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RESUMO

No diagnéstico de borreliose de Lyme, infeccdo sub-diagnosticada em Portugal, o apoio laboratorial é
crucial para o tratamento atempado dos doentes, sob risco destes evoluirem para fases cronicas, re-
sistentes a terapéutica. A dificil confirmacdo do agente etiolégico através da cultura, aliada ao conheci-
mento actual sobre as elevadas taxas de falsos negativos nos testes serolgicos de rastreio, bem como de
casos seronegativos de doenca, torna da maior importancia a implementacdo da nova tecnologia de
amplificagdao (PCR) de DNA borreliano no diagnéstico de rotina desta patologia. Tratando-se de uma téc-
nica mais rapida e sensivel tem-se revelado de maior sucesso do que a cultura. O presente trabalho com-
para a sensibilidade destas duas técnicas de detecgao directa dos agentes do complexo Borrelia burgdor-
ferisensu lato, em 96 doentes com suspeita clinica desta afeccdo e em 569 vectores (ixodideos) captura-
dos em territério nacional. Obteve-se o isolamento de borrélias em 1,3% das bidpsias cutdneas e em 1,2%
dos ixodideos (carracas) nao se tendo registado isolados noutros materiais biol6gicos humanos. A apli-
cacdo da técnica de nested PCR confirmou a presenca de DNA de B. burgdorferi sensu lato em 24,8% das
amostras analisadas. A identificacdo dos agentes patogénicos, por técnicas de hibridacdo (Reverse Line
Blot), sequenciacdo e/ou RFLP, revelou a presenca de quatro espécies genémicas: B. garinii, B. lusitaniae,
B. valaisiana e B. afzelii. Em conclusao, a amplificacdo de DNA borreliano permite uma resposta mais
rapida e sensivel do que a cultura, contribuindo para um diagnéstico laboratorial mais eficaz da borre-
liose de Lyme humana.
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ABSTRALCT

Lyme borreliosis (LB) is an under-diagnosed zoonosis in Portugal, specially due to the absence of speci-
fic clinical signs. The role of the laboratory diagnosis, together with an epidemiological information, is
extremely important for the correct treatment of patients with this pathology. The sensitivity of two labo-
ratory techniques (culture and DNA amplification by nested PCR) for direct detection of Borrelia
burgdorferisensu lato complex agents was evaluated in samples from 96 clinically suspected patients, as
also in 569 vector ticks collected throughout Portugal. Borrelia genospecies were identified in 1.3% of the
skin biopsies and in 1.2% of the vectors, after growth in selective culture medium (BSK). No growth was
obtained from other type of samples. B. burgdorferi sensu lato DNA was present in 24.8% of analyzed
samples, as per intergenic rRNA 5S-23S (rrf~rrl) spacer amplification by nested PCR. Four genomic
species (B. garinii, B. lusitaniae, B. valaisiana and B. afzelii) were identified by DNA hybridization
(Reverse-Line-Blot), sequencing and/or RFLP. In conclusion and taking into account the results found in
this study, it seems that Borrelia DNA amplification technique is quicker and present higher sensitivity
than culture, providing a more effective laboratory diagnosis of LB in human populations and in vectors.

Key-words: Lyme borreliosis, culture, Nested PCR, sensitivity.
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Introducao

A borreliose de Lyme (BL) é uma infec¢do causada
por espiroquetas do género Borrelia'?. Apesar de
uma crescente diversidade de vectores ser reconhe-
cida na transmissdo destas bactérias dos animais
ao homem, as carracas do género Ixodes, em par-
ticular Ixodes ricinus, sdo consideradas o principal
vector na Europa Ocidental®*”. Até ao momento,
seis genoespécies do complexo Borrelia burgdorferi
sensu lato foram ja detectadas na Europa: B. afzelii,
B. garinii, B. burgdorferisensu stricto, B. valaisiana,
B. lusitaniae e B. bissettii. Destas, apenas a dltima
ndo foi ainda reconhecida em Portugal, tanto ao
nivel do vector como dos hospedeiros®.

A infeccao por estes espiroquetideos conduz a
uma diversidade de manifestacdes que podem en-
volver a pele, o sistema nervoso — central e perifé-
rico —, o coracao, e o aparelho musculo-esqueléti-
co, bem como intimeros outros 6rgdos e sistemas?,
sendo responsdveis por um espectro clinico tdo
amplo que obriga hoje a investigacdo sistemética
de BL, face aos casos de diagnéstico menos preciso.

