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RESUMO

A ocorréncia de manifestagoes clinicas e laboratoriais semelhantes
as encontradas na doenc¢a de Lyme e da coinfec¢io com a babesiose
ja foi demonstrada em trabalhos anteriores em adultos, porém nio
existem estudos desta natureza em criangas. Objetivo: Caracterizar
o perfil clinico-epidemioldgico da sindrome de Lyme-Simile em
criangas do Estado de Mato Grosso do Sul e avaliar a prevaléncia
dos anticorpos anti- Borrelia burgdorferi e anti-Babesia bovis no soro
de pacientes que preencheram os critérios estabelecidos. Métodos:
100 pacientes entre 9 meses ¢ 16 anos de idade foram submetidos a
pesquisa dos anticorpos pela técnica de ELISA e a soroprevaléncia
foi comparada com um grupo-controle. Resultados: Positividade
para anticorpos anti- B. buzgdorferi ocorreu em 27% dos pacientes
com suspeita clinica, sendo 17% IgM e 12% IgG. As manifestacoes
articulares ocorreram em 21 pacientes, as manifestacoes cutineas
em trés pacientes e as manifestacoes neuroldgicas em trés pacientes.
A prevaléncia de anticorpos contra B. burgdorferi nos pacientes do
grupo-controle foi de 15% (p < 0,05). Os anticorpos anti- B. bovis
estiveram presentes em 24% dos pacientes suspeitos ¢ em 3% do
grupo-controle (p < 0,05). Concomitancia dos anticorpos ocor-
reu em 10 pacientes com suspeita clinica e em nenhum controle.
Conclusio: Os resultados deste estudo evidenciam a etiologia de
cardter infeccioso e reacional das manifestagoes clinicas encontradas

ABSTRACT

The occurence of clinical and laboratory manifestations similar
to the Lyme disease and the coinfection with babesiosis was
already demonstraded in previous researches with adult patients.

However, there are no studies in children. Objective: To identify
the clinical-epidemiological profile of the Lyme Simile Syndrome
in children of the State of Mato Grosso do Sul and to evaluate
the prevalence of antibodies against Borrelia burgdorferi and
Babesia bovis in the serum of patients that had fulfilled the es-

tablished criteria. Methods: One hundred patients (age range:

9 months and 16 years-old) were screened for the presence of
those antibodies, using ELISA, comparing to a control group.

Results: Antibodies against B. burgdoferi were found in 27% of
the patients with a clinical picture. The articular manifestations
occurred in 21 patients, cutaneous in 3 and neurological in 3.

The prevalency in the control group was 15% (p < 0.05). The
antibodies for Babesia bovis were present in 24% of suspect pa-

tients and in 3% of the control group (p < 0.05). Concomitance
of the two antibodies occurred in 10 patients with clinical suspect
and no one of control group. Conclusion: The results found
in this study suggest the infective and reactive character of the
clinical manifestations of the patients, which can characterize
a Syndrome, which possibly occurs in the presence of multiple
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nos pacientes, podendo caracterizar uma sindrome, que possivel-
mente ocorra na presenga de multiplos microrganismos ¢ estd
relacionada com carrapatos. Foi encontrada freqiiéncia superior
de anticorpos contra Borrelin ¢ Babesia nos pacientes em relagdo
aos controles. Embora pequena, essa diferenga foi estatisticamente
significante. Este achado ndo atesta que o quadro clinico dos
pacientes seja causado por espécies de Borrelin ou Babesin, mas
levantam a possibilidade de participagdo de algum agente infeccioso
que possa estar relacionado a esses microrganismos. Os estudos
devem prosseguir para melhorar a delineagdo desta sindrome em
nosso meio, assim como isolar o agente etiologico.

Palavras-chaves: Borrelin busgdorferi, Babesia bovis, Lyme-simile,
criangas.

INTRODUGAO

A borreliose de Lyme é uma infec¢do multissistémica
causada por diferentes espécies do género Borrelin, deno-
minadas de Borrelin burgdorferi sensu lato, ¢ transmitida
por picadas de carrapatos da familia Ixodidae e similares™?).
E uma doenca infecciosa emergente de distribui¢do
mundial®% e na Europa foram identificados outros agentes
etiologicos, como a Borrelia gavinii e a Borrelin afzelii,
sendo a tltima isolada também no continente asiatico®.
Nos Estados Unidos (EUA), a Borrelia burgdorferi stricto
sensu ¢ o principal agente etiolégico®.

Em virtude do carater multissistémico da doenga, con-
vencionou-se chamar esta entidade clinica como doenga de
Lyme (DL) ou borreliose de Lyme (BL)®. Anteriormente
foi denominada artrite de Lyme, pois em 1977 ocorreu uma
epidemia com manifesta¢des clinicas semelhantes a uma
doenga infecciosa, caracterizada por artrite oligoarticular
e eritema migratorio (EM), em uma zona rural da cidade
de Lyme (Connecticut, EUA)?.

Em vista do desconhecimento da ocorréncia da DL no
Brasil, criou-se um projeto para a pesquisa da doenga. Foi
formada uma equipe multidisciplinar para a investiga¢io da
DL no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S3o Paulo (HC-FMUSP), com a estru-
turagdo de um laboratério especifico para o diagnéstico,
realizagdo de exames sorologicos e cultivo de Borrelia
burgdorferi®. Os primeiros casos de DL com manifesta-
¢oes extracutaneas ¢ sorologia positiva foram descritos em
1992®.Em 1993, a doenga foi descrita em dois irmdos que
haviam viajado para o municipio de Cotia, no Estado de
Sdo Paulo, ¢ apresentaram quadro tipico de EM crénico
(EMC), além de envolvimentos articular e muscular, com
sorologia positiva para Borrelin burgdorferi ¢ boa resposta
a antibioticoterapia’?. A partir daquele ano, foram relata-
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Pesquisa de Anticorpos Anti-Borrelia e Anti-Babesia em Criancas

microorganisms that can be associated with tick-borne. It was
found a higher frequency of antibodies against borrelia and
babesia in patients in relation to the controls. Although small,
this ditference was statistically significant. This finding does not
certify that the clinical features of patients is caused by species
of borrelia or babesia, but raised the possibility of involvement
of some infectious agent that could be related to these micro-
organisms. The studies should continue in order to improve
the delineation of this syndrome and to try the isolation of the
etiologic agent in our State.

