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Resumo

Bonoldi VLN. Estudo laboratorial de agentes infecciosos transmitidos por
carrapatos em pacientes com a Doenca de Lyme-simile brasileira (Sindrome
Baggio-Yoshinari) [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2009. 114p.

Ehrlichiose Monocitica Humana, Anaplasmose Granulocitica Humana, Babesiose,
Febre Maculosa das Montanhas Rochosas e Doenga de Lyme sdo doencas
transmitidas por carrapatos encontradas no Hemisfério Norte. No Brasil, a DL-simile
chamada de Sindrome Baggio-Yoshinari (SBY) ¢ descrita, mas as caracteristicas
epidemiologicas, clinicas e laboratoriais sdo diferentes da DL original. Nos
Brasileiros, as outras doengas transmitidas por carrapatos sdo pouco estudadas. O
objetivo desta pesquisa € estudar a possibilidade de co-infecgdo entre a SBY e outras
doengas transmitidas por carrapatos, através de ensaios laboratoriais para Ehrlichia
spp, Babesia spp and Rickettsia spp em um grupo de 70 pacientes com SBY. Dez
pacientes estavam na fase inicial da doenca e 60 no estdgio latente. Eritema
Migratorio (EM) esteve presente em 27 (38,6%), artrite em 26 (37,1%), febre em 13
(18,5%), cefaléia em 29 (41,4%), artralgia em 36 (51,4%), mialgia em 51 (72,8%),
fadiga em 38 (54,3%), meningite em 4 ((5,7%), neurite craniana em 8 (11,4%),
radiculopatia periférica em 9 (12,8%), encefalomielite em 4 (5,7%), cardiopatia em
7 (10%), lesdo de pele atipica em 10 (14,3%) e anemia em 10 (14,3%). O ELISA
(“Enzyme Linked Immunosorbent Assay”) para Borrelia burgdorferi foi positivo em
21 (30%) pacientes do grupo da SBY e apenas em 3 dos 50 (6%) individuos do
grupo controle (p = 0.01). Usando o método de Western blotting (WB) modificado
para antigenos da B. burgdorferi, trinta e cinco (50%) dos pacientes com SBY
foram positivos, e 2 (4%) individuos do grupo controle. (p<0,001). A Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) (IgG) apresentou resultados significativos para
tr€s das cinco espécies de Rickettsia spp analisadas: R. parkeri (8,6%) (p = 0,032),
R. amblyommii (22.8%) ( p =0,031) e para R. bellii (8.6%) (p=0,032). O Teste do
Qui-quadrado foi usado para andlise estatistica. . Poucos pacientes apresentaram
positividade para antigenos de B. bovis (RIFI ¢ ELISA) e B. equi (RIFI). A RIFI
para antigenos da Ehrlichia canis foi positiva apenas para um (1.4%) paciente com
SBY. Isto nos leva a concluir que pacientes com SBY apresentaram co-infecc¢ao
com R. parkeri, R. amblyommi ¢ R. belli, sugerindo que a SBY possa ser
transmitida pelos mesmos carrapatos responsdveis pela transmissdo destas
Rickettsias.

Descritores: 1.Zoonoses 2.Rickettsia 3.Ehrlichiose/diagnéstico 4.Sindrome Baggio-

Yoshinari 5.Rickettsia parkeri 6.Rickettsia amblyommi 7.Rickettsia bellii.



Summary

Bonoldi VLN. Laboratorial study of tick-borne infectious agents in patients with
Brazilian Lyme-like Disease (Baggio-Yoshinari Syndrome) [thesis]. Sdo Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2009. 114p.

Human Monocytic Ehrlichiosis, Human Granulocytic Anaplasmosis, Babesiosis,
Rocky Mountain Spotted Fever and Lyme Disease (LD) are tick-borne diseases
commonly found in the North hemisphere. In Brazil, a LD-like illness called Baggio-
Yoshinari Syndrome (BYS) is described, but epidemiological, clinical and
laboratorial features are different from the original LD. In Brazilian humans, the
other tick-borne diseases are less frequently studied. The aim of this survey was to
verify the possibility of co-infections between BYS and other tick-borne diseases,
using laboratorial assays to Ehrlichia spp, Babesia spp and Rickettsia spp in a group
of 70 patients with BYS. Ten patients were at initial stage of the disease and 60
patients were in a latent stage. Erythema migrans (EM) was present in 27 patients
(38.6%), arthritis in 26 (37,1%), fever in 13 (18.5%), headache in 29 (41.4%)
arthralgia in 36 (51.4%), myalgia in 51 (72,8%), fatigue in 38 (54,3%), meningitis in
4 (5.7%), cranial neuritis in 8 (11.4%), peripheral radiculopathy in 9 (12.8%),
encephalomyelitis in 4 (5.7%), cardiopathy in 7 (10%), atypical skin eruptions in 10
(14.3%) and anemia in 10 patients (14.3%). ELISA (Enzyme Linked
Immunossorbent Assay) for Borrelia burgdorferi antigens was positive in 21 patients
(30%) of BYS group, while only 3 (6%) from 50 normal individuals had positive
reactions (p = 0.01). Using the modified Western Blotting (WB) method for B.
burgdorferi antigens, 35 (50%) of the BYS patients were positive, and 2 normal
individuals (4%) from the control group (p <0,001). Indirect Immunofluorescence
Assay (IFA) (IgG) presented positive results for three of five species of Rickettsia
tested: R. parkeri (8, 6%) (p = 0,032), R. amblyommii (22.8%) (p = 0,031) and for
R. bellii (8.6%) (p = 0,032). Chi-square test was used for the statistic analysis. A
few patients developed a positive reaction to B. bovis (IFA and ELISA) and B. equi
antigens (IFA). IFA for Ehrlichia canis antigens was positive in only one patient
(1.4%) with BYS. It was possible to conclude that BYS patients presented a co-
infection with R. parkeri, R. amblyommi and R. bellii, suggesting that BYS can be
vectored by the same ticks responsible for the transmission of Rickettsial agents.

Descriptors:  1.Zoonoses  2.Rickettsia  3.Ehrlichiose/diagnostico  4.Sindrome
Baggio-Yoshinari 5.Rickettsia parkeri 6.Rickettsia amblyommi 7.Rickettsia bellii
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1.1 Sindrome Baggio-Yoshinari e doenca de Lyme

Em 1989, uma equipe multidisciplinar formada pelo Prof. Domingos Baggio
(Entomologista do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Sdo Paulo —
ICBUSP), Prof. Paulo Yassuda (Microbiologista do ICBUSP) e Prof. Dr. Natalino
Hajime Yoshinari (Reumatologista da Faculdade de Medicina da USP — FMUSP)
iniciou a pesquisa da doenca de Lyme (DL) no Brasil com o incentivo do Prof.
Allen C. Steere, médico responsavel pela descoberta da DL nos Estados Unidos
(Steere et al., 1977; Yoshinari et al., 1992).

A DL ¢é uma zoonoose causada por bactérias do complexo Borrelia
burgdorferi sensu lato. As espécies patogénicas ao homem mais importantes e
relatadas no Hemisfério Norte sdo a Borrelia burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B.
afzelii e B. japonica. Nos Estados Unidos o agente etiologico ¢ a B. burgdorferi
sensu stricto, ¢ na Europa, a B. garinii, B. afzelii e B. burgdorferi sensu stricto.
Na Asia as espécies patogénicas identificadas sdo a B. garinii, B. afzelii e B. japonica
(Baranton et al., 1992; van Dam et al., 1993) (Tabela 1).

A Borrélia spp ¢ uma espiroqueta Gram negativa, microaeréofila, com
comprimento entre 10 e 20 um e largura entre 0,2 e 0,5um. Ela tem de 7 a 11
flagelos periplasmaticos, os quais estdo relacionados a motilidade e morfologia da

bactéria. Mutacdes em genes que codificam proteinas de flagelo, como o FIgE,
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alteram a sintese flagelar ocasionando alteracdo na morfologia e motilidade da
Borrelia spp, a qual perde sua forma espiralada e movimento em torno do proprio
eixo (Charon et al., 2002). A membrana celular externa da Borrelia spp é composta
por lipoproteinas que atuam como fatores imunogénicos ao hospedeiro, ativando o
sistema imune contra a infeccdo bacteriana. Além disto, as lipoproteinas atuam na
capacidade de viruléncia do microrganismo, como as proteinas de superficie OspA e
OspB que atuam na transmissdo da Borrelia spp do hospedeiro vertebrado para o
carrapato (Woodman et al., 2008). Assim como, a proteina de superficie OspC que ¢
um importante fator de viruléncia durante a transmissao da bactéria do carrapato para
o hospedeiro (Grimm et al., 2004).

A Borrelia spp cresce em meio de cultura especifico (BSK-II) e ¢
corada pelos métodos de Giemsa, Hematoxilina/Eosina e com corantes a base
de prata. A Reacdo em Cadeia de Polimerase ¢ um teste util e sensivel na
identificacdo de infec¢do pelas borrélias, especialmente em material
proveniente de bidpsias de eritema migratério e sindvia, em relagdo ao sangue
de pacientes com DL.

A Borrelia spp ¢ transmitida pelos carrapatos Ixodes scapularis, Ixodes
pacificus, Ixodes ricinus ¢ Ixodes persulcatus, todos pertencentes ao complexo
Ixodes ricinus. B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii e B. afzelii sdo transmitidas
pelo Ixodes scapularis, Ixodes pacificus, Ixodes ricinus e Ixodes persulcatus
(Caporale et al., 1995). A B. japonica ¢ transmitida exclusivamente pelo Ixodes
ovatus (Kawabata et al., 1993) (Tabela 1).

Os Ixodideos apresentam trés estagios de evolucdo, larva, ninfa e adulto.

Em cada fase evolutiva, o carrapato se alimenta em vdarias espécies de
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vertebrados. Aslarvas e ninfas sdo mais freqlientemente encontradas em
pequenos mamiferos como roedores € a forma adulta em animais de maior porte.
O homem ¢ infectado principalmente pelas larvas e ninfas do carrapato, as quais
medem cerca de 0,2 a 0,5 cm e sdo dificilmente observadas pelo hospedeiro.
Nos Estados Unidos da América (EUA) onde as ninfas predominam no verao, nos
meses de maio e junho, existe o maior risco de contigio da enfermidade.
A transmissdo da bactéria ¢ efetiva apenas apos 24 a 48 horas de repasto
sanguineo (Crippa et al., 2002).

As manifestacoes clinicas surgem por estagios, sendo inicialmente
caracterizadas pela presenca do Eritema migratorio (EM) (Figura 1) no local da
picada do carrapato e sintomas gripais (Steere et al., 1983). Na fase secundaria da
doenca pode haver acometimento osteoarticular, dermatologico, neuroldgico e
cardiaco. Neste estagio pode ocorrer artrite, principalmente de padrao
oligoarticular; lesdes de pele como as anulares secundarias, acrodermatite
cronica atréfica (ACA) e linfocitoma. Complicagdes neuroldgicas sao
caracterizadas por meningite linfomonocitaria, meningoencefalite,
meningorradiculoneurite (Sindrome de Garin-Bujadoux-Bannwarth) manifestada
com intensa dor nevralgica, neuropatia craniana, radiculopatia motora ou
sensitiva e raramente encefalomielite. Manifestacdes oculares podem ocorrer em
todas as fases da doenca como conjuntivite na fase aguda, enquanto que a
queratite, uveite ¢ infec¢do da retina manifestadas por diplopia, edema, fotofobia
e enbacamento visual (Mora e Carta, 2009) ocorrem no estagio secundario da
zoonose. O cometimento cardiaco ¢ menos freqiiente e caracteriza-se por

bloqueio atrio-ventricular e miocardite (Steere, 1989; Stanek e Strle, 2008;
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Hildenbrand et al., 2009) (Tabela 2). O tratamento da doenca com antibidticos
deve ser precoce para eliminar a infec¢do e evitar complicacdes secundarias e

terciarias da doenga (Stanek e Strle, 2008) (Tabela 3).

Figura 1 - Eritema migratério (EM) — lesdo de pele da SBY

Nos EUA, atualmente existe o conceito de Sindrome Poés-Lyme para
denominar um conjunto de sintomas clinicos caracterizados por fadiga, dores
musculo-esqueléticas, cefaléia e distirbios do cognitivo que persistem mesmo apos a
instituicdo do tratamento. Estudos sugerem que na fase tercidria, sintomas cronicos
articulares, neurologicos, cardiacos e dermatoldgicos sdo atribuidos a autoimunidade
(Kuenzle et al., 2007) ou a Sindrome pds Lyme (Cairns e Godwin, 2005)..

Em 1992, foram identificados os primeiros casos idénticos a DL no Brasil em
irmdos que apresentaram EM, artrite e sintomas gripais apos picada de carrapatos
(Yoshinari et al., 1992). Apds duas décadas de pesquisas, novos casos clinicos
permitiram caracterizar os aspectos clinicos e epidemiologicos da doenca que foi

denominada de Sindrome Baggio-Yoshinari devido as intmeras particularidades
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clinicas e laboratoriais em relagdo a DL cléassica (Gauditano et al., 2005) As
manifestagdes clinicas da SBY sdo semelhantes as da DL com acometimento de pele
e sintomas articulares, neurolégicos e cardiacos, porém, os pacientes com SBY
podem apresentar recorréncia destas manifestagcdes clinicas mesmo apos tratamento
adequado (Yoshinari et al., 1997)

A exemplo do que ocorre no hemisfério Norte, enfermos com a SBY cursam
com queixas compativeis com a Sindrome da Fadiga Cronica (SFC), caracterizada
por quatro dos seguintes sintomas: fadiga prolongada por mais de seis meses,
cefaléia, mialgia, diminui¢do da memoria, sono ou concentracao, artralgia, dor de
garganta ou adenomegalia cervical (Costa et al., 2001). Nos Estados Unidos da
América do Norte e na Eurésia, estes sintomas sdo denominados de Sindrome pos-
Lyme ou TAPOS (Cairns e Godwin, 2005).

O agente da SBY parece ser uma borrelia de morfologia atipica que sofreu
alteragdes gé€nicas para se adaptar em ambiente diferente do habitual, considerando
que no Brasil ndo existem carrapatos do complexo Ixodes ricinus e nem as espécies
de animais que atuam como hospedeiros do Hemisfério Norte. O exame a
microscopia eletronica do sangue periférico de doentes com SBY, revela a presenca
de estruturas que lembram espiroquetas sem flagelos, além de outros
microorganismos com morfologias de Mycoplasmas e Chlamydias (Mantovani et al.,
2007) (Figura 2). Sabe-se que espiroquetas como as borrélias e treponemas,
desenvolveram grande capacidade adaptativa de sobreviver em meios indspitos,
sendo capazes de modificar o genoma e a expressao protéica (Murgia e Cinco, 2004;

Ovcinnikov e Delektorskij, 2007).
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Figura 2 - Agente etiologico da SBY

(Borrelia burgdorferi mutante)

Espiroquetas em modificagdo adaptativa exibem morfologias de esporos,
cistos, bacteroides, corpos densos € os que perdem a membrana externa apresentam
morfologias de Mycoplasmas e sdo conhecidas como forma L ou bactérias sem
parede (cell wall deficient bacteria).

Recentemente, identificou-se borrélias de morfologia atipica, semelhantes ao
descrito no Brasil, em tecido cerebral de pacientes com neuroborreliose (Miklossy et
al., 2008). Em geral, as bactérias na sua forma L ndo sdo patogénicas, com raras
excegoes. Contudo, as estruturas visualizadas nos pacientes com SBY sdo capazes de
invadir células endoteliais e crescem temporariamente em meio de cultivo conhecido
como SP4, adequado para cultivo de Spiroplasma spp (Mollicutes). Do ponto de
vista laboratorial, aproximadamente 65% dos pacientes com SBY desenvolvem
resposta imunoldgica humoral e celular contra antigenos da Borrelia burgdorferi

cepa G39/40 de origem americana. Contudo, a reatividade imunolégica ¢ fraca e
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transitoria. Adicionalmente, doentes com SBY desenvolvem altas freqliéncias de
distarbios autoimunes, como o0s anticorpos contra componentes neuronais
(Gauditano et al., 2000).

Os carrapatos transmissores do agente etioldogico da SBY sugerem ser o
Amblyomma cajennense (carrapato estrela) e o Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
ambos pertencentes a Familia Ixodidae (Barros-Battesti et al., 2000; Costa et al., 2002;
Yoshinari et al., 2003)

Na atualidade, define-se a SBY como enfermidade transmitida por
carrapatos ndo pertencente ao complexo Ixodes ricinus, causada por espiroquetas de
comportamento latente de morfologias atipicas, que reproduz manifesta¢des clinicas
semelhantes ao visto na DL, exceto pela ocorréncia de recorréncias e alta incidéncia
de anomalias autoimunes. Trata-se de enfermidade tipica do territorio brasileiro e
que deve ser separada da classica DL encontrada no Hemisfério Norte. Postula-se
que, as condi¢des geograficas e climaticas proprias do pais, aliadas a ocorréncia de
carrapatos exoticos, diferente dos descritos nos EUA e Eurasia, tenham propiciado o
desenvolvimento de espiroquetas de caracteristicas impares, capazes de justificar as

particularidades observadas na SBY em relacao a DL.
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Tabela 1. Agente etiologico, vetores e hospedeiros da Sindrome Baggio -
Yoshinari (SBY) e doenca de Lyme

SBY DL - EUA DL —Europa/Asia
Agente Borrelia spp mutante Borrelia burgdorferi Borrelia garinii,
etiologico sensu stricto Borrelia afzellii,

Borrelia burgdorfer,
sensu stricto,

Borrelia japbnica

Vetores Amblyomma cajennense, Ixodes scapularis, Ixodesricinus,

Rhipicephalus (Boophilus)  Ixodes pacificus Ixodes ovatus,
microplus, Ixodes loricatus
Ixodes persulcatus

Reservatorios gambas: roedor silvestre: aves :
Peromyscus leucopus,
Didelphis marsupialis, Phasianus colchicus
Didelphis albiventris Turdus chrysolaus,
CE€rvo:

Odocaileus virginianus,
roedores silvestres: roedores

Bolomys lasiurus, Akodon
cursor, Oxymycterus sp. lagartos

FONTE: Costa et al., 2002; Barros-Battesti et al., 2000; LoGiudice et al., 2003; Kurtenbach et al, 1998;
Miyamoto et al., 1997.
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Tabela 2. Manifestagdes clinicas da Sindrome Baggio-Yoshinari e doenga de Lyme

SBY

DL —EUA

DL —Europa/Asia

Fase aguda:
Eritema Migratorio(EM)

febre, cefaléia, artralgia,
mialgia, fadiga,

mal estar,

linfoadenomegalia.