Em Portugal, o primeiro caso clinico de BLrepor-
ta-se a 1989°e, dez anos mais tarde, foi considera-
da uma doenca de declaracao obrigatéria (c6digo
A69.2)10.

Embora seja amplamente aceite que o diagnoés-
tico de borreliose de Lyme é essencialmente clini-
co'!, o acentuado polimorfismo dos sintomas e o
numero crescente de formas por vezes sobre-
poniveis a manifestacées de outros quadros de dia-
gnostico complexo, nomeadamente a esclerose
multipla e o lipus eritematoso sistémico, impdem
uma resposta laboratorial inequivoca que obriga ao
recurso a testes laboratoriais sensiveis e especificos.

Um outro aspecto é a discussao actual da impli-

* Unidade de Leptospirose e Borreliose de Lyme, Instituto de
Higiene e Medicina Tropical, Universidade Nova de Lisboa, Lisboa
** Unidade de Clinica das Doengas Tropicais, Instituto de Higiene
e Medicina Tropical, Universidade Nova de Lisboa, Lisboa.

cacgdo etioldgica do agente da borreliose de Lyme
em diversas afeccbes para as quais ndo existe uma
terapéutica definitiva mas, cuja alternativa antibio-
tica, eventualmente curativa, carece, uma vez mais,
de confirmacao laboratorial. Tal é o caso de algu-
mas dermatoses desfigurantes ou até, mutilantes,
como a morfeia, o liquen escleroso e atréfico, ou a
hemiatrofia facial progressiva de Parry-Romberg,
referidas hoje como manifestacoes “inespecificas”
da borreliose de Lyme, pela sua frequente associa-
¢do com esta patologia'?>. Também aqui se incluem
outros quadros clinicos que, tendo possibilidade
de tratamento, o mesmo pode, no entanto, revelar-
-se insuficiente, se nao for excluida a infeccdao por
bactérias do complexo B. burgdorferi sensu lato.
Referimo-nos aos casos de fasceite eosinofilica e de
nédulos fibréticos justa-articulares, cuja associa-
¢ao a borreliose de Lyme tem sido largamente re-
ferida na literatura!®*!°, bem como a dermatopoli-
miosite, igualmente jd relacionada com esta infec-
¢do e cuja terapéutica antibiética complementar é
mandatéria nestes casos'é'".

Finalmente a artrite de Lyme, que comegou por
ser tdo limitada na sua caracterizacdo inicial, ain-
da antes da descoberta do agente etioldgico, revela
hoje um leque de manifestacdes de tal forma vas-
to que, ja em 1989, a O.M.S. dava indica¢des sobre
aimpossibilidade da sua defini¢ao!®, entendendo-
-se, por isso, a designacdo reumatismo de Lyme
como mais abrangente e correcta®. Estes factos
vém, uma vez mais, reforcar a extrema importan-
cia da oferta, por parte do Laboratério, de uma
abordagem multipla, tanto mais que é certo que os
casos seronegativos sdo actualmente uma evidén-
cia que pode tornar ainda mais complexo o
diagnostico desta afeccao.

Neste contexto consideram-se duas abordagens
possiveis: i) os métodos indirectos para rastreio
imunolégico (imunofluorescéncia e ELISA) e pos-
terior confirmacgdo da presenca de imunoglobuli-
nas IgM e/ouIgG especificas (Western Blot); eii) os
meétodos directos, “convencionais”, que incluem mi-
croscopia, cultura e imunohistoquimica e, mais re-
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centemente, os testes de amplificacdo de DNA bor-
reliano por PCR (Polimerase Chain Reaction) e de
andlise do DNA amplificado por PCR-RFLP (Res-
triction Fragment Length Polymorphisms) e por se-
quenciacdo, para a identificacdo dos agentes
patogénicos. A opcdo por uma e/ou outra abor-
dagem prende-se, em particular, com a infor-
macao sobre o tipo de manifestacées observadas
e o respectivo tempo de evolucdo, face ao ciclo bi-
olégico da bactéria no organismo.

