-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byf’f CORE

provided by Universidade de Lisboa: Repositério.UL

Universidade de Lisboa
Faculdade de Ciéncias

Departamento de Biologia Vegetal

Borreliose de Lyme em Portugal:
(novos) aspectos clinico-laboratoriais

do diagnostico da infec¢cdo humana

Filipa Margarida Fernandes Marta

Mestrado em Microbiologia Aplicada

2009


https://core.ac.uk/display/12421825?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Universidade de Lisboa
Faculdade de Ciéncias

Departamento de Biologia Vegetal

Borreliose de Lyme em Portugal:
(novos) aspectos clinico-laboratoriais

do diagndstico da infeccdo humana

Filipa Margarida Fernandes Marta

Mestrado em Microbiologia Aplicada

Dissertacéo orientada pela Inv®. Doutora Maria Luisa Jorge Vieira (Universidade Nova de
Lisboa, Instituto de Higiene e Medicina Tropical, Unidade de Leptospirose e Borreliose de
Lyme, Rua da Junqueira 96, 1349-008 Lisboa, Portugal) e pela Prof. Doutora Lélia Mariana
Marcdo Chambel (Universidade de Lisboa, Faculdade de Ciéncias, Departamento de
Biologia Vegetal, Campus da FCUL, 1749-016 Lisboa, Portugal).

2009



“Its significance is shown by the frequency of publications in
medical journals that focus on infectious conditions. From this
point of view, Lyme’s disease has assumed a position just behind
acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) in recent decades.”
(Krupka et al., 2007)



AGRADECIMENTOS

A Inv.2 Doutora Maria Luisa Vieira, orientadora desta tese de Mestrado, por me ter integrado
no seu grupo, me ter orientado e apoiado ao longo deste ano e por todos 0s ensinamentos e

paciéncia demonstrada.

A Prof2 Doutora Lélia Chambel, por ter aceite ser minha co-orientadora, pela ajuda,
preocupacdo e disponibilidade mostrada e por tudo o que aprendi com ela durante as

nossas conversas ao Iongo deste ano.

As minhas colegas da ULBL, Teresa Carreira, Ménica Nunes, que contribuiram para a
realizacdo deste trabalho, e em particular a Maria do Céu Mateus por estar sempre quando
era preciso e pela disponibilidade. A Daniela Dib, que apesar da curta estadia na ULBL e da

distancia actual, valeram a sincera amizade, ensinamentos e partilha.

A minha amiga Miriam Maia da Silva, da unidade das DST, pelas amostras de sifilis
gentilmente cedidas.

A todos aqueles que de alguma forma ou outra contribuiram para que este trabalho fosse

possivel, em particular, a Inés Gato, a Clara Sampaio, aos meus pais.



Parte dos resultados incluidos nesta Dissertacdo foram aceites para apresentacdo sob a

forma de painel, no préximo congresso Microbiotec 2009:

Fernandes-Marta F.M.", Nunes M., Carreira T., Vieira M.L. and Collares-Pereira M.
(2009). The polyphasic approach in the diagnosis of human Lyme borreliosis. Microbiotec
2009 Congress, Clinical Microbiology and Epidemiology, Vilamoura, Portugal.

“primeiro autor



RESUMO

A Borreliose de Lyme (BL) é uma zoonose de reconhecida importancia médica a nivel
mundial, principalmente no Hemisfério Norte. Esta infeccdo continua sub-diagnosticada em
Portugal devido ao acentuado polimorfismo e a complexa confirmacéo laboratorial dos
agentes causais, espiroquetas do complexo Borrelia burgdorferi sensu lato. O diagnéstico de
BL é essencialmente clinico, baseado nos sinais, sintomas e historia de contacto com o

vector, sendo complementado por confirmacéao laboratorial.

Este trabalho visou a aplicacdo de uma abordagem laboratorial polifasica com o fim de
pesquisar: i) anticorpos especificos, utilizando um teste de rastreio por imunofluorescéncia
indirecta (IFA - com um conjugado polivalente), e o teste confirmatério western blot (WB-IgM
e -IgG); ii) a presenca de DNA borreliano pela amplificacdo, por nested-PCR, do espaco

intergénico 5S(rrf)-23S(rrl); e iii) as genoespécies patogénicas de Borrelia por PCR-RFLP.

Analisaram-se 166 amostras, 125 de soros e 41 de Liquido cefalo-raquidiano (LCR), de
146 doentes portugueses com suspeita clinica de BL. Por IFA detectou-se reactividade em
61 e 2% das amostras de soro e LCR, respectivamente. De 62 soros reactivos, o WB
confirmou 39% (24%/62) como casos positivos (Nigy=9; Nige=11; Niguc=4); de 16 soros n&do
reactivos, o WB revelou como positivos 31% (5%/16) dos casos (Nigu=1; Nige=3; Nigu.c=1). Do
ponto de vista molecular obteve-se DNA borreliano em 20°/125 soros e 5/41 amostras de
LCR, tendo sido identificada a respectiva genoespécie em 88% dos amplicbes obtidos com
a seguinte distribuicdo: B. garinii (55%), B afzelii (23%), B. lusitaniae (13%) e B. burgdorferi
sensu stricto (9%). Dos 20 doentes considerados positivos por PCR, 12 (60%) foram

também positivos por WB.

Os resultados moleculares deste estudo enfatizaram a importédncia da utilizacdo de
técnicas baseadas em PCR, a par de uma serologia especifica, visando o sucesso do
diagndstico e tratamento clinico de doentes com suspeita clinica de BL, e simultaneamente

contribui para o melhor conhecimento da epidemiologia da doenga no Pais.

Palavras-chave: Borreliose de Lyme, diagnostico imunoldgico, diagnéstico molecular,

genotipagem.



ABSTRACT

Lyme Borreliosis (LB) is a zoonosis of medical importance recognized worldwide,
particularly in the Northern Hemisphere. This infection remains under-diagnosed in Portugal
due to the marked polymorphism and complex laboratory confirmation of causative agents,
spirochetes of Borrelia burgdorferi sensu lato complex. The diagnosis of LB is essentially
clinical, based on signs, symptoms and contact history with the vector, being complemented

by laboratory confirmation.

This work aimed at the application of a polyphasic laboratory approach, in order to
search: i) specific antibodies, using the screening indirect-immunofluorescent assay (IFA —
with a polyvalent conjugate) and the confirmatory western blotting (WB-IgM and IgG); ii) the
presence of spirochetal DNA through a nested-PCR targeting the 5S(rrf)-23S(rrl) intergenic
spacer; and iii) identification of Borrelia genospecies by PCR-RFLP.

A total of 166 samples, 125 sera and 41 Cerebrospinal fluids (CSF) from 146 Portuguese
patients with a clinical suspicion of LB was analyzed. The IFA results showed reactivity in 61
and 2%, of sera and CSF samples, respectively. From 62 reactive sera, WB confirmed 39%
(247162) LB cases (Nigu=9; Nige=11; niguc=4); from 16 non-reactive sera (IFA), WB detected
31% (5°/16) of positive cases (Nigu=1; Nige=3; Nigu.c=1). Borrelia DNA was detected in 207/125
sera and 5'/41 CSF samples, and the genospecies identification was successful in 88% of
the amplicons obtained, presenting the following distribution: B. garinii (55%), B. afzelii
(23%), B. lusitaniae (13%) and B. burgdorferi sensu stricto (9%). From the 20 positive
samples by PCR, 12 (60%) were also positive by WB.

The molecular findings seen in this study emphasized the importance of using PCR-
based techniques, together with a specific serology, seeking the success of diagnosis and
clinical treatment in suspected Lyme Borreliosis patients, while contributing to a better

knowledge of the disease’s epidemiology in the country.

Keywords: Lyme Borreliosis, immunological diagnosis, molecular diagnosis, genotyping.
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Diagnéstico de Borreliose de Lyme

INTRODUCAO E OBJECTIVOS

A Borreliose de Lyme (BL), também conhecida por doenca de Lyme, caracteriza-se por
ser uma zoonose provocada por espiroquetas do complexo Borrelia burgdorferi sensu lato
(s.l.) *>**, cuja transmissdo ao Homem é geralmente acidental, resultando da mordedura de
carracas sobretudo do género Ixodes, o seu principal vector ***°,

E uma doenca de grande distribuicio geogréafica, em particular, na América do Norte,

mas também em diversos paises da Europa e Asia, tendo vindo a expandir-se igualmente

|10 9

para a Africa do Su e Austrdlia °. Os climas temperados favorecem as condi¢fes
bioecologicas dos vectores e, por consequéncia, contribuem para a transmissao das
espiroquetas responsaveis pela BL. Em Portugal, por exemplo, verifica-se um pico sazonal
dos principais vectores, carragas do género I. ricinus, na Primavera e no inicio do Ver&o.
Actualmente, com o acentuar das alteragfes climéticas, prevé-se que a transmissao ao
Homem dos referidos agentes etiolégicos possa aumentar na regido central e norte da
Peninsula Ibérica *°, admitindo-se que dai venham a resultar sérios problema de Salde
Publica.

A BL é identificada como uma doenga multissistémica complexa, reactiva, infecciosa e
cronica, susceptivel de apresentar trés fases no decurso da sua evolugdo, as quais se
traduzem, geralmente, por manifestacées clinicas na pele (sob a forma de eritema migrante,
linfocitoma borreliano e acrodermatite crénica atrofica), no coracdo (cardite de Lyme), no
sistema nervoso central (neuroborreliose) e articulagdes (artrite de Lyme) **'*. De referir
gue 6rgdos como os olhos, o figado e os pulmdes, apesar de poderem igualmente ser
afectados, sdo localizacdes onde esta patologia € menos frequente. Alguns autores referem

ainda a possivel associacdo de BL com outras sindromes, tais como, sarcoidose °*"2

sindrome de fadiga crénica *** e doencas neurodegenerativas tal como Alzheimer "%,
Em Portugal, o primeiro caso clinico de BL foi descrito ha duas décadas * e, desde
entdo, tém-se registado diversos contributos cientificos para um melhor conhecimento da

doenca, de entre 0s quais se destacam, a obtencdo, na década de noventa, de isolados da

83 24

espécie B. lusianiae (no vector, I. ricinus) e em 2004, por Collares-Pereira e
colaboradores, a obtengdo de um isolado da mesma espécie, mas a partir de material
biol6gico de um doente, o que constituiu um facto pioneiro no Pais e no mundo, além de
outros importantes isolados, representantes de outras espécies do complexo B. burgdorferi
s.l. 315980 que tém vindo a ser obtidos no Pais, a partir dos vectores.

No entanto, apesar deste consideravel conhecimento da Borreliose de Lyme humana no
nosso Pais, bem como dos seus agentes causais e respectivos vectores, ndo se conhece a
verdadeira prevaléncia da doenca, que continua a ser sub-diagnosticada, ndo obstante uma

crescente e reconhecida importancia a nivel mundial e os alertas sucessivos para que seja
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considerada uma doenca emergente ®°. Por um lado, uma possivel explicacdo para este
facto reside na auséncia de um quadro clinico especifico associado a BL, que acaba muitas

vezes por ser mimetizado por outras doencas e situagdes clinicas '3

e, por outro, 0s
doentes portugueses apresentarem também uma seroreactividade fraca e inespecifica,
dificultando a avaliagdo imunoldgica laboratorial, mesmo perante um diagnéstico clinico e
confirmagao molecular positivos para BL, contrariando o que se verifica no resto da Europa
onde essa resposta é muito mais exuberante 22’

Do ponto de vista do diagndéstico, este € essencialmente clinico, contudo, a informacao
dada pelo laboratério, com base em testes seroldgicos e/ou moleculares, constitui um apoio
fundamental contribuindo para que o tratamento destes doentes seja o mais adequado e
atempado possivel, ao mesmo tempo que ajuda a limitar o risco de surgirem resisténcias a
terapéutica, ou que ocorra uma evolugdo para situagdes cronicas incapacitantes, que se
traduzem em elevados custos para o proprio e para a comunidade.

Face ao exposto, o presente trabalho tem plena justificacdo dada a permanente
necessidade de se conhecerem e actualizarem os aspectos clinico-laboratoriais do
diagnostico da infec¢cdo humana por Borreliose de Lyme.

Assim, o principal objectivo deste estudo foi avaliar a resposta imunolégica e molecular
de doentes portugueses com suspeita clinica de BL e contribuir para o conhecimento das
espécies do complexo B. burgdorferi s.l.,, mais frequentes na amostra populacional
estudada. De modo a melhor materializar o presente objectivo, foram ainda definidos os

seguintes objectivos especificos:

. Optimizar o diagnéstico laboratorial da BL, através de métodos imunoldgicos, de
rastreio (Imunofluorescéncia Indirecta) e de referéncia (Western blot), e moleculares

(nested-PCR) mais sensiveis e especificos;

. ldentificar as genoespécies circulantes por analise dos polimorfismos de restricdo (PCR-
RFLP);

. Definir o espectro dos agentes patogénicos versus manifestacfes associadas a BL, nos

casos de confirmac&o laboratorial.
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1. BORRELIOSE DE LYME — CONHECIMENTO ACTUAL

1.1. CONTEXTO HISTORICO

O nome “Borrelia” surge pela primeira vez no trabalho realizado pelo bacteriologista
francés, Amedée Borrel em 1907 **°. Em 1909 o clinico sueco Arvid Afzelius observou, pela
primeira vez, uma lesdo dermatolégica provocada por uma mordedura de carraca, a qual
chamou “erythtema migrans” *. No entanto, o termo “Lyme” s6 foi atribuido em 1975 pelo
médico americano Allen Steere, ap6s a ocorréncia de um surto de artrite reumatoide juvenil
em criancas da cidade com o mesmo nome, no estado de Connecticut - EUA. Mais tarde,
em 1982 também na América, Willy Burgdorfer *° isolou o agente etioldgico da doenca de
Lyme, espiroquetas do género Borrelia, a partir de carracas da espécie Ixodes scapularis.
Em 1983, a bactéria foi isolada de carragas da espécie Ixodes ricinus na Europa, mais
especificamente na Suica. Finalmente, um ano depois, o investigador norte-americano

Russel Johnson e colaboradores **

, com base na morfologia, estrutura de DNA e perfil
antigénico do primeiro isolado, definiram uma nova espécie — “Borrelia burgdorferi”.

Em Portugal, o primeiro caso clinico foi diagnosticado em 1989 por David de Morais e
colaboradores * na regido de Evora e, 10 anos mais tarde, a BL passou a ser considerada
uma doenca de declarac&o obrigatéria **. Nos Gltimos anos, o termo “Borreliose de Lyme”
passou ao léxico médico comum dado ser um termo mais abrangente do que o entdo usado
“‘doenca de Lyme”, englobando as muitas e variadas manifestagbes causadas pelas

diferentes espiroquetas do complexo B. burgdorferi s.I. *°.

