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RESUMO

A Doenca de Lyme (DL) € uma zoonose emergente, transmitida por carrapatos e
causada por espiroquetas do grupo Borrelia burgdorferi lato sensu. No Brasil,
frequentemente sub-diagnosticada devido ao acentuado polimorfismo clinico,
apresenta algumas caracteristicas epidemiologicas, clinicas e laboratoriais diferentes
que permitem caracterizar uma Doenca de Lyme-simile brasileira ou Sindrome de
Baggio-Yoshinari (SBY), zoonose emergente e de descricdo restrita ao territério
brasileiro. O objetivo deste estudo foi avaliar o diagnostico sorolégico e molecular da
Sindrome de Baggio-Yoshinari em Mato Grosso do Sul. Participaram do estudo 41
pacientes com sinais e sintomas sugestivos de SBY e todos foram submetidos a
exames sorologicos, por metodologias ELISA e Western blotting (WB), e
moleculares para deteccédo de DNA de Borrelia burgdorferi por meio da amplificacao
da regido gendmica flgE. A positividade soroldgica pelas metodologias ELISA e WB
foi de 26,8% e 34,2% para anticorpos IgM anti-Borrelia, e 43,9% para anticorpos 1gG
anti-Borrelia pelas duas metodologias. Na deteccdo molecular utilizando o gene flgE
a positividade observada foi de 29,3%. As amostras positivas na reacdo de PCR
foram purificadas, sequenciadas e as sequéncias obtidas apresentaram 100% de
similaridade com o gene da proteina do gancho flagelar de B. burgdorferi (flgE)
depositado no GenBank (L43849.1), demonstrando, pela primeira vez, a presenca
de DNA de Borrelia burgdorferi lato sensu em amostras de soro e sangue humano
na regido Centro-Oeste do Brasil. Estes resultados confirmam a existéncia de
borreliose causada por B. burgdorferi lato sensu no estado de Mato Grosso do Sul,
Brasil, e sugerem a necessidade de continuidade dos estudos epidemiolégicos,
sorologicos e moleculares a fim de melhor caracterizar essa zoonose emergente no
estado de Mato Grosso do Sul, que raramente é fatal, porém de grande morbidade
guando ndo adequadamente diagnosticada e tratada, devido as recorréncias e
complicacg@es clinicas progressivas.

Descritores: Borrelia burgdorferi; Doenca de Lyme; flgE; Doenca de Lyme-simile;
Sindrome de Baggio-Yoshinari



ABSTRACT

Lyme Disease (LD) is an emerging zoonosis, transmitted by ticks and caused by
spirochete Borrelia burgdorferi group. In Brazil, often under-diagnosed due to marked
clinical polymorphism and complex laboratory confirmation, it presents some
epidemiological characteristics, different clinical and laboratory that can characterize
a Brazilian Lyme-like disease or Baggio-Yoshinari Syndrome (BYS), emerging
zoonosis and description restricted to Brazil. The aim of this study was to perform the
serological and molecular diagnosis of Baggio-Yoshinari Syndrome in Mato Grosso
do Sul State. Forty one patients with positive epidemiological histories were recruited
for the study and underwent serological by ELISA and Western blotting (WB) tests,
and Borrelia burgdorferi DNA detection by amplification of the genomic region flgE.
The seropositivity by ELISA and WB methodologies were 26.8% and 34.2% for anti-
Borrelia IgM antibodies, and 43.9% for anti-Borrelia IgG antibodies by both methods.
The gene flgE was amplified from ADN of 29.3% of the samples. Upon sequencing,
these positive samples revealed 99-100% homology to Borrelia burgdorferi flagellar
hook protein (flgE) deposited in GenBank (L43849.1), demonstrating for the first time,
the presence Borrelia burgdorferi lato sensu ADN in human blood samples in the
Midwest region of Brazil. These results support the existence of borreliosis caused by
B. burgdorferi lato sensu in the state of Mato Grosso do Sul, with symptoms similar to
classic Lyme disease and suggest the need for continuity of epidemiological,
serological and molecular studies to better characterize this zoonosis emerging in
Brazil, which is rarely fatal, but of great morbidity when not properly diagnosed and
treated due to recurrences and progressive clinical complications.

Key words: Borrelia burgdorferi; Lyme disease; flgE; Lyme-like disease; Baggio-
Yoshinari Syndrome
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1 INTRODUCAO

A Doenca de Lyme (DL) ou Borreliose de Lyme é uma zoonose emergente de
carater multissistémico e de distribuicAo mundial, causada por espiroquetas do
grupo Borrelia burgdorferi lato sensu (I.s.) e transmitida por carrapatos do complexo
Ixodes ricinus (STEERE, 2001).

Clinicamente evolui em estagios e o0 aspecto distintivo na fase inicial € a leséo
de pele denominada eritema migratorio (EM). No estagio secundario, observam-se
lesbes cutaneas semelhantes a inicial e/ou complicagbes sistémicas articulares,
cardiacas ou neurologicas. O diagndstico baseia-se na presenca dos sintomas
clinicos, historia epidemioldégica compativel e sorologia positiva para Borrelia
burgdorferi (STEERE et al., 1980; STEERE, 2001; YOSHINARI et al., 1999a).

No Brasil, os primeiros estudos datam do final da década de 80 (YOSHINARI
et al.,, 1989). Os primeiros casos de manifestacdes cutaneas foram descritos em
1987 (TALHARI et al., 1987; TALHARI; TALHARI; FERREIRA, 1992) e em 1992 a
descricdo de casos com manifestacdes sistémicas foi publicada (YOSHINARI et al.,
1992; YOSHINARI et al.,, 1993a). Em sequéncia, outros casos foram descritos e
algumas diferencas clinicas, laboratoriais e epidemioldgicas em relacdo a Doenca de
Lyme descrita no hemisfério norte comecaram a ser evidenciadas (COSTA et al.,
2001; YOSHINARI et al., 1993b; YOSHINARI et al., 1995; YOSHINARI et al., 1997,
YOSHINARI et al., 1999a; YOSHINARI et al., 1999b).

As diferencas observadas em nivel local permitiram caracterizar uma Doenca
de Lyme-simile brasileira ou Sindrome de Baggio-Yoshinari (SBY) que, apesar do
classico eritema migratério e das habituais complicacdes sistémicas encontradas na
Doengca de Lyme, cursa com grande frequéncia de recorréncias, desordens
imunologicas e producdo de autoanticorpos, ao longo da prolongada evolugéao
clinica, diferentemente da Doenca de Lyme (GAUDITANO et al., 2005; MANTOVANI
et al., 2007a; YOSHINARI et al., 1995).

Do ponto de vista epidemiolégico, a doencga existe em todo territério nacional
e € adquirida em areas com existéncia de matas, animais silvestres que atuam como
reservatorios e 0s carrapatos como vetores, além de animais domésticos que atuam
como transportadores de carrapatos para o ambiente domiciliar. O vetor considerado

transmissor preferencial da Doenca de Lyme, Ixodes ricinus, ndo foi localizado nas
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areas de risco e de casos observados no Brasil (BARROS-BATTESTI et al., 2000;
COSTA; BONOLDI; YOSHINARI, 2002).

Em Mato Grosso do Sul, dados da literatura relatam a presenca de carrapatos
da espécie Amblyomma cajennense em ambientes e animais silvestres estudados e
auséncia de carrapatos do complexo Ixodes ricinus, sugerindo que outros carrapatos
também podem ser vetores da Sindrome de Baggio-Yoshinari (COSTA; BONOLDI;
YOSHINARI, 2002). Neste contexto, Rhipicephalus (Boophilus) microplus pode
também contribuir para manutencdo do ciclo epidemioldgico (bactéria-vetor-
hospedeiro) e ser igualmente sugerido como vetor da Sindrome de Baggio-Yoshinari
(YPARRAGUIRRE et al., 2007; YOSHINARI et al., 2003).

Mas a caracterizagcdo ainda néo esta completa. Embora seja uma zoonose de
distribuicdo cosmopolita, laboratorialmente a bactéria ainda ndo foi cultivada em
meio de cultura BSK (Barbour-Stoenner-Kelly) a partir de amostras clinicas na
América do Sul, Africa e Australia (STEERE, 2001).

A primeira identificacdo genotipica do agente etioldgico em territério nacional
foi descrita por Madureira (2007) a partir de amostra de um paciente com
manifestacdes clinicas sugestivas da Doenca de Lyme-simile brasileira. Em 2010, as
particularidades da identificagdo genotipica do agente etiologico realizada por
Mantovani (2010), Borrelia burgdorferi lato sensu na apresentacdo morfologica
atipica, diferente das conhecidas em outros continentes, permitiram sugerir a
Sindrome de Baggio-Yoshinari como uma zoonose emergente e de descricdo
restrita ao territorio brasileiro.

Assim, uma nova definicdo para Sindrome de Baggio-Yoshinari pode ser
proposta. Zoonose emergente, até o momento restrita ao territorio brasileiro,
causada por Borrelia burgdorferi lato sensu na apresentacdo morfolégica atipica,
transmitida por carrapatos nao pertencentes ao complexo Ixodes ricinus,
responsavel pelo desenvolvimento de manifestacdes clinicas semelhantes a Doenca
de Lyme exceto pela grande frequéncia de sintomas recorrentes e complicacdes
imuno-alérgicas (MANTOVANI, 2010).

O diagnostico laboratorial baseia-se na pesquisa de anticorpos anti-Borrelia
burgdorferi, mas a resposta imunoldgica é baixa e, embora relevante para o
diagnéstico, os titulos sdo baixos e oscilantes, desaparecendo rapidamente no
sangue (MANTOVANI et al., 2007b).
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Assim, diante das dificuldades observadas com relacdo ao diagnéstico e a
definicdo de caso desta enfermidade, a estruturagdo de um centro de referéncia e de
um servico de pesquisa e diagnéstico sorolégico e molecular possibilitariam a
realizacdo de estudos de prevaléncia para que se possa conhecer a real magnitude
dessa doencga, além de oportunizar o diagnéstico adequado dos pacientes com
manifestacdes clinicas sugestivas da Sindrome de Baggio-Yoshinari que necessitam
de diagndstico laboratorial diferencial e conclusivo. A enfermidade é raramente fatal,
porém de grande morbidade quando ndo adequadamente diagnosticada e tratada,
devido as recorréncias e complicacdes clinicas progressivas, motivos pelos quais se
torna relevante para a area da Saude Publica a implantacdo do centro diagndstico
no Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian/Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (HUMAP/UFMS).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doenca de Lyme

2.1.1 Definicdo

A borreliose de Lyme ou Doenca de Lyme € uma zoonose encontrada no
Hemisfério Norte (EUA e Eurasia), transmitida por carrapatos do complexo Ixodes
ricinus, causada por espiroquetas do grupo Borrelia burgdorferi lato sensu e com

inUmeras manifestagdes clinicas sistémicas (STEERE, 2001).

2.1.2 Historico

Inicialmente denominada artrite de Lyme, a Doenca de Lyme foi descoberta
por Allen Caruthers Steere em 1975, na comunidade de Old Lyme, em Connecticut,
nos Estados Unidos da América, descrevendo casos sugestivos de artrite idiopéatica
juvenil, antecedidos por picada de carrapato e a formacédo de uma lesdo cutanea
expansiva denominada eritema migratério (STEERE et al., 1977).

Anteriormente, a descricdo da lesdo cutdnea expansiva caracteristica da
doenca ja havia sido realizada por Afzelius (1910), na Suécia, e por Lipschitz
(1913), na Austria, que descreveram os primeiros casos de pacientes com placas
eritematosas, Unicas ou multiplas, de crescimento centrifugo, aos quais
denominaram eritema crénico migratorio (ECM). A partir dos primeiros relatos, foram
identificados novos casos de ECM em varios paises europeus, principalmente, da
Europa Central, além de outras formas cutdneas menos comuns, descritas no final
do século XIX e comeco do século XX, como o linfocitoma cutis e a acrodermatite
cronica atrofica (ACA) (BUCHWALD, 1883; HERXHEIMER; HARTMANN, 1902).

As primeiras formas de neuroborreliose foram descritas por Garin & Bujadoux
(1922) em um paciente que desenvolveu radiculite e paralisia de membro superior
associada a pleocitose mononuclear do liquido-cérebro espinhal (LCE) apés picada
de carrapato e desenvolvimento de ECM. Entretanto, somente em 1930 o estudo
realizado por Hellerstrom (1930) correlacionou o ECM a manifestagbes

extracutaneas em um caso simultaneo de ECM e meningite.
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Em 1958, Hollstrém sugeriu a etiologia bacteriana do ECM ap0és obter a cura
de pacientes portadores de ECM utilizando penicilina procaina (HOLLSTROM, 1951;
HOLLSTROM, 1958). Em 1982, o agente etiolégico da Doenca de Lyme foi
identificado por Willy Burgdorfer e denominado Borrelia burgdorferi (BURGDORFER
et al., 1982).

Reconhecida como importante doenca infecciosa emergente, apos mais de 30
anos das primeiras observagdes na comunidade de Old Lyme, em Connecticut,
USA, é a principal doenca transmitida por artropodes nos EUA e na Europa
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2016; EUROPEAN
CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2010; STEERE;
COBURN; GLICKSTEIN, 2004; STEERE, 2006).

2.1.3 Agente etioldgico

Os agentes etiologicos da Doenca de Lyme sao bactérias do complexo
Borrelia burgdorferi lato sensu (STEERE, 2001).

Taxonomicamente, pertence ao filo Spirochaetes, assim como Treponema
pallidum e Leptospira interrogans, e a familia Spirochaetaceae. A espiroqueta B.
burgdorferi € uma bactéria Gram negativa, microaeroéfila, medindo 0,2 a 0,25um por
4 a 30um, multiflagelada, com 7 a 11 flagelos periplasmaticos, o que lhe confere
formato espiralado e movimento helicoidal (BARBOUR; HAYES, 1986; JOHNSON et
al., 1984; SOARES et al., 2000; TILLY; ROSA; STEWART, 2008; TRABULSI et al.,
2008).

Estruturalmente, difere de outros patdégenos bacterianos devido a auséncia de
diversos lipopolissacarideos, toxinas e outros sistemas especializados de secrecao.
A membrana celular externa da Borrelia spp € composta por lipoproteinas de
superficie, como a OspA, OspB, OspC e outras, que atuam como fatores de
viruléncia e fatores imunogénicos ao hospedeiro, participando do processo de
transmisséo e ativando o sistema imune contra a infecgédo bacteriana (GRIMM et al.,
2004; TILLY; ROSA; STEWART, 2008; WOODMAN; COOLEY; STEVENSON,
2008).

O genoma estéa localizado no protoplasma e contém um cromossomo linear
de 910.725 pares de bases e pelo menos 17 plasmideos lineares e circulares com

um tamanho combinado de mais de 533.000 pares de bases. O cromossomo
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contém 853 genes que codificam um conjunto basico de proteinas para a replicagédo
do DNA, transcri¢do, traducdo, transporte de solutos e metabolismo energético, mas
nao contém genes para reacdes biossintéticas celulares (CHARON; GOLDSTEIN,
2002; FRASER et al., 1997; TILLY; ROSA; STEWART, 2008).

Diversos genes codificados por plasmideos estdo relacionados com a
infectividade ou evasdo do sistema imune, influenciando na persisténcia no
carrapato ou no hospedeiro mamifero. Mutacbes em genes cromossdmicos que
codificam proteinas de flagelo, como o flgE, alteram a sintese flagelar ocasionando
alteracdes na morfologia e na motilidade da espiroqueta, perda da forma espiralada
e do movimento em torno do proprio eixo (CHARON; GOLDSTEIN, 2002; FRASER
et al., 1997; TILLY; ROSA; STEWART, 2008).

De crescimento lento nos meios de cultura, a Borrelia spp cresce em meio de
cultura especifico BSK (Barbour-Stoenner-Kelly) e é corado pelos métodos de
Giemsa, hematoxilina/eosina e com corantes a base de prata (PFISTER; WILSKE;
WEBER, 1994; BONOLDI, 2009).

O complexo Borrelia burgdorferi lato sensu (I.s.) € um grupo diversificado de
bactérias, de ampla distribuicdo geografica, que inclui 20 espécies de espiroquetas
ja identificadas, além de outras ainda em estudo. As descri¢cdes de novas espécies e
variantes continuam a ser realizadas e, provavelmente, o nimero atual de espécies
descritas irA aumentar (RUDENKO et al., 2011; SAMUELS; RADOLF, 2010; TILLY;
ROSA; STEWART, 2008).

A maioria das espiroquetas conhecidas possui distribuicdo limitada. Assim
sendo, onze espécies identificadas do complexo B. burgdorferi lato sensu estavam
estritamente associados a Eurasia (B. afzelii, B. bavariensis, B. garinii, B. japonica,
B. lusitaniae, B. sinica, B. spielmanii, B. tanukii, B. turdi, B. valaisiana e B. yangtze),
enquanto outras cinco estavam restritas aos Estados Unidos (B. americana, B.
andersonii, B. californiensis, B. carolinensis e B. kurtenbachii), além de trés outras
espécies de distribuicdo cosmopolita (B. burgdorferi stricto sensu, B. bissettii e B.
carolinensis) (RUDENKO et al., 2011; SOARES et al., 2000; STEERE; COBURN;
GLICKSTEIN, 2004; TILLY; ROSA; STEWART, 2008).

Dessas 20 espécies, nove estdo associadas a casos de borreliose em
humanos: (B. afzelii, B. bavariensis, B. bissetti, B. burgdorferi stricto sensu, B. garinii,
B. kurtenbachii, B. lusitaniae, B. spielmanii e B. valaisiana). Nos Estados Unidos, a

B. burgdorferi stricto sensu é a principal espécie encontrada. Por outro lado, na
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Europa, além da B. burgdorferi stricto sensu, sdo também frequentes B. garinii e B.
afzelii (BASILE, 2017; RUDENKO et al., 2011; SAMUELS; RADOLF, 2010).

A diversidade etiolégica e antigénica explica o organotropismo e o
aparecimento de quadros clinicos e laboratoriais distintos nas diferentes regides.
Demonstra-se predominio de queixas cuténeas e articulares nos Estados Unidos,
enquanto as neurolégicas prevalecem na Europa e Asia. Embora a distribuico
dessa zoonose seja universal, a bactéria ainda nao foi isolada na América do Sul,
Africa e Australia (RUDENKO et al., 2011; STANEK; STRLE, 2008; STEERE, 2001).

2.1.4 Vetores e reservatorios

Nos EUA e Eurésia, o carrapato transmissor da Doenca de Lyme pertence ao
complexo Ixodes ricinus. Nos EUA encontra-se o Ixodes scapularis e o Ixodes
pacificus; na Europa o Ixodes ricinus e na Asia o Ixodes persulcatus. Participam do
ciclo de transmissdo da Doenca de Lyme, tanto os pequenos mamiferos como os
grandes vertebrados. Larvas e ninfas de carrapatos contraem a infeccdo ao se
alimentarem em pequenos roedores, enquanto os artrépodes adultos acasalam-se
nos mamiferos de grande porte (HAMER et al.,, 2010; LOGIUDICE et al., 2003;
MLADENOQVIC et al., 2010; SPACH et al., 1993; STEERE; COBURN; GLICKSTEIN,
2004; YOSHINARI et al., 1999Db).

Ao adentrar no ecossistema propicio, areas com vegetacdo preservada e na
existéncia de animais silvestres, o homem contrai a zoonose ao ser picado
principalmente pelas ninfas dos carrapatos que, pelo seu tamanho diminuto, nem
sempre sdo percebidos. Dados da literatura relatam que 50% dos pacientes
recordam-se de picadas ou de terem tido contato com carrapato e esse fato torna-se
relevante pois a enfermidade s0 se desenvolve no homem se o carrapato nao for
removido nas primeiras 24 horas. Com relacdo aos vetores, existe ainda a descri¢ao
da transmissdo transovariana de espiroquetas (CRIPPA; RIAS; GERN, 2002;
HAMER et al., 2010; LOGIUDICE et al., 2003; MLADENOVIC et al., 2010; SPACH et
al., 1993; STEERE; COBURN; GLICKSTEIN, 2004; YOSHINARI et al., 1999b).
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2.1.5 Aspectos clinicos

A evolucdo da Doenca de Lyme ocorre em estagios. O estagio primario
geralmente se inicia com o surgimento de uma lesédo de pele, denominada eritema
migratério (EM), que pode se desenvolver no sitio da picada do carrapato ap6s um
periodo de incubacéo que varia de 3 a 32 dias. O eritema migratorio caracteriza-se
por lesdo de pele expansiva em decorréncia da migracdo das borrelias na derme,
geralmente de centro claro e borda avermelhada e que costuma durar dias a meses.
Normalmente, a lesdo ndo € dolorosa nem pruriginosa, podendo assumir outros
aspectos como ser intensamente eritematosa ou ser confluente a partir de
minusculas lesées menores (STEERE et al., 1980; STEERE, 2001; STEERE, 2006;
YOSHINARI et al., 1999b).

Associados ao eritema migratério estdo presentes sintomas e sinais gerais
semelhantes a gripe, que correspondem a disseminacdo sanguinea dos
microrganismos, tais como: febre, calafrios, cefaleia, nucalgia, mialgia, artralgia,
disestesia de extremidades, linfoadenopatia, conjuntivite, rash malar, alteracdo do
sono e outros (STEERE, 2001; YOSHINARI et al., 1999b).

Apds semanas ou meses, nos pacientes ndo adequadamente diagnosticados
e tratados, surge o estagio secundario e outras manifestacées clinicas podem
aparecer. Lesdes cutaneas semelhantes a lesdo inicial, geralmente menos
expansivas, multiplas e sem relagdo com o local da picada anterior, acompanhadas
de queixas osteoarticulares, neurolégicas ou cardiacas, que podem cursar com
recidivas nagueles pacientes que nao tiveram diagndstico e tratamento oportunos da
doenca. Os surtos de artrite podem ser recorrentes e durar de semanas a meses. A
sintomatologia neuroldgica inclui a triade: meningite, neurite craniana e radiculite
periférica. As queixas cardiacas séo raras e manifestam-se na forma de arritmias ou
miocardites (ARVIKAR; STEERE, 2015; STEERE et al.,, 1980; STEERE, 2001;
STEERE; COBURN; GLICKSTEIN, 2004; YOSHINARI et al., 1999b).