Fase secundaria:
Dermatologicas:

lesdes anulares
secundarias, linfocitoma,
paniculite, escleroderma-
like.

Neurologicas:

Meningite, neurite
craniana,neuropatia
periférica ,neurite optica,

encefalomielites

agudas e cronicas,
meningoradiculite
(Sindrome de Bannwarth),

polirradiculoneurite
(Guillain-Barr¢),

Fase aguda:

EM, febre, mal estar, fadiga,
cefaléia,

calafrios, conjuntivite,
linfoadenopatia.

Fase secundaria:
Dermatolégicas:
Eritema anular secundario,

Acrodermatite Cronica
Atrofica (ACA)- raro

Neurologicas (<10%):

caracterizada pela triade
meningite linfomonocitaria,
paralisia facial e
miningoencefalite.

Fase aguda:

Cefaléia, artralgia, mialgia,
fadiga linfocitoma, mal
estar, EM (menos
freqiiente).

Fase secundaria:
Dermatoldgicas:
Eritema anular secundario,

Acrodermatite Cronica
Atrofica (ACA),
linfocitoma.

Neurologicas (>35%):
meningorradiculoneurite

(Sindrome de Garin-
Bujadoux-Bannwarth),

meningoencefalite,

encefalomielite, uveite,
queratite ocular.

Continua...
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Continuagao Tabela 2

SBY

DL —EUA

DL —Europa/Asia

Osteo-articulares:

Artrite com padrao
oligoarticular, inicialmente
de grandes articulagdes e
progressivamente de
pequenas, com rigidez
matinal.

Fotossensibilidade,
Fendémeno de Raynaud,
sindrome séca,

vasculite

Cardiacas (10%):

Arritmia cardiaca e
cardiopatia.

Fase terciaria:
Dermatologicas:

ACA.

Osteo-ariculares:

Artrite cronica

Osteo-articulares:

Artrite de grandes
articulagcdes com padrao
oligoarticular.

Cardiacas:

Bloqueio atrio-ventricular,
miocardite

Fase terciaria:
Dermatolégicas:

raras

Osteo-articulares:

Artrite cronica (10% dos
doentes, provavelmente
devido a auto-imunidade)

Neurologicas:

Encefalomielite, ataxia
cerebral, encefalopatia,
distarbio do cognitivo.

Osteo-articulares

Artrite com padrao
oligoarticular.

Cardiacas:

Bloqueio atrio-ventricular,
miocardite

Fase terciaria:
Dermatolégicas:

Acrodermatite cronica
atrofica (causada por
Borrelia afzelii)

Osteo-articulares:

raras

Neurologicas:
Encefalomielite cronica,

distarbio do cognitivo.

Continua...
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Conclusdo Tabela 2

SBY

DL —EUA DL —Europa/Asia

Neuroldgicas:

Cefaléia, encefalomielite
cronica, disturbio

do cognitivo (alteracdo do
sono,comportamento,
raciocinio, memoria,
nervosismo, parestesia de
extremidades.

Sidrome da Fadiga Cronica:
fadiga persistete por mais de
6 meses, mialgia, artralgia,
cefaléia, dor de garganta,
adenomegalia cervical,
irritailidade, diminuigdo do
sono, concentragdo e
memoria

Sindrome Pos-Lyme

Fadiga, mialgia, artralgia,
cefaléia, rigidez de nuca
parestesia, irritailidade,
dimiuicao do sono,
concetragdo ¢ memoria.
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Tabela 3. Tratamento da Sindrome Baggio-Yoshinari (SBY) ¢ doenga de Lyme
SBY DL —EUA DL —Europa
Fase aguda: Fase aguda: Fase aguda:
Doxiciclina 100mg/2Xdia, ou  Doxiciclina 100 mg duas Doxiciclina 200 mg/dia,

Amoxicilina 500mg/4Xdia -
30 dias

Fase latente:

Repetir prescri¢ao da fase
aguda por trés meses ou

Ceftriaxone 2g endovenoso —
30 dias,, seguido de doxicilina
200 mg/dia ou azitromicina
500mg/dia por dois meses.

Associacdo de difosfato de
cloroquina 250mg/dia ou
hidroxicloroquina 400mg/dia.
Imunossupressores ou drogas
modificadoras da artrite
reumatoide sdo indicados nos
casos de complicagdo
articular. Nao ha padronizagao
terapéutica nos casos de
recidivas neurologicas.

Observagao: casos de SBY
latentes englobam os
diagnosticados apods trés meses
do contagio e os recorrentes.
Nao ha critérios que permitam
predizer quando desitir dos
antibidticos aos pacientes com
SBY latentes.

vezes ao dia ou amoxicilina
500 mg quatro vezes ao dia
ou azitromicina 500 mg/dia
por 2 a 3 semanas.

Fase secundaria:

Mesmo esquema da fase
aguda. Doentes com queixas
neurologicas podem ser
tratados com ceftriaxone
2g/EV/dia ou penicilina
cristalina 20 milhdes por 2 a
3 semanas.

Fase terciaria:

Semelhante ao estagio
secundario, prolongando-se
os antibidticos até 30 dias.

Observagao: como nao se
admite DL recorrente, as
queixas posteriores ao
tratamento sdo interpretados
como Sindrome pds-Lyme e
ndo medicados com
antibioticos.

amoxiciclina 2g/dia, axetil-
cefuroxime, azitromicina
500 mg/dia ou penicilina V
— 14 dias

Fase secundaria:

Acometimento neurologico
ou cardiaco: ceftriaxone
2g/EV/dia ou penicilina G —
20 milhdes ao dia durante 2
ou 3 semanas.

ACA ou artrite:

Ceftriaxone 2/EV/dia ou,
penicilina G 20 milhdes ao
dia, doxiciclina 200 mg/dia
ou amoxicilina 2g/dia por 4
semanas.

Fase terciaria:

Semelhante ao estagio
secundario, prolongando-se
os antibidticos até 30 dias.

Observagdo: a exemplo da
conduta Norte americana
ndo se admite recorréncias
na Europa e Eurasia e
portanto nao ha
recomendacéo de
antibidticos na Sindrome
pos-Lyme.
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1.2 Ehrlichiose Monocitica Humana (EMH)

Ehrlichiose humana ¢ o termo empregado para as infec¢des causadas pelos
microorganismos de células monociticas (Ehrlichiose monocitica humana) e
granulociticas (Ehrlichiose granulocitica humana). Os primeiros relatos de
Ehrlichiose Humana foram em pacientes com sintomas de febre, cefaléia, mialgia,
leucopenia, trombocitopenia e anemia. O esfregago sanguineo destes doentes revelou
a presenca de bactérias em vacuolos no interior de mondcitos. Nos Estados Unidos
da América, em 1987, Maeda e cols. descreveram pela primeira vez a Ehrlichiose
Humana causada pela E. canis, baseado na Imunofluorescéncia Indireta positiva
para esta espécie de microorganismo.

Em 1991, Dawson e cols. conseguiram isolar o agente etiologico da
Ehrlichiose Monocitica Humana (EMH) de sangue periférico de paciente com febre
de 39,4°C, cefaléia, faringite, nausea, vomito, linfoadenopatia e esplenomegalia Na
época, o agente foi classificado como geneticamente diferente da E. canis, mas com
semelhanga antigénica, uma vez que os pacientes tinham sorologia positiva para esta
espécie. Anderson e cols. (2001), aplicando a Reacdo em Cadeia de Polimerase em
amostras de sangue de pacientes e posterior sequenciamento do produto amplificado,
classificaram a nova espécie de Ehrlichia com homologia de 98,2 % com a E. canis.
A nova espécie causadora da EMH foi nomeada de Ehrlichia chaffeensis.

Agente etiolégico: Ehrlichia chaffeensis ¢ uma bactéria Gram negativa
pleomérfica intracelular obrigatoria, pertencente a familia Anaplasmataceae.

A E. chaffeensis invade células mononucleares e se agrupa em vacuolos ou morulas
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que medem de 2 a 3 um. Dentro das marulas, as bactérias permanecem protegidas da
acdo de enzimas lisossomais (Tabela 5).

Clinica: os sintomas clinicos devido a infecgdo pela E. chaffeensis, que se
seguem apods picada de carrapatos sdo pouco especificas e caracterizam-se por febre
de 38°C a 39,5°C, cefaléia, mialgia e mal estar. Podem ocorrer artralgia, nausea,
vomito, diarréia, tosse ¢ confusdo mental. Na EMH existem relatos de acometimento
de pele caracterizado por “rach” cutaneo em cerca de 30% dos pacientes. Os exames
laboratoriais nesta fase da doenca revelam leucopenia, trombocitopenia e elevacao de
enzimas hepaticas como alanina e aspartato aminotransferases. Manifestagdes
clinicas mais graves sao menos freqiientes, podendo ser agudas ou se estabelecerem
numa fase mais tardia da doenca na auséncia de tratamento adequado (Tabela 6).
Stone et al. (2004) descreveram quadro de faléncia renal e cardiaca. Paddock e cols.
(2001) relataram a ocorréncia da sindrome semelhante ao choque séptico,
principalmente em pacientes imunodeprimidos devido a infec¢ao pelo HIV ou
pelo uso de imunossupressores. Acometimento do sistema nervoso central ocorre
em 20% dos pacientes, como sintomas de meningite ou meningoencefalite
(Dumler et al., 2007) (Tabela 4).

Vetor: o carrapato responsavel pela transmissio da E. chaffeensis ¢ o
Amblyomma americanum (Anderson et al., 1993) (Tabela 5).

Reservatorio natural: o veado Odocoileus virginianus é reconhecido como
reservatorio da E. chaffeensis. Sua presenga ¢ suficiente para completar o ciclo
epidemioldgico da EMH, porque este animal além de albergar a E. chaffeensis (Litle
et al., 1999), ele serve de hospedeiro para as fases imaturas ¢ adulta do Amblyomma

americanum, carrapato transmissor da doenga ao homem (Tabela 5).
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Diagnostico laboratorial

Identificacdo do agente etioldgico: a coloracdo pelo método de Wrigth
identifica as morulas de E. chaffeensis no interior de monoécitos no esfregago de
sangue periférico (Foto 3), medula 6ssea e liquido cefalorraquidiano dos pacientes
com EMH (Dunn et al.,1992). A E. chafeensis cresce em histidcitos de cdo da
linhagem DHS82, e a cultura sanguinea do paciente deve permanecer sob incubagao
de duas a seis semanas para se observar infec¢do intracelular. Além do isolamento da
bactéria, a cultura permite amplificar a quantidade de microrganismos, aumentando a
sensibilidade da PCR (Polymerase Chain Reaction). Os “primers” empregados na
PCR sao os que amplificam fragmentos conservados do gene 16S rRNA presente em
eubactérias. O wuso de “primers” conservados ¢ util na identificacdo de
microrganismos ainda nao conhecidos, pois o seqiienciamento do fragmento
amplificado pela PCR e o uso de “primers” mais especificos permitem a
classificagdo da espécie (Anderson et al., 1992).

Sorologia: a metodologia empregada no diagnostico sorologico da EMH ¢ a
Imunofluorescéncia Indireta. As laminas sdo sensibilizadas com macréfagos caninos
da linhagem DHS2 infectados com E. canis ou E. chaffeensis (Dawson et al., 1991a;
da Costa et al., 2006). Preferencialmente a sorologia ¢é realizada com duas amostras
do soro do paciente coletadas em datas consecutivas para constatar mudanga nos
titulos de anticorpos (soroconversao).

A EMH ¢ freqiiente nos Estados Unidos, na Costa do Atlantico, Centro-
Sul e Centro-Oeste do Pais, onde ¢ considerada uma zoonose emergente nas

regides onde se encontram o vetor Amblyomma americanum ¢ o reservatorio
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natural Odocoileus virginianus. Existem relatos da doenga em humanos na
Venezuela, (Martinez et al., 2008), M¢éxico (Gongoéra-Biachi et al., 1999) e

Brasil (Calic et al., 2004).

v/
®

Figura 3 - Ehrlichia chaffensis no interior de monocito em esfregago sanguineo
corado pelo Método de Wrigth (1000X) (Hamilton et al., 2004)

1.3 Anaplasmose Granulocitica Humana (AGH)

Nos Estados Unidos, em 1994, Bakken et al. descrevem pela primeira vez,
uma zoonose causada em humanos, por bactéria intracelular obrigatéria com
tropismo por neutrofilos, relacionando geneticamente com a Ehrlichia
phagocytophila e Ehrlichia equi, agentes causadores da Ehrlichiose em ruminantes e
em eqiinos, respectivamente. A doenca chamou-se Ehrlichiose Granulocitica
Humana (EGH). Com a reorganizagdo da Familia Anaplasmataceae, estas espécies
foram unificadas no Género Anaplasma (Dumler et al., 2001), sendo o agente

etiologico da renomenada Anaplasmose Granulocitica Humana classificado como
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Anaplasma phagocytophilum ou A. phagocytophila. Em 1997, Petrovec e et al.,
descreveram a EGH na Europa.

Agente etiolégico: O Anaplasma phagocytophilum ¢é uma bactéria
pleomoérfica, Gram-negativa, que se agrupa dentro de vactolos formando morulas no
interior de leucdcitos polimorfonucleares. Sao coradas pelo método de Wrigth no
interior de neutréfilos em esfregago sanguineo ou de medula espinal. Nao se
distinguem morfologimamente da E. chaffeensis na microscopia de campo claro,
exceto pela distingdo quanto ao tipo célular onde ocorre o parasitismo.

Clinica: apds 5 a 30 dias da picada do carrapato, surgem sintomas clinicos
caracterizados por febre entre 38,5°C a 41°C, cefaléia, calafrios, mialgia, mal estar,
artralgia, letargia, ndusea, ¢ em menor freqiiéncia, tosse, vOmito, diarréia,
conjuntivite, linfoadenopatia. Constituem manifestacdes clinicas graves da AGH a
coagulagdo intravascular generalizada, insuficiéncia respiratdéria e renal,
acometimento neurologico periférico (Dumler et al., 2005; Blanco et al., 2002) e
meningoencefalite (Dumler et al., 2007) (Tabela 4).

Os exames laboratoriais de rotina indicam leucopenia, trombocitopenia e
aumento de transaminases hepaticas. (Bakken e Dumler, 2006). Estas alteracdes
laboratoriais € o dano hepatico sdo atribuidos a destruicdo dos granulécitos
parasitados e provavelmente a fagocitose destas células infectadas quando passam
pelo orgao.

O tratamento com doxiciclina deve ser empirico no inicio dos sintomas
clinicos a fim de evitar a evolucdo da doenga (Hamburg et al., 2008) (Tabela 6).

Vetores: os carrapatos responsaveis pela transmissao do Anaplasma

phagocytophilum sido o Ixodes scapularis (Pancholi et al., 1995; Magnarelli et al.,
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1995a; Daniels et al.,1997), |. pacificus (Barlough et al., 1997) e I. ricinus (Pusterla
et al., 1999; Petrovec et al., 1999).

Reservatorios naturais: o roedor da espécie Peromyscus leucopus é considerado o
principal reservatorio natural do agente etiolégico da AGH. Esta espécie encontra-se
infectada pelo A. phagocytophilum na natureza, sendo também hospedeiro do
I. scapularis (Walls et al., 1997). Neotoma fuscipes e Cletrionomys glareolus sio
outras espécies de roedores frequentemente infectados pelo A. phagocytophilum,
assim como o cervo Odocoileus virginianus (Belongia et al., 1997 Walls et al., 1998)

(Tabela 5).

Diagnostico laboratorial

Identificacdo do agente etioldgico: a coloracdo pelo método de Wrigth
identifica as moérulas do Anaplasma phagocytophilum no interior de neutréfilos no
esfregaco de sangue periférico. (Figura IV) A parasitemia causada pelo Anaplasma
phagocytophilum ¢ menor que 1%, sendo possivel seu isolamento em cultura de
linhagem celular de leucemia humana HL60 (Goodman et al.,, 1996).
Na identificagdo do microrganismo geralmente usa-se primers do gene 16S rRNA.

Sorologia: a metodologia empregada no diagnodstico sorologico da AGH ¢ a
Imunofluorescéncia Indireta com células da linhagem HL60 infectadas
experimentalmente com E. equi ou A. phagocytophilum. Normalmente, os anticorpos
sdo detectados a partir da segunda semana apo6s o inicio dos sintomas clinicos, sendo
prudente a realizagdo do teste em duas amostras de soros consecutivas para constatar

a soroconversao.
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A AGH ¢ uma doenca emergente relatada nos Estados Unidos (Bakken et al.,

1995), Europa (Petrovec et al., 1997) e Asia (Zhang et al., 2009).