1.2. EPIDEMIOLOGIA

A incidéncia de BL na Europa varia de Pais para Pais, sendo mais elevada na regido
Central e Norte com realce para a Alemanha, Austria, Eslovénia, Holanda e Suécia
46,4952.76118 Estima-se que na Europa existam cerca de 50.000 casos/ano com alguns paises
a registar, por exemplo, incidéncias na ordem de 155 casos/100.000 habitantes no caso da
Eslovénia ou 0,6 casos/100.000 habitantes como na Irlanda ®. Em Portugal, segundo os

dados da Direccdo-Geral de Saude *

, registaram-se 14 casos de BL em 2007 com uma
taxa de incidéncia de 0,13 casos/100.000 habitantes e um indice epidémico acumulado de
4,0. Admite-se, no entanto, que estes dados nédo correspondam a realidade nacional, que se
estima bastante mais elevada, apesar da BL ser uma doenca de declaracéo obrigatéria **.
De acordo com alguns autores europeus, a frequéncia de ocorréncia da doenca é,
geralmente, mais elevada no sexo masculino, afectando pessoas de qualquer idade com

destaque para as criancas sendo, porém, muito baixa a taxa de mortalidade 3**°.
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A populagéio de risco '#3>°°

com maior predisposicao para contrair BL séo individuos que
habitam e/ou trabalham em regides endémicas, nomeadamente em zonas florestais, tais
como militares, cacadores, agricultores, pastores ou ainda todos os que mantém actividades

ao ar livre como jardinagem, “jogging”, campismo e piqueniques/passeios.

1.3. CARACTERIZACAO DO AGENTE ETIOLOGICO - Borrelia burgdorferi

sensu lato

1.3.1. TAXONOMIA E DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

O género Borrelia pertence a familia Spirochaetaceae, ordem Spirochaetales e difere
das restantes espiroquetas (Treponema spp. e Leptospira spp.) pela andlise do gene rrs
(rRNA 16S). Até a data estdo descritas no mundo 14 genoespécies do complexo B.
burgdorferi s.I. sendo elas: B. burgdorferi sensu stricto (s.s.) (EUA, Europa, Asia) ’, B. afzelii
(Europa) 8, B. andersonii (EUA) ", B. bissettii (Europa, EUA) %, B. californiensis (EUA) %, B.
garinii (Europa, Asia) ’, B. japonica (Jap&o) *’, B. lusitaniae (Europa) 2*%2%3 B. sinica (China)
3, B. spielmanii (Europa) ¥, B. tanukii (Japdo) **, B. turdi (Jap&o) **, B. valaisiana (Europa,
Asia) *?, B. carolinensis (EUA) .

A distribuicdo geografica das diversas espécies na Europa difere de regido para regido,
e apenas quatro sdo consideradas patogénicas *%%*?°13.: B, afzelii (Europa ocidental), B.
garinii (Europa central, oriental, ocidental e nérdica), B. burgdorferi s.s. (oeste europeu) e B.
spielmanii. As genoespécies B. valaisiana, B. lusitaniae e B. bissettii ja foram isoladas no
Homem, no entanto, ainda ndo se conhece totalmente a sua patogenicidade ****. Na
América do norte a espécie B. burgdorferi s.s. € a Unica patogénica conhecida e estudos
recentes, envolvendo a analise “multilocus sequence typing”, sugerem uma origem ancestral
europeia para estas espiroquetas, 0 que parece traduzir uma teoria mais consistente com a

histéria evolutiva do complexo borreliano ™°.

1.3.2. CARACTERISTICAS BIOLOGICAS, MORFOLOGICAS E BIOQUIMICAS

As bactérias do género Borrelia sdo intracelulares facultativas *® e caracterizam-se por
ser Gram-negativas sem lipopolissacaridos na membrana celular **°. S&o constituidas por
dois componentes lipidicos major - fosfolipidos (fosfatidilcolina e fosfatidilglicerol) e
glicolipidos  atipicos  (“1-O-palmitoyl-2-O-oleyl-3-O-a-D-galactopyranosyl-sn-glycerol” e
Cholesteryl 6-O-palmitoyl-B-D-galactopyranoside”) - e vérias lipoproteinas imunogénicas na
membrana externa, as “outer surface protein” (Osp’s) estando ja identificadas diversas com
a designacdo de “A a F” (ex. OspA, OspB...) *®. Estas proteinas de superficie sdo variaveis

nas espécies do complexo B. burgdorferi s.l., sendo responsaveis pela activacdo de
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macrofagos, neutréfilos, células B e células endoteliais durante a evasdo ao sistema
imunitario do hospedeiro, e estdo directamente relacionadas, por exemplo, com a
inflamag&o inicial no eritema migrante *+*32%13,

A ultra-estrutura destas bactérias demonstra que sao formadas por um cilindro
protoplasmatico composto por protoplasma, membrana e parede celular e uma tdnica
externa trilaminar envolvida por peptidoglicano (Fig. 1.1). Morfologicamente sdo espiraladas,
longas (10-30 pm de comprimento), finas (0,2-0,3 um de diametro) e flexiveis 34913, A
mobilidade por rotacdo-flexdo deve-se a presenca de 7-14 flagelos (endoflagelos)
periplasmaticos bipolares imunogénicos inseridos na membrana externa que se cruzam na
regido central da célula, permitindo a movimentacdo em solucdes viscosas como nos

tecidos do vector e do hospedeiro %

Cilindro

Membrana protoplasmatico

A Flagelo externa

= 4

? Membrana externa

Flagelo

__ Espaco
periplasmico

Peptidoglicano

Membrana
©  citoplasmatica

Figura 1.1 (A e B) — Representacdo esquematica de um espiroquetideo do complexo Borrelia
burgdorferi s.l.: bactéria inteira, mostrando o flagelo (A); estrutura interna e pormenor do flagelo
(B) (adaptado de Rosa et al., 2005 ).

Estas espiroquetas sdo microaerofilicas e de dificil cultura in vitro, exigindo um meio de
cultura muito especifico, designado por “Barbour-Stoenner-Kelly” (BSK), temperatura éptima
e 33-35°C e baixa tensdo de oxigénio *°. A glucose é a maior fonte de energia e o &cido
lactico é o produto final do metabolismo ®. A longo prazo a cultura potencia perda de
plasmideos, alteracdes no perfil de expressao proteica e na capacidade de infectar animais
de laboratério +'%1*¢ O tempo de geracéo in vitro destas espiroquetas situa-se entre as 12-
24 h, podendo ser observadas a fresco por microscopia Optica de fundo escuro ou de

contraste de fase.
1.3.3. CARACTERISTICAS GENOMICAS, MOLECULARES E ANTIGENICAS

A espécie original, B. burgdorferi s.s., a que pertence a estirpe B31 (referéncia ATCC

35210), apresenta um genoma total de 1.521.419 pb (pares de bases), constituido por um
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cromossoma linear de 910.725 pb com 28,6% de teor G+C e por 21 plasmideos (12 lineares
e nove circulares) num total de 610.694 pb #°“*!% Estes elementos extracromossomais
transportam genes que contribuem para a variabilidade de capacidade na sobrevivéncia
apresentada durante o ciclo de vida da espiroqueta - hospedeiro vertebrado (sangue-
guente) vs carraca (sangue-frio) - mas variam nas diferentes genoespécies de Borrelia e séo
perdidos durante a sua propagacao °°.

O nivel de homologia de DNA no complexo B. burgdorferi s.l. é cerca de 48-70% ', com

o enfoque no “cluster’ rrn

usado na deteccdo molecular no ambito do diagndstico
laboratorial, que possui uma copia Unica de rRNA 16S (gene rrs) e uma sequéncia em
“tandem repeat” de rRNA 23S (genes rrlA e rrIB) e rRNA 5S (genes rrfA e rrfB), estando
posicionado a meio do cromossoma linear pela seguinte ordem: rrs-rrlA-rrfA-rrlB-rrfB.

Os genes reguladores/mediadores da expressdo proteica (ospA, ospC, bmp, dbpA e
vIsE) apresentam uma actividade heterogénea no vector/hospedeiro, tanto a nivel temporal
da expressado antigénica, como a nivel da expressao de lipoproteinas na membrana externa,
contribuindo também para a persisténcia da infeccédo *. As duas principais lipoproteinas de
superficie sdo a OspA (31 kDa) e a OspC (22 kDa), alvo de investigacao para potenciais
vacinas '*°>. O gene ospA é expresso durante a colonizacdo do vector, cessando durante a
refeicdo sanguinea deste, enquanto o gene ospC é induzido durante a mesma (Fig. 1.2), e
crucial durante a fase inicial e tardia de infeccdo do hospedeiro, eritema migrante e
neuroborreliose, respectivamente *#'°"1'! A proteina OspC n&o é necesséria & persisténcia
bacteriana no hospedeiro, cabendo esse papel a lipoproteina VISE, induzida quando a

expressdo do gene ospC termina >,

Antes da refeicéo Durante arefeicdo .
sanguinea sanguinea e infecg&o inicial Infecgdo persistente

OspA na superficie OspC na superficie VISE na superficie

= 5S¢ /A(\
® = (o

Figura 1.2 - Expresséo de diferentes genes codificantes de proteinas de superficie da

espiroqueta (linha espiralada) durante a evolugcéo da infeccdo (adaptado de Tilly et al.,
2008 ).

Uma outra proteina, designada por pl8 (equivalente a “Decorin binding protein A”
[DbpA] ou Ospl7) liga-se a matriz extracelular do hospedeiro, permitindo a migracéo
bacteriana nos tecidos e persistindo nas articulagdes e/ou na pele *°. A p4l, também

conhecida por flagelina é a proteina, como o nome indica, constituinte do flagelo e indutora
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21,42,134

de reaccdes-cruzadas com outros microrganismos Por seu lado, a OspC é

necessaria a sobrevivéncia bacteriana durante o ataque do sistema imune inato
(Imunoglobulina M - IgM) enquanto a VISE e p18 tém um papel importante durante a

resposta do sistema imune adquirido (IgG) ***.

1.4. VECTOR, TRANSMISSAO E HOSPEDEIROS

Na Europa, o principal vector na transmissdo do agente etioldgico de BL é uma carraga
de corpo duro e de dimensdes reduzidas, pertencente a espécie Ixodes ricinus (Linnaeus,
1758) >1?°  Este aracnideo é um ecto-parasita, hematdfago obrigatério, pertencente ao
género Ixodes, familia Ixodidae, ordem Ixodida. O seu ciclo de vida apdés a oviposicao
apresenta-se dividido em trés fases (Fig. 1.3 A e B): larva, ninfa e adulto. O ciclo de vida
das carracas tem uma duracdo muito variavel e depende, ndo sé da abundancia de
hospedeiros e das condi¢des climaticas, como também da espécie considerada. Em climas
guentes, por exemplo, a duracdo de todo o ciclo pode ir de dois a quatro meses, enquanto

que em climas temperados ou frios, pode durar de trés a cinco anos 2%

L ]
® %

= SAE

‘ Hospedeiro 1
5 ; 3 “u Ciclo de vida :
: Lo ‘ Ixodes ricinus T .
(A - : A ‘)’@ g m e'ﬂ
: 3 & At Al 2% @ B. garinii J | " «
g, \ L A% Hospedeiro 3 @ B. burgdorferi ‘.‘ 0-4 ©

Hospedeiro 2

\0 /
/Yy

Figura 1.3 (A e B) - Dimensdes comparativas das carracas da espécie I. ricinus (A);
35
).

Larva

Esquema das fases do ciclo de vida do |. ricinus (B) (adaptado de EUCALB, 2009

As carracas da espécie |. ricinus conseguem localizar um possivel hospedeiro
vertebrado num espaco de um metro de distadncia por possuirem células epiteliais
fotossensiveis e quimioreceptoras que captam estimulos, vibragdes, calor e odores do
referido vertebrado ®>®9**, A carraca fixa-se a pele do hospedeiro por meio das pecas
bucais, criando uma les&o no local, sugando o sangue e outros fluidos do hospedeiro. A
refeicdo sanguinea ocorre apenas uma vez por cada fase e demora alguns dias a
completar-se. A transmissdo das espiroquetas por estes ixodideos ocorre durante a
refeicdo sanguinea pela salivagcéo, geralmente apds um periodo de 17-29 h, dependendo

da espécie da espiroqueta envolvida **'. Na Peninsula Ibérica, por exemplo, as espécies
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B. garinii, B. afzelii, B. valaisiana e B. lusitaniae sdo reconhecidas como as mais frequentes
nas quais o referido periodo temporal parece aplicar-se, de acordo com os autores referidos
24,31.

Outro aspecto relevante que importa considerar é o facto das secrecgdes salivares do
vector possuirem substancias anticoagulantes e analgésicas a par de outros componentes
quimicos que suprimem em parte a accao do sistema imunitario do hospedeiro (com
propriedades anti-inflamatoérias e imunosupressoras), impedindo a morte das espiroguetas
durante a transmissdo 2!, Apés a refeicdo sanguinea, a carraca solta-se do hospedeiro e
no solo sofre nova metamorfose, evoluindo para o estadio seguinte e, no caso das fémeas,
atingida a fase adulta, h& lugar a oviposicdo (constituida por mais de 2.000 ovos) *. As
larvas e/ou ninfas sdo infectadas com espiroquetas ao parasitarem o0s hospedeiros-
reservatorios e cabe as ninfas e/ou adultos efectuarem a transmissdo horizontal das
mesmas. Podem também ocorrer infec¢gdes mistas no vector por este se ter alimentado em
diversos hospedeiros, infectados com espiroquetideos diferentes, ou 0 mesmo hospedeiro
estar infectado por varias espécies do complexo B. burgdorferi s.|. %3,

Em Portugal, embora com uma distribuicdo heterogénea, o vector |. ricinus pode ser
encontrado de Norte a Sul durante todo o ano, predominantemente nas regides e/ou locais
que apresentem uma cobertura vegetal consideravel, com elevado nivel de humidade
relativa (acima de 90%) e variedade de hospedeiros *’. Esta é, assim, uma espécie muito
dependente do estado higrométrico do ar e da temperatura, cujo equilibrio é indispensavel a
sua sobrevivéncia.

Os reservatoérios-hospedeiros dos agentes veiculados por carracas da espécie . ricinus
sdo animais vertebrados tais como aves, lagartos, veados e pequenos mamiferos (roedores,
lebres, esquilos), sendo que a abundancia destes, nos varios habitats, € o factor mais

importante no estabelecimento de populacées de carracas infectadas *7°*°.

1.5. MANIFESTACOES CLINICAS DA BORRELIOSE DE LYME

A doenga pode ser assintomatica ou apresentar inUmeras manifestacdes clinicas, de
acordo com os tecidos ou 6rgaos envolvidos, duracdo da infeccdo e imunidade do
hospedeiro (Fig. 1.4). A BL compreende trés estadios delimitados pelo tempo que decorre
ap6s a mordedura da carraca, o aparecimento de manifestacées clinicas (sinais e sintomas)
e resultados laboratoriais especificos ****%. No decurso da fase aguda da doenca, os testes
laboratoriais especificos evidenciam anticorpos do tipo M, mas apos alguns meses de
evolugdo os principais anticorpos detectados sé&o sobretudo do tipo G (fase cronica). No
entanto, as espiroquetas podem persistir no organismo durante anos sem que,

aparentemente, déem manifestacdes clinicas. A persisténcia ao nivel de alguns érgéos e
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sistemas acarreta sérias complicagfes relacionadas com a cronicidade, como é o caso dos

compromissos neuroldgicos, articulares e cardiacos 313133,

Infecgdo da carraca Mordedura Transmissido Eritema migrante, Miocardite, Artrite,
com espiroquetas a da carraca de artralgia, sintomas Neuropatia doencas do
partir do reservatorio espiroquetas “gripais” SNC

J

AT

A &

DION  ESTADIO

ES I?Ilb
1L

3 semanas 1-9 meses meses-anos

—

Figura 1.4 — Evolucao da Borreliose de Lyme desde a infec¢do do vector até a infeccao
humana, onde se evidenciam diferentes manifesta¢des clinicas no decurso das trés
fases evolutivas (adaptado de Krupka et al., 2007 °®).

