Anais Brasileiros de Dermatologia 2023;98(4):472-479

B8 Anais Brasileiros de
< L Dermatologia
Q@
&
g
w
°
-]
[
° memxw *
SOCIEDADE BRASILEIRA ) )
DE DERMATOLOGIA www.anaisdedermatologia.org.br

ARTIGO ORIGINAL

updates

Deteccdao do DNA de Bartonella henselae no sangue o
de pacientes com vasculopatia livedoide™**

Marina Rovani Drummond © #"-* Luciene Silva dos Santos © 2",

Lais Bomediano Souza © ¢, Gabriela Nero Mitsuushi © 2, Maria Leticia Cintra @ ¢,
Andrea Fernandes Eloy da Costa Franca ' 2, Elemir Macedo de Souza @

e Paulo Eduardo Neves Ferreira Velho © 2P

a Departamento de Clinica Médica, Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP, Brasil

b Laboratério de Pesquisa Aplicada em Dermatologia e Infecc@o por Bartonella, Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade
Estadual de Campinas, Campinas, SP, Brasil

¢ Departamento de Medicina, Pontificia Universidade Catdlica de Campinas, Campinas, SP, Brasil

d Departamento de Anatomia Patolégica, Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP, Brasil

Recebido em 18 de maio de 2022; aceito em 21 de julho de 2022

Resumo

Fundamentos: A vasculopatia livedoide (VL) manifesta-se como Ulceras e cicatrizes atroficas
nacaradas nas extremidades inferiores. O principal fator etiopatogénico € a hipercoagulabili-
dade, com a formacéo de trombos seguida de inflamacao. Trombofilia, doencas do colageno e
doencas mieloproliferativas podem levar a VL, mas a forma idiopatica (primaria) predomina.
Bartonella spp. podem causar infeccao intraendotelial; as manifestacdes cutaneas da infeccao
por essas bactérias podem ser diversas, incluindo vasculite leucocitoclastica e Ulceras.
Objetivo: A partir de um caso clinico, o objetivo deste estudo foi investigar a bacteremia por
Bartonella spp. em pacientes com Ulceras cronicas de dificil controle diagnosticadas como VL
primaria.

Métodos: Foram aplicados questionarios e realizados testes moleculares (PCR convencional,
PCR de dupla amplificacdo e PCR em tempo real), culturas liquidas e solidas em amostras
sanguineas e pellets de células de 16 pacientes com VL primaria e 32 voluntarios saudaveis.
Resultados: O DNA de Bartonella henselae foi detectado em 25% dos pacientes com VL e em
12,5% dos individuos do grupo controle (p=0,413).

Limitacées do estudo: Pela raridade da VL primaria, o nimero de pacientes estudados foi
pequeno e houve maior exposicao do grupo controle a fatores de risco para infeccao por
Bartonella spp.
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Conclusées: Embora sem diferenca estatistica significante entre os grupos, o DNA de B. henselae
foi detectado em um de cada quatro pacientes, o que reforca a necessidade de investigar a
infeccao por Bartonella spp. em pacientes com VL primaria.

© 2023 Sociedade Brasileira de Dermatologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Este € um
artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

A vasculopatia livedoide (VL) manifesta-se como Ulce-
ras dolorosas localizadas distalmente nos membros
inferiores que evoluem lentamente para lesdes atrofi-
cas esbranquicadas, com telangiectasias puntiformes,
pigmentacao acastanhada, acompanhadas de livedo race-
moso. A etiopatogenia mais aceita da VL sdao fendmenos
vaso-oclusivos decorrentes de estados de hipercoagulabi-
lidade. Condicdes como trombofilia, colagenoses, doencas
mieloproliferativas e estase sanguinea sao reconhecida-
mente associadas a doenca, porém a forma idiopatica
(priméria) é a predominante.’?