Keywords: borrelia burgdorferi, babesia bovis, lyme-like,
children.

dos novos casos de DL e preconizada a técnica de western
blotting (WB), com a utilizagio da Borrelin burgdorferi
como substrato13),

Em 1998, 16 pacientes com manifesta¢des clinicas
tipicas da DL apresentaram positividade para anticorpos
contra Borrelia burgdorfers sensu lato por meio de ensaio
imunoenzimdtico ¢ WB em Mato Grosso do Sul. E em
1996 havia sido descrito neste Estado o primeiro caso de
meningite de Lyme no Brasil*®. Foram identificados possi-
veis reservatorios ¢ vetores dessa borreliose na regido, com
a visualizagdo de espiroquetideos semelhantes ao género
Borrelin sp. em cultura de amostras de sangue de animais
silvestres (marsupiais ¢ roedores) e de macerado de carra-
patos do género Amblyomma sp.19.

Em 2005, apds 15 anos de estudo, Yoshinari ez .17
consideraram que as manifestagoes clinicas e soroldgicas,
até entdo descritas no Brasil, constitufam uma sindrome
clinica que exibiria aspectos clinicos compativeis aos de
infec¢des e enfermidades reacionais, cujas manifestagoes
clinicas eram semelhantes as encontradas na DL. Seria
transmitida por carrapatos e causada por microrganismos
“latentes” constituidos de Mycoplasmas, Chlamidias ¢ es-
piroquetas, observados laboratorialmente. Por essa razio,
propos-se as denominagdes de sindrome de Lyme-simile
(SLS) ou complexo infecto-reacional do carrapato ou sin-
drome de Baggio-Yoshinari, em homenagem aos primeiros
pesquisadores no Brasil!®.

Em Mato Grosso do Sul, um projeto em rede foi rea-
lizado pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
(Embrapa) Gado de Corte de Campo Grande, pela Uni-
versidade Federal de Mato Grosso do Sul (UEMS), pela
Universidade de Siao Paulo (USP) e pela Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFR]J). Foi observada grande
propor¢io de bovinos das fazendas de seis municipios do
interior de Mato Grosso do Sul com sorologia positiva, tan-
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to para B. burgdorefi (68,8% a 99,2%) quanto para Babesin
bovis (71,2% a 98,4%). Houve ainda coexisténcia de ambas
em 54.,5% a 97% nos bovinos!?.

A partir da inocula¢do da bactéria na pele por meio da
picada do carrapato, as manifesta¢des clinicas da DL sdo
caracterizadas por trés estigios, conforme a classificacio
proposta pelo Centro de Controle de Doengas ¢ Preven-
¢do (CDC)%2Y. O estdgio primario ¢ caracterizado por
EMC®22% ¢ manifestacoes sistémicas inespecificas; o estigio
secunddrio, apds semanas a meses da infecgdo, é caracteri-
zado com virios tipos de acometimentos: cardiaco, articu-
lar, do sistema nervoso central (SNC) e, ocasionalmente,
comprometimento oftalmélogico; e o estigio tercidrio,
que aparece meses a anos apos a infecgdo, ¢ caracterizado
freqiientemente por artrite cronica®!; acrodermatite?*-2¢)
¢ encefalomielite@”2%),

O procedimento mais empregado para o diagnodstico
laboratorial ¢ a pesquisa dos anticorpos contra Borrelin
burgdorferi®*3Y. O ensaio imunoenzimatico (ELISA)
indireto ¢ WB sdo os mais utilizados. O WB tem sido
empregado secundariamente para defini¢do do resultado
em casos de divida no método ELISA®3._ O Centro de
Referéncia para a DL no Brasil, do Laboratério de Inves-
tigagdo da Intera¢io entre Microorganismo e Artrite, da
Disciplina de Reumatologia da FMUSP-SP®?) preconizou
os critérios clinicos e epidemiol6gicos para o diagndstico
da SLS: epidemiologia positiva com histéria de picada ou
contato com carrapato ou exposi¢do em dreas de mata
(litordnea ou campo) e quadro clinico compativel (com a
presen¢a de EM ou acometimento de pelo menos um dos
sistemas: nervoso, osteoarticular ou cardiaco); sorologia
positiva no ELISA com titulos maiores que 1,/100 para
IgM e 1,/400 para IgG ou presenga de WB positivo (com
pelo menos duas bandas especificas para IgM ou quatro
bandas especificas para IgG, ou concomitincia de uma
banda IgM e duas IgG).

A coexisténcia de anticorpos para borreliose e babesiose
humana tém sido observada em soros de pacientes de areas
de risco para estas enfermidades, sem significar rea¢oes
cruzadas®®. A babesiose humana é uma zoonose que clini-
camente assemelha-se a maldria, causada por um protozoa-
rio intraeritrocitico do género Babesia, que afeta tanto o
homem quanto diferentes animais domésticos e silvestres.
O homem adquire a doenga acidentalmente por meio da
picada de carrapatos ou por transfusoes sangiiineas®*%) e,
na maioria dos casos, a infec¢ao € assintomadtica, exceto em
pacientes imunossuprimidos®®*). A presenga de anticorpos
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em individuos assintomdticos tem sido encontrada em
diferentes estudos sorologicos?1¥7) .

A coinfec¢ido entre os agentes da BL e da babesiose
foi confirmada em 59 pacientes brasileiros com diagnés-
tico de BL quando o ELISA e o WB para Babesia bovis
foram realizados nas amostras de sangue estocados. Foi
demonstrada maior freqiiéncia de anticorpos contra B.
bovis nesses pacientes em compara¢do com a populagido
normal®%,

O Estado de Mato Grosso do Sul apresenta todas as
condig¢oes favoraveis de clima, fauna e flora para a presenga
e disseminagdao da SLS. A intensa atividade agropecuadria,
o convivio do homem com os animais domésticos ¢ a
valorizag¢io de atividades ao ar livre favorecem a dissemi-
na¢do de agentes infecciosos transmitidos por carrapatos,
propiciando o surgimento e o ressurgimento de diferentes
agentes etioldgicos419),

Como nio existem estudos dessa natureza em criangas,
este estudo propode-se a caracterizar o perfil clinico e epide-
miolégico da SLS e a ocorréncia de anticorpos anti- Borrelin
burgdorfeni e anti- Babesia bovis em criangas do estado de
Mato Grosso do Sul e comparar a soroprevaléncia destes
anticorpos com um grupo-controle normal.