1.5.1. ESTADIO | — INFECCAO LOCALIZADA (FASE AGUDA)

Este estadio inicia-se, em média, decorridos trés a 32 dias ap6s a mordedura do
ixodideo, com desenvolvimento de um exantema caracteristico - eritema migrante (EM) ou
“bulls-eye rash” - nesse local da pele (em 60-80% das infec¢des); esta manifestagdo é
quase sempre acompanhada de sintomas tipicos de uma sindrome gripal com cefaleias,
febre, rigidez da nuca, fadiga, mialgias e mal-estar geral ******’. O EM é caracterizado por
ter um didmetro superior a cinco centimetros, com o centro claro, dando um aspecto de um

ualvou 86

, € areas vermelhas circulares ou elipticas que se espalham de forma centrifuga,
reflectindo 0 movimento das espiroquetas através dos vasos linfaticos da pele *° (Fig. 1.5A).
A lesdo e os sintomas associados resolvem-se, geralmente, sem recurso ao uso de
antibiodticos (ao fim de quatro a 12 semanas), sendo sempre importante o seu tratamento de
modo a prevenir uma futura progressdo da infeccdo para um estadio tardio %%, Muitos
doentes podem ainda apresentar lesfes multiplas, sugerindo disseminacdo das
espiroquetas *°. Esta manifestacdo é comum em todas as situacdes clinicas causadas por
qualquer uma das espécies do complexo B. burgdorferi s.I. %, apesar de na Europa estar

mais relacionada com infecgdes por B. afzelii “3**%'.

1.5.2. ESTADIO Il — INFECCAO DISSEMINADA

Este estadio desenvolve-se semanas-a-meses apO0s a ocorréncia da mordedura,

| 35,115

resultando em 50% dos casos de uma progressado do estadio , € caracteriza-se por

fadiga e letargia constantes e sintomas sistémicos severos como, complicacfes
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neurologicas (neuroborreliose) em 15% dos casos 00102138

, complicacdes articulares
(artrite de Lyme) em 10%, complicacbes cardiacas (cardite de Lyme) em 0,3-4,0% ©,
complicacbes dermatoldgicas (eritema multiplo e linfocitoma borreliano) e ainda

complicagées oculares *""

, apesar de menos frequentes.

A neuroborreliose pode ocorrer na forma de meningopolirradiculonevrite (em 85% dos
casos) com paralisia facial periférica especialmente em criancas **’ (Fig. 1.5B) - sindrome
“Garin-Bujadoux-Bannwarth”. A cardite de Lyme é identificada e tratada em 90% destes
doentes *® mas, apesar de ser considerada a manifestacdo mais rara, é a maior causa de
morte em doentes com BL ®3*°, Por seu turno, a artrite de Lyme envolve maioritariamente
os joelhos e a articulagéo temporo-mandibular ™.

Sabe-se também que algumas espécies patogénicas de Borrelia estdo associadas a
determinadas patologias '?*, sendo disso exemplo a reconhecida associacdo entre a espécie
B. burgdorferi s.s. e a artrite de Lyme, entre B. afzelii e as afec¢bes dermatoldgicas e entre

B. garinii e doengas do foro neurologico.
1.5.3. ESTADIO Il — DOENGCA TARDIA (FASE CRONICA)

Esta fase ocorre meses-a-anos apés a mordedura do ixodideo vector, com
desenvolvimento de manifestacdes cronicas que se mantém de forma recorrente ou
persistente, sendo elas: artrite de Lyme crénica mono ou oligoarticular envolvendo as
grandes articulagcées como o joelho " (Fig. 1.5C), geralmente causada por B. burgdorferi
s.s.; alteragbes psiquiatricas, encefalomielite ou neuroborreliose crénica por B. garinii **';
acrodermatite atréfica cronica (ACA) por B. afzelii " (Fig. 1.5D); linfocitoma borreliano no

local da mordedura (comum na Europa) ou na orelha (Fig. 1.5E), mamilo, escroto *°.

Figura 1.5 (A-E) — Exemplos das principais manifestacdes clinicas de Borreliose de
Lyme. Eritema migrante (A); Paralisia facial periférica (B); Artrite de Lyme no joelho (C);
Acrodermatite crénica atréfica (D); Linfocitoma borreliano na orelha (E) (adaptado de
Nau et al., 2009 ).

10
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1.6. DIAGNOSTICO CLINICO E TRATAMENTO

1.6.1. DIAGNOsTICO CLINICO

O diagndstico de BL é essencialmente clinico, baseando-se nas manifestacdes e
sintomas associados, histéria clinica do doente, dados epidemioldgicos, histéria de
exposicdo/mordedura de carracas, sendo que o eritema migrante, considerado uma
manifestacdo major da infeccdo pode, apesar disso, passar despercebido em alguns
doentes que ndo chegam a desenvolvé-lo. Esta primeira abordagem clinica deve ser,
posteriormente, complementada com a realizacdo de testes laboratoriais (imunoldgicos)
para pesquisa de anticorpos especificos, Uteis em todas as manifestacdes clinicas excepto
nos estadios iniciais de doenca (EM e ACA) onde podem ocorrer resultados falso-negativos.
Neste caso, a opcao deve passar por uma abordagem molecular a qual permitird a pesquisa
directa de DNA borreliano, método mais sensivel (57-86%) e 100% especifico >*?*. No caso
de neuroborreliose inicial ou tardia € ainda necessario, e até mesmo recomendavel, a

demonstracéo da producéo de anticorpos intratectais *°.
1.6.2. TRATAMENTO

O tratamento de doentes com evidéncia de BL € muito importante no estadio inicial para
prevenir futuras progressfes da infeccdo. No entanto, como a maioria das infeccdes é
assintomatica ou limitada pelo proprio sistema imunitario do doente ndo chega a ser feito o
diagnostico e, por consequéncia, ndo é instituida terapéutica *>’°. Os antibiéticos usados
variam de Pais para Pais, sendo o0s mais comuns as penicilinas, cefalosporinas e
tetraciclinas. Deste modo, a doxiciclina ou amoxicilina sdo as normalmente administradas, e
como alternativa utiliza-se cefuroxime axetil ou eritromicina. Nos casos de infec¢ao inicial ou
mesmo tardia é necessario recorrer ao ceftriaxone intravenoso ou a penicilina G,

geralmente, sob internamento hospitalar *.
1.7. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Varios exames laboratoriais tém vindo a ser desenvolvidos e adaptados para
complementarem o diagndstico clinico de BL. Estes testes envolvem pesquisa indirecta de
anticorpos anti-Borrelia spp. (métodos imunolégicos) e/ou pesquisa directa de DNA

borreliano (métodos moleculares).

11
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1.7.1. METODOS INDIRECTOS (IMUNOLOGICOS)

A pesquisa de anticorpos anti-B. burgdorferi s.I. em amostras séricas ou de Liquido
cefalo-raquidiano (LCR) realiza-se por uma abordagem “two-step” em todas as
manifestacdes clinicas excepto, como anteriormente referido (ver ponto 1.5.1.) na fase inicial
da doenca (possibilidade de resultados falso-negativos), de acordo com as recomendacdes
internacionalmente definidas por “World Health Organization” (WHO), “Center for Disease
Control” (CDC), “European Union Concerted Action on Lyme Borreliosis” (EUCALB) e
“Deutsche Gesellschaft fur Hygiene und Mikrobiologie” (DGHM). Assim, numa primeira
avaliacdo, a amostra biolégica € submetida a um “screening” (sensivel mas nao especifico)
através de testes como “Indirect Fluorescent Assay” (IFA), “Enzyme Immunoassay” (EIA) ou
“Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay” (ELISA). Um resultado duvidoso em IFA (titulo igual
a 1:128) ou positivo (titulo igual ou superior a 1:256) é posteriormente confirmado (22
avaliagao) por “immunoblot” ou “Western blot” (WB), ndo sendo, geralmente, efectuado na
ordem inversa 2?7812 o WB é, assim, uma técnica mais sensivel e especifica (aumento
da fiabilidade quatro semanas ap0s a mordedura da carraga) do que os testes de
“screening”, permitindo a detec¢do de anticorpos anti-B. burgdorferi s.I. do tipo IgM e/ou 1gG
(os quais persistem durante meses a anos ndo induzindo imunidade) “°. No entanto, é de
referir que os testes europeus diferem dos testes (homologos) americanos, exigindo-se uma
maior especificidade considerando as diversas espécies de B. burgdorferi s.l. circulantes na
Europa *.

Importa também ter presente que resultados falso-positivos podem também ocorrer
devido a reaccgdes cruzadas com outras patologias, tais como a mononucleose infecciosa,
doencas auto-imunes (presenca do factor reumatdide) e infeccdo por outras espiroquetas

como Treponema pallidum, agente etiolégico da sifilis *°°.

1.7.2. METODOS DIRECTOS (MOLECULARES)

A deteccdo directa de DNA borreliano (com origem em espiroquetas viaveis ou nao

vidveis) por “Polymerase Chain Reaction” (PCR) 288086109

em amostras bioldgicas como
sangue, liquido sinovial (>50% dos casos), biopsia (50-70% dos casos) ou LCR (20-30% dos
casos) é utilizada no diagnostico do estadio inicial de infeccdo (estadio I). E um teste
relativamente rapido, sensivel e especifico, porém dispendioso.

Na deteccdo de DNA borreliano pode ser usado PCR convencional ou nested-PCR,
utilizando oligonucledtidos (“primers”) baseados no gene ribossomal 16S, na regido
intergénica dos genes ribossomais 5S e 23S, entre outros % O nested-PCR favorece um
aumento na sensibilidade e especificidade por envolver dois ciclos de amplificacdo de DNA

e dois pares de “primers” especificos. Mais recentemente, tém vindo também a ser
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desenvolvidos protocolos de PCR em tempo real, “microarrays” de DNA, “Reverse
Transcriptase PCR” (RT-PCR), e alguns outros PCR’s com “primers” especificos para alvos
diferentes (ex. gene da flagelina).

Técnicas como a microscopia de fundo escuro e a cultura em meio selectivo também
permitem detectar directamente a presenca de espiroquetas em amostras biologicas, mas
ndo sdo usadas na rotina do laboratério, embora a cultura de biopsia de pele em lesdes
como o EM possa ser considerada “gold standard” no diagndéstico laboratorial detectando B.
burgdorferi s.I. (viavel) em 80% dos casos e sendo 100% especifica >**%2,

Na genotipagem de espécies do complexo B. burgdorferi s.|. sdo usadas multiplas
técnicas, tais como “PCR-Restriction Fragment Lenght Polymorphism” (PCR-RFLP). Nesta
técnica o amplicdo gerado por PCR é caracterizado por enzimas (endonucleases) de
restricdo e o padrdo obtido (devido a variacdo na sequéncia de DNA) € posteriormente
analisado. O amplicdo correspondente a regido intergénica rRNA 5S(rrfA)-23S(rrIB) é
bastante usado na identificagdo de genoespécies de Borrelia, apds ser sujeito a restricdo
enzimatica por enzimas seleccionadas, como por exemplo a Msel isolada de espécies de

Micrococcus %8131,

2. MATERIAL E METODOS

2.1. AGENTES DO CoMPLEXO Borrelia burgdorferi sensu lato

No presente trabalho, foi utilizado um total de seis estirpes de B. burgdorferi s.l.,
representativas de trés espécies de reconhecido caracter patogénico, nomeadamente as
estirpes Pbi (B. garinii), PGau (B. afzelii), B31 e VS219 (B. burgdorferi s.s.) e ainda as
estirpes B102 e P37 correspondentes a isolados nacionais (humano e do vector) de B.
lusitaniae. A selecgéo destas estirpes teve por base as caracteristicas patogénicas, a origem
geografica e a natureza do material biolégico a partir do qual foram isoladas (Anexos —

Quadro suplementar 1).
2.2. MEIO DE CULTURA E CONDICOES DE CRESCIMENTO

O desenvolvimento in vitro das referidas estirpes teve como finalidade a preparacao de
antigénios monovalentes para a técnica de imunofluorescéncia indirecta (IFA) e controlos
positivos nos diversos ensaios moleculares realizados (PCR, nested-PCR e RFLP).

A fim de se obterem culturas suficientemente densas (10° e 10° bactérias/mL) foram
realizadas ‘passagens’, de estirpes conservadas a -70°C, em meio selectivo liquido BSK-H

(SIGMA®). Em tubos estéreis com 5 mL de meio de cultura foram inoculadas 6-12 gotas (1
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gota = 33 pL) de ‘passagens’ recentes de cada uma das estirpes com a densidade ja
referida. As culturas foram incubadas a 34°C.

Diariamente, foi avaliada a presenca/auséncia de crescimento bacteriano por
observacdo macroscopica de cada tubo de cultura, com particular atencdo a mudanca de
cor do meio (de vermelho para amarelo) o que é, geralmente, um indicador de crescimento
bacteriano. Semanalmente, a presenca de espiroquetas das estirpes cultivadas foi
confirmada por observacdo em microscopia de fundo escuro (microscopio Zeiss® Axiotec e
Olympus® BH-2). Os tubos de cultura onde se verificou crescimento bacteriano foram

conservados a 4°C para posterior utilizacdo nas diversas fases deste trabalho.
2.3. AMOSTRAS BIOLOGICAS E CRITERIOS DE INCLUSAO

« Populacdo Problema

Para a avaliacdo imunolégica e molecular utilizaram-se 166 amostras bioldgicas
problema: 125 soros e 41 amostras de liquido cefalo-raquidiano (LCR) provenientes de 146
doentes com indicacao clinica de Borreliose de Lyme, obtidas entre Janeiro de 2006 e Maio
e 2009. Estas amostras deram entrada na ULBL/IHMT no referido periodo, no ambito da
prestacdo de servicos & Comunidade da referida Unidade, enquanto um dos laboratérios de
referéncia no Pais para a referida patologia. Este material biolégico faz, assim, parte da
seroteca da Unidade. Todos os soros problema foram submetidos a uma avaliagdo
integrada que incluiu testes directos (nested-PCR e PCR convencional) e indirectos (IFA e
WB). Por sua vez, as amostras de LCR foram, igualmente, sujeitas aos testes mencionados
a excepcgédo do WB e do PCR convencional.

Paralelamente foram ainda analisados, embora s6 por um teste directo (nested-PCR),
outros produtos biol6gicos de doentes com a mesma suspeita clinica, dos quais, porém, néo
se disp6s de informacao clinico-epidemiol6gica: 24 amostras de sangue total (obtidas entre
2004 e 2009), seis amostras de liquido sinovial (2004 a 2006) e 34 biopsias de diversos
tecidos, nomeadamente de pele e de musculo (2001 a 2008).