A Doenca de Lyme cronica decorre dos episodios recorrentes de artrite ou de
complicacbes tardias da borreliose néo tratada oportunamente. Assim na
neuroborreliose  cronica descrevem-se as sindromes  desmielinizantes,
encefalopatias e ataxias. Na Europa existe a acrodermatite crénica atrofica (ACA),
gue € uma lesdo de pele atréfica semelhante a esclerodermia e causada pela
Borrelia afzelii, tendo sido descrita a recuperacdo de borrelias a partir da pele em
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lesbes com duracdo de muitos anos (LOGIGIAN et al., 1990; OSCHMANN et al.,
1998; STANEK; STRLE, 2008; STRLE et al., 1999; STEERE, 2001).

2.1.6 Diagnoéstico

De acordo com o critério diagnostico do Centers for Disease Control and
Prevention - CDC (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2011)
o diagnéstico da Doenca de Lyme baseia-se na presenca de sintomas clinicos,
como o eritema migratério ou queixas sistémicas articulares, neurolégicas ou
cardiacas, associado a sorologia positiva para Borrelia burgdorferi lato sensu. Em
areas de risco, a simples constatacdo do eritema migratério pode ser fator
diagnéstico. O ensaio de imunoabsorcdo ligado a enzima (ELISA) é a prova
laboratorial de triagem e, o Western blotting (WB), a prova confirmatéria. O Western
blotting para ser considerado positivo necessita mostrar um determinado padrao de
reatividade, quantitativo e qualitativo, em relacdo as bandas proteicas das borrelias
expressas no immunoblotting: para anticorpos das classes IgM pelo menos duas de
trés bandas (24 kDa — OspC, 39 kDa — BmpA e 41 kDA — Fla), e para 1gG pelo
menos cinco das dez bandas (18 kDA, 21 kDa — OspC, 28 kDa, 30 kDa, 39 kDa —
BmpA, 41 kDa — Fla, 45 kDa, 58 kDa, 66 kDa e 93 kDa). A utilizacdo da PCR na
pratica clinica ainda € pouco frequente pois, além do custo, requer que existam
borrelias circulantes ou em tecidos (AGUERO-ROSENFELD et al., 2005;
DRESSLER et al.,1993; GRODZICKI; STEERE, 1988; MAGNARELLI, 1995;
MANDELL et al., 1989; MARQUES, 2015; STEERE, 2006).

Yoshinari e Mantovani (2006) salientam que a Doengca de Lyme tem
diferentes agentes etiolégicos e a sensibilidade dos testes laboratoriais varia com a
espécie de Borrelia empregada em determinada regido geografica. Entretanto, a
sorologia € o método de escolha no diagnoéstico laboratorial da Doenga de Lyme,
pois a cultura do microrganismo e sua visualizagdo em microscopia de campo
escuro, a partir de materiais biolégicos semeados em meio de cultivo BSK, séo
procedimentos demorados e pouco produtivos, haja vista que borrelias sdo bactérias
fastidiosas.

Em é&reas de incidéncia elevada da doenca recomenda-se a confirmacdo
laboratorial apenas para individuos que néo se recordam da exposi¢do ao carrapato
(MONIUSZKO et. al., 2015; STEERE; COBURN; GLICKSTEIN, 2004).
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2.1.7 Tratamento

As diretrizes da Sociedade Americana de Doencas Infecciosas recomendam a
antibioticoterapia para o tratamento da Doenca de Lyme em todos os estagios
(WORMSER et al., 2006). Pacientes tratados com antibidticos apropriados nos
estagios iniciais da doenca de Lyme geralmente se recuperam completamente
(RAHN & MALAWISTA, 1991). Os antibioticos comumente utilizados para tratamento
via oral incluem doxiciclina, amoxicilina ou cefuroxima axetil. Pacientes com
manifestacbes neurologicas e/ou cardiacas de doenca podem necessitar de
tratamento intravenoso com drogas como ceftriaxona ou penicilina (CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2016).

A recomendacdo para o tratamento de pacientes adultos com manifestacfes
cutdneas na auséncia de manifestacdes neuroldgicas especificas € doxiciclina
(100mg duas vezes ao dia), amoxicilina (500mg trés vezes ao dia) ou cefuroxima
axetil (500mg duas vezes ao dia) durante 14 dias (intervalo 10-21 dias para
doxiciclina e 14-21 dias para amoxicilina ou cefuroxima axetil) (WORMSER et al.,
2006).

Para pacientes adultos com doenca de Lyme precoce e manifestacdes
neurolégicas de meningite ou radiculopatia, recomenda-se o0 uso de ceftriaxona (29
uma vez ao dia por via intravenosa durante 14 dias (intervalo 10-28 dias)). A terapia
parenteral com cefotaxima ou penicilina G pode ser alternativa satisfatoria. Para
pacientes com hipersensibilidade a B-lactamicos, evidéncias crescentes indicam que
doxiciclina via oral (200-400mg por dia, 12/12 horas, por 10-28 dias) pode ser
adequada (WORMSER et al., 2006).

Considerada manifestacdo tardia da doenca, a artrite de Lyme possui
indicacdo de tratamento com doxiciclina ou amoxicilina por via oral durante 30 dias.
A terapia endovenosa com ceftriaxona pode ser recomendada para pacientes com
resposta insuficiente a terapia antimicrobiana por via oral (ARVIKAR; STEERE,
2015).

2.1.8 Epidemiologia

A distribuicdo geogréfica da doenca € ampla, ainda em expansdo, e as

manifestagdes clinicas variam conforme a espécie do complexo Borrelia burgdorferi
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lato sensu encontrada em determinada localidade geografica (KUGELER et al.,
2015; RUDENKO et al., 2011; STEERE, 2001).

Rudenko et al. (2011) j& alertavam para mudancas epidemiologicas e a
amplitude das manifestacfes clinicas da DL, indo de pequenos eritemas migratorios
(EM) & artrite grave ou as manifestacdes neuroldgicas, em virtude do envolvimento
de novas e/ou desconhecidas espécies de Borrelia, assim como o relato de aumento
da espiroquetemia descrito por Pritt et al. (2016) e que foi observado com a
descricdo de uma nova genoespécie de Borrelia burgdorferi lato sensu (Borrelia
mayonii) (PRITT et al., 2016).

Considerando os casos notificados de Doenca de Lyme nos Estados Unidos,
Shapiro (2014) afirma que a doenca esta em ascensao no territério norte americano.
O numero de casos notificados passou de 10.000 em 1992 para 25.000 a 30.000
atualmente. A incidéncia da doenca de Lyme é mais alta entre criancas de 5 a 14
anos de idade e adultos de meia-idade (40 a 50 anos de idade), e é um pouco mais
comum entre homens do que entre as mulheres (SHAPIRO, 2014).

Dados do Centers for Disease Control and Prevention (CDC) confirmam a
notificacdo de mais de 36.000 novos casos da Doenca de Lyme nos Estados Unidos
no ano de 2013, mas considerando subnotificacbes, o numero real de casos
estimados pelo CDC esta em torno de 300.000 novos casos por ano (KUGELER et
al.,, 2015; MEAD, 2015). Na Europa, dados do European Centre for Disease
Prevention and Control (ECDC) confirmam o aumento no nimero de casos e mais
de 360.000 novos casos foram registrados ao longo das duas ultimas décadas
(EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2010).

As estimativas do CDC e do ECDC mostram o crescimento acelerado
considerando um aumento no numero de casos dez vezes maior do que se
acreditava anteriormente. Esses dados asseguram a Doenca de Lyme entre as
doencas infecciosas que mais crescem nos EUA e Europa Ocidental (KUGELER et
al., 2015; MEAD, 2015).

Nos Estados Unidos, a vigilancia dos casos de Doenca de Lyme foi iniciada
pelo CDC em 1982 e, desde 1990, € uma doenca de notificacdo compulsoria
estando entre as principais doencas transmitidas por vetores na América do Norte e
representa um desafio em termos de Saude Publica (AGUERO-ROSENFELD et al.,
2005).
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2.1.9 Evolucdo

No Hemisfério Norte, a persisténcia de espiroquetas no hospedeiro apos o
uso adequado de antibidticos ainda € controversa. Com excecao de recidivas
articulares, que eram interpretadas como manifestagcdes de autoimunidade, ndo se
admitia a hipdtese de recorréncia clinica e a necessidade de prolongar e/ou reiniciar
um novo tratamento antimicrobiano.

Assim, considerava-se como Doenca de Lyme crbnica os casos clinicos de
diagnéstico tardio que ndo foram oportunamente tratados, haja vista que muitos
destes pacientes ndo exibiam sinais de infeccdo ativa. Mas muitas das
caracteristicas observadas na evolucdo da doenca ainda sdo mal compreendidas e
geram controvérsias (ARVIKAR; STEERE, 2015; BAKER, 2008; FEDER et al., 2007,
LANTOS, 2015; MALONEY, 2016; PUIUS; KALISH, 2008; STEERE et al., 2001;
STEERE; COBURN; GLICKSTEIN, 2004).

Por outro lado, Cameron (2010) defende a existéncia da Doenca de Lyme
Crbnica e afirma que a sintomatologia pode ser severa, com complicacbes
articulares, neurolégicas e cardiacas. Relata que ndo h& marcadores clinicos ou
laboratoriais que confirmem a erradicacdo do agente e sugere a necessidade de
estudos que avaliem a resisténcia bacteriana e a ocorréncia de falha terapéutica.

Marques (2008) afirma que a Doenca de Lyme crbnica €, provavelmente, um
dos aspectos mais controversos da Doenca de Lyme. O termo tem sido
erroneamente utilizado para descrever diferentes situagcdes: pacientes com
manifestacbes clinicas caracteristicas da Doenca de Lyme tardia (artrite,
encefalomielite ou neuropatia periférica), pacientes com a sindrome pds-Doencga de
Lyme e ainda, pacientes com sinais e sintomas que receberam, de forma
equivocada, o diagnostico laboratorial diferencial com base em metodologias e
testes nao validados (LANTOS, 2015; MALONEY, 2016; MARQUES, 2008;
O’'CONNELL, 2014).

Dados do Centers for Disease Control and Prevention (2016) estimam que
cerca de 10 a 20% dos pacientes acometidos anualmente pela Doenca de Lyme
permanecerao sintomaticos mesmo apos a terapia antimicrobiana adequada.

A sindrome po6s-DL ou TAPOS (Sindrome Poli-organica associada ao
carrapato) é uma entidade clinica observada nos EUA, bastante controvertida e

indefinida, que surge nos pacientes com DL tratados com antibiéticos. Caracteriza-
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se pelo desenvolvimento de sintomas persistentes, com duragao superior a seis
meses, como mialgia, artralgia, dor radicular, disestesias, sintomas neurocognitivos
e intensa fadiga (ASCH et al., 1994; AUCOTT; CROWDER; KORTTE, 2013;
AUCOTT, 2015; BAKER, 2008; LANTOS, 2015; PUIUS & KALISH, 2008).

2.2 Sindrome de Baggio-Yoshinari

2.2.1 Definicdo

A Sindrome de Baggio-Yoshinari (SBY) ou Doenca de Lyme-simile brasileira
(DLSB) é uma zoonose emergente, de descricdo restrita, até 0 momento, ao
territdrio brasileiro, causada por Borrelia burgdorferi lato sensu na apresentacéo
morfologica atipica, transmitida por carrapatos ndo pertencentes ao complexo Ixodes
ricinus, e responsavel pelo desenvolvimento de manifestacfes clinicas semelhantes
a Doenca de Lyme, exceto pela grande frequéncia de sintomas recorrentes e
complicacBes imunoalérgicas (MANTOVANI, 2010; MANTOVANI et al., 2012).

2.2.2 Historico

O histérico da Doenca de Lyme-simle brasileira ou Sindrome de Baggio-
Yoshinari é recente. No final da década de 80, os primeiros relatos com descricbes
de manifestacbes cutaneas sugestivas da Doenca de Lyme, como o0 eritema
migratorio, foram realizados por Talhari et al. (1987) no Amazonas e posteriormente
por Filgueira, Trope e Gontijo Filho (1988) no Rio de Janeiro.

Em 1989, orientado pelo Dr. Allen Caruthers Steere, o Dr. Natalino Hajime
Yoshinari (Médico Reumatologista da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sdo Paulo — FMUSP) iniciou os estudos com uma equipe multidisciplinar em
territério brasileiro (YOSHINARI; STEERE; COSSERMELLI, 1989) e, em parceria
com o Dr. Roberto Baggio (Entomologista do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade de Séo Paulo — ICBUSP) e o Dr. Paulo Yassuda (Microbiologista do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Sao Paulo — ICBUSP), organizou

um grupo de pesquisa que buscou regides suspeitas coletando carrapatos para
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andlise e procurando casos de Doenca de Lyme no Brasil (BONOLDI, 2009;
YOSHINARI et al., 1992).

Ainda no comeco da década de 90, Azulay et al. (1991), utilizando o método
de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e Borrelia burgdorferi lato sensu como substrato,
evidenciaram a presenga de anticorpos no soro em trés de cinco pacientes com
eritema migratério (EM).

Em 1993 os primeiros casos autoctones de borreliose foram descritos no
municipio de Itapevi-SP em duas criancas, da mesma familia, com historico de febre,
eritema migratério e artrite apos serem picados por carrapatos. A confirmacéo
sorologica positiva para Borrelia burgdorferi lato sensu foi realizada no Laboratério
de Investigacdo Médica em Reumatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo (LIM17-HCFMUSP) (YOSHINARI et al.,
1993a).

A partir de entdo, novos casos clinicos foram identificados com a presenca do
eritema migratério, manifestacfes extracutaneas, complicacdes clinicas sistémicas
semelhantes e sorologia positiva utilizando as metodologias de ELISA e Western
blotting. Entretanto, algumas diferencas clinicas e epidemiolégicas em relacdo a
Doenca de Lyme descrita no Hemisfério Norte comecaram a ser evidenciadas
(CARRANZA-TAMAYO et al., 2012; COSTA et al.,, 1996; COSTA; BONOLDI;
YOSHINARI, 2001; PIRANA et al., 2000; RODRIGUES; MEIRELES; BRAZ, 2007,
SARAIVA et al., 2011; SHINJO et al., 2009; YOSHINARI et al., 1993b; YOSHINARI
et al., 1995; YOSHINARI et al., 1997; YOSHINARI et al., 1999a; YOSHINARI et al.,
1999Db).

Clinicamente, apesar da ocorréncia do classico eritema migratério e das
complicagBes sistémicas habituais encontradas na Doencga de Lyme, a enfermidade
brasileira cursava com recorréncias, especialmente se o tratamento com antibidticos
demorasse mais que trés meses do inicio da infec¢cdo (YOSHINARI et al., 1995). O
isolamento de bactérias do complexo Borrelia burgdorferi lato sensu nos fluidos
biologicos e em tecidos também ndo obteve éxito (YOSHINARI et al., 1995). A
pesquisa de anticorpos anti-Borrelia burgdorferi de origem americana ou europeia
(PIRANA et al., 2000), embora relevante para o diagndstico, revelava titulos baixos e
oscilantes, desaparecendo rapidamente no sangue ou liquido cérebro-espinhal.
Verificou-se também que o0s pacientes diagnosticados no Brasil exibiam alta
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frequéncia de autoanticorpos dirigidos contra diferentes constituintes celulares
(GAUDITANO et al., 2000).

Reconhecidas as diferencas e com o intuito de diferenciar a classica Doenca
de Lyme, a doenca identificada no pais passou a receber iniUmeras denominacdes
como Doenca de Lyme-simile, Sindrome Infecto-Reacional Lyme-simile (SIRLS) ou
Doenca de Lyme-simile Brasileira (GAUDITANO et al.,, 2005; MANTOVANI et al.,
2007a).

De acordo com Mantovani (2010), a complexidade das informacdes e a
dificuldade de interpretacdo das mesmas, considerando que muitos dos dados
encontrados eram restritos apenas ao territério brasileiro, dificultaram as publicacdes
dos resultados e a divulgacdo das pesquisas a comunidade médica-cientifica do
pais. Assim sendo, foi necessario negar a existéncia da classica Doenca de Lyme no
pais, e propor a existéncia de uma zoonose inédita e emergente transmitida por
carrapatos, chamada de Sindrome Baggio-Yoshinari (SBY), com inUmeras
diferencas nos aspectos epidemiologicos, etiolégicos, clinicos, laboratoriais e
terapéuticos, em relacdo a Doenca de Lyme classica (GAUDITANO et al., 2005;
MANTOVANI et al., 2007a).

Inicialmente, a Doenca de Lyme-simile brasileira ou Sindrome de Baggio-
Yoshinari (SBY) foi definida por Gauditano et al. (2005), como uma enfermidade de
origem infecciosa, transmitida por carrapatos nao pertencentes ao complexo Ixodes
ricinus, causada por microrganismo(s) aparentemente de comportamento latente,
ainda néao identificado(s), possivelmente espiroquetas, que causava 0 eritema
migratério e complicagdes clinicas sistémicas semelhantes as observadas na
Doenca de Lyme, exceto pela grande frequéncia de recorréncias e de desordens

imunoldgicas, ao longo da prolongada evolugéo clinica.

2.2.3 Agente etioldgico

Desde o inicio das pesquisas, um dos maiores desafios era a identificacéo do
agente etiologico. Ao contrario do observado nos EUA e Eurasia, a espiroqueta
brasileira jamais fora cultivada em meio Barbour-Stoenner-Kelly (BSK), embora
tenham sido tentadas inUmeras modificacdes no meio de cultivo, seja a partir do
sangue, liquido cefalorraquidiano ou amostras de pele — eritema migratério
(MANTOVANI et al., 2007a; YOSHINARI et al., 2009) e nem tampouco a partir de
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carrapatos ou do sangue de animais silvestres coletados em areas de risco (ABEL et
al., 2000; BARROS-BATTESTI et al., 2000; COSTA; BONOLDI; YOSHINARI, 2002).

Talhari et al. (2010), usando imunohistoquimica especifica, relataram a
visualizacdo de espiroquetas em bidpsias de pele de eritema migratério entretanto
nao conseguiram isolar esses microrganismos em cultura em meio BSK.

A primeira identificacdo genotipica do agente etiologico em territério nacional
foi descrita por Madureira (2007) a partir de amostra de sangue de um paciente com
manifestacdes clinicas sugestivas da Doenca de Lyme-simile brasileira, utilizando o
sequenciamento do gene 16S rRNA que apresentou identidade de 99% (886/889)
com B. burgdorferi lato sensu.

Embora o isolamento e cultivo da bactéria ainda ndo tenham sido realizados,
uma hipotese recente e promissora em relacdo ao agente etioldgico foi proposta por
Mantovani (2010) que, utilizando biologia molecular, propés o agente etioldgico
como sendo Borrelia burgdorferi lato sensu na apresentacdo morfologica atipica,
sem flagelos e desprovida de inUmeros constituintes da membrana externa, o que
corroboraria com diversas caracteristicas observadas na Sindrome de Baggio-

Yoshinari permitindo avancar na caracterizagdo da doencga em territorio nacional.

2.2.4 Vetores e reservatorios

A presenca de carrapatos do complexo Ixodes ricinus hematéfagos para o
homem, considerados vetores transmissores preferenciais da Doenca de Lyme
classica nos EUA e Eurasia, ndo foi identificada em areas de risco, incluindo Mato
Grosso do Sul (BARROS-BATTESTI et al., 2000; COSTA; BONOLDI; YOSHINARI,
2002; GUGLIELMONE et al., 2006).

Estudos de campo realizados em areas de risco mostraram que gambas e
roedores silvestres participam como animais reservatorios, contribuindo na
manutencdo da doencga na natureza, enquanto 0s carrapatos das espécies Ixodes
loricatus, Ixodes didelphidis e Amblyomma cajennense seriam 0s vetores
responsaveis pela transmissdo da zoonose entre 0os animais silvestres e ao homem.
Animais domésticos, além de contrairem a infeccdo, atuam como transportadores de
vetores para o ambiente peridomiciliar (BARROS-BATTESTI et al., 2000; COSTA,;
BONOLDI; YOSHINARI, 2002).
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No Brasil, 0 género Amblyomma € o mais comum capaz de picar humanos,
mas outras espécies de carrapatos podem também desempenhar um papel
relevante na ecologia e epidemiologia da Sindrome de Baggio-Yoshinari (BARROS-
BATTESTI et al.,, 2000; COSTA; BONOLDI; YOSHINARI, 2002; FONSECA et al.,
2005).

Em Mato Grosso do Sul, dados da literatura relataram a presenca de
carrapatos da espécie Amblyomma cajennense e a auséncia de carrapatos do
complexo Ixodes ricinus em coletas realizadas a partir de animais silvestres da
regido, corroborando com a hipotese de que Amblyomma cajennense possa ser o
vetor da Sindrome de Baggio-Yoshinari (COSTA; BONOLDI; YOSHINARI, 2002).

No entanto, outros carrapatos também podem ser vetores da Sindrome de
Baggio-Yoshinari. O carrapato mais comum no gado € o Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, um carrapato comum no Brasil que se alimenta predominantemente em
hospedeiros n&o humanos, podendo participar potencialmente do ciclo
epidemioldgico (bactérias/vetor/hospedeiro), mantendo os agentes infecciosos na
natureza. Muitos agentes bacterianos foram detectados e também cultivados em
células embrionarias Rhipicephalus (Boophilus) microplus, incluindo Anaplasma
marginale, Ehrlichia spp, Coxiella burnetti, Borrelia burgdorferi e Borrelia theileri
(agente etiolégico da borreliose bovina) (REZENDE et al., 2008; REZENDE et al.
2012; YPARRAGUIRRE et al., 2007).

Yoshinari et al. (2003) sugerem que os carrapatos da espécie Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, responsaveis pela transmissao da babesiose em bovinos,
possam ser igualmente sugeridos como vetores da Sindrome de Baggio-Yoshinari,
pois foi observada coexisténcia de anticorpos para Borrelia burgdorferi e Babesia
bovis em doentes com Sindrome de Baggio-Yoshinari (NAKA et al. 2008;
YOSHINARI et al. 2003).