PACIENTES E METODOS

Ampla divulgagdo foi realizada nos meses de janeiro ¢
fevereiro de 2004, com esclarecimentos sobre a pesquisa
e solicitagdo da colaboragiao dos profissionais de satde
para o encaminhamento de criangas e adolescentes com os
critérios clinicos ¢ epidemioldgicos para a SLS atendidos
em postos de satide, pronto-socorros e consultorios pri-
vados da capital e do interior do Estado de Mato Grosso
do Sul. A selegdo dos pacientes ocorreu no periodo com-
preendido entre os meses de marg¢o de 2004 ¢ junho de
2005 (15 meses).

CRITERIOS DE INCLUSAO

As criangas ¢ os adolescentes com idade até 16 anos
com suspeita clinica foram encaminhadas ao Ambulatério
de Reumatologia Pediatrica do Hospital Universitario da
UEFMS, para avaliagao dos critérios clinicos e epidemiol6-
gicos preconizados pelo Centro de Referéncia para a DL
no Brasil®?. Depois de explicagio detalhada da pesquisa,
foram realizadas a leitura e a assinatura do termo de con-
sentimento livre e esclarecido aos responsaveis legais dos
pacientes. O consentimento livre e esclarecido foi revisado
e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
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Humanos da UEMS. Um protocolo especialmente criado
para a pesquisa foi preenchido, no qual constaram dados
como sexo, idade, procedéncia (urbana ou rural), historia
de picada de carrapato ou contato previamente ao inicio
dos sintomas, manifesta¢oes clinicas e dura¢do, assim como
diagnosticos e tratamentos anteriores.

Para o controle normal dos ensaios laboratoriais, 100
amostras de soros de criangas ¢ adolescentes normais sem
manifestagoes clinicas, doengas intercorrentes ¢ epide-
miologia compativel com a SLS foram selecionadas. Estes
pacientes procuraram o ambulatério geral de pediatria do
Hospital Universitirio da UFMS para acompanhamento
de rotina, ¢ foram escolhidos para constituir uma amos-
tra pareada em rela¢do a idade e ao sexo dos pacientes ja
selecionados com suspeita clinica. Foram submetidos ao
mesmo protocolo e exames.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

A presenga de patologias intercorrentes que poderiam
interferir na avalia¢do sorolégica, como doengas auto-imu-
nes, neoplasias malignas, sifilis, toxoplasmose, tuberculose,
blastomicose ou outras doengas infecciosas cronicas foram
critérios de exclusio, assim como os pacientes que apresen-
taram positividade para anticorpo antinuclear (FAN), fator
reumatoéide (FR), antiestreptolisina O (ASLO), sorologia
para toxoplasmose e sifilis.

Os exames complementares do protocolo inclufram
ainda hemograma completo, provas de fase aguda — velo-
cidade de hemossedimenta¢io (VHS) e /ou mucoproteinas
¢/ou proteina C reativa ¢/ou eletroforese de proteinas.
Outros exames especificos foram solicitados nos casos em
que foi necessirio o diagnéstico diferencial com outras
doengas. As amostras de soro foram congeladasa-20 °Ce
transportadas em gelo ao Laboratério de Sanidade Animal
da Embrapa Gado de Corte de Campo Grande, para a reali-
zagdo de pesquisa de anticorpos contra Borrelia burgdorfers
¢ Babesia bovis, pelo método de ELISA.

PESQUISA DE ANTICORPOS ANTI-BORRELIA
BURGDORFERI /GG E IGM POR ELISA

Foram utilizados como substratos antigénicos sonicados
totais da Borrelia burgdorferi stricto sensu cepa americana
G 39 /40 na concentragdo de 4,8 mg,/ml, mantidas no Cen-
tro de referéncia para a BL, no Brasil. As anlises por ELISA
indireto para detec¢do de anticorpos contra B. burgdorferi
foram procedidas segundo protocolo de Yoshinari ez .
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Foram sensibilizadas duas placas de 96 ori-
ficios (Immulon I), uma para IgG e outra para
IgM com o antigeno (sonicado total de Borre-
lia burgdorferi cepa G39/40, na concentragio de
15 pg/ml) diluido em tampao carbonato pH 9,6 e adi-
cionado 100 pl em cada orificio. A placa foi incubada
em camara tmida, a 4 °C overnight. No dia seguinte,
depois de desprezado o sobrenadante, a placa foi lava-
da por trés vezes com PBS Tween (PBST) 0,05% pH
7,4. Bloqueada a placa com a adi¢io da solu¢io pro-
téica feita com leite desnatado a 5% diluido em PBST
0,05% ¢ distribuido 100 pl em cada orificio da placa.
A placa foi incubada em cimara Gmida, por 1 hora, a
temperatura ambiente. Neste intervalo, foi preparada a
dilui¢do do soro padrio positivo, controles negativos ¢
soros teste, utilizando-se o mesmo tampao. Apos 1 hora,
foi retirada a placa da cimara timida ¢ lavada por trés vezes
com PBST 0,05% pH 7,4. Na primeira coluna da placa,
foi adicionado o soro padrio positivo em oito dilui¢oes
crescentes a partir de 1:400 (IgG) ou 1:100 (IgM), em
PBST 0,05% com 5% de leite desnatado pH 7,4. Na se-
gunda e terceira coluna, os oito controles negativos em
duplicata na mesma dilui¢do. Nos dois primeiros orificios
da quarta coluna, foi adicionado apenas 200 pl do tampao
(branco). O restante da placa foi utilizado para os soros
suspeitos na dilui¢ao de 1,/100 para IgM ou 1,/400 para
IgG. A placa foi incubada novamente em cdmara timida,
por 1 hora, a temperatura ambiente e apds esse periodo,
lavada por trés vezes com PBST 0,05% pH 7,4 ¢ adicio-
nado o conjugado, soro de cabra antiimunoglobulina
especifica humana (anti-IgM ou anti-IgG) conjugado a
enzima fosfatase alcalina (Sigma), diluido a 1:1000 em
PBST com leite desnatado pH 7,4 e distribuido 100 pl por
poco. A placa foi novamente incubada em cAmara tmida,
por 1 hora, a temperatura ambiente ¢ retirada apés esse
periodo ¢ lavada por trés vezes com PBST 0,05% pH 7 .4.
A solugdo substrato revelador — para-nitro-fenil-fosfato
(PNPP), na concentragdo de 1 mg,/ml, diluido em tampio
glicina pH 10,5 — foi distribuido, sendo 100 pl em cada
orificio. Realizada a leitura em espectrofotdmetro em
comprimento de onda de 405 nm no momento em que
o primeiro controle positivo atingiu a densidade éptica
(DO) de 0,5 para IgM ¢ 1,0 para IgG. Interpretagio
dos resultados: uma amostra foi considerada positiva se
apresentasse uma DO (densidade optica) igual ou maior
ao valor do cut-off, que foi obtido pela média dos valores
de DOs dos controles negativos mais trés vezes o desvio
padrao desses valores, garantindo um nivel de confianga
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de 99,8%. Os valores em DOs expressos pelo espectrofo-
tometro para as microplacas foram convertidos em titulos,
utilizando-se, para esse fim, um grifico de calibra¢io do
titulo, em papel milimetrado. O titulo considerado po-
sitivo para IgG foi maior ou igual a 1/400 e para IgM
maior ou igual a 1,/100.

