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RESUMO

A doenca de Lyme e a babesiose sdo zoonoses emergentes de importancia socio-econémica
para o pais, sendo necessaria a caracterizagdo epidemioldgica e laboratorial. Este trabalho tem
como objetivo reconhecer individuos portadores assintomaticos através da pesquisa de
anticorpos anti-Borrelia burgdorferi pelos métodos de ELISA e Western blotting e anti-
Babesia bovis pelo método de ELISA em soro de cento e quinze doadores de sangue sadios
do banco de sangue do Hemosul em Campo Grande-MS. Utilizaram-se como substratos
antigénicos, sonicados totais da B. burgdorferi sensu stricto (cepa americana G39/40) e da B.
bovis. Positividade para anticorpos anti-B. burgdorferi ocorreu em 7,8% das amostras
analisadas pelo ELISA. Todos os resultados positivos identificados por esta técnica foram
confirmados pelo Western blotting. Para anticorpos anti-Babesia bovis uma prevaléncia de
10,4% foi verificada. Concomiténcia dos anticorpos foi observada em dois (1,73%) dos cento
e quinze doadores pesquisados. Os resultados obtidos neste estudo sdo um indicativo da
ampla distribuicdo desses agentes em nossa regido e da possibilidade de haver casos humanos
sem sintomatologia. Assim, ressaltamos a importancia de se realizarem mais estudos clinico-
laboratoriais e epidemioldgicos em nosso estado, o que possibilitard uma maior compreensdo
da interacdo entre essas duas zoonoses em nosso ambiente.

Palavras-Chave: Borrelia, Babesia e Doadores de Sangue.
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ABSTRACT

The Lyme diseases and babesiosis are emerging zoonosis with socio-economic importance to
the country, and it is necessary the laboratorial and epidemiological characterization. This
study has the aim of recognizing asymptomatics individuals through the research of anti-
Borrelia burgdorferi antibodies using the method of ELISA and Western blotting and anti-
Babesia bovis by ELISA in the serum of one hundred and fifteen blood donors of Hemosul in
Campo Grande-MS. It has been used as antigen, whole sonicated of B. burgdorferi sensu
stricto (american strain G39/40) and from B. bovis. Positivity was observed for the antibodies
to Borrelia burgdorferi in 7,8% of the samples analyzed by ELISA. All the positive results
identified by this technique were confirmed by Western blotting. For anti-Babesia bovis
antibodies a prevalence of 10,4% was verified. Concomitance of the two antibodies was
observed in two (1,73%) of the one hundred and fifteen donors researched. The results
observed in this study indicate the widespread distribution of these agents in our region and
the possibility of existing human cases without symptoms. This way, we stand out the
importance of carrying out more clinico-labotarial and epidemiological studies in our State,
which will make possible a better understanding of the interaction between these two zoonosis
in our environment.

Key words: borrelia, babesia and blood donors
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1. INTRODUCAO

A Borreliose de Lyme (BL) é uma doenca de carater multissistémico, com ampla
distribuicdo geografica’’, transmitida aos humanos, animais silvestres e domésticos,
primariamente através da picada de carrapatos do género Ixodes, cujos agentes etioldgicos sao
diferentes espécies do género Borrelia, denominadas de Borrelia burgdorferi sensu lato***.

E uma enfermidade infecciosa emergente de distribuicdo mundial, e pelo menos trés
genoespécies podem causar doenca no homem: Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia
afzelii e Borrelia garinii. Nos Estados Unidos da América (EUA), a Borrelia burgdorferi
sensu stricto € o principal agente etiolégico. Na Europa, embora todas as trés espécies sejam
encontradas, a maioria dos casos é relacionada a Borrelia afzelii e Borrelia garinii, e somente
essas duas espécies parecem ser as responsaveis pela doenca na Asia.?® Apesar da distribuicio
dessa zoonose ser universal, a bactéria ainda ndo foi isolada na América do Sul, Africa e
Australia.

A diversidade etioldgica e antigénica das borrelias explica o organotropismo e a
distribuicdo geografica especifica para cada espécie condicionando o aparecimento de
quadros clinicos distintos em diferentes areas do globo, como o predominio de queixas
articulares e cutaneas nos EUA, e das neuroldgicas na Europa e Asia.**%%

Das diversas borrelioses descritas, a BL constitui-se na principal zoonose
(antropozoonose). Sua importancia tem se tornado cada vez maior pelo fato de ser uma
zoonose emergente e também, devido a associacdo com outros hemopatdgenos como Babesia

spp., Ehrlichia spp. e alguns arbovirus, 880129143

Além dos animais silvestres (roedores, marsupiais, canideos, aves, murideos,
cervideos e outros), sabe-se que animais domésticos (cachorros, cavalos e ovelhas) e bovinos,
constituem os principais reservatorios da borrelia e que, além de desenvolverem a infeccdo,

transportam os carrapatos até o homem.®

Do ponto de vista clinico a BL pode ser distribuida por trés fases evolutivas com a

abrangéncia de um largo espectro de manifestagdes clinicas, fundamentalmente
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dermatolégicas, neuroldgicas, reumatoldgicas e cardiacas.”>**® Caracterizada por extremo
polimorfismo clinico, a BL tem sido freqlientemente comparada a outras doencas causadas
por espiroquetas, como a sifilis, que também evolui em fases, acometendo a pele,

articulacdes, coracdo e sistema nervoso central (SNC) e periférico.®

Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), no seu relatério do Workshop
sobre a Doenca de Lyme (DL) -1993," o diagnostico desta borreliose deve ser baseado no
quadro clinico, nos dados epidemiolégicos e no estudo soroldgico para a confirmagdo da
doenga. No Brasil, recentemente, desenvolveram-se técnicas para a confirmacéo laboratorial™
e também foram estabelecidos os critérios diagnosticos,” o que tem permitido um melhor
conhecimento da DL em nosso pais, facilitando a identificacdo de pacientes com

manifestacdes clinicas.

O diagnostico laboratorial da BL consiste na presenca de anticorpos (Acs) especificos
presentes no soro ou liquor (LCR), identificados pelas técnicas de imunofluorescéncia indireta
(IF1), ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto ou Western blotting (WB). A técnica da IFI
ndo confere bons resultados devido a reagdes cruzadas altas;”® o ELISA e o WB sdo as

técnicas mais utilizadas por serem as mais sensiveis e especificas.®***

A Babesiose é uma zoonose com ampla distribuicio mundial causada por
hemoprotozoérios do género Babesia. E transmitida por picada de carrapatos e acomete
animais silvestres, domésticos e ocasionalmente o0 homem. J& foram descritas mais de setenta
espécies de babesia em animais: Babesia bovis, Babesia divergens e Babesia bigemina em
gado; Babesia caballi em cavalos; Babesia canis em cées; Babesia microti em

roedores 16,123,124,126

Vaérias espécies de Babesia spp. tém sido descritas infectando humanos (B. microti, B.
divergens, B. bovis) e a infeccdo ocorre acidentalmente por picada de carrapato ou por

transfuséo sangiiinea.*****

Para o diagndstico de Babesia spp., 0 ELISA possui as melhores caracteristicas de
sensibilidade e especificidade; no entanto, em casos de ddvida, a confirmacdo pode ser
realizada por WB.*
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A co-infeccdo em humanos de borrelias e babesias pode resultar em Vvérias
complicagBes por um longo periodo de tempo. As principais manifestagdes clinicas incluem
fadiga, dor de cabeca, anorexia, conjuntivite e esplenomegalia.*

Coexisténcia de anticorpos para babesiose humana (BH), ehrlichiose e borreliose tem
sido observada em soros de pacientes de areas de risco para essas enfermidades sem, contudo,
haver necessariamente reacdes cruzadas. Este fendbmeno é pertinente, pois roedores e grandes
mamiferos sdo reservatorios dos agentes dessas enfermidades que, muitas das vezes, possuem

0 mesmo VetOI’ 5,6,7,8,79,80,129,143

O Estado de Mato Grosso do Sul apresenta todas as condicOes favoraveis de clima,
fauna e flora para a presenga e disseminacdo dessas zoonoses. A intensa atividade
agropecuéria, o convivio do homem com animais domésticos e a valorizacao de atividades ao
ar livre favorecem a disseminacdo de agentes infecciosos transmitidos por carrapatos,

propiciando o surgimento e ressurgimento de diferentes agentes etioldgicos.

Diante disso, e percebendo que as zoonoses ocupam cada vez mais um lugar de
destaque na saude coletiva, este trabalho se mostra como uma importante ferramenta para o

melhor entendimento, caracterizacdo e diagnostico dessas zoonoses em nosso Estado.

Trata-se de um estudo aplicado para o Estado, bem como para outras regies do globo
(regides de clima tropical e subtropical) sendo, portanto, um estudo que permitira o
conhecimento da soroprevaléncia da BL em sangue de humanos sadios em nossa regido, sua
correlacdo com a babesiose e estabelecer medidas preventivas. Outro aspecto importante € o
de estabelecer um servico de diagnostico laboratorial especializado em Doenca de Lyme-
simile no Hospital Universitario da UFMS uma vez que atualmente, as amostras para testes
sorologicos sdo enviadas para o laboratério de Reumatologia da Faculdade de Medicina da
Universidade de Séo Paulo - FMUSP.
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2. REFERERENCIAL TEORICO

2.1 BORRELIOSE DE LYME

2.1.1 Histdrico da doenca

Antes mesmo da identificagdo do agente etioldgico da BL, as diferentes manifestagdes
clinicas da doenca j& haviam sido descritas desde o inicio do século passado. Em 1883,
Buchwald descreveu uma atrofia difusa de pele com carater idiopatico, que em 1902,
Harxheimer e Hartman denominaram acrodermatite atrofica cronica (ACA).*° Afzelius, em
1910, correlacionou a picada de carrapatos com lesdes eritematosas migratdrias na pele; mas
coube a Lipschutz, em 1913, introduzir o termo eritema migratério crénico (EMC), pela lesdo

manifestar-se durante mais de sete meses.??

Em 1922, Garin e Bujadoux,” e mais tarde Bannwarth,® descreveram um quadro de
meningopolirradiculonevrite, posteriormente conhecido por sindrome de Garin-Bujadoux-

Bannwarth,” hoje considerada uma forma tipica de neuroborreliose recente.

O primeiro caso de EMC registrado nos EUA foi no ano de 1969, em um médico que
havia sido picado por carrapatos em Wisconsin. Posteriormente, quatro novos casos foram
relatados em Connecticut em 1975, mas 0s pacientes ndo recordavam terem sido picados por

artrépodes.>

Mas foi Allen C. Steere, em 1977, quem descreveu a doenca ao observar um grupo de
criancas residentes em Lyme, Connecticut-EUA, com sintomas similares a artrite reumatdide
juvenil. A doencga, caracterizada por rash cuténeo e artrite, foi denominada de “artrite de

Lyme 17 24,25

Create PDF with PDF4U. If you wish to remove this line, please click here to purchase the full version


http://www.pdfpdf.com

O modo de transmissdo da doenca foi confirmado em 1982, quando Burgdorfer et al.,
identificaram espiroquetas em carrapatos da espécie Ixodes dammini e associaram a
descoberta com a “artrite de Lyme” descrita por Steere em 1977. Logo depois, as mesmas
bactérias foram isoladas em meio Barbour-Stoenner-Kelly (BSK) a partir de sangue, liquor e
pele de pacientes com “artrite de Lyme”.?® Posteriormente, Russel Johnson et al. incluiram
essa espiroqueta no género Borrelia?” e o microorganismo isolado recebeu a designacdo de
Borrelia burgdorferi.

Na década de 90, estabeleceram-se as diferencas de manifestacdes clinicas da doenca
nos diversos continentes.?®*”® Os sinais, predominantemente neuroldgicos, em pacientes
europeus foram relacionados com a B. garinii®® e, ainda na Europa, B. afzelii*® foi implicada
nos casos de ACA.® Nos EUA, Borrelia burgdorferi sensu stricto, é a responsavel pela

predominancia de quadros articulares.****

Na Ameérica do Sul, manifestacGes clinicas similares a DL e associadas com picadas

de carrapatos tém sido relatadas na Argentina, Bolivia e Brasil.*

No Brasil, suposicdes clinicas foram realizadas inicialmente por Tahari et al.* e
Filgueira.** Posteriormente, Azulay et al.* também relataram casos da doenga associada a

manifestagdes cutaneas.

Em 1989, Yoshinari et al.,** sugeriram a possibilidade de ocorréncia da DL no pais,
dada a presenca de carrapatos Ixodideos na natureza, e iniciaram pesquisa com a formacao de
uma equipe multidisciplinar para a realizacdo de estudos epidemioldgicos de campo e estudos
clinico ambulatorial. Essa equipe também realizou estudos soroldgicos e padronizou o
diagndstico laboratorial empregando, como substrato, a Borrelia burgdorferi cepa G39/40 de

origem americana.

Em 1993, Yoshinari et al.,* identificaram os dois primeiros casos da DL no Brasil,
confirmados por sorologia, em duas criancas que apresentaram ECM e foram picados por
carrapato na cidade de Itapevi-SP.

A partir de 1993, Yoshinari e Barros®* relataram novos casos de DL no Brasil,
reconheceram a primeira area de risco para a doenga em nosso pais (Cotia-SP), preconizaram
ser a técnica de WB a de melhor auxilio para o diagndstico, utilizando a B. burgdorferi como
substrato, apesar de ndo ter sido possiveis, ainda, o isolamento e a caracterizacdo do agente

etiolégico.*®
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No ano de 1996, foram relatados os trés primeiros casos clinicos da DL no Mato
Grosso do Sul, incluindo a primeira ocorréncia de meningite de Lyme no Brasil,* cuja
amostra de liquor do paciente apresentou reatividade a imunoglobulina da classe IgM contra a
proteina 66 kDa da Borrelia burgdorferi pelo WB. No mesmo ano, Pirana et al.,*® em S&o
Paulo, descreveram a associagdo da DL com paralisia facial e surdez subita.

Em 1997, Yoshinari et al.,"”* tracaram o perfil clinico e laboratorial da DL no Brasil.
Em uma analise prospectiva de 25 pacientes, contatou-se que na fase aguda da doenga (n=15)
0 acometimento cutdneo ocorreu em 92% dos casos, 0 acometimento neurolégico em 72,2% e
as manifestacgOes articulares em 55,5% dos pacientes. A sorologia na fase aguda foi positiva
em apenas 38,8% dos pacientes pelo método de ELISA; 33,33% para IgM e 5,55% para IgG.
Todos os casos positivos pelo ELISA foram confirmados pelo WB.

Em 1998, em Mato Grosso do Sul, foram identificados possiveis reservatorios e
vetores dessa borreliose na regido, com a visualizacdo de espiroquetideos semelhantes ao
género Borrelia spp. em cultura de amostras de sangue de animais silvestres (marsupiais e
roedores) e de macerado de carrapatos do género Amblyomma spp.. Nesse mesmo estudo, 16
pacientes com manifestagdes clinicas tipicas da DL apresentaram positividade para anticorpos
contra a Borrelia burgdorferi sensu lato através de ELISA e WB.*#

A partir de 1999, a DL no Brasil é denominada DL Simile, em decorréncia de
particularidades epidemioldgicas, microbioldgicas e clinicas em relacdo a DL descrita nos
EUA.#

Barros® em 2000, em tese de doutorado, demonstrou que pacientes com DL no Brasil
apresentam um padrdo de resposta diferente para producdo de Acs IgM e IgG anti-Borrelia.
Esse perfil soroldgico difere do padrédo de reatividade do WB postulado pelo CDC (Center for
Diseases Control - Atlanta) para a DL nos EUA,* sugerindo a existéncia de um agente
etiolégico diferente no pais.

Atualmente, Yoshinari et al.”* propuseram a denominacdo de Sindrome Infecto-
Reacional Lyme-simile (SIRLS), uma vez que, em nosso pais, a enfermidade é distinta e com
caracteristica de sindrome, devido possivelmente a presenca de agentes etiologicos diferentes
- microorganismos “latentes” constituidos de Mycoplasmas, Chlamydias e espiroquetideos
ndo definidos - observados laboratorialmente, causando manifestacdes clinicas semelhantes a

DL cléssica. A apresentacdo clinica da doenca é multiforme e, embora a etiologia inicial seja
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infecciosa, existem evidéncias de manifestacGes clinico-laboratoriais de ordem alérgica e

auto-imune.

2.1.2 Epidemiologia e distribuicdo mundial

A crescente distribuicdo mundial dessa doenca que ha pouco mais de duas décadas
atrés era ainda desconhecida, tornou essa enfermidade numa das infec¢des emergentes mais
preocupantes da atualidade. Atualmente, desconhece-se o verdadeiro nimero de casos de BL

no mundo.*

Nos EUA, a DL é a doenga mais comum transmitida por vetores e sua distribuigdo
corresponde a dos carrapatos do género Ixodes. Em areas endémicas, a incidéncia excede 100
casos por 100.000 habitantes.*’

Em 1992, mais de 90% das doencas transmitidas por vetores nos EUA eram casos de
BL," declarados em quarenta e cinco Estados com base nos critérios diagndsticos
estabelecidos pelo programa de vigilancia do CDC. As regifes do nordeste (Massachussets a
Maryland), do interior norte (Wisconsin e Minnesota) e a costa oeste (California e Oregon)

mantém-se as mais afetadas.*®

Desde que o CDC, em 1982, comegou a monitorar 0s casos de BL nos EUA, o numero
de casos registrados tem aumentado regularmente naquele pais. Nos anos recentes, mais de

20.000 casos tem sido registrados anualmente.*

Na Europa a doenga é referida na maioria dos paises, com uma incidéncia de varios
milhares de casos por ano.*> A maioria dos casos ocorre nos paises Escandinavos e nos da
Europa Central — particularmente Alemanha, Austria, Eslovénia e Suécia.®* Em um workshop
da WHO de 1995, a incidéncia da doenga foi estimada em 120 casos por 100.000 habitantes
na Eslovénia e 130 casos por 100.000 residentes na Austria,® freqiiéncia similar a de
Connecticut-EUA.