Figura 4 - Anaplasma phagocytophilumno interior de neutréfilo em esfregaco
sanguineo corado pelo Método de Wrigth (1000X) (Bakken et al., 2008)

1.4 Ehrlichiose Humana causada pela Ehrlichia ewingii

Em 1999, Buller et al. relataram outra espécie de Ehrlichia como agente
etiologico da Ehrlichiose Humana nos Estados Unidos. A Ehrlichia ewingii, agente
causador da Ehrlichiose em caes, infecta igualmente neutrofilos de humanos
causando a doenca com quadro clinico semelhante & EMH e AGH. O vetor da
Ehrlichiose Humana causada pela E. ewingii ¢ o Amblyomma americanum e os

reservatorios sao ainda desconhecidos.
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15 Babesiose Humana

Em 1957, Skrabalo e Deanovic reportaram o primeiro caso de babesiose
humana (BH), ao descrever parasitismo intraeritrocitario por protozoario semelhante
ao agente causador da piroplasmose bovina em paciente com febre, anemia e
hemoglobinuria. Em 1968 Fitzpatrick et al. citaram novo caso da doenga em
humanos, classificando o agente causador como Babesia divergens e em 1970,
Western et al. mencionaram a B. microti como uma nova espécie envolvida na
doenca em humanos.

Clinica. Enfermos com BH podem evoluir com febre, anorexia, mal estar,
cefaléia, fadiga, calafrios, anemia hemolitica, urina escura. A infecgdo pela Babesia
spp pode ser sub-clinica ou auto-limitada (Ruebush et al., 1977). A BH em pacientes
com deficiéncia imunoldgica em decorréncia da infec¢do do virus HIV ou
esplectomizados pode apresentar evolugdo cronica com febre persistente e resisténcia
ao tratamento (Falagas et al., 1996). A evolugdo da doenca pode ser fatal em
pacientes idosos ou imunodeprimidos na auséncia de tratamento (Herwaldt et al.,
2004) (Tabela 6).

Os sintomas clinicos da babesiose humana inicialmente sdo brandos e ndo
especificos, como o surgimento de febre, anemia hemolitica, cefaléia, calafrios,
diaforese. O paciente esplenectomizado, imunodeprimido ou ndo tratado
adequadamente, pode evoluir com febre alta, anemia grave, ictericia, urina escura,
anorexia, perda de peso, fadiga, insuficiéncia respiratdria e cardiaca, acometimento
do sistema nervoso central, faléncia renal e risco de morte (White et al., 1998).

A patogénese da Babesiose Humana decorre da lise celular dos eritrocitos
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parasitados causando anemia, hiperbilirrubinemia que provavelmente leva a faléncia
renal, sindrome da angustia respiratoria e acometimento neurolégico. Além disto, a
presenca da Babesia spp altera a composi¢do da membrana das hemaécias ¢ as células
esplénicas passam a remové-las da corrente sanguinea, sobrecarregando o 6rgao
linféide (Commins et al., 1988) (Tabela 4).

Agente etiologico: a Babesia spp ¢ um protozoario pertencente ao Filo
Apicomplexa, junto aos agentes causadores da Malaria (Plasmodium spp) e
Toxoplasmose (Toxoplasma gondii) e Subordem Piroplasmidae. A Babesia spp ¢
transmitida pela saliva do carrapato na forma de esporozoitos e infecta diretamente a
hemacia do hospedeiro vertebrado. No interior dos eritrocitos, o protozoario na
forma de merozoito evolui para forma de trofozoito e gametocitos e sofre divisdo
binaria se multiplicando e invadindo novas hemacias ou causando hemolise.
A Babesia spp continua seu ciclo evolutivo no carrapato, onde se desenvolvem as
formas sexuais € esporozoitos.

As espécies patogénicas identificadas nos Estados Unidos e Europa sdo
B. microti (Dammimn et al., 1981; Hildebrandt et al., 2007)), B. divergens
(Fitzpatrick et al., 1968), B. divergens like (Herwaldt et al., 2004), B. duncani
(Conrad et al., 2006), Babesia venatorum (EU1) (Herwaldt et al., 2003). Na Asia,
os agentes etiologicos sdo Babesia microti-like (Wei et al., 2001) ¢ Babesia KOI
(Kim et al., 2007) (Tabela 5).

Vetores: o agente transmissor da B. microti é o |. scapularis. O vetor
envolvido na transmissdo dos protozoarios B. divergens, B. divergens like e
B. venatorum na Europa ¢ o Ixodes ricinus (Becker et al., 2009). O carrapato trasmite

0 protozoario com repasto de 48 a 52 horas. A BH pode ser adquirida através da
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transfusdo de sangue contaminado com o protozodrio proveniente de doador
assintomatico (Smith et al., 1986) (Tabela 5).
Reservatorio Natural: o reservatorio da B. microti é o roedor Peromyscus

leucopus (Mather et al., 1990) (Tabela 5).

Diagnostico laboratorial

I dentificacdo do agente etiol6gico: a Babesia spp ¢ visualizada no interior
do eritrocito em esfregago sanguineo corado pelos métodos de Giemsa ou Wrigth. Os
protozodrios intraeritrocitarios encontram-se em forma de anel, piriforme, estruturas
duplas (B. divergens) ou tetramera chamada de Cruz de Malta (B. microti,
B. duncani) (Figura 5). A freqiiéncia de parasitemia ¢ de cerca de 1% em humanos
(Vannier et al., 2008).

A identificagdo de novas espécies de piroplasmas ¢ feita através da PCR
utilizadando “primers” para amplificar fragmentos dos genes 18S rDNA, 18S rRNA
e B tubulina (Hunfeld et al., 2008).

Sorologia: a Imunofluorescéncia Indireta para B. microti ¢ considerada
uma metodologia sensivel, especifica e reprodutivel para ser usada como
diagndstico laboratorial para BH (Krause, 1994). Para que o diagndstico seja
preciso € necessario a analise de duas amostras de soro consecutivas do paciente,
na fase aguda e convalescente, para constatar variacdo nos titulos de anticorpos
(soroconversdo). O teste sorologico padronizado para diagndstico da babesiose ¢
a Imunofluorescéncia Indireta com antigeno de Babesia microti que apresenta boa

sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade. A detec¢do de IgG pode ser
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observada desde o inicio da doenga e apresenta menos resultados falsos positivos
que a deteccdo de IgM. Assim, em dreas nao endémicas, apenas as amostras
positivas para IgG sao testadas para IgM, evitando-se resultados falso-positivos.
A Imunofluorescéncia Indireta com antigenos da B. divergens ainda apresenta
resultados controversos (Duh e cols., 2007).

A Babesiose Humana ¢ uma zoonose emergente relata nos Estados Unidos,

Europa, Asia e América do Sul (Vannier, 2009).

Figura 5 - Babesia microti intraeritrocitaria na forma de anel corada pelo Método de
Gimsa (1000X) (Vannier et al., 2008).

1.6 FebreMaculosa (FM) causada pela Rickettsia rickettsi

A Febre Maculosa Brasileira ¢ (FMB) uma doenca infecciosa de evolucao
rapida causada pela Rickettsia rickettsii. Ela foi identificada na década de vinte e na
década de oitenta tornou-se uma enfermidade re-emergente nos Estados de Sao

Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Espirito Santo. O quadro clinico caracteristico
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¢ febre acima de 40°C e exantema apos uma semana da picada do carrapato.
A doenga foi descrita primeiramente em 1899 nos Estados Unidos da América
(Maxey et al., 1899), onde ¢ denominada de Febre Maculosa das Montanhas
Rochosas (FMMR). A zoonose tem carater endémico em regides do Canada,
México, Costa Rica, Panama, Colombia, Argentina e Brasil.

Clinica: a enfermidade cursa com febre alta, erup¢des na pele
maculopapulares principalmente em tronco, palma das maos e sola dos pés,
cefaléia intensa, mialgias, edema no dorso das maos e pés, conjuntivite, edema
periorbital, esplenomegalia, hepatomegalia, distensdo abdominal. Os exames
laboratoriais de rotina podem mostrar aumento moderado de transaminases
hepaticas, hipoalbuminemia, aumento de creatinina fosfoquinase e
trombocitopenia (Cunha et al., 2008). A evolugdo clinica na auséncia de
tratamento ¢ morbida com relato de edema pulmonar e cerebral em decorréncia
da infeccdo endotelial que acarreta aumento da permeabilidade vascular,
inflamacdo, edema e coagulagdo (Walker et al., 2008). Os sintomas
neurologicos descritos na FMMR siao perda da audigdo, confusdo mental,
hemiparesia e encefalite (Archibald e Sexton, 1995). Existe relato de choque
séptico causado pela R. rickettsii (Gongalves da Costa et al.,, 2002).
O tratamento empirico ¢ preconizado mediante suspeita clinica associada a
historia de picada de carrapatos ou visita em darea endémica devido a alta
mortalidade da doenga (Tabela 4).

Agente etiologico: a Rickettsia rickettsii ¢ um coccobacilo intracelular
obrigatorio principalmente de endotélio vascular, por onde a bactéria se dissemina
pelo organismo humano. Caracteriza-se como bactéria Gram negativa com 0,7um a

2,0um de comprimento e 0,3um a 0,5um de largura.
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Vetores: os principais carrapatos transmissores sao Amblyomma cajennense e
Amblyomma aureolatum (Brasil), Dermacentor andersoni, Dermacentor variabilis e
Rhi pi cephal us sanguineus (Estados Unidos da América) (Tabela 5).

ReservatoOrios naturais. os carrapatos sdo considerados reservatorios da
R. rickettsii. Todos os estagios evolutivos do artroopode (larva, ninfa e adulto)
albegam a bactéria pela via de transmissdo transtadial. A R.rickettsii também infecta
os ovos dos carrapatos via transmissao transovariana. Alguns mamiferos sdo
considerados reservatorios da R rickettsii como roedores (Spermophilus lateralis e
Microtus pennsylvanicus) e lebre (Lepus americanus), o cdo serve como sentinela
para os humanos (Dumler et al.; 2005; Kidd et al., 2008). No Brasil, os principais
reservatorios primarios sdo capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris), equino

(Equus caballus) ¢ anta (Tapirusterrestris) (Viana et al., 2008) (Tabela 5).

Diagnostico labor atorial:

| dentificacdo do agente etiologico: a R. rickettsi pode ser isolada de sangue,
plasma ou biopsia de paciente em cultura de células Vero. O sobrenadante da cultura
contém bactérias que sao coradas pela técnica de Laranja de Acridina. A bactéria pode
ser visualizada através da coloragdo com Ematoxilina e Eosina (Figura 6) ou
Imunofluorescéncia em bidpsia de pele ou tecido proveniente de autdpsia (Walker et al.,
1989; Rozental et al., 2006). A andlise molecular ¢ realizada empregando “primers” dos
genes htrA, ompA , ompB e glta para deteccio e caracteizacdo da bactéria através da

PCR (Nascimento et al., 2005).
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Sorologia: a Imunofluorescéncia Indireta com R. rickettsii cultivada em
células Vero apresenta boa sensibilidade (94% - 100%) e ¢ o ensaio preconizado
pelo CDC (Centre of Disease Control). Para o diagnostico soroldgico sado
imprescindiveis duas amostras de soro, uma na fase inicial e outra ap6s cerca de
quinze dias do inicio dos sintomas clinicos para detectar aumento dos niveis de
anticorpos.

A FM ¢ uma zoonose emergente em todo o mundo, existem areas endémicas
para doenca nos Estados Unidos, Canada, México, Costa Rica, Panama, Colombia,

Brasil, Argentina (Dumler et al., 2005).

Figura 6 - R. rickettsii intraendotélio pulmonar visualizada em histoquimica pela
coloragao com Ematoxilina e Eosina (1000X) (Rozental et al., 2006)
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1.7 Rickettsioses Brandas

1.7.1 FebreMaculosa causada pela Rickettsia parkeri

Nos Estados Unidos, Paddock et al. (2004) descreveram uma zoonose
transmitida por carrapatos com manifestagdes clinicas semelhantes a da FMMR,
contudo de cardter mais brando, com presenca de lesdo cutdnea caracteristica
denominada de “eschar” no local da picada do artropode. A analise molecular do
agente etiologico, obtido a partir da bidpsia de pele, identificou microorganismo
novo chamado de R. parkeri.

Clinica: apds cerca de uma semana da picada do carrapato, o paciente apresenta
febre até 39°C e lesdo caracteristica no local da picada (“eschar”) (Figura 7) associada a
lesdes maculares e papulares espalhadas pelo corpo. Concomitantemente pode ocorrer
mialgia, artralgia, ndusea e vomito. Podem surgir vesiculas ou pustulas apds cerca de trés
dias dos sintomas iniciais e linfoadenopatia (Paddock et al., 2008) (Tabela 4).

Vetores: o vetor transmissor ¢ o Amblyomma maculatum. Os estagios de

larva, ninfa e adulto podem picar o homem e transmitir a doenga (Tabela 5).

Diagnostico labor atorial

Identificacdo do agente etioldgico: a R. parkeri é morfologicamente
semelhante a R. rickettsii quando corada pela Hematoxilina/Eosina em procedimento
histopatologico de bidpsia de pele ou imunohistoquimica. A R. parkeri cresce em

cultura de células Vero, sendo identificada ap6s uma semana de incubag¢ao, quando ¢é
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visualizada no espaco intra e extra celular. O sobrenadante corado pelo Acridine-
Orange revela cocco-bacilos e bacilos. A identificacdo filogenética através da
analise molecular ¢ realizada com “primers” que amplificam genes do antigeno de
17 KDa, gltA e rompA (Paddock et al.,2008).

Sorologia: a detecg¢do de anticorpos aumenta apds cerca de duas semanas do
contagio, sendo necessarias duas amostras de soro consecutivas para detectar a
soroconversao através da Imunofluorescéncia Indireta com R. parkeri ou R. rickettsii

cultivadas em célula Vero.

Figura 7 - Lesao caracteristica (“eschar”) da Febre Maculosa causada pela R. parkeri
(Paddock et al., 2008)

1.7.2 STARI (Southern Tick-Associated rash illness) causado pela Rickettsia

amblyommii

Em 2007, Billeter e cols. descreveram como possivel agente causador de
lesdo cutinea (STARI), que se desenvolve no sitio da picada do carrapato

Amblyomma americanum nos Estados Unidos, uma nova espécie de Rickettsia, a R.
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amblyommii. A bactéria foi identificada em artropode que parasitava o paciente. A

lesdao eritematosa (STARI) foi o tnico sintoma clinico manifestado, o qual regrediu

apos tratamento com doxiciclina (Billeter et al., 2007). O A. americanum ¢ vetor da

Ehrlichiose Humana e tem sido relatado como hospedeiro e potencial vetor da R.

amblyommii nos Estados Unidos (Mixson, et al., 2006).