PESQUISA DE ANTICORPOS ANTI-BABESIA
Bovis IGG E IGM POR ELISA

O antigeno de Babesia bovistoi obtido segundo metodo-
logia descrita por Madruga et #.%9). As andlises por ELISA
indireto para detec¢do de anticorpos contra B. bovis foram
procedidas segundo o protocolo de Yoshinari®*:

Foram sensibilizadas duas placas de 96 orificios (Immu-
lon I), uma para IgG e outra para IgM com o antigeno de
Babesia bovis, na concentragio de 7,5 pg/ml diluido em
tampdo carbonato pH 9,6 ¢ adicionado 100 pl em cada
orificio. A placa foi incubada em cimara Gmida, a 4°C
overnight. No dia seguinte, a placa foi lavada por trés vezes
com PBST 0,05% pH 7,4 ¢ adicionada a solu¢do bloqueio
na placa — solug¢ao protéica feita com soro eqiiino a 1%
diluido em PBST 0,05% — e distribuido 100 ul/pogo. A
placa foi incubada novamente em cimara Gmida, por 1
hora, a temperatura ambiente e, enquanto se aguardava,
foram diluidos os soros testes e oito controles negativos
na dilui¢ao de 1,/100 para a placa de IgM e 1,/400 para
IgG. Foi diluido 1,25 ul de soro teste em 500 pl de PBST
com 1% de soro eqiiino para a placa de IgG e 5 ul de soro
teste em 500 ul de PBST com 1% de soro eqiiino para a
placa de IgM. Ap6s 1 hora, foi retirada a placa da cimara
umida e lavada por trés vezes com PBST 0,05% pH 7,4 ¢
foram distribuidos 100 pl de cada soro-teste previamente
diluido em cada pog¢o da placa, a partir da quarta coluna,
apo6s dois pogos brancos (somente com soro eqiiino a 1%
diluido em PBST 0,05%). Os oito soros-controle negati-
vos foram distribuidos em duplicata na segunda e terceira
colunas. O controle positivo foi diluido na primeira coluna
da placa, em oito dilui¢oes crescentes a partir de 1:400
(IgG) ou 1:100 (IgM), em PBST 0,05% com soro eqiiino
a 1% pH 7,4. A placa foi incubada novamente em cdmara
umida, por duas horas, a temperatura ambiente e, apds
esse periodo, lavada por trés vezes com PBST 0,05% pH
7,4. O conjugado, soro de cabra anti-IgM ou anti-IgG
humano conjugado a enzima fosfatase alcalina (Sigma),
diluido a 1:2000 em PBST com soro eqiiino a 1% diluido
em PBST foi distribuido, sendo 100 nl por pogo. A placa

foi novamente incubada em cimara tmida, por 1 hora, a
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temperatura ambiente e retirada apos esse periodo e lavada
por trés vezes com PBST 0,05% pH 7,4. Apds o preparo
da solugdo substrato — para-nitro-fenil-fostato (PNPP), na
concentragio de 1 mg/ml, diluido em tampao glicina pH
10,5 -100 pl desta foi distribuida em cada pogo. Realizada a
leitura em espectrofotdbmetro, em comprimento de onda de
405 nm, no momento em que o primeiro controle positivo
atingiu a DO de 0,5 para IgM ¢ 1,0 para IgG.

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

Uma amostra seria considerada positiva se apresentasse
uma DO igual ou maior ao valor do cut-off (obtido pela
média dos valores de DOs dos controles negativos mais trés
vezes o desvio-padrio desses valores), garantindo o nivel de
confianga de 99,8%. Os valores em DOs expressos pelo es-
pectrofotoOmetro para as microplacas foram convertidos em
titulos, utilizando-se, para esse fim, um grafico de calibragao
do titulo, em papel milimetrado. O titulo foi considerado
positivo para IgG e para IgM se maior ou igual a 1,/800.

O método estatistico utilizado para comparar os resul-
tados sorolégicos entre o grupo de pacientes com suspeita
clinica e o grupo-controle foi o teste do qui-quadrado (¥?)
para valores significativos com p < 0,05.

RESULTADOS

Foram selecionadas 131 pacientes, porém 25 foram
retirados do protocolo por causa da positividade de um
dos exames (FAN, FR, ASLO, sorologia para toxoplasmose
ou sifilis) e 6 pacientes foram excluidos por preencherem
critérios para outras doengas durante a selegao.

A idade dos 100 pacientes com suspeita clinica de SLS
variou de 9 meses a 16 anos (média de 7 anos ¢ 3 meses
¢ mediana de 7 anos ¢ 1 més) ¢ do grupo-controle de 10
meses a 16 anos (média de 7 anos ¢ 5 meses ¢ mediana
de 6 anos e 8 meses). Dos pacientes com suspeita de SLS,
47% eram do sexo masculino ¢ 53% feminino. No grupo-
controle, 46% do sexo masculino e 54% do feminino. Nao
houve diferenga estatisticamente significante entre os dois
grupos com relacdo a idade e ao sexo. Dos pacientes com
suspeita clinica, 68% eram procedentes da regido urbana da
capital e 32% da zona rural de cidades do interior do estado.
Todos os pacientes do grupo-controle eram provenientes
da zona urbana da capital.