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que a atividade alimenticia do carrapato
determina um claro padrdo sazonal da doenga no hemisfério norte, em geral de maio a
novembro. Essa distribuicdo sazonal se relaciona com o periodo de aparecimento das

manifestacdes clinicas mais comuns da BL, o EMC e as desordens neuroldgicas.*’
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Pessoas de qualquer faixa etaria e de ambos 0s sexos podem ser afetadas, mas uma
incidéncia um pouco maior em criangas em relacdo aos adultos foi encontrada em alguns

estudos.>

Diversos grupos de risco tém sido identificados, abrangendo os individuos mais
expostos a picada por carrapatos, particularmente em &reas endémicas. Incluem-se nesses
grupos: trabalhadores rurais e pessoas que realizam atividades ao ar-livre nas imediacGes de

matas e florestas.>

2.1.3 Transmissao e vetores

BL é uma zoonose e 0 homem adquire a infecgdo pela transmissdo de espiroquetas do
género Borrelia através da picada de carrapatos infectados da familia Ixodidae (Figura 1). As
espécies identificadas como principias vetores da DL sdo os Ixodes scapularis (I. dammini) e
Ixodes pacificus nos EUA, Ixodes ricinus na Europa e Ixodes persulcatus no oeste da Europa

e Asia.®®

Figura 1: Ixodes spp. - fémea adulta

Outra espécie de carrapatos da familia Ixodidae, denominada Amblyomma
americanum, foi citada como potencial vetor da Borrelia lonestari, agente etiolégico da
Doenca de Lyme-simile (DLS) no sul dos EUA.*
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Carrapatos das espécies Ixodes loricatus, Ixodes didelphidis e Amblyomma cajennense
sdo os vetores habitualmente coletados em animais silvestres provenientes de areas de
ocorréncia da doenca no Brasil. Acredita-se que os carrapatos do género Ixodes sejam 0s
responsdveis pela perpetuacdo da infeccdo nos reservatorios, pois ndo costumam picar o
homem e que os do género Amblyomma seriam os potenciais transmissores da doenga aos
humanos, uma vez que realiza repasto sangliineo em varios hospedeiros, incluindo o

ho mem 12,40,58,59

Na regido Centro-Oeste, em estudo realizado em Mato Grosso do Sul, foram
identificados espiroquetideos semelhantes ao género Borrelia spp. em cultura de amostras de
animais silvestres e de carrapatos do género Amblyomma spp..“* Nesse mesmo estudo,
verificou-se a auséncia de carrapatos do género Ixodes naquela regido, fortalecendo a idéia de
que carrapatos da espécie Amblyomma cajennense (Figura 2), coletados sobre os animais
silvestres daquela localidade, seja o principal vetor transmissor da SIRLS.

Figura 2: Amblyomma cajennense encontrado na Reserva Biologica da FUFMS, em
Campo Grande-MS (Foto gentilmente cedida pelo Prof.Dr. lzaias Pereira da Costa)

A transmissdo das espiroquetas parece se dar por intermédio da regurgitacdo da saliva
pelo carrapato durante o contato com o hospedeiro. No momento da transmisséo, a saliva do
carrapato exerce ainda acGes farmacoldgicas, como o bloqueio de células fagocitérias e
inflamatorias, facilitando a penetragdo e disseminacdo do patégeno.”® A picada desses
carrapatos é frequentemente indolor, em parte devido a secrecdo de enzimas, que destroem 0s

mediadores da inflamag&o.*

Vaérios fatores tém sido associados com o risco de transmissdo das borrelias aos
humanos; como a concentracdo de vetores presentes no local, do estdgio dos mesmos e da

concentracao e biodisponibilidade dos reservatorios naturais em cada localidade.®
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A probabilidade de infeccdo depende diretamente do tempo de alimentacdo do
carrapato no hospedeiro, assim em um periodo menor que 24 horas de alimentacdo, a
transmissdo € incomum, sendo necessario cerca de 48 horas para transmissdo da bactéria.
Portanto, a pronta remocdo do carrapato logo ap6s o seu atachamento, diminui o risco de
infeccdo.®® Além disso, o risco da transmissdo da doenga mesmo quando o homem é picado
pelo carrapato contaminado é inferior a 5%, explicando o fato da BL ocorrer em surtos

endémicos.

Outro fator relacionado a transmissdo de borrelias é a temperatura ambiente em que
vive o carrapato. A temperatura elevada é deletéria para muitas espécies de espiroquetas, dada
sua influéncia no metabolismo, no balanco hidrico e no processo digestivo do vetor.®** A
atividade alimenticia do carrapato ndo ocorre, a menos que a umidade esteja suficientemente

alta e a temperatura entre 23° e 27°C.

Todas as espécies de Ixodes tém um ciclo biolégico semelhante, com passagem por
quatro fases distintas: ovo, larva, ninfa e adulto (Figura 3). A duracdo média deste ciclo é de
trés anos. Durante a sua vida os carrapatos fazem apenas trés refeices em trés hospedeiros

que podem, ou ndo, ser da mesma espécie.®* &>

ospedeiros

Pequenos mamiferos Homem e outros Homem e grandes
mamiferos mamiferos

S

Ataca o hospedeiro e
volta ao ambiente”
Ambiente
|

Larva

Crescimento

Carrapato
Adulto

Fémea fecundada cai no solo

Figura 3: Ciclo bioldgico do carrapato com os quatro estagios: ovo, larva, ninfa e adulto
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Os ovos sdo depositados pelas fémeas e evoluem para larvas em seis a 0ito semanas e,
entdo realizam sua primeira alimentacdo, geralmente em pequenos mamiferos. Ja no estagio
de ninfa, que ocorre apds aproximadamente um ano depois da alimentacdo da fase larval, é
feita a segunda refeicdo em pequenos mamiferos, em outros animais de porte maior ou no
homem. Apos alguns meses, quando se tornam adultos buscam animais maiores para se
alimentarem, e 0 homem é novamente um dos seus alvos, completando sua terceira

refei¢do.*®

A fémea adulta, a seguir a ultima refeicdo, que é feita depois da copula, efetua, em
uma ou mais ovoposi¢des, uma postura de véarias centenas a varios milhares de ovos, cujo

periodo de incubacdo varia de semanas a meses.®’

Estudos realizados nos EUA demonstraram que 0s Ixodideos, no estagio de ninfa, sdo
responsaveis pela maioria dos casos de DL.*%3%®

A infestacdo humana é possivel em todas as estaces do ano e em todas as fases do
carrapato, mas no desenvolvimento da infecgdo as ninfas tém um papel preponderante, pois
devido ao seu tamanho reduzido (aproximadamente do tamanho de uma semente de papoula)
ndo sdo notadas, ndo sendo por isso prontamente removidas antes de realizarem a transmissao

das espiroquetas.®

Embora o principal modo de transmissé@o da borrelia seja por carrapatos, outras formas
de aquisicdo da doenca, como a transfusdo sangiinea e transplacentéaria podem ser discutidas.*

2.1.4 Hospedeiros/reservatorios

A Borrelia burgdorferi pode infectar animais silvestres e domésticos, 0s quais
apresentam um risco maior em adquirir o agente etioldgico porque sdo parasitados por um
grande namero de carrapatos. Em areas endémicas, a B. burgdorferi sensu lato tem sido

encontrada em animais assintomaticos, servindo de reservatorios.

Um hospedeiro, para atuar como bom reservatério deve, entre outros fatores, ser
abundantemente infestado por carrapatos, além de ser capaz de permanecer infectado, ndo
desenvolvendo imunidade contra os espiroquetideos, fato que parece ser fundamental no ciclo

de transmissdo natural destas bactérias.”
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No nordeste e regido centro-norte dos EUA, os hospedeiros preferidos das fases
larvais e de ninfa do I. scapularis sdo pequenos roedores, particularmente o rato-de-patas-

brancas e o Peromyscus leucopus.®

Na Europa, ainda ha debate sobre o hospedeiro animal preferido do I. ricinus.”* L4,
varias espécies de pequenos mamiferos tais como ratos, camundongos, esquilos e
mussaranhos, e um nimero grande de passaros tém se mostrado competentes reservatorios
para espécies de borrelia. Pequenos roedores sdo importantes reservatérios para B. afzelii,

enquanto passaros estdo fortemente associados com B. garinii.>*™

As aves atuam como disseminadoras de carrapatos no meio ambiente. Estudos
demonstraram que elas podem ser infectadas experimentalmente pela B. burgdorferi através

da picada de carrapatos contaminados, sendo competentes reservatorios das espiroquetas.”

No Brasil, varios estudos demonstraram que 0os gambas (marsupiais) podem participar
na epidemiologia da DL, pois espiroquetas com caracteristicas morfoldgicas de Borrelia spp.

foram observadas em sangue periférico desses animais.*0#°8>%7

Nos animais silvestres, a infeccdo geralmente é assintomatica, mas nos animais
domeésticos como caninos, equinos e bovinos pode causar a doenga clinica. Animais
domésticos, além de contrairem a infeccdo, atuam como transportadores de vetores para o

ambiente peridomiciliar.”™ ™

Estudos soroepidemiolégicos tém sido conduzidos no mundo inteiro para
determinagdo da prevaléncia de anticorpos contra B. burgdorferi sensu lato em cées e da
importancia destes animais na epidemiologia dessa doencga.”””®”® O conhecimento da
soroprevaléncia em cées pode constituir-se em um importante indicador da dispersdao do

agente etiolégico, bem como indicar o risco de exposi¢cdo humana.

Em cdes, a infeccdo é usualmente assintomatica. Entretanto podem ser observados
sinais envolvendo o sistema musculo-esquelético, com quadro de artrite progressiva.
Atualmente, cdes s@o considerados animais sentinelas para a BL, cuja prevaléncia

correlaciona-se positivamente com aquela verificada em seres humanos, na mesma area.”” "

A BL em ruminantes tem sido assinalada na América do Norte, na Europa e 0s estudos
soroepidemioldgicos demonstram que animais positivos, em sua maioria, S0
assintomaticos,**®* apesar da soroprevaléncia nos EUA chegar a 66%. Estudos na regido

sudeste do Brasil revelaram positividade acima de 50%.%#
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2.1.5 Sobre a borrelia

2.1.5.1 Biologia da borrelia

As bactérias do género Borrelia pertencem, juntamente com as espiroquetas do género
Treponema e Leptospira, a ordem das Spirochaetales, um grupo caracterizado por vigoroso

movimento e formato em espiral.®

As borrélias sdo bactérias gram-negativas que ndo vivem em agua, terra ou plantas,
partilhando antes a necessidade de um hospedeiro que alterna entre vertebrados e artrépodes
hematéfagos.®® Essas bactérias distinguem-se morfologicamente das leptospiras e 0s
treponemas, por serem maiores e por possuirem um namero maior de flagelos periplasmaticos

e uma quantidade menor de espiras.®

Das espécies de borrélia, B. burgdorferi (Figura 4) é a mais comprida (20 a 30 um) e a
mais estreita (0,2 a 0,3 pum). No plano ultra-estrutural, B. burgdorferi se parece com outras
espiroquetas do género Borrelia, sendo constituida por um cilindro protoplasmatico, e por
uma tdnica externa trilaminar, envolvida exteriormente por uma camada de peptideoglicano.
Em cada extremidade da bactéria inserem-se sete a catorze flagelos que se cruzam na regiao
central, designados endoflagelos ou flagelos periplasmaticos.®* O principal componente
estrutural do flagelo é a flagelina, uma proteina de 41-kDa.

FIGURA 4: Borrelia burgdorferi

B. burgdorferi sdo bactérias fastidiosas, que crescem melhor em atmosfera
microaerdfila a temperarura de 33°C-34°C em um complexo meio liquido chamado Barbour-
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Stoenner-Kelly (BSK). O crescimento bacteriano é lento, com um tempo de duplicacéo de 12
a 24h. O crescimento da B. Burgdorferi é bastante lento quando comparado com o de outras
bactérias, fato que condiciona o longo periodo de incubagdo até o aparecimento da primeira
manifestacdo clinica. In vitro, vai perdendo sua patogenicidade apds sucessivas passagens.®

2.1.5.2 Caracterizacdo antigénica e genética

Da caracterizacdo fenotipica e genotipica das diferentes cepas de B. Burgdorferi sensu
lato foram identificadas, até o momento, onze novas espécies,®® das quais sO trés sdo
reconhecidas como sendo patogénicas para 0 homem: B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii e
B. afzelii. Todas trés sdo encontradas na Europa, diferentemente dos EUA, onde somente a B.

burgdorferi sensu stricto € reconhecida como causadora de infecgdes em humanos.

A heterogeneidade observada nos quadros clinicos da BL entre os EUA e a Europa
parece ser resultante de diferengas observadas entre as cepas isoladas nos dois continentes
relativamente a morfologia, proteinas de superficie externa, plasmideos e homologia ao
DNA2

B. burgdorferi (cepa B31) foi a primeira espiroqueta que teve 0 Seu genoma
completamente sequienciado. Ela tem um pequeno cromossomo linear que € inferior a1 Mb e
estd entre os menores cromossomos bacterianos conhecidos. Possui ainda, nove plasmideos
circulares e doze lineares que somados, constituem 40% do seu DNA. A presenca de
plasmideos lineares ¢ uma exclusividade do género Borrelia e contribuem para a maior parte

do DNA extra-cromossomico.4%

Observou-se que os genes que codificam as proteinas de superficie OspA e OspB se
localizam num plasmideo linear. Também foi verificado que a diminuigdo da infecciosidade

da bactéria esta associada a perda de plasmideos.®

A membrana externa da B. burgdorferi contém varias proteinas (Osps): OspA de 30 a
32 kDa, OspB de 34 kDa e OspC, de 23 kDa. Estas proteinas exercem um papel importante
para o diagnostico laboratorial e em funcgdes bioldgicas — induzindo a ativacdo policlonal de
linfécitos B e a expressdo das moléculas de adesdo pelas células endoteliais.®
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B. burgdorferi sensu lato possui ainda uma proteina fundamental de natureza
endoflagelar, com cerca de 41 kDa®* cuja homologia significativa com antigenos
endoflagelares de outros espiroquetideos, particularmente o Treponema pallidum, justifica
parcialmente a existéncia de reacfes cruzadas entre estes microorganismos. Essa proteina é a
primeira contra a qual se formam anticorpos no decurso da doenca, enquanto a reatividade
contra as proteinas de superficie Osp A e Osp B s6 se manifesta, e de forma irregular, em
fases tardias, ja de cronicidade.

O genoma da B. burgdorferi codifica poucas proteinas com reconhecida atividade
biosintética; por conseguinte, a bactéria parece depender do hospedeiro para a maioria de suas
necessidades nutricionais. Uma caracteristica muito incomum da B. burgdorferi é que ela ndo
requer ferro, pelo menos para crescimento in vitro.®® Seu genoma também ndo codifica
nenhuma toxina reconhecivel. Em vez disso, B. burgdorferi causa infecgdes pela migracdo

através de tecidos, adesdo a células hospedeiras, e evasao do sistema imune.

2.1.6 Patogenia

2.1.6.1 Transmissdo da Borrelia burgdorferi

B. burgdorferi se adapta aos diversos ambientes no carrapato e nos mamiferos durante
seu ciclo bioldgico, em parte pela expressdo seletiva de genes. Estudos demonstraram que a
B. burgdorferi muda sua expressao antigénica de superficie em resposta a resposta imune do
hospedeiro. A modificagdo mais marcante ocorre quando a B. burgdorferi migra do carrapato
para 0 mamifero durante a refeicdo do vetor. Esta passagem, envolve o aumento e a
diminuicdo da expressdo certos de genes que codificam proteinas de superficie externa
(Osps). A OspA tem sua expressao diminuida, e a OspC tem sua expressdo aumentada na
superficie celular, ja que a expressdo da OspC pela bactéria é necessaria para a infec¢do no

hospedeiro mamifero.®’

A bactéria geralmente habita o terco médio do intestino do carrrapato, migrando na
maioria das vezes para as suas glandulas coxais e é injetada juntamente com a saliva quando

este parasita um mamifero.®
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2.1.6.2 Infeccdo localizada

Ap0s penetrarem a pele, onde sdo inoculadas no momento da picada, as espiroquetas,
embora sendo bactérias predominantemente extra-celulares, invadem as células endoteliais e
penetram os tecidos. Ocorre, entdo, primeiramente uma multiplicacdo da bactéria localizada
no sitio da picada. Depois de um periodo de incubagdo de 3 a 32 dias, surge 0 EMC no local

da picada.®

Dependendo da espécie de borrelia e do hospedeiro, a lise mediada pelo sistema de
complemento pode ser a primeira linha de defesa do hospedeiro.” Como parte da resposta
imune inata, macrofagos ativados pelas lipoproteinas da espiroqueta e por outros sinais,
iniciam a producdo de citocinas pro-inflamatérias, especialmente TNF-a e IL-14. Macréfagos
englobam e degradam as espiroquetas em compartimentos intracelulares.*® Dentro de dias
apos o inicio da doenca, a maioria dos individuos apresentam Acs da classe IlgM em resposta
a OspC ou a proteina flagelar de 41-kDa. Assim, tanto a resposta imune inata como a
adaptativa participam na luta contra a infecgéo.