Relativamente a serologia, o seu valor diagnoés-
tico é tido como insatisfatério, o que se prende
com razoes de diversa ordem. Por um lado, na fase
recente da doenca, a sensibilidade dos testes é par-
ticularmente mais baixa, a ocorréncia de reaccoes
cruzadas possivel e ndo existe forma de distinguir
entre uma infeccdo activa e uma infeccao residual,
dada a persisténcia de anticorpos ap6s terapéuti-
ca'®2, Por outro lado, embora se admita que, em
principio, a sensibilidade dos testes imunolégicos
(ex. ELISA e Western Blot) aumenta com o tempo
de infeccdo, nem sempre é possivel a confirmacao
da presenca de imunoglobulinas especificas, devi-
do aacentuada variabilidade individual dos doen-
tes na resposta imune e a diversidade antigénica
das estirpes utilizadas, entre outros factores. Acres-
ce ainda a constatacdo de que o perfil de serore-
actividade da populagao portuguesa observado
pelos autores corresponde, de um modo geral, a
um padrio de fraca imunoreactividade pelo Wes-
tern Blot (técnica de referéncia), quanto ao ntimero
e a nitidez de bandas consideradas «diagnos-
ticantes» noutros paises da Europa?!.

Por todos estes motivos, a aplicacdo da técnica
de PCR, como método de diagnéstico mais rapido
e sensivel do que os métodos bacteriolégicos e
imunolégicos convencionais, tem vindo a adquirir
uma importancia crescente, condicionando a sua
recente introducdo no diagnéstico de rotina da BL
desenvolvido na ULBL/IHMT. Esta mesma técni-
catem sido utilizada com sucesso na identificacdo
molecular de agentes patogénicos nos vecto-
res®?22, confirmando a sua detecg¢édo em territério
nacional e permitindo, quer a determinacgao das
respectivas taxas de infeccdo ao nivel dos vectores
quer a identificacdo de potenciais dreas de risco.

Objectivos

No presente trabalho, proceder-se-4 a avaliacdo
do valor diagnéstico da amplificagao do DNA pela

técnica de PCR versus cultura, ndo s6 em doentes
com suspeita clinica de BL como em carracas
Ixodes ricinus capturadas em diferentes regides do
Pais.

Material e Métodos

Seleccdao da amostragem. i) Populacdo humana:
doentes com suspeita clinica e/ou epidemiologia
sugestiva de infeccdo por Borreliaexaminados en-
tre 1999 e 2002, no ambito de consultas ambu-
latérias efectuadas no Instituto de Higiene e
Medicina Tropical e em diversos Hospitais, Centros
Dermatolégicos, Centros de Satide e consultas par-
ticulares, a saber: da regido Norte — Porto e Braga;
daregiao Centro—Viseu, Santarém e Vila Franca de
Xira; da regido Sul — Lisboa, Almada, Barreiro e
Settibal. Foram obtidas as seguintes amostras bio-
légicas: biépsias cutdaneas (n=79), liquido céfalo-
-raquidiano (LCR) (n=16) e liquido sinovial (n=1).
Todos os doentes foram analisados do ponto de
vista imunoldgico pelas técnicas de imunofluo-
rescéncia indirecta (IFI) e Western Blot (WB). ii)
Populacdo animal: carragas Ixodes ricinus (n=569)
capturadas no parque florestal da Tapada de Mafra,
entre Marco/1999 e Dezembro/2001.

Colheita, processamento e cultura das amos-
tras biolégicas. A) As bidpsias de pele (4-6mm)
foram colocadas em tubos secos e estéreis, para
pesquisa de DNA por PCR, e cultura em meio semi-
-s6lido de Barbour-Stoenner-Kelly-H (BSK-H) (Si-
gma Chemical Company, St. Louis, Mo.), contendo
rifampicina (40mg/ml), fosfomicina (20mg/ml) e
anfotericina B (2,5mg/ml). Sempre que possivel, as
bidpsias cutaneas foram colocadas directamente
em meio liquido de BSK-H, antes de serem pro-
cessadas no meio definitivo. As amostras de LCR
(2 ml) e do liquido sinovial (2 ml) foram recolhidas
em tubo seco e estéril, e processadas, logo que pos-
sivel, para cultura e pesquisa de DNA. B) A captura
de carracas da vegetacao foi efectuada pelo méto-
do da bandeira. Os espécimes foram guardados
em tubo seco até serem identificados por obser-
vacdo em estereomicroscépio e finalmente pro-
cessados. Cada espécime foi previamente desin-
fectado (5 min. em Tween 80, 5 min. em etanol 70%
e 5 min. em hipoclorito de sédio diluido, seguin-
do-se trés lavagens com H,0 destilada estéril)
antes de ser seccionado longitudinalmente e cul-
tivado (metade do exemplar) em meio semi-soéli-
do BSK-H. As culturas foram incubadas a 32°C,
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sendo observadas semanalmente em microscopio
de fundo escuro. A outra metade da carraca foi
conservada em etanol a 70%, a temperatura am-
biente, até a extraccao do DNA.

