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Resumo

RESUMO

Nas ultimas décadas tem-se assistido a uma redugao do niumero de casos de malaria em
muitos paises da Africa Subsariana. No entanto, o sobrediagndstico de maléria em zonas
endémicas ¢ frequente.

E desconhecida a relevancia clinica das arboviroses no diagnostico diferencial da malaria
em Angola. Historicamente a principal arbovirose descrita em Angola tem sido a febre
amarela. No entanto, existiu evidéncia de circulagao de outros arbovirus como o virus
chikungunya durante o periodo colonial. Apds a independéncia do pais, que ocorreu em
1975, foram registados em varios paises casos esporadicos de dengue importados de
Angola. Deste modo, até 2012, o desconhecimento sobre a prevaléncia de arboviroses,
como dengue e chikungunya era uma realidade.

Foi realizado um estudo observacional e transversal com o objectivo de identificar a
presenga do virus dengue e do virus chikungunya. Incluiram-se doentes com sindroma
febril (temperatura corporal >37,5°C a admissao e/ou historia de febre) e com clinica
compativel com malaria. Foram aplicados testes de diagnostico rapido (TDR) [SD
BIOLINE®], que sdo ensaios imunocromatograficos para deteccdo de: Ag NSI1 e
anticorpos IgG / IgM contra o virus dengue; Ig M contra o virus chikungunya; Ag HRP-
II-P.f e pLDH-P.v de Plasmodium spp. Foram ainda colhidas amostras para realizacao de
técnicas de biologia molecular (PCR ou RT-PCR) para Plasmodium spp., dengue e
chikungunya.

O estudo decorreu em duas fases, a primeira, de Fevereiro a Abril de 2012, na provincia
do Huambo e a segunda, de Maio a Junho de 2015, na provincia de Benguela, tendo sido
incluidos um total de 542 doentes. Na primeira fase incluiram 242 doentes,
maioritariamente do sexo feminino (59,9%). A média de idades foi de 16 anos. A clinica
mais frequente foi a respiratoria, nomeadamente tosse (60,7%) e corrimento nasal
(48,3%) seguida das queixas dalgicas, cefaleias (40,1%), dores abdominais (36,4%),
artralgias (33,9%) e mialgias (30,6%). As taxas de positividade do TDR foram as
seguintes: malaria (2,1%), chikungunya (1,7%) e dengue (0,8%). Verificou-se um caso
de positividade concomitante para dengue (Ag NS1+) e chikungunya. Na segunda fase
foram incluidos 300 doentes, também maioritariamente do sexo feminino (61%). A média
de idades foi de 19 anos. A clinica mais frequente foi a algica, cefaleias (53%), mialgias
(45%), artralgias (43,3%), dores abdominais (38,3%) seguida da respiratoria, tosse
(26,3%) e corrimento nasal (16,3%). As taxas de positividade do TDR foram as seguintes:
malaria (36,7%), chikungunya (18,3%) e dengue (3,3%). Verificaram-se 28 casos de
positividade concomitante para malaria e chikungunya e 4 para malaria e dengue (1 com
Ag NS1+ e 3 com IgM+). Nesta segunda fase foi ainda identificada por RT-PCR uma
sequéncia gendmica do virus chikungunya que revelou uma elevada identidade com uma
estirpe circulante nos Camardes em 2006.

Este estudo foi pioneiro na investigacdo recente de arbovirus em Angola, documentando
a sua circulacdo, assim como também possibilitou, pela primeira vez, a aplicacdo em larga

escala de TDR para dengue e chikungunya neste pais.

Palavras-chave: chikungunya, dengue, maldria, testes de diagnostico rapido, Angola.



Abstract

ABSTRACT

In recent decades, there has been a reduction in the number of malaria cases in many sub-
Saharan African countries. However, the overdiagnosis of malaria in endemic areas is
frequent.