2.1.6.3 Infeccdo disseminada

Dentro de dias a semanas depois do inicio da infeccdo, a bactéria frequentemente se
dissemina para varios outros tecidos e érgdos. Para se propagar, B. burgdorferi liga-se a certas
proteinas do hospedeiro. Trés classes distintas de moléculas (integrinas, proteglicanas e
glicoproteinas) foram caracterizadas como receptores para espiroquetas. Da mesma maneira
que nos carrapatos, a dispersdo desses agentes através das matrizes teciduais pode ser
facilitada pela ligacdo do plasminogénio e seus ativadores a superficie da bactéria.®

A despeito da ativagdo da resposta imune, B. burgdorferi pode sobreviver durante a
disseminacdo pela troca ou minimizagdo da expressao antigénica das proteinas de superficie e
também pela inibicdo de certas respostas hospedeiras imunes importantes. B. burgdorferi
pode diminuir a expressdo de certas lipoproteinas em resposta ao sistema imune do

hospedeiro.®
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Demonstrou-se em modelos murinos que ambas as respostas imunes, inata e
adaptativa, sdo requeridas para um Otimo controle da disseminagdo da infeccdo. A
combinacdo dessas respostas leva a producdo de anticorpos contra muitos componentes da

bactéria,* que promovem a morte da espiroqueta pelo sistema complemento e opsonizagéo.

Apesar das respostas imunoldgicas do hospedeiro aos maltiplos antigenos, e da pronta
instituicdo da terapéutica antibiotica, B. burgdorferi sensu lato pode estabelecer uma infecgéo
persistente, sendo certo que uma pequena fracdo de individuos ird progredir para a

cronicidade.®

A membrana externa da B. burgdorferi contém varias caracteristicas que acentuam a
evasdao imune. A membrana possui poucas proteinas integrais. Multiplos genes codificam
familias de lipoproteinas altamente homdlogas, que contribuem para a diversidade antigénica.
Vaérias dessas proteinas, incluindo OspA até OspF, sdo expressas diferentemente e podem
diminuir sua expressdo durante a infeccdo.®®®” Assim, a bactéria miniminiza ou troca sua

expressao antigénica de proteinas e inibe certas respostas imunes do hospedeiro.

Sobre os mecanismos fisiopatolégicos envolvidos surgem dois tipos de teorias:® [1] a
doenca resulta de um processo auto-imune induzido pelo proprio espiroquetideo,
desencadeando mecanismos que continuariam a agredir o organismo muito tempo depois da
sua erradicacdo; [2] a doenca crbnica é apenas reflexo da infeccdo persistente, sabendo-se que
nos doentes tém sido isolados microorganismos semanas a anos apds a infeccdo, a partir da

pele, liquor, tecido e liquido sinoviais, olhos, miocardio e sangue.

Quanto a capacidade de evasdo de B. burgdorferi sensu lato aos Acs, a variabilidade
antigénica da sua superficie e a secre¢do de uma glicoproteina, cobrindo e encapsulando o
microorganismo, impediriam seu reconhecimento pelo sistema imunolégico do hospedeiro e
bloquearia a penetragdo antibiotica, mas esta também demonstrada a sobrevivéncia paradoxal

do espiroquetideo no interior dos proprios macréfagos do hospedeiro.®

Por outro lado, a resisténcia das cepas bacterianas a destruicdo pelas células
fagocitarias parece relacionar-se com a sua capacidade infectante, e a resisténcia a via alterna
do complemento explicaria parcialmente a disseminacdo de espiroquetideos nos tecidos.®
Quanto ao desenvolvimento de artrite cronica, parece dever-se em grande medida a liberac&o
de interleucina-1 (IL-1) pelos macrofagos, induzida por B. burgdorferi sensu lato ou pelos

seus produtos bacterianos (lipoproteinas, lipopolissacarides, e peptidoglicano).
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Observacdes experimentais demonstraram também a influéncia da susceptibilidade do
hospedeiro tanto na disseminacao rapida e persisténcia de elevado nimero de espiroquetideos
nos tecidos, como na auséncia de resposta a antibioticoterapia. Com efeito, constata-se nos
doentes norte-americanos um terreno imunogenético proprio, associado a especificidades
alélicas que parecem determinar a evolucdo para formas crénicas de artrite, justificando,
pelo menos em parte, 0 maior nimero de casos de reumatismo verificados nesta populagéo e

que ndo se confirma nos doentes europeus.>

2.1.7 Quadro clinico

Do ponto de vista clinico, a DL, a semelhanca do que ocorre com a sifilis, geralmente
evolui em estagios, com remissdes, exacerbagdes, e diferentes manifestacfes clinicas a cada
fase. Sintomas envolvendo a pele, o sistema nervoso e as articulages sdo os principais tipos
de desordens dessa doenga. Consideram-se habitualmente trés fases clinicas:*®” fase primaria
ou de infeccdo localizada; fase secundaria, ou de infeccdo disseminada recente; e fase

terciaria, de doenca crénica.

A natureza bésica da doenca é similar no mundo inteiro, mas h& variacdo regional,
primariamente entre a doenca encontrada nos EUA da achada na Europa e Asia. Essa
variacdo estaria relacionada com a distribuicdo geogréfica das espécies de borrelias
patogénicas aos homens e aos seus respectivos organotropismos. Assim, nos EUA ha o
predominio de manifestacGes articulares; e na Europa, o predominio é de sintomas cutaneos e

neuroldgicos.?> Na Asia, a manifestacdo ¢ basicamente cutanea.®®®

No Brasil, observa-se a presenca de manifestac@es clinicas classicas da DL, como o
EMC e complicagdes articulares, neuroldgicas e cardiacas.'**** > Raros casos de linfocitoma
benigno e lesdes cutaneas em placas que lembram esclerodermia, também ja foram

notados.'%%

Apesar da presenca de todas as manifestacdes clinicas da DL classica, a doenga no
Brasil distingui-se pela grande freqliéncia de recorréncia, especialmente nos pacientes
medicados tardiamente na fase inicial da doenca.*
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2.1.7.1 Fase primaria

O estdgio primério é caracterizado pelo surgimento de uma lesdo eritematosa de
crescimento centrifugo denominado eritema crénico migratério (EMC). O EMC (Figura 5) é o
mais importante e freqliente sinal clinico da doenga.** Ocorre no local da picada do carrapato

apds um periodo de incubacao de trés a trinta e dois dias.***

FIGURA 5: Eritema migratério cronico

A lesdo inicia-se tipicamente como uma macula ou papula eritematosa que sofre uma
expansdo, em dias ou semanas, a medida que as espiroquetas se espalham centrifugamente
pela pele.?® Forma-se uma lesdo anular de diametro superior a cinco centimetros, cujo centro
pode sofrer um clareamento parcial com o crescimento da lesdo. Menos comumente, o centro
da lesdo pode apresentar-se vesicular ou necrdético.*®* Na maioria das vezes assume aspecto
circular, podendo apresentar variagdes morfologicas, como a forma triangular, ovalada ou

alongada.”

Nos EUA, o EMC surge no local da picada em 70 — 80% dos pacientes.?>** Contudo,
devido ao pequeno tamanho da ninfa do carrapato, a maioria dos pacientes ndo noticia ou se
recorda da picada do vetor. Nos doentes americanos, 0 EMC é usualmente assintomatico, mas
pacientes também o descrevem como sendo de um inicio pruriginoso ou doloroso. Costuma
ser acompanhado de sintomas inespecificos como: fadiga, febre, cefaléas, mialgias dentre
outros.®* O EMC é menos freqlientemente associado a B. garinii ou B. afzelii, espécies

encontradas na Europa.®

O EMC acomete pessoas de qualquer idade ou sexo. Nos adultos, localiza-se

geralmente nas pernas, na regido inguinal e nos pés; e nas criangas, na parte superior do
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corpo.”> O EMC regride espontaneamente em quatro a dez semanas, porém estdo relatadas

evolugdes tdo longas quanto seis até doze meses.

A correta identificacdo dessa lesdo pode estabelecer o diagndstico clinico da DL, ndo
necessitando sequer de confirmacgdo histologica. No entanto, a historia prévia de picada de
carrapato e a resposta a terapéutica podem ser dados complementares Gteis.**

Em cerca de 50-75% dos casos nessa fase, a sorologia é negativa.*® B. burgdorferi
sensu lato ja foi identificada nas lesdes de EM pela técnica de PCR.

No Brasil, ja foram verificadas todas as formas de acometimento cuténeo, incluindo o
EMC, observadas na DL.* N&o se sabe a freqiiéncia de pacientes que iniciam o quadro com
EMC, em nosso pais, mas quando presente, a lesdo de pele aguda surge em média apos 10,8
dias ap0s a picada do carrapato e tem duragdo média entre 3 a 90 dias.”

2.1.7.2 Fase secundaria

Durante essa fase, que corresponde a um periodo de generalizacdo, e resulta
simultaneamente da disseminacdo hematogénica das espiroquetas e da reacdo imunoldgica do
hospedeiro, pode ocorrer o desenvolvimento outras manifestagdes clinicas; que decorrem
essencialmente de alteragfes neurolégicas, articulares, cutaneas e cardiacas.®” O consequente
envolvimento de multiplos 6rgdos leva ao aparecimento de diversos quadros clinicos, isolados

ou em sobre-posic¢éo.”

ManifestagBes neurologicas podem ocorrer semanas, meses ou anos posteriores ao
inicio da doenca. Meningite linfocitica, radiculoneurite motora e sensdria, neuropatia
craniana, particularmente a paralisia facial, que pode ser bilateral, s&o as anormalidades
neuroldgicas mais comuns da fase secundaria.® Cerca de 10% dos pacientes ndo tratados
desenvolvem neuroborreliose cronica, as vezes, apos longos periodos de infeccdo latente

tornando o diagnostico dificil.”

A meningite da borreliose geralmente cursa com cefaléia de intensidade varidvel,
nucalgia e sinais meningeos discretos ou ausentes. O liquor mostra pleocitose linfocitica,
nivel de glicose normal ou levemente reduzido e concentracdo de proteinas normal ou pouco

elevada, podendo se assemelhar a uma meningite viral.>> Imunoglobulinas especificas contra
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Borrelia burgdorferi podem ser produzidas intratecalmente. Ha descricdo de isolamento da

prépria bactéria no liquor.*

Meningites decorrentes da sifilis, tuberculose, doengas fungicas e viroses podem
revelar citologia no liquor semelhantes, e especialmente no caso da sifilis, encontro de altas

frequéncias de Acs contra a B. burgdorferi tanto no liquor como no sangue.*

O acometimento do sistema nervoso é mais freqliente na Europa que nos EUA,
possivelmente devido ao grande neurotropismo da B. garinii, que ndo é encontrada na
América do Norte. Na Europa, a B. garinii tem sido isolada principalmente a partir do liquor
de doentes com neuroborreliose® e pode causar uma encefalomielite crénica com paraparesia
espastica, neuropatia dos nervos cranianos ou alteragdes cognitivas. Nos EUA, B. burgdorferi
sensu stricto desencadeia um comprometimento menos severo no SNC? e esta presente em

cerca de 15% dos pacientes.

No Brasil, o envolvimento neurolégico na SIRLS é observado em 25% dos pacientes,
ndo havendo diferencas clinicas com pacientes do hemisfério norte.” Meningite linfocitaria e
neurites cranianas periféricas estdo entre as principais manifestacdes nervosas observadas

nesse pais.#3"#

O quadro reumatoldgico dessa fase, que representa cerca de 60% dos pacientes nao
tratados, € comumente descrito como “artrite de Lyme” e consiste de mono ou oligoartrite.*®
O joelho é a articulacdo mais envolvida, embora possa acometer qualquer outra.** A historia
prévia de picada de carrapato ou de EMC é valorosa para um diagndstico inequivoco de
“artrite de Lyme”.

Embora as caracteristicas clinicas da “artrite de Lyme” sejam fundamentalmente
similares na Europa e EUA, é neste ultimo que se encontram as maiores manifestacdes
articulares, ja& que a genoespécie la encontrada — Borrelia burgdorferi sensu stricto é
eminentemente artritogénica.* A “artrite de Lyme” é o sinal clinico mais freqiente da

disseminacéo sistémica da DL nos EUA.*%

Mesmo ndo sendo tratada, a artrite pode regredir espontaneamente dentro de alguns
dias a poucas semanas. Alguns pacientes podem desenvolver sinovite crdnica, com um ano ou

mais de evolugéo.*

Pacientes com “artrite de Lyme” apresentam uma grande quantidade de Acs em

resposta aos multiplos antigenos da espiroqueta.* Raramente se isola B. burgdorferi do
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liquido sinovial sendo a deteccdo de DNA bacteriano por PCR nessa localidade o teste mais

sensivel.*

No Brasil, a artrite ocorre em cerca de 30% dos casos de disseminagdo precoce, e
envolve particularmente joelno com freqiiente associacdo de queixas de mialgia e fadiga
cronica.” Percentagem semelhante foi verificada por Costa et al. ao descrever o perfil clinico
da DLS no Estado de MS.* Também nesse Estado, Naka em dissertacdo de mestrado no ano
de 2006, ao caracterizar o perfil clinico e epidemioldgico da SIRLS em criangas, identificou
manifestacOes articulares em 78% dos pacientes que apresentaram positividade para a
pesquisa de Acs anti-B. burgdorferi.**

As manifestacGes cardiacas foram, pela primeira vez, descritas no contexto da DL por
Steere et al. em 1980.” A cardite de Lyme é uma manifestacdo secundaria da BL e é
observada em cerca de 8% dos pacientes ndo tratados dentro semanas ou meses ap0s 0 inicio
da infeccdo. A ocorréncia mais comum é o bloqueio atrio-ventricular de diferentes graus.*#%
Alguns casos de periocardite, disfungdo de ventriculo esquerdo, e raramente cardiomegalia ja

foram descritos.*

Na Europa, a B. burgdorferi ja foi isolada de bidpsias endomiocardicas de pacientes

com cardiomiopatia cronica dilatada.”

No Brasil, 0 acometimento cardiaco na SIRLS foi verificado em aproximadamente 5%
dos pacientes estudados, com relato de casos de arritimia e cardiomegalia.*

As dermatoses caracteristicas dessa fase incluem os eritemas anulares secundarios e

uma ou mais lesdes de linfocitoma borreliano (LB).*’

Apo6s um periodo de varios dias ou semanas depois do comego da lesdo priméria do
EMC, a infeccdo, quando ndo tratada adequadamente, pode disseminar-se levando ao
surgimento de novas les6es semelhantes a inicial, mas usualmente menores, sem relagdo com
0 local da picada anterior e com centros mais claros denominados de eritemas anulares

secundarios.™

O LB ¢é uma leséo nodular endurecida, avermelhada e indolor e € uma manifestagdo da
DL que tem sido definida como acometimento da fase secundéria (infecgdo disseminada
precoce), mas pode também ocorrer diretamente no local da picada do carrapato, sendo
considerado como infeccdo localizada (fase primaria). Esta lesdo ocorre quase exclusivamente

na Europa e estéa associada com a infecgdo por B. afzelii e B. garinii.®
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O LB acomete principalmente criancas e com predilecdo pelos I6bulos das orelhas.®
Nos adultos a localizacdo mais habitual é na regido do mamilo. Ndo raramente é precedido

pelo EMC ou concomitantemente com este, 0 qual se localiza entdo nas mesmas areas.%

Titulos séricos elevados de Acs especificos anti-B. burgdorferi sensu lato sdo
encontrados em mais da metade dos doentes com LB.%

2.1.7.3 Fase terciaria (infeccdo tardia)

As manifestacOes tardias da DL ocorrem mais de um ano apos a infec¢do. Assim, apés
um periodo de laténcia de meses ou anos, a doenca evolui para a fase tardia, caracterizada por

manifestacdes cronicas, persistentes, graves e de prognostico reservado.”

Esse estagio é caracterizado em nivel cutaneo pela ACA, notadamente marcada pelo
aspecto esclerodérmico da pele. Esta afec¢do surge em particular nos doentes idosos e com
um predominio pelo sexo feminino, embora também se observe em criangas.**® E descrita em
10% dos pacientes com DL. Ocorre quase que exclusivamente na Europa por ser causada

geralmente pela B. afzelii.**

Inicia-se como uma lesdo edematosa vermelho-azulada, usualmente sobre uma
extremidade, mais comumente sobre a perna ou pé. Ha variacbes entre a intensidade do
eritema e do edema presentes.*® Progridem lenta e incidiosamente e no inicio da fase
inflamatéria o eritrodema pode evoluir por surtos. Nodulos fibrosos podem formar-se junto as
articulagbes. A progressdo gradual para as lesGes cuténeas atréficas pode demorar anos. A
pele torna-se entdo translicida, atrofica com aparéncia enrugada, evidenciando 0s vasos

subcutaneos.®

Complicacgdes extra-cutaneas do sistema neurolégico ou esquelético podem ocorrer. A
maioria dos doentes com ACA sofre neuropatia periférica, geralmente sensitiva, que é
normalmente ligeira ou moderada e em cerca de 20% dos doentes a artrite do joelho precede

ou ocorre simultaneamente.®®

O diagnéstico clinico de ACA pode ser suportado por achados histopatolégicos e
sorologicos. Ocorre elevacao soroldgica dos titulos de Acs especificos da classe 1gG em cerca
de 70% dos pacientes com ACA.¥ O isolamento e identificacdo de B. burgdorferi sensu lato a
partir destas lesdes confirma o diagnostico.
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LesBes cutaneas com aspecto de esclerodermia em placa (morfea) sdo também

descritas, de forma isolada sem a presenca da ACA.*®

No Brasil, ndo ha relato de ACA,*** mas Costa et al., em 1998,% descreveram dois
pacientes que evoluiram com lesdo de pele semelhante a esclerodermia, confirmados através

de bidpsia de pele, que mostrou aumento no depdsito de colageno na derme.