Este estudo foi realizado a partir da observacao clinica
de paciente do sexo feminino de 41 anos, com histdria
de contato com gatos e que apresentava lesoes ulcera-
das dos membros inferiores de dificil controle havia 12
anos (figs. 1 e 2). O exame anatomopatolégico evidenciou
hipodermite em atividade associada a vasculite leucocito-
clastica e presenca de trombos hialinos frequentes, com
necrose fibrinoide da parede de pequenos vasos. Observou-
-se também depdsito de mucina e de hemossiderina, além
de proliferagao vascular (fig. 3). Excluidas outras doencas, a
paciente foi conduzida como VL primaria e tratada, ao longo
dos anos, com vasodilatadores, antiagregantes plaqueta-
rios, corticosteroides e ciclos de antibioticos (metronidazol,
penicilina e ciprofloxacina), com melhoras transitorias. Con-
siderada a forte epidemiologia de contato com gatos, foi
sugerida a pesquisa de Bartonella spp. O DNA de Bartonella
henselae foi detectado por reacao em cadeia da polimerase
(PCR) no sangue da paciente, e houve pronta melhora das
Ulceras cronicas com o tratamento da infeccao por B. hense-
lae com doxiciclina 200 mg/dia por um ano. Com a suspensao
do tratamento, porém, houve recorréncia das lesoes de VL.
A bactéria pode ser isolada, e seu DNA novamente detectado
a partir de nova amostra sanguinea (tabela 1).

Bartonella spp. sao bactérias fastidiosas e, por isso,
dificilmente isoladas. Embora mundialmente distribuidas,
sao negligenciadas e potencialmente fatais. Muitas vezes
vivem no interior de eritrdcitos e de células endoteliais. A
infeccao por essas bactérias pode ser assintomatica, mas
também pode causar quadros clinicos variados em huma-
nos, incluindo febre de origem indeterminada, endocardite
e doenca da arranhadura do gato (DAG).*> As manifestacées
cutaneas também variam e incluem vasculite leucocitoclas-
tica e Ulceras, como revisto por Lins et al. em recente
revisdo sobre as manifestacdes cutaneas das bartonelo-
ses publicada neste periddico.* O objetivo principal deste
estudo foi investigar a bacteremia por Bartonella spp. em
pacientes com VL primaria com Ulceras de dificil controle.

Figura 1  Pé direito, aspecto do dorso um ano apos inicio
do quadro: livedo racemoso discreto, cicatrizes atroéficas hipo-
cromicas com telangiectasias, Ulceras com bases eritematosas,
algumas recobertas por tecido fibrinopurulento e outras com
crostas hematicas.

Métodos

Foi obtido o Termo de consentimento livre e esclarecido de
cada participante apos avaliacao e autorizacdo do Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Campinas
- Unicamp (CAAE: 48163015.8.0000.5405). Foram incluidos
pacientes com mais de 18 anos, com diagndstico de VL pri-
maria em seguimento no Ambulatério de Dermatologia da
Unicamp e voluntarios sem queixas clinicas como grupo con-
trole (estudantes e/ou funcionarios da Unicamp, com mais
de 18 anos e nao gestantes). Cada participante respondeu a
um questionario para avaliar a exposicao de risco para adqui-
rir a infeccao por Bartonella spp. Foram coletadas amostras

473


http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

M.R. Drummond, L.S. Santos, L.B. Souza et al.

Tabela 1 Resultados das pesquisas moleculares no caso indice de vasculopatia livedoide primaria com bacteremia confirmada
por Bartonella henselae

Amostra Sangue total Cultura liquida Cultura solida

PCR conven-  PCR nested PCR conven-  PCR nested PCR conven-  PCR nested

cional (fstZ) cional (fstZ) cional (fstZ)
(ITS) (ITS) (ITS)
Novembro/2012 (em + — — — Sem cresci- Sem
tratamento com antibidtico) mento crescimento
Dezembro/2013 (sem + — + + + +

tratamento com antibiotico)

+, DNA detectado; —, DNA nao detectado.

de sangue dos pacientes e dos individuos do grupo controle
com técnica asséptica em tubos com acido etilenodiamina
tetra-acético (EDTA) e em tubos sem anticoagulante.