Tabela 4. Manifestac¢des clinicas das zoonoses transmitidas por carrapatos

Ehlichiose Anaplasmose Babesiose Febre Maculosa Rickettsioses
Monocitica Granulocitica Humana causada pela brandas
Humana Humana R. rickettsii
Febre, Febre, Febre, Febre > 40°C Febre até 39°C
cefaléia, calafrios, calafrios, erupcoes
mialgia, mal estar, mal estar, maculopapulares “eschar”
o no dorso das
mal estar, mialgia, cefaléia, mios, planta dos erupgdes
artralgia, nausea, fadiga, pes e tronco. maculopapulares,
nausea, cefaléia, anorexia, mialgia, V(?s1culas ou
pustulas no corpo.
vOmito, confusido mental, anemia, tosse seca,
diarréia, ataxia, urina escura, nauseafdo.res
o abdominais

tosse, tosse, faléncia renal, ) L

N ) ) . esplenomegalia, mialgia,
confusdo mental, artragia, insuficiéncia ; i rtrali

. L. ; epatomegalia artralgia,
acometimento diarréia, card.l acac S . .
renal e cardiaco L respiratoria, edema perlorbltal’ llnfoadenopatla,

> conjutivite, fiment , Smit
ot . ) acometimento  conjuntivite, nausea, vomito

choque séptico, linfoadenopatia, neurologico
meningite ) . confusdo mental,

’ insuficiéncia .

meningoencefalite respiratoria, perda de audigéo,
insuficiéncia renal, hemiparesia,
meningoencefalite encefalite Aumento de
A tod transaminases
¢ umento de hepaticas,

. Leucopenia, ransaminases .
Leucopenia, P . ) hepaticas, leve leucopenia
trombocitopenia, Trombocitopenia, creatinina e
aumento de aun.nentto def fosfoquinase,

. aminotransferases
al}q}notransferases séricas hlp oalbuminemi a,
séricas

trombocitopenia
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Tabela 5. Agentes etiologicos, vetores e hospedeiros das

zoonoses transmitidas por

carrapatos
Ehlichiose Anaplasmose Babesiose Febre Maculosa Rickettsioses
Monocitica  Granulocitica Humana brasileira brandas
Humana Humana
Agente Ehrlichia Anaplasma Babesiamicroti, Rickettsia Rickettia
Etiol6gico chaffeensis  phagocytophilum B.divergens, rickettsii parkeri,
B.divergenslike, Rickettsia
B. duncani, amblyommii
B.venatorum R. bdlii (?)
Babesia KOI
Vetores Amblyomma  Amblyomma Ixodes scapularis, Amblyomma Amblyomma
americanum americanum . maculatum
cajennense,
Ixodes ricinus Amblyomma
Ixodes scapularis,
aureolatum
(Brasil);;
I. pacificus, Dermacentor
andersoni,
l.ricinus Dermacentor
' ' variabilis
Rhi picephalus
|.persulcatus :
sanguineus
(E.U.A)

Hospedeiros Cervo: Roedores: Roedores: Capivara: Cervo:
Odocoileus  Peromyscus Peromyscus Hydrochoerus ~ Odocoileus
virginianus  leucopus, leucopus, hydrochaeris virginianus

Neotoma fuscipes Microtus agrestis Roedores:
Cletrionomys Microtus
glareolus ennsylvanicus
Cervo: Cervoebovinos P

ervo- Anta, lebre, cdo
Odocoileus € equino

virginianus
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Tabela 6. Tratamento das zoonoses transmitidas por carrapatos

Ehlichiose Anaplasmose Babesiose Febre Rickettsioses
M onocitica Granulocitica Humana Maculosa brandas
Humana Humana brasileira
Doxiciclina Doxiciclina Clindamicina Doxiciclina Doxiciclina
100mg 2Xdia—  100mg 2Xdia — 2 100mg 2Xdia—  100mg 2Xdia—9
2 semanas semanas 600mg 4Xdia e 2 semanas dias
Quinina 650mg
4X dia — 7dias
Atovaquone
750mg 2Xdia e
azitromicina
500mg 1 diae
250mg/dia —
7dias

FONTE: Krause et al., 2000; Buckingham et al., 2005 ¢ Billeter et al., 2007

No Hemisfério Norte as doengas transmitidas por carrapatos tém carater
emergente, incluindo a ocorréncia de co-infecgdes entre estas zoonoses. Krause et al.
(1996) relataram infecgdo simultanea entre Borrelia spp e Babesa spp em doentes de
area de risco. Nestas regides, os carrapatos podem albergar simultaneamente Borrelia
burgdorferi, Ehrlichia chaffeensis e Anaplasma phagocytophilum (Holden et al., 2003),

Os testes laboratoriais para o diagnostico das zoonoses transmitidas por
carrapatos estdo bem estabelecidos no Hemisfério Norte. No Brasil, com exce¢do da
Febre Maculosa e da Doenga de Lyme simile (Sindrome Baggio-Yoshinari-SBY), as
demais zoonoses ndo apresentam padroniza¢do diagndstica laboratorial. O
Laboratério de Interacdo Microorganismo e Artrite, localizado no Laboratorio de

Investigacdo em Reumatologia do Hospital das Clinicas da FMUSP ( LIM-17 do
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HCFMUSP) ¢ considerado como de Referéncia pelo Ministério da Saude do Brasil
para pesquisa da SBY.

Neste sentido, amostras de sangue e liquor, oriundos de todo o territdrio
brasileiro, sdo enviados para realizagdo de sorologias para Borrelia burgdorferi.
Contudo, com freqiiéncia, sintomas e sinais clinicos compativeis com outras
zoonoses sao relatados pelos enfermos ou médicos, apos episdédio de picada por
carrapatos, como surgimento de “rash” cutaneo atipico, febre muito alta, anemia,
leucopenia, plaquetopenia, elevagdo de transaminases hepaticas, etc. Contudo, a
auséncia de procedimentos laboratoriais no diagndstico das demais zoonoses
transmitidas por carrapatos em humanos, tem impedido o reconhecimento destas

enfermidades.



2 OBJETIVOS
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Implantar metodologias laboratoriais para diagnosticar em humanos, as
zoonoses transmitidas por carrapatos (Ehrlichiose, Babesiose e Rickettsiose
brandas), com intuito de possibiltar o diagndstico laboratorial  destas

enfermidades no Brasil.

Pesquisar possibilidade da existéncia de co-infec¢des, em nivel laboratorial,
entre o agente etiologico da SBY e outras zoonoses transmitidas por carrapatos

como Ehrlichiose, Babesiose e Rickettsioses.



3 METODOS
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Entre Janeiro de 2006 a Outubro de 2007, foram selecionados em sequéncia,
setenta pacientes com SBY, segundo critério diagnostico adotado no LIM-17
HCFMUSP. Consideram-se parametros diagndsticos maiores: 1. presen¢a do eritema
migratério ou complicagdes sistémicas como artrite, neuropatias (meningite, neurite
craniana, neuropatia periférica, encefalomielite) ou cardiopatia (arritmia cardiaca ou
cardiomegalia); 2. historia de picada por carrapato, visita a area rural ou contato com
animais infestados por carrapatos, estando o evento epidemioldgico, associado com o
inicio dos sintomas clinicos; 3. sorologia positiva para Borrelia burgdorferi cepa
G39/40 de origem americana segundo metodologias modificadas no LIM-17
HCFMUSP (Barros et al., 1996). Compdem os parametros menores: 1. recorréncias
clinicas; 2. sintomas da Sindrome da Fadiga Cronica; 3. identificacdo de estruturas
semelhantes aos espiroquetideos em sangue periférico, no exame de microscopia de
campo escuro e crescimento temporario dos mesmos em meio de cultura SP4.
O paciente que apresentar trés parametros maiores, ou, dois pardmetros maiores
associados a dois menores ¢ considerado como doente com SBY, desde que outras
hipdteses diagnosticas infecciosas ou autoimunes estejam descartadas. Na Tabela 7
esta representada a freqiiéncia dos parametros maiores ¢ menores no grupo de 70

pacientes com SBY.
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Cinqiienta doentes (71,4%) eram do sexo feminino e 20 (28,6%) do sexo
masculino. A idade variou entre 12 € 79 anos, com média de 41,36 anos. Sessenta
pacientes estavam na fase latente da doenca, com mais de trés meses de evolucao
clinica e 10 na fase aguda.

O grupo controle foi composto por cinqiienta pessoas sadias, quarenta (80%)
do sexo feminino e dez (20%) do sexo masculino, com idade média de 35 anos.

O protocolo de Pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica da Instituigdo

sob n’ 776/06 (Anexo 1).

Tabela 7. Freqiiéncia dos parametros diagnosticos em 70 pacientes com SBY *

Par @metros maiores Frequéncia

EM 27 38,6%
Artrite 26 37%
Neuropatia 32 45,7%
Cardiopatia 7 10%
Sorologia positiva para B. burgdorferi 54 77%
Par @metros menor es Frequéncia
Recorréncia 52 74,2%
Sindrome da Fadiga Cronica 25 35,7%
Identificagdo de espiroquetideos 48 68,6%

* Considera-se caso positivo de SBY a presenga de trés critérios maiores ou dois maiores ¢ dois menores,
afastado outras doengas infecciosas ou autoimunes.
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3.1 Coletadesangue

Coletou-se 4 ml de sangue com anti-coagulante (K,EDTA) para extragdo de

DNA e 10 ml de sangue sem anti-coagulante para separagao do soro.

3.2 Ensaio imunoenzimético (ELISA) e Western Blotting (WB)
para B. burgdorferi G39/40 (americana) modificados (Dressler

et al., 1993; Engstrom et al., 1995; Barroset al., 1996)

O ensaio ELISA foi desenvolvido de forma semelhante ao descrito no
Hemisfério Norte, com emprego de antigeno sonicado total da Borrelia burgdorferi
G39/40. O WB foi realizado de forma habitual, mas a interpretacdo do ensaio foi
diferente da preconizada pelo CDC (EUA) que, considera o teste positivo na
presenga de bandas especificas (Dressler et al., 1993). No Brasil, devido ao agente
etiologico ser diferente e os pacientes desenvolverem baixa reatividade humoral para
espiroquetas do complexo B. burgdorferi sensu lato, o LIM-17 do HCFMUSP
considera o WB positivo, quando da presenca de 4 bandas IgG, duas bandas IgM, ou
duas IgG e uma IgM, sem levar em consideracdo o peso molecular das bandas.

Considera-se sorologia positiva para SBY, quando um dos exames, ELISA
ou WB, ¢ positivo. Ao contrario dos EUA, onde o ELISA ¢ considerado o teste de
”screening” e o WB exame confirmatério, realizado apenas quando existem

davidas diagnosticas.
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3.3 Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para Babesia

equi (Aquino et al., 1999)

As laminas de RIFI infectadas com Babesia equi foram gentilmente cedidas
pela Profa. Rosdngela Zacarias Machado da Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho (UNESP-Jaboticabal). As laminas foram sensibilizadas com
esfregaco sanguineo de cavalo infectado experimentalmente com Babesia equi e os
pogos para inoculacdo dos soros foram delimitados com esmalte de unha. Foram
adicionados 10ul de soro diluidos a 1/64 em Tampao fosfato (PBS pH 7.,4), incluindo
dois soros de eqiiinos usados como controles, um positivo e outro negativo. Os soros
foram incubados a 37°C, por 40 minutos. As laminas foram lavadas com PBS pH 7,4
por 5 minutos, trés vezes, imersas rapidamente em A4gua destilada e secas a
temperatura ambiente.

Adicionou-se 10pl do conjugado: para os soros controles, o anti-IgG eqiiino
conjugado a fluoresceina ( Sigma — “whole molecule” — F7750) foi diluido a 1/70 em
PBS pH 7,4 com 1% de Azul de Evans. Para os pacientes, foi empregado o “ anti-
human IgG y-chain specific” conjugado a fluoresceina (Sigma — F0132) na dilui¢ao
de 1/32 em PBS pH7,4 com 1% de Azul de Evans.

Os conjugados foram incubados a 37°C, por 35 minutos. As laminas foram
lavadas como descrito anteriormente e secas ao abrigo da luz. As ladminas foram
recobertas com duas gotas de glicerina tamponada e laminula, e visualizadas em
microscopio de fluorescéncia (Nikon). As amostras foram consideradas positivas a

partir de 1/64.
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34 Reacdodelmunofluorescéncia lndireta (RIFI) para Babesabovis

As laminas de RIFI infectadas com Babesia bovis foram gentilmente cedidas
pela Profa. Rosdngela Zacarias Machado da Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho (UNESP-Jaboticabal). Foi empregado o mesmo procedimento
descrito acima utilizando ldminas sensibilizadas com sangue de bovino infectado
experimentalmente, controles positivo e negativo de boi, assim como, o “anti-bovine

IgG — whole molecule” — marca Sigma - F7887 conjugado a fluoresceina.

3.5 ELISA paraBabesiabovis(Yoshinari et al., 2003)

O antigeno da Babesia bovis foi gentilmente oferecido pelo Prof .Cléber
Oliveira Soares do Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Corte ( Embrapa, MS).
As placas com 96 pogos foram sensibilizadas com 100ul de antigeno bruto de
Babesia bovis na concentragdo de 2,5mg/ml diluido 1/500 em Tampao de Dubelco”s
pH 7,2 e incubadas a 4°C por 18 horas, em camara imida. Lavou-se as placas com
PBS pH 7,4.- 0,05% Tween 20 (PBS-T), trés vezes. Adicionou-se 100ul de PBS-T —
1% soro de coelho e incubou-se durante 1 hora, a 37°C ,em camara Uimida, para o
bloqueio dos sitios da placa. Procedeu-se a nova lavagem e adicionou-se 100ul dos
soros diluidos 1/100 para detecg¢do de IgM (placa 1) e 1/400 para detecgdo de IgG
(placa 2) em PBS-T-1% soro de coelho e incubagdo a 37°C, por 1 hora, em camara
umida. Soros humanos foram utilizados como controles, sendo um soro positivo e 8

negativos, estes ultimos foram empregados para o célculo do cutt-of da reagdo.



Métodos 42

Apos a lavagem, na placa 1 adicionou-se 100ul por poco de “anti-human IgM -Fab
specific -alkaline phosphatase” (Sigma - A3437) e na placa 2, 100ul de * anti-human
IgG -Fab specific - alkaline phosphatase” (Sigma — A8542). Os conjugados foram
diluidos 1/2000 em PBS-T-1% soro de coelho e as placas foram incubadas a 37°C,
por 1 hora, em camara umida. Apods lavagem, o ensaio foi revelado com adicao de
100ul de substrato na concentracdo de 1 mg/ml (Sigma) e a leitura realizada em

Espectrofotometro de placa (Labsystems Multiskan MS — filtro de 405nm).

3.6 Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para Rickettsia
rickettsii, R. parkeri, R. amblyommii, R. rhipicephali e R. bellii

(Hortaet al., 2004)

O mesmo procedimento foi realizado para cada uma das espécies de
Rickettsia spp. Os ensaios foram realizados na Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, sob supervisao do Prof. Marcelo Labruna.
As laminas, previamente sensibilizadas com cultura de células Vero contaminadas
com diferentes espécies de Rickettsia, foram descongeladas e imersas em Tampao
Fosfato (PBS) pH 7,2 por 10 minutos. Posteriormente, elas foram secas a
temperatura ambiente. Foram adicionados 10ul por poco dos soros a serem
analisados, incluindo dois controles: um positivo e um negativo, todos diluidos 1/64
em PBS pH 7,2. Os soros foram incubados a 37°C, por 30 minutos em camara Gimida.
As laminas foram lavadas trés vezes com PBS pH 7,2 0,1% Triton X-100 por 10

minutos e secas em temperatura ambiente. Foram adicionados 10ul por pogo de anti-
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IgG humana conjugado a fluoresceina (Sigma — whole molecule” — F3512) diluido
1/400 em PBS pH 7,2. Incubou-se a 37°C por 30 minutos em camara umida.
As laminas foram lavadas trés vezes com o tampao de lavagem suplementado com
Azul de Evans 2mg/ml durante 10 minutos ao abrigo da luz. Posteriormente, elas
foram secas ao abrigo da luz. Adicionou-se gotas de glicerina tamponada e cobriu-se
com laminula para leitura em microscopio de fluorescéncia (Nikon). As amostras

foram consideradas positivas a partir de 1/64.

3.7 Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFIl) para Ehrlichia

canis (Oliveira et al., 2008)

Os ensaios foram realizados na Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, sob supervisdao do Prof. Marcelo Labruna.
As laminas sensibilizadas com cultura de células macrofagicas de linhagem de
origem canina (DH 82) infectadas com E. canis foram descongeladas, imersas em
agua destilada e secas a temperatura ambiente.

Os soros humanos testes e os controles positivo e negativo foram diluidos a
1/64 em Tampao fosfato pH 7,2 (PBS) com 2% de soro de coelho e adicionados em
cada poco da lamina no volume de 15ul. A incubagdo do soro foi a 37°C, por
30 minutos em camara umida. As laminas foram lavadas com PBS pH 7,2 durante

5 minutos, 2 vezes e secas a temperatura ambiente.
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Foi empregado o “anti-human IgG y-chain specific “conjugado a fluoresceina
(Sigma — F0132) na proporcao de 1/400 em PBS pH 7,2 com 2% de soro de coelho.
A incubagdo do conjugado ocorreu a 37°C, por 30 minutos em camara imida.

As laminas foram lavadas duas vezes com PBS pH 7,2 suplementado com
Azul de Evans (2mg/ml) durante 5 minutos ao abrigo da luz e secas a temperatura
ambiente também ao abrigo da luz. Adicionou-se 2 gotas de glicerina tamponada na
lamina e laminula para leitura em microscopio de fluorescéncia (Nikon) na

magnitude de 400X. As amostras foram consideradas positivas a partir de 1/64.

3.8 Extracdo do DNA das amostras de sangue com EDTA para

realizacéo da Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

O DNA gendmico foi extraido de 100ul de sangue com anticoagulante
(EDTA) utilizando o KIT DNeasy Blood & Tissue Handbook , marca QIAGEN,

segundo procedimento descrito no manual do fabricante.

3.9 PCR paraBorreliaspp (Rich et al., 2001)

Foram utilizados “primers” para amplificar o fragmento 16S rRNA ( 850pb)
com a seguinte seqiiéncia de nucleotideos: 16Sborr TF: 5°- GAG TCT GCG TCT
TAT TAG CTA — 3’ e 5’- AAC AAG GGT TGC GCT CGT TG — 3. A PCR foi

realizada com a adi¢do do DNA extraido em tampdo Tris-HCl 20 mM (pH 8.,4),
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50 mM de KCIl,, contendo 1,5 de MgCI2 ¢ mistura de 0,025uM do dDNTP,
2,5 pmols de cada primer e 1,25 unidades de Platinum Taq DNA Polimerase
(Invitrogen) em um volume de 20pul.

A ciclagem estabelecida no Termociclador (Perkin — Elmer 2400) foi de
desnaturagdo inicial a 94°C durante 3 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturagao
de 1m a 94°C, pareamento a 68 °C durante 1m e uma extensao por Im e 30s a 72 °C.

A extensao final foi a 72 °C por 7 min.

3.10 PCR para Babesia spp (Spolidorio et al., 2009)

Foram utilizados “primers” para amplificar o fragmento 18S rDNA
(360pb) com a seguinte sequéncia de nucleotideos: BAB (33-57)
(5’-GCCAGTAGTCATATGCTTGTCTTAA-3”) e BAB (432-409)
(5’-TTCCTTAGATGTGGTAGCCGTTTC-3’) O DNA extraido foi adicionado em
tampao Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), 50 mM de KCI, contendo 1,5mM de MgCl2,
mistura de 0,2 mM de dDNTP, 12,5 pmols de cada primer, e 1,5 unidades de
Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen) em um volume de 50ul.

A ciclagem estabelecida no Termociclador (Perkin — Elmer 2400) foi de
desnaturagdo inicial a 95°C durante 3 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturagao
por 15 s. a 95°C, pareamento a 63 °C durante 30s e uma extensao por 30s a 72 °C.