Em relagdo ao acometimento articular, nessa fase, cerca de 10% dos pacientes
evoluem para artrite cronica erosiva, com proliferacdo sinovial e erosdes da cartilagem
articular e do osso subcondral.®**** Um ou ambos joelhos estdo acometidos em dois tercos dos
pacientes.*

Esses casos de artrite cronica poderiam ser explicados pela indugdo de auto-
imunidade, ja que uma similaridade entre uma parte especifica da Osp A e a proteina LFA-1
(lymphocyte function associated antigen-1), molécula de adesdo expressa em algumas células

T sinoviais ja foi encontrada.'®

O envolvimento neuroldgico inclui diferentes sindromes com um polimorfismo
acentuado.* Cerca de 15% dos doentes ndo tratados convenientemente, na fase mais precoce
da doenca, evoluem com acometimento do SNC ou periférico.”

Nessa fase, cerca de 48% dos doentes norte-americanos, apresentam um tipo de
encefalopatia que tem como sintomas fadiga intensa associada & perda de memaria e de
capacidades intelectuais, alteracbes de sono e no humor e por vezes pertubacfes sutis na

linguagem, que se revelam reversiveis apos terapéutica.*

No estagio terciario, a DL pode mimetizar desordens auto-imunes como a doenca
reumatoide, esclerose multipla e a esclerose lateral amiotrofica. O diagnostico laboratorial da
DL nestas situagdes € quase impossivel, pois ¢ alta a freqiiéncia de sorologias falso-positivos

nessas condigdes clinicas.*

No Brasil, as manifestagdes cronicas sdo de dificil diagndstico devido a interferéncia
nos exames soroldgicos para a identificagdo de Acs especificos contra B. burgdorfei sensu
stricto promovidas por desordens auto-imunes que freqlientemente estdo presentes nessas

condicdes clinicas.”
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2.1.7.4 Outras manifestacoes

Quadros de miosite e miosite nodular focal ja foram associados a DL. Estes quadros
podem ser concomitantes com lesdes de ACA e morfea.®

AlteragOes oculares na BL sdo raras e resultam da inflamagdo dos tecidos como

conjuntivite, ceratite, iridociclite e neuropatia 6ptica.*

Em uma pequena percentagem dos pacientes com o diagnéstico de DL pode ocorrer o
desenvolvimento de uma sindrome denominada Pds-Lyme. Esta sindrome consiste na
persisténcia de queixas apds terapia antibiotica adequada e é caracterizada por sintomas nao-
especificos como mialgias, fadiga cronica, cefaléia, déficits cognitivos, artrite oligoarticular e
parestesias ou disestesias das extremidades.'®

A causa dessa sindrome permanece ainda desconhecida e ndo é muito comum em
criancas. Uma das teorias a proposito da patogenia desta sindrome sugere que a B.
burgdorferi poderia desengatilhar processos imunoldgicos ou neuro-hormonias no cérebro e
que causariam dor persistente, défcitis cognitivos, ou fadiga, apesar da erradicagdo da
espiroqueta pela terapia antibidtica.* Entre os doentes de Lyme, uma histéria anterior de

depressé@o ou ansiedade parece ser um fator de risco para o desenvolvimento da DL cronica.

2.1.8 Diagnostico laboratorial

O diagnostico da BL ¢é baseado primariamente em achados clinicos, com base num
enquadramento epidemioldgico e suportado pelos testes laboratoriais. Embora o EMC e a
ACA constituam os marcadores mais caracteristicos da doenca,? essas lesdes tipicas podem
ndo estar presentes, além do préprio quadro clinico ser muitas vezes sobreponivel a outras
infeccOes de etiologia infecciosa. Desta maneira, 0 recurso dos testes laboratoriais constitui

uma importante ferramenta na confirmagao do diagndstico clinico.

As técnicas laboratoriais, para o auxilio no diagnostico dessa doenca, podem ser
divididas em: métodos de deteccdo direta — cultura, técnicas de coloragdo, imuno-
histoquimica e, mais recentemente, testes de analise e caracterizagdo molecular; e métodos

indiretos — testes imunoldgicos.*®'* A escolha de uma metodologia estara relacionada com o
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tipo de amostra enviada ao laboratério e as informagdes enviadas pelo médico sobre o tipo de

manifestacdes clinicas observadas e o respectivo tempo de evolugéo.

O diagnostico laboratorial pode ter algumas limitaces decorrentes da utilizagdo de
diferentes metodologias, suscetiveis de envolverem um ndmero muito variavel de testes
laboratoriais, cujo valor preditivo é condicionado por maltiplos fatores como, a acentuada
diversidade antigénica das cepas e os critérios de interpretacdo dos resultados. Os testes
sorologicos ndo sdo devidamente padronizados na literatura com uma variacdo da
sensibilidade e especificidade entre diferentes laboratorios, sendo 0 ensaio imunoenzimatico

ELISA indireto e WB sdo os mais utilizados.**

2.1.8.1 Métodos diretos

Uma variedade de técnicas laboratoriais tem sido desenvolvida para a deteccdo direta
da B. burgdorferi sensu lato. Essas técnicas fornecem evidencias da presenca de espiroquetas
intactas ou de seus componentes como DNA ou proteinas em carrapatos vetores, hospedeiros

Ou pacientes.

2.1.8.1.1 Cultura

A cultura em meio seletivo é a melhor forma de demonstrar a presenca da B.
burgdorferi sensu lato, porém ela é raramente utilizada na préatica, ja que requer um tipo
especial de meio de cultura (BSK modificado) e um longo tempo de cultivo devido a uma
multiplicacdo muito lenta das borrélias.'® Outro fator limitante para seu uso é a sua aplicacdo

para pacientes que ainda nao iniciaram tratamento.

Dos métodos diretos, a cultura é, sem duvida, a que oferece melhores resultados na
confirmacédo da infeccdo ativa, entretanto, a sensibilidade é baixa em pacientes com doenca
tardia,* quando se sugere que a infeccao ja esteja debelada pelo uso de antibioticos.
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B. burgdorferi sensu lato tem sido isolada de vérios tecidos e fluidos humanos de
pacientes com DL, incluindo bidpsias de lesdes de EMC e de ACA,*® de LB,* liquor,*®'?e

sangue.® Também ja foi reportado o isolamento de tecido cardiaco * e fluido sinovial.**

2.1.8.1.2 Coloracgéo e imunohistoquimica

Esses métodos tém por base a identificacdo provavel de B. burgdorferi sensu lato,
distinguindo-a das outras espiroquetas do género Leptospira e Treponema pela sua

morfologia caracteristica.®

Uma das técnicas que contribuem para a visualizacdo direta das espirogquetas nos
tecidos é a coloracdo pela prata — Wharthin-Starry — que permite a confirmacéo de cerca de 40

a 50% dos casos.®

A visualizagdo direta do microorganismo & microscopia de campo escuro, em
materiais bioldgicos sdo procedimentos demorados e pouco produtivos, pois as borrélias sdo

bactérias fastidiosas e encontradas em pequeno nimero no sangue e tecidos.*

2.1.8.1.3 PCR (“Polymerase Chain Reaction™)

A utilizacdo da técnica de reacdo em cadeia de polimerase (PCR), como um método
molecular para detecgdo da B. burgdorferi sensu lato, tem auxiliado muito o diagndstico
laboratorial da DL.'*? Por ser capaz de detectar um Unica espiroqueta ou até de amplificar
apenas quantidades minimas do seu DNA em amostras biologicas, um resultado negativo
apresentado por esta técnica traduz com muita confianca a auséncia da bactéria na amostra em

questdo.™”’

O PCR tem sido usado para amplificar o DNA genémico da B. burgdorferi sensu lato
na pele, sangue, liquor e fluido sinovial de pacientes com DL.*"*? A sensibilidade deste
método é maior com amostras de pele de lesdo de EMC e de fluido sinovial de pacientes com
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“artrite de Lyme”. Para amostras de liquor e sangue a sensibilidade do método é baixa.

Resultados falso-positivos para a DL ja foram relatados pelo método de PCR.1"*2

Uma das limitages dos métodos de amplificacdo de &cidos nucléicos é a geracao de
resultados falso-positivos devido a contaminacgdo. A sensibilidade do PCR pode ser reduzida
pela degradacdo do DNA da bactéria durante o transporte da amostra, estocagem e

processamento.’*%

O PCR ¢é colocado como de grande potencial, porém ndo tem sido viavel
economicamente até 0 momento devido ao seu elevado custo, o que impossibilita sua adocéo

na rotina laboratorial.*%®

No Brasil, 0 ensaio do PCR realizado no soro e tecidos de pacientes, assim como nos
carrapatos e animais reservatérios, utilizando-se primers identificadores de B. burgdorferi
sensu stricto, ou amplificadores de regides conservadas, portanto marcadores do género

Borrelia, tem sido negativo.'**

2.1.8.2 Método indiretos

A deteccdo de uma resposta imunologica especifica em associacdo com as
manifestacdes cutaneas, cardiacas, neuroldgicas e articulares constitui o principal método para
confirmar o diagnostico da BL, face as dificuldades dos métodos bacterioldégicos

tradicionais.®®®

Na patogénese da infeccdo humana por B. burgdorferi sensu lato tanto a resposta
celular quanto a humoral desempenham um importante papel. Embora a avaliagcdo da resposta
celular tenha sido utilizada como método diagnostico em alguns casos, a interpretacdo dos
testes positivos é dificil nas situag@es clinicas ambiguas. Assim, as técnicas de deteccdo de
Acs especificos sdo, atualmente, as principais ferramentas usadas para apoiar o diagndstico
clinico da BL.1%40

Os testes imunologicos permitem a detecgdo de imunoglobulinas especificas anti-B.
burgdorferi sensu lato das classes IgM e 1gG. Os Acs da classe IgM aparecem primeiro,
usualmente 3 a 4 semanas depois do inicio da infec¢édo, e atingem seus valores maximos entre

a sexta e oitava semana quando ,entdo comegam a declinar.®* Os Acs desta classe podem
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persistir por semanas ou meses, 0 que pode significar a existéncia de reatividade na fase tardia

ou recorrente da doenca ou mesmo durante a reinfeccéo.®*

Imunoglobulinas da classe IgG elevam-se lentamente, ndo sendo identificadas nas
primeiras 4 ou 6 semanas; e atingem um pico, meses ou anos, apos a infec¢do aguda, podendo
permanecer detectaveis como cicatriz soroldgica por muitos anos, mesmo em pacientes

clinicamente curados.®

Existem riscos de obtencéo de resultados falso-positivos e falso-negativos a partir dos
testes de sorologia para borrelias, portanto a interpretagdo dos mesmos deve ser cautelosa.
Resultados falso-positivos dos ensaios sorologicos para DL podem ocorrer pela reagdo
cruzada dos Acs dos pacientes com outras doencas infecciosas como sifilis, leptospirose,
mononucleose infecciosa; e doengas auto-imunes, como artrite reumatdide, esclerodermia e
lGpus eritematoso sistémico.*®®+1° Por sua vez, os resultados falso-negativos podem ser
resultado do sequestro dos Acs especificos pela presenca de imunocomplexos circulantes nos

doentes com BL ou pelo emprego precoce de antibioticos.'®*

Vérios métodos tém sido utilizados para a detec¢do de Acs anti-B. burgdorferi sensu
lato , incluindo a IFI, o ELISA e o WB. Os dois primeiros constituem os chamados “testes de
triagem” e o WB “teste de confirmagéao”.

Objetivando um suporte laboratorial mais seguro no diagnéstico da DL,
convencionou-se estabelecer, na rotina laboratorial, a realizagcdo de um “teste de triagem” (IFl
ou ELISA) seguido de um “teste de confirmacdo” (WB). Esta medida ajudou a aumentar a
especificidade e a sensibilidade dos sorodiagnosticos, que até o presente, ainda ndo foram
padronizados.'®®

2.1.8.2.1 Imunofluorescéncia indireta (IFI)

Utilizado usualmente como “teste de triagem”, a IFI é um ensaio subjetivo para ser
empregado no diagndstico das borrelioses. Embora diversos estudos tenham demonstrado
uma menor sensibilidade, especificidade e operacionalidade da IFI quando comparado ao
ELISA,*'® outros a consideram como um teste confirmatorio deste Ultimo, através da

utilizacdo de soros previamente absorvidos por Treponema phagedenis.**!
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2.1.8.2.2 Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

A técnica de ELISA é o método mais utilizado para a deteccdo de Acs anti- B.
burgdorferi sensu lato,*®* ja que apresenta inimeras vantagens em relacdo a outros ensaios
imunolégicos, incluindo facilidade de execucdo, baixo custo, repetibilidade, capacidade de
automacao e de apresentar maior sensibilidade e especificidade entre os testes de triagem.*

O ensaio ELISA indireto tem sido utilizado para o diagnostico e levantamentos
epidemioldgicos em humanos em todas as regifes onde ha a descricdo da BL.*8*21430404143.143
Em animais, estudos de soroprevaléncia de borreliose séo feitos por meio de ELISA indireto
com antigeno sonicado total ou suas fragcdes.**’>*** No Brasil, assim como em outros paises,
0 teste ELISA indireto para deteccdo de anticorpos anti-B. burgdorferi foi padronizado
também para bovinos, caninos e equinos, utilizando-se antigeno sonicado total de B.

burgdorferi sensu stricto cepa G39/40,% 781113

A escolha do tipo de antigeno — borrelias integras, antigeno sonicado ou fragdes
protéicas - a ser usado no ELISA tem grande importancia na especificidade desta técnica.* A
utilizagdo de fragBes protéicas e antigeno sonicado tem mostrado melhores resultados,* sendo
este ultimo o mais empregado. Outras variaveis a considerar na escolha do antigeno € a
variabilidade antigénica entre as genoespécies da B. burgdorferi sensu lato e o aparecimento
temporal dos Acs aos diferentes antigenos nos varios estagios da DL.

Apesar de, nos EUA o FDA (Food and Drug Administration) ter aprovado, ao
minimo, 70 diferentes Kits comerciais para deteccdo soroldgica de Acs anti- B. burgdorferi
sensu lato, ndo ha uma padronizacdo para esses testes.'® Com efeito, variagdes existem entre
as metodologias em termos de composicdo antigénica e deteccdo das classes especificas de
imunoglobulinas evidenciando, assim uma limitagcdo do ELISA. Tais variagfes podem ocorrer

entre diferentes Kits comerciais, bem como em lotes do mesmo Kit.

A falta de padronizacao laboratorial ¢ um problema universal,*® e decorre em parte, do
emprego de borrélias isoladas de diferentes origens (homem, carrapato). Contribui ainda para
divergéncias laboratoriais, emprego de borrélias que sofreram inimeras passagens no meio de
cultura BSK, que determinam a diminuicdo da viruléncia e perda de plasmideos, interferindo

na expressao de antigenos pelos microorganismos.

Embora o ELISA seja a técnica mais empregada e reconhecida no diagndstico
laboratorial da DL,***® cada laborat6rio deve estabelecer padrdes de controle adequados, com
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o titulo minimo e linha de corte (cut-off) seguros a fim de assegurar a qualidade do resultado.
Portanto, o uso de Kits comerciais para fins diagndstico de ser evitado, em funcdo das muitas

reagdes cruzadas.*>*%*°

Nos ensaios de ELISA, as reacBes antigeno-anticorpo sdo detectadas por meio da
conjugacédo de um dos destes componentes com uma enzima, que posteriormente age sobre
um substrato, produzindo uma coloragdo, que pode ser detectada visualmente ou mensurada
por espectrofotometria. Essas técnicas, normalmente, utilizam uma superficie solida para
imobilizacdo do Ag ou Ac, permitindo que se realize a remog¢do dos componentes que nédo

reagiram por lavagem.*

No ELISA indireto, o Ag ¢é adsorvido a uma microplaca — superficie solida. O soro
teste é incubado e os Acs especificos contra esse antigeno se ligardo a ele, enquanto 0s ndo
especificos sdo removidos por lavagem. Em seguida, uma anti-imunoglobulina humana
marcada com uma enzima € adicionada. Por ultimo, um substrato é adicionado e sofrendo
acdo enzimatica, promoverd uma coloracdo, cuja intensidade é proporcional a concentragdo

dos Acs especificos presentes na amostra.*®

2.1.8.2.3 Western blotting (WB)

O WB, pelo fato de ser mais sensivel e especifico,’**® é atualmente a técnica de
confirmacdo de qualquer sorologia positiva ou duvidosa, resultante dos “testes de triagem” —
IFl e ELISA.

O WB é um teste qualitativo que permite a deteccdo de fracOes proteicas especificas
(bandas), ao contrario dos testes IFI e ELISA, que em regra pdem em evidéncia o Ag total. A
ligagdo dos Acs presentes no soro do paciente com antigenos da B. burgdorferi sensu lato é
detectada através de uma reacdo enzimédtica, que produz uma banda colorida

imunofluorescente no local de ligagdo com o Ag.*”

A utilizacdo deste ensaio deve seguir critérios de interpretacdo, pois existem variagdes
antigénicas regionais para a borrelia, além de espécies distintas e homdlogas. Assim, face a
existéncia de proteinas com diferente importancia, deve-se estabelecer critérios de defini¢do
do respectivo significado diagndstico das bandas reativas de acordo com o Ag utilizado, para
cada regido estudada; e também da quantidade de bandas, no minimo cinco.****" A adogdo
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desses critérios permite reduzir a discrepancia dos resultados entre laboratorios, onde é

elevada a variabilidade dos padrdes de reatividade.

Na tentativa de padronizar o diagnostico sorolégico da BL, o CDC dos EUA
estabeleceu critérios para a interpretacdo do WB.*® De acordo com esse critério, IgM por
WB ¢ considerado positivo se pelo menos duas de trés bandas: OspC (21 a 25 kDa), 39
(BmpA) e 41kDa (Fla) estiverem presentes; e para 1gG é necessario a presenca de pelo
menos cinco das dez bandas: 18, OspC (21 a 25), 28, 30, 39 (BmpA), 41 (Fla), 45, 58, 66 e 93
kDa.