Afirmaram que haviam sido picados por carrapatos 20
pacientes e 80 pacientes apresentaram contato direto com
animais infestados por carrapato. O tempo decorrido entre
a picada e o inicio dos sintomas variou de sete dias a seis
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meses. O local de picada mais freqliente foi nos membros
inferiores (50%).

As manifestagoes clinicas encontradas nos 100 pa-
cientes com suspeita clinica de SLS foram: manifesta¢des
articulares em 78% (59 pacientes com artrite aguda e
19 com artrite crénica); manifestagoes cutdneas em 11%
(dois pacientes com EM, trés com eritema anular secun-
dario, quatro com esclerodermia linear, uma paciente
com esclerodermia em placa tipo morféia e uma paciente
com esclerodermia tipo golpe de sabre); manifestagoes
neurolégicas em 10% (seis pacientes com paralisia facial,
trés pacientes com meningite linfocitaria aguda ¢ um com
radiculoneurite) e manifestagoes cardiovasculares em uma
paciente (pericardite).

O hemograma nio demonstrou nenhuma anormalidade
importante. As provas inflamatérias foram normais em 58%
dos pacientes, com elevagoes variaveis em 42% dos pacientes.
O exame do liquor realizado nos trés pacientes com menin-
gite evidenciou leucocitose com predominio de linfomono-
nucleares, bacterioscopia e cultura negativas. No paciente
com radiculoneurite, houve aumento de proteinas no liquor
sem altera¢oes da citologia global e diferencial. A bibpsia
cutinea foi realizada em seis pacientes com lesdes cutineas
cronicas, sendo encontradas caracteristicas histopatologicas
compativeis com esclerodermia cutdnea em todos.

Dos 100 pacientes com suspeita clinica de SLS, 27
apresentaram sorologia positiva para Borrelin burgdorferi,
sendo as manifestagdes clinicas encontradas: artrite em 21
pacientes (16 com artrite aguda ¢ cinco com artrite cronica);
manifestagdes cutdneas em trés pacientes (um com EM e
dois com esclerodermia —um linear e outro golpe de sabre);
manifestagdes neuroldgicas em trés pacientes (meningite
linfocitaria em um paciente e dois com paralisia facial).

Pesquisa de Anticorpos Anti-Borrelia e Anti-Babesia em Criancas

Dos 27 pacientes, 10 apresentaram concomitantemente
anticorpos contra Babesia bovis.

Apresentaram anticorpos contra Babesia bovis apenas
14 pacientes, sendo as seguintes manifestagdes clinicas
encontradas: 10 pacientes com acometimento articular;
dois pacientes com acometimento cutineo (um com EM
¢ outro com esclerodermia em placa tipo morféia); um
paciente com acometimento neurolégico (paralisia facial) e
um paciente com pericardite. Os resultados das sorologias e
as caracteristicas dos pacientes estio resumidas nas Tabelas
1 a 6, a seguir.

A positividade da sorologia para B. burgdorferi nos
soros de pacientes com suspeita de SLS para os anticorpos
da classe IgG e IgM mostraram-se aumentadas quando
comparadas com o grupo-controle. Nesses pacientes, o
teste ELISA contra B. burgdorferi mostrou positividade
de 12% para anticorpos da classe IgG e 17% para IgM. O
grupo-controle apresentou positividade para B. burgdorfers
em 8% tanto para anticorpos da classe IgG quanto para
IgM. Houve diferenca significativa estatisticamente entre
os dois grupos (p < 0,05).

A positividade da sorologia para B. bovis nos soros de
pacientes com SLS para o anticorpo 1gG (24%) mostrou-
se aumentada quando comparada com o grupo-controle
(3%). Houve diferenga significativa estatisticamente entre
os dois grupos (p < 0,05). Apenas 1 paciente do grupo
com suspeita de SLS apresentou positividade do anticorpo
IgM (1:3200) e nenhum paciente do grupo-controle. No
grupo de pacientes com quadro clinico e epidemiologia
compativeis com a SLS houve concomitincia na positi-
vidade da sorologia para B. burgdorferi ¢ B. bovisem 11
pacientes. No grupo-controle, nio houve concomitancia
em nenhum caso.

TaBeLA 1
PACIENTES COM ACOMETIMENTO CUTANEO COM SOROLOGIA POSITIVA PARA
BORRELIA BURGDORFERI (BO) E/0U BaBEsiA Bovis (Ba) pELo ELISA

N° Idade Sexo Procedéncia Tipo de lesao Duracao da doenca Picada ou contato Sorologia (ELISA)
2a3m F Interior Eritema migratorio 3 dias Picada ha 7 dias IgM Bo 1/100
IgG Ba 1/800
2 14 a F Capital Esclerodermia morféia 5 anos Contato IgG Ba 1/800
3 7a F Capital Esclerodermia em golpe de sabre 4 anos Contato IgG Bo 1/800
IgM Bo 1/200
IgG Ba 1/1600
IgM Ba1/3200
4 14 a F Capital Esclerodermia linear 5 anos Contato IgG Bo 1/400
5 3a M Interior Eritema migratorio 5 dias Picada ha 7 dias IgG Ba 1/1600

ELISA = Enzyme-linked immunosorbent assay; a = anos; m = meses; M = sexo masculino; F = sexo feminino; IgM = imunoglobulina M; IgG = imunoglobulina G.
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TABELA 2
PACIENTES COM MONOARTRITE AGUDA E SOROLOGIA POSITIVA PARA
BoRrRELIA BURGDORFERI (BO) E/0U BABEsiA Bovis (Ba) pELo ELISA

N° Idade Sexo Procedéncia Articulacao acometida Duracdo da doenca Picada ou contato Sorologia (ELISA)
6a6bm M Interior Quadril E de repeticao (3x) 1 més Picada ha 6 meses IgM Bo1/100
7 6alm M Interior Tornozelo E 10 dias Contato IgM Bo1/100
8 10a3 F Capital Joelho E 1 més Contato IgM Bo1/100
9 8a F Capital Tornozelo E 15 dias Picada ha IgG Ba 1/800
2 meses
10 2a7m F Interior Quadril E 12 dias Contato IgG Ba 1/800
11 8allm M Capital Joelho D 5 meses antes Contato IgM Bo1/100
IgG Ba 1/800
12 12 a M Capital Tornozelo E 7 dias Contato IgG Ba 1/800
13 8a M Capital Tornozelo E 7 dias Contato IgM Bo1/100
IgG Ba 1/800
14 2a2m F Interior Quadril D 6 dias Picada ha 7 dias IgG Bo 1/400
IgM Bo 1/200
Capital . .
15 8a4m M Quadril D 5 dias Contato IgG Ba 1/12800
16 4a8m M Capital Quadril D 15 dias Picada ha 1 més IgG Ba 1/800
17 7a M Capital Quadril D 18 dias Contato IgG Bo 1/400
18 4al10m F Capital Quadril D 1 més Contato IgG Ba 1/3200
19 2a6m F Capital Quadril D de repeticdo (2x) 15 dias Contato IgM Bo1/100
20 lallm M Capital Quadril D 5 dias Contato IgG Ba 1/800