A extensao final ocorreu a 72 °C por 7 min.
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3.11 PCR para Ehrlichia spp (Anderson et al., 1992; Breitschwerdt

et al., 1998, Aguiar et al., 2007)

Foram utilizados “primers” para amplificar o fragmento de 360pb do gene
16S rRNA. Com a seguinte seqiiéncia de nucleotideos: GE2: (5’- GTT AGT GGC
AGA CGG GTG AGT - 3’) e HE3 ( 5’- TAT AGG TAC CGT CAT TAT CTT
CCC TAT -3°). O DNA extraido foi adicionado em tampdo Tris-HCI 32 mM (pH
8,4), 80 mM de KCl,, contendo 2 mM de MgCI2 e mistura de 0,125uM do dDNTP,
10pmols de cada primer e 1,5 unidades de Platinum Taq DNA Polimerase
(Invitrogen) em um volume de 50ul.

A ciclagem estabelecida no Termociclador (Perkin — Elmer 2400) foi de
desnaturacdo inicial a 95°C durante 5 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturagdo
por 15 s. a 95°C, pareamento a 62 °C durante 30s e uma extensao por 30s a 72 °C.

A extensdo final ocorreu a 72 °C por 7 min

3.12 Anélise do fragmento amplificado

Os produtos de PCR foram analisados para verificagdo da presenga do
fragmento amplificado pela reacdo através da eletroforese em gel de agarose 1,5%
(Babesia sp e Ehrlichia sp) e 0,8% (Borrelia sp), Tampao de TBE 0,5X, corante Blue
Juice, corado com Sybr Gold (Invitrogen) e visualizado com luz U.V. Foi utilizado

padrdo de tamanho de fragmento de DNA de 50pb (50-3147 pb -Sigma)).
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3.13 Analise Estatistica

Os resultados foram tabelados e analisados pelo Programa Estatistico SPSS
14 utilizando o método ndo paramétrico Teste de Qui-quadradro, de Pearson com
nivel de significancia estabelecido para p < 0,05 e o Kappa Index para analisar a

concordancia entre o ELISA ¢ WB.
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No grupo de 70 pacientes com SBY, o EM foi descrito em 27 enfermos
(38,6%), artrite em 26 (37,1%), febre em 13 (18,5%), cefaléia em 29 (41,4%),
artralgia em 36 (51,4%), mialgia em 51 (72,8%), fadiga em 38 (54,3%), meningite
em 4 (5,7%), neurite craniana em 8 (11,4%), radiculite periférica em 9 (12,8%),
encefalomielite em 4 (5,7%), cardiopatia em 7 (10%), acometimento ocular em 7
(10%), rash cutaneo em 10 (14,3%) e anemia em 10 (14,3%) (Tabela 8). A Sindrome
da Fadiga Cronica (SFC), entidade clinica inclusa nos critérios diagnosticos da SBY
esteve presente em 23 (32,8%) enfermos (Tabela 7).

Em relacao aos eventos epidemiologicos relacionados com o inicio da SBY,
52 (74,3%) doentes referiram historico de picada por carrapatos, 45 (64,3%)
tiveram contato com animais infestados por carrapatos, 5 (7,1%) haviam
visualizado carrapatos e 2 (2,8%) tiveram contato com animal infectado por

Babesia spp. (Tabela 9).
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Tabela 8. Freqiiéncias das manifesta¢des clinicas dos 70 pacientes com SBY*

50

M anifestacdes clinicas Frequéncias
Eritema migratorio: 27 38,6%
Artrite: 26 37,1%
Febre: 13 18,5%
Cefaléia: 29 41,4%
Artralgia: 36 51,4%
Mialgia: 51 72,8%
Fadiga: 38 54,3%
Meningite: 4 5,7%
Neurite craniana: 8 11,4%
Radiculopatia periférica: 9 12,8%
Encefalomielite: 4 5,7%
Cardiopatia: 7 10,0%
Acometimento ocular 7 10,0%
Rash cutaneo 10 14,3%
Anemia 10 14,3%

* Dados retrospectivos e cumulativos relatados pelos doentes ou reportados pelos médicos

Tabela 9. Dados epidemiolodgicos dos pacientes com SBY

Ocorréncias Frequéncias

Picados por carrapatos: 52 74,3%
Contato com animais: 45 64,3%
Contacto com carrapato: 5 7,1%
Cavalos infectados com Babesia sp: 2 2,8%
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Nos resultados da sorologia para Borrelia burgdorferi G39/40 (ELISA),
observa-se que 21 (30%) pacientes com SBY apresentaram positividade, enquanto
apenas 3 individuos (6%) do grupo normal foram positivos (p=0,001 — Teste do
Qui-quadrado) (Tabela 10). Anticorpos anti Borrelia burgdorferi identificados
através do WB foram positivos em 35 (50%) doentes com SBY e em apenas 2 (4%)
normais (p<0,001) (Tabela 11).

Quarenta pacientes (66,7%) do grupo da SBY apresentaram anticorpos contra
Borrelia burgdorferi (ELISA ou WB) versus 5 (10%) individuos do grupo controle

(p<0,001 — Teste do Qui-quadrado) (Tabela 11).

Tabela 10. ELISA (IgG e IgM) para Borrelia burgdorfei G39/40 nos pacientes com

SBY e no grupo controle

19G IgM 1gG 1gG
e ou
IgM IgM
Controle (n=50) 1 (2%) 3 (6%) 1 (2%) 3( 6%)
SBY (n=70) * 14(20%) 12(17,1%) 5(7,1%) 21(30%)
SBY (<3 meses) 0 (0%) 2(20%) 0 (0%) 2 (20%)
(n=10)
SBY (>3 meses) 14(23,3%) 10(16,6%) 5(8,3%) 19(31,6%)
(n=60)

* Estatisticamente significativo (p= 0,001 - Teste do Qui-quadrado).
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Tabela 11. Western Blotting (WB) (IgG e IgM) para Borrelia burgdorfer G39/40

nos pacientes com SBY e no grupo controle

19G 19G ELISA
19G IgM e ou ou
lgM lgM WB
Controle 2(4%) 0(0%) 0(0%) 2 (4%) 5(10%)

(n=50)

SBY (n=70)*  20(28,6%)  18(25,7%)  5(7,1%) 35(50%)  47(67,1%)

SBY (<3meses)  3(30%) 2(20%) 1(10%) 5(50%) 7 (70%)
(n=10)

SBY (>3meses)  17(28,3%) 16(26,6%) 4(6,7%) 30(50%) 40(66,7%)
(n=60)

* Estatisticamente significativo (p<0,001 - Teste do Qui-quadrado).

A Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para Rickettsia spp foi
considerada positiva, quando titulos foram superiores a 1/64, sugerindo que o
individuo teve contato prévio com a bactéria. Para diagndstico, seriam necessarios
resultados de duas amostras consecutivas.

Conforme dados da Tabela 12, a RIFI para R. rickettsii mostrou que 9
(12,8%) pacientes com SBY apresentaram positividade, sendo 1 (10%) na fase inicial
da doenca (< 3 meses) e 8 (13,5%) na fase secundaria (> 3 meses). Seis (12%)
pessoas sadias também tiveram positividade, demonstrando ndo haver diferenga
estatistica entre os dois grupos (p=0,889 - Teste do Qui-quadrado).

Na Tabela 13 estdo descritas as positividades da RIFI para R. parkeri, onde

podemos constatar que 6 (8,6%) dos pacientes com SBY foram positivos, sendo 1 (10%)
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na fase aguda e 5 (8,30%) na fase secundaria da doenca, em contraste aos individuos
sadios que nao apresentaram reatividade soroldgica ( p=0,032 - Teste do Qui-quadrado).

Outra espécie de Rickettsia contra a qual as amostras dos pacientes com SBY
reagiram com maior intensidade que a dos normais (p=0,031 - Teste do Qui-
quadrado) foi com a R. amblyommii, pois 16 (22,8%) pacientes do grupo da SBY
foram positivos versus 4 (8%) do grupo controle. Dos 16 doentes soro-positivos,
3 (30%) estavam na fase aguda e 13 (21,6%) na fase secundaria da doenga (Tabela 14).

Na Tabela 15, encontramos os resultados da RIFI para R. bellii,. Dos 70
pacientes com SBY, seis (8,6%) foram positivos versus nenhum positivo do grupo
controle (p=0,032 -Teste do Qui-quadrado). Dos positivos, um paciente estava na
fase aguda (10%) e 5 (8,3%) na fase secundaria da SBY.

Na Tabela 16 verificamos que ndo houve diferenga estatistica quanto as
freqiiéncias de positivos contra R. rhipicephali no grupo da SBY ¢ no grupo controle

(p=0,150 - Teste do Qui-quadrado).

Tabela 12. Reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) (IgG) para R. rickettsii na

SBY e no grupo controle

R. rickettsii - 1gG

Controle(n=50) 6 (12%)
SBY (n=70)* 9 (12,8%)

SBY (< 3 meses) ( n=10) 1 (10%)
SBY (> 3 meses) (n=60) 8 (13,5%)

* Estatisticamente ndo significativo (p= 0,889 - Teste do Qui-quadrado).
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Tabela 13. Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) (IgG) para R. parkeri nos

pacientes com SBY e no grupo controle

R. parkeri - 1gG
Controle(n=50) 0(0%)
SBY (n=70)* 6 (8,6%)
SBY (< 3 meses) (n=10) 1 (10%)
SBY (> 3 meses) (n=60) 5(8,3%)

* Estatisticamente significativo (p= 0,032. - Teste do Qui-quadrado).

Tabela 14. Reagado de imunofluorescéncia indireta (RIFI) (IgG) para R. amblyommii

nos pacientes com SBY e no grupo controle

R. amblyommii —1gG

Controle (n=50) 4 (8%)
SBY (n=70)* 16(22,8%)

SBY (< 3 meses)(n=10) 3(30%)
SBY (> 3 meses)(n=60) 13(21,6%)

*Estatisticamente significativo (p=0,031 - Teste do Qui-quadrado)
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Tabela 15. Reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) (IgG) para R. bellii nos

pacientes com SBY e no grupo controle

R. bellii - 19gG
Controle (n=50) 0 (0%)
SBY (n=70)* 6 (8,6%)
SBY (< 3 meses)(n=10) 1 (10%)
SBY (> 3 meses)(n=60) 5 (8,3%)

* Estatisticamente significativo (p=0,032 - Teste do Qui-quadrado).

Tabela 16. Reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFT) (IgG) para R. rhipicephali

nos pacientes com SBY e no grupo controle

R. rhipicephali - 1gG

Controle (n=50)

SBY (n=70)*

SBY (< 3 meses)(n=10)

SBY (> 3 meses)(n=60)

10 (14,3%)

11 (15,7%)

2 (20%)

9 (15%)

Estatisticamente nao significativo (p=0,150 -

Teste do Qui-quadrado).
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A investigacdo laboratorial da Babesia spp foi feita através de duas
metodologias: a RIFI e o ELISA. Os resultados da RIFI para detec¢ao de anticorpos
da classe IgG estdo descritos na Tabela 17. Dos 70 pacientes com SBY, apenas 1
(1,4%) apresentou positividade contra a B. bovis (p=0,396 - Teste do Qui-quadrado)
e 2 (2,8%) contra a B. equi, (p=0,228 - Teste do Qui-quadrado) enquanto todas as

pessoas sadias tiveram resultados negativos. (Figura 8).

Tabela 17. Reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFIT) (IgG) para Babesia bovis

¢ Babesia equi nos pacientes com SBY e no grupo controle

Babesia bovis Babesia equi
1gG 1gG
Controle (n=50) 0 (0%) 0 (0%)
SBY (n=70) 1 (1,4%) 2(2,8%)
SBY (< 3meses) (n=10) 0 (0%) 1 (10%)
SBY (> 3meses) (n=60) 1 (1,66%) 1 (1,66%)

Estatisticamente ndo significativos (p = 0,396 para B. bovise p = 0,228 para B. equi - Teste do Qui-
quadrado).
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Figura 8 - Fotomicrografia da RIFI para Babesia equi de paciente com SBY com
historia de EM

Na Tabela 18 estdo representados os resultados do ELISA para B. bovis. No
grupo de 70 doentes com SBY, 5 (7,1%) apresentaram IgM e 2 (2,8%) IgG, enquanto
no grupo controle apenas um individuo apresentou positividade para IgM (2%),
resultados estatisticamente nao significantes (p=0,228 para IgG e p=0,203 para [gM

- Teste do Qui-quadrado).

Tabela 18. ELISA para Babesia bovis (IgG e IgM) nos pacientes com SBY e no

grupo controle

1gG IgM 1gG 1gG
e ou
IgM IgM
Controle (n=50) 0 (0%) 1 (2%) 0 (0%) 1 (2%)
SBY (n=70) 2 (2,8%) 5(7,1%) 2 (2,8%) 5(7,1%)
SBY (< 3meses) (n=10) 1 (10%) 1 (10%) 1 (10%) 2 (20%)
SBY (> 3meses) (n=60) 1(1,66%) 4 (6,66%) 1(1,66%) 4 (6,66%)

Estatisticamente ndo significativo (p= 0,228 para IgG e p= 0,203 para IgM -Teste do Qui-quadrado).
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Na Tabela 19 verifica-se que apenas 1 (1,40%) paciente com SBY

demonstrou RIFI positiva para E.canis( p=0,396 - Teste do Qui-quadrado).

Tabela 19. Reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) (IgG) para Ehrlichia canis

nos pacientes com SBY e grupo controle

E. canis- IgG
Controle (n=50) 0 (0%)
SBY (n=70) 1 (1,40%)
SBY (< 3meses) (n=10) 0 (0%)
SBY (> 3meses) (n=60) 1 (1,66%)

Estatisticamente nao significativo (p= 0,396 - Teste do Qui-quadrado).

A Reagao em Cadeia de Polimerase (PCR) foi realizada com iniciadores para
amplificar genes capazes de identificar os Géneros Borrelia, Babesia ¢ Ehrlichia
para todos os pacientes com SBY e individuos normais. Em relacdo ao PCR para
Borrelia com emprego do primer 16S RNA, obtivemos positividade para 12
pacientes com SBY. Trés pessoas sadias também apresentaram positividade,
indicando que estes primers amplificam seqiiéncias presentes no genoma humano e

de outros microrganismos (Figura 9).
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Figura 9 - PCR positiva com “primers” para gene 16SrRNA (850 pb)

(Género Borrélia) dos pacientes com SBY. C+ B. anserina
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A casuistica do estudo foi constituida por pacientes que compareceram ao
Laboratorio de Investigagdo Médica em Reumatologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (LIM-17 do HCFMUSP), para
realizar sorologia para Borrelia burgdorferi. No ato da coleta do sangue, contaram a
histéria clinica surgida apos a picada de carrapatos ou, na duvida deste episodio,
contato com carrapatos ou com animais infestados pelo artrépode. Outras vezes
traziam historico clinico fornecido pelos médicos que encaminharam os doentes
suspeitos de SBY ao Laboratorio.

Dos 70 enfermos com SBY, apenas 10 (14,2%) estavam com a enfermidade
aguda, ou seja, arbitrariamente definida, como doenga nos trés primeiros meses apos
contagio com a bactéria. A maioria relatava sintomas que ocorreram hd mais de trés
meses, corroborando o conceito de que a SBY ¢ uma enfermidade de longa evolugao
com recorréncias freqiientes, quando a enfermidade ndo ¢ identificada e tratada
precocemente. Entre os setenta pacientes estudados com SBY, o EM que ¢
caracteristico da zoonose, esteve presente em 27 (38,6%) pacientes. Costa e cols.
(2001) observaram que 50% dos pacientes com doenga de Lyme — simile brasileira
(SBY) apresentavam este aspecto distintivo. Nos EUA o EM ¢ descrito em 70% dos
pacientes com DL (Bacon et al., 2008).

A semelhanga dos doentes norte-americanos e europeus que evoluem com

sintomas sistémicos (Steere et al., 2004; Dandache e Nadelman, 2008), os enfermos
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com SBY também relataram sintomas gerais compativeis com quadro gripal como
febre (n=13), cefalé¢ia (n=29), artralgia (n=36), mialgia (n=51) e fadiga (n=38).

Nos Estados Unidos da América, sessenta por cento dos pacientes com DL
apresentam comprometimento articular (Steere et al., 1987). No Brasil, Yoshinari et
al. (1999) relataram envolvimento articular em 38% dos casos de SBY, freqiiéncia
bem proxima da obtida no presente estudo (37,1%). Dos 26 casos de artrite, 25
pacientes estavam com mais de trés meses de evolucao clinica, ou seja no estagio
latente da enfermidade.

Acometimento cardiaco da SBY, representado na maioria dos casos por
arritmia sinusal, e em menor freqiiéncia, por cardiomegalia, foi descrito em 9% dos
pacientes brasileiros por Yoshinari et al. (1999). . Na nossa casuistica, dez por cento
apresentaram cardiopatia. No Hemisfério Norte, a freqiiéncia de acometimento
cardiaco varia entre 5% a 10% (Lelovas et al., 2008).,

As manifestagdes neuroldgicas mais relatadas pelos pacientes foram cefaléia
(n=29), radiculopatia periférica (n=9), neurite craniana (n=8), meningite (n=4) e
encefalomielite (n=4). Na Europa predominam complica¢des neurologicas, sendo
descrita uma forma de meningorradiculite muito dolorosa conhecida como Sindrome
de Bannwarth (Cepok et al., 2003). Nos Estados Unidos, o quadro neuroldgico
ocorre em aproximadamente 15% e distingue-se pela triade: meningite, neurite
periférica e radiculite periférica, predominando a meningite linfomonocitdria e a
paralisia facial (Pachner e Steiner, 2007). No Brasil, manifestagdes neurologicas
foram descritas em 37,5% dos doentes por Costa et al. (2001). No presente estudo,

neuropatia foi observada em 32 enfermos (45,7%), possivelmente porque
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neurologistas sdo os especialistas que mais encaminham pacientes ao Laboratorio
para realizagdo de sorologia para Borrelia burgdorferi.