Dados semelhantes foram descritos por Mantovani et al. (2012) que
observaram o mesmo padrdo no sequenciamento de DNA de amostras positivas de
carrapatos do género Rhipicephalus e de amostras de sangue periférico de bovinos
com amostras de pacientes com Sindrome de Baggio-Yoshinari, reforcando
diferencas na epidemiologia da Sindrome de Baggio-Yoshinari com a classica
Doencga de Lyme.

Dados da literatura obtidos em areas brasileiras de ocorréncia da Sindrome
de Baggio-Yoshinari registraram a presenca de anticorpos anti-Borrelia em animais



33

domeésticos, roedores silvestres e marsupiais. Considerados como potenciais
reservatorios, muitas vezes Vvisualizaram-se espiroquetideos em amostras
sanguineas, espiroquetideos que ndo se desenvolveram em meios de culturas BSK
e nao foram identificados pela PCR, a exemplo do que ocorre em carrapatos e
doentes com Sindrome de Baggio-Yoshinari (ABEL et al., 2000; COSTA; BONOLDI;
YOSHINARI, 2002; MONTANDON et al., 2014).

Spolidorio (2009) descreveu, no Estado de Espirito Santo, uma importante
associacdo entre a ocorréncia de casos de Sindrome de Baggio-Yoshinari e a
presenca de capivaras, sugerindo que carrapatos que parasitam estes roedores,
possam participar no ciclo epidemiolégico da Sindrome de Baggio-Yoshinari.
Igualmente importante € o surgimento de sintomas clinicos da Sindrome de Baggio-

Yoshinari apos contato com animais domésticos como cavalos, cachorros e bovinos.

2.2.5 Aspectos clinicos

O periodo de incubacéo entre a picada e o desenvolvimento da lesdo pode
variar de trés dias a semanas, sendo a média de 10 dias. A lesdo de pele costuma
durar em média 30 dias, havendo casos em que o eritema migratorio persiste por
varios meses. Na fase de disseminagdo dos microrganismos, ocorre surgimento de
febre e outros sintomas flu-like. Neste estagio, podem aparecer novas lesdes de
pele, multiplas e menos expansivas que a inicial, chamadas de anulares secundarias
(COSTA; BONOLDI; YOSHINARI, 2001; YOSHINARI et al., 1992; YOSHINARI et al.,
1997).

Na fase aguda, definida como enfermidade com menos de trés meses de
evolucdo apdés a picada por carrapato, observa-se que, em cerca de 50% dos
pacientes, surge uma lesdo macular ou papular, de crescimento centrifugo, de
bordas eritematosas e centro mais claro, chamada de eritema migratorio,
acompanhada de sintomas flu-like. Outras vezes, a lesdo é homogeneamente
avermelhada e, em outras situacdes, surge por meio da aglutinacdo de mdltiplas e
minusculas lesdes puntiformes (COSTA; BONOLDI; YOSHINARI, 2001; FONSECA
et al., 2005; YOSHINARI et al., 1997).

A fase de laténcia ou recorréncia acontece quando ndo ha diagndstico
oportuno na fase aguda ou quando o tratamento convencional com antibiéticos é

inadequado ou ineficiente, originando complicacdes secundarias cutaneas (anelares
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secundarias, acrodermatite crbénica atréfica e linfocitoma), neurolégicas, articulares e
cardiacas. O periodo entre a contaminacao e o inicio das complica¢des sistémicas é
variavel, oscilando de semanas a anos. No Brasil, as complicacdes articulares e
neuroldgicas ocorrem em aproximadamente 35% dos casos e as cardiacas em 5%
(YOSHINARI et al., 1992; YOSHINARI et al., 1997; YOSHINARI et al., 1999b).

A artrite inicial é geralmente de padrdo oligoarticular de grandes articulacées,
especialmente de joelhos. O surto inflamatorio dura de semanas a meses, a biopsia
sinovial revela inflamacéo inespecifica e o fluido sinovial exibe padréo inflamatorio
com elevado numero de leucdcitos. Surtos iniciais de artrite tendem a regredir
espontaneamente, mas nas fases de recidivas, existe a tendéncia ao
desenvolvimento de poliartrite de carater aditivo, com envolvimento de pequenas e
grandes articulacbes, sem periodos de melhora, lembrando manifestacbes
articulares da artrite reumatodide (YOSHINARI et al., 1995).

Assim como observado na Doenca de Lyme, o quadro neuroldgico da
Sindrome de Baggio-Yoshinari € caracterizado pela triade: meningite
linfomonocitaria, neurite craniana e radiculopatia periférica, havendo descricdo de
casos de encefalite e/ou encefalomielite e distlrbios psiquiatricos (SHINJO et al.,
2009).

Manifestacfes oculares podem estar presentes em todas as fases da doenca.
A conjuntivite é mais frequente na fase primaria, enquanto que na fase secundaria
ha o predominio de queratite, uveite e infeccdo de retina manifestada por diplopia,
edema, fotofobia e embacamento visual (MORA; CARTA, 2009).

A arritmia é a manifestacao caracteristica do envolvimento cardiaco podendo
durar meses, embora geralmente ndo necessite de implantacdo de marca passo
(YOSHINARI et al., 1997; YOSHINARI et al., 1999a; YOSHINARI et al., 1999b).

Yoshinari et al. (2010) e Mantovani (2010) descreveram as principais
manifestagdes clinicas observadas na Sindrome de Baggio-Yoshinari:

1. cutdneas: eritema migratério, eritema anular secundario, linfocitoma
benigno (YOSHINARI et al, 2007), acrodermatite cronica atrofica
(MANTOVANI et al., 2007a), paniculite (MANTOVANI et al.,, 2007a) e
lesbes de pele semelhantes a esclerodermia no local inicial da picada
(FONSECA et al., 2005);

2. 0steo-musculares: artrite, artralgia, miosite e sindrome da fadiga cronica

(SFC). A sindrome da fadiga cronica € definida como cansaco fisico ou
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mental com duracgéo superior a seis meses que ndo melhora com repouso,
e € exacerbado por atividades fisicas, sendo caracterizada na presenca de
quatro dos seguintes sintomas: fadiga prolongada, cefaleia, mialgia,
diminuicAio de memoéria ou concentracdo, artralgia, dor de garganta,
adenomegalia cervical e disturbio do sono (YOSHINARI et al., 2010);

3. neurolégicas: meningite linfomonocitaria, neurite de nervos cranianos
(paralisia facial, diplopia, surdez, disfagia, dislalia, nevralgia do trigémeo),
radiculopatias periféricas sensitivo-motoras, sindrome de Guillain-Barré,
mononeurite mdltipla, convulsdes, encefalomielite, encefalopatia e
disfuncéo esfincteriana (SHINJO et al., 2009);

4. disturbios cardiacos como arritmias e insuficiéncia cardiaca por
cardiomegalia (YOSHINARI et al., 1997; YOSHINARI et al.,, 1999a;
YOSHINARI et al., 1999b);

5. distarbios psiquiatricos como depressado grave, tentativas de suicidio,
sindrome do péanico, transtorno bipolar, esquizofrenia (SHINJO et al.,
2009);

6. distlrbios de adequacéao social como fuga de escolas, busca de isolamento
e abandono de empregos (SHINJO et al., 2009);

7. distarbios oculares intrinsecos como uveite, coriorretinite e arterite retiniana
(SATO et al., 2003);

8. disturbios do cognitivo que incluem diminuicdo de memodria, dificuldade de
expressdo, disturbios do sono e dificuldades de concentragéo,
memorizacao ou raciocinio (SHINJO et al., 2009); e

9. disfun¢des imuno-alérgicas como maior sensibilidade a drogas e alimentos,
urticarias e sintomas graves como edema angioneurético adquirido
(YOSHINARI et al., 1995).

A alta frequéncia de recidivas é o aspecto clinico distintivo da Sindrome de
Baggio-Yoshinari e ocorre em cerca de 75% dos casos, especialmente quando os
doentes ndo sdo diagnosticados e tratados oportunamente na fase aguda (SHINJO
et al., 2009; YOSHINARI et al., 1995). Importante salientar que os episédios de
recorréncias sao geralmente subdiagnosticados, pois os dados epidemioldgicos
ocorridos no passado ndo sdo inquiridos ou associados com sintomas atuais.

Ademais, manifestagdes cuténeas e sintomas flu-like tendem a desaparecer ao
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longo da prolongada evolugéo clinica, dificultando ainda mais o diagndstico dos
casos de evolucado prolongada (SHINJO et al., 2009).

Mantovani e colaboradores (2007a) afirmam que o diagnostico da Sindrome
de Baggio-Yoshinari tende a ser dificil, especialmente na fase latente ou recorrente,
recomendando a utilizacdo do guia diagnoéstico baseado em parametros maiores e
menores (Figura 1) como preconizado pelo Laboratoério de Referéncia Nacional (LIM-
17 do HCFMUSP), que considera o caso positivo ha presenca de trés parametros

maiores ou dois maiores e dois menores simultaneamente.

Figura 1 — Critérios adotados pelo LIM17-HCFMUSP para diagnéstico de SBY

PARAMETROS MAIORES PARAMETROS MENORES

e Epidemiologia compativel quando do inicio  eEpisddios de recorréncia
da infeccdo: picada, visita as areas de risco,
visualizacdo de carrapatos no ambiente ou
animais, animais doentes no local.

e Sorologia positiva para Borrelia burgdorferi e Visualizacao de
(ELISA ou WB) nos padrdoes adotados no "espiroquetideos" a microscopia
LIM-17 do HCFMUSP Optica (MO)

eClinica pertinente: EM ou complicacdo eSindrome da Fadiga crénica
sistémica (articular, neurolégica, cardiaca ou

ocular).

Fonte: Mantovani et al., (2007a).

2.2.6 Diagnoéstico

O diagnostico da Sindrome de Baggio-Yoshinari baseia-se nos aspectos
epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais. O diagndéstico laboratorial consiste na
pesquisa de anticorpos anti-Borrelia burgdorferi. A técnica sorologica para pesquisa
de anticorpos anti-Borrelia burgdorferi foi modificada no LIM-17 do HCFMUSP, e é
preciso atentar ao fato de que os titulos dos ensaios no pais sao baixos e flutuantes,

com riscos de se encontrar casos falsos positivos e negativos. Na falta do
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isolamento do agente brasileiro, emprega-se a Borrelia burgdorferi cepa G39/40 de
origem americana nos ensaios sorologicos (ELISA e WB) (COSTA, 1998; BARROS,
2000; MANTOVANI, 2004).

Dentre as enfermidades que cursam com sorologia falso-positiva temos a
sifilis; leishmaniose visceral; doencas autoimunes como lupus eritematoso sistémico,
esclerodermia, artrite reumatoide; infecc¢des virais; rickettsioses agudas; neuropatias
cronicas (YOSHINARI et al., 1997; YOSHINARI et al., 1999b).

Segundo Yoshinari et al. (1995), pacientes que desenvolvem torpor, confusao
mental ou coma, na vigéncia de exantema cutaneo, devem ser pesquisados para
rickettsioses, como a febre maculosa brasileira (Rickettsia rickettsii) ou novas
rickettsioses ditas brandas, causadas por Rickettsia parkeri, R. amblyommii, R. felis,
R. bellii e R. rhipicephali.

Pacientes com diagndstico clinico-epidemioldgico da Sindrome de Baggio-
Yoshinari desenvolvem sorologia positiva (ELISA ou WB) para Borrelia burgdorferi
em aproximadamente 65% dos casos, enquanto nos individuos normais, a
frequéncia de positividade é de aproximadamente 16% (MANTOVANI et al., 2007b).

Na fase aguda da zoonose ocorre predominio de anticorpos da classe IgM e
na convalescéncia de IgG, mas esta distingdo tende a desaparecer nos surtos de
recorréncias (YOSHINARI et al., 1995). As pequenas oscilacbes de titulos ou de
resultados ndo indicam que houve modificacdes na evolugéo clinica. Vale ressaltar
que a interpretacdo dos resultados de sorologias realizadas com metodologias
adaptadas ao nosso meio € diferente das realizadas nos EUA e Eurasia
(YOSHINARI et al., 1995).

A hipétese de que a Sindrome de Baggio-Yoshinari seja causada pela
Borrelia burgdorferi de morfologia atipica, sem flagelos e desprovida de inumeros
constituintes da membrana externa, também explica a baixa sensibilidade dos testes
sorologicos para a Borrelia burgdorferi de origem americana. Os resultados
sorologicos, embora Uteis, do ponto de vista pratico, devem ser interpretados com
muita cautela, pela ocorréncia de falsos negativos e positivos (MANTOVANI, 2010).

A técnica de ELISA é realizada com antigeno sonicado total de Borrelia
burgdorferi cepa G39/40 de origem americana e segue metodologia adotada nos
EUA. Em contrapartida, a interpretacdo do Western blotting no Brasil € diferente da
preconizada no Hemisfério Norte, pois se valoriza a quantidade de bandas presentes

e ndo a ocorréncia de bandas especificas, como € preconizada nos outros
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continentes. A pesquisa de anticorpos anti-Borrelia burgdorferi (ELISA) no liquido
cérebro-espinhal (LCE) pode ser atil quando houver suspeita de acometimento
neurolégico na Sindrome de Baggio-Yoshinari, mas tem as mesmas restricbes do
estudo sorolégico. Em geral, individuos normais ndo apresentam anticorpos anti-
Borrelia no liquido cefalorraquidiano, mas o teste ELISA pode ser positivo em
inumeras enfermidades infecciosas ou autoimunes (MANTOVANI, 2004;
YOSHINARI et al., 1995).

Estudos realizados no LIM-17 do HCFMUSP indicam que pacientes com
Sindrome de Baggio-Yoshinari desenvolvem autoanticorpos ao longo da prolongada
evolucdo clinica (YOSHINARI et al., 1995; GAUDITANO et al.,, 2000). Outras
desordens imunoldgicas também foram descritas no Brasil, como surgimento dos
anticorpos contra fator antinuclear (FAN) e anticardiolipina, hipergamaglobulinemia e
elevacdo de IgE (YOSHINARI et al., 1995).

2.2.7 Tratamento

A definicdo da terapéutica a ser utilizada depende do estagio da Sindrome de
Baggio-Yoshinari, embora seja um aspecto nem sempre facil de ser definido, exceto
quando diante de um paciente com histérico agudo e epidemiologia compativel, que
desenvolveu eritema migratdrio apds picada por carrapato e que frequentou area de
risco recentemente. Em geral, 0os pacientes procuram assisténcia médica na
vigéncia de complicacbes tardias, e nestas condigcbes, como foi salientado
anteriormente, o diagnéstico e tratamento sdo0 extremamente complexos
(MANTOVANI, 2010).

A dificuldade de tratamento da Doenga de Lyme tem varias explicacfes. Na
fase de disseminagcédo sanguinea das espiroquetas, essas bactérias, além de terem
predilecdo por determinados tecidos e capacidade de penetracéo intracelular (MA,;
STURROCK; WEIS; 1991; PETNICKI-OCWIEJA; KERN, 2014), adquirem grande
capacidade de resisténcia aos antimicrobianos e anticorpos, sobrevivendo no interior
de macrofagos e células endoteliais. Ademais, nos estagios mais avancados, existe
o desenvolvimento da autoimunidade, quando a patogénese esta associada com
existéncia da reatividade cruzada entre os componentes bacterianos e constituintes

self humanos. Esse aspecto imunolégico é comprovado pelo surgimento de
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anticorpos anticomponentes neuronais, cardiolipina, fator reumatoide e fator
antinuclear (STEERE, 2001).

A infeccdo primaria da Sindrome de Baggio-Yoshinari é tratada com
doxiciclina 100mg duas vezes ao dia pelo prazo minimo de 30 dias. Criangcas podem
receber amoxicilina ou azitromicina pelo mesmo periodo. Surtos recorrentes iniciais
podem ser tratados com 0os mesmos antimicrobianos por um periodo prolongado de
cerca de trés meses, embora os resultados dessa terapia antimicrobiana sejam
inconstantes (MANTOVANI et al., 2007Db).

Na presenca de complicagBes neurolégicas como meningite, encefalite,
neurite ou na vigéncia de artrite recorrente, pode-se empregar ceftriaxona 2g/EV/dia
por 30 dias, seguido de dois meses adicionais de doxiciclina 100mg duas vezes ao
dia.

Nesta fase costuma-se associar hidroxicloroquina na dose de 400mg/dia por
tempo prolongado, embora ndo esteja totalmente demonstrado se esta opcéo
terapéutica seria mais eficiente que o uso isolado da doxiciclina pelo periodo de trés
meses. Sintomas como fadiga crénica e disturbios de cogni¢do respondem pouco ao
uso de antibiéticos e costumam merecer outras formas de abordagem terapéutica.
N&o existe ainda um consenso sobre o tratamento da Sindrome de Baggio-Yoshinari
de evolucdo clinica prolongada com episodios de recidivas, ha casos de boa
resposta aos antimicrobianos assim como casos nao responsivos (MANTOVANI et
al., 2007b; SHINJO et al., 2009; YOSHINARI et al., 2010).

2.2.8 Epidemiologia

Ainda considerada como doenga rara em territorio nacional, caracteriza-se
como agravo inusitado e, de acordo com a Portaria N° 1.271, de 6 de junho de 2014,
a notificacdo € compulsoria e a investigacdo obrigatoria (BRASIL, 2010; BRASIL,
2014).

Dados oficiais brasileiros ainda s&o escassos, mas a elevada morbidade
qgquando ndo adequadamente diagnosticada e tratada, devido as recorréncias e
complicacfes clinicas progressivas, permite caracteriza-la para ingressar no grupo
das doencas emergentes, re-emergentes e negligenciadas no Brasil (CARVALHO et
al., 2009; GONCALVES et al., 2015; SHINJO et al., 2009).
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No Brasil, estudos soroepidemioldgicos de Borreliose realizados em bovinos,
cdes, equinos e animais silvestres apresentaram valores proximos aos reportados
em areas endémicas na América do Norte (COSTA et al., 2002; FONSECA et al.,
1996; ISHIKAWA, 1996; ISHIKAWA, 2000; JOOPERT et al., 2001; MADUREIRA,
2007; MADUREIRA et al.,, 2007; SALGADO et al.,, 2008; SOARES et al., 1999;
YOSHINARI et al., 1995;).

Apoés os primeiros casos de borreliose em humanos descritos no estado de
Séo Paulo em 1992 (YOSHINARI et al.,, 1993a), diversos outros casos tém sido
descritos, utilizando técnicas soroldégicas e moleculares em diversos estados
brasileiros: Mato Grosso do Sul (COSTA; BONOLDI; YOSHINARI, 2001; COSTA,;
LOPES; REZENDE, 2016; NAKA et al.,, 2008; REZENDE et al., 2016), Sdo Paulo
(SARAIVA et al., 2011), Amazonas (SANTOS et al., 2010a; SANTOS et al., 2011,
TALHARI et al. 2010), Tocantins (CARRANZA-TAMAYO; COSTA; BASTOS, 2012) e
Parand (GONCALVES et al., 2015).

Em Mato Grosso do Sul, levantamento da casuistica realizado por Costa,
Bonoldi e Yoshinari (2001) identificou 16 casos, incluindo a descricdo do primeiro
caso de meningite de Lyme no Brasil. Em 2016, este grupo de pesquisadores
descreveu um caso de linfocitoma cutis associado a Borreliose mimetizando o lUpus
tumido (COSTA; LOPES; REZENDE, 2016).

2.2.9 Evolucao

Yoshinari et al. (2010) reforcam que a evolucdo clinica da Sindrome de
Baggio-Yoshinari tem caracteristicas diferentes da observada na classica Doencga de
Lyme. Estudos realizados no LIM-17 do HCFMUP mostram que 75% dos casos
tratados adequadamente na fase aguda sdo curados. Por outro lado, se a terapia
antimicrobiana for iniciada tardiamente, apenas 25% dos pacientes tem a cura da
zoonose.

Os pacientes com diagnostico tardio tendem a apresentar recorréncias
cutaneas, articulares, neuroldgica, oculares e/ou cardiacas. Observa-se um aumento
na frequéncia dos relatos de complica¢des clinicas crénicas, com sintomas graves e
com sequelas que pouco melhoram com a reintroducdo da terapia antimicrobiana,
além do fato de mimetizarem diversas outras patologias, como esclerose multipla,

esclerose lateral amiotrofica, doenca de Parkinson, ataxias, deméncia, disturbios
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psiquiatricos, ceratite, cegueira, surdez, esclerodermia em placa, artrite deformante e
lipus tamido, complicacdes tardias estas que tiveram inicio anos anteriores ao
quadro clinico atual e nem sempre sao diagnosticados como SBY (COSTA; LOPES;
REZENDE, 2016; FONSECA et al., 2005; KOWACS et al., 2013; MANTOVANI et al.,
2007b; ROSA-NETO; GAUDITANO; YOSHINARI, 2014; SANTOS et al., 2011,
SARAIVA et al., 2011; SATO et al., 2003; SHINJO et al., 2009; YOSHINARI et al.,
2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar o diagndstico sorolégico e molecular da Sindrome de Baggio-

Yoshinari em Mato Grosso do Sul.

3.2 Objetivos Especificos

Para a consecucdo do objetivo geral foram estabelecidos os seguintes

objetivos especificos:

a)

b)

c)

d)

f)

avaliar o desempenho dos testes sorolégicos pelos métodos ELISA e
Western blotting para diagndstico da Sindrome de Baggio-Yoshinari;
padronizar o método PCR para o diagnéstico da Sindrome de Baggio-
Yoshinari;

avaliar o desempenho do método PCR para diagnostico da Sindrome de
Baggio-Yoshinari;

realizar triagem sorolégica pelos métodos ELISA e Western blotting em
amostras de pacientes com suspeita clinica da Sindrome de Baggio-
Yoshinari e identificar recidivas em pacientes com diagnostico anterior ja
confirmado, atendidos no Ambulatério do Servico de Reumatologia do
Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian (HUMAP);

detectar o agente etiologico pela técnica de PCR e analisar a homologia
entre os isolados de Borrelia burgdorferi lato sensu; e

analisar a concordancia dos resultados dos testes soroldgicos e

moleculares.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

Estudo analitico, seccional, utilizando técnicas sorologicas e moleculares para

avaliacéo de testes diagnosticos.
4.2 Local e periodo da pesquisa

A pesquisa foi realizada com pacientes atendidos no Ambulatério do Servigo
de Reumatologia do Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (HUMAP-UFMS), provenientes de todo
o estado de Mato Grosso do Sul e encaminhados via central de regulacdo da
Secretaria Estadual de Saude (SES-MS), no periodo de 2013 a 2016.