Extracc¢@o do DNA. Utilizaram-se dois métodos
de extraccdo distintos: um «kit» de purificacdo de
DNA QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen), apenas
para as amostras humanas processadas em 2002,
e o método da hidrélise alcalina para as carracas e
amostras humanas manipuladas até ao final de
2001. Este tltimo método consiste em submeter os
fragmentos a accdo de uma solucao de hidréxido
de amoénia diluida (1:20), apds o que sdo macera-
dos, sujeitos a ebuli¢dao durante 15 min. e guarda-
dos a -20°C até a realizagdo da técnica de PCR.

Nested PCR. As amplificagées do espaco in-
tergénico do rRNA 5S-23S (rrf-rrl) do complexo
Borrelia burgdorferi sensu lato® foram efectuadas
num termociclador Eppendorf®, utilizando dois
pares de primers (QuadroI). O volume final de cada
reaccdo foi de 25ml, contendo 2,5mM MgCl,,
100mM de desoxinucleotidos trifosfato (dANTP),
5pmol de cada primer, 5ml de DNA de cada
amostra e 0,025U de Taq polimerase (AmpliTaq®
DNA Polymerase, Applied Biosystems). A primeira
amplificacdo consistiu numa desnaturagao inicial
(1’ a94,5°C) seguida de 25 ciclos a 94°C durante 30,
a52°C durante 30”,a 72°C durante 1’ e de um perio-
do a 72°C durante 5’. Na segunda amplificagao,
cada amostra foi de novo desnaturada (1’ a 94,5°C)
e amplificada ap6s 40 ciclos com repeticdo do mes-
mo perfil de temperaturas da primeira reac¢édo
com excepg¢ado para a temperatura de emparelha-
mento (55°C). A auséncia de contaminacao foi
confirmada pela utilizacdo de um painel de qua-
tro controlos negativos de 1° nivel (extrac¢ado), trés
de 2° nivel (12 amplificacdo) e trés de 3° nivel (22

amplificagdo). Como controlos positivos foram uti-
lizadas culturas de estirpes ndo patogénicas, com
duas densidades diferentes, cujo DNA foi também
extraido por «kit» ou utilizado directamente nas
misturas de reac¢ao de PCR. Os produtos amplifi-
cados, incluindo controlos e amostras (5ml cada),
bem como o marcador (GeneRuler™ 100bp DNA
Ladder Plus Fermentas), foram sujeitos a electro-
forese horizontal em gel de agarose a 1,5% [1,5g
agarose (FMC’) em 100ml de tampao TBE 0,5%
(0,045M Tris-borato, 0,001M EDTA)], ao qual se
adicionou 5ml de brometo de etidio. A electro-
forese foi efectuada a 125 Volts durante 30 minu-
tos, ap6s o que se submeteu o gel a ac¢ao de radia-
¢ao ultra-violeta e se fotografou com um equipa-
mento adequado (EagleEye® equipado com um
softwarepréprio). As amostras positivas foram tes-
tadas em triplicado para confirmacao dos resulta-
dos obtidos.

Técnicas de identificacao das estirpes isoladas
e do DNA de B. burgdorferi sensu lato. Procedeu-
-se a identificacdo dos oito isolados obtidos e de
um nimero limitado de produtos de PCR amplifi-
cados, por técnicas de hibridacao (Reverse-Line-
-Blot) (RLB), sequenciacdo e/ou anélise dos poli-
morfismos de restricdo (Restriction Fragment
Length Polymorphisms) (RFLP), de acordo com
metodologia anteriormente descrita® 2223,

Resultados

Os agentes do complexo Borrelia burgdorferi sen-
su lato foram isolados de 1 em 79 (1,3%) bi6psias
cutaneas e de 7 em 569 (1,2%) ixodideos, nao se
tendo registado culturas positivas ao nivel das
amostras de LCR e de liquido sinovial. A identifi-

Quadro 1. Sequéncias dos primers utilizados no nested PCR para deteccido de Borrelia burgdorferi sensu lato
Posicdao no Produto

Primer Sequéncia nucleotidica espaco intergénico de PCR

23SNI 5’- ACCATAGACTCTTATTACTTTGAC-3 469-446 380 pb

(I1° PCR)