Os setenta doentes preencheram os critérios diagnosticos da SBY ao
apresentaram trés dos cinco parametros maiores: EM, artrite, neuropatia,
cardiopatia ou sorologia positiva para Borrelia burgdorferi G39/40, ou dois
parametros maiores associados a dois parametros menores, 0s quais sao
caracterizados por recorréncia de manifestagdes clinicas , Sindrome da Fadiga
Cronica (SFC) e presencga de espiroquetideos em sangue periférico identificados
através da microscopia de campo escuro.

O diagnostico da DL nos EUA baseia-se na historia de exposicdo ao
carrapato, epidemiologia, manifestacdes clinicas nos diferentes estagios da doenga e
resultados dos testes sorologicos. Nos Estados Unidos, noventa e trés por cento dos
casos de DL sdo diagnosticados em dareas endémicas (CDC, 2007), e nestas
localidades, a simples presenga do EM ¢ suficiente para o diagndstico da doenca
(Dandache e Nadelman, 2008).

Para o diagnoéstico laboratorial da SBY os ensaios sorologicos ELISA ¢ WB
demonstraram boa concordancia pelo Kappa Index, permitindo valorizar o resultado
positivo de um dos testes. No Brasil, devido a baixa sensibilidade dos testes sorologicos,
realizamos ambos os testes simultaneamente, e consideramos resultado positivo se um
deles for reagente. Nos EUA, o diagndstico sorologico ¢ realizado primeiramente através
do ELISA ou Imunofluorescéncia Indireta (IFI), pois estes testes sdo considerados mais
sensiveis para DL. O WB ¢ efetuado apenas para as amostras positivas ou com

resultados nao conclusivos no ELISA ou IFI (Engstrom et al., 1995)..
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Outro procedimento laboratorial para auxiliar o diagnostico da SBY ¢ a
visualiza¢ao de microrganismos semelhantes aos espiroquetideos na microscopia de
campo escuro. Este exame tem valor apenas para casos clinicos muito agudos e
caracteristicos da SBY porque vinte por cento dos individuos assintomaticos, assim
como pacientes com enfermidades autoimunes, apresentam estas estruturas
circulantes no sangue periférico. Acreditamos que, estas estruturas possam ser
provenientes de microrganismos saprofitos, que habitualmente fazem parte da
bioflora do trato intestinal ou respiratério, mas que nao determinam complicagdes
clinicas aos hospedeiros (Yoshinari, 2009). Quarenta e oito pacientes (68,6%) com
SBY foram positivos ao visualizarmos estruturas semelhantes aos espiroquetideos na
microscopia de campo escuro. Pensamos que estas estruturas representem agente
etiologico (espiroqueta) da SBY em apresentacdo morfologica atipica, mas nao esta
excluida a hipdtese de tratar-se de microrganismos saprofitos circulantes no sangue
periférico, conseqliente as alteracdes imunologicas causadas pela enfermidade.
Sabemos que espiroquetas sao capazes de sintetizar componentes que neutralizam a
resposta humoral do hospedeiro, além de originar autoanticorpos no organismo
infectado ( Kuenzle et al., 2007).

A microscopia eletronica do sangue periférico de pacientes com SBY exibe
bactérias que lembram morfologicamente Mycoplasmas, que sdo bactérias
desprovidas de parede celular. Outras estruturas morfologicas visualizadas lembram
Chlamydias e bacterdides. No conjunto, estas formagdes sugerem existéncia de
espiroquetas na apresentagdo de forma L ou “cell wall deficient bactéria” na SBY
(Mantovani et al., 2007), ou seja, espiroquetas que perderam flagelos periplasmaticos

e componentes da membrana externa.



Discussdo 65

Desde que, em nenhum momento, conseguimos o isolamento de espiroqueta
na apresentacdo helicoidal e flagelada na SBY, postulamos que a etiologia desta
zoonose emergente brasileira, seja causada por bactérias, possivelmente borrélias
com morfologias atipicas. Admitimos que, pelo fato de inexistir no pais, carrapatos
do complexo Ixodes ricinus hematdfagos ao homem nas areas de risco e haver
grande diversidade climatica e de animais reservatorios, tenha ocorrido o surgimento
de espiroquetas geneticamente modificadas, incluindo modificagdes quanto a
expressao de flagelos e lipoproteinas da membrana externa (Osp).

A forma L da Borrelia burgdorferi ja foi descrita em meio de cultura rico em
antibioticos (Kersten et al., 1995) ou alojadas no tecido cerebral de pacientes com
Doenca de Lyme (Miklossy et al., 2008). No ambiente intracelular, a bactéria na
forma L fica resguardada da acdo dos anticorpos e das células de defesa do sistema
imune, conseguindo permanecer por longos periodos no hospedeiro. Explica-se
assim, porque a maioria dos pacientes da atual casuistica de SBY, 52 casos, foi
constituida de doentes com sintomas recorrentes, justificando tanto a morbidade
como a dificuldade de diagnosticar esta sindrome.

Microorganismo desprovido de parede celular ndo ¢ uma particularidade da
Borrela burgdorferi, pois é observado no cultivo de Escherichia coli (Onoda et al.,
1987), Saphylococcus epidermidis (Wroblewska et al.,, 2006), Listeria
monocytogenes (Dell’Era et al., 2009), Streptococcos pyogenes (Michailova et al.,
2000), quando ocorre presenca de antibidticos ou caréncia de algum nutriente. As
bactérias na formas L s3o consideradas como microorganismos adaptados as
condi¢des indspitas do meio ambiente. Estudos a microscopia eletronica mostram

que bactérias na forma L conseguem sobreviver no interior de células, como
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demonstrado em bidpsia de pacientes com hematuria idiopatica (Domingue et al.,
1993), cistite intersticial (Domingue et al., 1995), endocardite (Piepkorn e
Reichenbach, 1978), gastrite cronica por Helicobacter pylori (Astrauskiene e
Bernotiene, 2007) e artrite reacional (Wang e Chen , 2004)..

Os pacientes com SBY nao tratados ou medicados erroneamente no estagio
agudo evoluem com surtos de recidiva clinica e tendem a desenvolver complicacdes
tardias, especialmente neurologicas ou reumatoldgicas, classificadas no grupo das
cronicas idiopaticas. Esta forma de evolugdo clinica com recidivas clinicas nao ¢
reconhecida no Hemisfério Norte, pois nestes paises, admite-se que a DL seja
perfeitamente tratavel com antibidticos. Utilizam antibidticos por menor periodo de
tempo que o preconizado no Brasil, e ndo preconizam antibioticoterapia na presenca
de manifestacdes clinicas subseqiientes. Sabemos que nos EUA e Eurésia, a DL ¢
causada por Borrelia spp na sua morfologia completa, portanto mais susceptiveis aos
antibioticos. Ao contrario, no Brasil, as pesquisas indicam que os espiroquetas
causadores da SBY encontram-se na apresentacdo latente, com capacidade de
sobreviver no interior das células, portanto de dificil eliminagao pelo hospedeiro.

As particularidades quanto ao agente etioldégico da SBY justificam as
particularidades clinicas, como as recidivas e desordens autoimunes, assim como
explicam as dificuldades de isolamento dos espiroquetas em meio BSK e
dificuldades diagndsticas laboratoriais, como os titulos baixos de anticorpos
detectados no ELISA e WB. Assim como, corroboram resultados negativos na
amplificacdo de fragmentos de genes de proteinas de flagelo e de membrana (OspA)
da Borrelia spp com “ primers” empregados comumente na PCR para investigagao

da DL no Hemisfério Norte (Costa et al., 2002)
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Contudo, mesmo nos EUA e Eurésia, existe uma complicagdo relatada nos
doentes com DL que receberam antibioticos, caracterizada pela persisténcia de
sintomas vagos como artralgia, mialgia, fadiga, distarbios do cognitivo, que compde
o quadro clinico conhecido como Sindrome po6s Doenca de Lyme (Pfister e
Rupprecht, 2006; Marques, 2008). Entretanto, pesquisadores destes continentes nao
conseguem justificar, porque estes sintomas, altamente moérbidos, persistem nos
enfermos com DL. No Brasil, optamos por chamar estas queixas de Sindrome da
Fadiga Cronica, a qual esteve presente em 25 pacientes com SBY (35,7%).

Nos EUA, desde a descoberta da DL em 1977, cresceu o interesse pelo estudo
de outras zoonoses transmitidas por carrapatos, identificando-se assim, inimeras
formas de co-infecgdes com a DL. Igualmente no Brasil, temos observado ocorréncia
de casos atipicos associados as picadas por carrapatos, como lesdes exantematicas
diversas, anemia, leucopenia, plaquetopenia, elevacdo de enzimas e bilirrubinas, que
sugerem infecg¢des por rickettsias, babesias e ehrlichias.

Dez pacientes com SBY relataram historia de anemia associada a sintomas
“flu like” ap6s o episddio epidemiologico associado a transmissao da doencga, quatro
destes enfermos também apresentaram EM. Sintomas da DL associados a anemia ja
foram anteriormente reportados em pacientes portadores de co-infeccdo entre
Borrelia spp e Babesia microti, principal agente etiologico da Babesiose Humana
nos Estados Unidos (Sweeney et al., 1998).

A Babesiose humana ¢ transmitida por carrapatos e causada por protozoario
intracelular com tropismo por hemacias. Varias espécies de Babesia spp patogénicas
ao homem foram identificadas em todo o mundo: B. microti (Estados Unidos

(Dammimn et al., 1981), Europa (Hildebrandt et al., 2007)), Babesia microti-like
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(Asia) (Wei et al., 2001), B. divergens ( Europa) (Fitzpatrick et al., 1968), Babesia
divergens - like ( Estados Unidos) (Herwaldt et al., 2004), B. duncani (Estados
Unidos ) (Conrad et al., 2006), Babesia EU1 (Europa) (Herwaldt et al., 2003) ,
Babesia KOI (Asia) (Kim et al., 2007). Os sintomas clinicos da Babesiose Humana
inicialmente sdo brandos e ndo especificos como febre, anemia hemolitica, cefaléia,
calafrios, diaforese. O paciente esplenectomizado, imunodeprimido ou nao tratado
adequadamente, pode evoluir com febre alta, anemia severa, ictericia, urina escura,
anorexia, perda de peso, fadiga, insuficiéncia respiratdria e cardiaca, acometimento
do sistema nervoso central, faléncia renal, com risco de morte (White et al., 1998)
.Contrariamente, a infec¢ao pode evoluir sem manifestacdes clinicas (Rech et al.,
2004). Os pacientes apresentam alteragdes laboratoriais como aumento de
transaminases hepaticas, fosfatase alcalina, desidrogenase latica, bilirrubinas,
trombocitopenia e ocasionalmente leucopenia (Rech et al., 2004). No esfregago
sanguineo corado pelo Método de Giemsa podemos visualizar a Babesia spp
intraeritrocitaria na forma de anel, inclusdes piriformes ou tetraédricas (Cruz de
Malta), normalmente na freqiiéncia inferior a 1%. Independente da visualizagcdo do
protozodrio no esfregaco sanguineo, a detec¢do de anticorpos através da
Imunofluorescéncia Indireta ¢ um elemento importante para o diagnodstico da doenca.
Quando o paciente tem contato com Babesia spp, ele pode apresentar positividade
com titulos baixos na Imunofluorescéncia durante meses, mesmo apos a remissao
dos sintomas clinicos (Ruebush et al., 1981)..

Trés pacientes com SBY foram positivos na Imunofluorescéncia Indireta
(IFT), um para B. bovise 2 para B. equi, sendo que um doente estava na fase aguda da

SBY e dois na fase latente ou secundaria da doenga. Nenhum soro do grupo controle
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foi positivo. Estes resultados evidenciam contato prévio com o protozoario,
considerando que a Reac¢do de Imunofluorescéncia para Babesia spp apresenta boa
especificidade, como relataram Magnarelli et al. (1995b) ao testar soros de pacientes
com Doenga de Lyme e Ehrliquiose granulocitica e ndo constataram sorologia
positiva para B. microti.

O ELISA com antigenos da B. bovis demonstrou positividade em cinco amostras
de pacientes com SBY sendo um com histéria de anemia. Estes achados sustentam a
teoria de contato prévio dos doentes com Babesia spp. Sorologia positiva para Babesia
bovis ja havia sido reportada em pacientes com doenga de Lyme simile brasileira por
Yoshinari et al. (2003). Um individuo do grupo controle apresentou positividade no
ELISA, sugerindo que o ELISA seja mais sensivel que a IFI para identificar infec¢ao por
B. bovis embora, Yoshinari et al. (2003) ndo tenham constatado resultados positivos no
ELISA para B. bovisno grupo controle, anteriormente,

Araujo et al. (1998) demostraram boa concordancia de 96,6% entre os resultados
daIFI ¢ do ELISA com antigenos de B. bovisutilizando soros de bovinos.

A Babesiose Humana nado ¢ restrita ao Hemisfério Norte, onde o primeiro
relato foi em 1957 (Skrabalo e Deanovic, 1957), baseado nas manifestacdes clinicas
e visualizagdo do parasito. Na América do Sul, Rios et al. (2003) descreveram a
doenca na Colombia, enquanto Yoshinari et al. (2003), relataram que os primeiros
casos de SBY descritos em irmaos no municipio de Itapevi, apresentaram igualmente
elevados titulos de anticorpos contra B. bovis, indicando haver co-infec¢do entre os
agentes etiologicos da SBY e babesiose. Ambos os estudos adotaram os mesmos
critérios diagndsticos de 1957. Atualmente, as espécies patogénicas no Hemisfério

Norte ja foram filogeneticamente classificadas.
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No Brasil, apesar da existéncia de areas endémicas para babesiose em
animais, nado existe investigagdo importante da babesiose em humanos,
possivelmente porque, ndo ha exames sorologicos diagndsticos disponiveis e o0s
médicos nao pensam em investigar a enfermidade no Hemisfério Sul, diante de tao
poucos relatos ou grupos de pesquisa.

No Brasil, estudos demonstram que espécies de carrapatos capazes de
parasitar humanos, estdo infectadas por Babesia spp. O Rhipycephalus sanguineus
alberga Babesia equi (Battsetseg et al., 2002), agente etiologico da Babesiose eqiiina
e humana, ¢ Babesia canis (Babesiose canina.). O Rhipycephalus (Boophillus)
microplus é suspeito de atuar como vetor da SBY ¢ alberga Babesia bigemina
(Oliveira et al., 2008) ¢ Babesia bovis (Quintio et al., 2007), agentes causadores da
Babesiose bovina. Estes dados alertam para o risco do homem contrair a doenga,
lembrando que as espécies de carrapatos que transmitem a Babesiose Humana no
Hemisfério Norte ndo existem no Brasil, onde tanto o agente etioldogico, como os
vetores t€m caracteristicas intrinsecas do pais.

A infecg¢do pela Babesia spp pode estar associada a Borrelia spp, uma vez
que ambas podem ser transmitidas pelo mesmo vetor, como o Ixodes scapularis
(B. microti) e I. ricinus (B. divergens). Co-infecgdes entre Babesia spp e Borrelia spp
jé foram relatadas por Wang et al. (2000), Krause et al. (1996) e Steere et al. (2003).
Normalmente, estes enfermos com DL apresentam persisténcia de sintomas clinicos
até que o diagnoéstico de co-infecgdo com babesiose seja estabelecida e tratada.
A infecgdo simultanea ocorre porque os vetores da Babesiose e da Doenga de Lyme
sdo os mesmos, o Ixodes ricinus e |. scapularis. Lembramos que no Brasil, os

carrapatos transmissores da SBY sdo diferentes e ndo pertencem ao complexo Ixodes
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ricinus., fato que pode mudar o padrdo de co-infecgdes entre os agentes transmitidos
por carrapatos aos homens no pais.

O 1. ricinus do mesmo modo ¢ um dos vetores da Ehrlichiose Humana, zoonose
causada por rickettsias intracelulares obrigatorias de leucocitos sanguineos classificadas
como Ehrlichia chaffeensis quando parasitam mondcitos (Ehrlichiose Monocitica
Humana) (Anderson et al., 1991) ou Anaplasma phagocytophilum (Anaplasmose
Granulocitica Humana ) (Bakken et al, 1995; Petrovec et al., 1997) e E. ewingii
(Buller et al., 1999) quando parasitam neutrofilos. Os sintomas clinicos causados por
estes microrganismos sao febre, mialgia, cefaléia, mal estar, artralgia, ndusea, vomito,
tosse, diarréia, rigidez de nuca e confusdo mental. Acometimento neurologico
caracterizado por meningite ou meningoencefalite e rash cutdneo sao manifestagoes
raras, mas podem ocorrer na Ehrlichiose Monocitica Humana (Dumler et al., 2007).
Alteragdes laboratoriais importantes sao a presenga de leucopenia, trombocitopenia e
aumento do nivel sérico de aspartato desidrogenase (Olano et al., 2003).