ELISA = Enzyme-linked immunosorbent assay; a = anos; m = meses; F = sexo feminino; M = sexo masculino; D = direito; E = esquerdo; IgM = imunoglobulina M;
IgG = imunoglobulina G.

TaBELA 3
PACIENTES COM OLIGOARTRITE AGUDA E SOROLOGIA POSITIVA PARA
BORRELIA BURGDORFERI (BO) E/0OU BaBEsiA Bovis (Ba) pELo ELISA

N° Idade Sexo Procedéncia Articulacao acometida Duracdo da doenca Picada ou contato Sorologia (ELISA)
21 14 a F Capital Joelhos 1 més Contato IgM Bo1/100
22 10a M Capital Joelhos 2 dias Contato IgG Bal/25600
23 4al0m M Capital Punhos 7 dias Contato IgG Bo 1/400
IgG Ba 1/800

24 2a6m F Capital Quadris 15 dias Contato IgM Bo 1/100
25 6a2m M Interior Joelhos 6 meses antes Contato IgG Bo 1/800
26 7a F Interior Joelhos 3 meses antes Picada ha 6 meses IgG Bo1/400
27 8absm M Interior Joelhos 1 més Contato IgG Bo 1/400

ELISA = Enzyme-linked immunosorbent assay; a = anos; m = meses; M = sexo masculino; F = sexo feminino; IgM = imunoglobulina M; IgG = imunoglobulina G.

TaABELA 4
PACIENTES COM POLIARTRITE AGUDA E SOROLOGIA POSITIVA PARA
BorRrELIA BURGDORFERI (BO) E/0U BaBEsiA Bovis (BA) pELo ELISA

N°  Idade Sexo Procedéncia Articulagdes acometidas Duragao da doenca Picada ou contato Sorologia (ELISA)
28 9a6m F Capital Joelhos, tornozelos, punhos 7 dias Picada ha 1 més IgM Bo 1/100

IgG Ba 1/800
29 9a9m F Capital Joelhos, tornozelos, quadril direito 2 dias Contato IgM Bo 1/100

ELISA = Enzyme-linked immunosorbent assay; a = anos; m = meses; M = sexo masculino; F = sexo feminino; IgM = imunoglobulina M; IgG = imunoglobulina G.
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TABELA 5
PACIENTES COM ARTRITE CRONICA E SOROLOGIA POSITIVA PARA
BORRELIA BURGDORFERI (BO) E/0U BaBEsiA Bovis (Ba) pELo ELISA

N° Idade Sexo Procedéncia Articulagées acometidas Duracdo da doenca Picada ou contato Sorologia (ELISA)
30 5a4m F Capital Monoartrite tornozelo D 5 meses Contato IgM Bo1/100
IgG Ba 1/800
31 8a8m F Capital Monoartrite tornozelo D 7 meses Picada ha 9 meses IgM Bo1/100
32 10a9m M Capital Oligoartrite (4), joelhos, tornozelos 6 meses Contato IgG Ba 1/800
33 5a M Capital Monoartrite, joelho E 1 ano Contato IgG Bo 1/400
34 4alm F Interior Monoartrite joelho D 40 dias Contato IgG Ba 1/800
35 16 a M Interior Oligoartrite (4), joelhos e tornozelos 2 a 7 meses Contato IgG Bo 1/400
IgG Ba 1/1600
36 5a F Interior Poliartrite (8) maos, punhos, joelhos e tornozelos 45 dias Contato IgG Bo 1/400

IgG Ba 1/3200

ELISA = Enzyme-linked immunosorbent assay; a = anos; m = meses; M = sexo masculino; F = sexo feminino; IgM = imunoglobulina M; IgG = imunoglobulina G.

TABELA 6
PACIENTES COM ACOMETIMENTO DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL E SOROLOGIA POSITIVA PARA BORRELIA
BurGDORFERI (BO) E/0U BABESiA Bovis (BA) pELo ELISA

N° Idade Sexo Procedéncia Tipo de acometimento Duragao da doenca Picada ou contato Sorologia (ELISA)
37 5a9m M Interior Meningite linfocitaria 7 dias Picada 1 més IgM Bo1/100
38 11a F Interior Paralisia facial 14 dias Contato IgM Bo 1/100
IgG Ba 1/3200
39 10a7m M Capital Paralisia facial 12 dias Picada ha 2 meses IgG Ba 1/3200
40 3a4m F Capital Paralisia facial 7 dias Contato IgG Bo 1/400

ELISA = Enzyme-linked immunosorbent assay; a = anos; m = meses; M = sexo masculino; F = sexo feminino; IgM = imunoglobulina M; IgG = imunoglobulina G.

Os pacientes com sintomatologia ¢ sorologia po-
sitivas para B. burgdoferi foram tratados conforme o
padronizado. Os pacientes com sorologia positiva, mas
assintomaticos na época do acompanhamento nio foram
tratados. Durante esse seguimento, cinco pacientes com
sorologia positiva apresentaram reagudizag¢io da artrite,
sendo entdo introduzido a antibioticoterapia por 14 a 21
dias com remissao dos quadros. Os pacientes com outros
acometimentos ndo apresentaram reagudiza¢io nem
progressao da doenga. Nenhum paciente evoluiu com
acometimento de mais de um sistema. Os pacientes com
sorologia positiva para Babesia bovis nio foram tratados
até o momento.