As maiores limitagdes do WB incluem o custo, a variabilidade da resposta de Acs em
pacientes com a mesma manifestacdo clinica da BL e a interpretacdo subjetiva da intensidade
da banda, o que pode levar a leituras falso-positivas. Estes falso-positivos sdo particularmente
observados com a classe IgM devido a presenca de uma baixa reatividade aos Ags OspC e 41-
kDa no soro de individuos que se apresentam com outro tipo de infeccdo e também com os

individuos tém uma doenca de origem ndo infecciosa.®

2.1.8.3 Critério diagnostico DL no Brasil

No Brasil, estudos identificaram que o perfil clinico e laboratorial da doenca no pais
divergia dos demais continentes;'?#**114143 constatou-se que o diagndstico da enfermidade nem
sempre é facil nas situagcbes em que 0 EMC, que é o aspecto clinico distintivo da doenga, esta
ausente ou quando a doenca manifesta-se tardiamente, na forma isolada de complicacéo
articular, neuroldgica ou cardiaca, Laboratorialmente verificou-se que o padréo de reatividade
dos testes soroldgicos (ELISA e WB) era diferente. A frequéncia de resultados soroldgicos
falso-negativos e positivos é maior que o observado nos EUA e o ELISA revela titulos
inferiores, com negativacdo precoce dos Acs. Do ponto de vista clinico, apesar de todas as
manifestacdes da DL classica, a enfermidade aqui se distingui pela grande freqiiéncia de

recorréncia, especialmente nos pacientes medicados tardiamente na fase inicial da doenca.*

No Brasil, embora o microorganismo ainda néo tenha sido isolado, existem evidéncias
laboratoriais sugerindo que borrelias sejam o agente etioldgico. Observa-se reatividade

humoral*®*#+**® e celular**® aos componentes da B. burgdorferi sensu lato nos pacientes
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brasileiros, embora tanto os testes sorolégicos como a linfoproliferacdo apresentem menor

sensibilidade, em comparacdo ao visto nos EUA e Europa.

A partir dessas observagdes, o Centro de Referéncia para a Doenca de Lyme no Brasil
(Laboratdrio de Investigacdo Médica em Reumatologia do HCFMUSP-SP — LIM-17) propds
0s seguintes critérios para o diagnéstico da doenca,* que devido as dificuldades de isolamento
do microorganismo, é semelhante ao do CDC em Atlanta; e baseia-se na sintomatologia
clinica, na epidemiologia e associado a sorologia positiva para B. burgdorferi — cepa G 39/40,
de origem americana, realizados pelo ELISA indireto ou WB.

Considera-se como caso positivo a presencga de 3 critérios maiores ou de 2 pardmetros

maiores e 2 menores.
Parametros Maiores:
- Epidemiologia
- EM ou Manifestacéo sistémica

- Sorologia positiva para B. burgdorferi*

* Deteccdo de niveis de anticorpos para a Borrelia por dois testes, de ELISA e WB,

interpretados da seguinte maneira:

I - Sorologia positiva no ensaio imunoenzimatico (ELISA) com titulos maiores que
1/100 para IgM e 1/400 para 1gG ou

Il - Presenca de Western blotting positivo (no soro) com pelo menos duas bandas
especificas para IgM ou quatro bandas especificas para IgG, ou concomitancia de uma banda
de IgM e duas IgG.

Parametros Menores
- Recorréncia
- Fadiga cronica, mialgia, artralgia, parestesia das extremidades

- Identificacdo de “Espiroquetideos” (campo escuro, Giemsa ou Pandtico).
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2.1.9 Tratamento

O tratamento da DL deve ser precoce e prolongado, especialmente do estagio
primario, para evitar recidiva dos sintomas. Complicacdes tardias respondem pouco aos

antibioticos.%®

Na fase aguda, doxicilina, 100mg duas vezes ao dia por 14 a 21 dias para adultos, € a
droga de escolha, porém é contra-indicada para gestantes e criancas menores de oito anos.
Para esses casos, tem-se como alternativa o uso de amoxicilina. No caso de alergia,
cefuroxime é a terceira opgdo. Eritromicina ou seus congéneres, como a azitromicina, s&o
recomendados somente para pacientes que ndo puderem fazer uso das terapias anteriormente
descritas.'” Ciprofloxacine, rifampicina e aminoglicosideos sdo ineficazes contra B.

burgdorferi.*

Nas primeiras 24 horas de tratamento, em 15% dos pacientes da fase aguda, pode-se
desenvolver um episodio semelhante a reacdo de Jarisch-Herxheimer, que é caracterizada por

febre, artralgia e rash cutaneo.'®

Antibioticos parenterais sdo geralmente recomendados para casos de borreliose do
sistema nervoso e cardiaco.™® Ceftriaxona endovenoso por 2 a 4 semanas é a terapia de

escolha. Como alternativas, pode-se utilizar cefotaxime ou penicilina G cristalina.

Para pacientes com “artrite de Lyme”, os antibi6ticos orais sdo utilizados por 30 a 60
dias. Pacientes que ndo respondem devem receber tratamento intravenoso por 30 dias.
Corticosterdides sdo indicados para pacientes que, mesmo apds a antibioticoterapia,

permanecem com sintomas devido a inflamagéo articular persistente.*"’

No Brasil, o tratamento da SIRLS é semelhante ao preconizado nos EUA e Europa,
porém com uma antibioticoterapia de duracdo um pouco maior, em funcdo da grande
freqUiéncia de recorréncias. A resposta ao tratamento, quando instituido nos trés primeiros
meses da infecgdo, costuma ser satisfatoria, sem recidivas clinicas. Contudo, tem-se

recorréncia em cerca de 75% dos casos em que 0s pacientes sao medicados tardiamente.*
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2.1.10 Prevencéo

Algumas recomendacdes sdo importantes na prevencdo de enfermidades transmitidas
por carrapatos, uma vez que a infeccdo humana é, usualmente, acidental e ocorre ao se

adentrar no ecossistema onde circula o agente etiolégico.

RecomendacOes para prevenir a BL incluem: evitar a exposicdo aos carrapatos
limitando as atividades ao ar-livre em locais infestados por esses vetores; uso de repelentes;
uso de roupas de cores claras e calcas compridas; e freqlientes observagdes na pele para uma

precoce detec¢do e remogdo dos carrapatos.™®

ApoOs o regresso do campo, recomenda-se inspecdo cuidadosa do corpo a procura de
carrapatos, especialmente se manteve contato com animais. Os carrapatos devem ser
removidos com um par de pincas aplicado o mais préximo da pele. A retirada dentro de 24 a
48 horas apds o ataque reduzird o risco de infecgdo, em funcéo do risco de transmissdo da
espiroqueta pelo carrapato aumentar proporcionalmente ao tempo em que o carrapato fica
agarrado a pele."*

Alguns profissionais como veterinarios, gedllogos, topdgrafos, assim como

frequientadores habituais de matas sao os individuos mais predispostos a infecgdo.*

Os cuidados no domicilio também sdo importantes, pois se verificou que a maioria das
criancas € picada por carrapatos em suas proprias casas, principalmente em jardins. Os caes
de estimacdo também devem ser freqlientemente examinados a procura de carrapatos, com

tratamento veterinario adequado em casos de infesta¢do.'*

Tratamento antibidtico de rotina ap6s uma picada de carrapato, ndo é recomendado,
mesmo em areas endémicas. A vasta maioria dos carrapatos (70-80%), mesmo em areas onde
a DL é altamente endémica, ndo estd infectada com B. burgdorferi. Ademais, 0 risco de

infeccdo depois de uma picada de carrapato em uma localidade endémica é inferior a 5%.°%

A vacina utilizada contra a infeccdo da Borrelia burgdorferi € um recombinante da
proteina de superficie OspA, autorizada pelo FDA em 1998 e é preconizada para pessoas
entre 15 e 70 anos, residentes em areas de risco e exposta frequentemente a carrapatos. Para
assegurar uma boa protegdo, é necessario 3 doses da vacina. Pacientes imunizados poderdo
apresentar resultados falso-positivos no diagndstico sorolégico contra proteina recombinante
OspA.*?°
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2.2 BABESIOSE

A babesiose € uma enfermidade infecciosa transmitida por carrapatos com ampla
distribuicio mundial. E causada por hemoprotozoarios do género Babesia e infecta animais
silvestres, domésticos e ocasionalmente o homem.* Aproximademente cem espécies do
género ja foram identificadas, das quais ao menos duas — B. microti e B. divergens — sao

capazes de causar a infeccdo em humanos.

As infecgdes por babesia seguem, usualmente, uma distribuigcdo regional. Nos EUA, a
BH é causada predominantemente pela B. microti'? enquanto na Europa, onde a doenca é
consideravelmente rara, mas aparentemente mais letal, B. divergens aparece como o agente
principal.** Recentemente, alguns casos humanos no oeste dos EUA foram atribuidos a uma
nova cepa relatada, a Babesia tipo W\AL.'* Ha também suspeitas de infeccdo humana causada
por outras espécies como B. bovis e B. canis. Individuos com BH podem ser

assintomaticos.12124

Babesia sdo parasitas protozoarios pertencentes a familia Babesiidae, da ordem
Piroplasmorida, dentro do filo Apicomplexa.'*

As babesias sdo parasitos intraeritrocitarios dos hospedeiros vertebrados, causando
doenga hemolitica com anemia.'”® Espécies do género Babesia tém sido classificadas
informalmente em pequenas ou grandes babesias, de acordo com as dimensdes que elas
assumem dentro dos eritrocitos dos hospedeiros vertebrados. Assim, as grandes babesias séo
espécies com trofozoitos medindo entre 2,5 a 5,0 um e incluem, B. bovis, B. caballi, e B.
canis.; enquanto as babesias pequenas medem de 1,0 a 2,5 um e incluem as espécies B.
gibsonii, B. microti e B. rodhaini.

2.2.1 Vetores e hospedeiros

Transmitida por carrapatos Ixodideos, a babesia apresenta um ciclo de vida que
envolve estagio assexuado nas células sangiiineas de hospedeiros vertebrados e estagios
assexuado e sexuado nos carrapatos (hospedeiro invertebrado). Praticamente qualquer
mamifero que sirva de hospedeiro para um carrapato infectado, pode ser considerado um
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potencial reservatério da babesia. Pequenas espécies de mamiferos, roedores, bovinos,

eqlinos e, ocasionalmente humanos sdo hospedeiros competentes para babesia.*®'231%

Até o presente, somente carrapatos ixodidios foram identificados como vetores para
babesia. Acredita-se que carrapato responsavel pela transmissdo da B. divergens aos humanos
é o0 Ixodes ricinus, que também é vetor da BL na Europa.” O ciclo de vida do I. ricinus
requer trés anos para completar-se. Um primeiro ano para a fase larval, um segundo para ninfa

e um terceiro para a fase adulta.

As espeécies de babesia sdo heteroxenas, ou seja, necessitam de dois hospedeiros para
completar o ciclo biol6gico, especificamente no caso da B. bigemina, o bovino e o carrapato;
no bovino, hospedeiro vertebrado, ocorre somente reproducdo assexuada dos protozoérios e
no carrapato, hospedeiro invertebrado, ocorre tanto reproducédo assexuada como sexuada.'®

A fémea do carrapato se infecta com B. bigemina no final da fase parasitaria no
bovino. No intestino do carrapato inicia-se a reproduc¢éo sexuada dando origem aos oocinetos
que invadem todos os 6rgdos do carrapato, inclusive ovarios, num processo continuo de
divisdo assexuada. Através da infeccdo dos ovarios, 0s oocinetos passam aos ovos e larvas,
configurando a transmisséo transovariana, de geracdo a geracdo. O processo de esporogonia
continua nas larvas, invadindo também todos os 6rgdos, inclusive as células da glandula
salivar, onde sdo produzidos 0s esporozoitos que serdo transmitidos aos bovinos por ocasiao
do parasitismo do carrapato. Nos bovinos, 0s esporozoitos vado diretamente parasitar 0s
eritrécitos, se transformando em merozoitos que por reproducdo assexuada formam novos

parasitos que invadem novas células e assim sucessivamente.'?

Como consequiéncia desta merogonia o hospedeiro bovino podera ou ndo apresentar a
doenca clinica, dependendo de vérios fatores entre os quais, a viruléncia do parasito, a
quantidade de in6culo e o nivel de resisténcia do hospedeiro.'®

A destruicdo de eritrdcitos por Babesia spp. continua até que o hospedeiro morra ou,
por tratamento ou processo imunoldgico, elimine ou diminua o parasito, passando a ser um

portador sadio.®

Nos EUA, um pequeno roedor — Peromyscus leucopus — € essencial para a
manutengéo do ciclo da B. microti. Estudos mostraram que cerca de 40% desses animais estao

infectados com Babesia spp.'*

No Brasil, o Boophilus microplus é o principal transmissor biolégico das babesias

bovinas.®
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O fendmeno da variagdo antigénica, quer no vetor, quer na evasdo do sistema imune
do hospedeiro vertebrado pelas babesias, é similar ao que ocorre com outros
hemoprotozoarios, como Leishmania e Trypanossoma, e com as espiroquetas do género
Borrelia, que realizam trocas e escapes imunolégicos determinados ora geneticamente, ora

ambiental, o que pode ser uma mutacao e irreversivel.'?

2.2.2 Babesiose humana

O primeiro caso de BH na literatura médica foi descrito em 1957, na lugoslavia, em
um trabalhador rural esplenectomizado com sintomas de malaria. Em seguida, varios outros
casos de BH foram descritos na Europa, em pacientes esplenectomizados e frequentemente

resultando em 6bito, e tendo como agente a B. divergens.*®

Nos EUA, o primeiro relatado da doenca ocorreu em 1969, sendo o primeiro caso de
babesiose em uma pessoa previamente saudavel. O agente etioldgico foi identificado com
sendo um parasita babesial de roedores, B. microti.’*

Mais de 300 casos de BH por B. microti ja foram descritos nos EUA.**" Infeccédo por B.
microti é endémica na regido dos Grandes Lagos e no nordeste dos EUA.

Desde 1957, cerca de 30 casos de BH foram identificados na Europa; a maioria
causada por B. divergens. Os casos humanos de infeccdo por B. divergens foram registrados
na Franca, Espanha, Gra-Bretanha, Suica, Suécia.'®* Geograficamente coincide com a
populacdo de gado infectada por B. divergens e areas infestadas por I. ricinus,'”® envolvendo
habitantes de areas rurais que Ssdo expostos ao carrapato em virtude de suas ocupagdes ou
atividades recreacionais. Os casos sintomaticos no gado ocorrem de maio a junho com um
segundo pico em setembro e outubro. Casos humanos também ocorrem entre maio e

setembro,**correspondendo ao pico de atividade da ninfa do . ricinus.

Ha também relatos, embora raros, de BH em outras partes do mundo, incluindo
México, China, Taiwan, Egito, Africa do Sul e América Latina.** No Brasil, 0 primeiro caso
de BH foi relatado em 1983 no Estado de Pernambuco e, recentemente, tem sido verificada a
coexisténcia de anticorpos anti-Babesia e anti-Borrelia em pacientes de outras

localidades.>® 780129143
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Em muitos paises da América Latina, a B. bovis e B. bigemina sdo endémicas de
bovinos e representam um sério problema para a saude animal e consegientemente para o

homem.**°

A infeccdo humana por B. microti apresenta-se com um largo espectro de
manifestacdes clinicas, desde assintomatica a casos agudos e fatais, 0s quais sdo0 mais comuns
em pessoas idosas e imunocomprometidas.’® Em individuos saudaveis, a BH é usualmente
assintoméatica. Em pessoas imunocompetentes, a infeccdo por B. microti pode ser
assintomatica ou apresentar sintomas semelhantes ao de um resfriado.'® Alternativamente,
algumas infeccGes tornam-se cronicas e podem se manifestar somente quando o paciente se

tornar esplenectomizado ou imunocomprometido.**

Tipicamente os sintomas da babesiose causada por B. microti sdo menos agudos que
0s da B. divergens, e se iniciam 1 a 4 semanas depois da picada do vetor infectado. O inicio é
gradual com mialgia, anorexia, fadiga e calafrios como os sinais mais comuns.** Esses sinais
sdo frequentemente seguidos por febre (maior que 38°C), nausea e vomito.***?” Nos casos
graves, hemoglobindria pode ocorrer. Alteracbes laboratoriais incluem anemia,
trombocitopenia, leucopenia e elevacdo das enzimas hepaticas.'®'*** As caracteristicas
clinicas da babesiose sdo semelhantes as vistas na malaria, 0 que muitas vezes pode levar a

um erro no diagndstico, principalmente em regides onde a malaria é endémica.'*®

BH por B. divergens em pacientes esplenectomizados tem um inicio agudo e é
considerado como emergéncia médica. Uma a trés semanas seguintes a infeccdo, paciente
apresenta grave hemdlise intravascular com hemoglobindria e ictericia. Febre alta persistente,
calafrios e sudorese ocorrem com mialgia, dores de cabeca, vomito e diarréia. Sem
tratamento, ou nos casos em que o tratamento € instituido tardeamente, faléncia multipla dos

6rgéos pode ocorrer 4 a 7 dias depois do inicio da hemoglobindria, resultando em ébito.'#*'#

B. bovis, B. canis, B. microti e espécies de babesias ndo identificadas tém sido
descritas em humanos na Europa, baseado nas caracteristicas morfoldgicas e reatividade

antigénica.1612:14

Além da transmissdo por picada de carrapato, outras duas vias de transmissdo sao
descritas para a infecgdo em humanos; a transmissao por transfusdo sangiinea e a transmissao

transplacentaria.'®*”

Mais de 40 casos de babesiose adquiridos por transfusdo sangliinea j& foram
registrados nos EUA e pelo menos um foi confirmado no Japdo.® A maioria desses casos
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envolvia a transmissdo de B. microti por doadores assintomaticos. O periodo de incubacéo

para o aparecimento da infeccdo tem variado de 17 dias a 8 semanas.**

Babesia pode ser transmitida em uma variedade de componentes de sangue incluindo,
bolsas de hemécias frescas ou congeladas. Os doadores sdo geralmente assintomaticos e em
muitos dos casos ndo tem histéria de picada de carrapato.®’

2.2.3 Diagnostico laboratorial

O diagnostico da BH é sustentado pelo desenvolvimento de manifestagdes clinicas,
associado a epidemiologia e suportado pela confirmacdo laboratorial. Métodos laboratoriais
para a babesiose incluem: identificacdo do parasito intra-eritrocitario através de microscopia
em amostra de sangue periférico, deteccdo soroldgica de Acs anti-Babesia e deteccdo
molecular de material genético da babesia por PCR.**

A técnica mais utilizada no diagnéstico da BH, tanto nos EUA pela infeccdo de B.
microti quanto na Europa para B. divergens, é o exame microscépico manual de uma amostra
de sangue periférico para demonstrar a presenca desses parasitas no interior dos eritrocitos.*
Nas infecgdes por B. microti (Figura 6), a parasitemia nos eritrdcitos varia de 1 a 20% nos
individuos normoesplenicos e é acima de 80% nos esplenoctomizados. Parasitemias em
infecgdes humanas por B. divergens varia de 1 a 50% dos eritrdcitos.*® O encontro do parasita
no interior dos eritrécitos por essa técnica € considerado diagndstico definitivo da infeccdo
humana por babesia.