O laboratdrio onde as analises foram realizadas segue
normas para assegurar o controle de qualidade descrito por
Pitassi et al.> Foram realizadas culturas liquidas de amostras
do sangue e do pellet de células (coagulo de sangue cole-
tado do tubo sem coagulante) e culturas solidas de todas as
culturas liquidas, conforme descricao prévia.>’ O DNA foi
extraido de amostras sanguineas, dos pellets de células e
das culturas liquidas utilizando QlAamp DNA minikit (Qiagen
Inc., EUA). Além de PCR convencional para gene constitutivo
de mamiferos, o GAPDH, foram realizadas PCR convencional
género-especifica para Bartonella spp. e PCRs espécie-
-especificas de dupla amplificacdo (nested) e em tempo
real para B. henselae. Em todos os procedimentos foram
adicionados trés controles (controle negativo de extracao,
controle negativo de PCR e controle positivo de PCR - cepa

Figura 2 Pé direito, aspecto do dorso: pustulas e ulceras com
bases eritematosas, muitas crostas e concrecoes, lesdes atrofi-
cas hipocromicas e outras hipercromicas.

Figura 3  Ulcera cronica: (A) epiderme hiperplasica na borda (seta vermelha), vasos com paredes hialinizadas na borda e no leito
da ulcera (setas pretas), agregados de células inflamatoérias e fibrose da derme reticular e hipoderme; (B) hialinose da parede
e trombose oclusiva da luz dos vasos da derme e hipoderme (setas amarelas), com exsudato inflamatério contendo neutréfilos
polimorfonucleares. Hematoxilina-eosina, x40 (A) e x100 (B).
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Tabela 2 Primers usados na investigacdo molecular dos grupos de pacientes e controles

PCR Primer Sequéncia de nucleotideos (5’-3’) Alvo molecular
Convencional[9] GAPDH F CCTTCATTGACCTCAACTACAT GAPDH

GAPDH R CCAAACTTGTCATGGATGACC
Convencional[10] ITSF CTTCAGATGATGATCCCAAGCCTTYTGGCG ITS

ITSR GAACCGACGACCCCCTGCTTGCAAAGCA
Dupla BHF GCCGCAAAGTTCTTTTCATG ftsz
amplificacao[11] BH R AGGTGAACGCGCTTGTATTTG

BH S CAAAACGGTTGGAGAGCGT

BH A CGCCTGTCATCTCATCAAGA
Tempo CSF ATGGGTTTTGGTCATCGAGT gltA
real[8] CSR AAATCGACATTAGGGTAAAGTTTTT

Extracdo de q
> PCRs

Sangue total

DNA

. Crescimento ¢

L Gram sugestivo

Coleta de sangue

Pellet de sangue

(3500 rpm/15min)

Figura 4

3715 de B. henselae registrada na Secao de Colecao de Cul-
turas do Instituto Adolfo Lutz). Além disso, em cada reacao
foram testadas diluicdes de B. henselae para determinar a
sensibilidade e o limite de deteccdo de cada PCR. Todos
esses métodos ja foram descritos anteriormente.®""" Os pri-
mers utilizados na investigacao molecular dos pacientes e
voluntarios estdao descritos na tabela 2. Os amplificados
obtidos que apresentaram qualidade para o sequencia-
mento foram enviados para comparacao de similaridade com
material depositado previamente. O fluxograma dos proce-
dimentos realizados esta apresentado na figura 4.

Resultados

Participaram do estudo 16 pacientes com VL primaria e
32 individuos sem queixas clinicas. Todos responderam a
um questionario cujos dados sdao apresentados na tabela
3. Pode-se observar que o grupo controle era mais jovem
(p=0,001), com média etaria de 26,71 anos; ja entre os
pacientes, a média foi de 37,62 anos. O grupo controle
foi composto por mais homens que o grupo dos pacientes
(p=0,048). Os individuos do grupo controle tiveram mais
contato com animais de criacao (p=0,007), foram mais mor-
didos e/ou arranhados (p=0,000) e foram mais expostos
a artropodes (p=0,003). Nao houve diferenca significante

Cultura liquida
(ImL de amostra em

4mL meio liquido
v por 14 de incubagdo)

Subcultura em meio

{inl solido

(incubagao por até
42 dias)

Fluxograma dos procedimentos realizados.