The clinical relevance of arboviruses in the differential diagnosis of malaria in Angola is
unknown. Historically the main arbovirosis described in Angola has been Yellow Fever.
However, there was evidence of circulation of other arboviruses such as the Chikungunya
virus during the colonial period. After the country's independence, which occurred in
1975, sporadic dengue cases imported from Angola were registered in several countries.
Thus, until 2012, the lack of knowledge about the prevalence of arboviruses, such as
Dengue and Chikungunya, was a reality.

An observational and cross - sectional study was carried out to identify the presence of
Dengue virus and Chikungunya virus. Patients with febrile syndrome (body temperature
at admission >37.5 © C and / or history of fever) and clinically compatible with malaria
were included. Rapid diagnostic tests (TDR) [SD BIOLINE®], which are
immunochromatographic assays for the detection of: Ag NS1 and IgG / IgM antibodies
against Dengue virus have been applied; Ig M against the Chikungunya virus; Ag HRP-
II-P.f and pLDH-P.v from Plasmodium spp. Biological samples were also collected for
molecular biology techniques (PCR or RT-PCR) for Plasmodium spp., Dengue and
Chikungunya.

The study was conducted in two phases, the first from February to April 2012 in Huambo
province and the second from May to June 2015 in Benguela province, with a total of 542
patients. In the first phase 242 patients were included, mostly female (59.9%). The
average age was 16 years. The most common symptoms were respiratory such as cough
(60.7%) and nasal discharge (48.3%) followed by painful complaints, headache (40.1%),
abdominal pain (36.4%), arthralgia (33 , 9%) and myalgias (30.6%). The rates of positive
TDR were as follows: malaria (2.1%), Chikungunya (1.7%) and Dengue (0.8%). There
was a case of concomitant positivity for Dengue (Ag NS1 +) and Chikungunya. In the
second phase 300 patients were included, also mostly female (61%). The average age was

19 years. The most frequent clinic complaints were headaches (53%), myalgias (45%),
arthralgia (43.3%), abdominal pains (38.3%) followed by cough (26.3%) and runny nose
(16.3%). The rates of positive TDR were as follows: malaria (36.7%), Chikungunya
(18.3%) and Dengue fever (3.3%). There were 28 cases of concomitant positivity for
malaria and Chikungunya and 4 cases for malaria and Dengue (1 with Ag NS1 + and 3
with IgM +). In this second phase a Chikungunya genomic sequence was also identified
by RT-PCR which revealed a high identity with a circulating strain in Cameroon in 2006.

This study was relevant for the recent investigation of arbovirus in Angola, documenting
its circulation, as well as for allowing for the first time the large-scale application of TDR

to Dengue and Chikungunya in this country.

Key words: Chikungunya, Dengue, malaria, rapid diagnostic tests, Angola.
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Introducdo

1. INTRODUCAO
1.1. Caracterizacao geral da tematica de estudo: “Arboviroses”

O termo arboviroses ndo possui valor taxondmico, aplicando-se a todos as viroses
transmitidas por vectores artropodes. A Organizagdo Mundial de Saude refere que sdo
doencas causadas por virus mantidos na natureza através da transmissao biologica entre
hospedeiros vertebrados susceptiveis a artropodes hematdfagos, ou por transmissdo
transovariana em artropodes (World Health Organization, 1967). Esta ultima
particularidade assume importancia epidemiologica, uma vez que os artropodes podem
ser simultaneamente vectores e hospedeiros. Deste modo, o conceito de virus
transmitidos por artropodes, que foi introduzido pela primeira vez, em 1942, para
descrever um grupo de virus de animais como causadores de encefalite em humanos,
assume na realidade um cardcter epidemioldgico e ecologico (World Health

Organization, 1967).