No ambito deste trabalho foi também construida uma base de dados com a informacao
disponivel nas fichas clinico-epidemioldgicas (Anexos — Quadro suplementar 2) dos respectivos
doentes. Porém, considerando a escassez da informacdo fornecida, assumiu-se como
critério para a seleccdo das amostras a estudar a existéncia nas fichas de, pelo menos, um

a dois parametros, como por exemplo a idade e origem rural/urbana do doente.

« Populacao Controlo

A populacao controlo foi constituida por dois grupos: o Grupo 1 que incluiu soros de

doentes diagnosticados com outras espiroquetoses, nomeadamente Leptospirose (L) e
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Sifilis (S), 14 de cada, sendo que desta ultima patologia ndo se teve acesso a quaisquer
dados clinico-epidemioldgicos; e o Grupo 2 constituido por 22 soros de dadores de sangue,
representantes da populacao saudavel.

As amostras correspondentes a estes dois grupos controlo foram sujeitos, nas mesmas

condicdes, aos testes de IFA, WB e nested-PCR.
2.4. DIAGNOSTICO IMUNOLOGICO

Nesta abordagem diagndstica os soros foram submetidos a uma avaliagédo “two-step”, de
acordo com o que é internacionalmente recomendado, que consiste na realizacdo da técnica
de imunofluorescéncia indirecta (IFA) como teste de rastreio, sendo as amostras positivas
(titulo 21:256) e duvidosas (titulo 1:128) posteriormente confirmadas pelo teste de Western
Blot (WB ou “immunoblot”).

2.4.1 TECNICA DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFA)

O antigénio usado nas laminas de IFA foi produzido no laboratério da ULBL, a partir de
culturas das estirpes de referéncia Pbi (B. garinii), PGau (B. afzelii) e B102 (B. lusitaniae),
conforme anteriormente descrito (cfr.2.2). A preparagdo propriamente dita foi efectuada,

segundo o método descrito em 1992, por Gill & Johnson *

, com algumas alteragbes
introduzidas pela equipa e adoptadas na pratica diaria do laboratério. Inicialmente, foram
centrifugados 50 mL de cada uma das estirpes (com densidade =10’ bactérias/mL) a 15°C,
13000 rpm durante 25 min. O “pellet” foi ressuspendido em igual volume de tampao salino
de sédio (PBS) 0,01 M (pH~7,2), com agitacdo no vortex. Fez-se uma segunda
centrifugacao a 15°C, 13000 rpm durante 20 min, e o “pellet” foi ressuspendido nas mesmas
condi¢bes, seguindo-se uma terceira centrifugagdo a 10°C, 12000 rpm, durante 15 min. O
“pellet” foi ressuspendido em 1 mL de tamp&o PBS 0,01 M (pH~7,2), com agitagdo no
vortex, obtendo-se assim o lisado antigénico total.

Para a preparacdo das laminas foi escolhida de entre diversas diluigdes (1:20; 1:40;
1:80; 1:100) do lisado total, a que melhor garantia uma distribuicdo homogénea do antigénio
nas laminas. Foi entdo preparada uma lédmina ‘teste’ com a diluicdo seleccionada e
observou-se ao microscopio de fundo escuro (Fig. 2.1). Escolhida a dilui¢cdo ideal (no caso
1:40), distribuiram-se 5 pyL da mesma (por pogo) nas laminas, deixando-as secar a
temperatura ambiente. As laminas foram depois colocadas numa tina com acetona durante
10 min (sob agitagdo), de modo a fixar o antigénio nos diversos pogos, procedendo-se, de
seguida, a duas lavagens com agua destilada de 10 min cada, sob agitacdo. Foi preparado
um total de 250 laminas, de 10 e 15 pocgos, que se guardaram, devidamente acondicionadas

a -20°C, para serem usadas no presente trabalho e na rotina do laboratorio.
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Figura 2.1 — Microfotografia de um po¢co numa lamina preparada com lisado antigénico
de B. burgdorferi s.l. (diluicdo 1:40). Observacdo a 200x num microscopio de fundo-

escuro (fotografia original do autor).

Os soros problema e controlo (Grupos 1 e 2), conjuntamente com o controlo positivo,
foram diluidos na razéo 1:2 (1:32; 1:64; 1:128 e 1:256) numa microplaca em tampédo PBS
0,01 M, e o controlo negativo diluido no mesmo tampao na razéo 1:32. As amostras de LCR,
e 0s respectivos controlos positivos, foram diluidas nas condi¢cdes acima descritas mas na
razdo de 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32, a excepcao do controlo negativo, que foi diluido apenas na
razéo 1:4.

Foram entdo aplicados 5 pL/po¢o de cada uma das respectivas diluigdes de soro ou de
LCR, nas laminas revestidas com o antigénio. Os soros foram incubados a 37°C, durante 30
min numa camara himida, sendo depois lavadas duas vezes (10 min cada) com tampao
PBS - 0,01 M, de modo a retirar 0 excesso de anticorpo ndo ligado. Entretanto, foi
preparada, também em PBS, uma diluicdo de 1:40 do anticorpo secundéario que é um
conjugado fluorescente polivalente anti-humano IgA/IgG/IgM/kappa/Lambda, produzido em
coelho (Dako® e marcado com isotiocianato de fluoresceina. Aplicaram-se 4 pL deste
conjugado em cada poc¢o da lamina em questéo, seguida de nova incubacdo nas condi¢des
anteriormente descritas. Procedeu-se a duas lavagens em PBS conforme procedimento
anterior e, por ultimo, agua destilada.

A leitura das laminas foi feita num microscépio de fluorescéncia (Motic®), num
comprimento de onda entre 450 e 490 nm, utilizando a objectiva de imersdo. Algumas
observacdes microscopicas foram gravadas com recurso ao equipamento fotogréfico
“Moticam® 2300 3.0 MP” acoplado ao microscépio.

Se 0 soro a testar possuir anticorpos anti-Borrelia burgdorferi s.l., estes vao reagir com o
antigénio fixado na lamina — reacg¢do antigénio-anticorpo — sendo emitida fluorescéncia

verde, como se exemplifica na Fig. 2.2.
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Figura 2.2 — Microfotografias exemplificando uma reaccdo de imunofluorescéncia

positiva (ampliacdo 1000x) (fotografia original do autor).

O estudo imunoldgico foi desenvolvido a partir da diluicdo inicial de 1:32, tendo sido
considerado como limiar de positividade (nos soros) um titulo igual ou superior a 1:256,
comparativamente aos respectivos controlos (positivo e negativo). Um titulo igual a 1:128 foi
considerado duvidoso, considerando-se negativo quando nao foi observada fluorescéncia.
Assim, os resultados foram expressos pelo titulo mais elevado dos soros diluidos para o
qual a fluorescéncia foi, ainda, observada. O mesmo critério foi estabelecido para as
amostras de LCR, considerando no entanto a diferengca de diluicdo, sendo o limiar de

positividade o titulo igual ou superior a 1:32, considerando-se duvidoso o titulo de 1:16.
2.4.2 TECNICA DE WESTERN BLOT (WB)

Os soros (positivos e duvidosos por IFA) foram submetidos a confirmagdo por WB,
mediante a utilizagdo de “kit’'s” comerciais, “recomLine Borrelia IgM” e “recomLine Borrelia
IgG”, ambos da Mikrogen®.

Estes testes indirectos qualitativos in vitro baseiam-se em antigénios recombinantes e
altamente purificados (p100, VISE, p58, p41, p39, OspA, OspC, pl18) de B. burgdorferi s.s, B.
afzelii, B. garinii e B. spielmanii, aplicados numa membrana de nitrocelulose (Fig. 2.3) sob a
forma de tiras (“blots”), as quais sao incubadas com os soros problema. Se existirem
anticorpos especificos, isto €, anticorpos anti-B. burgdorferi s.I. ocorrera uma reaccdo

antigénio-anticorpo.
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Figura 2.3 — Representacdo de um “blot” (membrana de nitrocelulose) com antigénios

recombinantes purificados de B. burgdorferi s.l. usados em WB (Mikrogen®).
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Os anticorpos que nao se ligam aos antigénios sao eliminados durante a lavagem das
tiras, as quais sdo sujeitas a uma nova incubacédo, desta vez, com o anticorpo secundario,
um conjugado anti-humano, imunoglobulinas do tipo M e do tipo G (IgM e IgG), ambos
marcados com uma enzima (no caso, peroxidase). A visualizacdo desta reac¢do é obtida
através de uma solugcdo de revelagdo que converte o substrato num precipitado
cromogénico nos locais onde houve ligacéo especifica antigénio-anticorpo.

A avaliacdo do teste foi feita por comparacdo da intensidade das bandas (fraccbes
antigénicas) que mostraram reactividade especifica com a do controlo “cut-off’, sendo o
teste validado pela presenca da banda controlo da reac¢ao para os conjugados usados (IgM
ou IgG). Apesar de se tratar de um teste qualitativo é possivel, de acordo com os critérios
fornecidos pelo fabricante do “kit” (Anexos — Quadro suplementar 3), atribuir um valor
‘quantitativo’ a cada uma das bandas reactivas evidenciadas nos “blots”, o qual é tanto mais
elevado quanto a fracgcdo antigénica em causa corresponda a proteinas consideradas major
no diagnéstico de BL.

Um outro dado importante neste “kit” de WB, comparativamente a outros existentes no
laboratério (ndo documentados no presente trabalho), é o facto de duas importantes
fraccBes antigénicas (proteinas), OspC e pl18, se encontrarem no mesmo “blot” de modo
individualizado para algumas das principais espécies patogénicas de B. burgdorferi s.l.
(OspC - B. burgdorferi s.s., B. garinii, B. afzelii, B. spielmanii; e p18 - B. burgdorferi s.s., B.
garinii 1, B. garinii 2, B. afzelii, B. spielmanii), o que contribui para o incremento da

sensibilidade do “kit”.
2.5. DIAGNOSTICO MOLECULAR

2.5.1. EXTRACCAO DE DNA

A extraccao de DNA de estirpes representantes das diversas espécies de B. burgdorferi
s.l. foi efectuada com recurso a um “kit” comercial “DNA Purification Protocol for 1-2 Milion
Cells” da Citogene®. Para extraccdo de DNA de fluidos biolégicos humanos (sangue, soro,
liquido cefalo-raquidiano e liquido sinovial) recorreu-se a outro “kit” comercial, o “DNA
Purification Protocol for 100 uL Body Fluid” da Citogene®. O "kit” comercial “DNA Purification
Protocol for 1-5 mg Solid Tissue”, também da Citogene®, foi usado para extrair o DNA de
biopsias. Como controlos de extraccdo foi usada agua ultra-pura em substituicdo das

diversas amostras problema, igualmente submetida aos mesmos procedimentos.
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2.5.2. AMPLIFICACAO DE DNA POR NESTED-PCR

O DNA obtido através das extraccOes efectuadas, incluindo os controlos negativos, foi
amplificado por nested-PCR com “primers” (oligonucledtidos) especificos para o espaco
intergénico do rRNA 23S(rrl)-5S(rrf) de B. burgdorferi s.l. de acordo com o método descrito
em Schwartz et al., 1992 *°. A primeira amplificacdo da origem a um fragmento com cerca
de 380 pb e a segunda amplificagdo, a um outro de aproximadamente 230 pb (Fig. 2.4).
Pretendeu-se com este procedimento testar a sensibilidade do nested-PCR e detectar a
presenca de DNA de B. burgdorferi s.I. nas amostras problema, contribuindo para o
diagnéstico laboratorial directo de BL.

16S 23S 5S 23S 58

o E
. 12 Amplificagéo
4—'._‘
_ ~230 pb
rriA-rrB 22 Amplificagao

Figura 2.4 - Representacdo esquematica da amplificacdo da regido intergénica 23S(rrl)-
55(rrf) por nested-PCR (esquema original do autor).

A sequéncia dos “primers” usados esta descrita nos Anexos — Tabela suplementar 1. As

concentragdes finais de cada um dos reagentes usados estéo indicadas no Quadro 2.1.

Quadro 2.1 — Reagentes utilizados em nested-PCR.

Protocolo de Mix para nested-PCR com dois ciclos de amplificacédo Fabricante

Mix da 12 amplificacdo (25 pL) Mix da 22 amplificac&o (25 pL)

H,O ultra pura H,O ultra pura VWR
1x Tamp&o PCR 1x Tamp&o PCR Bioline®
2,5 mM MgCl, 2,5 mM MgCl, Bioline®
0,08 MM dNTP’s 0,08 MM dNTP’s Bioline®
0,2 pmol/uL “primer” 1 (23SN1) 0,2 pmol/uL “primer” 3 (23SN2) MWG®
0,2 pmol/uL “primer” 2 (23SC1) 0,2 pmol/uL “primer” 4 (6SCB) MWG®
0,025 U/uL Taq DNA Polimerase 0,025 U/uL Taq DNA Polimerase Bioline®
5 pL DNA “template” 5 uL DNA “template”

Visando a validacdo da metodologia utilizada, foram também preparados dois controlos
negativos, um por cada ciclo do nested-PCR, com substituicio do DNA “template” por agua
ultra-pura, e um controlo positivo com DNA “template” de cultura de uma estirpe de B.

burgdorferi s.I. Os procedimentos foram sempre efectuados em camaras de fluxo laminar
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distintas e separadas espacialmente, recorrendo a material esterilizado e micropipetas
exclusivas as técnicas moleculares e ao uso de pontas com filtro. Todas as amplificacdes
foram efectuadas num termociclador “MyCyCler Thermal Cycler” (Biorad®), de acordo com

as condi¢Oes indicadas no Quadro 2.2.

Quadro 2.2 — Condi¢bes de amplificacéo de nested-PCR.

Protocolo de condi¢cdes para nested-PCR com dois ciclos de amplificacdo

Condig6es da 12 amplificacéo Condigdes da 22 amplificacé&o
1 ciclo -Desnaturacao inicial a 94,5°C, 1 min 1 ciclo -Desnaturacéo inicial a 94,5°C, 5 min
. + -Desnaturacdo a 94,0°C, 30 s _ + -Desnaturacdo a 94,0°C, 30 s
25 ciclos ! -Hibridag&o a 52,0°C, 30 s 40 ciclos ! -Hibridag&o a 55,0°C, 30 s
'+ -Extensao a 72,0°C, 1 min ' -Extensdo a 72,0°C, 1 min
1 ciclo -Extensio final a 72,0°C, 5 min 1 ciclo -Extensdo final a 72,0°C, 5 min

A electroforese foi realizada em gel de agarose (Bioline®) 1,5% (p/v) em tamp&o Tris
Acetato EDTA (TAE) 1x, suplementado com 0,5 ug/mL de Brometo de Etidio (Biorad®), com
uma voltagem constante de 125 V, durante 40 min, de modo a confirmar a
presencga/auséncia de DNA. Foram aplicados 5 yL de cada um dos produtos amplificados
(correspondentes as amostras problema e controlo, controlos positivos e negativos), diluidos
com 5 pL de “Loading Buffer” (Biorad®), em cada um dos pocos do gel. O marcador de
massa molecular usado foi o “HyperLadder IV’ da Bioline®. O gel foi fotografado sob
radiagdo U.V. utilizando o equipamento de imagem “Dolphin-1D Gel Image Analysis
Software” (Wealtec®). Os restantes 20 pL de produto amplificado foram devidamente
acondicionados a -20°C para posteriores utilizagbes, nomeadamente a repeticdo dos

ensaios para confirmacgéo dos resultados obtidos.
2.5.3. AMPLIFICAGAO DE DNA POR PCR CONVENCIONAL (PROTOCOLOS ALTERNATIVOS)

As amostras de soro e de LCR positivas por nested-PCR (cfr. 2.5.2) foram também
submetidas a outros protocolos de PCR, de acordo com as condi¢Bes descritas por Postic et
al., 1994 *° (Protocolo A) e Postic et al., 2000 ** (Protocolo B).