Um paciente com SBY apresentou positividade na sorologia para E. canis,
espécie ja descrita como agente etiologico da Ehrlichiose Humana. (Dawson et al.,
1991b; Barton e Foy, 1989), sugerindo ter havido contacto prévio com alguma
espécie de Ehrlichia, levando em considera¢do que existe rea¢do cruzada entre as
espécies desta bactéria na Imunofluorescéncia Indireta. Na Asia, a semelhanga do
Brasil, dados clinicos e soroldgicos fazem o diagndstico da doenga, uma vez que a
bactéria ainda nao foi identificada (Zhang et al., 2009)..

Em 2004, os primeiros casos da doenca no Brasil, foram identificados através
do quadro clinico e sorologia positiva para Ehrlichia chaffeensis no Estado de Minas

Gerais (Calic et al., 2004).
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A sorologia positiva para Ehrlichia canis em paciente com SBY sugere que
possa ter havido infec¢do simultdnea ente o agente causador da SBY e Ehrlichia spp.
ou Anaplasma spp. Em 1997, Nadelman et al. descreveram co-infec¢do entre
Borrelia burgdorferi e o agente da Ehrlichiose Monocitica Humana. Co-infecgdo
entre o agente causador da doenga de Lyme ¢ Anaplasma phagocytophilum (AGH)
também ja foi descrita anteriormente ( Hermanowska-Szpakowicz et al., 2004).

O homem adquire DL e Ehrlichiose Humana através da transmissao
simultanea dos agentes etiologicos pelo mesmo carrapato. Co-infecgdo em |. ricinus
entre Borrelia burgdorferi sensu lato ¢ Anaplasma phagocytophilum foi descrita por
Koci et al. (2007) na Europa.

Achados importantes de pesquisa de campo alertam da presenga dos agentes
etiologicos da Ehrlichioses Humana no meio ambiente e da descoberta iminente de
novos vetores € reservatorios.

A Ehrlichia chaffeensis ja foi identificada em Dermacentor variabilis e
I. pacificus (Kramer et al., 1999), estas espécies de carrapatos ainda ndo sdo
consideradas vetores da EMH, mas sao parasitas humanos.

Na Asia, o Anaplasma phagocytophilum ja foi identificado parasitando vérias
espécies de roedores (Niviventer confucianus, Apodemus sylvaticus, Rathus losea,
Niviventer coxingi) que mantém o microrganismo no ambiente (Zhan et al., 2008).

No Brasil E. chaffeensis foi identificada em cervo (Blastocerus dichotomus)
(Machado et al., 2006) na regido do Rio Parana, Sudeste do Brasil, onde ainda nao
foi isolada de humanos, mas estéd presente parasitando animais silvestres.

Relatos de carrapatos e mamiferos abrigando Ehrlichia spp e Anaplasma spp

alertam para o risco de contagio destas zoonoses pelos humanos.
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No Brasil, o carrapato que mais pica o homem e transmite doengas ¢ O
Amblyomma cajennense, potencial vetor da SBY e transmissor da Rickettsia
rickettsii, agente etiolégico da Febre Maculosa Brasileira. A doenga foi
primeiramente descrita na América do Norte, onde se denomina Febre das
Montanhas Rochosas (Walker, 1989). As manifestagdes clinicas caracteristicas da
doenca apos cerca de duas semanas da picada do carrapato sdao febre acima de 40C,
cefaléia, exantema, mialgia, mal estar, artralgia, fadiga, dores abdominais e nausea.
A doenca tem evolucao rapida caso nao tratada precocemente (doxiciclina) porque a
Rickettsia spp ¢ intracelular obrigatéria que invade o endotélio vascular se
disseminando pelos tecidos (Estripeaut et al., 2007). Pode ocorrer insuficiéncia
respiratoria, linfoadenopatia, hepato e esplenomegalia, hemorragia, gangrena,
faléncia renal, convulsdo, coma e morte (Lamas et al., 2008; Angerami et al., 2008).
Existem relatos de acometimento cardiaco (Doyle et al., 2006) e encefalomielite
(Wei e Baumann, 1999). As alteragdes laboratoriais sdao hiponatremia,
trombocitopenia, aumento de transaminases hepaticas (Amsden et al., 2005).

Dez pacientes com SBY narraram ocorréncia de exantema associado a febre,
mialgia, cefaléia e artralgia. A Imunofluorescéncia para anticorpos da classe I1gG
contra R. rickettsii foi positiva em nove pacientes porém, 6 amostras do grupo
controle também apresentaram positividade.  Resultados falso positivos na
Imunofluorescéncia para R. rickettsii ja foram descritos entre pessoas sadias (Kantso
et al.,, 2009). A analise estatistica pelo teste de Qui-quadrado demonstrou que a
positividade dos pacientes contra antigenos da R. rickettsii nao foi significativa,
sugerindo que se houver presenca de co-infeccdo nos pacientes com SBY com

historia de exantema, ndo foi pela R. rickettssi.
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Em 2004, Paddock et al. descreveram uma doenga semelhante a Febre
Macculosa das Montanhas Rochosas, mas com sintomas mais brandos como febre
até 40° C, exantema, cefaléia, mialgia, linfoadenopatia, lesdo de pele denominada
eschar no local da picada do carrapato, sem relato de acometimento neuroldgico ou
morte (Paddock et al., 2008). Recentemente, atendemos no laboratorio doente com
febre, exantema e lesdo de pele lembrando eschar no ponto da picada. A sorologia
para o grupo das Rickettsioses brandas foi positiva ¢ a PCR da bidpsia da lesao
confirmou infecgdo por Rickettsia spp. O seqiienciamento mostrou tratar-se de uma
nova espécie de Rickettsia inexistente no pais, semelhante filogeneticamente a
R. parkeri ¢ R. africae (Roux e Raoult, 2000). A R. africae causa rickettsiose em
humanos semelhante a R. parkeri (Ndip et al., 2004). Curiosamente, seis pacientes
com SBY foram positivos na Imunofluorescéncia para R. parkeri e nenhum
individuo do grupo controle. A presen¢a de anticorpos contra R. parkeri nos
pacientes com SBY indica existéncia de co-infec¢ao entre estas bactérias no Brasil e
alerta quanto a necessidade do diagnostico sorologico para rickettsioses mais brandas
além da imunofluorescéncia para R. rickettsii , unico ensaio preconizado como teste
diagnostico para Febre Maculosa no Brasil.

Estudos de soro-prevaléncia indicam que cavalos, capivaras e caes tiveram
contato ou albergam R. parkeri no Brasil (Pacheco et al., 2007; Silveira et al., 2007).
Com relagdo ao agente transmissor no pais, R. parkeri foi identificada parasitando
Amblyomma triste no Brasil. Esta espécie de carrapato esta relacionada a transmissao
da R. parkeri no Uruguai (Venzal et al., 2004).

Os pacientes com SBY apresentaram positividade significativa contra

antigenos da R. amblyommii sugerindo infec¢do simultanea entre estas bactérias. Nos
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Estados Unidos da America, em 2007, Billeter et al..relataram caso clinico de
paciente com lesdo de pele no sitio da picada do carrapato Amblyomma americanum.
A analise molecular do artropode revelou infecgdo pela Rickettsii amblyommii,
espécie ainda ndo considerada patogénica (Apperson et al., 2008). Este Unico relato
nos alerta quanto a potencialidade desta nova espécie causar doenga.

No Hemisfério Sul, a R amblyommii foi identificada parasitando
A. cajennense, Rhipicephalus sanguineus ¢ Rhipicephalus ( Boophilus) microplus na
Colombia (Bermudez et al., 2009).

No Brasil a R. amblyommii foi identificada em A. cajennense (Labruna et al.,
2004), carrapato mais frequentemente relacionado ao parasitismo humano no pais,
potencial transmissor da SBY e vetor da Febre Maculosa Brasileira. Existe relato de
cées com sorologia positiva para R. amblyommii em Ronddnia (Labruna et al., 2007)
,sugerindo a circulacdo do microrganismo na regido.

Outra espécie de Rickettsia identificada infectando Amblyomma cajennense
em regiao endémica para Febre Maculosa Brasileira é a R. bellii (Labruna et al., 2004).
Os pacientes com SBY estudados apresentaram sorologia positiva contra antigenos
de R. bellii estatisticamente significante, sugerindo o contato com a bactéria, porém,
ainda sem possibilidade de correlacionar esta possivel infec¢do pregressa com as
manifestagdes clinicas exibidas pelos doentes. A R. belli ainda nao é considerada
patogénica ao homem, mas estad circulante no meio ambiente infectando o
Amblyomma aureolatum , carrapato relacionada a transmissdo da Febre Maculosa
Brasileira (Pinter e Labruna, 2006) ¢ o Amblyomma dubitatum (Pacheco et al., 2009),
carrapato hospedeiro de capivaras em area endémica para Febre Maculosa Brasileira

(Perez et al., 2008).
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Dentre as infec¢des transmitidas por carrapatos no Brasil, os resultados com
as Rickettsias ditas brandas foram bastante significativos, pela alta freqiiéncia de
soro-positivos em pacientes com SBY, indicando que houve co-infecdo entre
bactérias do grupo das Rickettsioses brandas com agente etioldogico da SBY. Outra
sugestdo ¢ a de que carrapatos transmissores da SBY, Amblyomma cajennense ¢
Rhipicephalus Boophilus microplus, participem também como vetores destas
rickettsioses. Esta descoberta indica a importancia da aplicacdo de metodologias
diagnosticas para zoonoses transmitidas por carrapatos no Brasil considerando um
cenario endémico para estas doengas em bovinos, eqliinos € caninos; exposi¢ao aos
vetores infectados por Borrelia spp, Babesia spp, Ehrlichia spp, Anaplasma spp e
Rickettsia spp. ¢ indisponibilidade de instrumentos laboratoriais para identificar
doencas infecciosas que requerem tratamento com antibidticos especificos.

O estudo alerta a classe médica, quanto a necessidade de investigar as
doengas transmitidas por carrapatos, em doentes com historia epidemiologica e
sintomas compativeis, especialmente as sugestivas de rickettsioses ditas brandas.
Embora pouco conhecidas no Brasil, as zoonoses transmitidas por carrapatos sao
bem estudadas e diagnosticadas em todo mundo. Neste sentido, este ¢ o primeiro
trabalho a alertar a classe médica brasileira sobre a possivel ocorréncia de
co-infecgdes e zoonoses diversa causadas por carrapatos e¢ a disponibilizar
procedimentos diagndsticos laboratoriais para a maioria das enfermidades.

Assim como a SBY tem epidemiologia, clinica e dados laboratoriais distintos
da DL, as outras zoonoses transmitidas por carrapatos no pais, podem ter
particularidades proprias no Brasil, especialmente porque os carrapatos existentes no

pais sdo diferentes. O Laboratério de Interacdo Microorganismo-Artrite localizado
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no LIM-17 do HCFMUSP ¢ referéncia para pesquisa da SBY, e apos o presente
estudo estd igualmente apto para diagnosticar as demais zoonoses transmitidas por
carrapatos. Este fato ¢ de grande relevancia, pois ¢ a unica Instituicdo Publica a
realizar todos os procedimentos diagnosticos a populagao em geral, possibilitando o
diagnostico de novas enfermidades e contribuindo na difusdo de conhecimentos a

classe médica brasileira.
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O diagnostico laboratorial para SBY realizado através dos testes sorologicos
ELISA e Western Blotting com antigenos totais da Borrelia burgdorferi cepa G39/40
americana apresentam boa concordancia, sugerindo a aplicacdo do ELISA como
teste de triagem e o Western Blotting como exame confirmatério dos resultados
inconclusivos no ELISA. Contudo, ¢ importante a realizagao de ambos os testes para
aumentar a sensibilidade da prova diagnostica laboratorial da SBY.

A presenca de anticorpos especificos contra Rickettsia parkeri, Rickettsia
amblyommii e Rickettsia bellii estatisticamente significante sugere ter havido
co-infec¢do com estes microorganismos nos pacientes com SBY.

Anticorpos contra a Babesia canis e Ehrlichia canis também foram
detectados nos pacientes com SBY, embora as freqiiéncias de positividade tenham
sido baixas, sugerindo que estes microrganismos podem eventualmente causar
enfermidades em humanos.

O fato de ter ocorrido co-infec¢do entre os agentes etiologicos da SBY e
Rickettsioses brandas sugerem que Amblyomma cajennense ¢ Amblyomma

aureolatum seja vetores destas zoonoses no Brasil.
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in the order that the author is listed. If two authors are at the same place, it is listed
only once, in the order of the first author mentioned. If the country is the United
States of America, it is not included in the address because AJTMH is published in
the USA. Other countries are spelled out in full with no abbreviations.

e.g.,

Papua New Guinea Institute of Medical Research, Madang, Papua New Guinea;
Clark Science Center, Department of Biological Sciences, Smith College,
Northampton, Massachusetts; Molecular and Cellular Biology Program, University
of Massachusetts, Amherst, Massachusetts; Division of Geographic Medicine, Case
Western Reserve University School of Medicine, University Hospitals of Cleveland,

Cleveland, Ohio

(Note that the authors' addresses, complete with street and room numbers, postal
codes, phone, FAX, and e-mail are found only at the end of the text in the Authors?

addresses section of the paper, just above the References.)

TEXT

Format

Please provide the following (in order):

1. A concise abstract (150 words maximum)

2. An introductory paragraph

3. Separate sections for Materials and Methods
4. Results

5. Discussion

6.

Separate paragraphs for acknowledgments, listing of financial support, all
authors' detailed addresses including telephone and FAX numbers, a shipping
address for reprints, if reprints are being ordered

7. A list of the references cited.
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REFERENCES

References should be cited by consecutive numbers in the text. The numbers should
appear in superscripts, not in parentheses, and should appear after any closing
punctuation. Abbreviate journal names in the style used by the National Library of
Medicine. References should be from peer-reviewed publications that are generally

available to the readers of the Journal.

Abstracts, proceedings, works in progress, theses, dissertations, and manuscripts
submitted but not yet accepted for publication are not acceptable to cite as
references. If it is necessary to cite information from these sources, they should be
cited in the text only, in parentheses as follows: (Jamestown JW and others,

unpublished data).

Format. All authors must be listed; never use "et al." or the phrase "or others."
Authors are indicated by their last names followed by a space and their initial(s)
(with no period/full stop). Periods are not used after abbreviated words in journal
titles. Authors? names are separated by commas only, and is not used. The year of
publication follows the final name, preceded by a comma. Double check all
information including the correct abbreviation of the journal cited. Note that the
abbreviated journal, the volume number, and the colon that follows are in italics.
There is a space after the colon, before the page numbers. The page numbers are

written out completely: 472--476 (not 473--76).

See pages 28--51 in the American Medical Association (AMA) Manual of Style (9th
Edition) for various types of reference sources so that you can incorporate them and

then modify the formatting for AJTMH as follows:

Authors' names: Never use et al. in the references or text. See the following

examples:

Examples of articles:
Michaels E, Bunyan DJP, Charlesworth JM Jr, Black JM III, 1997. Global mapping:
lymphatic filariasis in perspective. Parasitol Today 11: 472--476.
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Examples of books:

Olive EA, 1995. Lymphatic Filariasis Infection and Disease. London: Academic
Press, 129-131.

Chapter in abook:

Gilles HM, 1993. Epidemiology of malaria. Gilles HM, Warrell DA, eds. Bruce-
Chwatt's Essential Malariology. Third edition. Boston, MA: Edward Arnold, 124-163.
Web reference:

Centers for Disease Control and Prevention, 2008. Advisory Committee on
Immunization Practices (ACIP) recommendations. Available at:

http://www.cdc.gov/vaccines/pubs/ACIP-list.htm. Accessed May 1, 2008.

At AJTMH, contrary to AMA Style, the year of publication always follows the

comma after the last author?s initial(s).

Consult Index Medicus for the correct abbreviation of the journal cited. The journal
abbreviation, the volume number, and the colon are all italicized. The colon is
followed by a space, then the page numbers. The page numbers are both written in
their entirety, separated by an en dash which you represent in your manuscript by

two hyphens.

FORMATTING AND STYLE GLOSSARY

Abbreviationsand acronyms. The first time it appears, a word or phrase is spelled
out in its entirety preceding the abbreviation or acronym which appears in parentheses.
The first instance of the acronym is designated in both the abstract and in the text, the
first time it appears and for each figure and table, using the acronym subsequently. Try

not to use an abbreviation at the beginning of a sentence or as part of a heading.

Plurals of acronyms have no apostrophes. STDs. M & Ms.

Commonly used abbreviations:

Injections. IP = intraperitioneal, IV = intravenous, IM = intramuscular

Commas. Always insert a comma before the "and" at the end of a series of three or

more items.
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Ethical guidelines. Ethical considerations must be addressed in the materials and
methods section. 1) Please state that informed consent was obtained from all human
adult participants and from the parents or legal guardians of minors. Include the
name of the appropriate institutional review board that approved the project. 2)
Indicate in the text that the maintenance and care of experimental animals complies
with National Institutes of Health guidelines for the humane use of laboratory

animals, or those of your country?s equivalent authority or agency.

Formatting. Use Times New Roman with the font size of 12 throughout. The entire
manuscript, including figure legends and tables, should be double spaced (not 1.5
spaces, not a variation such as "equivalent") with one inch margins all around, flush
left with a ragged right margin even though when printed in the journal it will be
single-spaced and justified?the printer sets all of that up for printing from the
manuscript format. Insert only one space between words and sentences, including
after a colon (except for the colon after the Acknowledgments, Financial support,
Disclaimers, Authors? addresses, and Reprint request sections at the end of the text,

just before the REFERENCES).