FIGURA 6: Babesia microti - coloragdo Giemsa
As amostras de sangue sdo usualmente coradas pelo método de Giemsa ou Wright’s.

Essa técnica apresenta melhores resultados na presenca de alta taxas de parasitemias durante
infecgdes agudas.™ A duracdo da parasitemia detectavel por esse método varia de 3 semanas a
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12 semanas. Analisadores automaticos sdo incapazes de identificar os eritrocitos infectados

com babesia.

A técnica possui algumas limitagdes, como a baixa sensibilidade, a experiéncia do
analista e o tempo gasto para cada andlise. As formas anelares da babesia no interior dos
eritrécitos variam enormemente e podem ser confundidas com os trofozoitos de Plasmodium
spp.; contudo, a auséncia do pigmento de hemozoina poderia ajudar no diagnéstico da
babesiose. Esta diferenca ndo é sempre obvia, uma vez que a hemozoina ndo esta presente nos
trofozoitos jovens de Plasmodium spp.. Identificagdo das formas em tétrade (Figura 7) e de
merozoitos extracelulares de Babesia spp., ou 0 achado de gametdcitos de Plasmodium spp.,

quando presentes, sdo usados para diferenciar esses géneros.'?+*?

B L i

FIGURA 7: Babesia spp. - forma em tétrade

Os testes soroldgicos utilizados no diagnéstico da BH sdo a IFI e o ELISA. Embora
IFI seja atualmente a técnica soroldgica recomendada para o diagndstico das infecgdes por B.
microti, particularmente em infec¢des cronicas, ela oferece alguns inconvenientes como a
subjetividade do operador durante a leitura, nimero limitante de amostras, é um método
laborioso e nem sempre é muito especifica. WB também foi proposto como alternativa para o
sorodiagnostico na rotina laboratorial.”*® Contudo, WB também é laborioso e ndo é apropriado

para um grande nimero de amostras.

Comparando o Elisa com WB e o IFI para uso na rotina laboratorial, 0 ELISA é de

mais facil execucédo e pode ser usado para um grande nimero de amostras.**

Estudos mostraram que a sensibilidade e a especifidade do IFI e ELISA séo

semelhantes para o diagnéstico da B. microti.'*

Acs podem ser detectados em pacientes com BH poucos meses ap0s o inicio da
doenca e se manterem elevados por muitos anos apds a infeccdo. Embora a persisténcia de
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Acs nédo indique necessariamente uma infecgéo ativa ou parasitemia, 0 monitoramento de Acs
anti-Babesia em doadores de sangue tem sido sugerido para prevenir a transmissao por
transfusdo associada a babesiose.*®

Estudos demonstraram ndo haver reacdo cruzada entre Babesia spp. e Borrelia
burgdorferi nos ensaios sorologicos.>*®** As técnicas de Elisa e IFI para deteccdo de Acs

anti-Babesia spp. podem apresentar reacdo cruzada com infeccdo por malaria.®**

Métodos de diagnostico molecular, apesar de, ainda, ndo serem usados rotineiramente,
sdo vistos como muito promissores e de grande potencial para o auxilio no diagndstico da BH.
O desenvolvimento de PCR para deteccdo de B. microti e B. divergens ja foram descritos.
Estudos demonstraram que esta técnica € mais sensivel e igualmente especifica quando

comparada a microscopia manual.*®

O PCR mostra-se também como uma importante ferramenta na diferenciacdo das

infeccdes por diferentes espécies de babesia — B. microti e B. divergens, e Plasmodium spp..***

2.2.4 Tratamento

O tratamento preconizado para a infeccdo humana por B. microti € clindamicina
1200mg duas vezes ao dia via oral associada a quinina na dose de 650 mg trés vezes ao dia

também por via oral durante sete dias.*?**#"132

Pacientes esplenectomizados, que ndo podem tolerar a quinina, podem usar um
tratamento oral alternativo de maior duragdo com azatromicina 500 mg ao dia combinado com

atovaquone 750 mg ao dia.*****

Para infeccOes por B. divergens o tratamento deve ser rapido e agressivo. O indicado é
um tratamento intravenoso com clindamicina 600 mg trés vezes ao dia com dez dias de

duragdo. '
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2.3 CO-INFECCAO

Estudos tém demonstrado a co-infecgdo em humanos e animais por diferentes

patdgenos transmitidos por carrapato, como a borrelia, a rickettisia, babesia, ehrlichia e

7 4-8,80,129,131,140,143
VIrus.

Alguns casos de BH em associagdo com a DL foram descritos na Ameérica do Norte,
como em Connecticut e Minessota nos EUA. Isso pode ser explicado pelo fato do reservatério
tanto da B. burgdorferi como da B. microti ser o roedor P. leucopus,®e também porque ambas

as enfermidades possuem um vetor em comum — carrapato do género Ixodes.

Também ha relatos de casos de BH associados com a DL na Europa. Neste continente,

l.ricinus é o vetor comum da Babesia e da Borrelia.*'*

Os sintomas iniciais da babesiose e da DL freqiientemente se sobrepdem. Como a
babesiose, a DL apresenta-se com uma série de sintomas ndo especificos, incluindo febre,
fadiga e outros sintomas comuns nos resfriados. Co-infec¢do parece agravar o quadro clinico

da DL e babesiose em humanos.**

A co-infeccdo em humanos de borrelias e babesias pode resultar em varias
complicagBes por um longo periodo de tempo. As principais manifestagdes clinicas incluem
fadiga, dor de cabeca, anorexia, conjuntivite e esplenomegalia.*°

Co-infeccdo pode alterar a apresentacdo clinica e a resposta ao tratamento da DL.
Certas manifestac@es clinicas, como trombocitopenia e leucopenia, que ndo sdo carcteristicas

da DL, poderiam sugerir co-infeccdo com babesiose ou ehrlichiose.”*

A terapia antibiética para DL é ineficaz para B. microti. Um paciente co-infectado
pode, ao final do tratamento, apresentar uma infeccdo por babesia persistente. Co-infeccéo

com outros agentes transmitidos por carrapato pode resultar em manifestacfes mais severas.'*

Inquéritos soroldgicos estimam que cerca de 13% dos pacientes com DL em areas
endémicas de babesia estdo co-infectados com B. microti.'*

No Brasil, em 2003, foi verificada a coexisténcia de anticorpos anti-Babesia e anti-
Borrelia em dois irmdos que adquiriram a doenca em Cotia-SP em 1992.% A partir desta
constatacdo, Yoshinari et al. sugeriram a possibilidade da co-infeccdo por dois
microorganismos transmitidos por carrapatos em areas endémicas para a DLS no pais. Nesse

mesmo estudo, 59 pacientes brasileiros com diagndstico de BL pesquisados para a presenca
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de Acs anti-Babesia bovis utilizando-se 0 ELISA e o WB como técnicas laboratoriais.
Demonstrou-se uma maior freqiéncia de Acs contra a B. bovis nesses pacientes em

comparagdo com a populagao normal.

Em 2006, no Mato Grosso do Sul, Naka, em dissertacdo de mestrado, também
identificou a coexisténcia de Acs anti-Borrelia e anti-Babesia em criangas com suspeita
clinica de DL.**
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Pesquisa de anticorpos anti-borrelia e anti-babesia em soros de doadores de sangue
sadios.

3.2. ESPECIFICOS

1. Estimar a prevaléncia de anticorpos anti-Borrelia burgdorferi e anti-Babesia bovis
em soro de doadores sadios do banco de sangue humano - Hemosul - de Campo Grande-MS.

2. Estabelecer o servico de diagndstico laboratorial da borreliose de Lyme e outras
enfermidades emergentes intercorrentes e transmitidas por carrapatos, como a babesiose, no
Hospital Universitario da UFMS.
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4 SUJEITOS E METODOS

4.1 SELECAO DOS PACIENTES

4.1.1 Critérios de inclusao

Foram colhidos 115 (cento e quinze) soros de doadores sadios, ja previamente
analisados e selecionados para transfus@o, no banco de sangue do Hemosul - trata-se do
banco de sangue mais representativo para o Estado de Mato Grosso do Sul. No momento da
coleta, foi realizada uma explicacéo detalhada sobre a pesquisa. Todos 0s pacientes aceitaram
participar do estudo mediante assinatura de um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O consentimento livre e esclarecido foi revisado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Os soros desses doadores sadios do banco de sangue humano (HEMOSUL) foram
mantidos congelados a uma temperatura de —20° C até o momento da realizacdo das provas
laboratoriais e, para serem incluidos na pesquisa tiveram que respeitar 0s seguintes critérios
de exclusdo: presenga de auto-anticorpos, de doengas auto-imunes e do colageno; de doenca
infecciosa cronica ou neoplasias malignas; exames de VDRL e /ou FTA abs positivos.

4.1.2 Critérios de exclusao

Os critérios de exclusdo propostos neste trabalho tinham por objetivo evitar que
possiveis patologias intercorrentes pudessem interferir nas provas sorolégicas de ELISA
indireto e WB.
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Apos a realizagdo dos exames complementares, foram excluidos os soros dos doadores
que apresentaram positividade para os seguintes exames: Chagas, HIV 1 e 2, HTLV, hepatites
B e C essifilis (VDRL), PCR ( proteina C reativa) e Fator reumatdide.

4.2 COLETA DE AMOSTRAS E EXAMES COMPLEMENTARES

Todos os pacientes foram submetidos a coleta de sangue no banco de sangue do

Hemosul, onde foram realizados os exames complementares citados acima.

As amostras de soro dos doadores foram congeladas a - 20° C e transportadas em gelo
até o Centro de Referéncia para a Doenca de Lyme no Brasil (Laborat6rio de Investigacéo
Médica em Reumatologia do HCFMUSP-SP — LIM-17), para a realizacdo de pesquisa de
anticorpos anti-Borrelia pelo método de ELISA indireto e WB e anti-Babesia pelo método de
ELISA indireto.

4.3 TIPO DE PESQUISA E PERIODO

Trata-se de uma pesquisa analitica, observacional, de corte transversal, de marco a
outubro de 2005. Foram selecionadas as amostras nesse periodo e realizadas a andlise
sorologica e o preenchimento dos formulérios onde constavam os dados epidemiolégicos dos
pacientes.
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4.4 PESQUISA DE ANTICORPOS ANTI-BORRELIA BURGDORFERI
IgG E IgM PELO ENSAIO IMUNOENZIMATICO INDIRETO
(ELISA)

4.4.1 Antigeno utilizado

Antigeno de Borrelia burgdorferi — foram utilizados como substratos antigénicos
sonicados totais da Borrelia burgdorferi sensu stricto cepa americana G 39/40 na
concentracdo de 4,8 mg/ml, mantidas no Laboratorio de Investigacdo da Interacdo entre
Microorganismo e Artrite, da Disciplina de Reumatologia, Departamento de Reumatologia,
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, Centro de referéncia para a Borreliose

de Lyme no Brasil.

4.4.2 Execucdo do ELISA indireto

As andlises por ELISA indireto para deteccdo de anticorpos contra B. burgdorferi
foram procedidas segundo protocolo de Grodzicki et al.”e Yoshinari et al.:*®

1. Foram sensibilizadas duas placas de 96 orificios (Immulon I), uma para IgG e
outra para IgM com 100ul de antigeno, sonicado total de Borrelia burgdorferi
cepa G39/40, na concentracdo de 15 ng/ml, diluido em tampé&o carbonato pH 9,6.

2. Anplaca foi incubada em cAmara Umida, a 4°C overnight.

3. Em seqiiéncia, a placa foi lavada por cinco vezes com tampédo fosfato (PBS) com
0,05% de Tween 20, pH 7,4.

4. Apos, foi realizado o bloqueio dos sitios da placa com a adicdo de 100ul da
solugdo protéica feita com leite desnatado a 5% diluido em PBS com 0,05% de
Tween 20, pH 7,4, com incubacdo da placa em camara Umida, por 1 hora, a
temperatura ambiente.

5. Apo6s 1 hora, as placas foram lavadas por cinco vezes com PBS com 0,05% de
Tween 20, pH 7,4.
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6. Em seguida, foi preparada a diluicdo do soro padrdo positivo, controles negativos e
soros teste, utilizando-se PBS-Tween com 5% de leite desnatado pH 7,4; depois de
preparadas, as amostras de soro foram adicionadas aos poc¢os da placa, incluindo
um controle positivo, 8 controles negativos e os soros dos doadores em duplicata
nas dilui¢bes de 1/100 para IgM e 1/400 para 1gG e, entdo incubadas por 1 hora em
temperatura ambiente.

7. Apos 1 hora, as placas foram lavadas por cinco vezes com PBS Tween 0,05% pH
1,4.

8. Posteriormente, foi adicionado 100 pl de conjugado; soro de cabra, anti-
imunoglobulina especifica humana (anti-lgM ou anti-IgG) conjugado a enzima
fosfatase alcalina (Sigma), diluido a 1/1000 em PBS-Tween com leite desnatado
pH 7,4 e, depois incubadas em camara Umida por mais 1 hora em temperatura
ambiente

9. Apds o tempo de incubacdo, as placas foram novamente lavadas por cinco vezes
com PBST 0,05% pH 7,4.

10. Posteriormente, foram adicionados 100m em cada orificio da placa de solugdo
substrato revelador — para-nitro-fenil-fosfato (PNPP), na concentracdo de 1mg/ml,
diluido em tampéao glicina pH 10,5 para leitura em espectrofotdmetro para ELISA
(Labsystems Multiskan MS) em comprimento de onda de 405 nm.

11. Interpretacdo dos resultados — uma amostra foi considerada positiva se
apresentasse uma DO (densidade Optica) igual ou maior ao valor do cut-off, que é
obtido pela média dos valores de DOs dos controles negativos mais trés vezes o
desvio padrdo desses valores, garantindo um nivel de confianga de 99,8%.

12. Os valores em DOs expressos pelo espectrofotobmetro para as microplacas foram
convertidos em titulos, utilizando para esse fim um grafico de calibrag&o do titulo,
em papel milimetrado. O titulo considerado positivo para IgG foi maior ou igual a
1/400 e para IgM maior ou igual a 1/100.
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45 PESQUISA DE ANTICORPOS ANTI-BORRELIA BURGDORFERI
19G E IgM PELO WESTERN BLOTTING

A separacdo eletroforética e as analises por Western blotting para B. burgdorferi em
humanos foram procedidas segundo protocolo de Grodzicki et al.® e Yoshinari et al.*?

4.5.1 Execucdo da eletroforese

Para realizacdo do trabalho, procedeu-se a eletroforese vertical do extrato total de
Borrelia burgdorferi cepa G39/40 (obtido através do sonicado total da Borrelia burgdorferi
cepa G 39/40, de origem americana), preservado no laboratério através de passagem em meio
de cultura BSK, ou conservado congelado em nitrogénio liquido reduzido com dithiothreitol
(Bio Rad) em gel de poliacrilamida a 10% com uso de pente continuo. A eletroforese foi
realizada em aparelho Protean Il (Bio Rad), com amperagem de 25mA, em camara fria.

As proteinas do gel foram transferidas para o papel de nitrocelulose com porosidade
de 0,2mm através de cuba de transferéncia Protean Il (Bio Rad) durante 18 horas com

voltagem de 25 mV, em cédmara fria.

Ap0s transferéncia do antigeno, o papel de nitrocelulose foi corado com Ponceu (por
10 minutos) e lavado com agua destilada para retirar o excesso do corante.

4.5.2 Execucdo do Western blotting

O papel de nitrocelulose, obtido anteriormente na eletroforese, foi cortado em tiras e
incubado com tampé&o Tris (TBS) — Tween 0,1% - leite desnatado 5% pH 7,4, durante 1 hora

e meia & temperatura ambiente, sob agitacdo constante.

Posteriormente, as tiras foram lavadas 3 vezes com TBS - Tween 0,1% pH 7,4, 10

minutos cada vez, sob agitacdo constante.
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As amostras de soro foram diluidas na propor¢do de 1/100 em TBS-Tween 0,1% -
leite desnatado 5% pH 7,4, incluindo 1 controle positivo, 1 controle negativo e os soros dos

doadores com resultado positivo pelo método de ELISA indireto.

As amostras foram incubadas com as tiras de nitrocelulose, sob agitacdo constante, por

1 hora a temperatura ambiente.