DISCUSSAO

Revisando-se a literatura, a faixa etdria pedidtrica é
freqiientemente afetada pelas diferentes manifesta¢oes da
DL@26:38-4D Neste estudo, a faixa etdria escolar foi a mais
acometida e niao houve predominio do sexo masculino,
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como ocorreu em alguns estudos®¥#1). A rotina didria das
criangas, com atividades de lazer ao ar livre, pode torna-las
mais suscetiveis as picadas de carrapato, que, geralmente,
sdo contaminadas no préprio ambiente domiciliar, pois a
distribui¢do dos carrapatos na natureza ¢ bastante ampla
¢ variada®?-. Esses podem estar presentes nos gramados
de pragas e residéncias, infectando conseqiientemente os
animais domésticos de estimag¢do, que sio competentes
reservatorios de Borrelin sp.3?).

Em varios estudos epidemioldgicos realizados tanto em
adultos quanto em criangas, menos da metade dos pacientes
recordavam a picada do carrapato antes do inicio dos sin-
tomas, provavelmente pelo pequeno tamanho das ninfas,
cujo potencial de infectividade para o homem é maior do
que dos carrapatos adultos?*#243_ Neste estudo, somente
20% afirmaram que haviam sido picados por carrapatos.

Em estudos anteriores a lesio patognomonica cutinea,
o EM esteve presente em 50% a 70% dos pacientes com
DL, sendo a manifesta¢io mais freqiiente em criangas™®.
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No estudo presente, apenas um paciente apresentou esta
lesdo. Apresentaram lesdo cutinea cronica apenas dois pa-
cientes, caracterizadas como lesoes em placa do tipo morféia
e esclerodermia localizada linearmente em membro inferior
dircito. Lesoes semelhantes a esclerodermia na DL tém sido
descritas principalmente na Europa, com isolamento do
agente ctioldgico (B. afzelii)*>. No Brasil, em 1998, Costa
et al. registraram a ocorréncia de lesoes esclerodérmica — like
em adultos em Mato Grosso do Sul. Foi sugerido ainda
neste estudo a existéncia de uma borreliose semelhante a
européia no Estado®. Existem ainda relatos recentes na
literatura de associagdo da Borrelia burgdorferi com a escle-
rodermia linear em golpe de sabre e com hemiatrofia facial
progressiva ou sindrome de Parry-Romberg(2>4647),

A artrite de Lyme descrita na literatura geralmente é de
evolugdo aguda e oligoarticular®+3#%_ Neste estudo, todos
os pacientes com artrite aguda apresentaram remissdo do
quadro apenas com antiinflamatérios nio-hormonais em
1 a 3 semanas, pois a sorologia foi realizada meses ap6s a
coleta. Em dois pacientes com recidiva da artrite, a antibio-
ticoterapia com amoxicilina por 14 a 21 dias, na dose de
50 mg/kg/dia em trés doses didrias, foi realizada.

Ha relatos de recorréncia da artrite ¢ evolugio para
artrite crénica em 10% dos pacientes, semelhantemente a
artrite reumatéide juvenil (ARJ), sendo dificil o diagndstico
diferencial*®*%. No presente estudo, cinco pacientes com
artrite cronica apresentaram anticorpos contra Borrelin
burgdorfer. Estes pacientes estavam sendo tratados como
portadores de ARJ. Apresentaram IgM positivo (1,/100) para
B. burgdorferi dois pacientes ¢ mantinham monoartrite em
tornozelo mesmo apds dois meses de tratamento com an-
tiinflamatério ndo-hormonal. Com o resultado da sorologia,
receberam amoxicilina por 21 dias, com remissdo da artrite.
Nos outros trés pacientes, nao foi introduzida a antibiotico-
terapia, pois ja estavam em remissao por mais de seis meses
no momento em que foi realizada a técnica sorologica.

Na Europa, a paralisia facial é a neuropatia periférica
mais comum na DL, ocorrendo em 3% das criangas com a
doenga e regredindo em duas a oito semanas, mesmo sem
tratamento>*152), Neste estudo, a paralisia facial ocorreu
em seis pacientes ¢ a sorologia para B. burgdorferi toi
positiva em dois. Um paciente com paralisia facial havia
sido picado por carrapato dois meses antes ¢ apresentou
titulos altos de anticorpos da classe IgG para Babesia bovis
(1:3200). Nio existem relatos até o momento da babe-
siose humana cursando com paralisia facial. A positividade
do anticorpo pode significar rea¢do cruzada ou infec¢do
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prévia pela Babesia, que pode ser explicada pela presenga
apenas de IgG.

Na literatura, a altera¢do cardiaca mais freqlientemente
relatada é o bloqueio cardiaco®®. Neste estudo, uma pa-
ciente apresentou pericardite aguda sem etiologia definida,
resolvida com antibioticoterapia por 14 dias (ceftriaxona)
e a sorologia foi positiva para B. bovis (IgG 1:800). Por
ndo existirem dados sobre a babesiose na infincia com
comprometimento cardiaco, ndo é possivel afirmar que a
pericardite tenha sido causada pela infecgio por Babesin. B
mais provavel que a positividade signifique exposi¢io prévia
com infecgdo assintomatica.

O ELISA contra B. burgdorferi mostrou positividade
em 29% dos pacientes, sendo 17% para IgM e 12% para
IgG. Estudos anteriores mostraram resultados com por-
centagem maior que a encontrada neste estudo. Em um
dos primeiros estudos realizados na faixa etaria pediatrica,
Williams ez al.*!) encontraram 73% de positividade para B.
burgdorferi em 90 criangas com idade média de 9 anos que
apresentaram EM associado as manifestagoes articulares ou
do SNC em uma regiio endémica de Nova York.

Gerber et al.*¥ relataram 37% de positividade de anti-
corpos contra B. burgdorferi em criangas com critérios cli-
nicos e epidemiologicos de DL em Connecticut, em 1996.
Os resultados encontrados no Brasil por Gauditano ez 5%
mostraram soropositividade pelo ELISA em pacientes com
SLS de 38,89% para IgG e 36,11% para IgM.

A anilise dos resultados sorolégicos deve ser criteriosa
e sempre correlacionada com a histéria clinica e epide-
miolégica dos pacientes. Os titulos de IgG elevados sio
mais caracterfsticos da fase tardia da doenga. Sendo assim,
a presencga de IgG em pacientes com algumas semanas da
doenga sugere exposi¢io prévia da mesma forma que sin-
tomas cronicos nao podem ser atribuidos a DL se somente
a IgM estiver presente!”. Os anticorpos da classe IgM
tornam-se positivos apos trés a quatro semanas do estigio
primdrio com pico em seis a Oito semanas € regressio em
quatro a seis meses. J4 os niveis de 1gG se elevam em seis a
oito semanas apés o inicio da infecgdo, atingem o pico em
quatro a seis meses, ¢ podem declinar apds o tratamento,
mas, geralmente, permanecem detectdveis por muitos anos,
mesmo em pacientes assintomaticos®?).