Esta abordagem foi efectuada como metodologia complementar para amplificacdo de
DNA borreliano a utilizar posteriormente na técnica de PCR-RFLP para a identificacdo
molecular dos produtos amplificados a par dos ja amplificados por nested-PCR, de modo a
assegurar-se o éxito do objectivo proposto (identificar as genoespécies de B. burgdorferi s.I.,
presentes nas amostras problema). Foram assim optimizados os referidos protocolos (A e B)
recorrendo uma vez mais ao DNA extraido de estirpes de B. burgdorferi s.l.

Complementarmente, foi ainda optimizado um terceiro protocolo de PCR (Protocolo C) que

20



Diagnéstico de Borreliose de Lyme

resultou do ‘compromisso’ entre as condigcbes de amplificacdo do protocolo A e da “mix” do
protocolo B. As condi¢des de PCR dos protocolos A, B e C estdo indicadas no Quadro 2.3.

Quadro 2.3 — Descri¢ao dos protocolos A, B e C de PCR.

Protocolo A (Postic et al., 1994 %)

Mix (25 pL) Condi¢cdes de amplificacéo
H.0 ultra pura L VWR®
1x Tampéo PCR Biolinei 1 ciclo -Desnaturacao inicial a 94,0°C, 5 min
ég ml\l\ﬂ gﬂﬁ-ﬁl,zs g:g:mg@ 5 -Desnaturacéo a 94,0°C, 1 min

mwa® | 30 ciclos -Hibridag&o a 52,0°C, 1 min

1 pmol/uL "primer” int 1 ' -Extensdo a 72,0°C, 2 min

1 pmol/uL “primer” int 2 L MWG® .
1,25 U/pL Taq DNA Polimerase ! Bioline® | 1ciclo ! -Extenso final a 72,0°C, 7 min
5 pL DNA “template” ; ;

Protocolo B (Postic et al., 2000 %)

Mix (25 pL) Condic6es de amplificacao
H20 ultra pura VWR®® 1 ciclo -Desnaturagao inicial a 93,0°C, 3 min
%XmTﬁ%pg%bPCR ; g:g:mz® _ + -Desnaturacdo a 93,0°C, 1 min
> mM dNTP's Bioline® 20 ciclos | -Hibridagéo a 65,0°C, 2 min
1 pmol/uL “primer” int 1 MWGz -Extenséo a 72,0°C, 2 min
1 pmol/uL “primer” int 2 . MWG _ | -Desnaturacdo a 93,0°C, 1 min
0,01 pmol/uL “primer” SPA1 ;. MWG " | 40 ciclos | Hibridaggo a 50,0°C, 2 min
0,01 pmol/uL “primer” SPA2 . MWG i -Extens&o a 72,0°C, 2 min
1 U/uL Taq DNA Polimerase ' Bioline 1 ciclo ! . )
10 uL DNA “template” ! CIClo 1 -Extensdo final a 72,0°C, 7 min

Protocolo C

Mix (25 pL) (Postic et al., 2000 **) | Condicées de amplificacdo (Postic et al., 1994 *°)

H>0 ultra pura VWR®® :
1x Tampao PCR Bioline® lciclo | -Desnaturacio inicial a 94,0°C, 5 min
2,5 mM MgCl; . Bioline | . )
2 mM dNTP’s ! Bioline® _ i -Desnaturacéo a 94,0°C, 1 min
1 pmol/uL “primer” int 1 i Mwg® | 30 ciclos : -Hibridagdo a 52,0°C, 1 min
1 pmol/uL “primer” int 2 MWGE ; -Extensao a 72,0°C, 2 min
8’81 Emg:; “t :S:!:g:: gmg ! mwg@) 1ciclo | -Extensdo final a 72,0°C, 7 min
) M 1 ' \
1 U/uL Taq DNA Polimerase Bioline®

10 uL DNA “template”

As condi¢cdes de electroforese em gel de agarose foram idénticas as descritas em 2.5.2.

Os produtos amplificados foram posteriormente submetidos a genotipagem por PCR-RFLP.

2.6. GENOTIPAGEM POR PCR-RFLP Dos PRODUTOS AMPLIFICADOS

Foram sujeitos a RFLP todos os produtos amplificados por nested-PCR e pelos
diferentes PCR’s (protocolo A, B e C), juntamente com os respectivos controlos positivos e

negativos.
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A técnica foi efectuada de acordo com a metodologia descrita por Postic e colaboradores
em 2000 % e que, de forma sucinta, consiste na utilizacdo de 10 pyL de DNA que se
submetem a restricio enzimatica com 5 U/uL de Msel (Biolabs®), 100 pg/mL de BSA
(Biolabs®) e 1x NE Buffer 4 (Biolabs®), num volume final de 25 L, utilizando um banho
térmico a 37°C, durante duas horas. A restricdo do DNA com esta enzima produz um padrao
caracteristico de polimorfismos de dimensao, permitindo diferenciar geneticamente as
diversas espécies de Borrelia spp.

Apbs o referido procedimento, cada uma das amostras foi sujeita a electroforese em gel
de poliacrilamida (de 0,75 mm de espessura) que permitiu visualizar os referidos perfis de
restricdo. O gel de poliacrilamida é constituido por duas fases (Quadro 2.4), a de
concentracdo (com 16% de acrilamida-bisacrilamida) e a de resolugdo (com 5% de
acrilamida-bisacrilamida). Neste procedimento, as amostras sdo concentradas na 12 fase do
gel, sendo posteriormente separadas no gel de resolugcdo com base na velocidade de

migracdo e dimensao dos fragmentos.

Quadro 2.4 — Descricdo da composicdo de cada gel (resolucdo e concentracdo) e o

papel de cada reagente envolvido.

Reagentes Gel de Resolucéo 16% Gel de Concentracédo 5%
Vi ~20 mL (n=2) Vi ~5 mL (n=2)

H,O0 miliQ 9,9 mL 3,8 mL
Acrllam|da-B|s(g(i:c:|rI:g%)|)da 40% (19:1) 8 mL 650 L
TBE 10x 2mL 500 L
APS 10% (Biorad®) 150 L 40 pL
TEMED (Biorad®) 17 L 12 L
Acrilamida-Bisacrilamida Funciona como “cross-linker” na polimerizacao.
APS (“Ammonium Persulfate”) Peroxido catalisador (a reaccdo de polimerizacdo da
acrilamida é catalizada pela presenca de radicais livres)
TEMED (“N,N,N’,N’- Actua como iniciador da reaccao de polimerizacao
tetramethylethylenediamine”)

Apbs a colocacgdo do primeiro gel (o de resolucéo) no respectivo suporte, adicionou-se
isopropanol 100% para evitar o contacto do gel com o ar, garantindo a uniformidade da
polimerizacdo do mesmo, durante duas horas. No segundo gel (0o de concentracdo) o
contacto com o ar é evitado pela aplicacao do pente, sendo a polimerizacao de uma hora. O
pente foi depois retirado e o gel colocado numa tina de electroforese vertical “Mini-Protean |l
Cell’ (Biorad®), a qual foi adicionado tamp&o Tris-Borato EDTA (TBE) 1x (4°C). Cada poco
do gel foi carregado com 10 pL do produto previamente digerido a que se adicionaram 3 pL
de “loading buffer” (Biorad®). O marcador de massa molecular usado foi o “EZ Load 20 bp

Molecular Ruler” (Biorad®). A electroforese foi realizada a uma voltagem constante de 100 V
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durante 130 min. Terminada esta, o gel foi colocado num recipiente com uma solucéo
corante (250 mL de TBE 1x e 12,5 uL brometo de etidio) durante 45 min, sendo depois
fotografado sob radiacéo U.V. no equipamento de imagem anteriormente referido (cfr. 2.5.2).

2.7. TRATAMENTO DE DADOS

Para a apresentacdo dos resultados, e a melhor leitura dos mesmos, foram elaboradas
tabelas e gréficos.

Sempre que considerado util, foi avaliada a concordancia entre os resultados obtidos nos
diferentes testes utilizando o teste estatistico “kappa” (k), de acordo com o indicado no
Quadro 2.5. Este teste € uma medida decimal que permite evidenciar a concordancia
existente entre dois testes distintos, especialmente na auséncia de um padrdo. Um valor de
k igual ou superior a 0,81 indica que existe uma concordancia favoravel entre testes. O teste
de Qui-quadrado (x? foi usado para comparar varidveis qualitativas, sendo o nivel de
significancia adoptado de p<0,05. O célculo destes dois testes foi efectuado pela utilizagédo

de um programa informatico “Primer of Biostatistic, version 3.02” da “McGraw-Hill”.

Quadro 2.5 — Calculo do teste “Kappa” de acordo com Thursfield (1990) 120,

Teste de referéncia

Positivo Negativo
Teste em |WEleIS10\Yo] a b
CSICIUCI N egativo c d

a - verdadeiros positivos; b - falsos positivos;
¢ - falsos negativos; d - verdadeiros negativos

k =(a+d - P)/(1 — P); em que P = (a+b)(a+c)+(c+d)(b+d)

3. RESULTADOS

3.1. CARACTERIZACAO DA POPULACAO PROBLEMA

Da analise das fichas clinico-epidemioldgicas, que acompanham as amostras biolégicas
dos 146 doentes seleccionados para este estudo, ressaltou que os mesmos foram
maioritariamente provenientes da regido a Sul do Tejo, destacando-se os Hospitais do
Espirito Santo de Evora (HESE) e de S&o Bernardo (HSB) em Settbal que, no seu conjunto,
contribuiram com cerca de 44% do total de amostras. Quanto aos Servigos de internamento
verificou-se que, nos diversos hospitais, foram os Servicos de Medicina Interna (36,1%) e de
Neurologia (15,1%) os que mais solicitaram o diagndstico laboratorial como apoio ao

diagnostico clinico de Borreliose de Lyme. Estes resultados estdo representados na Fig. 3.1.
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B

HOSPITAIS E CENTROS DE SAUDE

~ SERVICOS DE INTERNAMENTO DE ORIGEM DOS DOENTES
DE ORIGEM DOS DOENTES POR REGIAO

3,60% 2 400

<>

5,40%
B Regido a Sul do Tejo (HESE; H. Sdo Bernardo) M Medicina @ Neurologia

@ Centro (HUC; CHMT Tomar) M Cardiologia B Reumatologia

B Grande Lisboa (HEM; H. Curry Cabral; H. Capuchos; 0 Dermatologia B Sem informagao
H. Sta Marta; C.S. Carnaxide) O Diversos

Figura 3.1 (A e B) — Representacao grafica da proveniéncia dos doentes de acordo com
os Hospitais e Centros de Saude por regido (A) e respectivos Servigcos de internamento
(B). HESE - Hospital do Espirito Santo de Evora; H - Hospital; HUC — Hospitais da
Universidade de Coimbra; CHMT - Centro Hospitalar do Médio Tejo; HEM — Hospital
Egas Moniz; CS — Centro Saude.

No que respeita a distribuicdo por género e idade dos doentes, verificou-se um equilibrio
entre ambos - 74 mulheres e 72 homens - e uma média de idades situada nos 49 e 51 anos,
respectivamente. Nas mulheres a idade esteve compreendida entre os 4 e os 88 anos e nos
homens entre 0s 5 e 0s 95 anos. Infelizmente, o deficitario preenchimento das fichas clinico-
epidemiolégicas (Anexos — Quadro suplementar 2), apesar dos diversos apelos feitos nesse
sentido as respectivas Instituicbes, ndo permitiu considerar outras importantes variaveis
nomeadamente a referéncia a histéria de mordedura de carraga ou até ao tempo de
evolugdo dos sintomas. Por consequéncia, ndo foi possivel, face a auséncia da referida
informacé&o clinica, conhecer com exactiddo a fase evolutiva (precoce ou tardia) da maior

parte das amostras estudadas.
3.2. ANALISE IMUNOLOGICA DA AMOSTRA

3.2.1. TECNICA DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFA)

A andlise dos resultados por esta técnica foi realizada: i) considerando o numero de
doentes cujas amostras biolégicas evidenciaram reactividade positiva ou duvidosa para B.
burgdorferi s.I. obtida em, pelo menos, um dos trés antigénios (Pbi de B. garinii, PGau de B.
afzelii e B102 de B. lusitaniae) utilizados; ii) comparando a reactividade de cada doente
(amostra) face aos diferentes antigénios utilizados mas de forma independente, o que
permitiu aferir o valor diagnostico de um antigénio em detrimento dos outros, conduzindo a
resultados mais fidedignos, isto €, com menos falso positivos/negativos.

Assim, o resultado global, para o total de 125 soros de doentes clinicamente suspeitos

de BL, revelou 44% de casos positivos (55'/125) e 21 soros (16,8%) com titulo considerado
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duvidoso. No que respeita as amostras de LCR (n=41), também provenientes de doentes
com a mesma indicacdo clinica, apenas uma amostra mostrou reactividade positiva (1%/41;
2,4%) por esta técnica. Relativamente a seroreactividade cumulativa (positiva e duvidosa)
apresentada pela populacéo controlo do Grupo 1 (28 soros de doentes seropositivos para
leptospirose e sifilis) obtiveram-se 6'/14 e 8°/14, respectivamente. Os soros controlo do
Grupo 2 (dadores de sangue) revelaram 7/22, incluindo neste nlimero também os soros

com titulo considerado duvidoso. Os resultados obtidos estdo indicados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Distribuicdo dos resultados globais (positivos, duvidosos e negativos)

obtidos por IFA na populacdo problema e controlo (Grupo 1 e 2).

Duvidoso
(Titulo 1:128)

Positivo
(Titulo 21:256)

Soros submetidos a IFA Negativo

n %
Populagdo problema 125 | 55 44,0 21 16,8 49 39,2
(suspeita clinica de BL)
Grupo 1L
o . 14 4 28,6 2 14,3 8 57,1
2 o (Leptospirose)
T 9
& 2 Grupo 1S
= g (Sffilis) 14 7 50,0 1 7,1 6 42,9
o o
o Grupo 2 22 4 18,2 3 13,6 15 682
(Dadores de sangue)

A analise da reactividade das amostras biolégicas (soro ou LCR) de cada doente face
aos trés diferentes antigénios de B. burgdorferi s.l. utilizados permitiu aferir, de forma
independente, a mesma amostra para cada um dos antigénios. Os resultados, no entanto,
demonstraram uma reactividade semelhante entre eles (Tabela 3.2). Porém, uma
apreciacao mais detalhada revelou que o antigénio obtido da estirpe B102 (B. lusitaniae) foi
0 mais reactivo por parte dos soros da populagdo problema com 64°/125 bem como nos da
populacdo controlo do Grupo 1 S (soros de doentes com sifilis) com 8°/14 reactivos. Em
contrapartida, os soros da populagdo controlo do Grupo 1 L (soros de doentes com
leptospirose) mostraram uma maior reactividade para o antigénio da estirpe Pbi (B. garinii),
enquanto os soros do Grupo 2 (dadores de sangue) foram igualmente reactivos para os
antigénios das estirpes Pbi (B. garinii) e PGau (B. afzelii).