Headings.

A primary heading is used for the main sections and is centered alone in all capital
letters, no bold or italics.

A secondary heading is indented, bold, sentence case, and ends with a period. The
text follows on the same line after one space.

A tertiary heading is indented, in sentence case, italicized, and ends with a period.
Sentences and par agr aphs. Indent the first sentence of each paragraph. Try not to

use an abbreviation at the beginning of a sentence.

Hyphens and dashes.

Dashes. Insert 2 hyphens (--) between numbers or other cases whenever it means

"to" as in 4 to 6 years (4--6 years, 1994--1999), The printer will translate -- into an
"en dash" [?] which is longer than a hyphen. All you need to do is insert 2 hyphens.
The proofreader?s mark for an en dash is - . On the rare occasion that you want to put

a long dash between the phrases in a sentence for emphasis, use three hyphens (---)
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to indicate an "em dash" [?]. There are no spaces before or after the hyphen, the en
dash, and the em dash. Do not use a -- for the "to" in ratios or mathematical

formulas; they require a virgule or forward slash mark.

Hyphens. Insert a hyphen between words that together modify a noun (T-cell group,

but group of T cells) or when an adverb and other word modify a noun.

half-life
antimalarial
[talics. Italicize the words and phrases in your text directly, do not underline. There

is no need to both italicize and underline.

Italicize in vitro, in vivo.

Nomenclature. Genus and species. Genus is spelled out completely the first time an
organism is mentioned in the abstract, the text, and in every figure and table. If you
are discussing several different species within a genus, so that the genus is the same
for each species mentioned, spell the genus + species out in full the first time each
new species is mentioned, even if it seems redundant. After the first time, use the
genus abbreviation with a period. Genus and species are always italicized. Do not
italicize "spp." or "sensu stricto" or "sensu lato" that may follow genus and species.
Genus is italicized when it appears alone (i.e., Plasmodium infections. Adjectives
such as plasmodial are not italicized.). Species, when used as in the text is not

italicized (i.e., falciparum malaria).

Numbersand symbols. Insert one space between the number and the units of
measure, no space between the numeral and the % sign. Add a space before and after

the >, <, and = symbols.

Parentheses and brackets. Parentheses enclose brackets. In a sentence, the

punctuation comes after the close-parentheses symbol.

Quotation Marks. Use quotation marks sparingly, only when absolutely necessary
for clarity and to designate a particular, unusual use of a word. When redefining a

word, use the quotes only in the first instance in both the text and abstract.
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Subsequent use does not require quotes, as you have already alerted the reader to

make the mental adjustment.

References and citations

Note: Published abstracts; published or unpublished proceedings, works in progress,
theses, and dissertations; and manuscripts submitted but not yet accepted for

publication are not acceptable references to cite. If it is necessary to cite information
from these sources, cite them in the text only, in parentheses as follows: (Jamestown

JW and others, unpublished data).

See pp. 28--51 in the AMA Manual of Style [9th Edition] for expressing various
sources of reference. Modify the formatting for AJTMH as follows:

Authors' names. Never use et al. in the references or text. All authors must be listed
in the following format:

First author?s last name (no comma) single space, his or her initial(s) without periods
(no full stops until after the year), comma, single space, next author(s) in the same
format until all have been listed. After the final author?s initial(s), comma, single

space, insert the year of publication, period (full stop).

Year of publication. At AJTMH, contrary to AMA Style, the year of publication

always follows the comma after the last author?s initial(s).

Journal abbreviation. Consult Index Medicus for the correct abbreviation of the
journal cited. The journal abbreviation, the volume number, and the colon are all
italicized. The colon is followed by a space before the page numbers. The page

numbers are both written in their entirety, separated by 2 hyphens (en dash).

Spacing between sentences. Use one space only.

Spelling. Use American spelling except in the references where spelling and

punctuation follow the original citation.

Chagas disease. No apostrophe as per the current CDC standard usage. Bed net.
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Possum is the correct word for opossum in Australia.

Super scripts and subscripts. Use your software to create a true superscript or
subscript. Insert superscripts correctly, after the punctuation with no space in
between.2,3,6--8 Here, there are no spaces between the reference number 2, the
comma, the 3, or the 6--8 of the superscript. For serial references of 3 or more, insert
2 hyphens between numbers. For example: Other studies reported that opossums
usually inspect triatomes both manually and visually before ingesting them.1, 6--8,11

For subscripts follow same procedure, check the Subscript box.

Symbols. A minus sign itself should be used, not a hyphen.

Time. Time of day. Use AM and PM.

Time. sec = second(s), msec = millisecond(s); hr = hour(s); yr = year(s); d = day(s).

Plurals of years have no apostrophes. 1940s. 1800s.

Units of measur e. Abbreviate in the Methods section, but not in the abstract,

introduction and results (unless describing a procedure), and discussion.

Abbreviations.

Weights and measures.

g = gram and is always lower case, mg, pg. kilogram = kg.

L = liter. Use the word ?liter? for liter when it is mentioned alone in the text. Use a
capital L for liter in the instance of g/L and in conjunction with m (milliliter = mL), p
(microliter = puL), and d (deciliter = dL).

Note that if designations are followed by numerals or letters, capitalize them: i.e.,
when particular day(s), week(s), site(s), lane(s), subject(s), group(s) and similar
designations are followed by numbers or letters (Day 6; Weeks 1--7. Site 15, Lanes
A--D; Subjects A2 and AS, Genotype A). When designating without a following

number, use the third day, the fifth week, second subject, etc.
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SPECIFIC MANUSCRIPT GUIDELINES

FIRST MANUSCRIPT PAGE

The running heads are flush left. The title, authors, and authors? affiliations are
centered. The abstract is flush left, and immediately follows the authors? affiliations

with one space between.

Left running head: All capital letters (All Caps); last name of first author plus "and Others"
e.g.,

LRH: BOCKARIE AND OTHERS

Right running head: All Caps; this is the running head for your ~50-character short title
e.g.,

RRH: PCR-ELISA FOR THE DETECTION OF W. BANCROFTI

The Title is centered, Roman type (no bold, no italics except for Genus and species,
which are italicized.) No punctuation at the end.

e.g.,

Application of a Polymerase Chain Reaction-ELISA to Detect Wuchereria Bancrofti
in Pools of Wild-Caught Anopheles Punctulatusin a Filariasis Control Area in Papua

New Guinea

Authors' names are centered. Commas are used throughout except at the end of a
line. Do not split a name to the next line. Please be sure to use include the first and
last name of each author. Middle names or initials are optional.

e.g.,

Moses J. Bockarie, Peter Fischer, Steven A. Williams, Peter A. Zimmerman, Lysaght

Griffin, Michael P. Alpers, and James W. Kazura

Authors' locations/affiliations: departments, institutions, city, state, and/or country
are spelled out in full, in italics using Title Case without any numbers. A semi-colon
separates each address. Do not split a phrase to the next line. There is no punctuation
after the last author?s location. Do not use any symbols such as asterisks after

authors? names to refer to the specific affiliations of authors. Just list the institutions
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in the order that the author is listed. If two authors are at the same place, it is listed
only once, in the order of the first author mentioned. If the country is the United
States of America, it is not included in the address because AJTMH is published in
the USA. Other countries are spelled out in full with no abbreviations.

e.g.,

Papua New Guinea Institute of Medical Research, Madang, Papua New Guinea;
Clark Science Center, Department of Biological Sciences, Smith College,
Northampton, Massachusetts; Molecular and Cellular Biology Program, University
of Massachusetts, Amherst, Massachusetts; Division of Geographic Medicine, Case
Western Reserve University School of Medicine, University Hospitals of Cleveland,

Cleveland, Ohio

(Note that the authors' addresses, complete with street and room numbers, postal
codes, phone, FAX, and e-mail are found only at the end of the text in the Authors?

addresses section of the paper, just above the References.)

TEXT

Format

Please provide the following (in order):

1. A concise abstract (150 words maximum)

2. An introductory paragraph

3. Separate sections for Materials and Methods
4. Results

5. Discussion

6.

Separate paragraphs for acknowledgments, listing of financial support, all
authors' detailed addresses including telephone and FAX numbers, a shipping
address for reprints, if reprints are being ordered

7. A list of the references cited.

REFERENCES

References should be cited by consecutive numbers in the text. The numbers should
appear in superscripts, not in parentheses, and should appear after any closing
punctuation. Abbreviate journal names in the style used by the National Library of
Medicine. References should be from peer-reviewed publications that are generally

available to the readers of the Journal.
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Abstracts, proceedings, works in progress, theses, dissertations, and manuscripts
submitted but not yet accepted for publication are not acceptable to cite as
references. If it is necessary to cite information from these sources, they should be
cited in the text only, in parentheses as follows: (Jamestown JW and others,

unpublished data).

Format. All authors must be listed; never use "et al." or the phrase "or others."
Authors are indicated by their last names followed by a space and their initial(s)
(with no period/full stop). Periods are not used after abbreviated words in journal
titles. Authors? names are separated by commas only, and is not used. The year of
publication follows the final name, preceded by a comma. Double check all
information including the correct abbreviation of the journal cited. Note that the
abbreviated journal, the volume number, and the colon that follows are in italics.
There is a space after the colon, before the page numbers. The page numbers are

written out completely: 472--476 (not 473--76).

See pages 28--51 in the American Medical Association (AMA) Manual of Style (9th
Edition) for various types of reference sources so that you can incorporate them and

then modify the formatting for AJTMH as follows:

Authors' names: Never use et al. in the references or text. See the following

examples:

Examples of articles:

Michaels E, Bunyan DJP, Charlesworth JM Jr, Black JM III, 1997. Global mapping:
lymphatic filariasis in perspective. Parasitol Today 11: 472--476.

Examples of books:

Olive EA, 1995. Lymphatic Filariasis Infection and Disease. London: Academic
Press, 129-131.

Chapter in abook:

Gilles HM, 1993. Epidemiology of malaria. Gilles HM, Warrell DA, eds. Bruce-
Chwatt's Essential Malariology. Third edition. Boston, MA: Edward Arnold, 124-
163.
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Web reference:
Centers for Disease Control and Prevention, 2008. Advisory Committee on
Immunization Practices (ACIP) recommendations. Available at:

http://www.cdc.gov/vaccines/pubs/ACIP-list.htm. Accessed May 1, 2008.

At AJTMH, contrary to AMA Style, the year of publication always follows the

comma after the last author?s initial(s).

Consult Index Medicus for the correct abbreviation of the journal cited. The journal
abbreviation, the volume number, and the colon are all italicized. The colon is
followed by a space, then the page numbers. The page numbers are both written in
their entirety, separated by an en dash which you represent in your manuscript by

two hyphens.

FORMATTING AND STYLE GLOSSARY

Abbreviations and acronyms. The first time it appears, a word or phrase is spelled
out in its entirety preceding the abbreviation or acronym which appears in
parentheses. The first instance of the acronym is designated in both the abstract and
in the text, the first time it appears and for each figure and table, using the acronym
subsequently. Try not to use an abbreviation at the beginning of a sentence or as part

of a heading.
Plurals of acronyms have no apostrophes. STDs. M & Ms.

Commonly used abbreviations:

Injections. IP = intraperitioneal, IV = intravenous, IM = intramuscular

Commas. Always insert a comma before the "and" at the end of a series of three or

more items.

Ethical guidelines. Ethical considerations must be addressed in the materials and
methods section. 1) Please state that informed consent was obtained from all human
adult participants and from the parents or legal guardians of minors. Include the

name of the appropriate institutional review board that approved the project. 2)
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Indicate in the text that the maintenance and care of experimental animals complies
with National Institutes of Health guidelines for the humane use of laboratory

animals, or those of your country?s equivalent authority or agency.

Formatting. Use Times New Roman with the font size of 12 throughout. The entire
manuscript, including figure legends and tables, should be double spaced (not 1.5
spaces, not a variation such as "equivalent") with one inch margins all around, flush
left with a ragged right margin even though when printed in the journal it will be
single-spaced and justified?the printer sets all of that up for printing from the
manuscript format. Insert only one space between words and sentences, including
after a colon (except for the colon after the Acknowledgments, Financial support,
Disclaimers, Authors? addresses, and Reprint request sections at the end of the text,

just before the REFERENCES).

Headings.

A primary heading is used for the main sections and is centered alone in all capital
letters, no bold or italics.

A secondary heading is indented, bold, sentence case, and ends with a period. The
text follows on the same line after one space.

A tertiary heading is indented, in sentence case, italicized, and ends with a period.
Sentences and par agr aphs. Indent the first sentence of each paragraph. Try not to

use an abbreviation at the beginning of a sentence.

Hyphens and dashes.

Dashes. Insert 2 hyphens (--) between numbers or other cases whenever it means

"to" as in 4 to 6 years (4--6 years, 1994--1999), The printer will translate -- into an
"en dash" [?] which is longer than a hyphen. All you need to do is insert 2 hyphens.
The proofreader?s mark for an en dash is - . On the rare occasion that you want to put
a long dash between the phrases in a sentence for emphasis, use three hyphens (---)
to indicate an "em dash" [?]. There are no spaces before or after the hyphen, the en
dash, and the em dash. Do not use a -- for the "to" in ratios or mathematical

formulas; they require a virgule or forward slash mark.
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Hyphens. Insert a hyphen between words that together modify a noun (T-cell group,

but group of T cells) or when an adverb and other word modify a noun.

half-life
antimalarial
Italics. Italicize the words and phrases in your text directly, do not underline. There

is no need to both italicize and underline.

Italicize in vitro, in vivo.

Nomenclature. Genus and species. Genus is spelled out completely the first time an
organism is mentioned in the abstract, the text, and in every figure and table. If you
are discussing several different species within a genus, so that the genus is the same
for each species mentioned, spell the genus + species out in full the first time each
new species is mentioned, even if it seems redundant. After the first time, use the
genus abbreviation with a period. Genus and species are always italicized. Do not
italicize "spp." or "sensu stricto" or "sensu lato" that may follow genus and species.
Genus is italicized when it appears alone (i.e., Plasmodium infections. Adjectives
such as plasmodial are not italicized.). Species, when used as in the text is not

italicized (i.e., falciparum malaria).

Numbersand symbols. Insert one space between the number and the units of
measure, no space between the numeral and the % sign. Add a space before and after

the >, <, and = symbols.

—_) —

Parentheses and brackets. Parentheses enclose brackets. In a sentence, the

punctuation comes after the close-parentheses symbol.

Quotation Marks. Use quotation marks sparingly, only when absolutely necessary
for clarity and to designate a particular, unusual use of a word. When redefining a
word, use the quotes only in the first instance in both the text and abstract.
Subsequent use does not require quotes, as you have already alerted the reader to

make the mental adjustment.
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References and citations

Note: Published abstracts; published or unpublished proceedings, works in progress,
theses, and dissertations; and manuscripts submitted but not yet accepted for

publication are not acceptable references to cite. If it is necessary to cite information
from these sources, cite them in the text only, in parentheses as follows: (Jamestown

JW and others, unpublished data).

See pp. 28--51 in the AMA Manual of Style [9th Edition] for expressing various
sources of reference. Modify the formatting for AJTMH as follows:

Authors' names. Never use et al. in the references or text. All authors must be listed
in the following format:

First author?s last name (no comma) single space, his or her initial(s) without periods
(no full stops until after the year), comma, single space, next author(s) in the same
format until all have been listed. After the final author?s initial(s), comma, single

space, insert the year of publication, period (full stop).

Year of publication. At AJTMH, contrary to AMA Style, the year of publication

always follows the comma after the last author?s initial(s).

Journal abbreviation. Consult Index Medicus for the correct abbreviation of the
journal cited. The journal abbreviation, the volume number, and the colon are all
italicized. The colon is followed by a space before the page numbers. The page

numbers are both written in their entirety, separated by 2 hyphens (en dash).

Spacing between sentences. Use one space only.

Spelling. Use American spelling except in the references where spelling and

punctuation follow the original citation.

Chagas disease. No apostrophe as per the current CDC standard usage. Bed net.

Possum is the correct word for opossum in Australia.
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Super scripts and subscripts. Use your software to create a true superscript or
subscript. Insert superscripts correctly, after the punctuation with no space in
between.2,3,6--8 Here, there are no spaces between the reference number 2, the
comma, the 3, or the 6--8 of the superscript. For serial references of 3 or more, insert
2 hyphens between numbers. For example: Other studies reported that opossums
usually inspect triatomes both manually and visually before ingesting them.1, 6--8,11

For subscripts follow same procedure, check the Subscript box.

Symbols. A minus sign itself should be used, not a hyphen.

Time. Time of day. Use AM and PM.

Time. sec = second(s), msec = millisecond(s); hr = hour(s); yr = year(s); d = day(s).

Plurals of years have no apostrophes. 1940s. 1800s.

Units of measur e. Abbreviate in the Methods section, but not in the abstract,

introduction and results (unless describing a procedure), and discussion.
Abbreviations.

Weights and measures.

g = gram and is always lower case, mg, pg. kilogram = kg.

L = liter. Use the word ?liter? for liter when it is mentioned alone in the text. Use a
capital L for liter in the instance of g/L and in conjunction with m (milliliter = mL),
p (microliter = puL), and d (deciliter = dL).

Note that if designations are followed by numerals or letters, capitalize them: i.e.,
when particular day(s), week(s), site(s), lane(s), subject(s), group(s) and similar
designations are followed by numbers or letters (Day 6; Weeks 1--7. Site 15, Lanes
A--D; Subjects A2 and A5, Genotype A). When designating without a following

number, use the third day, the fifth week, second subject, etc.
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