Genericamente, existem mais de cinco centenas de arbovirus com distribuicdo
geografica global. Cerca de 150 espécies de virus podem causar doenga em humanos,
sendo que as de maior impacto para a saide humana encontram-se em regides tropicais
e subtropicais (Smith et al., 2009). Todos possuem genoma de acido ribonucleico e a
grande maioria pertence a quatro familias viricas: Togaviridae (p. ex. virus
chikungunya e virus o'nyong-nyong, ambos do género Alphavirus), Flaviviriae (p. ex.
virus da febre amarela, virus dengue, virus do Nilo Ocidental, virus Zika e virus da
encefalite japonesa; todos pertencentes ao género Flavivirus), Bunyaviridae (p. ex. virus
Oropouche do género Orthobunyavirus, virus da febre hemorragica Crimeia — Congo do
género Nairovirus, virus da febre do Vale do Rift e virus Toscana, ambos do género
Phlebovirus) e Reoviridae (p. ex. virus da febre da carraga do Colorado do género

Coltivirus e virus Orungo do género Orbivirus).

A cadeia de transmissdo assenta em trés pilares, nomeadamente na presenca de vectores
[mosquitos (anofelineos e culicineos), flebétomos, carracas (ixodideos e argasideos) e
culicoides], de hospedeiros vertebrados (reservatorio e/ou incidental e/ou propagador) e
de condi¢des ambientais propicias (p. ex. pluviosidade, temperatura, humidade e
actividades humanas). Acresce-se ainda a possibilidade de existéncia de dois ciclos de
transmissdo, nomeadamente: animal — artropode — Homem, em que o animal ¢ o
reservatorio ¢ o Homem infecta-se de modo incidental e/ou Homem — artropode —

1
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Homem, em que o reservatorio tanto pode ser o Homem como o artrépode, podendo
ainda ocorrer transmissdo transovariana no insecto em alguns casos. Contudo, sdo
possiveis entre outras vias de transmissdo: a transfusional (p. ex. virus do Nilo
Ocidental, virus dengue, virus do Rio Ross, virus Zika), a ingestdo de leite de caprinos
infectados e a per cutem (p. ex. virus da encefalite europeia transmitida por carragas), a
materno-fetal (p. ex. virus dengue, virus do Nilo Ocidental, virus chikungunya e virus
Zika), a sexual (p. ex. virus Zika) e a transplantacdo de orgdos (p. ex. virus do Nilo

Ocidental).

O espectro clinico em humanos pode ser bastante abrangente, desde uma infeccdo
assintomatica até a manifestagdo de uma ou mais das seguintes sindromas: doenga
sistémica febril (por vezes apenas com sintomatologia pseudogripal), febre
hemorrégica, encefalite, doenca causadora de poliartralgias e/ou poliartrites e doenca
exantematica febril. Como mencionado previamente, a maioria dos arbovirus possui
uma distribuic¢do geografica preponderante em regides de clima tropical e/ou
subtropical, onde a maléaria assume um papel de destaque na morbilidade e mortalidade
das populagdes locais. Facilmente se compreende que a clinica das arboviroses pode ser
muito similar a da malaria, pelo que o recurso a técnicas laboratoriais ¢ essencial para
um diagnoéstico adequado. Tendo em conta que a maioria destas regides geograficas
possui infraestruturas de satde com condigdes técnicas precdrias € com recursos
humanos insuficientes, o diagnodstico diferencial da sindroma febril suspeita de malaria
representa o maior desafio clinico, espelhando categoricamente as dificuldades e
constrangimentos de grande parte dos sistemas nacionais de saide dos paises em
regides de clima tropical e/ou subtropical. O diagnostico das arboviroses baseia-se em
métodos serologicos ou de deteccdo virica. Este ultimo método, dificilmente sera
acessivel na maioria das zonas endémicas em Africa, pela exigéncia de manipulagio em
concordancia com as orientagdes de biosseguranga para o virus em causa, em
laboratdrios microbioldgicos e biomédicos. Deste modo, os métodos serologicos
arrogam um papel significativo, nomeadamente os testes de diagnostico rapido (TDR),

pela sua facilidade de execugdo e interpretagao.