Os resultados encontrados no grupo-controle deste es-
tudo (8% de positividade tanto para anticorpos da classe IgG
quanto para IgM) diferiram em porcentagem em relagdo a
alguns relatos da literatura. Um estudo realizado em 1993
na Alemanha, em que amostras de 574 criangas saudaveis
foram coletadas pelo periodo de dois anos, mostrou que a
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taxa de soroprevaléncia encontrada de anticorpo IgG foi
de 2,6% ¢ de IgM 0,7%?. No Brasil, Gauditano et al.%%
compararam pacientes com SLS com um grupo-controle
constituido de 80 amostras de soros de doadores de sangue
normais ¢ encontraram positividade para IgG em 1,25% ¢
para IgM em 2,5%. Essa diferen¢a nos resultados do pre-
sente estudo pode ter ocorrido em virtude de a regiio do
estudo ser propicia a disseminagao dos vetores da SLS, e
estes pacientes do grupo-controle, embora n3o preenches-
sem os critérios clinicos e epidemiolégicos, poderiam ter
tido exposi¢do prévia com infecgio assintomdtica.

A positividade da sorologia para B. bovis nos soros de
pacientes com SLS para o anticorpo IgG (24%) mostrou-
se aumentada quando comparada com o grupo-controle
(3%). Os resultados encontrados estio proximos aos des-
critos na literatura. No Brasil, Yoshinari ez 2.3% realizaram
o teste ELISA para babesiose em 59 pacientes com SLS,
¢ foram encontrados 16,9% de positividade de anticorpos
IgG ¢ 15,25% de IgM contra B. bovis. Ou scja, 25,42%
dos pacientes com SLS apresentaram anticorpos para os
antigenos da babesiose. Nesse mesmo estudo, o teste foi
realizado também em um grupo de 49 individuos normais,
a fim de se conhecer a freqiiéncia da soropositividade para
babesiose na popula¢ao normal, e foi encontrada 8,2% de
positividade para anticorpos IgG para Babesia bovise 2,04%
para IgM, aproximando-se dos resultados encontrados no
presente estudo para IgG. A positividade dos anticorpos
contra Babesia bovis pode ser por causa da memoria imu-
nolégica dos individuos testados, pois demonstrou-se que
os anticorpos anti-babesia podem se manter detectiveis
pelo periodo de um a dois anos apds a infecgdo primaria,
mesmo assintomatica®?. Nenhum paciente deste estudo
apresentou IgM positivo contra B. bovis.

Ainda em relagdo ao grupo-controle, em um outro
estudo realizado em Cuba, foram detectados anticorpos
contra Babesia bovis pelo ELISA em 3,9% dos doadores
de sangue®®.

Em rela¢do aos resultados positivos obtidos neste
trabalho, devemos considerar que em publica¢des de au-
tores brasileiros®1%1315:18) " ficou demonstrado que tendo
a B. burgdorferi como substrato, o teste ELISA mostrou
maior sensibilidade diagnéstica que o método de WB.
Esta observagio levou o Centro de Referéncia paraa DL
no Brasil da FMUSP, a considerar o teste de ELISA como
exame de triagem para aqueles pacientes que tenham
epidemiologia ¢ clinica positivas. Porquanto, os casos
positivos ao ELISA devem ser submetidos ao exame de
WB para confirmagio.
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Neste trabalho, o objetivo foi realizar a triagem labo-
ratorial inicial nos soros das criang¢as que apresentassem
critérios clinicos e epidemidgicos, preconizados pelo Centro
de Referéncia para a DL, no Brasil, da FMUSP.

Por outro lado, Costa et al.**1% demonstraram que
os pacientes que tiveram reatividade contra B. burgdorferi
pelo método ELISA foram positivos no WB ¢ as bandas
detectadas n3o apresentavam os pesos moleculares das
proteinas descritas e preconizadas para confirmagio
diagnostica pelo Centro de Controle de Doengas (CDC,
EUA>(8,9,13)‘

Ainda assim, considera-se imprescindivel a realizacao
do WB com achado de, no minimo, duas bandas de IgM
ou quatro de IgG, isoladamente, ou de uma banda de
IgM e duas de IgG, concomitantemente, para confirmagio
diagnoéstica®?),

Apesar de espiroquetideos terem sido observados no
Brasil, em amostras de soro ¢ cultura de sangue de pacientes
com quadro clinico compativel com a SLS, nao se conseguiu
ainda o isolamento e a caracteriza¢io do agente etiolbgico.
Além disso, as tentativas de amplificagio do DNA do género
Borrelia sp., por meio da técnica de PCR a partir do soro,
liquores ¢ de meios de culturas mostraram-se infrutiferas
até este momento!31618),

Esses fatos, aliados a dificil resposta terapéutica que os
pacientes com sorologia e clinica compativeis com SLS
tém apresentado nos estudos nacionais, sugerem que o(s)
agente(s) etiolégico(s) desta sindrome devem ser de geno-
espécie diferente daquelas observadas nos Estados Unidos,
Europa e Asia.

Concluindo, foi encontrada uma freqiiéncia superior
de anticorpos contra Borrelin ¢ Babesin nos pacientes em
relagdo aos controles. Embora pequena, essa diferenga foi
estatisticamente significante. Esse achado nio atesta que
o quadro clinico dos pacientes seja causado por espécies
de Borrelin ou Babesin, mas levantam a possibilidade de
participag¢io de algum agente infeccioso que possa estar
relacionado a esses microrganismos. E importante frisar
também que os controles foram todos provenientes de
drea urbana, enquanto parte dos pacientes com sorologia
positiva foram provenientes de zona rural, e conseqiiente-
mente podem ter sido repetidamente expostos ao contato
com estes agentes infecciosos.

Portanto, os soros que tiveram resultados positivos pelo
ELISA, neste trabalho, deverdo ser submetidos a confirma-
¢do pelo WB, e os resultados correlacionados com a clinica
¢ a epidemiologia de cada paciente.
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