

' |
Prof. Dra. m@n‘a Diniz |
Coord ora i

|

Comita de Etics em Pesguisa-CEPTUEL
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APENDICE 1
PROJETO ASSENTAMENTO
Laboratorio de Protozoologia - DMVP/CCA - UEL

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

Propriedade n°: Data: / /

Entrevistado Nome:

Funcéo:

Proprietério: Fone:

1 Ha quanto tempo mora no assentamento atual?

2 Ja morou fora do Assentamento?( )sim, ( )ndo. Onde?

w

Qual o tipo de trabalho realizado no assentamento? ( )doméstico, ( )com

lavoura,( )com animais ( )outros:

Visita area de mata/mata ciliar? ( )sim, ( )nao.
Frequéncia: ( )todos os dias, ( )1x semana, ( )1x més, ( )1x ano

Presenca de carrapato? ( )sim, ( )nao.

N o o b~

Epoca do ano que aparecem:

( )primavera ( )Verao ( )Outono ( )Inverno ( )Ano todo

8 Onde pegou carrapato? ( )Mata ( )Pasto ( )Outros

Presenca de bosques/reserva/mata ciliar préximo a residéncia? ( ) até 100m,
( )>100 a 500m.



APENDICE 2

PROJETO ASSENTAMENTO
Laboratorio de Protozoologia - DMVP/CCA - UEL

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

Propriedade n°:

Entrevistado Nome:

Data:

/

47

/

Funcdao:

Proprietério:

Fone:

Questionario individual de Caes

. Nome e n° do canino

=

. Idade e sexo do animal

N

3. Ha quanto tempo o cdo mora no
local?

~

. O cdo tem pelo longo ou curto?

5. O cao visita area de mata/mata
ciliar?

(o2}

. O cdo tem o habito de cacar?

7. O cdo acompanha nas atividades
diarias como lida com o gado,
lavoura ou pescaria?

12. Presenca de carrapato?

13. Epoca gue observa os carrapatos
nos animais

14. Controle de carrapatos? Qual
produto?

15. Frequéncia do controle de
carrapatos




APENDICE 3
Questionario individual de Equinos
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1. Nome e n° do equino

2. |dade e Sexo do Animal

3. Ha quanto tempo o equino mora no
local?

4. O Equino vai area de mata/mata
ciliar?

12. Presenca de Carrapato?

13. Epoca em que observa 0s
carrapatos nos animais

14. Controle de carrapatos? Qual
produto?

15. Frequéncia do controle de
carrapatos
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APENDICE 4

Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

» Diluir as amostras de soro em PBS (solucéo fosfato tamponada) nas diluicbes de
1:64, 1:128, 1:256.

» Adicionar 10-20 ul das diluices em cada poco das laminas;

* Incubar as laminas em camara umida por 30 minutos em estufa a 37°C;

e Lavar as laminas uma veze com tampdo de lavagem, em cuba de lavagem,
durante 5 minutos;

» Deixar as laminas secarem a temperatura ambiente;

* Diluir o conjugado, na propor¢cdo obtida com a prévia titulacdo do mesmo, em
PBS;

» Adicionar 15 ul da diluicdo do conjugado em todos o0s poc¢os das laminas;

* Incubar as laminas em camara umida por 30 minutos em estufa a 37°C, ao abrigo
de qualquer fonte de luz;

* Lavar as laminas uma vez com tampao de lavagem em cuba de lavagem, por 5
minutos. Manter as cubas cobertas com papel aluminio para proteger de
qualquer fonte de luz;

e Adicionar de trés a quatro gotas de glicerina tamponada sobre cada lamina,
cobrindo-a com laminula. Manter sobre o abrigo da luz até o momento da leitura;

Realizar leitura das laminas em microscopio de imunofluorescéncia em objetiva
de 40X.



APENDICE 5
PBS

Na2 HPO4 = 1,029

Na2 HPO4 (2.H20) = 0,39g

Nacl = 8,59
pH=7,2
Faz 1 litro

Autoclavar a 1210C por 15 minutos.
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