23SCl 5’- TAAGCTGACTAATACTAATTACCC-3’ 92-115

(I1° PCR)

23SN2 5’- ACCATAGACTCTTATTACTTTGACCA-3’ 469-444 230 pb

(2° PCR)

5SCB 5’-biotina-GAGAGTAGGTTATTGCCAGGG-3’ 243-263

(2° PCR)
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Quadro II. Resultados da pesquisa de Borrelia burgdorferi sensu lato, por cultura, em 96 doentes e no vector

N° positivos/
Amostra biolégica N° analisados

Identificacdao do isolado
(Sequenciacdo e/ou Reverse Line Blot)

Bidpsia cutinea 1179 (1,3%)

Borrelia lusitaniae *

LCR 0*/16 (0,0%)

Liquido sinovial 0*/1 (0,0%)

Ixodes ricinus (vector) 71569 (1,2%)

B. garinii (4), B. lusitaniae (1 ), B. valaisiana (1), B. afzelii (1)

Total 8%1665 (1,2%)

B. garinii (4), B. lusitaniae (2), B. valaisiana (1), B. afzelii (1)

* Primeiro isolado patogénico humano (submetido para publicagio: Collares-Pereira, M., S. Couceiro, I. Franca, K. Kurtenbach, L.Vitorino, L. Gongalves,
S. Baptista, M.L.Vieira, C. Cunha. First isolation of Borrelia lusitaniae from a human patient. Journal of Clinical Microbiology)

Quadro IlI. Resultados da pesquisa de DNA de
Borrelia burgdorferi sensu lato, por nested PCR,
em 96 doentes e no vector

Amostra N° positivos
biolégica N° analisados (%)
Biopsia cutanea 79 58 (73,4%)
LCR 16 6 (37,5%)
Liquido sinovial | I (100,0%)
Ixodes ricinus 569 100 (17,6%)
(vector)

Total 665 165 (24,8%)

cacdo dos isolados por RLB e/ou sequenciagao re-
velou a presenca de quatro espécies gendmicas: B.
garinii, B. lusitaniae, B. valaisiana e B. afzelii
(Quadro II). A pesquisa de DNA de B. burgdorferi
sensu lato (Fig. 1) nas bidpsias de pele e carracas
confirmou a presenca de DNA especifico em 165
de 665 (24,8%) amostras analisadas (Quadro III). A
genotipagem de alguns produtos de PCR por RFLP
e/ou sequenciac¢do revelou no vector, até ao mo-
mento, a presenca das quatro espécies ja referidas
para os isolados®??>?%, e nas amostras humanas a
predominancia de B. gariniie B. lusitaniae (dados
ndo publicados).

As culturas positivas foram igualmente acom-
panhadas de um resultado positivo por PCR, mas
aamplificacdo do DNA da maioria (157/165; 95%)
das amostras positivas ndo resultou no isolamen-
to do respectivo agente patogénico.

Discussao

Realizou-se um estudo comparativo entre a sensi-

bilidade de duas técnicas laboratoriais (cultura e
nested PCR) para pesquisa directa dos agentes etio-
l6gicos da borreliose de Lyme, na populacédo hu-
mana e na do vector Ixodes ricinus. A presente in-
vestigacdo veio confirmar a ja reconhecida maior
sensibilidade da técnica de nested PCR face a cul-
tura, tornando possivel a confirmacdo de uma taxa
de positividade global (24,8%) muito superior a
obtida por cultura das borrélias (apenas 1,2%).
Para o sucesso deste resultado, certamente con-
tribuiu a reconhecida especificidade dos primers
seleccionados para aregido conservada do espago
intergénico 5S-23S do rRNA, para além do facto de
se ter utilizado uma segunda amplificacdo, sus-
ceptivel de ampliar até uma cépia de DNA do com-
plexo B. burgdorferi sensu lato presente nas
amostras?.

Importa também referir a importancia da ge-
notipagem dos produtos de PCR amplificados, em
particular através da andlise de polimorfimos de
restricdo (PCR-RFLP), como complemento da in-
formacao obtida. Esta identificacdo molecular,
alids, ja nos permitiu confirmar no vector®*? e na
populacdo humana (dados ndo publicados), em
Portugal, a presenca de pelo menos duas das es-
pécies patogénicas mais predominantes na Eu-
ropa, B. gariniie B. afzelii, para além da espécie B.
lusitaniae, recentemente isolada da pele de uma
doente com lesdes crénicas inespecificas (subme-
tido para publicacdo: Collares-Pereira, M., S. Cou-
ceiro, I. Franca, K. Kurtenbach, L. Vitorino, L.
Gongalves, S. Baptista, M.L. Vieira, C. Cunha. First
isolation of Borrelia lusitaniae from a human pa-
tient. J Clin Microbiol).