4.3 Populacao de estudo

4.3.1 Grupo controle

Foram selecionados 40 individuos voluntarios para padronizacdo das
metodologias soroldgicas e moleculares, determinacdo do cut-off para realizacdo
dos ensaios sorolégicos na populacao local e validacdo da reacdo de PCR, sendo
75% (30/40) do sexo feminino e 25% (10/40) do sexo masculino. A idade dos
individuos no periodo da coleta variou de 18 a 65 anos e a mediana das idades foi
de 45 anos. Todos eram provenientes da zona urbana de Campo Grande - MS,

negaram historico de picada de carrapato e ndo frequentavam areas de risco.

4.3.2 Pacientes com suspeita ou diagndéstico clinico de SBY

Apés ampla divulgacdo entre os meédicos reumatologistas do municipio de
Campo Grande — MS, os pacientes que atenderam os critérios de incluséo e
concordaram com a participagcdo na pesquisa, mediante assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), foram submetidos ao procedimento de

coleta das amostras.
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4.3.2.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo todos os pacientes de ambos 0s sexos, na faixa
etaria acima de 18 anos, com suspeita clinica da Sindrome de Baggio-Yoshinari que
preencheram os critérios diagnosticos definidos pelo Laboratério de Investigacéo
Médica em Reumatologia do Hospital de Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (LIM17-HCFMUSP), sendo necessario o preenchimento
de trés parametros maiores ou dois parametros maiores associados a dois

parametros menores.

4.3.2.2 Critérios de exclusao

Pacientes com diagndéstico diferencial confirmado para outras doencas
infecciosas ou autoimunes, gestantes, indigenas e vulneraveis, definidos como
pessoas ou grupos que, por quaisquer razdes ou motivos, tenham a sua capacidade
de autodeterminacdo reduzida ou impedida, ou de qualquer forma estejam

impedidas de opor resisténcia, sobretudo no que se refere ao TCLE (BRASIL, 2012).

4.4 Coleta de amostras

Os pacientes foram submetidos a uma punc¢éo venosa periférica em membro
superior. Utilizando as normas de biosseguranca e as técnicas de antissepsia
adequadas, preferencialmente na veia mediana cubital ou mediana ceféalica, foi
realizada uma coleta utilizando a técnica para coleta de sangue a vacuo na qual
foram coletados, aproximadamente, 10mL de sangue divididos em um tubo sem e
um tubo com anticoagulante EDTA para obtencdo, respectivamente, de soro e

sangue total, para a realizacdo dos exames sorologicos e moleculares.
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4.5 Testes soroldgicos

4.5.1 Deteccdo de anticorpos das classes IgM e IgG anti-Borrelia burgdorferi pelo

método ensaio de imunoabsorcdo ligado a enzima (ELISA)

Realizada no Laboratério de Imunologia Clinica do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude (CCBS) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(UFMS).

Todas as amostras de soro foram inicialmente submetidas a pesquisa de
anticorpos das classes IgM e IgG anti-Borrelia burgdorferi pela metodologia de
ensaio de imunoabsorcao ligado a enzima (ELISA) indireto, conforme metodologia ja
padronizada (BARROS, 2000; COSTA, 1998; GRODZICKI; STEERE, 1988;
MANDELL et al., 1989; MANTOVANI, 2010) e utilizada no Laboratério de Referéncia
Nacional LIM17-HCFMUSP.

As placas de ELISA poliestireno Immulon 1B (Thermo Electron Corporation,
USA) foram sensibilizadas com 100uL/poco de solucdo na concentracao de 15ug/mL
de sonicado total de Borrelia burgdorferi cepa G39/40 (obtido a partir do sonicado
total da Borrelia burgdorferi cepa G39/40, de origem americana, inicialmente isolada
de carrapatos Ixodes scapularis, conservado congelado em nitrogénio liquido,
gentilmente cedido pelo laboratério de referéncia nacional LIM17-HCFMUSP) diluido
em tampao carbonato (pH 9,6) e mantidas a 4°C em camara Umida durante a noite.
As placas foram lavadas por trés vezes com tampdao fosfato (PBS) com 0,05% de
Tween 20 (pH 7,4).

Apbs sensibilizacdo, os sitios inespecificos das placas foram bloqueados com
100uL por pocgo de solugéo proteica com leite desnatado a 5%, diluido em tampé&o
fosfato com 0,5% de Tween 20 (pH 7,4). As placas foram entdo incubadas por 1
hora a temperatura ambiente e, apds a incubacdo, as placas foram lavadas trés
vezes com tampao fosfato (PBS) com 0,05% de Tween 20 (pH 7,4). As amostras
diluidas em PBS Tween com 5% de leite desnatado pH 7,4, na propor¢édo 1/100 para
pesquisa de anticorpos IgM e 1/400 para anticorpos IgG, foram entdo adicionadas
na placa.

As placas foram novamente incubadas durante 1 hora e, apds a incubagéo,
lavadas por trés vezes com tampao fosfato (PBS) com 0,05% de Tween 20 (pH 7,4).

Foram adicionados 100uL/poc¢o de anti-IgM ou anti-IgG humano conjugado a enzima
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fosfatase alcalina (Sigma), diluido 1/1000 em PBS-Tween-leite desnatado (pH 7,4), e
incubadas por 1 hora. As placas foram lavadas novamente trés vezes como descrito
acima e adicionados 100uL/poco de substrato p-nitro-fenil-fosfato na concentracéo
de 1mg/mL diluido em tampéao glicina (pH 10,5) para leitura em espectrofotdmetro
para ELISA (Labsystems Multiskan MS) em comprimento de onda de 405nm.
Interpretagéo dos resultados: a amostra considerada positiva apresentou uma
DO (densidade Optica) igual ou maior ao valor do cut-off obtido pela média dos
valores de DO dos controles negativos mais trés vezes o desvio padrdo desses
valores, garantindo um nivel de confianca de 99,8%. Os valores em DO expressos
pelo espectrofotometro foram convertidos em titulos, utilizando-se, para esse fim, um
grafico de calibracdo do titulo, em papel milimetrado. A interpretacao foi realizada

conforme Figura 2.

Figura 2 — Valores de referéncia para pesquisa de anticorpos IgM
e IgG anti-Borrelia burgdorferi pelo método de ensaio
de imunoabsorcédo enzimética (ELISA)

Classe de Anticorpo Valores de Referéncia
pesquisada Titulo Interpretagéo
IgM <1/50 NEGATIVO
lgG <1/200 NEGATIVO

Fonte: Mantovani et al., (2007a).

4.5.2 Deteccdo de anticorpos das classes IgM e IgG anti-Borrelia burgdorferi pelo
método Western blotting (WB)

Realizada no Laboratorio de Imunologia Clinica do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude (CCBS) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(UFMS).

Todas as amostras foram submetidas & detecgédo de anticorpos das classes
IgM e IgG anti-Borrelia burgdorferi pela metodologia de Western blotting (WB),
conforme metodologia padronizada (BARROS, 2000; COSTA, 1998; DRESSLER et
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al., 1993; MANTOVANI, 2004) e utilizada no Laboratério de Referéncia Nacional
LIM17-HCFMUSP.

Para o Western blotting foi realizada a eletroforese vertical do extrato total de
Borrelia burgdorferi cepa G39/40 (obtido a partir do sonicado total da Borrelia
burgdorferi cepa G39/40, de origem americana, inicialmente isolada de carrapatos
Ixodes scapularis, conservado congelado em nitrogénio liquido, gentilmente cedido
pelo laboratério de referéncia nacional LIM17-HCFMUSP), na concentracdo de
900ug/poco reduzido com dithiothreitol (Bio Rad®) em gel de poliacrilamida a 10%.

As proteinas do gel foram transferidas para membrana de nitrocelulose com
porosidade de 0,2mm. Apoés transferéncia do antigeno, o papel de nitrocelulose foi
corado com Ponceau (por 10 minutos) e lavado com agua destilada para retirar o
excesso do corante e cortado em tiras, as quais foram bloqueadas (tampédo TBS 1x
com Tween 0,1% com 5% de leite desnatado 5% em pH 7,4), lavadas, incubadas
com as amostras diluidas 1:100, lavadas, incubadas com conjugado diluido 1/1000
(anti-IgM ou anti-lgG humano conjugado a enzima fosfatase alcalina), lavadas e
reveladas.

A interpretagdo dos resultados foi realizada conforme Figura 3.

Figura 3 — Valores de referéncia para pesquisa de anticorpos IgM e
lgG anti-Borrelia burgdorferi pelo método de Western
blotting (WB)

Classe de Anticorpo Valores de Referéncia
pesquisada NUmero de bandas Interpretaco
IgM 2 POSITIVO
lgG 4 POSITIVO
le?2
IgM e IgG _ POSITIVO
(respectivamente)

Fonte: Mantovani et al., (2007a).



48

4.6 Testes moleculares

Realizados no Laboratério de Biologia Molecular — BIOTECH S-Inova, da
Universidade Catélica Dom Bosco (UCDB).

4.6.1 Extracao de DNA

Para extracdo de DNA foi utilizada extracdo organica utilizando a digestédo
com enzimas proteoliticas, purificacdo com solventes organicos e precipitacdo com
etanol.

O protocolo adaptado de Sambrook, Fritschi e Maniatis (1989) consiste em
cinco etapas basicas:

1. rompimento da membrana celular;

2. ressuspensdo do material em um tampdo de extracdo contendo
detergente, acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e agente tamponante
visando a solubilizacdo de membrana lipoproteica e desnaturacdo de
proteinas mas mantendo o DNA protegido da acdo de enzima de
degradacéo;

3. extracdo com solvente orgénico e formacdo de duas fases: organica
(proteinas, lipideos e outras macromoléculas) e aquosa (DNA, RNA e
alguns polissacarideos);

4. precipitacdo do DNA atraves da adicao de etanol a fase aquosa; e

5. ressuspensao em agua ultrapura.

Assim sendo, todas as amostras de sangue total e soro foram descongeladas,
homogeneizadas e 350uL foram transferidos para um tubo de microcentrifuga de
2mL. Adicionado entdo 25uL de Proteinase K (20mg/mL), homogeneizado e
incubado por 15 minutos a 65°C em banho-maria.

Apoés 15 minutos, as amostras foram retiradas do banho-maria e adicionados
250uL de SDS 20% (Dodecil Sulfato de Sodio). Foram homogeneizadas por
inversao e entdo incubadas por 6 minutos a 65°C em banho-matria.

Na sequéncia, foram adicionados 800uL de cloroférmio com agitagédo vigorosa
por 2 minutos em agitador do tipo vortex, até que a porcéo liquida fluisse livremente

e a hemoglobina presente na amostra apresentasse um aspecto de particulas de
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chocolate. Adicionou-se 400uL da solugéo de precipitagdo proteica e homogeneizou-
se por mais 2 minutos em agitador do tipo vortex até que a amostra tornou-se
uniformemente viscosa. Realizada entdo a centrifugacdo por 10 minutos a 12.000
RPM para separacéo da fase aquosa e fase organica.

A fase aquosa, superior, foi pipetada para um novo tubo de microcentrifuga de
2mL. Adicionado 1mL de etanol absoluto refrigerado e homogeneizado por inverséao
até a observacdo de um precipitado que se inicia em torno de 30-60 segundos
podendo levar até 10 minutos dependendo da quantidade de DNA presente na
amostra.

Em seguida, a amostra foi centrifugada por 5 minutos a 12.000 RPM. O
sobrenadante foi descartado e adicionado 1mL de etanol 70% refrigerado.
Centrifugado por 2 minutos a 12.000 RPM e o sobrenadante descartado. Novamente
centrifugado por 1 minuto a 12.000 RPM e os residuos de etanol retirados com o
auxilio de uma pipeta do tipo Pasteur. Os tubos entdo foram invertidos para
secagem.

Apos completa secagem, foram adicionados 100uL de agua ultrapura para
cada tubo, homogeneizado levemente e incubados por 10 minutos a 37°C.

A pureza (260nm/280nm) e a concentracdo (ng/uL) do DNA total obtido foram
determinadas por densidade o6ptica em espectrofotdmetro BioDrop® Touch Duo
Spectrophotometer by BioDrop® England e em seguida o material foi acondicionado

em freezer a -20°C até a realizacao dos testes moleculares.

4.6.2 Reacdo em cadeia da polimerase — PCR

4.6.2.1 Gradientes

Gradientes de temperatura foram realizados para determinar a temperatura

ideal de anelamento das amostras no primer utilizado.
4.6.2.2 Gene flgE (gancho flagelar) — Borrelia spp e ciclos de temperatura
O DNA de Borrelia burgdorferi extraido das amostras de sangue total e soro

foi diluido 1:10 em &gua ultrapura livre de DNAse/RNAse e submetido a técnica de

PCR. Os iniciadores utilizados foram desenhados por Rezende et al. (Instituto
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Nacional da Propriedade Industrial — INPI — Processo BR 10 2016 021522 6) para
amplificagdo de um fragmento de 262pb da regido de codificacdo do gene
conservado que sintetiza o gancho flagelar (flgg) de B. burgdorferi baseado em Sal
et al. (2008). Foram utilizados os seguintes primers: flg 262 FW (5 -
TCCTCCGGGATTCATACAAG - 3) e flge 262 Rev (5 -
TGGGTGCAAATGTAGGTGAA - 3)).

Amplificacdo foi realizada em 25uL de volume final de reagdo contendo
17,55uL de H,O ultrapura livre de DNAse/RNAse, 2,50uL de Tampao PCR 10x,
0,75uL de MgCl, (1,5mM), 0,50uL de ANTP mix (10mM), 0,25uL de cada primer
(10pmoles), 0,2uL de Platinum™ TagDNA Polymerase e 3uL de DNA extraido da
amostra diluido 1:10.

As condi¢cdes de ciclos da PCR consistiram de uma desnaturacao inicial
durante 3 minutos a 95°C, seguida de 45 ciclos repetitivos, consistindo em
desnaturacdo a 95°C por 20 segundos, anelamento a 62°C por 25 segundos,
extensdo a 72°C por 25 segundos, seguidos por uma extensao final durante 5
minutos a 72°C.

As boas préticas de laborat6rio foram seguidas para evitar a contaminacéo e,
para todas as reacdes, foram utilizados um controle positivo (DNA de Borrelia
burgdorferi cepa G39/40) e dois controles negativos (mix puro e amostra de sangue
humano de um paciente sem histérico clinico e/ou epidemiologico de borreliose).

O produto final das reacdes foi analisado em gel de agarose 1,5%, corado por
Brometo de Etidio (5ug/pL) por 10 minutos e visualizados sob luz ultravioleta (UV)
em transiluminador. Fotografou-se as bandas com auxilio de maquina fotografica
digital interligada ao sistema AlphaDigidoc® (Gel Documentation & Imagem Analysis

System — Alpha Innotech Corporation).
4.6.2.3 Quantificacdo de DNA
A pureza (260nm/280nm) e a concentracdo (ng/pL) total de DNA foram

determinadas por densidade Optica em espectrofotdmetro (BioDrop® Touch Duo

Spectrophotometer by BioDrop England).
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4.6.2.4 Sequenciamento

Os produtos das reacfes de PCR que apresentaram positividade foram
purificadas com o ExoSAP-IT® PCR Product Cleanup (USB®) e sequenciados em
ambas as dire¢cBes pelo método de terminacdo de cadeia (SANGER; NICKLEN;
COULSON, 1977) utilizando kit BigDye (ABI Corporation) num ABI 3130 (Applied
Biosystems™). As sequéncias foram alinhadas utilizando o software Sequencher
(Versdo 4.10.1, Gene Codes Corporation) e comparadas com a sequéncia de
Borrelia burgdorferi publicadas no GenBank por meio da ferramenta de alinhamento
local de nucleotideos BLASTn (Standard Nucleotide — Basic Local Alignment Search
Tool) (ALTSCHUL et al., 1990).

4.7 Andlise estatistica

As variaveis avaliadas neste estudo foram apresentadas na forma de
estatistica descritiva ou na forma de tabelas (SHOTT, 1990). A avaliacdo da
concordancia entre os resultados obtidos na detec¢éo de anticorpos IgM e 1gG anti-
Borrelia burgdorferi pelos métodos ELISA e Western blotting foi realizada por meio
do teste de Kappa e interpretados conforme Figura 4 (LANDIS; KOCH, 1977). O
mesmo teste foi utilizado na avaliacdo da concordancia entre o resultado da reacéo
de PCR para deteccéao do gene flgE de Borrelia burgdorferi lato sensu e o resultado
obtido na deteccdo de anticorpos IgM e IgG anti-Borrelia burgdorferi pelos métodos
ELISA e Western blotting. A analise estatistica foi realizada por meio do programa
estatistico SPSS, versao 23.0, considerando um nivel de significancia de 5%
(ROWE, 2007).
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Figura 4 — Valores de indice Kappa (K) e concordancia

Valor indice Kappa (K) Concordancia
0 Pobre
0a0,20 Ligeira
0,21a0,40 Consideravel
0,41 a 0,60 Moderada
0,61a0,80 Substancial
0,81a1,00 Excelente

Fonte: Adaptado de Landis; Koch (1977).

4.8 Consideracdes éticas

Por se tratar de uma pesquisa envolvendo seres humanos, atendendo os
requisitos da Resolucdo CONEP 466/12 (BRASIL, 2012), o projeto de pesquisa
intitulado “Diagndstico soroldgico e caracterizagdo por biologia molecular do agente
etioldgico da Sindrome de Baggio-Yoshinari (Doenca de Lyme-simile Brasileira)”, foi
cadastrado na Plataforma Brasil, submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) e aprovado sem
pendéncias conforme parecer N° 1.065.681 de 15 de maio de 2015 — CAAE
42325815.1.0000.0021 (Anexo A).

O projeto de pesquisa também foi submetido ao Colegiado Executivo do
Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian (HUMAP) da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) através da Geréncia de Ensino e Pesquisa

(GEP) e aprovado conforme Resolucéo n® 59 de 17 de julho de 2015 (Anexo B).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas da populacao estudada

Considerando os dados demogréaficos dos 41 pacientes incluidos no estudo,
68,3% (28/41) eram do sexo feminino e 31,7% (13/41) do sexo masculino. A idade
dos pacientes no periodo da coleta variou de 18 a 76 anos e a mediana das idades
foi de 43 anos. O histérico de picada por carrapato esteve presente em 63,4%
(26/41) dos pacientes, sendo 69,2% (18/26) do sexo feminino e 30,8% (8/26) do
sexo masculino.

A figura 5 descreve as caracteristicas sociodemograficas e clinicas dos

pacientes com suspeita clinica de SBY.

Figura 5 — Descricdo dos dados epidemioldgicos e clinicos, Campo Grande-MS

(n=41)
IDENTIFICACAO R
DO PACIENTE DESCRIGAO
Masculino, 61 anos, nega histérico de picada de carrapato,
SBY - 001: refere convivio em area rural e de mata, queixa clinica
principal ésteo-muscular.
Feminino, 59 anos, nega historico de picada de carrapato,
SBY - 002: refere convivio em area rural, queixa clinica principal osteo-
muscular acompanhada de quadro depressivo.
Feminino, 22 anos, nega histérico de picada de carrapato,
SBY - 003: refere convivio em area rural, queixa clinica principal osteo-
muscular.
Masculino, 29 anos, tem historico de frequentes picadas de
SBY - 004: carrapato devido a atividade profissional em area rural,

gueixa clinica principal 6steo-muscular.
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Feminino, 41 anos, tem histérico de picada de carrapato,
gueixa clinica principal Osteo-muscular e neurologica

acompanhada de quadro depressivo.

Feminino, 58 anos, nega historico de picada de carrapato,
refere convivio em area rural, queixa clinica principal 6steo-

muscular.

Masculino, 57 anos, nega histérico de picada de carrapato,
refere convivio em &area de mata, queixa clinica principal

osteo-muscular.

Feminino, 41 anos, tem historico de picada de carrapatos,
gueixa clinica principal neurolégica e Osteo-muscular

compativel com poliradiculoneuropatia periférica e miosite.

Feminino, 45 anos, tem histérico de picada de ha 12 anos,
gueixa clinica principal cutaneo-mucosa. Evoluiu com
condrite nasal e perfuracdo do septo. Apresenta recidivas da
condrite nasal, cuja bidpsia mostrou processo inflamatoério
cronico. Fez uso de ceftriaxona com remissdo do quadro
clinico. Dois anos apoOs apresentou recidiva com melhora

somente com uso de Doxiciclina 100mg 12/12 horas.

Feminino, 47 anos, tem historico de picada de carrapato,
apresentou eritema cerca de 60 dias antes da coleta, queixa
clinica principal 0steo-muscular, neurologica e disturbios do

cognitivo.

SBY - 005:
SBY — 006:
SBY - 007:
SBY - 008:
SBY - 009:
SBY - 010:
SBY - 011:

Masculino, 49 anos, tem histdrico de picada de carrapato em
2005, manifestacdes neurologicas e Osteo-muscular, com
sorologia positiva para borreliose e submetido a tratamento
com ceftriaxona e doxiciclina com melhora do quadro.
Retorna com queixa clinica principal neurolégica, Osteo-

muscular e distarbios do cognitivo.
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Feminino, 18 anos, tem historico de picada de carrapatos em
zona rural. Apresentou eritema migratorio localizado em
membro inferior direito cerca de trés meses antes da coleta
de sangue para realizagdo dos exames. Relata cefaleia,
fadiga crénica, edema em maos e pés, artralgia em maos e

artrite em pés.