A prevengdo engloba a imunizagdo, quando existente (p. ex. virus da febre amarela,
virus da encefalite japonesa, virus da encefalite europeia transmitida por carragas); o

controlo vectorial; a implementacao de programas de vigilancia (entomologica, clinica e
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estudos de seroprevaléncia); e a educacdo das comunidades, nomeadamente para a

adop¢ao de medidas de proteccdo individual.

Na ultima década assistiu-se a expansao geografica do virus dengue, do virus do Nilo
Ocidental, do virus chikungunya e do virus Zika, o que reflecte o imenso e preocupante
potencial das arboviroses como doengas emergentes e re-emergentes. Contribuem para
esta realidade os seguintes factores decorrentes essencialmente dos fendmenos da
globalizacdo: a expansdo geografica destes virus mediada pela transportacio humana
e/ou amplificada pelos animais domesticados ¢/ou animais sinantropicos, o incremento
da mobilidade humana e dos animais (viagens, fluxos migratérios ¢ do comércio
global), a desflorestacdo, a urbanizacgdo e o acréscimo da populagdo humana em regides
de clima tropical e/ou subtropical. O aquecimento global auxilia no aumento da
distribuicdo dos vectores possibilitando a sua propagacdo para regides de clima
temperado. Destaca-se ainda a capacidade de alguns arbovirus poderem adoptar, quer
ciclos de transmissdo antropondticos urbanos e peridomiciliares envolvendo vectores
antropofilicos altamente eficientes como os mosquitos Aedes aegypti € o Aedes
albopictus, quer ciclos enzoo6ticos peridomiciliares, envolvendo populagdes urbanas de
mosquitos ornitofilicos do género Culex (Weaver e Reisen, 2010). Pelo exposto, trata-se

de um tema extenso, complexo, actual e desafiante.

1.2. Caracterizacdo geral da drea de estudo - “Angola”, com
contextualizacao da relevancia do tema “Arboviroses” até a data do

primeiro trabalho de campo (2012)

A Repuiblica de Angola localiza-se na costa ocidental da Africa austral, a sul do
Equador, entre os paralelos 4° 22'e 18° 02" e estende-se desde a foz do rio Congo
(também conhecido como rio Zaire), a norte, até¢ a foz do rio Cunene, a sul (Figura 1).
Possui uma configuracdo geografica sensivelmente quadrada, sendo limitada, a norte,
pela Republica Democratica do Congo, a leste, pela Republica Democratica do Congo e
pela Zambia, a sul, pela Namibia e a oeste, pelo Oceano Atlantico. Engloba ainda, o
enclave da provincia de Cabinda, limitada ao norte pela Republica do Congo, a leste e
ao sul pela reptiblica Democratica do Congo e a oeste pelo Oceano Atlantico. Encontra-

se, administrativamente dividida em 18 provincias, 162 municipios € 559 comunas, e
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possui uma 4rea de 1 246 700 Km?, sendo o sétimo pais africano de maior dimensdo. A
capital ¢ a cidade de Luanda, cuja fundagdo data de 1576. Foi uma colonia portuguesa e
constitui um estado soberano desde 11 de Novembro de 1975. Pouco depois da
independéncia, o pais entrou num periodo de guerra civil violenta e intermitente que se

estendeu por 27 anos.

No ano de 2011, a populacdo total foi estimada em 19,6 milhdes de habitantes (United
Nations, 2011). No entanto, o recenseamento geral da populacdo e da habitacdo de
Angola em 2014 revelou uma populagdo total de 25 789 024 habitantes (Instituto
Nacional de Estatistica, 2016). Pese embora o portugués seja a lingua oficial de Angola,
existem trés grupos etnolinguisticos principais: ovimbundu (37%), ambundu (25%) e
bacongo (13%). A larga maioria da populacdo expressa-se em portugués (71%), seguido
de umbundo (23%), quicongo (8%) e quimbundo (8%) (Instituto Nacional de
Estatistica, 2016).