(p> 0,05) na comparacao entre essas caracteristicas dentre
aqueles que tiveram deteccao do DNA de Bartonella spp. e
0s que nao tiveram, em cada um dos grupos separadamente.

0O gene constitutivo (GAPDH) foi detectado em todas as
amostras de pacientes e voluntarios, garantindo a qualidade
do DNA extraido para as analises e a auséncia de inibidores
para as reacoes moleculares.

Na PCR convencional para Bartonella spp., o limite de
deteccao foi de 50 copias, e de 10 cépias na PCR nested e
na PCR em tempo real.

O DNA de B. henselae foi detectado em quatro pacientes
em, pelo menos, uma reacao espécie-especifica. No grupo
controle, o DNA foi detectado em quatro voluntarios. Pude-
ram ser sequenciados os amplificados de seis participantes
dos oito com deteccao do DNA bacteriano, e todos os ampli-
ficados apresentaram 99% a 100% de similaridade com B.
henselae (nimero de acesso GenBank: CP020742.1).

Nao foi observado crescimento de Bartonella spp. em
cultura sélida de nenhuma amostra dos 48 participantes.
N&o houve significancia estatistica pelo teste de Fischer na
deteccao do DNA da bactéria entre os dois grupos (p =0,413),
como também observado na tabela 3.

Considerando que a VL primaria é manifestacdo rara, e
utilizando o teste exato de Fisher para estabelecer o calculo
amostral do estudo e definindo o nivel de significancia em
5% (erro alfa ou tipo 1) com poder amostral de 80% (erro
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Tabela 3 Comparacao entre o grupo controle e grupo de pacientes com vasculopatia
Variavel Controle (n=32) Vasculopatia (n=16) Total (n=48) p-valor
Idade, média + DP 26,71+ 8,57 37,62+9,76 30,35+10,29 0,001°
Idade, mediana (min-mdx) 23,00 (18,0-51,0) 39,50 (15,0-51,0) 28,50 (15,0-51,0)
Sexo
Feminino 19 (39,6%) 14 (29,2%) 33 (68,8%) 0,048¢
Masculino 13 (27,1% 2 (4,2%) 15 (31,2%)
Total 32 (66,7%) 16 (33,3%)
Contato com animais de criacdo
Sim 5 (10,6%) 9 (19,1%) 14 (29,8%) 0,007°
Nao 26 (55,3% 7 (14,9%) 33 (70,2%)
Total 31 (66,0%) 16 (34,0%)
Contato com animais silvestres
Sim 4 (8,3%) 0 (0,0%) 4 (8,3%) 0.286°
Nao 28 (58,3%) 16 (33,3%) 44 (91,7%)
Total 32 (66,7%) 16 (33,3%)
Mordedura ou Arranhadura
Sim 24 (50,0%) 3 (6,2%) 27 (56,2%) 0,000°
Nao 7 (14,6%) 13 (27,1%) 20 (41,7%)
Ausente 1(2,1%) 0 (0,0%) 1(2,1%)
Total 32 (66,7%) 16 (33,3%)
Exposicdo a artrépodes
Sim 29 (60,4%) 8 (16,7%) 37 (77,1%) 0,003
Nao 3 (6,2%) 8 (16,7%) 11 (22,9%)
Total 32 (66,7%) 16 (33,3%)
Deteccdo do DNA de Bartonella henselae
Sim 4 (8,35%) 4 (8,3%) 8 (16,7%) 0,413
Nao 28 (58,3%) 12 (25,0%) 40 (83,3%)
Total 32 (66,7%) 16 (33,3%)

Valores de p em negrito nas tabelas sao estatisticamente significantes.
2 Teste de Mann Whitney; P Teste de Fisher; ¢ Teste de Qui-Quadrado.

beta ou tipo Il de 20%), com base nos dados obtidos, pode-
-se estabelecer que a amostra minima para que os resultados
tenham significancia estatistica seria de 106 pacientes.

Discussao

Nao foi encontrado pelos autores nenhum trabalho na lite-
ratura relacionando infeccao por Bartonella spp. a VL.

Da mesma maneira que foi proposto para o SARS-CoV-2,"?
é possivel que a infeccdo persistente por Bartonella spp.
também cause dano vascular direto ou promova estado de
hipercoagulabilidade.