Feminino, 76 anos, tem historico de picada de carrapato,
convivio em zona rural, apresentou eritema migratorio cerca
de 25 dias antes da coleta, queixa clinica principal ésteo-

muscular.

Feminino, 40 anos, tem histérico de picada de carrapato ha
cerca de cinco anos, queixa clinica principal 6steo-muscular.

Relata mialgia, cefaleia, artralgia e artrite em méaos e joelhos.

Feminino, 32 anos, nega historico de picada de carrapato,
gueixa clinica principal cutdnea e ésteo-muscular. Lesédo na
face direita de inicio a quatro anos, de caracteristicas
hiperemiadas, evoluindo com expanséo e atrofia. Tratamento
com ceftriaxona por 30 dias seguido de doxiciclina por 90

dias.

Feminino, 39 anos, tem histérico de picada de carrapato ha
cinco anos, queixa clinica principal Gsteo-muscular,
neurolégica e distdrbios psiquiatricos. Tratamento com

doxiciclina por 60 dias com melhora do quadro.

Feminino, 49 anos, tem histérico de picada de carrapato por
conta da atividade profissional, queixa clinica principal ésteo-

muscular.

SBY - 012:
SBY - 013:
SBY - 014:
SBY - 015:
SBY - 016:
SBY - 017:
SBY - 018:

Feminino, 44 anos, tem historico de picada de carrapato,
gueixa clinica principal neurolégica, O6steo-muscular e

distarbios do cognitivo.
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Feminino, 57 anos, nega histérico de picada de carrapato
embora esteja exposta por conta da atividade profissional,
gueixa clinica principal Osteo-muscular com artrite e

deformagcéao articular em articulagéo interfalangicas.

Feminino, 43 anos, tem histérico de picada de carrapato,
gueixa clinica principal neurologica compativel com
poliradiculoneuropatia periférica e miosite. Desenvolveu

guadro de autoimunidade pés-infeccgao.

Feminino, 36 anos, tem historico de exposicdo a carrapatos
mas nao se recorda da picada, queixa clinica principal 6steo-
muscular, neurolégica e disturbios do cognitivo. Tratamento

com doxiciclina por 60 dias.

Feminino, 42 anos, nega historico de picada de carrapato,

gueixa clinica principal 6steo-muscular.

Masculino, 43 anos, nega histérico de picada de carrapato,

gueixa clinica principal 6steo-muscular.

Masculino, 18 anos, tem historico de picada por carrapato,
convivio em é&rea rural, queixa clinica principal 6steo-

muscular, distarbio psiquiatricos e cognitivos.

Masculino, 34 anos, tem historico de contato e frequentes
picadas de carrapatos por conta da atividade profissional.

Queixa clinica principal 6steo-muscular.

Feminino, 42 anos, tem historico de picada de carrapato,

gueixa clinica principal neuroldgica e ésteo-muscular.

SBY - 019:
SBY - 020:
SBY - 021:
SBY - 022:
SBY - 023:
SBY — 024:
SBY - 025:
SBY - 026:
SBY - 027:

Feminino, 32 anos, nédo se recorda de picada de carrapatos,
gueixa clinica principal cutanea e 6steo-muscular. Leséo na
face direita de inicio a quatro anos, de -caracteristicas
hiperemiadas, evoluindo com expansao e atrofia. Tratamento
com ceftriaxona por 30 dias seguido de doxiciclina por 90

dias. Melhora da lesao.
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Feminino, 39 anos, tem histérico de picada de carrapato hi
cinco anos, queixa clinica principal Osteo-muscular,
neurolégica e distarbios psiquiatricos. Tratamento com

doxiciclina por 60 dias com melhora do quadro.

Feminino, 44 anos, tem histérico de picada de carrapato,
gueixa clinica principal neurolégica, Osteo-muscular e

disturbios do cognitivo.

Masculino, 42 anos, nega picada de carrapatos, queixa

clinica principal 6steo-muscular.

Feminino, 51 anos, nega picada de carrapatos, queixa clinica

principal 6steo-muscular.

Feminino, 47 anos, tem histérico de picada de ha 12 anos,
gueixa clinica principal cutaneomucosa. Fez uso de
ceftriaxona com remissdo do quadro clinico. Dois anos apos
apresentou recidiva com melhora somente com uso de

Doxiciclina.

Feminino, 47 anos, historico de picada de carrapato ha cerca
de trés anos, com formacdo de eritema, queixa clinica

principal 6steo-muscular.

Feminino, 59 anos, nega historico de picada de carrapato,
refere convivio em area rural, queixa clinica principal osteo-

muscular acompanhada de quadro depressivo.

Feminino, 44 anos, refere que teve diagnostico de Doenca
de Lyme nos Estados Unidos em 2013 sendo tratada com 21
dias de antibidtico e melhora do quadro. Queixa clinica

principal disturbios do cognitivo.

Masculino, 42 anos, tem histérico de picada de carrapato ha
cerca de dois meses. Relata febre, mialgia e artralgia. Fez

uso de Doxiciclina 100mg 12/12 horas.

SBY - 028:
SBY - 029:
SBY - 030:
SBY - 031:
SBY - 032:
SBY - 033:
SBY - 034:
SBY - 035:
SBY - 036:
SBY - 037:

Feminino, 33 anos, tem histérico de picadas frequentes de
carrapatos por conta da atividade profissional, queixa clinica

principal 6steo-muscular e disturbios do cognitivo.
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Masculino, 50 anos, tem historico de picada de carrapato em
zona rural ha cerca de cinco anos. Relata febre, mialgia,
artralgia e fadiga. Nega lesdo de pele. Sinais de neurite
periférica com queixa de parestesia e dificuldade de marcha.
Artralgia e artrite metacarpofalangeana.

Masculino, 49 anos, tem histdrico de picada de carrapato em
zona rural ha cerca de trés anos. Relata febre, mialgia e
artralgias em episodios recorrentes ha trés anos. Sinais de
neurite periférica com queixa de parestesia. Apresentou

melhora com doxiciclina e ceftriaxona.

Masculino, 54 anos, nega histérico de picada de carrapato,
convivio frequente em area rural por conta da atividade

profissional queixa clinica principal neuroldgica.

SBY - 038:
SBY - 039:
SBY - 040:
SBY - 041:

Masculino, 35 anos, tem historico de picada de carrapato,

gueixa clinica principal 6steo-muscular.

5.2 Deteccao de anticorpos anti-Borrelia burgdorferi pelo método ELISA

Todas as 41 amostras de soro dos pacientes encaminhados com suspeita

clinica e que preencheram os critérios diagnosticos estabelecidos foram testadas

para a deteccdo de anticorpos anti-Borrelia burgdorferi pelo método ELISA. Os

resultados foram interpretados conforme parametros adotados pelo Laboratério de
Referéncia Nacional LIM-17 HCFMUSP.
A positividade observada foi de 26,8% (11/41) para anticorpos IgM anti-

Borrelia burgdorferi, sendo 81,8% (9/11) em pacientes do sexo feminino, e 43,9%

(18/41) para anticorpos IgG anti-Borrelia burgdorferi, sendo 88,9% (16/18) em

pacientes do sexo feminino. A positividade global por titulo e classe de anticorpo e a

positividade por amostra estdo descritas nas Tabelas 1 e 2 e na Figura 6.
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Tabela 1 — Resultados da pesquisa e titulo de anticorpos IgM anti-Borrelia
burgdorferi pelo método ELISA, Campo Grande-MS (n=41)

Anticorpos IgM

Resultado N.° %

Negativo 30 73,1
Positivo 1:100 5 12,2
Positivo 1:200 4 9,8
Positivo 1:400 2 49
Total 41 100,0

Tabela 2 — Resultados da pesquisa e titulo de anticorpos IgG anti-Borrelia
burgdorferi pelo método ELISA, Campo Grande-MS (n=41)

Anticorpos IgG

Resultado N.° %

Negativo 23 56,1
Positivo 1:200 8 19,5
Positivo 1:400 10 24.4
Total 41 100,0

Figura 6 — Resultados das amostras testadas para detec¢éo de anticorpos IgM e 1gG
anti-Borrelia burgdorferi e titulo das amostras pelo método ELISA por
paciente, Campo Grande-MS (n=41)

ELISA
Identificacdo da amostra
IgM (Titulo) lgG (Titulo)
SBY - 001 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 002 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 003 NEGATIVO NEGATIVO

SBY - 004 NEGATIVO NEGATIVO
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SBY - 005 NEGATIVO POSITIVO (1/200)
SBY - 006 NEGATIVO POSITIVO (1/200)
SBY - 007 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 008 NEGATIVO POSITIVO (1/200)
SBY - 009 NEGATIVO POSITIVO (1/200)
SBY - 010 NEGATIVO POSITIVO — (1/400)
SBY - 011 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 012 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 013 POSITIVO (1/100) POSITIVO — (1/400)
SBY - 014 POSITIVO (1/200) POSITIVO — (1/400)
SBY - 015 NEGATIVO POSITIVO — (1/400)
SBY - 016 POSITIVO (1/200) POSITIVO — (1/400)
SBY - 017 NEGATIVO POSITIVO (1/200)
SBY - 018 POSITIVO (1/100) POSITIVO — (1/400)
SBY - 019 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 020 POSITIVO (1/100) POSITIVO (1/200)
SBY - 021 POSITIVO (1/200) POSITIVO (1/400)
SBY - 022 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 023 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 024 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 025 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 026 POSITIVO (1/200) NEGATIVO
SBY - 027 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 028 POSITIVO (1/400) POSITIVO (1/400)

SBY - 029

NEGATIVO

NEGATIVO
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SBY - 030 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 031 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 032 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 033 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 034 POSITIVO (1/400) NEGATIVO
SBY - 035 NEGATIVO POSITIVO (1/200)
SBY - 036 POSITIVO (1/100) POSITIVO (1/400)
SBY - 037 NEGATIVO POSITIVO (1/200)
SBY - 038 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 039 POSITIVO (1/100) POSITIVO (1/400)
SBY - 040 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 041 NEGATIVO NEGATIVO

5.3 Deteccdo de anticorpos anti-Borrelia burgdorferi pelo método Western
blotting (WB)

Todas as 41 amostras de soro de pacientes encaminhados com suspeita
clinica e que preencheram os critérios diagnésticos estabelecidos foram testadas
para a deteccao de anticorpos anti-Borrelia burgdorferi pelo método Western blotting.
Os resultados foram interpretados conforme parametros adotados pelo Laboratério
LIM-17 HCFMUSP.

A positividade observada foi de 34,2% (14/41) para anticorpos IgM anti-
Borrelia burgdorferi, sendo 78,6% (11/14) em pacientes do sexo feminino, e 43,9%
(18/41) para anticorpos IgG anti-Borrelia burgdorferi, sendo 83,3% (15/18) em
pacientes do sexo feminino. Utilizando o critério de positividade simultanea, a
positividade foi de 19,5% (8/41), sendo 87,5% (7/8) em pacientes do sexo feminino.
A positividade global considerando a classe de anticorpo e o niumero de bandas

presente e positividade por amostra estdo descritas nas Tabelas 3 e 4 e na Figura 7.
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Tabela 3 — Resultados da pesquisa de anticorpos IgM anti-Borrelia burgdorferi e
numero de bandas detectadas pelo método Western blotting, Campo
Grande-MS (n=41)

Anticorpos IgM

Resultado N.° %

Negativo 19 46,3
Positivo — 1 banda 8 19,5
Positivo — 2 bandas 11 26,8
Positivo — 3 bandas 1 2,5
Positivo — 4 bandas 2 4,9
Total 41 100,0

Tabela 4 — Resultados da pesquisa de anticorpos IgG anti-Borrelia burgdorferi e
namero de bandas detectadas pelo método Western blotting, Campo
Grande-MS (n=41)

Anticorpos IgG

Resultado N.° %

Negativo 18 43,9
Positivo — 2 bandas 5 12,2
Positivo — 4 bandas 18 43,9
Total 41 100,0

Figura 7 — Resultados das amostras testadas para detec¢éo de anticorpos IgM e 1gG
anti-Borrelia burgdorferi e niamero de bandas detectadas pelo método
Western blotting (WB) por paciente, Campo Grande-MS (n=41)

Western blotting

Identificagdo da amostra

IgM (N° de bandas) IgG (N° de bandas)
SBY - 001 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 002 NEGATIVO NEGATIVO

SBY - 003 NEGATIVO NEGATIVO
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SBY - 004 NEGATIVO POSITIVO (4 bandas)
SBY - 005 POSITIVO (2 bandas)  POSITIVO (4 bandas)
SBY - 006 POSITIVO (2 bandas) POSITIVO (4 bandas)
SBY — 007 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 008 POSITIVO (1 banda) POSITIVO (4 bandas)
SBY - 009 POSITIVO (1 banda) POSITIVO (4 bandas)
SBY - 010 POSITIVO (2 bandas) POSITIVO (4 bandas)
SBY - 011 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 012 POSITIVO (1 banda) POSITIVO (4 bandas)
SBY - 013 POSITIVO (1 banda) POSITIVO (4 bandas)
SBY - 014 POSITIVO (2 bandas)  POSITIVO (4 bandas)
SBY - 015 POSITIVO (1 banda) POSITIVO (4 bandas)
SBY - 016 POSITIVO (2 bandas) POSITIVO (4 bandas)
SBY - 017 POSITIVO (2 bandas)  POSITIVO (2 bandas)
SBY - 018 POSITIVO (2 bandas)  POSITIVO (4 bandas)
SBY - 019 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 020 POSITIVO (1 banda) POSITIVO (4 bandas)
SBY - 021 POSITIVO (2 bandas)  POSITIVO (4 bandas)
SBY - 022 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 023 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 024 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 025 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 026 POSITIVO (4 bandas)  POSITIVO (4 bandas)
SBY — 027 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 028 POSITIVO (4 bandas) POSITIVO (2 bandas)
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SBY - 029 POSITIVO (3 bandas) NEGATIVO
SBY — 030 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 031 NEGATIVO NEGATIVO
SBY — 032 NEGATIVO POSITIVO (4 bandas)
SBY - 033 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 034 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 035 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 036 POSITIVO (2 bandas)  POSITIVO (4 bandas)
SBY - 037 POSITIVO (1 banda) POSITIVO (2 bandas)
SBY - 038 POSITIVO (1 banda) POSITIVO (2 bandas)
SBY - 039 POSITIVO (2 bandas)  POSITIVO (4 bandas)
SBY — 040 NEGATIVO NEGATIVO
SBY - 041 POSITIVO (2 bandas) POSITIVO (2 bandas)

5.4 Correlacdo entre os resultados obtidos pelas metodologias ELISA

Western blotting

As tabelas 5, 6 e 7 mostram a concordancia geral entre os resultados obtidos

pelas metodologias ELISA e Western blotting.
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Tabela 5 — Analise da concordéancia entre os resultados obtidos na deteccdo de
anticorpos IgM anti-Borrelia burgdorferi pelos métodos ELISA e
Western blotting (WB), Campo Grande-MS (n=41)

Western blotting Concordancia

ELISA Valor de p (Kappa)
Positiva Negativa PP
Positiva 8 3
0,002 0,485
Negativa 6 24

Tabela 6 — Analise da concordéancia entre os resultados obtidos na deteccao de
anticorpos IgG anti-Borrelia burgdorferi pelos métodos de ELISA e
Western blotting (WB), Campo Grande-MS (n=41)

Western blotting Concordancia

ELISA Valor de p (Kappa)
Positiva Negativa PP
Positiva 14 4
<0,001 0,604
Negativa 4 19

Tabela 7 — Analise da concordéancia entre os resultados obtidos na deteccdo de
anticorpos anti-Borrelia burgdorferi pelos métodos ELISA e Western
blotting (WB), Campo Grande-MS (n=41)

Western blotting
ELISA Valor de p (Kappa)
Positiva Negativa PP

Concordancia

Positiva 18 2
<0,001 0,611
Negativa 6 15
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5.5 Anélise Molecular

Todas as 41 amostras de sangue total de pacientes encaminhados com
suspeita clinica de SBY e que preencheram os critérios diagndsticos estabelecidos
foram testadas para a deteccdo do gene flgE (gancho flagelar) de Borrelia
burgdorferi lato sensu.

O mesmo procedimento foi realizado com as 41 amostras de soro utilizadas
para pesquisa de anticorpos a fim de comparacdo e definicdo da melhor amostra
para deteccao molecular.

A amplificacéo da regido flggE do DNA de Borrelia burgdorferi lato sensu foi de
29,3% (12/41) em amostras de sangue total e 2,4% (1/41) em amostras de soro
(Figura 8 e Figura 9). A positividade global e por amostra estdo descritas na Tabela

8 e Figura 10.

Tabela 8 — Resultados das amostras testadas para deteccdo do gene flgE de
Borrelia burgdorferi lato sensu, Campo Grande-MS (n=41)

Gene flgE
Resultado N.° %
Negativo 29 70,7
Positivo 12 29,3

Total 41 100,0
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Figura 8 — PCR gene flgE para B. burgdorferi lato sensu. M: marcador DNA
(100pb); C-: controle negativo; colunas 01, 02, 03 e 04: amostras
de soro humano; colunas 05, 06, 07 e 08 amostras de sangue
total humano; C+: controle positivo B. burgdorferi.

300 bp 262bp

200 bp

Figura 9 — PCR gene flgg para B. burgdorferi
lato sensu. M: marcador DNA
(100pb); colunas 05, 06, 07, 08 e 09
amostras de sangue total humano;
C+: controle positivo B. burgdorferi;
C-: controle negativo.

M 05 06 07 08 09 C+ C-

262bp

300 bp
200 bp

- - . e " w e

Figura 10 — Resultados das amostras testadas para deteccdo do gene flgE de
Borrelia burgdorferi lato sensu, Campo Grande-MS (n=41)

PCR
Identificagdo da amostra
flgE
SBY - 001 NEGATIVO

SBY - 002 NEGATIVO
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SBY - 003 NEGATIVO
SBY - 004 NEGATIVO
SBY - 005 NEGATIVO
SBY - 006 NEGATIVO
SBY - 007 NEGATIVO
SBY - 008 NEGATIVO
SBY - 009 POSITIVO
SBY - 010 POSITIVO
SBY - 011 NEGATIVO
SBY - 012 POSITIVO
SBY - 013 POSITIVO
SBY - 014 POSITIVO
SBY - 015 POSITIVO
SBY - 016 POSITIVO
SBY - 017 NEGATIVO
SBY - 018 POSITIVO
SBY -019 NEGATIVO
SBY - 020 POSITIVO
SBY - 021 POSITIVO
SBY - 022 NEGATIVO
SBY - 023 NEGATIVO
SBY - 024 NEGATIVO
SBY - 025 NEGATIVO
SBY - 026 NEGATIVO
SBY - 027 NEGATIVO
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SBY - 028 NEGATIVO
SBY - 029 NEGATIVO
SBY - 030 NEGATIVO
SBY - 031 NEGATIVO
SBY - 032 NEGATIVO
SBY - 033 NEGATIVO
SBY - 034 NEGATIVO
SBY - 035 NEGATIVO
SBY - 036 POSITIVO
SBY - 037 NEGATIVO
SBY - 038 NEGATIVO
SBY - 039 POSITIVO
SBY - 040 NEGATIVO
SBY - 041 NEGATIVO

O controle positivo Borrelia burgdorferi foi utilizado em todas as reacgoes,
assim como 0s controles negativos da mix pura e de uma amostra de DNA extraido
de sangue total humano de um paciente sem histérico clinico e/ou epidemioldgico de
borreliose.

Foram testadas também 40 amostras do grupo controle constituido de
pacientes sem histérico clinico e/ou epidemiolégico de borreliose que foram
utilizadas para padronizagcéao das técnicas sorologicas. Todas as amostras do grupo

controle apresentaram-se negativas.
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5.6 Correlacdo entre os resultados obtidos pelas metodologias sorolégica e

molecular

As tabelas 9, 10, 11, 12, 13 e 14 mostram a concordancia geral entre os
resultados sorologicos para pesquisa de anticorpos anti-Borrelia burgdorferi das
classes IgM e IgG, respectivamente, e moleculares para deteccdo do gene flgE de

Borrelia burgdorferi lato sensu.

Tabela 9 — Analise da concordancia entre os resultados moleculares para
deteccdo do gene flgE de Borrelia burgdorferi lato sensu e
sorolégicos para deteccdo de anticorpos IgM anti-Borrelia burgdorferi
pelo método ELISA, Campo Grande-MS (n=41)

ELISA al
PCR Valor de p Corgligrdzr)ma
Positiva Negativa PP
Positiva 8 4
<0,001 0,577
Negativa 3 26

Tabela 10 — Andlise da concordancia entre os resultados moleculares para
deteccdo do gene flgE de Borrelia burgdorferi lato sensu e
sorologicos para deteccdo de anticorpos IgG anti-Borrelia
burgdorferi pelo método ELISA, Campo Grande-MS (n=41)

ELISA .
PCR Valor de p Co?Egrdzr)lma
Positiva Negativa PP
Positiva 11 1
<0,001 0,589

Negativa 7 22
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Tabela 11 — Anadlise da concordancia entre os resultados moleculares para
deteccdo do gene flgE de Borrelia burgdorferi lato sensu e
sorolégicos para deteccdo de anticorpos anti-Borrelia burgdorferi
pelo método ELISA, independente da classe de anticorpo, Campo
Grande-MS (n=41)

ELISA al
PCR Valor de p Corgligrdzr)lma
Positiva Negativa PP
Positiva 11 1
<0,001 0,507
Negativa 9 20

Tabela 12 — Andlise da concordancia entre os resultados moleculares para
deteccdo do gene flgE de Borrelia burgdorferi lato sensu e
sorolégicos para deteccdo de anticorpos IgM anti-Borrelia
burgdorferi pelo método Western blotting, Campo Grande-MS

(n=41)
Western blotting A
PCR Valor de p Corzlggrdzr)lma
Positiva Negativa PP
Positiva 7 5
0,036 0,326
Negativa 7 22

Tabela 13 — Andlise da concordancia entre os resultados moleculares para
deteccdo do gene flgE de Borrelia burgdorferi lato sensu e
sorolégicos para deteccdo de anticorpos IgG anti-Borrelia
burgdorferi pelo método Western blotting, Campo Grande-MS

(n=41)
Western blotting A
PCR Valor de p Corzlggrdaar;ma
Positiva Negativa PP
Positiva 12 0
<0,001 0,692

Negativa 6 23
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Tabela 14 — Anadlise da concordancia entre os resultados moleculares para
deteccdo do gene flgE de Borrelia burgdorferi lato sensu e
sorolégicos para deteccdo de anticorpos anti-Borrelia burgdorferi
pelo método Western blotting, independente da classe de anticorpo
e utilizando o critério de interpretacdo combinada, Campo Grande-
MS (n=41)

Western blotting Concordancia

PCR Valor de p (Kappa)
Positiva Negativa PP
Positiva 12 0
0,001 0,453
Negativa 12 17

5.7 Resultados das amostras submetidas ao sequenciamento.

As sequéncias forward e reverse de sete amostras foram agrupadas em
contigs e submetidas ao alinhamento local (BLAST) para verificagdo de suas
similaridades. Foram alinhadas globalmente com a sequéncia de referéncia
GenBank: Borrelia burgdorferi flagellar hook protein (flgg) — L43849.1 (proteina) e
CP009656.1 (genoma total).