Assim, a avaliacdo da seroreactividade da populacdo problema vs a populacéo controlo
do Grupo 2 mostrou existir uma diferenga estatisticamente favoravel a utilizacdo da estirpe
de B. lusitaniae (p=0,008), comparativamente as restantes estirpes utilizadas (Anexos —

Tabela suplementar 2).
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Tabela 3.2 — Distribuicdo dos resultados obtidos por IFA na populacdo problema e
populacao controlo (Grupo 1 e 2), por antigénio com base nas estirpes Pbi (B. garinii),
PGau (B. afzelii) e B102 (B. lusitaniae).
. Positivo/Estirpe Duvidoso/Estirpe
Soros submetidos alFA |~ 1,16 >1:256) (Titulo 1:128)
Pbi PGau | B102
n %in %;n %|n %, n %in %|{n %in %in %

Negativo/Estirpe

Populagao problema
R 125 || 44 35 {37 3045 36| 12 10 |18 14 {19 15 69 55 | 70 56 | 61 49
(suspeita clinica de BL)
Grupo 1L
. 4 204 2 14 2 14,1 72 14| 8 5711 79;12 86
° (Leptospirose)
o
S 3 Grupo1s
T 2 14 |6 436 43| 7 50 1 7|8 578 576 43
S 2 (Sifilis)
Q.
0?8 Grupo 2
(Dadores de 2 |3 144 18{1 5|3 142 93 14|16 7316 73|18 82
sangue)

Nota: os valores mais elevados estdo a negrito. Os valores correspondentes as percentagens (%) foram

arredondados a unidade.

3.2.2. TECNICA DE WESTERN BLOT (WB)

Esta técnica foi utilizada para confirmar a seroreactividade (positiva e duvidosa) para B.
burgdorferi s.l., indicada pelo rastreio levado a efeito por IFA nos soros problema e controlo,
de acordo com os critérios internacionalmente recomendados. Considerando que a clinica é
mandatoria do diagndéstico de BL e que a auséncia de reactividade especifica no teste de
rastreio pode néo significar auséncia de doenca, avaliou-se também a possivel reactividade,

por WB, dos soros dados como negativos por IFA.

« Confirmacdo dos soros considerados positivos e duvidosos por IFA:

Dos 76 soros de doentes com suspeita clinica de BL (populacdo problema) reactivos por
IFA (767/125; 60,8%) foram submetidos a técnica de WB apenas 62 (81,6%), por razdes de
ordem técnica (ex. escassez de volume). Destes, confirmou-se a seroreactividade em 38,7%
com a seguinte distribuicdo face a cada um dos conjugados utilizados: ng=9; nge=11,;
nigw.c=4. No que diz respeito a reactividade obtida nos soros dos doentes com leptospirose e
sifilis (Grupo 1), foi observado 17/6 e 6/8, respectivamente. Igualmente, 0s soros controlo
do Grupo 2 revelaram reactividade em 2*/7 amostras. Os resultados estdo apresentados na
Tabela 3.3.
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Tabela 3.3 — Distribuicdo dos resultados confirmados por WB, em funcéo do conjugado
utilizado (IgM e 1gG) na populacdo problema e controlo (Grupo 1 e 2) indicada como
seroreactiva por IFA.

Oros po 0S/d d0S0S po A B-IQ B-IQ B-IQ 0 A B
0 0 acao po B Po 0 PO 0 PO 0 Po 0
n % n % n % n %
Populagdo problema 62 | 9 145 |11 177 | 4 65| 24 387
(suspeita clinica de BL)
Grupo 1L
2 o (Leptospirose) 6 - - 1167 - - 1 16,7
c o
© 2 Grupo 1S
> g (Sifilis) 8 4 50,0 2 25,0 6 75,0
o o
o Grupo 2
(Dadores de sangue) ! 114311 143 2 28,6

Para cada um dos testes WB-IgM ou -lgG positivos, analisaram-se as diversas
combinacfes das frac¢des antigénicas presentes, verificando-se que nos soros problema o
predominio foi para a combinacdo constituida pelas frac¢des p41l e OspC, em ambos os
testes WB, embora o teste -IgG tenha apresentado uma maior diversidade de combinagbes
antigénicas, com destaque para a VISE. Para o Grupo 1, nos soros de leptospirose a Unica
combinacédo observada foi para as fracc6es OspA e OspC para -IgG, ao contrario dos soros
de sifilis, onde a presenca da combinacao p41 e OspC predominou em ambos os testes de
WB. No Grupo 2 (dadores de sangue) a OspC foi o antigénio dominante nos dois testes. Os

resultados obtidos apresentam-se na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 — Distribuicdo das combinagfes de frac¢Bes antigénicas detectadas contra B.
burgdorferi s.I. em cada teste WB-IgM e -lgG positivos, na populagdo problema e

controlo (Grupo 1 e 2) indicada previamente como seroreactiva por IFA.

Populagéo controlo
Grupo 1L Grupo 1S Grupo 2
(Leptospirose) (Sifilis) (Dadores de sangue)

WB-IgM WB-IgG | WB-IgM | WB-IgG | WB-IgM | WB-IgG | WB-IgM | WB-IgG
Positivo Positivo Positivo | Positivo | Positivo | Positivo | Positivo : Positivo

Populagéo problema
(suspeita clinica de BL)

FraccOes antigénicas
especificas de B.
burgdorferi s.I.
presentes no “kit” de

wB
p41, OspC 10

p41, p100 3
p41, VISE, OspA, OspC
p41, VISE

p4l, OspC, p18

p100, VISE, p41, p18

p100, VISE, p41, p18,
p58, p39

p100, VISE, p41, p18,
p58, p39, OspC
OspA, OspC - - - 1 - - -
OspC -- -- - -- -- -- 1

Wlkr|Rr[N[R|o
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Face a particularidade do “kit” de WB, adoptado no presente estudo, incluir duas
fracgbes antigénicas - OspC e pl8 — individualmente dirigidas, isto €, especificas para
algumas espécies de B. burgdorferi s.l., foi possivel avaliar, de modo presuntivo, 0s soros
dos doentes problema anteriormente confirmados como positivos, agora quanto as referidas
espécies, conforme indicado na Tabela 3.5 (A e B).

Deste modo, tornou-se evidente, na populacdo problema, o predominio de reactividade
contra a OspC de B. afzelii no teste WB-IgM, enquanto que no teste -IgG essa reactividade
foi partilhada, equitativamente, por B. garinii e B. spielmanii. Analisando estatisticamente o
resultado da reactividade da fraccdo antigénica OspC contra as diversas espécies, verificou-
se existir uma diferenca significativa entre elas ao comparar as frequéncias obtidas com o
conjugado WB-IgM (p= 0,004), enquanto que no caso do -IgG a diferenca ndo foi
significativa (p=0,173) (Anexos — Tabela suplementar 3).

Quanto a reactividade demonstrada contra o antigénio p18 no teste WB-IgG, o
predominio foi de B. afzelii, verificando-se existir uma diferenca significativa quando se

compararam as frequéncias obtidas (p=0,011) pelas diversas espécies (Anexos — Tabela

suplementar 4).

Tabela 3.5 (A e B) — Distribuicdo dos doentes da populagéo problema (indicados como
seroreactivos por IFA) que foram positivos nos testes WB-IgM e -IgG para as fracgdes
antigénicas OspC (A) e pl8 (B), analisados segundo a divisdo por espécie de B.
burgdorferi s.l. destes antigénios.

Doentes positivos por WB-IgM
(doentes positivos/duvidosos por IFA)

Doentes positivos por WB-IgG
(doentes positivos/duvidosos por IFA)

OspClespécie a b c d e f g h i jjk b | mh n o j p
B. burgdorferi s.s. - - -+ - 4+ + + -] - £ - - £ + + £ 4+
B. garinii + - - o+ o+ o+ o+ 4+ o+ -+ o+ - -+ o+ o+ o+
B. afzelii + + + + + + + + + +] - 4+ - - £ o+ o+ *
B. spielmanii + - - + 4+ £ + + + - - -+ o+ 4+ + o+ o+ o+

Doentes positivos por WB-IgG
(doentes positivos/duvidosos por IFA)

pl8/espécie q r S n p t
B. burgdorferi s.s. - - - - - -
B. garinii 1 + + + + + +
B. garinii 2 + + + - + +
B. afzelii + + + - + +
B. spielmanii - - - + +

« Confirmacdo dos soros considerados negativos por IFA:

Dos 49 soros de doentes com suspeita clinica de BL (populacdo problema) n&o reactivos
por IFA (497/125; 39,2%) somente 16 (32,7%) foram sujeitos a técnica WB, dos quais cinco
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foram positivos (31,3%) para um dos conjugados (Nigu=1; Nige=3) ou para os dois (Nigu,c=1).
No que diz respeito aos soros de leptospirose (Grupo 1 L) ndo reactivos por IFA, o teste de
WB permitiu confirmar quatro positivos (4°/8). Dos soros controlo do Grupo 2 apenas um

apresentou reactividade (17/15). Todos os resultados estdo apresentados na Tabela 3.6.

Tabela 3.6 — Distribuicdo dos resultados confirmados por WB, em funcéo do conjugado

utilizado (IgM e 1gG) na populagdo problema e controlo (Grupo 1 e 2) indicada como néo

reactiva por IFA.

Soros negativos para IFA WB-IgM WB-IgG WB-IgM/G TOTAL WB’s
com confirmacéo por WB Positivo Positivo Positivo Positivos
n % n % n % n %
Populaco problema ;5 | 1 g3 | 3 188 | 1 63 5 31,3
(suspeita clinica de BL) ' ' ' '
o Grupo 1L 8 | 2 250 2 250 | - - 4 50,0
% o (Leptospirose)
cis Grupo 1S 6 B B B B B B B B
= (Sifilis)
Qe Grupo 2
a - - - -
(Dadores de sangue) 15 1 6.7 L 6.7

Para cada um dos testes WB-IgM ou -lIgG positivos, a semelhanca do que foi feito
anteriormente, analisaram-se também as diversas combinagfes das frac¢bes antigénicas
reactivas, tendo-se observado que nos soros problema a combinagdo predominante foi
constituida pelas frac¢gbes antigénicas p41 e OspC no WB-IgM, enquanto que no teste -IgG
0 numero de combinacdes reactivas foi maior, com destaque para a VISE. Para o Grupo 1
L, a Unica combinacéo observada correspondeu aos antigénios p41 e p18 para WB-IgG. No
Grupo 2 (dadores de sangue) predominou a combinacdo p41 e p100 no teste —IgG (Tabela
3.7).

Tabela 3.7 — Distribuicdo das combinacgfes de frac¢Bes antigénicas detectadas contra B.
burgdorferi s.I. por cada teste WB-IgM ou -IgG positivos, na populagdo problema e

controlo (Grupo 1 e 2) indicada como ndo reactiva por IFA.

Populacao controlo

Grupo 1L Grupo 2
(Leptospirose) (Dadores de sangue)

Populacdo problema
(suspeita clinica de BL)

Fracgdes antigénicas

especificas de B. WB-IgM WB-IgG WB-IgM : WB-IgG | WB-IgM : WB-IgG

burgdorferi s.l. presentes [E=Ie¥1{Ao} Positivo Positivo : Positivo | Positivo : Positivo
no “kit” de WB

p41, OspC 2 1 -- -- 1 --
p4l, p100 -- -- -- -- 1 2
p41l, OspA, OspC -- 1 -- -- -- --
p41, VISE, OspC, p39, _ 1 i - - -
pl8
p4l, p18 -- -- -- 1 -- --
p4l, VISE -- 1 -- -- -- --
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A presencga das ja referidas frac¢des antigénicas, OspC e p18, dirigidas especificamente
para algumas espécies de B. burgdorferi s.l., foram também avaliados, de modo presuntivo,
quanto as referidas espécies, 0s soros positivos de doentes problema anteriormente
confirmados, conforme indicado na Tabela 3.8 (A e B). Assim, observou-se no WB-IgM o
predominio de reactividade contra a OspC de B. afzelii, enquanto que para o teste -IgG foi,
maioritariamente, a espécie B. garinii a mais reactiva. No Unico doente reactivo contra o

antigénio p18 no -IgG, a espécie associada foi B. burgdorferi s.s.

Tabela 3.8 — Distribuicdo dos doentes da populagdo problema (indicados como néo
reactivos por IFA) positivos por WB-IgM e -IgG para as fracgdes antigénicas OspC
observadas segundo a divisdo por espécie de B. burgdorferi s.I.

Doentes positivos por WB-IgM
(doentes negativos por IFA)

Doentes positivos por WB-IgG
(doentes negativos por IFA)

OspC/ espécie u v X u y %
B. burgdorferi s.s. * + + + + +
B. garinii + + + + + +
B. afzelii + + + + + +
B. spielmanii * + + + + +

3.3. ANALISE MOLECULAR DA AMOSTRA

3.3.1. AMPLIFICAGAO DE DNA POR NESTED-PCR

Antes de se dar inicio a pesquisa de DNA de B. burgdorferi s.l. nas amostras bioldgicas
em estudo, efectuou-se um estudo preliminar para determinar a sensibilidade da técnica
(nested-PCR), tendo sido utilizadas diluicbes seriadas de estirpes de B. garinii e de B.
lusitaniae (Fig. 3.2). Os resultados da amplificacdo de DNA especifico mostrou que o limite
de sensibilidade da técnica foi 10? bactérias/mL, embora s6 tenham sido detectados os dois
amplicbes esperados (230 pb e 380 pb) até a concentracéo de 10* bactérias/mL.

Ap0s este ensaio preliminar as amostras problema (soros, LCR, biopsias, liquido sinovial
e sangue total) e os soros provenientes da populagéo controlo (Grupo 1 e 2) foram entéo
submetidas a uma avaliagcdo molecular pela referida técnica. Verificou-se que no total de
146 doentes com suspeita clinica de BL houve positividade nas amostras biolégicas de 25
dos mesmos, com a seguinte distribuicdo: 20 soros (20/125; 16,0%) e em cinco amostras
de LCR (5'741; 12,2%). Os outros produtos biolégicos (biopsias, liquido sinovial e sangue
total), com analoga indicacéo clinica, ndo evidenciaram positividade em nenhuma amostra
avaliada. Quanto a populacéo controlo, ndo se verificou amplificacdo de DNA borreliano nas
amostras do Grupo 1 (soros de leptospirose e de sifilis), ao contrario das do Grupo 2 onde

foi confirmada a presenca de DNA especifico numa das amostra (1%/22).
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Figura 3.2 — Representacdo da sensibilidade da técnica de nested-PCR do espaco
intergénico do rRNA 23S(rrl)-5S(rrf) de B. burgdorferi s.I. a partir de diluicdes seriadas de
culturas de estirpes seleccionadas de B. lusitaniae e de B. garinii. Legenda: marcador de
massa molecular 100 pb (poco 1); diluicbes de cultura (108 a 10 bactérias/mL) - B.
lusitaniae (pocgos 2-9); diluicdes de cultura (108 a 10 bactérias/mL) - B. garinii (pocos 10-
17); controlo negativo de extraccdo de DNA (poco 18); controlo negativo de PCR (pogo
19); controlo positivo com DNA de cultura de Borrelia spp. (poco 20).