Sabe-se que a VL é uma doenca vaso-oclusiva com
hialinizacao e trombose de vasos dérmicos; muitos pacientes
se queixam de dor e parestesia. Todos os pacientes do estudo
referiram dor intensa associada a presenca de Ulceras, e a
maioria referiu parestesia ou dor leve apo0s a cicatrizacao.'
Ha varios artigos que relacionam dores cronicas a infeccao
por Bartonella spp."*"" Estudos translacionais documen-
tam hipersensibilidade dolorosa em camundongos infectados
com B. henselae.'®" Esses micro-organismos causam
infeccao intraendotelial e poderiam estimular a sinteses de
endotelina (ET-1), um potente vasoconstritor, que é relaci-
onado a parestesia e dor, incluindo dor crénica. ' 161819

Em trés quartos dos pacientes nao foi possivel detectar
o DNA de Bartonella spp., o que nao surpreende, ja que a
VL é uma manifestacdo cutanea de diferentes enfermida-
des. Além disso, B. henselae causa bacteremia ciclica, e as
amostras sanguineas podem ter sido obtidas nos intervalos
em que a bactéria ndo estava circulando. Diferentes auto-
res mostram que a infeccao por Bartonella spp. tem maior
chance de ser diagnosticada por biopsia de fragmentos teci-
duais em vez de amostra sanguinea, e que os resultados
dessa diferenca podem ser de maior importancia e signifi-
cancia estatistica.'*~?* Por questdes éticas, foram coletadas
apenas amostras sanguineas para minimizar os danos aos
voluntarios do grupo controle.

Além disso, ndao ha método padrao ouro de diag-
nostico para infeccdo por Bartonella spp., e resultados
falso-negativos sao frequentes, mesmo quando usada pla-
taforma com técnicas moleculares e microbioldgicas. A
necessidade de mdltiplos testes para deteccao adequada
desse micro-organismo visando reduzir falso-negativos ja
foi discutida por Drummond et al. As técnicas molecula-
res tém como limitacdo baixa sensibilidade (minimo de
4.000 copias/mL no laboratorio onde foram realizadas as
analises).® Mesmo em doencas em que ha o envolvimento
tecidual, a identificacdo do agente no exame anatomo-
patologico tem baixa sensibilidade.” Historicamente, as
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coloracées com impregnacao de prata sao utilizadas para
a deteccdo de espécies de Bartonella; no entanto, como
a coloracao nao é especifica, a leitura pode ser dificil em
decorréncia da formagao de precipitado de prata. Estudo
de Caponetti et al. avaliou o uso da imuno-histoquimica
(IHQ) para identificacao de B. henselae na DAG em 24 casos
de linfadenite, a partir de biopsias fixadas em formalina
e incluidos em parafina, e comparou os resultados com
impregnacao por prata (IP) e PCR. Os casos positivos foram
os seguintes: IP, 11 (46%); PCR, 9 (38%); e IHQ, 6 (25%).
Apenas dois casos (8%) foram positivos para todos os trés
estudos. A IP mostrou-se mais sensivel, mas menos espe-
cifica. Apesar de 11 (46%) dos casos do estudo terem sido
positivos usando IP, apenas seis dessas amostras foram con-
comitantemente positivas por analise IHQ e/ou PCR. Esse
achado sugere que varios dos casos interpretados como posi-
tivos pela IP podem representar falso-positivos, e que a
sensibilidade diagnostica desses trés testes é baixa para
DAG.% QOutro estudo com 106 casos de endocardite compa-
rou os resultados de IHQ, Western blotting e PCR em tempo
real de sangue total, soro e tecido valvar. A IHQ e a coloracao
de Warthin-Starry foram as técnicas menos sensiveis. Neste
estudo, a coloracdo de Warthin-Starry foi o mais sensivel
desses dois métodos (cinco amostras foram positivas para
coloragcao de Warthin-Starry e negativas na analise IHQ).
Entretanto, esta coloracdo histolégica nao é especifica para
Bartonella spp. Como o processo infeccioso pode ser locali-
zado, um resultado imuno-histoquimico negativo ndo exclui
definitivamente o diagnéstico de endocardite por Bartonella
spp.?° Ja o isolamento de Bartonella spp. ¢ dificil mesmo em
condicdes especificas e ideais.