As sequéncias obtidas mostraram quase 100% de similaridade com vérias
sequéncias de B. burgdorferi lato sensu, possibilitando a identificacdo em nivel de
espécie. Estas sequéncias foram alinhadas com a sequéncia de B. burgdorferi
(L43849.1) com o software Clustal W 2.0 software (Larkin et al., 2007) em um
comprimento de 228bp, totalmente conservado, codificando 76 aminoacidos.

O gene flgE estd localizado na posicdo 115 a 1443 da sequéncia de
referéncia L43849.1 que codifica a proteina de interesse nesta sequéncia. Apresenta
um cédon de inicio codificando 12 aa e um stop cdédon, na sequéncia apresenta 6 aa
e em seguida inicia um novo cédon com 442 aa na 5' 3' Frame 2.

Na comparagdo com genoma completo, a sequéncia esta alinhada na posicao
293666-293898 do genoma CP009656.1.

As sequéncias obtidas neste estudo foram depositadas no GenBank com 0s
nameros de acesso KU712208, KU712209, KU712210, KY073265, KY073266,
KY073267 e KY073268 (Tabela 15). As sequéncias foram agrupadas em um grupo

monofilético pela analise filogenética e o dendograma de similaridade esta
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representado na Figura 11. O alinhamento multiplo das sequéncias de nucleotideos

esta representado na Figura 12.

Tabela 15 — Caracteristicas do alinhamento utilizando a ferramenta BLASTn com
Score (Max. / Total), e-value e Identidade por nimero de acesso

BLASTN
Score Similaridade

Numero de Acesso Max. / Total e-value (%)

KU712208 422 | 422 2e-114 100
KU712209 422 ] 422 2e-114 100
KU712210 422 ] 422 2e-114 100
KY073265 418 /418 3e-113 100
KY073266 409 / 409 2e-110 99
KY073267 414 /414 4e-112 99
KY073268 418 /418 3e-113 100

Figura 11 — Dendograma de similaridade baseado na comparacéo da regiao

codificadora do gene flgE de Borrelia burgdorferi lato sensu
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* B31 (CP009656.1) = Borrelia burgdorferi



Figura 12 — Alinhamento multiplo das sequencias de nucleotideos por meio do

Clustal W 2.0.
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GEIGARAGTTGEIGAGCAGCA R CTGTAMATTTGRARTTGEGARCAGTTGEAAGTTACRCT
GGETGAAGTTGETCAGCAGCARLCTETARATTTCARATTGENARCAGTTGGAAGTTACACT
GGTGRAGTTGGTGAGCAGCRRACTGTARATTTGRRAATTGGGRAACAGTTGGRAAGTTACACT
GGTGRAAGTTGGTGAGCAGCARLCTGTARATTTGRRATTGGGARCAGTTGGAAGTTACACT
GGTGRAGTTGETGAGCAGCA AL CTGTALATTTGRARTTGGGARCAGTTGGALGTTACACT
GEIGAACTTGEIGAGCAGCA R CTGT AR AT TTGRARTTGEEARCACTTGGARGTTACRCT
GEIGAAGTITGEIGAGCAGCARLCTGTARATTTGRARATTGEEARCAGTTGGAAGTTACACT
GGTGRAGTTGETGAGCAGCARACTGTARATTTGRARATTGGGARCAGTTGGAAGTTACACT

R R R B R R R R R R R R R R BB RR R R R OR R R R R BB R R R R

GATTCARTTACTCAGTITGCTGATICTAGTAGCRCARAGGCTCTTATTCAAGAT GGATAT
GATTCARTTACTCAGTITGCTGATICTAGTAGCRCARAGECTATTATTCARGAT GEATAT
GATTCAATTACTCAGTTTGCTGATTCTAGTAGCACARAGGCTATTATTCAAGAT GGATAT
GATTCARTTACTCAGTTTGCTGATICTAGTAGCRCARAGGCTATTATTCAAGATGGATAT
GATTCARTTACTCAGTTTGCTGATTCTAGTAGCRCARAGGCTATTATTCAAGATGGATAT
GATTCARTTACTCAGTTTGCTGATTCTAGTAGCRCARAGGCTATTATTCRAAGAT GGATAT
GATTCARTTACTCAGTITGCTGATICTAGTAGCRCARAGECTATTATTCARGAT GEATAT
GATTCARTTACTCAGTITGCTGATICTAGTAGCACARAGECTATTATTCALGAT GGATAT

A AR R R AN AN AR A A AR AN AR EA AR A A AAAARRAAANE AAARAA R AN A AE R AR AT

GGCATGGGRATATATGGAL AL TTATGARA LA TTGAT CRARAATGGTGTTATAGTTGGCATTITAT
GGCATGEGRTATATGGAL AL TTATGAR A TTGRATCARA A TGETGTTATAGTTGGCATTITAT
GGCATGEEATATATGGAM LA TTATGAR A TTGATCARA A TGETGTTATAGTTGGCATTITAT
GGCATGGGATATATGGAR AR TTATGARATTGAT CRRARATGGTGTTATAGTTGGCATTTAT
GGCATGGGRTATATGGAR AR TTATGARATTGAT CRRARATGGTGTTATAGTTGGCATTITAT
GGCATGGGATATATGGAR AL TTATGARATTGAT CRAARATGGTGTTATAGTTGGCATTITAT
GGCATGGGRATATATGGRAL AL TTAT AR TTGAT CARA A TGGTGTTATAGTTGGCATTTAT
GECATGEERTATATGGAL A TTATGARATTGATCARA R TGET GTTATAGTTGGCATTITAT

R R R R R AR AR R R AR AR AR R R AR AR AR R R AR AR AR AR AR AR AR RRARARAAR

TCARATGGCATAAGACGAGATCTTGGCARNATTGCTCTTIGCTICTIG
TCAAATGGCATAAGACGAGATCTTGGCAAGATTGCTCTTGCTTICTTGT
TCARARTGECATARGACGAGATCTIGGCARGATTGCTCTIGCTICTITT
TCAAATGGCATAAGACGAGATCTTGGCAAGATTGCTCTTGCTTCTTITT
TCRRATGGCATRAAGACGAGATCTTGGCAAGATTGCTCTTIGCTICTITT
TCARATGGCATAAGACGAGATCTTGGCAAGATTGCTCTTIGCTICTITT
TCAAATGGCATAAGACGAGATCTTGGCAAGATTGCTCTTGCTTICTTGT
TCRARTGECATARGACGAGATCTIGGCARGATTGCTCTIGCTICTIGT

AREAEAEAARRRRAAAARARARARNAAARER AAAAARRRAAAAERAR
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6 DISCUSSAO

Os pacientes com Sindrome de Baggio-Yoshinari ndo oportunamente
diagnosticados na fase aguda da doenca e ndo tratados com a terapia
antimicrobiana adequada podem evoluir com surtos de recidivas clinicas, desordens
autoimunes e desenvolver complicacdes tardias, especialmente neurolégicas e
reumatoldgicas, classificadas no grupo de doencas cronicas idiopaticas (BONOLDI,
2009).

O principal objetivo do estudo foi atendido confirmando o diagnostico
sorolégico e molecular da Sindrome de Baggio-Yoshinari em amostras de pacientes
com clinica e epidemiologia compativeis no estado de Mato Grosso do Sul.

Ao longo dos quatro anos do estudo, 41 pacientes foram selecionados pelos
servicos de reumatologia do municipio de Campo Grande-MS, provenientes de
diversas cidades do estado de Mato Grosso do Sul, e encaminhados para a
investigacdo laboratorial para doenca de Lyme-simile com base nos critérios
adotados.

A maioria dos pacientes selecionados para o estudo era do sexo feminino
assim como registrado por Costa et al. (2001) e Naka et al. (2008), ambos em Mato
Grosso do Sul, mas também na regido Amazonica (SANTOS et al., 2011), no estado
de Sdo Paulo (PASSOS et al., 2009) e em diversas séries de casos no continente
europeu (BERGLUND et al., 1995; FULOP; POGGENSEE, 2008; HUBALEK, 2009).
Diferentemente dos Estados Unidos onde a frequéncia é maior em pacientes do
sexo masculino (BACON; KUGELER; MEAD, 2008).

A frequéncia maior de positividade em pacientes do sexo feminino pode ser
decorrente das mudancas socioecondmico-culturais registradas com o aumento da
forca laboral feminina em atividades menos urbanas, assim como a disseminacao de
atividades de turismo rural e ecoturismo onde ha aumento da exposicdo ao
ecossistema propicio para o ciclo da doenga.

Com relacdo a faixa etaria, o critério de inclusédo neste trabalho era ser maior
de 18 anos e, por essa razéo, a mediana das idades foi de 43 anos. Dados proximos
aos observados por Costa et al. (2001), onde a mediana foi de 35 anos, e por
Santos et al. (2011) que foi de 35,6 anos. Nos Estados Unidos, Mead (2015) mostrou
uma distribuicdo bimodal da incidéncia da Doenca de Lyme em relacdo a idade com

altas taxas entre criancas de 5 a 15 anos e adultos acima de 50 anos.
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Dados na populacéo infantil sdo ainda mais escassos em nivel nacional. Em
Mato Grosso do Sul, Naka et al. (2008) avaliaram 100 pacientes na faixa etaria de 9
meses a 16 anos, mediana de 7 anos e 1 més, e Passos et al. (2009) que avaliaram
criancas com idade média de 4,6 anos em Sao Paulo.

O histérico de picada por carrapato esteve presente em 63,4% (26/41) dos
pacientes. Dados superiores aos descritos por Yoshinari e Mantovani (2006) que
afirmam que 50% dos pacientes referem histérico de picadas por carrapatos ou
contato proximo com estes parasitas, seja visualizando nas roupas, seja em animais
ou em solos de localidades visitadas.

A utilizacdo de métodos sorolégicos como ELISA e Western blotting para
pesquisa de anticorpos anti-Borrelia tem sido a principal ferramenta para o estudo
soroepidemioldgico das borrelioses, sendo utilizado tanto na confirmacdo de casos
clinicos, quanto na avaliacdo soroepidemioldégica dessa zoonose emergente
(YOSHINARI et al., 2003).

Yoshinari et al. (2003) estimaram que a frequéncia de soropositividade para
borreliose na populacédo brasileira € de 3%, ap0s testes sorolégicos em individuos
sadios. Estudos soroepidemioldgicos em humanos (1067 amostras) realizados nas
regibes de Itapevi e Cotia (dreas endémicas para a Borreliose de Lyme), estado de
Séo Paulo, constataram 7,5% de positivos no ELISA.

Gauditano et al. (2005) compararam pacientes com Doenca de Lyme-simile
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% dos
individuos analisados.

Estudos também ja caracterizaram Mato Grosso do Sul como regido de risco
para ocorréncia de Borreliose de Lyme-simile em animais silvestres (COSTA et al.,
2002), em cédes (SALGADO et al., 2008) e em humanos (COSTA et al., 2001; NAKA
et al., 2008), incluindo também estudo realizado em doadores de sangue que
permitiu conhecer a soroprevaléncia de anticorpos anti-Borrelia em individuos sadios
e que indicam a possibilidade da existéncia de individuos assintoméaticos (ARAO,
2007).

O atual "padrdo ouro” de diagnéstico para a Doenca de Lyme é um algoritmo
baseado em testes sorolégicos (ELISA e Western blotting) para pesquisa de
anticorpos anti-Borrelia burgdorferi. Considerando a necessidade de deteccédo da

resposta imune do hospedeiro, dados da literatura estimam que 60% dos casos
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agudos podem néo ser detectados em fase inicial haja vista que o tempo necessario
para titulos detectiveis de anticorpos pode ser de algumas semanas (CDC, 2011;
MANTOVANI et al., 2007a; MONIUSZKO et al., 2015).

Assim sendo, Molins et al. (2016) tém proposto a revisdo desse algoritmo
sugerindo a realizacao de dois testes ELISA em substituicdo ao padréo atual ELISA
e Western blotting, ou ainda a manutencédo do teste ELISA e a revisdo dos critérios
interpretativos para o Western blotting visando o aumento da sensibilidade
diagnostica e atribuindo maior valor a deteccdo de anticorpos IgG anti-Borrelia,
sobretudo nos casos de convalescentes de fase aguda e em fase tardia sistémica
(neuroldgica, cardiaca e articular), defendendo inclusive a utilizacdo de algoritmos
diferentes de acordo com a fase da infeccéo.

Considerando a sensibilidade limitada dos testes soroldgicos disponiveis,
sobretudo na fase inicial da doenca, Lahey et al. (2015) examinaram antigenos de
superficie de Borrelia burgdorferi e desenvolveram um painel multi-antigeno com dez
novos marcadores, aliando a sensibilidade combinada e mantendo a alta
especificidade, na tentativa de melhor identificar a infeccdo precoce, sendo critério
de positividade do teste a reatividade, no minimo, a dois marcadores.

No Brasil, devido a baixa sensibilidade dos testes sorologicos e aos titulos
baixos e pouco persistentes, ja se utiliza rotineiramente a realizacdo de ambos os
testes simultaneamente e considera-se resultado positivo se um dos testes for
reagente (BONOLDI, 2009).

A positividade observada no estudo de 26,8% (11/41) para anticorpos da
classe IgM anti-Borrelia burgdorferi e de 43,9% (18/41) para anticorpos da classe
IgG anti-Borrelia burgdorferi pela metodologia de ELISA em pacientes sintométicos &
inferior a observada por Moniuszko et al. (2015) que relataram 35,0% de anticorpos
IgM mas superior aos 30,0% de anticorpos IgG relatados pelos mesmos autores em
pacientes com EM na Polbnia.

Nossos dados também estdo abaixo dos observados por Chmielewska-
Badora et al. (2006) que analisaram pela metodologia de ELISA um grupo de 180
pacientes com diagnostico de Doenca de Lyme e obtiveram 61,7% (111/180) de
anticorpos IgM e 53,9% (97/180) de anticorpos anti-Borrelia burgdorferi.

Estudo de soroprevaléncia realizado por Jovanovic et al. (2015) na Sérvia
avaliou os titulos de anticorpos pela metodologia de ELISA em trés populagbes
distintas: 0,0% (0/34) de anticorpos IgM e 11,8% (4/34) de anticorpos IgG em



78

trabalhadores rurais; 14,3% (5/35) de anticorpos IgM e 14,3% (5/35) de anticorpos
IgG em soldados; e 2,9% (1/35) de IgM e 5,7% (2/35) de anticorpos 1gG em
doadores de sangue.

Os dados observados no presente trabalho sédo superiores aos observados
por Naka et al. (2008) em populacédo pediatrica de Mato Grosso do Sul que registrou
17,0% (17/100) para anticorpos IgM e 12,0% (12/100) para anticorpos da classe 1gG.

Em Mato Grosso do Sul, Ardo (2007) também ja realizou estudo
soroepidemiolégico em pacientes assintomaticos doadores de sangue onde a
positividade encontrada para anticorpos IgM foi de 4,34% e de 6,09% para
anticorpos IgG pela metodologia de ELISA.

Quando analisamos a positividade pela metodologia de Western blotting
observada no estudo, 34,2% (14/41) para anticorpos IgM anti-Borrelia burgdorferi e
43,9% (18/41) para anticorpos IgG, além de 19,5% (8/41) pelo parametro de
positividade simultdnea que considera o somatodrio total de bandas IgM e IgG
conforme o padréo preconizado pelo Laboratério de Investigacdo em Reumatologia,
Hospital das Clinicas, Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo (LIM-17),
centro de referéncia no Brasil (MANTOVANI et al., 2007a).

Nossos dados também estdo abaixo dos observados por Chmielewska-
Badora et al. (2006) que analisaram pela metodologia Western blotting um grupo de
180 pacientes com diagndéstico de Doenca de Lyme e obtiveram 62,2% (112/180) de
anticorpos IgM e 59,4% (107/180) de anticorpos anti-Borrelia burgdorferi.

Utilizando a metodologia Western blotting para estudo de soroprevaléncia na
Sérvia, Jovanovic et al. (2015) avaliaram os titulos de anticorpos também em trés
populacdes distintas: 0,0% (0/34) de anticorpos IgM e 11,8% (4/34) de anticorpos
IgG em trabalhadores rurais; 8,6% (3/35) de anticorpos IgM e 14,3% (5/35) de
anticorpos IgG em soldados; e 2,9% (1/35) de IgM e 5,7 (2/35) de anticorpos IgG em
doadores de sangue.

Em Mato Grosso do Sul, Ardo (2007) também realizou estudo
soroepidemiol6gico em pacientes assintomaticos doadores de sangue e encontrou
positividade de 4,34% para anticorpos IgM e de 6,09% para anticorpos IgG pela
metodologia de Western blotting.

Visando comparar os resultados das duas metodologias implantadas na
populacdo local, adotou-se como critério interpretativo a necessidade de execugao

tanto do teste ELISA quanto do teste Western blotting na deteccao de anticorpos
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anti-Borrelia burgdorferi. A analise da concordancia entre os resultados da pesquisa
de anticorpos IgM e IgG pelas metodologias ELISA e Western blotting mostrou
relacdo estatistica entre os testes, assim como observado por Chmielewska-Badora
et al. (2006) e Pritt et al. (2016).

Assim como observado por Bonoldi (2009), os ensaios sorolégicos utilizando
as metodologias ELISA e Western blotting demonstraram concordancia moderada a
substancial pelo indice Kappa, permitindo valorizar o resultado positivo de um dos
testes.

A concordancia Kappa observada na deteccéao de anticorpos IgM anti-Borrelia
pelas metodologias ELISA e Western blotting foi moderada. Quando comparadas a
deteccdo de anticorpos IgG anti-Borrelia e a positividade do teste sorolégico por
metodologia independente da classe de anticorpo pesquisado, as concordancias
Kappa foram substanciais.

O protocolo estabelecido para diagnéstico laboratorial da Doenca de Lyme
sugere a utilizacdo do teste ELISA como triagem e o Western blotting deve ser
realizado apenas como confirmatério dos resultados positivos e inconclusivos no
ELISA, sendo que a pesquisa de anticorpos IgM anti-Borrelia pelo método Western
blotting s6 deve ser realizado nos casos em que o tempo de evolucdo da doenca é
inferior a 4 semanas (CDC, 2016; MARQUES, 2015).

Contudo, considerando a dificuldade no isolamento das cepas de Borrelia spp
circulantes em territério nacional e a utilizacdo nos ensaios sorolégicos da cepa
americana (Borrelia burgdorferi cepa G39/40), é importante a realizacdo de ambos
os testes para aumentar a sensibilidade do diagnéstico laboratorial da Sindrome de
Baggio-Yoshinari (MANTOVANI et al., 2007a).

No ambiente intracelular, a forma L de Borrelia burgdorferi fica protegida da
acdo dos anticorpos e das células de defesa do sistema imune do hospedeiro e,
assim sendo, pode permanecer viavel por longos periodos no hospedeiro
ocasionando o desenvolvimento de titulos baixos e flutuantes de anticorpos e a
dificuldade no diagndstico (BONOLDI, 2009).

O teste ELISA detecta anticorpos contra proteinas especificas mas de forma
global enquanto que o teste Western blotting detecta-os individualmente.
Considerado menos especifico que o Western blotting, tem sido amplamente

utilizado como teste de triagem e para estudos de soroprevaléncia populacionais,
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embora sujeito a resultados falso-positivos devido a ocorréncia de rea¢des cruzadas
(DATTWYLER; LUFT, 1989).

Considerado teste confirmatorio, o0 Western blotting apresenta positividade de
50% na fase aguda e de 80% apds a fase aguda, mas necessita de treinamento
técnico para criteriosa interpretacdo, quase subjetiva, dos seus resultados podendo
pode haver resultados indeterminados (GRODZICKI; STEERE, 1988; MOLINS et al.,
2016).

Segundo Passos et al. (2009), o resultado positivo por umas das
metodologias de imunodiagndstico na vigéncia de quadro clinico e epidemiologico
ndo compativeis com o de borreliose, a presenca de um resultado falso-positivo
deve ser considerada. As principais doencas que apresentam resultados sorolégicos
falso-positivos por reacdes cruzadas com a doenca de Lyme-simile séo a sifilis (em
qualquer estadio de evolucdo) e doencas com componentes imunoldgicos como a
artrite reumatdéide e o lUpus eritematoso sistémico.

Moniuszko et al. (2015) alertam que a antibioticoterapia adequada quando do
diagnéstico inicial do EM pode inclusive inibir a producéo de anticorpos anti-Borrelia
em niveis detectaveis pelos métodos usuais. Quando ndo tratado, o EM tende a
desaparecer em aproximadamente 4 semanas apO0s a picada mas perde-se a
oportunidade de evitar o desenvolvimento dos estagios secundarios da doenca.