Apos a incubacéo, as tiras foram lavadas 3 vezes como descrito anteriormente e, entdo
adicionou-se o conjugado; soro de coelho, anti-lgM ou anti-lgG humano conjugado a enzima
fosfatase alcalina (Sigma), diluido 1/3.000 para IgM e 1/6.000 para IgG em TBS - Tween
0,1% - leite desnatado 5%, e incubou-se durante 1 hora e meia a temperatura ambiente, sob

agitacdo constante.

As tiras foram lavadas por mais 3 vezes como descrito anteriormente e adicionou-se o
substrato, composto por 10mL de tampéo Tris para revelagdo com 99ni de solucdo de NBT
(nitrobluetetrazolium) e 66nL de solugdo de BCIP (bromocloroindolilfosfato) em 2 placas de

Petri, nas quais as tiras foram distribuidas separadamente (I1gG e IgM).

Apos a adicdo de 1ml de substrato por fita de papel de nitrocelulose, as placas foram
mantidas sob agitacdo constante e protegidas da luz, e aguardou-se o aparecimento de bandas

no controle positivo, quando a reacdo foi bloqueada com &gua destilada.

4.6 PESQUISA DE ANTICORPOS ANTI-BABESIA BOVIS 1gG E IgM
PELO ENSAIO IMUNOENZIMATICO INDIRETO (ELISA)

4.6.1 Antigeno utilizado

O antigeno de Babesia bovis foi obtido segundo metodologia descrita por Madruga et
al.*® Bezerros foram inoculados com B. bovis (isolado mantido no Banco de Endo, Ecto e
Hemopatdgenos da Embrapa Gado de Corte) conforme método de Kessler et al.,?® cujo sangue
foi colhido quando houve alta parasitemia (superior a 20%), em citrato de sédio e lavado trés
vezes com tampdo fosfato para remocgéo de leucocitos. Nestas condigdes, o sangue parasitado

foi armazenado a -70°C. Posteriormente, as hemacias lisadas e o0s parasitas foram
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centrifugados a 22.000 x g por trés vezes, com solugdo tampéo fosfato. A solubilizagéo deste
material foi feito com tampédo de lise (50 mM TRIS, 5mM de EDTA, 5 mM de
iodoacetamida, 0,1mM de fenilmetilsulfonilfluoreto, 0,1 mM de N-alfa- ptosil-L-lisil
clorometil cetona, 1% de Nonidet-P-40).

O material lisado foi centrifugado a 30.000 x g durante 60 minutos, filtrado através de
membrana de 0,45 mm e sonicado por dez minutos, com intervalos de um minuto, em banho
de gelo. O extrato antigénico de B. bovis foi submetido & dosagem de proteinas totais sollveis

pela técnica do reagente de Folin. *

4.6.2 Execucdo do ELISA indireto

As analises por ELISA indireto para detec¢do de anticorpos contra B. bovis foram

procedidas segundo protocolo de Yoshinari et al.:®

1. Foram sensibilizadas duas placas de 96 orificios (Immulon I), uma para IgG e
outra para IgM com o antigeno de Babesia bovis, na concentracdo de 7,5 ng/ml
diluido em DPBS (tampédo de Dubelco’s, pH 7,2) e adicionado 100m em cada
orificio.

2. As placas foram incubadas em cAmara Umida, a 4° C overnight.

3. No dia seguinte, as placas foram lavadas por cinco vezes com PBST 0,1% pH 7,4
e, em seguida foi adicionado a solugdo bloqueio — solugdo protéica feita com soro
de coelho a 5% diluido em PBST 0,1% - e distribuido 100 m/ poco.

4. As placas foram incubadas em camara imida, por uma hora, a 37°C, e enquanto se
aguardava, foram preparados 0s soros testes e oito controles negativos na dilui¢cdo
de 1/100 para a placa de IgM e 1/400 para 1gG . O soro controle positivo foi
preparado na dilui¢cdo de 1/50 para a placa IgM e 1/100 para a placa IgG.

5. Os soros testes e os controles negativos foram preparados da seguinte maneira:
para a placa de IgM, 5,0m de soro teste ou controle negativo foram diluidos em
500 de PBST 0,1% e para a placa de IgG, 2,5m de soro teste ou controle
negativo em 1000m de PBST 0,1%. O preparo dos controles positivos foi
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realizado, como segue: para a placa de IgM, 2,5m de controle positivo em 500m
de PBST 0,1% e para a placa de 1gG, 5,0m de controle positivo em 500m de
PBST 0,1%.

6. Apos uma hora, foram retiradas as placas da camara Uumida e lavadas por cinco
vezes, com PBST 0,05% pH 7,4.

7. Depois de preparadas, as amostras de soro foram adicionadas aos pogos da placa,
incluindo um controle positivo, 8 controles negativos e 0s soros dos doadores em
duplicata nas dilui¢cdes de 1/100 para IgM e 1/400 para IgG e, entdo incubadas por
1 horaa 37°C.

8. ApOs esse periodo, as placas foram lavadas por mais cinco vezes com PBST 0,1%
pH 7,4.

9. Foi adicionado o conjugado, anti-lgM ou anti-lgG humano conjugado a enzima
fosfatase alcalina (Sigma), diluido a 1:2.000 em PBST a 0,1% e distribuido 100mi
por pogo.

10. As placas foram novamente incubadas em cadmara Umida, por uma hora, a 37° C.

11. Em seguida, as placas foram lavadas por cinco vezes com PBST 0,1% pH 7,4.

12. Posteriormente, foi adicionado 100m em cada orificio da placa de solucdo
substrato revelador — para-nitro-fenil-fosfato (PNPP), na concentracdo de 1mg/ml,
diluido em tampéao glicina pH 10,5 para leitura em espectrofotdmetro para ELISA
(Labsystems Multiskan MS) em comprimento de onda de 405 nm.

13. Interpretagdo dos resultados — uma amostra foi considerada positiva se
apresentasse uma DO (densidade Optica) igual ou maior ao valor do cut-off, que é
obtido pela média dos valores de DOs dos controles negativos mais trés vezes o
desvio padrdo desses valores, garantindo um nivel de confianga de 99,8%.

14. Os valores em DOs expressos pelo espectrofotdbmetro para as microplacas foram
convertidos em titulos, utilizando para esse fim um grafico de calibrag&o do titulo,
em papel milimetrado. O titulo considerado positivo para IgG foi maior ou igual a
1/400 e para IgM maior ou igual a 1/100.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DOS PACIENTES

Segundo os critérios de inclusdo da pesquisa, 115 pacientes foram selecionados,
submetidos ao protocolo e suas amostras foram separadas para sorologia.

A idade dos pacientes variou de 18 a 65 anos, sendo 29 (25,2%) do sexo feminino e 86
(74,8%) do sexo masculino. Em relacéo a procedéncia, 113 (98,26%) pacientes eram da zona
urbana de Campo Grande-MS e apenas 2 (1,74%) eram da zona rural de cidades do interior
do Estado de Mato Grosso do Sul.

5.2 RESULTADOS DOS EXAMES SOROLOGICOS

5.2.1 ELISA para Borrelia burgdorferi

Das 115 amostras analisadas, 09 (7,8%) apresentaram positividade para B.
burgdorferi. Destas nove, duas (1,8%) tiveram titulos positivos para IgM, quatro (3,4%) para
1gG, e trés (2,6%) apresentaram concomitancia para IgG e IgM.

Foram considerados positivos os titulos de anticorpos pelo método de ELISA maiores
ou iguais a 1/100 para IgM e 1/400 para 1gG.

Tabela 1: Resultado do ELISA para Borrelia burgdorferi em doadores de sangue.

grupo n Positivos %
Doadores 115 09 7,8

As Tabelas 2 e 3 apresentam a freqliéncia de positividade da sorologia para anticorpos
das classes IgM e 1gG, respectivamente, aos antigenos de B. burgdorferi pelo método ELISA.
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Tabela 2 — Titulos detectados para Borrelia burgdorferi — IgM pelo ELISA.

TITULO IgM +
n°
1:100 03
1:200 01
1:400 01
Total 05/115

Tabela 3 — Titulos detectados para Borrelia burgdorferi — IgG pelo ELISA.

TITULO IgG +
n°
1:400 05
1:800 01
1:1600 01
Total 07/115

A positividade da sorologia para B. burgdorferi nos soros dos doadores analisados foi
de 4,34% para 0s Acs da classe IgM e 6,08% para os da classe 1gG.

As frequéncias das classes de anticorpos, isoladas ou em concomitancia, estéo

apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 - Frequéncia de anticorpos da classe IgM e 1gG para B. burgdorferi (ELISA) em

pacientes doadores de sangue.

Grupo IgM + 1gG+ IgM + e IgG + Total
Doador (n=115) 02 04 03 09/115

5.2.2 Western blotting para Borrelia burgdorferi

A andlise por WB (teste de confirmacdo) foi realizada em todas as nove amostras que
apresentaram positividade para Acs anti-Borrelia pela técnica do ELISA. O WB confirmou
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todos os resultados obtidos pelo ELISA. Das nove amostras testadas pelo WB, duas tiveram
titulos positivos para IgM, quatro para IgG, e trés apresentaram concomitancia para 1gG e
IgM.

A tabela 5 mostra os resultados da sorologia para Borrelia burgdorferi pela técnica do
ELISA e do WB em doadores de sangue.

Tabela 5: ELISA e Western blotting para Borrelia burgdorferi.

BORRELIA
ELISA W.B.
S?EO IgM 19G IgM 19G
8 1/400 1/400 (+) (+)
12 1/100 1/400 (+) (+)
16 1/100 NEG ) NEG
47 1/200 NEG ) NEG
113 1/100 1/400 (+) (+)
36 NEG 1/400 NEG (+)
53 NEG 1/400 NEG (+)
61 NEG 1/1600 NEG (+)
67 NEG 1/800 NEG (+)

5.2.3 - ELISA para Babesia bovis

Das 115 amostras analisadas, 12 (10,43%) apresentaram positividade para B. bovis.
Destas doze, seis (5,2%) tiveram titulos positivos para IgM, uma (0,9%) para IgG, e cinco

(4,3%) apresentaram concomitancia para IgG e IgM.

Foram considerados positivos os titulos de anticorpos pelo método de ELISA maiores
ou iguais a 1/100 para IgM e 1/400 para 1gG.

Tabela 6: Resultado do ELISA para Babesia bovis em doadores de sangue.

grupo n positivos %
Doadores 115 12 10,4
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As Tabelas 7 e 8 apresentam a frequiéncia de positividade da sorologia para anticorpos

das classes IgM e 1gG, respectivamente, aos antigenos de Babesia bovis pelo método ELISA.

Tabela 7 — Titulos detectados para Babesia bovis — IgM pelo ELISA.

TITULO IgM +
n°
1:100 06
1:200 04
1:400 01
Total 11/115

Tabela 8 — Titulos detectados para Babesia bovis — 1gG pelo ELISA.

TITULO IgG +
no
1:400 05
1:800 01
Total 06/115

A positividade da sorologia para Babesia bovis nos soros dos doadores analisados foi
de 9,56% para os anticorpos da classe IgM e 5,21% para os da classe 1gG.
As frequéncias das classes de anticorpos, isoladas ou em concomitancia, estdo apresentadas
na Tabela 9.

Tabela 9 - Freqiiéncia de anticorpos da classe 1gG e IgM para B. bovis (ELISA) em pacientes
doadores de sangue.

Grupo IgM + 1gG+ IgM + e IgG + Total
Doador (n=115) 06 01 05 12/115

Create PDF with PDF4U. If you wish to remove this line, please click here to purchase the full version


http://www.pdfpdf.com

5.2.4 Coexisténcia de anticorpos anti-Borrelia e anti-Babesia em doadores

de sangue pelo ELISA

Das 115 amostras analisadas, 02 (1,74%) apresentaram positividade tanto para B.
burgdorferi como para B. bovis. Ambas as amostras reagentes apresentaram titulos positivos
somente para a classe IgM. Positividade para Acs da classe 1gG e/ou concomitancia para 1gG
e IgM néo foi verificada.

Foram considerados positivos os titulos de anticorpos pelo método de ELISA maiores
ou iguais a 1/100 para IgM e 1/400 para 1gG.

Tabela 10: Resultado do ELISA para coexisténcia de anticorpos contra Borrelia burgdorferi e
Babesia bovis em doadores de sangue.

grupo n positivos %
Doadores 115 02 1,74
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A tabela 11 mostra os soros reagentes pelo ELISA para Borrelia burgdorferi e

Babesia bovis.

BORRELIA BABESIA
ELISA ELISA

SORO n° IgM 19G IgM 19G
8 1/400 1/400 1/200 NEG
12 1/100 1/400 NEG NEG
16 1/100 NEG NEG NEG
47 1/200 NEG NEG NEG
113 1/100 1/400 1/100 NEG
36 NEG 1/400 NEG NEG
53 NEG 1/400 NEG NEG
61 NEG 1/1600 NEG NEG
67 NEG 1/800 NEG NEG
1 NEG NEG 1/100 NEG
23 NEG NEG 1/100 1/400
34 NEG NEG NEG 1/400
70 NEG NEG 1/400 1/800
71 NEG NEG 1/100 1/400
82 NEG NEG 1/200 NEG
85 NEG NEG 1/100 NEG
89 NEG NEG 1/200 1/400
91 NEG NEG 1/200 NEG
100 NEG NEG 1/100 1/400
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5.2.5 Implantagdo do servico de diagnostico laboratorial da borreliose de
Lyme e outras enfermidades emergentes intercorrentes e transmitidas

por carrapatos, como a babesiose, no Hospital Universitario da UFMS.

Para o cumprimento do segundo objetivo especifico proposto neste trabalho, realizou-
se a capacitacdo de varios profissionais da area da salde através de treinamentos em
imunodiagnostico nos laboratérios de imunologia e biologia molecular da Area de Sanidade
Animal da Embrapa Gado de Corte - MS e no laboratério de Reumatologia (LIM-17) da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo — FMUSP.

Embora este projeto tenha sido aprovado pela FUNDECT - Fundacédo de Apoio do
Ensino, Ciéncia e Tecnologia do Estado de Mato Grosso do Sul - (protocolo n° 405/02) - a
estruturacdo do laboratdrio para diagndstico da BL, babesiose e outras zoonoses no Hospital
Universitario da UFMS ainda ndo foi totalmente completada. Esse servico de diagndstico

estard localizado no Laboratério Multiuso de Doengas Infecto-Parasitarias vinculado a UFMS.
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6 DISCUSSAO

6.1 RESULTADOS DA SOROLOGIA PARA BORRELIA BURGDORFERI

O estudo epidemiolégico das borrelioses tem como principal ferramenta imunolédgica
o ELISA e o WB.*® No Brasil, estudos soroepidemiolégicos foram realizados em
humanos,®*#18¥411% em cdes™ e em bovinos® utilizando-se antigeno sonicado total de B.
burgdorferi sensu stricto cepa G39/40. Os resultados verificados nas popula¢ées humana e de
animais domésticos no Brasil foram similares aos obtidos em areas endémicas dos EUA.*
Estudos ja caracterizaram Mato Grosso do Sul, como uma regido de risco para a BL,***** no
entanto ndo dispomos em nosso Estado de dados que permitam conhecer a soroprevaléncia de
Acs anti-Borrelia em soro de humanos sadios e que indiquem a possibilidade da existéncia de

casos assintomaticos em uma populacéo ativa.

Estudos soroldgicos em diversas regides ja foram conduzidos no intuito de se conhecer
a soroprevaléncia de Acs anti-Borrelia em soros de humanos sadios. Stefancikova et al. em
2001, pesquisaram a presenca de Acs anti-Borrelia 1gG e IgM pelo método ELISA nos soros
de 439 pacientes com suspeita de BL no leste da Eslovaquia. Desse total, em 64 casos
(14,6%) os anticorpos foram positivos, sendo 33 (51,5%) para 1gG, 22 (34,4%) para IgM e 9
(14%) para ambas as classes.'*

Chmielewski et al. em 2002, analisando 1000 amostras de soro obtidas de doadores de
sangue sadios na Poldnia, detectaram a presenca de Acs especificos anti-Borrelia burgdorferi
em 11-13% das amostras."” Um estudo na Holanda utilizando o ELISA como teste
diagndstico identificou uma prevaléncia de 9% para Acs IgG contra B. burgdorferi em

doadores de sangue.'*

Zwolinski et al. em 2004, em uma analise de 56 soros de doadores de sangue (usados
como grupo controle da pesquisa), identificaram a presenca de Acs especificos anti-Borrelia
burgdorferi em 7,1% das amostras.**® LLEDO et al. também em 2004, analisaram 1825
amostras de soros obtidas de uma populacéo da provincia de Madrid que procuraram centros
de salde por razdes ndo relacionadas a doencas infecciosas. Acs especificos anti-Borrelia
burgdorferi, foram detectados, utilizando-se a técnica de IFI, em 63 (3,45%) das amostras.'*
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Cisak et al. em 2005, utilizando 56 amostras de soro de doadores de sangue urbanos
como grupo controle da pesquisa, mostraram soropositividade para Acs IgG e/ou IgM anti-
Borrelia burgdorferi sensu lato em apenas 4 casos (7,1%). Utilizou-se o ELISA como teste

soroldgico.*’

No Brasil, Yoshinari et al.”> em 1997 estimaram que a freqiiéncia de soropositividade
para a DL na populacdo brasileira é de 3%, apds testes em soros de individuos sadios. Estudos
sorolégicos em humanos (1067 amostras) realizados nas regides de Itapevi e Cotia (areas
endémicas para a BL), Estado de Sao Paulo, constataram 7,5% de positivos no ELISA.Y

No Brasil, Gauditano et al. compararam pacientes com DLS com um grupo controle
constituido de 80 amostras de soros de doadores de sangue normais e encontraram
positividade para 1gG em 1,25% e para IgM em 2,5%."