Torna-se assim evidente, que a introducao de
uma tecnologia tdo sensivel, como a amplificacdo
de DNA por PCR, podera ter um papel comple-
mentar na deteccao dos agentes etiol6gicos. Com

I ORGAD OFICIAL DA SOCIEDADE PORTUGUESA DE REUMATOLOGIA

- ACTA REUM PORT. 2003:28:75-82 I



SOFIA COUCEIRO E COL.

380 pb

230 pb

cos que, por outro lado, sig-
nificam uma dificuldade
acrescida a sobrevivéncia
de borrélias, especialmente
sensiveis a composicao do
meio de cultura.

A amplificacdo por PCR,
em particular, por nested
PCR, apesar de ser um teste
igualmente dispendioso,
permite a rdpida detecgado
da presenca de DNA borre-
liano independentemente
daviabilidade das bactérias
e evita a necessidade de

Figura |.Pesquisa de DNA borreliano por nested PCR (5S-23S) em bidpsias
cutaneas (l- 4) e no vector Ixodes ricinus (5-7); controlos positivos (++ e +) e

negativos (-).

efeito, o nlimero de organismos nas amostras clini-
cas é extremamente reduzido na borreliose de
Lyme, pelo que o recurso sistemaético a respectiva
cultura (como método de referéncia) é considera-
do um método laborioso (de algumas semanas) e
de reduzida eficdcia no diagnoéstico de rotina des-
ta patologia***. Além disso, os materiais biologi-
cos a cultivar (pele, LCR, liquido sinovial ou outros)
sdo obtidos, maioritariamente, por técnicas inva-
sivas e dolorosas para os doentes, sendo por isso,
em regra, preteridos relativamente a colheita de
sangue para estudos imunolégicos.

A utilizacdo do método da hidrdlise alcalina
para extraccao do DNA das amostras humanas, até
2002, poderé ter contribuido para uma possivel re-
ducao da taxa de positividade. Na realidade, ape-
sar deste método ser reconhecidamente adequa-
do para a extrac¢do de DNA das carracas, pela
degradacdo eficaz da camada externa de quitina,
é provavelmente demasiado agressivo para o
ntmero diminuto de espiroquetas no material hu-
mano. Esta altima limitacao na deteccdo de DNA
borreliano pode igualmente ficar a dever-se auma
concentragdo desigual de borrélias ou do seu DNA
nas respectivas amostras (falsos negativos).

A pesquisa directa em meio de cultura selectivo
apresentou intimeras desvantagens, quer em ter-
mos de recursos humanos e financeiros, quer em
resultados préticos, como foi evidenciado. Acresce
ainda, a enorme limita¢do decorrente da acentua-
da taxa de contaminac¢do do meio, parcialmente
obviada com a adigdo de antibiéticos e antifingi-

borrélias activas para a sua
deteccao? *. Por outro lado,
é uma técnica muito mais
sensivel do que a cultura,
pois pode detectar apenas
uma bactéria, como ja foi
referido.

A auséncia de contaminacdo no PCR é confir-
mada pela utilizacdo de um painel de controlos
negativos nos varios niveis de execucao da técni-
ca. Assim, uma vez optimizada esta tecnologia, im-
porta ainda salientar: i) a sua potencial utilizacao
naidentificacdo precoce de culturas contaminadas
por outras bactérias ou fungos, nas quais as bor-
rélias tém dificuldade em sobreviver, e ii) a confir-
macao da presenca de DNA em situacdes de silén-
cio imunolégico ou de atraso na producdo de an-
ticorpos especificos, no soro e no LCR, meses ou
anos apos a infecgao? 7.

Em conclusao, este trabalho confirma a im-
portancia da utilizacdo da técnica de nested PCR,
seguida de genotipagem, no diagnéstico labora-
torial da borreliose de Lyme, como método de
maior sensibilidade face a cultura, tanto ao nivel
da populagdo humana como da do vector. Contu-
do, a necessidade de se obter em cultura estirpes
patogénicas, obriga a tentativa de isolamento dos
agentes, sempre que possivel, por forma a caracte-
rizar esta doenca infecciosa em Portugal.
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