Berende et al. (2010) alertam para a habilidade que as bactérias do género
Borrelia possuem para escapar do sistema imune do hospedeiro. No hospedeiro
vertebrado, as espiroquetas sdo reconhecidas por varios mecanismos da resposta
imune, incluindo o sistema complemento e diversas células imunes inatas. O
reconhecimento de Borrelia pelas células dendriticas leva a maturacdo destas
células e desencadeia a transcricdo de um grande namero de genes, tais como 0s
gue expressam quimiocinas, inibidores de apoptose, metaloproteases de matriz e
um grande subconjunto de citocinas, incluindo mediadores pro-inflamatorios e
citocinas imunomoduladoras.

Apés a apresentacdo do antigeno pelas células dendriticas, linfocitos Tyl e
Tw2 iniciam a resposta adaptativa, promovendo a liberacdo de IFN-y e IL-4, que
estdo diretamente relacionadas com a gravidade dos sintomas agudos. Na
sequéncia, as citocinas liberadas pelos linfécitos Ty induzem a proliferacdo de
linfocitos B e, consequentemente, a producéo de imunoglobulinas (BERENDE et al.,
2008).
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Embora o sistema imune tente prevenir a infecgdo, a espiroqueta tem seus
proprios mecanismos para evitar as defesas do hospedeiro. Sabe-se que os
componentes da saliva do carrapato sdo capazes de inibir a resposta das células
dendriticas e assim, aumentar a viruléncia de Borrelia. As espiroquetas também
podem inativar o sistema complemento do hospedeiro ao interferir nas proteinas
reguladoras do complemento. Outro mecanismo eficaz para escapar a resposta
imune do hospedeiro € a variacdo antigénica de Borrelia spp. (BASILE et al., 2017,
BERENDE et al., 2008).

Assim sendo, é possivel que mesmo na vigéncia de sinais e sintomas
compativeis com um quadro de borreliose a pesquisa de anticorpos anti-Borrelia seja
negativa e Perronne (2014) aborda possiveis causas: cut-off inadequado, a
formacdo de imunocomplexos que impedem a deteccdo do anticorpo, a diversidade
antigénica de Borrelia spp e a coinfeccdo com outros patdégenos que podem ser
responsaveis por alguns ou todos os sintomas ou que podem alterar a resposta
imune do hospedeiro (BRUNNER, 2006; SCHUTZER et al.,1990).

A efetividade das metodologias sorolégicas para o diagnostico tem sido
limitada e outras técnicas tem sido alvo de pesquisas e padronizacdes. Nesse
contexto a utilizacdo da PCR tem conquistado espaco mas ainda esta aguém da
expectativa e gerando ampla discussdo (AGUERO-ROSENFELD et al., 2005;
ESHOO et al., 2012; MARQUES, 2015; MOLINS et al., 2016; MONIUSZKO et. al.,
2015; PRIEM et al., 1997; TYLEWSKA-WIERZBANOWSKA; CHMIELEWSKI, 2002).

A utilizacao de técnicas moleculares para diagnostico laboratorial de Borrelia
spp foi inicialmente descrita por Rosa e Schwan (1989) mas diversos estudos
utiizando PCR no diagnéstico de infecgbes por Borrelia burgdorferi tém sido
publicados utilizando uma diversidade de protocolos de extragdo, primers e ciclos de
reacao (SCHMIDT, 1997). Aguero-Rosenfeld et al. (2005) e Dunaj et al. (2013)
afirmam que, embora seja um método promissor, uma das causas da nao utilizagao
rotineira da reacdo de PCR, além do custo, € a auséncia de consenso e
padronizacdo para o diagnéstico molecular.

Cabe ressaltar que a realizacdo da reacdo de PCR apresenta diversas
variaveis que precisam ser controladas além da reacdo de PCR propriamente dita:
extracdo do DNA, amplificacdo e a deteccdo dos amplicons. Assim sendo, as

condi¢cdes da amostra, o controle de inibidores, a escolha do alvo e dos primers,
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além da padronizacao do procedimento podem ser decisivos para a sensibilidade da
reacao (SCHMIDT, 1997).

O uso de controles internos negativos e positivos na reacdo de PCR reduzem
a influéncia de inibidores de amplificacdo e reduz numeros de resultados falsos
negativos (IVACIC et al., 2007).

As analises moleculares mostraram uma positividade de 29,3% (12/41) para a
deteccdo do gene flgE. Das doze amostras positivas, sete foram purificadas e
submetidas ao sequenciamento. A analise filogenética utilizando a sequéncia de
genes da flagelina confirmou a homologia entre os isolados e permitiu a construgao
do dendograma.

O gene que sintetiza o gancho flagelar (flgg) € um gene cromossdémico Unico,
de aproximadamente 1kb, que codifica para a proteina flagelina (41kDa) e é
responsavel pela sintese do gancho flagelar, estrutura que conecta o filamento
flagelar periplasmatico ao corpo basal. Por ser altamente conservado, sua
diversidade é valiosa para distinguir as espécies de Borrelia (PICKEN, 1992;
FUKUNAGA et al., 1996). Apresenta baixa homologia com cromossomos humanos e
mostrou-se positivo na identificagdo da borrelia brasileira em amostras de doentes
com doenca de Lyme-simile no Brasil (MANTOVANI, 2010; SAL et al., 2008).

Mantovani (2010) explica que espiroquetas na forma L ndo podem expressar
flagelos periplasméaticos mas, analisando resultados dos testes de Western blotting,
observaram que de maneira geral, pacientes com a Sindrome de Baggio-Yoshinari
exibiam no Western blotting a presenca de 41KDa, uma proteina da flagelina. Os
flagelos séo constituidos de trés componentes: o corpo basal, um gancho (flgE) e um
filamento. Como espécies mutantes de B. burgdorferi para a sintese de flagelos
periplasmaticos apresentam o formato de bastonetes, sugeriu-se que o flgg poderia
ser preservado nas espiroquetas brasileiras e assim, conseguiram identificar o
agente e propor a nova definicdo para a Sindrome de Baggio-Yoshinari.

Analisando o plasma de pacientes com EM, Goodman et al. (1995)
encontraram uma positividade na PCR de 18,4% (14/76). Em pacientes que
apresentavam EM associados a sintomas sistémicos a taxa de deteccdo foi mais
elevada chegando a 30,3% e, nos casos de lesbes multiplas de pele, a positividade
encontrada foi de 37,5%.

ApoOs triagem soroldgica utilizando ELISA e Western blotting, Santino et al.

(2008) registrou 7,5% (20/265) de PCR positivos em pacientes com manifestacoes
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clinicas e sorologia positiva, e 0,8% (2/265) em pacientes com manifestacoes
clinicas e sorologia indeterminada.

Chmielewska-Badora et al. (2006) observaram uma positividade de 11,1%
(20/180) em pacientes com diagnostico sorolégico positivo de Doenca de Lyme.
Inferior aos 20,8% (10/48) observado por Cerar et al. (2008) em um grupo de
pacientes diagnosticados como neuroborreliose. De acordo com diferentes estudos,
a especificidade da reacdo de PCR é proxima a 100%, enquanto que a sensibilidade
varia 0-100% (média de 14%) (AGUERO-ROSENFELD et al., 2005).

Um resultado positivo na PCR corrobora com as evidéncias clinicas da
disseminacao sistémica da doenca (DUNAJ et al., 2013). Goodman et al. (1995)
obtiveram 30,3% (10/33) de positividade na PCR de pacientes com manifestacdes
clinicas sistémicas e 9,3% (4/43) de positividade na PCR na auséncia dessas
manifestacdes.

Conforme relatado por Dunaj et al. (2013), a escolha da amostra sanguinea
para a realizacdo das analises moleculares, em detrimento a bidpsia cutanea, liquido
cérebro-espinhal ou liquido sinovial, deve-se a facilidade de obtencdo por simples
puncdo venosa independente da fase da doenca ou da manifestacdo clinica
apresentada.

A maioria das amostras analisadas apresentou positividade apenas em
amostras de sangue total sendo negativo no soro. Apenas 2,44% (1/41) dos
pacientes apresentaram positividade em amostras de sangue total e soro.

Coburn; Leong e Erban (1993) demonstraram a capacidade de ligacdo de
Borrelia burgdorferi as plaguetas do hospedeiro e Goodman et al. (1995) afirmam
gue talvez esse seja 0 motivo da maior concentracdo de espiroquetas no sangue
total em relacdo ao soro.

A positividade dos resultados da PCR depende da concentracdo de
espiroguetas na amostra analisada. A baixa e transitoria espiroguetemia
normalmente observada, aliada ao organotropismo (articulagbes, coragéo,
meninges) ja descrito, além da presenca de potenciais inibidores (heparina, etanol,
DNA humano) podem influenciar a escolha das melhores condi¢gbes para a coleta
sanguinea (DUNAJ et al., 2013; SCHMIDT, 1997).

Assim sendo, os resultados positivos da reacdo de PCR tendem a ser
esperados com maior frequéncia na fase de disseminacdo da doenca quando as

espiroguetas comegam a migrar da pele para diferentes 6rgdos e tecidos (DUNAJ et
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al., 2013). Maraspin et al. (2011) corroboram enfatizando que a bacteremia € mais
comumente presente na fase inicial, apos a picada de carrapato, que em estagios
avancados da doenca.

Comparando a deteccdo de anticorpos anti-Borrelia burgdorferi com a
deteccdo de DNA de Borrelia burgdorferi em pacientes com EM, Moniuszko et al.
(2015) observaram que a PCR a partir de bidpsia de pele tende a ser mais sensivel
e especifica como teste diagnostico em pacientes com EM, especialmente em
pacientes em fase aguda (<14 dias), mas ainda assim afirmam que a eficacia é
inferior ao esperado.

Santos et al. (2010b) afirmam que apesar de a técnica de PCR detectar
sequéncias de acido nucleico de Borrelia, com alta especificidade, a sensibilidade do
método € variavel (20% a 81%).

Um resultado negativo na PCR na presenca de sinais e sintomas clinicos da
Doenca de Lyme pode ser atribuido a auséncia ou a baixa quantidade de
espiroquetas circulantes na corrente sanguinea (PACHNER; DELANEY, 1993) ou a
adesdao de espiroquetas aos tecidos (SCHMIDT, 1997).

Assim como observado por von Stedingk et al. (1995) em amostras teciduais,
0 resultado positivo esteve presente em maior quantidade em amostras diluidas
1:10, evidenciando a presenca de efeitos inibitorios, e por essa razéo a diluicdo das
amostras foi incorporada ao nosso protocolo.

Bunikis e Barbour (2002) j& alertavam que a positividade da PCR na auséncia
de sintomas pode ser decorrente da presenca de material genético de espiroquetas
nao viaveis e questionou a utilizacdo da metodologia para definicao de infeccdo. Em
contrapartida, afirmaram que a reacdo de PCR negativa também ndo exclui a
presenca de uma infeccdo por Borrelia burgdorferi, podendo sugerir que o alvo
molecular ndo estivesse preservado.

Atualmente, ndo existe um teste confirmatorio de erradicacdo da infeccao por
B. burgdorferi (MARQUES, 2015). Ensaios sorolégicos podem permanecer positivos
durante anos apds o tratamento bem sucedido da borreliose (MARQUES, 2015;
SCHMIDT, 1997), inclusive com anticorpos da classe IgM (AGUERO-ROSENFELD
et al., 2005). Outro ponto importante questionado por Bunikis e Barbour (2002) foi a
utilizacdo da positividade da reacdo de PCR como uma medida de eficacia do
tratamento haja vista a longa persisténcia de DNA bacteriano ap0s o tratamento

adequado com antibidticos.
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Normalmente, o tratamento oportuno de pacientes proporcionado pelo
diagnéstico em tempo habil é eficaz, e estudos follow-up por sorologia e PCR séo
raros (MONIUSZKO et al., 2015; PICHA et al., 2015).

Um fendmeno interessante observado por Schmidt (1997) € que PCR muitas
vezes se torna reativa s6 depois de alguns dias de tratamento. Reac¢des de PCR
negativas em seis dos dez pacientes com EM estudados e nao tratados tornaram-se
positivas quando nova coleta foi realizada e testada imediatamente apos o fim da
terapia (SCHMIDT et al., 1995; SCHMIDT et al.,, 1996). Resultados semelhantes
foram relatados em dois pacientes alemaes com EM (MAIWALD et al., 1995) e para
pacientes com neuroborreliose (HANSEN; LEBECH, 1992). Schmidt (1997) sugere
gue o aumento da sensibilidade da PCR logo apés o inicio do tratamento pode ser
explicado pelo aumento do numero de bactérias mortas pela acdo antimicrobiana.

Dados esses que sdo controversos. Picha et al. (2008) mostraram que a
deteccdo de DNA de Borrelia spp diminui de 58,1% para 41,7% apds o inicio do
tratamento com antibiéticos. Kondrusik et al. (2007) complementam afirmando que a
diminuicdo da positividade da reacdo de PCR esta diretamente proporcional ao
tempo de antibioticoterapia efetiva. Nesse sentido, afirmam que quatro semanas de
terapia antimicrobiana efetiva reduziu a positividade da reacdo de PCR de 73,3%
para 52,3%.

A concordancia Kappa foi avaliada na detecg¢éao de anticorpos IgM e 1gG anti-
Borrelia, pelas metodologias ELISA e Western blotting, e a detec¢do do gene flgE.

Quando analisadas as positividades pelo método ELISA na deteccdo de
anticorpos IgM e IgG anti-Borrelia, além da positividade global independente da
classe de anticorpos, e a deteccdo do gene flgg pela técnica de PCR, a
concordancia Kappa foi moderada para todas as comparacgoes.

Quando analisadas as positividades pelo método Western blotting na
deteccgdo de anticorpos IgM e 1gG anti-Borrelia, além da positividade considerando o
critério de interpretacdo combinada, e a deteccéo do gene fIgE pela técnica de PCR,
a concordancia Kappa foi consideravel para os anticorpos IgM, moderada para o
critério de interpretacdo combinada e substancial para os anticorpos IgG.

As andlises comparativas das diversas metodologias caracterizaram a reacao
de PCR como complementar ao diagnéstico soroldgico. No entanto, nossos
resultados positivos na reagdo de PCR, acompanhados do sequenciamento,

confirmam a presenca de Borrelia burgdorferi e mostram o valor diagndstico da
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reacdo de PCR como ferramenta complementar diagndstica na fase precoce ou de
recidiva da doenca, especialmente quando ndo é possivel a detec¢ao de anticorpos
em niveis satisfatorios.

A presenca de sequéncias detectaveis por PCR ndo necessariamente indicam
a presenca de doenca ativa (DUNAJ et al., 2013) pois, assim como discutido por
Schmidt (1997), a reacdo de PCR n&o pode diferenciar entre o DNA de organismos
vivos e mortos, ou ainda de organismos inteiros ou componentes de Borrelia spp. No
entanto, ha evidéncia crescente de que a reacdo de PCR positiva pode estar
associada com doenca ativa (DUNAJ et al.,, 2013). As falhas de tratamento
associadas com piora em curso ou o reaparecimento dos sintomas geralmente
cursam com persisténcia de reatividade da reacédo de PCR.

A borreliose de Lyme tem revelado um amplo espectro de condi¢des clinicas,
variando de manifestacbes cutdneas e artrite grave a neurologicas. Os dados
epidemioldgicos de diversos paises europeus e dos Estados Unidos tém mostrado
aumento significativo no nimero de casos diagnosticados (EUROPEAN CENTRE
FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2015; MEAD, 2015) e atribui a
melhoria diagnostica ao melhoramento e desenvolvimento de novos métodos de
diagndsticos nas Ultimas décadas (HUBALEK, 2009). Recentemente, as definicbes
da doenca também tém mudado e, o que antes ndo era diagnosticado como
borreliose de Lyme, atualmente pode ser (RUDENKO et al.,, 2011). E mesmo 0s
beneficios da recomendacédo de prolongar a terapia antimicrobiana na vigéncia de
sintomas persistentes tém sido questionados por ensaios clinicos randomizados
(BERENDE et al., 2016; CLARISSOU et al., 2009; MARQUES, 2008).

Yoshinari et al. (2010) ja afirmaram que a Doenca de Lyme classica nédo
existe no Brasil. Embora ainda haja necessidade de ampliar e divulgar os
conhecimentos, ndo ha como negar a ocorréncia de uma exotica zoonose
emergente brasileira conhecida como Sindrome de Baggio-Yoshinari ou Borreliose
Humana Brasileira. Negligenciar estda doenca, além de retardar o diagndstico
oportuno e o tratamento efetivo desta zoonose, tem propiciado o surgimento de
complicacgdes clinicas irreversiveis.

A possibilidade de haver um longo periodo de laténcia entre o contagio inicial
e 0 surgimento dos sintomas, assim como episédios de recidivas durante sua
evolucdo, ndo deixa duavidas de que, uma parte consideravel da populacdo

brasileira, ainda n&o dimensionada, carece do diagnostico e perece das



87

complicacBes crbnicas desta grave e morbida enfermidade infecciosa transmitida
pela picada de carrapatos.

Como bem discutido por Mantovani (2010) e Yoshinari et al. (2009), as
dificuldades no diagndstico ndo podem servir de justificativa para negar a existéncia
da doenca. O diagnéstico da Sindrome de Baggio-Yoshinari permanece baseado na
presenca de um quadro clinico compativel, com epidemiologia positiva para
exposicdo a picadas de carrapatos e deteccdo de anticorpos anti-Borrelia
burgdorferi.

No entanto, em situacdes em que estes critérios sdo insatisfatorios ou
inconclusivos, a utilizacao da reacdo de PCR como ferramenta de apoio diagnéstico
pode ser de grande valia para definicdo de conduta e mudanca de progndstico
através do diagnostico oportuno. Espera-se que a continuidade dos estudos e as
publicacdes do grupo local possam fornecer subsidios para padronizacdo de
amostras e metodologias, além do estabelecimento de outros alvos moleculares que
permitam utilizar a reacdo de PCR como teste confirmatorio em casos de prolongada

evolucao e dificil definicdo da doenca.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que ha
circulacdo de Borrelia burgdorferi lato sensu entre a populacdo estudada
comprovada por meio da sorologia positiva e deteccdo de DNA por reacéo de PCR.

Entre a populacdo estudada, houve predominio de pacientes do sexo
feminino (68,3%) e a mediana de idade foi de 43 anos. O histérico de picada por
carrapatos foi relatado por 63,4% dos pacientes.

A pesquisa de anticorpos IgM e IgG anti-Borrelia burgdorferi pela técnica de
ELISA foi positiva em 26,9% e em 43,9%, respectivamente. Pela técnica de Western
blotting, a positividade observada foi de 34,2% e 43,9% para anticorpos IgM e IGG,
respectivamente.

A técnica de PCR permitiu a deteccdo de Borrelia burgdorferi lato sensu em
29,3% das amostras analisadas. Apés a analise por sequenciamento, as sequéncias
obtidas foram alinhadas globalmente com a sequéncia de referéncia depositada no
GenBank (Borrelia burgdorferi flagellar hook protein (flgg) — L43849.1 (proteina) e
CP009656.1 (genoma total)) e mostraram similaridade préxima a 100% com varias
sequéncias de Borrelia burgdorferi lato sensu.

A triagem sorolégica e a deteccdo molecular pela técnica de PCR em
pacientes com suspeita clinica da Sindrome de Baggio-Yoshinari, assim como a
identificacdo de recidivas em pacientes com diagnostico sorolégico anterior ja
confirmado e submetidos a terapia antimicrobiana, mostraram concordancia
estatistica medida pelo indice Kappa (p<0,001) e permitiram melhora na assisténcia
aos usuarios atendidos com reducao do tempo para definicdo diagndéstica.

Por fim, o presente estudo auxiliara na ratificacdo do estado de Mato Grosso
do Sul como éarea de ocorréncia de Sindrome de Baggio-Yoshinari, despertando
junto ao corpo clinico a necessidade de inclui-la entre as hipoteses diagndsticas

guando presentes a epidemiologia e a sintomatologia compativeis.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) a participar como voluntério(a) da pesquisa:
DIAGNOSTICO SOROLOGICO E MOLECULAR DA
SINDROME DE BAGGIO-YOSHINARI EM MATO GROSSO DO SUL.
Para que seja completamente informado sobre a natureza, os objetivos e os
procedimentos que serdo realizados durante a pesquisa, apresentamos para seu
conhecimento este termo de consentimento de acordo com a Resolucdo CNS
466/2012. Por favor, faca quaisquer perguntas e tire as duvidas que tiver antes de

concordar em patrticipar deste estudo.

A JUSTIFICATIVA, OS OBJETIVOS E OS PROCEDIMENTOS: A Doenca de Lyme
€ transmitida pela picada de carrapato e se apresenta com sintomas bastante
variados. O motivo que nos leva a estudar o problema da Doenca de Lyme € a
dificuldade em se estabelecer um diagnéstico adequado em tempo habil para o
tratamento. O diagndstico laboratorial € feito através de exames de sangue. Embora
a Doenca de Lyme seja raramente fatal, € de grande morbidade quando néo
adequadamente diagnosticada e tratada, devido as recorréncias e complicacdes
clinicas progressivas. O objetivo desse projeto é realizar o diagndstico soroldgico e a
caracterizacdo por biologia molecular do agente etiolégico da Doenca de Lyme.
Apés a avaliacédo clinica, o médico solicitara o exame para a pesquisa da Doenca de
Lyme. Inicialmente participardo da pesquisa 50 voluntarios, de ambos 0s sexos e na
faixa etaria acima de 18 anos, com suspeita clinica que preencha os critérios
diagndsticos estabelecidos. De posse do pedido médico sera coletada uma amostra
de 10 mL de sangue. Se necessario, ao longo do tratamento, poderéo ser realizadas
outras coletas para acompanhamento dos titulos sorolégicos como controle de

tratamento.

DESCONFORTOS E RISCOS E BENEFICIOS: Como em qualquer exame de
sangue, pode haver um pouco de dor no momento da picada da agulha ou ainda o
risco minimo de formacdo de um pequeno hematoma no local da coleta. Ao aceitar

participar do projeto, vocé tera como beneficio o auxilio na confirmacg&o ou excluséao
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diagnostica, assim como o acompanhamento da evolucdo da doenca e do

tratamento.