Naka em dissertacdo de mestrado no ano de 2006, no Estado de MS, detectou
positividade para Acs Anti-B. burgdorferi tanto para a classe 1gG como para a IgM em 8%

das amostras, de um grupo controle composto por 100 criancas sadias.'*®

No presente estudo, o teste ELISA contra B. burgdorferi mostrou freqiiéncia de
positividade em 7,8% dos pacientes, sendo 1,8% para IgM, 3,4% para 1gG e 2,6% para IgM e

1gG concomitantemente.

Apesar de haver variagdes nas porcentagens de soropositividade para Acs anti-
Borrelia em individuos sadios nos diversos estudos conduzidos em diferentes regides do

globo, os resultados aqui obtidos se aproximam muito de alguns ja realizados." 414

Ao comparar os resultados deste trabalho com a freqiiéncia de soropositividade da DL
para a populacéo brasileira como um todo (3%), uma maior porcentagem é verificada (7,8%).
Porcentagem esta, que é muito semelhante & encontrada na populacdo da regido de Cotia
(7,5%), a qual é considerada endémica para a doenga.

Os baixos titulos de Acs, tanto para IgM como para IgG, obtidos neste estudo e em
outras pesquisas'®***%' corroboram para a suspei¢do que 0 patdgeno responsavel pela
resposta humoral destes individuos seja distinto das espécies de borrélias isoladas em outros
continentes ou, até mesmo, tratar-se de microorganismos diferentes do género Borrelia, mas

que deva ter em sua composicao antigénica epitopos similares ao da Borrelia spp.
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A constatacdo de que todas as amostras positivas para borrelia eram provenientes de
individuos da area urbana reafirma o carater cosmopolita dessa enfermidade em nossa regiao,

uma vez que Costa et al.** e Naka'** também relataram essa caracteristica.

A validagdo e confiabilidade dos resultados obtidos nos testes sorologicas para
borrelia foram suportadas pela selecéo criteriosa na escolha das amostras e pela adoc¢éo de um
cut-off, obtido pela média dos valores de DOs dos controles negativos mais trés vezes o
desvio padrdo desses valores, o que garantiu um nivel de confianca de 99,8% para as anélises
realizadas pelo ELISA. Ademais, 0 WB confirmou todos os resultados positivos identificados
pelo ELISA.

E possivel supor que as porcentagens de positividade para borrelia possam ser, na
realidade, superiores as verificadas neste levantamento, uma vez que até o momento, o agente
etioldgico ainda ndo foi isolado no pais e Ag utilizado (sonicado total da Borrelia burgdorferi
sensu stricto cepa americana G 39/40) é proveniente de outro continente.

Embora os Acs da classe IgM sejam caracteristicos da fase aguda, existem relatos de
persisténcia dos niveis positivos por mais de quatro a seis meses, inclusive até por um ano.® A
presenca dessa classe de Acs no soro desses individuos sadios ndo significa necessariamente

que a infecgéo esteja ativa.

Os titulos de IgG positivos mesmo em pacientes assintomaticos, ocorrem devido a
persisténcia do antigeno nos tecidos afetados. Isso foi confirmado pela reagdo da polimerase

em cadeia (PCR) nestes tecidos.®

A frequéncia de soropositividade de 7,8% para Acs contra Borrelia burgdorferi em
doadores de sangue no Estado de MS é um indicativo da ampla distribuicdo do agente em

nossa regido e da probabilidade de haver casos humanos sem sintomatologia.

6.2 RESULTADOS DA SOROLOGIA PARA BABESIA BOVIS

Embora a babesiose seja considerada uma zoonose emergente, poucos levantamentos

soroepidemioldgicos foram realizados em uma populagdo de humanos sadios.

Hernandez et al. em um trabalho realizado em Cuba, utilizando a técnica de IFI com
Ags de Babesia bovis e Babesia bigemina, detectaram uma frequéncia de positividade para
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Acs anti-Babesia em 7,0% dos trabalhadores agropecuarios e 3,9% nos doadores de sangue.
Neste estudo, 3,7% dos individuos estudados apresentaram Acs contra B. bovis e 1,6% contra

B. bigemina.**

Em Mocambique, um outro estudo realizado em individuos assintomaticos utilizando
a técnica de fixacdo de complemento, detectou que 7,1% das amostras estudadas tinham Acs

contra Babesia bovis e 4,5 % para Babesia bigemina.'*

Osorno et al. realizaram um estudo em uma area de risco para babesiose e encontraram
Acs contra Babesia spp. em 38% das 101 amostras de sangue examinadas, demonstrando que

a infeccdo pode ser latente ou assintomatica.'*

Pesquisas realizadas em individuos assintomaticos, mas que mantinham um maior
tempo de exposicdo aos fatores de risco como o contato freqliente com o gado bovino

mostraram uma prevaléncia maior desses Acs.

Um estudo na Venezuela registrou positividade de 42% para anticorpos contra a
Babesia bigemina e 22,1% contra a Babesia bovis em médicos veterinarios, trabalhadores
agropecuarios e soldados de origem rural. ¥ Semelhantes resultados foram anotados em areas
rurais no México onde se relatou soroprevaléncia de 37 %.'

No Brasil, Yoshinari e col. utilizando o ELISA como teste imunoldgico, realizaram
um estudo em grupo de pacientes constituido por 49 individuos normais para estimar a
frequéncia da soropositividade para babesiose na populagédo normal. Os resultados relatados
mostraram que a frequéncia de Acs contra B. bovis em um grupo controle foi de 10,2%, sendo
8,2% para Acs da classe 1gG e 2,04% para Acs da classe IgM.?

No Mato Grosso do Sul, Naka em 2006 registrou 3% de positividade para Acs anti-

Babesia em um grupo controle constituido de 100 criancas sadias.**®

Os resultados da pesquisa da Acs anti-Babesia bovis por meio da técnica de ELISA
obtidos neste estudo mostraram uma freqliéncia de positividade em 10,4% das amostras,
sendo 5,2% para Acs da classe IgM, 0,9% para a classe 1gG e 4,3% para IgM e 1gG
concomitantemente. Este resultado (10,4%) se aproximou muito do obtido por Yoshinari et
al.? (10,2%) ao estimar a freqiiéncia da soropositividade para babesiose em uma populagéo

normal.

A positividade dos anticorpos contra a Babesia bovis nos individuos deste estudo pode

ser também devido a memoria imunoldgica dos individuos testados, pois se demonstrou que
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0s anticorpos anti-Babesia podem se manter detectaveis por um periodo de um a dois anos

apos a infecgdo primaria.**'*

Os baixos titulos de Acs contra B. bovis, obtidos neste estudo, sdo indicativos de
infeccdo crénica ou sub-clinica, pois em geral, os titulos de Acs produzidos contra a babesia
declinam durante o curso desses tipos de infecgdes.'®

Babesiose € uma doenca zoondtica, com a natural infeccdo de humanos como
resultado natural da interacdo com ciclos enzodticos estabelecidos. O Estado de Mato Grosso
do Sul, com um rebanho estimado de 25 milhdes de cabecas de gado, é uma regido onde a
populacdo bovina se encontra em situacdo epidemioldgica de estabilidade enzooética para a
Babesia bovis. O Estado tem na bovinocultura uma das suas principais atividades econémicas
e um grande nimero de pessoas esta envolvido nessa cadeia produtiva, muitas delas, na lida
didria com o animal o que possibilitaria a infeccdo em humanos sugerindo, de acordo com 0s

resultados observados neste trabalho, uma ampla dispersdo do agente em nosso meio.

Em Mato Grosso do Sul, um projeto em rede foi realizado pela Embrapa Gado de
Corte de Campo Grande, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Universidade de Sao
Paulo e Universidade Federal do Rio de Janeiro. Como parte dos resultados obtidos verificou-
se que uma grande propor¢do de bovinos em seis municipios do interior de MS apresentou
sorologia positiva tanto para B. burgdorferi (68,8 a 99,2% dos bovinos) como para Babesia
bovis (71,2 a 98,4% dos bovinos). Houve ainda coexisténcia de ambos agentes em 54,5 a 97%

nos bovinos.”

A incidéncia de babesiose em humanos parece ser maior onde ha criacdo de gado,
como em areas do oeste da Franca e Irlanda. Na Europa, a doenca tem distribuicdo sazonal,
com a maioria dos casos ocorrendo em épocas em que 0s carrapatos sdo mais ativos (maio a

setembro).'®

Apesar dos relatos de babesiose humana serem raros, os sintomas sdo semelhantes a
malaria, com febre, mal-estar, mialgia, artralgia, hemdlise, ictericia e alteragdes de funcédo
hepatica.**® Comparada a alta incidéncia de malaria no homem e da babesiose em animais
selvagens e domesticos como bovinos, cavalos, cdes e roedores, 0 homem parece ser

raramente infectado pela Babesia spp., ou pelo menos essa infecgdo raramente € aparente.

Vérios autores j4 relataram a transmissdo de Babesia spp. por transfusdo
sangliinea.”"**" Os resultados observados neste trabalho permitem sugerir a adogdo em

bancos de sangue de testes soroldgicos para Babesia spp. juntamente com um questionario
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abordando a epidemiologia da doenga para diminuir a possibilidade, ainda que remota, deste

tipo de transmissao.

6.3 CO-INFECCAO BORRELIA E BABESIA

Varios estudos registram a co-infeccdo em humanos e animais causadas por diferentes

patégenos transmitidos por carrapatos como borrelia e babesia.’

No Brasil, Yoshinari et al. descreveram a co-infecgdo entre Babesia spp. e Borrelia
spp., identificados por métodos soroldgicos, em dois enfermos residentes em areas endémica
para a SIRLS em Cotia—SP. Verificou-se através da sorologia com B. bovis que pacientes com
SIRLS apresentavam uma maior positividade para estes Acs em compara¢do a um grupo de
individuos normais. Os autores sugeriram a possibilidade da transmissdo dos dois

microorganismos pelo mesmo carrapato em areas endémicas para a SIRLS no Brasil.®

Registrou-se na presente pesquisa a coexisténcia de Acs anti-Borrelia e anti-Babesia
em duas amostras (1,73%), sendo 0s Acs da classe IgM os Unicos detectados.

Os resultados poderiam ser esperados, uma vez que MS foi identificado como uma
regido de risco para a DL** e também pelo fato de Naka'* em 2006 ter relatado a
coexisténcia de Acs para esses dois microorganismos em criangas com suspeita de DL.

A co-infeccdo por Anaplasma phagocytophilum, Borrelia spp. e Babesia spp. €
resultado de vetores comuns para 0s respectivos patdgenos dessas doengas, mais comumente
carrapatos do género Ixodes.”® No Brasil, pacientes com SIRLS muitas vezes apresentam
anemia, adenomegalia, fadiga, neuropatia motora e outros sintomas que permanecem apos
tratamento, sugerindo outro foco infeccioso, que pode ser um destes parasitas, transmitido

pelo mesmo carrapato.

Embora possamos supor que a co-infeccdo desses dois individuos tenha sido
transmitida por carrapatos, 0 modo como esta transmissdo ocorreu ainda ndo esté claro. Costa
et al.° sugeriram que carrapatos do género Amblyomma sdo 0s potenciais transmissores da
borrelia aos humanos em MS, enquanto que a babesiose, em nosso pais, é transmitida por
outras espécies de carrapatos (Boophilus microplus, Rhipicephalus sanguineus, Dermacentor
spp.). Assim, a confirmacdo da transmissdo desses dois agentes por uma mesma espécie de
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vetor necessitaria de um estudo mais especifico. Poderia-se também supor, até mesmo, que a
transmissdo tenha ocorrido por uma outra espécie de vetor, pois provavelmente, a exemplo do
que ocorre com SILRS, a babesiose deve apresentar caracteristicas proprias em nossa regido,
com possiveis varigdes genéticas das especies, o que levaria a particuliaridades na interacdo

patdgeno-vetor em ecossistemas distintos.

A presenca de anticorpos contra a borrelia e a babesia sugere que estes individuos
tiveram contato com estes microorganismos em nossa regido. Assim ressaltamos a
importancia de se realizar mais estudos clinicos e epidemioldégicos em nosso Estado, o que
possibilitard uma maior compreensdo da interagdo entre essas duas zoonoses em NnOsSso

ambiente.

Esperamos que os resultados obtidos nesta pesquisa possam contribuir para o
mapeamento dessas zoonoses, pois as enfermidades transmitidas por carrapato sdo de dificil
diagndstico, uma vez que os pacientes geralmente ndo citam picada pelo ectoparasito, as
manifestagdes clinicas na fase inicial da doenca sdo pouco especificas e o diagndstico
laboratorial ainda carece de uma maior especificidade e sensibilidade para esses agentes.

A co-infeccdo de microorganismos agrava e prolonga a doenga tornando-se uma
preocupacao de saude publica. No Brasil, apesar dos esforgos, ndo se conhece por completo as
manifestacdes clinicas das co-infec¢des transmitidas por carrapatos, tampouco o diagndstico
laboratorial é suficientemente seguro. Portanto entendemos que novos estudos sobre
soroprevaléncia, descri¢do de casos clinicos e identificacdo de vetores e reservatorios sdo de

extrema importancia para auxiliar no diagnostico dessas enfermidades.

6.4 ESTABELECER O SERVICO DE DIAGNOSTICO LABORATORIAL
DA BORRELIOSE DE LYME E OUTRAS ENFERMIDADES
EMERGENTES INTERCORRENTES E TRANSMITIDAS POR
CARRAPATOS, COMO A BABESIOSE, NO HOSPITAL
UNIVERSITARIO DA UFMS.

As doengas transmitidas por artropodes sdo as enfermidades que mais acometem o

homem e os animais, principalmente pelo fato da habilidade de transmissdo mecénica ou
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biologica pelo artropode. Os carrapatos constituem-se no segundo grupo de vetores que maior

namero de patdgenos transmite.®

As analises soroldgicas obtidas a partir das amostras de individuos sadios neste
trabalho revelam a ampla dispersdo desses agentes em nosso ambiente. Por isto, acreditamos
que a implantacdo em nosso Estado de metodologias diagndsticas para a SIRLS e outras
enfermidades emergentes intercorrentes e transmitidas por carrapatos, como a babesiose
contribuird para a identificacdo de casos suspeitos, 0 que certamente trara grandes beneficios

para a populagio exposta a esses vetores.

Imaginamos também que esse servico de diagnodstico contribuird para um melhor
conhecimento das enfermidades transmitidas por carrapatos possibilitando a padronizacéo
laboratorial de novas técnicas diagndstico, a busca na identificacdo do agente etiologico da
SIRLS no pais, além da relevante troca de informag¢Ges com outros centros de pesquisas como
0 Centro de Referéncia para a Doenca de Lyme no Brasil (Laboratério de Investigacdo
Médica em Reumatologia do HCFMUSP-SP — LIM-17).

Por fim, os resultados obtidos nesta pesquisa podem significar que esses individuos
sadios tiveram contato com os agentes pesquisados, ou ainda, com outro(s) agente(s) que
tenha(m) determinante(s) antigénico(s) similar(es) sugerindo uma ampla distribuicdo desses
patdgenos em nosso meio. Dessa maneira, 0s estudos devem prosseguir, pois essas zoonoses
necessitam de uma melhor delineagdo em nosso Estado, tanto quanto ao seu aspecto
epidemioldgico e clinico, como em relagdo a execucdo de ensaios sorolégicos mais sensiveis
e aperfeicoamento e padronizacdo das técnicas laboratoriais. Isto contribuird para a melhor
compreensdo da interagdo entre essas duas zoonoses em nosso ambiente permitindo a
identificacdo e caracterizagdo dos pacientes com manifestac6es clinicas e laboratoriais, além
da real possibilidade da existéncia de casos assintomaticos.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

- A pesquisa em soro de doadores de sangue do HEMOSUL — MS de anticorpos anti-
Borrelia burgdorferi pelo ELISA detectou positividade em 7,8% dos individuos investigados,
sendo 1,8% da classe 1gM, 3,4% da classe 1gG e 2,6% para IgM e 1gG concomitantemente.

- A pesquisa de anticorpos anti-Babesia bovis pelo ELISA em soro de doadores do
banco de sangue do HEMOSUL - MS revelou uma positividade em 10,4% dos individuos
analisados, sendo 5,2% da classe IgM e 0,9% da classe 1gG. 4,3% das amostras apresentaram
reatividade para anticorpos de ambas as classes.

- Houve concomiténcia dos anticorpos contra Borrelia burgdorferi e Babesia bovis em
duas amostras (1,74%) dos doadores pesquisados, 0 que poderia indicar a transmisséo de mais
de um agente pela picada do carrapato-vetor (co-infecgao).

- A presenca de anticorpos anti-Borrelia e anti-Babesia no soro de doadores de sangue
pode significar que esses individuos sadios tiveram contato com 0s agentes pesquisados, ou
ainda, com outro(s) agente(s) que tenha(m) determinante(s) antigénico(s) similar(es)
sugerindo uma ampla distribuicdo desses patdgenos em nosso meio com a possibilidade de

casos clinicos assintomaticos.

- O encontro de anticorpos anti-Borrelia e anti-Babesia no soro de doadores de sangue
evidencia a possibilidade, ainda que remota, da transmissdo desses agentes via transfuséo

sanguinea, o que tornaria essa questdo uma relevante preocupacao para a satde publica.

- A implantacdo definitiva do servico de diagnostico laboratorial da borreliose de
Lyme e outras enfermidades emergentes intercorrentes e transmitidas por carrapatos no
Hospital Universitario da UFMS contribuird para o conhecimento da situacdo regional dessas
zoonoses, além de fornecer suporte para o clinico e estimular o desenvolvimento de futuras

pesquisas na area.
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