De acordo com os resultados obtidos para os 20 soros problema positivos por nested-
PCR e os niveis de sensibilidade estimados, 80% apresentavam uma concentragao entre
10° e 107 bactérias/mL (pocos 3, 6, 7, 10 e 13 da Fig. 3.3), seguido de 10% com uma
concentracéo aproximadamente de 10* bactérias/mL e 10% =10° bactérias/mL (poco 11 da
Fig. 3.3). Das cinco amostras de LCR onde foi detectada a presenca de DNA borreliano,
80% apresentaram também uma concentracdo entre 10° e 10° bactérias/mL enquanto que
20% apresentou um limiar entre 10% e 10 bactérias/mL. Da populacdo controlo do Grupo 2,
a concentracdo estimada, na Unica amostra positiva, foi aproximadamente de 10*

bactérias/mL.
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Figura 3.3 - Exemplo de amplificagdo de DNA por nested-PCR do espaco intergénico do
rRNA 23S(rrl)-5S(rrf) de B. burgdorferi s.I. em amostras bioldgicas problema. Legenda:
marcador de massa molecular 100 pb (pogos 1 e 19); amostras de soros (pocos 2-14);
controlo negativo de extrac¢do de DNA (pogo 15); controlo negativo do primeiro ciclo de
PCR (poco 16); controlo negativo do segundo ciclo de PCR (pogo 17); controlo positivo
com DNA de Borrelia spp. (pogo 18).
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3.3.2. GENOTIPAGEM POR PCR-RFLP

Todas as amostras biologicas (soro e LCR) amplificadas por nested-PCR foram
submetidas a genotipagem por RFLP, de modo a identificar as genoespécies prevalentes na
populagédo estudada (Fig. 3.4). Para o efeito, os resultados obtidos foram comparados com
os padrbes correspondentes a estirpes de referéncia que se encontram identificados na
Tabela 3.9.

Assim, para os soros problema com DNA borreliano (n=20), foram identificados 11 (55%)
genoespécies de B. garinii (padrdo B), quatro (20%) de B. afzelii (padrdo C), trés (15%) de
B. lusitaniae (padrdo D) e duas (10%) de B. burgdorferi s.s. (padréo A). Para as amostras de
LCR, igualmente positivas por nested-PCR (n=5), sé foi possivel realizar a identificacdo
molecular em dois dos produtos amplificados, cuja identificagdo mostrou pertencerem um a
genoespécie B. garinii (padréo B) e o outro a B. afzelii (padrdo C). A andlise global destes
resultados correspondentes aos polimorfismos identificados mostrou a existéncia de uma
diferenca, com significado estatistico, entre as diversas genoespécies (p=0,003) (Anexos —
Tabela suplementar 5).

No que respeita ao produto amplificado na Unica amostra positiva do Grupo 2 néo foi
possivel identificar a correspondente genoespécie. Quanto a utilizacdo de RFLP nas
amostras de soro e de LCR amplificadas por PCR convencional (protocolos A, B e C)
também nao foi possivel a identificacdo das genoespécies (resultados nao apresentados no
presente trabalho).

120 -
100 -

80 -
60 -

40-

20 -

Figura 3.4 - Exemplo de padrées de restricho com enzima Msel do fragmento
correspondente a regido intergénica rrl-rrf de B. burgdorferi s.I., amplificado por nested-
PCR, em diferentes soros problema. Legenda: marcador de massa molecular 20 pb (1);
soro com padrdo B (pocos 2-5 e 7); soro com padrdo C (pogo 6); soro com padrdo A
(poco 8); soro com padréo D (pogo 9); soro com padréo indeterminado (poco 10). Os
fragmentos de dimensdes mais reduzidas néo se distinguem no gel mas a sua dimenséo
exacta foi determinada a partir das sequéncias (Tabela 3.9).
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Tabela 3.9 — Padrbes de restricdo gerados pela enzima Msel correspondentes ao

fragmento da regido intergénica rrl-rrf do complexo B. burgdorferi s.I. amplificada por

nested-PCR.
Genospécie Estirpe Origem Amplicéo Fragmentos Numero de Padrao
(pb) gerados por acesso de RFLP
restricdo com GenBank
Msel (pb) (rrf-rrl)
I. scrapularis
B31 228 95, 38 (x2), 29, 28 L30127 A
B. burgdorferi (EUA) (x2)
SS VS219 Humana 228 | 95,38 (x2), 29,28 | AY032919 A
(Francga)
- . Humana
B. garinii Pbi (Austria) 227 95 (x2), 37 Z77175 B
B. afzelii PGau Humana 220 95, 68, 37, 20 DQ111066 C
(Alemanha)
B. lusitaniae | PoHL1 Humana 230 95, 67, 39, 29 AY209179 D
(Portugal)
- . I. ricinus
B. valaisiana PoTiBV6 219 161, 37,14,7 AY463165 E
(Portugal)
B. japonica Cow611C I ovatus 210 | 95,78, 37 130125 F
(Japéao)

3.4. ANALISE COMPARATIVA DOS RESULTADOS MOLECULARES COM OS

IMUNOLOGICOS

Por ultimo, foram comparados os resultados obtidos pelos diversos métodos (directos e
indirectos) utilizados no decurso deste trabalho com vista a estabelecer o diagnéstico
laboratorial da populagéo problema com indicagéo clinica de Borreliose de Lyme.

Assim, os soros (n=20) nos quais se detectou DNA de B. burgdorferi s.l., por nested-
PCR, foram avaliados considerando os respectivos resultados fornecidos pelas técnicas
imunoldgicas tendo-se verificado que a técnica IFA foi capaz de fornecer uma prévia
indicacdo de positividade em 75% dos mesmos (15%/20) e destes, onze foram positivos por
WB (nigu=4; nige=5; Nign,c=2). Por outro lado, também se verificou que dos soros negativos
por IFA (5720), a técnica de WB permitiu identificar um caso positivo com reactividade 1gG.
Na Fig. 3.5, mostra-se ainda a distribuicdo das genoespécies do complexo B. burgdorferi s.I.
identificadas por RFLP e presentes nas amostras dos doentes onde foi detectada a
presenca de DNA especifico.

Dos resultados obtidos nos testes nested-PCR e WB (em amostras dos mesmos
doentes) concluiu-se também existir uma concordancia entre ambas as abordagens

diagnésticas traduzida por um valor k de 0,98 **° (Anexos — Tabela suplementar 6).
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Figura 3.5 - Representacéo gréfica resultante da comparagdo dos resultados positivos
obtidos pelas técnicas moleculares (nested-PCR e RFLP) e os respectivos resultados

pelas técnicas imunolégicas (IFA e WB).

Considerados os resultados fornecidos através de todas as técnicas utilizadas importa
ainda referir que foram identificados quatro soros positivos por WB de doentes
considerados negativos por IFA e nested-PCR e, em contrapartida, 13 outros soros
igualmente negativos por IFA foram positivos por WB e nested-PCR. Esta ultima técnica
permitiu também, e de forma exclusiva, identificar DNA especifico em cinco amostras de
LCR.

Assim, da integracéo de todos os resultados (imunoldgicos e/ou moleculares) resultou o
diagnostico laboratorial em 29% (427/146) dos doentes da populacdo problema sobre a qual

recaia a suspeita clinica de Borreliose de Lyme.
4. DISCUSSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Em Portugal, nos udltimos anos, o interesse pela Borreliose de Lyme tem vindo a
aumentar, em parte devido a diversidade de caracteristicas clinicas, epidemiolégicas e
laboratoriais apresentadas, as quais constituem um permanente desafio tanto para a
comunidade médica como para os investigadores; ambos na busca da necessaria e
prioritéria clarificagdo de que carece enquanto entidade clinica presente na nossa
populacgéao.

Desta forma, a realizacdo do presente trabalho procurou contribuir para um maior grau
de conhecimento desta doenca, das genoespécies de B. burgdorferi s.l. circulantes na
populacdo portuguesa e a respectiva resposta imunologica. Consequentemente, foram
optimizadas e comparadas técnicas de diagndstico laboratorial, a par da integracdo de

(novos) dados.
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No entanto, importa salientar que este trabalho foi confrontado, no seu decurso, com
algumas limitacdes decorrentes da impossibilidade de enquadrar, como desejavel, os
diversos dados relativos aos doentes e que sdo solicitados nas fichas clinico-
epidemioldgicas para BL. Exemplos desses, nomeadamente, a indicagdo da ocorréncia de
mordedura de carraca, a residéncia em espaco rural ou urbano, sinais e sintomas clinicos
compativeis com BL, a indicacdo da evolugdo da doencga, entre outros critérios,
imprescindiveis para uma melhor e mais consequente interpretacdo dos dados laboratoriais
obtidos. Por consequéncia, face a auséncia da referida informacéao clinica, ndo foi possivel
caracterizar na integra a amostra populacional problema em relacédo as referidas variaveis
em particular no contexto das manifestacGes clinicas versus fase evolutiva (precoce ou
tardia). No que respeita aos dadores de sangue, naturalmente por imperativos éticos todos

os dados sdao anénimos.

Assim, e do ponto de vista sOcio-demografico, a andlise efectuada na populagéo
problema, mesmo considerando tratar-se de uma amostra reduzida, identificou como
principais areas de residéncia destes doentes a regido a sul do Tejo e a regido Centro, com
particular enfoque para as zonas rurais (indicagcfes ndo apresentadas neste trabalho). Dos
dados disponiveis, verificou-se também que a distribuicdo dos doentes referenciados para
diagnostico laboratorial de BL foi equitativa quanto ao género e que a maioria dos doentes

se encontra em idade activa.

Inicialmente, no contexto do laboratério, a populacdo em estudo - problema e controlo -
foi sujeita a um rastreio imunol6gico efectuado por Imunofluorescéncia Indirecta (IFA).
Verificou-se que para cada uma das populacdes ndo houve, globalmente, uma diferenca
significativa entre o uso de um dos trés antigénios obtidos de estirpes de B. garinii (Pbi), B.
afzelii (PGau) e de B. lusitaniae (B102) uma vez que a reactividade evidenciada para cada
um deles foi muito semelhante. No entanto, ao comparar-se a populacdo problema vs
populacéo controlo do Grupo 2 (dadores de sangue), face aos trés antigénios, foi verificado
que a estirpe obtida de B. lusitaniae mostrou ser mais reactiva, comparativamente as outras
espécies do género Borrelia. Desta observacdo podem inferir-se dois aspectos: i) o facto da
espécie B. lusitaniae ter uma distribuicdo no Pais com um significado epidemiolégico que
importa considerar, como ja salientado em estudos anteriores efectuados no vector que
mostraram taxas muito significativas de infecgéio por esta mesma espécie °, demonstrando o
risco que pode constituir a exposicdo acidental da populacédo as espiroquetas da referida
espécie; ii) importa considerar a inclusdo de estirpes desta espécie (isolados nacionais)
como ‘alvo’ antigénico dos testes laboratoriais, nomeadamente ao nivel do rastreio (IFA),

pelo contributo que podera dar a sensibilidade do teste.
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Em relacdo as amostras de LCR testadas pela IFA confirmou-se, utilizando os trés
diferentes antigénios, que néo é facil evidenciar reactividade por esta técnica, sendo sempre
aconselhavel dispor simultaneamente de uma amostra sérica do mesmo doente, de forma a
fazer uma avaliacdo conjunta dos anticorpos intratecais (IgM e 1gG) envolvidos. Deste modo,
torna-se indispensavel a informacao prévia (hospitalar) de outros parametros analiticos, tais
como as concentragdes sanguineas de albumina e das IgM, G e A. Porém, face a auséncia
destes elementos mantém-se relevante a utilizacdo deste fluido organico no diagnéstico por
métodos directos como o nested-PCR.

Ainda no que respeita a seroreactividade revelada pela IFA na populacdo controlo
(Grupo 1 e 2), no ambito geral, os resultados foram 0s expectaveis, uma vez que esta
técnica ndo é 100% especifica para B. burgdorferi s.l., como ja referido em estudos
anteriores %, em parte devido as reac¢des-cruzadas com outras patologias, nomeadamente
as auto-imunes, mononucleose infecciosa e ainda as causadas por outras espiroquetas de
importancia médicas como as dos géneros Treponema e Leptospira, agentes etioldgicos de

sifilis e de leptospirose, respectivamente.

Outra técnica imunoldgica utlizada foi o Western blot (WB) para confirmagédo da

reactividade (positiva e duvidosa) da populagdo problema e controlo indicada pelo rastreio

por IFA. Observou-se que mais de 50% dos soros problema considerados como reactivos
pela técnica de rastreio ndo obtiveram a confirmacgéo da referida reactividade por WB. Uma
possivel explicacao para este facto esta ligada, como anteriormente referido, a presenca de
reacgOes-cruzadas com outras patologias de que a IFA nado esta isenta. Relativamente a
populacéo controlo (Grupo 1 e 2), reactiva pela imunofluorescéncia, verificou-se que o WB
veio confirmar o caracter positivo de algumas destas amostras indicando que: i) podem ter
tido contacto com o(s) vector(s) responsaveis pela transmissdo dos agentes causais da BL,
independentemente do respectivo estatuto (doentes das referidas patologias e dadores de
sangue), ocasionando a producdo de anticorpos anti-Borrelia spp., facto que pode ter
ocorrido simultaneamente com as outras situagfes clinicas. Porém, esta € apenas uma
hipotese de explicacdo dado n&o ter sido possivel aceder a respectiva informagéo clinico-
epidemioldgica dos envolvidos; ii) a concepcao do préprio “kit” usado no WB que, apesar de
constituir o teste confirmatério por exceléncia, ndo é (ainda) totalmente especifico para BL, o
que permite uma margem de incerteza apesar do avancgo tecnoldgico de que se reveste na
actualidade, nomeadamente a integracdo de um numero consideravel de fraccdes
antigénicas recombinantes e altamente especificas dentro do complexo B. burgdorferi s.lI.;
iii) a presenca de reaccdo-cruzada de antigénios ‘residuais’ comuns a outras espiroquetas

gue se encontram no mesmo grupo filogenético do género Borrelia.
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De acordo com todas estas hipéteses, os resultados obtidos pelos representantes do
Grupo 1 parecem indicar que o agente da sifilis esta mais ‘proximo’ do complexo B.
burgdorferi s.l., uma vez que foram confirmadas 75% das amostras por WB. Quanto aos
dadores de sangue (Grupo 2), a confirmacdo de 9% dos mesmos, como positivos, vem
demonstrar que na realidade ndo se pode excluir, pelas razbes ja& apresentadas, a
ocorréncia de um eventual contacto com o(s) agente(s) de BL, mesmo tratando-se de
individuos considerados ‘teoricamente’ saudaveis, aos quais ndo se realiza um exame
microbiologico de exclusdo destes agentes aquando da dadiva de sangue.