FORMA DE ACOMPANHAMENTO E ASSINTENCIA: O acompanhamento apés a
confirmacdo ou exclusdo diagndstica sera realizado pelo profissional médico que
solicitou o exame, iniciando o tratamento ou dando sequéncia com outros

procedimentos para estabelecer o diagndstico diferencial.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E GARANTIA DE
SIGILO: Vocé sera esclarecido(a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que
desejar. Esta livre para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou
interromper a participacdo a qualgquer momento. A sua participacdo € voluntaria e a
recusa em participar ndo ird acarretar qualquer penalidade ou perda de beneficios.
Sua identidade sera tratada com padrdes profissionais de sigilo. Os resultados dos
exames de sangue estardo disponiveis a vocé e ao meédico responsavel e
permanecerdao confidenciais. O nome ou o material que indique a sua participacao
ndo sera liberado sem a sua permisséo. Vocé nao serd identificado(a) em nenhuma

publicacao cientifica que resultante deste estudo.

CUSTOS DA PARTICIPACAO, RESSARCIMENTO E INDENIZACAO POR
EVENTUAIS DANOS: A participacdo no estudo ndo acarretard custos para voceé.
Também nd&o ha& nenhuma compensacado financeira adicional relacionada a sua

participagao.

COMPROMISSO DO PESQUISADOR: Utilizar os dados e o material coletado
somente para pesquisa. O professor orientador Dr. Izaias Pereira da Costa certifica

que todos os dados desta pesquisa serao confidenciais.

GARANTIA DE ACESSO: Em qualquer etapa do estudo, vocé ter4 acesso aos
profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas.
O pesquisador responsavel Fernando Aguilar Lopes podera ser localizado no
Laboratério de Microbiologia Clinica do Hospital Universitario Maria Aparecida
Pedrossian no telefone (67) 3345-3165 (fernando.lopes@ufms.br). Se tiver alguma

consideracdo ou duvida ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica
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em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, telefone 3345-
7187.

DECLARACAO DO PARTICIPANTE

Eu, ’

apos a leitura deste documento e ter tido a oportunidade de conversar com o

pesquisador responsavel, para esclarecer todas as minhas davidas, acredito estar
suficientemente informado, ficando claro para mim que minha participacdo é
voluntaria e que posso retirar este consentimento a qualguer momento sem
penalidade ou perda de qualquer beneficio. Estou ciente também dos objetivos da
pesquisa, dos procedimentos aos quais serei submetido, dos possiveis danos ou
riscos deles provenientes e da garantia de confidencialidade e esclarecimentos
sempre que desejar. Concordo que o material coletado seja guardado para estudo
parecido futuro, mediante meu novo consentimento. Se ndo for possivel me
encontrar, concordo se 0 pesquisador garantir que vai guardar segredo sobre de
gquem vem o material. Diante do exposto expresso minha concordancia de
espontanea vontade em participar deste estudo e recebo uma coépia deste termo de

consentimento.

Campo Grande-MS, de de

Nome do paciente:

Assinatura do Participante:

Assinatura do Responsavel pela Pesquisa:
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N.°

Nome:

Data de nascimento: / / Idade:

Endereco:

Municipio/UF: Telefone:

Nome do médico responsavel:

Epidemiologia:

Local possivel do contagio: Area urbana ( ) Arearural ()
Picada por carrapatos: (S) (N)
Presenca de carrapatos na localidade: (S) (N)
Frequentou areas com carrapatos: (S) (N)
Mata: (S) (N)
Animais silvestres: (S) (N)
Animais domésticos: (S) (N)
- Cachorro (S) (N)
- Cavalo (S) (N)
- Bovino (S) (N)
Outros (S) (N)
Animais infectados por carrapatos: (S) (N)
Animal doente: (S) (N)
Morte recente de animais: (S) (N)
Casos humanos semelhantes na (S) (N)

localidade:

Dados Clinicos do Paciente:

Intervalo presumivel entre contato e doenca:

Estagio Primario (<3m) ( ) Estagio Secundario ou Recorrente (>3m) ( ).

Sintomas Atuais: Febre (), Mialgia (), Artralgia (), Fadiga (

Ganglios( )

anos/ meses/dias.

),Cefaléia (

),
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Lesdo de pele: (S)(N), Expansiva(S)(N), >5cm (S) (N),
Lesdes multiplas (S) ( N ). Borda Eritematosa ( S ) ( N ). Duracéo: dias.
Outras lesdes: morbiliforme (), petéquias ou purpuras (), escleroderma-like (),

linfocitoma (), eritema nodoso (),

Neurolégico: Meningite (S) (N ), Neurite craniana (S) (N)

Qual queixa?

Neurite periférica (S ) ( N ) Qual queixa?

Queixa psiquiatrica ( S) ( N) Qual sintoma?

Queixas cognitivas (S) (N ), Fadiga cronica (S) (N)

Articular:
Artralgia (S) (N), Artrite (S) (N ) Local:
Miopatia (S) (N)

Cardiaco:
Cardiomegalia (S) (N),ICC(S)(N), Arritmia (S) (N)
Qual?

Laboratério: Anemia (), Leucopenia (), Plaquetopenia ()

1 Transaminases (), 1 Bilirrubinas (), Uréia: , Creatinina:

FAN positivo (), Latex positivo ( ), VHS __ , PCR positivo (),
Hematuria (), Leucocitaria (), Proteinaria ()

Liquor:

Celularidade: __ leucécitos/mm3 Linfo-mono? (S ) (N), Proteina: _ mg/dl

Outros dados laboratoriais:

HIPOTESES DIAGNOSTICAS E JUSTIFICATIVA DO(S) EXAME(S):
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A, UNIVERSIDADE FEDERAL DO
A\ MATO GROSSO DO SUL - Qwﬂﬁtﬂ
— UFMS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETODE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DIAGNASTICO SDH’DLIfIGIEEI E EAHP@CTEHIZ&@ED FOR BIOLOGIA MOLECULAR
DO AGENTEETIOLOGICO DA .
SIHDROME DE BAGGIO-YOSHINARI (D OENGA DE LYME-SIMILE BRASILEIRA)

Pesquisador: FERMANDOAGUILAR LOPES

Ares Temdtioa:

Wers3o: 3

CAAE: 423253151 00000021

Instituigdo Proponerte: Universidade Fedaeral de hdato Grosso do Sul- UFMS

Patrocinador Principal: Financiamento Praprio
DADOS DO PARECER

M reros do Parecar: 1065621
Oata d= Reladoriz; 150592015

Apresertacdo do Projeto:

A Doenga de Lyme (DL & uma Zoonose emergente de cardter molissistémico, cauzada por espiroquetas do
grupa Borrelia burgdarferi senso lato e trans mitida por carrapatos do compleco lxodes ricinus . Evalui em
estagios e o diagndstico baseiase na presenga dos sintomas clinicos, histdria epidemioldgica compatvel e
zorologia positiva para B. burgdorferi. Mo Brasil, aD L ainda & pouco conhecida & diagnosticada. Apresenta
algumas caracteristicas epidemioligicas, clinicas e laboratariais diferentes que permitemn caracterizar uma
Doenga de Lyme-Simile Brasileira ou Sindrome de Baggio-voshinari (SBY). A descrigdo do agente
etioldgico da SB & recente e, devido 3= particularidades do agente etiolégico identificade, B. burgdorferina
apres entagdo maorfaldgica atipica, diferente das conhecidas em outras continentes, a Doenga de Lyme-
Simile Brasileira ou 5B & uma=zoonose emergente & de desorigdo restrita ao territario bras ileiro. O objetiva
principal do estudo serd realizar o diagnostice soroldgice e a caracterizagdo por biologia molecular do
agente etioldgice da Sindrome de Baggie-voshinari (Doenga de Lyme Simile Brasileira). A Doenga de Lyme
raramente &fatal, porém de grande marbidade quando ndo adequadaments diagnosticada etratada, devido

as recoréncias e complicagies ciinicas progress as.

Objetivo da Pesquisa:

Objetva Frimaria:

Enderago: P@ RefiorBde Pezgquibae Pde Gadagdol FIS

Balmy: Caka PeBlSia CEP. 74070110
UF: s Munlelplo: C&MPO GRANDE
Talefane: ([E3345T 1537 Fat: B&OAIET ST E-mall: bl tea@propp ATtm s br

Fagna 0! de 03
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AR, UNIVERSIDADE FEDERAL DO
Y MATO GROSSO DO SUL - CW‘“"‘“
N UFMS b

Conlrsdo do Paecer: 105855831

Realizar o diagndstico soroldgice e a caracterzagdo por biologia molecular do agente etioligico da
Sindrome de Baggio-oshinari (Doenga de Lymesimile Brasileira).

Objetive Secundario:

Faraa corsecugdo do objetive geral foram estabelecidos oz sequintes objethros es pecificos:

a) padronizar atéenica de EUSA para diagnéastico da Sindrome de Baggie-voshinari no Laboratério de
Imunologia Clinica do Centro de Ciéncias Bioldgicas & da Saldde (CCHSY,

bl padronizar a técnica de Western Blotting para o diagnostice da Sindrame de Baggio-veshinari no
Labaratario de Imunaolagia Clinica do CCBS;

o) padronizar a técnica de PCR para o diagnostico da Sindrome de Baggie-veos hinari no Laboratério de
Imunologia Clinica do CCHES;

d) avaliar a prevaléncia da Sindrome de Baggio-voshinari em amostras de soro estocadas de habitantes de
quatra comunidades pantaneiras;

&) realizar triagem sorolégica em pacientes com suspeita clinica da Sindrome de Bagagio-Yoshinari e
identificar recidivas em pacientes com diagnostico ja confirmado, atendidos no Ambulatario de
Reumatologia;

) identificar o agente etioldgico pelatécnicade FCR.

Aoaliag3o dos Riscos e Beneficios:

Rizcos:

Como em qualquer exame de sangue, pode haver um pouco de dor no momento da picada da agulha ou
ainda o riseo minimo de formagdo de um pequeno hematoma no local da coleta.

Beneficios:

Ao aceitar participar do projets, terd como beneficio o aw<ilio na confirmagdo ou excluzdo diagndstica, assim

como o acompanhaments sorolégico e molecular da evolugdo da doenga e do tratamento.

Comentirios e Consideragdes sobrea Pesquisa:
Fesquiza relevante, de carater epidemioldgico, infecciosa e terapéutico, com possibilidade de melharia do

diagnastico por técnica de maior confiabilidade.

Consideragdes sobre os Termos de spresentacdo obrigatdria:

Folha de Rosto referendada pelo Coordenador do Programa de Fds-graduagde em Sadde e
Desenvolvimento da Regido Centro- OestefUF MS.

Tarmo de uso de informagies de prontudrio em projeto de pesquisa.

Declaragdo de uso de material bioldgico e dados coletados.

Enderagn: P ReforEde Pesqiiae P GodeaEaUF NS

Ealmo:  Caka Poralsis CEP: 7a.mo-i0
UF: M= Municiplo: CaNPD GRANDE
Talefons D (E@3 T 18T Fae: (GErF3sET 157 E-mall: bk tea@propp atmE br

Fogna@Xde 03
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A UNIYERSIDADE FEDERAL DO
s Wy Platolfor
A MATO GROSSQ DO SUL - QQ@fM g
__o. LUFM S

ConlrussSo do Paecer: 1 Da5831

Oficio de aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquiza/lJFMS do projeto winculade & chamada
FUMDEC TYMS/CHP Q/SES N° O7s2009.

Carta de autorizagdo do responsdvel pelo projete vinculado & chamada FUHDEC TIMSSCHMP giSES
He®7/2009, de uso de parte dos recursos disponivei.

Carta de anuéncia da Fro-Reitoria de Pesquisa & Pos Graduagdof/UF WS para o desenvolvimento da
pesquisa.
TCLE & cronograma adequados.

Recomendagdes:

Conclusies ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

M3o existem pendéncias.

Situzgao do Parecer:

Aprovado

Hecessita Apreciagao da CONEP:
Haa

Consideragdes Finaiza critério do CER:

cCAMPO GRAMDE, 15 de haio de 2015

Assinado por:

FAULOROBERTO HAIDAKMUS DE OLIVEIRA EASTOS
[Coordenador |

Endsrago: PR RettorBde Pesqib3e PoE GRdagE U FIs

Balmo: Caka Poslsia CEP: 19.0r0-110
UF: ns Municlpla: CAMPO GRANDE
Talefone: E@3 4655187 Fat: &rd3esT 15T E-mall: bioe tcag@propp.atms br

Faqona@Ede 03
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ANEXO B

M AY sepunda - feiva 20de julbo de 2005

Resolucao 5%, de 17 de Julho de 2015,

0 Presidente do Colegiado Executive do HUMAP-TTFMSE, filial da Empresa
Erasileira de Servicos Hospitalares —EBSE RH, no uso de snas atibuigles legals o reghmentals,
considderardo a Lel o 12550, de 15 de demenbro de 2011, ant. &°, o Eegimmento Intemo da
EEBESEEH, athzos 46 & 47, corfonne reumio do Colegiado Exemitvo realizada em 14 de Tullo

de 2015,

Corsiderandn a CIn® 10872015 da Geréneia de Ensing e Pesquisa de 16 de Tulho de
215

RESOLVE:

Aprowar o Projeto de pesquisa: Diagndsteo Sowldgico e Caracterizacio por
Biologia Molemilar do Agente Etoldzico da S imdrome de Bagzio-Yoslinari (doenga de Lyme-
Simule Brasileir).

11 O presente projeto tern como pesquisador: Fernando Agadlar Lopes.
21 Onentador: Prof Dr. Izaias Pereira da Costa.
31 Pramo de Exemicio: lalho de 2015 a Demerbro de 20164

CLAUDID WANDERLEY LUZ SAAR.
Presidende do Colegiado E xecuwtnro HUMAP-UFMS.
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ANEXO C

XXIV CONGRESSO BRASILEIRO DE PARASITOLOGIA - SBP
XXIIl CONGRESO LATINOAMERICANO DE PARASITOLOGIA — FLAP
27 a 31 de outubro de 2015
Salvador, Bahia, Brasil

CERTIFICADO DE APRESENTACAO DE TRABALHO
Caracterizacado molecular do gene fIgE de Borrelia spp

Autores:
REZENDE, J.; OLIVEIRA, C. E.; ALVES, F. C. G.; MORENO, S. E.; LOPES, F.
A.: COSTA, I. P.; CORDEIRO, M. D.; FONSECA ,A. H.

XXNColiyuso da Sociedade Brasileira deParasnologn SIP
XXill Congreso Latinoamericano de Parastto!oga il

@ERTIEICADO

Certificamos que

 "Parasitologia: FERNANDO AGUILAR LOPES &3
= |
Passado, presente e futuro™ participou do XXIV CONGRESSO DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE PARASITOLOGIA

: - SBP e do XXIIl CONGRESO LATINOAMERICANO DE PARASITOLOGIA - FLAP,
3 ; < realizados no Bahia Othon Palace Hotel, Salvador-BA. |
B~ 27a31 de 0utubro de 2015 na qualidade de autor do trahalho "Caracterizagdo molecular do gene flagE de Borreha e ‘
Bahia Othon Palace spp’, apresentado como poster. |
. - - |
Salvador, Bahia, Brasil |
REALIZAC Ao

Salvador, 31 de outubro de 2015

,A s )00 W , :
Artur Gomes Dias Lima Alejandro Luquetti Ostermayer
Presidente do Congresso Presidente da Socledade Brasileirade -

Parasjtolegia (SBP) e da Federacdo
Latinnameticana de Parasnologia_(FLAP')‘ b
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XXXl CONGRESSO BRASILEIRO DE REUMATOLOGIA
24 a 27 de agosto de 2016
Brasilia, Brasil

CERTIFICADO DE APRESENTAQAO DE TRABALHO
S27 - Linfocitoma cutis associado a Borreliose: um dilema diagndstico

Autores:
COSTA, |. P.; LOPES, F. A.; REZENDE, J.

REVISTA BRASILEIRA

LIAN [OURNAL O

AGOSTO 2016 - VOLUME 56 - SUPLEMENTO 2

DE REUMATOLOGIA
RHEUMATOLOX

11

BRASILIA 2016

'REUMATOLOGIA E ARTE

CENTHO D8 DONCE NS LLYSN RS G0 A =
D J4 A 27 e AGGSTO | Braaks 2018
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ANEXO E

@SciMedcentral JSM Tropical Medicine and Research

Case Report *Comesponding auvthor
Jania de Rezende, Proegrama de Pds-graduagdo em

. . - - - - a1
Detection of Borrelia Holecnologi,Urvenidade Cotéica Dom bosco,
. . Grande - M5, CEP 79117-900, Brasil, Tel: 55 47 3312-
3300; E-mail: rezendejania@gmail.com
burgdorferi Sensu Lato in Mato e

Accepted: 01 August 2016

Grosso Do Sul, Brazil

Copyright
Jania de Rezende'*, Fernando Aguilar Lopes*, Fernanda de © 2016 de Rezende et al.
Cidssia Goncalves Alves*, Alexandre Rondon Bruno®, Susana Elisa -
R OPEN ACCESS
Moreno', Izaias Pereira da Costa*}, Adivaldo Henrique Fonseca®,
Matheus Dias Cordeiro®, and Carina Elisei de Oliveira® Keywords

» Borrelia burgdorfer
= Lyme disease
* FIgE

'Derpartment of Biotechnology, Dom Bosco Catholic University, Brazil

‘Laboratcrio de Pesquisas Microbioldgicas, Federal University of Mato Grosso do Sul,
Brazil

‘Maria Aparecida Pedrossian Universitary Hospital, Federal University of Mato Grosso
do Sui, Brazil 4Institutional Program for Scientific Initiation Scholarships, Dom Bosco
Catholic University, Brazil SInstituto de Veterindria, Federal Rural University of Rio de
Janeiro, Brazil

. Abstract

In this study, Borrelia burgdorferi sensu lato was molecularly detected in a human
being and in Rhipicephalus microplus ticks of cattle from the same farm in the state of
Mato Grosso do Sul, Brazil.
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ANEXO F
Manuscript Details
Manuscript number BJR_2016_25
Title Ewidéncia molecular de Borrelia burgdorfen sensu lato em pacienfes no canfro-
oeste brasileiro
Short title Evidéncia molecular de B. burgdorferi em humanos
Article type Short Communication
Abstract

Este estudo promoveu a deteccdo de DMA de Borrelia burgdorfer sensu lalo em amaostras de sangue e soro da
pacienies com manifestagies clinicas @ epidemiclogia compativeis com a Doanga de Lyma-simile brasileira ou
Sindrome de Bagagio-Yashinan. Para tanto, fal realizada triagem soroldgica pales mélodos de ELISA & Westem
blatting & a identificagio molecular de B. burgdorfer por meio da amplificagdo de um fragmento do gens consarvado
gue sintatiza o gancho fagelar (AgE). Os resultades deamonstraram sorclogia positiva e, pala primaira veez, a presencga
de DMA de Borrelia burgdorfan sansw lalo em humanos na regido Centro-Oeste do Brasil. A analise genélica das
sequéncias das isolados mostrou similaridade as sequéncias disponiveis no GanBank. Pela analise filogenética
inferida pela sequéncia parcial do gana AgE, a cepa brasileira agrupou-s& com a sequéncia de B. burgdorfen sansu
lato, Este estudo abre perspectivas promissaras e reforga a necessidade de estudos adicionais a im de detaminar as
caracieristicas epidemioldgicas da doenga, bem como o impacto da prevaléncia da borreliosa brasileira no estado de
Mata Grosso do Sul, Brasil.

Keywords Borralia burgdorferi; Doenga de Lyme; figE; Sindrome de Baggic-Yashinar;
Brasil

Tazonomy Rheumatology, Infectious Disease, Diagnostics, Molecular Biclogy

Corresponding Author Farnando Aguilar Lopas

Cormresponding Author's HUMAPUFMS

Institution

Order of Authors Farnando Aguilar Lopas, Jania Rezande, Danially Silva, Farnanda Alvas, Carina

Olivaira, lzaias Costa

Suggested reviewers Matalino Hajime Yoshinari, Sandra Lucia Eusabio Ribeiro

Submission Files Included in this PDF

File HMame [File Type]
COVER LETTER.docx [Cover Letter]

AUTHOR AGREEMENT.pdf [Author Agreement]
MANUSCRIPT docx [Manuscript File]

FIGURE 1.docx [Figure]

FIGURE 1.tf [Figure]

FIGURE 2.docx [Figure]

TABLE 1.docx [Table]

TITLE PAGE.docx [Title Page (with Author Details)]

To viaw all the submission files, including thase not included in tha PDF, click an the manuscript title an your EVISE
Homepage, then click 'Download zip fle’.
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ANEXO G

BRASIL Acesso & informagio Participe Servigos Legislagio Canais

Consulta 3 Base de Dados do INPI
[ Inicia | Ajuda? ]

RESULTADO DA PESQUISA {05/ 12/2006 s 14-44:05)

Pesguisa por:

NE Pedida: 'BR 10 2008 0X522 'Y,

AVISO: N° Padido: '"BE. 10 2016 021522 & ' consta nossd banco de dades. Por faver, acesse regularmants a Bevista
da Propriedade Industrizl (RPT), a fim de acompanhar as publicagdes relativas ao pedido em questio.

O INFI disponibiliza ferramenta acessoria de acompanhamento de processos. Case deseje acompanhar publicagdes
relativas a este pedido, a partir de hoje, siga o5 seguinies passos:

1° Betorme 4 paging inicizl da ferraments de busca;

I® Enfre com seu login & senha;

3% Busque novamente pelo processo; e

4 Cligue em MMeus pedidos.

O login e a senha sdo os mesmos utilizades para emitir Guias de Recolhimento da Unido. Mantenha o seu e-mail
atualizade no cadasiro do INPI

Cados atualizados abé 290112016 - N° da Revista: 2395

Rua ksyrink Veiga, 9 - Ceniro - RJ - CEP: 20050-910 Fua 380 Bento, 1 - Cento - RJ - CEF: 20090-040 EFIKT-—\)

Lonosco ™