A bacteremia pdde ser documentada no caso indice, pelo
isolamento da bactéria em meio s6lido mesmo apos um
ano de tratamento com doxiciclina, mas nao houve isola-
mento de Bartonella spp. em nenhum dos participantes do
estudo. A dificuldade de tratar a infeccao com antibidticos,
como observado na febre das trincheiras (causada por Bar-
tonella quintana) e na febre de Oroya (que é a primeira
manifestacdo da doenca bifasica da doenca de Carrion, que
pode evoluir para verruga peruana e € causada por Barto-
nella bacilliformis), sugerem que essas bactérias ndo sao
erradicadas. Essa potencial persisténcia da infeccao impos-
sibilita garantir que manifestacoes observadas na VL sejam
reacdes imunes infecciosas ou pos-infecciosas, como se tem
aventado.”

Poucos grupos de pesquisa realizam cultura solida para
isolamento de Bartonella spp. Isso porque o isolamento
depende de meios especificos e incubacao prolongada. Além
disso, o crescimento fastidioso e a falta de sucesso no primo-
-isolamento fazem com que esse tipo de diagndstico nao seja
viavel.

Como a VL é a expressao cutanea de diferentes doencas,
a infeccao por Bartonella spp. poderia ser apenas uma das
causas dessa manifestacao. Além disso, por infectar as célu-
las endoteliais e ser o Unico género conhecido de bactérias
a estimular sua proliferacdo em humanos,?® a pesquisa em
amostras sanguineas pode nao representar a real condicao
do paciente em relacao a infeccao por essas bactérias, pois
a bacteremia costuma ser ciclica.

Dados coletados no questionario de fatores de risco para
bartonelose (tabela 3) mostraram que os voluntarios do
grupo controle eram significantemente mais jovens, uma

vez que a maioria desses voluntarios € composta por estu-
dantes da Unicamp. A VL acomete mais mulheres, e houve
diferenca estatistica entre a proporcao dos sexos dos gru-
pos. Uma limitagao do estudo € que os voluntarios eram mais
expostos a fatores de risco para adquirir a infeccao por Bar-
tonella spp., fatores esses observados em estudo realizado
com doadores de sangue do Hemocentro da Unicamp,?’ uma
vez que relataram, em maior nimero em relacédo aos paci-
entes, terem sofrido mordidas e arranhaduras, contato com
animais de criacao e exposicdo a artropodes. Mesmo com
menor exposicao de risco, o grupo de pacientes com VL apre-
sentou o dobro da taxa de infeccao (25%; 4/16), o que pode
indicar que a prevaléncia da infeccao por B. henselae nos
pacientes seja maior e que essas bactérias possam, de fato,
ter relacao com o desencadeamento da doenca. Outra justi-
ficativa para nao ter sido encontrada diferenca estatistica é
0 pequeno numero de pacientes do estudo, que avalia paci-
entes com doenca rara e que foi realizado como piloto em
uma Unica instituicao. Como descrito nos resultados, usando
como controle voluntarios com as mesmas caracteristicas,
seria necessario um nimero de pacientes quase sete vezes
maior para documentar a significancia estatistica.

A inexisténcia de padrao ouro, aliada a grande dificul-
dade em se detectar a bacteremia causada por Bartonella
spp., reforcam a necessidade de se utilizar métodos diver-
sos e complementares visando aumentar a sensibilidade e a
precisao do diagnodstico. Essa combinacao de métodos e de
testagem de diferentes amostras torna o diagnostico labora-
torial mais eficaz e tem sido utilizada por diferentes grupos
de pesquisa.®?20:28-30

Conclusao

O DNA de B. henselae foi detectado em um de cada quatro
pacientes com VL primaria, o que reforca a necessidade de
investigar a infeccdo por Bartonella spp. nesses individuos,
ainda que nado tenha havido diferenca estatistica entre o
grupo de pacientes e o grupo controle.
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