Neste estudo também foram confirmadas algumas amostras (problema e controlo) por

WB, indicadas como negativas por IFA, demonstrando que a auséncia de reactividade pode

nado significar auséncia de doenca como ja referido por outros autores %%,

Foram identificados por WB os antigénios OspC e a VISE como marcadores de fase
aguda e crobnica, respectivamente, tanto nas amostras reactivas e nao reactivas por IFA.
Este facto corrobora o ja referido por Tilly e colaboradores (2008) *#. A individualizagéo das
fracgBes antigénicas - OspC e pl8 - nas principais genoespécies do complexo B. burgdorferi
s.l. € uma vantagem acrescida deste teste, pois permitiu, na populacdo problema reactiva
por IFA e para a primeira das referidas fracgBes antigénicas, a observagdo do maior
envolvimento de B. afzelii detectada por WB-IgM, 0 que também se registou para p18 no
teste -IgG. Nao obstante o défice de informacéao clinica admite-se, pelo menos no verificado
para a OspC que é um importante marcador de fase aguda, que possa existir alguma
correlacdo de B. afzelii com manifestacdes clinicas ao nivel da pele, o que esta de acordo

com estudos prévios de outros autores 33,

Na anélise molecular efectuada por nested-PCR para o espaco intergénico do rRNA
23S(rrl)-5S(rrf) de B. burgdorferi s.l., em 17% das amostras problema (LCR e soros)
estudadas, obteve-se a amplificacdo de DNA especifico. Porém, o0 mesmo ndo sucedeu nas
amostras referentes a biopsias, liquido sinovial e sangue total, onde ndo se verificou
amplificacdo de DNA borreliano.

Admite-se que uma justificacdo plausivel para este facto possa estar associada a
factores extrinsecos, como a congelacdo/descongelagdo da amostra, o tempo de
armazenamento, incluindo a necrose do tecido, e que tera inviabilizado estas amostras
destruindo qualquer presenca da espiroqueta '®. Outro factor que pode ter contribuido para
uma possivel inibicdo da amplificacdo de DNA no decurso do PCR tem a ver com a
presenca de substancias no sangue (ou soro), como moléculas heme residuais e quelantes
para o MgCl, envolvido na estabilizacdo da DNA polimerase '°. No entanto, neste trabalho

foram utilizados “kits” especificos que pretendiam minimizar esta acgao inibitéria.
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Outra possivel justificagdo pode estar relacionada com a reduzida concentracdo das
bactérias, na propria amostra biologica. Esta situagdo, embora favoravel para o doente,
aumenta a incapacidade de resposta a nivel laboratorial, uma vez que é necessario dispor
de métodos directos extremamente sensiveis capazes de detectarem concentracdes
bacterianas mesmo residuais. A técnica nested-PCR responde a esta lacuna ao nivel do
diagnostico molecular; no entanto, ndo consegue detectar, de um modo totalmente fidvel,
concentracbes inferiores a 10° bactérias/mL, 0 que estd muitas vezes dependente de
condicBes extrinsecas, como as ja referidas, a que as amostras podem estar sujeitas °*%.
Por outro lado, os amplicBes foram visualizados apés electroforese em gel de agarose o que
constitui, por si s6, um factor também limitante, dado ser um método que carece de algum
poder de deteccdo, podendo vir a afectar os resultados pela introducéo de falso-negativos
106 “Além disso, ndo se deve descurar que mesmo na presenca de um resultado positivo por
nested-PCR esse facto ndo é sinbnimo de que a infeccdo esteja activa, podendo essa
reactividade dever-se a bactérias inviaveis, DNA solluvel e por¢des dispersas de

espiroquetas onde se encontra DNA 87105112,

Apesar dos deficits descritos, conseguiram identificar-se por RFLP, em 88% do total de
amostras problema (LCR e soros) amplificadas por nested-PCR, algumas genoespécies do
complexo B. burgdorferi s.I., sendo que a predominante foi B. garinii com 55%, seguindo-se
por ordem decrescente, B afzelii (23%), B. lusitaniae (13%) e B. burgdorferi s.s. (9%). Estes
dados mostram que B. garinii foi a genoespécie mais prevalente na amostra populacional
estudada. Porém, a extrapolacdo deste importante facto a nivel do Pais exige que esta
amostra fosse mais significativa 0 que, no entanto, ndo invalida o éxito obtido com a
presente confirmac¢do que corrobora estudos anteriores realizados, no vector, por diversos
investigadores, incluindo a equipa da ULBL, os quais tém vindo a evidenciar a presenca
efectiva destas espiroquetas em Portugal ®**"*#_ Foi também relevante perceber a relagéo
causa-efeito entre a distribuicdo das varias genoespécies e a proveniéncia dos doentes,
maioritariamente focalizada em duas regides onde é reconhecida a frequéncia de carragas
do género |. ricinus, potencialmente transmissoras das referidas bactérias.

Por outro lado, a identificacdo de B. lusitaniae em trés doentes refor¢ca o j& mencionado
em 2004 por Collares-Pereira e colaboradores ** aquando da obtenc&o do primeiro isolado
de espiroquetas da referida espécie numa biopsia cutdnea de um doente. Mais

recentemente, outros trabalhos "

tém evidenciado a presenca desta genoespécie cuja
importéncia epidemiol6gica e clinica é da maior importancia para a compreensdo da
Borreliose de Lyme no nosso Pais.

Nas amostras estudadas, ndo foi identificada nenhuma infec¢do mista o que ndo pode

ser considerado sinénimo da sua auséncia, admitindo-se como possivel justificacdo o facto
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da presencga de DNA borreliano identificado como B. burgdorferi s.I. se ter ‘sobreposto’ ao de
outras espécies (no decurso da amplificagdo) contribuindo para tornar mais evidente o
respectivo padrdo. N&o obstante esta realidade, entende-se como Uutil, nestes casos, a
realizacdo de uma outra amplificacdo do 2° ciclo do nested-PCR com os mesmos “primers”,
aumentando deste modo a concentracdo do fragmento presente. Este seria, entao,
submetido posteriormente a restricdo, excluindo com este procedimento a hipétese de co-
infeccao.

Futuramente, sera interessante incluir outros alvos moleculares, entre os quais, 0s genes
osp, rRNA 16S, ou utilizar outras técnicas moleculares de genotipagem (ex. “Reverse Line
blot”) visando outras alternativas para a identificacdo das principais espécies patogénicas de
B. burgdorferi s.l., por quanto isso se reflectira, a curto ou médio prazo, na exigivel e
constante melhoria da resposta laboratorial a esta importante doenga no nosso Pais.

Por ultimo, importa fazer ainda uma referéncia a amplificacdo por PCR convencional

90,92

(protocolo A, B e C) prévia a genotipagem por RFLP que ndo foi totalmente concretizada
na amostra populacional seleccionada, devido a limitagdo de tempo que inviabilizou a
optimizacao das referidas abordagens (quer nas condi¢des do laboratdrio quer nas préprias
amostras em estudo). Esta abordagem foi (parcialmente) iniciada mas, naturalmente, carece
de continuidade o que ndo impede que se considere como uma alternativa concreta ao
nested-PCR-RFLP, dada a sua utilizacdo noutros laboratérios de referéncia internacionais,
além de apresentar vantagens acrescidas de que se destacam o controlo de contaminacao,
a rapidez de execucédo e inclusive os custos materiais, aspecto sempre de grande relevo
gquando estas tecnologias séo transpostas da investigacdo para o contexto quotidiano do

apoio aos doentes e a comunidade onde se inserem.

Face aos resultados obtidos e a respectiva avaliacdo, pode dizer-se que o objectivo
principal foi cumprido atendendo a que: i) estabeleceu-se o diagnéstico laboratorial de
Borreliose de Lyme, através de técnicas imunoldgicas e moleculares, em 42 doentes (29%)
da amostra populacional estudada com suspeita clinica da referida patologia; e ii) contribuiu-
se para 0 conhecimento das genoespécies mais frequentes, o que foi possivel em 15% dos
doentes com diagndstico molecular positivo para Lyme.

Por ultimo, a realizacdo do presente estudo permitiu, entre outros aspectos, expressar
uma recomendacao que se traduz na atitude de ndo se dever privilegiar o uso das técnicas
moleculares em detrimento das imunolégicas (e vice-versa), uma vez que, para além do alvo
de pesquisa ser diferente (DNA vs anticorpos), também as fases evolutivas da doenca
condicionam o melhor método a aplicar. Deste modo, o diagndstico de BL continua a ser
essencialmente clinico e para o laboratério sera sempre fundamental o contributo da

anamnese, bem como da correspondente informacao clinico-epidemioldgica, essencial para
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a orientacdo da melhor técnica a realizar, assumindo o laboratorio o seu papel fulcral no
apoio ao referido diagnadstico.

A concretizagdo pratica destes aspectos a par de uma investigacdo permanente e
actualizada destas espiroquetas ao nivel da sua biologia e bio-ecologia, impacte das
alteracdes climéticas sobre os principais vectores e ainda (novas) abordagens clinico-
laboratoriais capazes de tornar as técnicas ja existentes mais rapidas, sensiveis e
especificas, contribuirdo seguramente para um tratamento mais adequado e atempado dos
doentes infectados e, por consequéncia, permitird conhecer a real incidéncia da Borreliose

de Lyme em Portugal.
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6. ANEXOS

Quadro suplementar 1 — Estirpes de B. burgdorferi s.l. utilizadas neste estudo.

Espécie de B. . . ; . . Referéncia
burgdorferi s.I. Estirpe Origem do isolado Pais de origem GenBanK
. B31 l. scapularis (vector EUA L30127
B. burgdorferi s.s. 3 pularis (v ) Y 30
VS219 Humana Franca AY032919
B. garinii Pbi Humana Austria Z77175
B. afzelii PGau Humana Alemanha DQ111066
_— B102 Humana Portugal AY209179
B. lusitaniae —
P37 . ricinus (vector) Portugal L30131

Quadro suplementar 2 — Ficha clinico-epidemiolégica de Borreliose de Lyme (adoptada pela
ULBL/IHMT/UNL).

z * UNIDADE DE LEPTOSPIROSE E BORRELIOSE DE LYME

Instituto de Higiene e Medicina Tropical

Rua da Junqueira 96
1349-008 Lisboa — Portugal

(Tel. 213652600 / Fax: 213632105 / E-mail: mcp@ihmt.unl.pt)

Diagnéstico Laboratorial da Borreliose de Lyme

Data de Recepgdo: __ / /200__ N°Lab:B__ /0__ (__2amostra)

Data da colheita: __/_ /200 _
Material enviado: ~ Soro[] Liquor [] Bidpsia [l outros

Colheitas anteriores? SimO -N°LabB_ /__ ;NaoO

Nome do doente:
Idade: Tel.

Morada:
Cadigo Postal: - Concelho:

Data da consulta/ Internamento: __ / /200 __

Hospital: Servigo: Cama:

Médico assistente:

Informacéo clinica relevante

Inicio da doenca: dias 0 ; meses O ; anos 0
Sinais e Sintomas: febre 0O; quadro gripal O; cefaleias 00; meningismo [0; paralisia OJ; artralgias

0; artrite [0; cardite O; outros

Exantema? Sim O n° lesGes ; tamanho médio cm; duragéo dias; NaoO
Antibioterapia? Sim I ( ), inicio:___dias; NaoO

Diagnéstico(s) clinico(s):

Informag&o epidemioldgica relevante

Ocupagcéo profissional: Actividades de lazer: youtras:_
Exposicéo a zonas florestadas ou arbustivas: Sim O onde? Né&o O
Mordeduras de carraga: Sim (hd___dias) NaoO Né&o sabeO
Origem do doente: zona urbanal zona rural O
Contacto com: animais domésticos 0 quais ; roedores

outros animais [

Viagens recentes:
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Q

uadro suplementar 3 — Critérios de avaliacdo do teste WB fornecidos pelo fabricante do “kit”.

A
Kontrolle

OspC

3

§

p100
B. spiel.

3
3

B.ss.
B. afz.
B. gar.

3

g

A

Negativo Duvidoso Positivo

<5 6 >7

<
8% 353 3 E
o S o o o O 0
Ml 5 |5|4|1|5]|5 5
Bl s |5 | 4| 1|4 |5 5

Tabela suplementar 1 — “Primers” utilizados nas reac¢des de PCR.

Sequéncias dos Oligonucle6tidos usados para a regido intergénica rrf-rrl

Designacao Sequéncia nucledtidica Posicéo no Dimenséao
atribuida (5 — 3) espaco amplicdo
intergénico (pb)

“Primer” 1 (23SN1) ACCATAGACTCTTATTACTTTGAC 469-446 380
“Primer” 2 (23SC1) TAAGCTGACTAATACTAATTACCC 92-115 380
“Primer” 3 (23SN2) ACCATAGACTCTTATTACTTTGACCA 469-444 230
“Primer” 4 (5SCB) biotina-GAGAGTAGGTTATTGCCAGGG 243-263 230
“Primer” int 1 CTGCGAGTTCGCGGGAGA 77-95 250
“Primer” int 2 TCCTAGGCATTCACCATA 38-20 250
“Primer” SPA1 TAAGCTGACTAATACTAATTACCCGTATCT 2890-2919 250
“Primer” SPA2 AATCTTGGGATCAATAAATGTTTGCTTCTC 113-84 250

Tabela suplementar 2 - Andlise estatistica da reactividade da pop
Grupo 2 (dadores de sangue), comparativamente a estirpe B102 (B. |

IFA com B. lusitaniae

ulacéo problema vs controlo do
usitaniae), estudada por IFA.

%?=6,929 com 1 g.l.

p=0,008

Populacéo estudada ‘ Positivo Negativo
Populacdo Problema 64 61
Populacdo Controlo (Grupo 2) 4 18
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Tabela suplementar 3 - Analise estatistica da reactividade demonstrada contra o antigénio OspC no
WB-IgM e -IgG, quanto as diversas genoespécies de B. burgdorferi s.l., nos doentes confirmados por
WB.

Subdiyi_séo do Ag OspC nas Positivo Negativo 2
genoespécies de B. burgdorferi s.I. x"=13,935 com 3 g.l.
B. garinii 4 6 p= 0,004
B. afzelii 10 0
B. spielmanii 5 5
B. burgdorferi s.s 2 8

Subdivisdo do Ag OspC nas

genoespécies de B. burgdorferi s.I. PRI NECEIE %°=5,629 com 3 g.I.
B. garinii 4 5 p=0,173

B. afzelii 3 6

B. spielmanii 4 5

B. burgdorferi s.s 0 9

Tabela suplementar 4 — Andlise estatistica da reactividade demonstrada contra o antigénio p18 no
WB-IgG, quanto as diversas genoespécies de B. burgdorferi s.l., nos doentes confirmados por WB.

Subd,iv_iséo do Ag pl18 nas Positivo Negativo
genoespécies de B. burgdorferi s.l. v?=11,657 com 3g.l.
B. garinii 4 2
B. afzeli 5 1 p=0.011
B. spielmanii 1 5
B. burgdorferi s.s 0 6

Tabela suplementar 5 - Andlise estatistica dos resultados globais para o teste PCR-RFLP
correspondente aos polimorfismos identificados entre as diversas genoespécies de B. burgdorferi s.I.

PCR-RFLP
Genoespécies identificadas Positivo Negativo X
B.garini | garinii 12 10 x"=14,788 com 3 g.l.
B. afzelii 5 17 p=0,003
B. lusitaniae 3 19
B. burgdorferi s.s 2 20
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Tabela suplementar 6 — Concordancia entre os resultados obtidos por nested-PCR e WB
nested-PCR

Positivo Negativo
Positivo 12 17

k =0,98

Negativo 8 41
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