O pais tem uma faixa costeira arida, que se estende desde a Namibia at¢ Luanda, um
planalto interior himido, uma savana seca no interior sul e sudeste e floresta tropical no
norte ¢ em Cabinda. As terras altas do interior tém um clima suave com uma estagao
das chuvas de Setembro a Abril, seguida por uma esta¢do seca (“‘cacimbo”), mais fria,
de Maio a Agosto. As regides do norte e Cabinda tém chuvas ao longo de quase todo o
ano. O clima ¢ fortemente influenciado por um conjunto de factores, dos quais se
destacam a latitude, a altitude, a orografia, a corrente maritima de Benguela e as bacias

hidrograficas dos rios Zaire, Zambeze, Cuanza, Cubango, Cuando e Cunene.
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Figura 1: Mapa de Angola (Fonte: Nagoes Unidas, M apa n°3727 Rev. 4, Agosto

2008).

Em termos epidemioldgicos a maldria representa a principal causa de morte e de

doenga, sendo responsavel por 35% da demanda de cuidados curativos, de

20% de

internamentos hospitalares, 40% das mortes perinatais e 25% da mortalidade materna

(Programa Nacional do Controlo da Maléria, 2010). E endémica nas 18 provincias

incluindo a provincia de Luanda, sendo hiperendémica no Norte (Cabinda, Uige
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Malanje, Cuanza Norte, Lunda Norte e Lunda Sul). Nas restantes areas, a transmissao ¢
moderada (mesoendémica). Plasmodium falciparum ¢ responsavel por cerca de 92%
dos casos de maléria e Plasmodium vivax por 5% a 7% (Cosep Consultoria, Consaude e
ICF Macro, 2011). Segundo um estudo concretizado no periodo de 17 a 31 de Margo de
2008 em 30 unidades de saude da provincia de Luanda e que avaliou 864 pacientes
febris (59,1% com idade inferior a 5 anos), a taxa de positividade dos TDR por
imunocromatografia para maléria foi de 4,9% (sendo que todos foram tratados com
arteméter/lumefantrina) e a taxa de positividade da microscopia Optica foi de 3,6%
(Thwing et al., 2009). Acresce-se a existéncia de evidéncia de uma diminuicao
significativa da propor¢do de febres associadas a parasitémia por Plasmodium
falciparum no periodo anterior a 2000 e posterior a 2001 (44% versus 22%) em estudos
realizados em alguns paises da Africa subsariana (D’Acremont et al., 2010). Estes
dados sdo relevantes, uma vez que alertam para a necessidade de existéncia de métodos
laboratoriais para o diagnostico diferencial da malaria. Contudo, o sobrediagnostico de
malaria em zonas endémicas ¢ frequente e pode conduzir a problemas graves na gestdo
do paciente febril, bem como levar a rotura do armazenamento de antipaludicos por
excesso de consumo inadequado. De facto, segundo um estudo conduzido em 2007, em
33 unidades de satide da provincia do Huambo, somente 49% dos tratamentos prescritos
contra a maléaria foram considerados adequados e apenas 30,7% dos doentes com
suspeita clinica de malaria realizaram testes laboratoriais para confirmagdo diagnostica

(Rowe et al., 2009).

E desconhecida a relevancia clinica das arboviroses no diagnostico diferencial da
maldria em Angola. Relativamente a outros paises limitrofes de Angola, os dados
também sdo escassos. Porém, o virus chikungunya tém reemergido como causador de
surtos epidémicos na Republica Democratica do Congo (Muyembe-Tamfum et al.,

2003; Pastorino et al., 2004) e na Republica do Congo (Kelvin, 2011).

A principal arbovirose descrita em Angola tem sido a febre amarela. Historicamente,
existem alusdes datadas de 1595 do que se supde ter sido a primeira epidemia de febre
amarela em Angola, tendo incidindo especialmente sobre Luanda e Massangano
(Cambournac et al., 1955). Outras referéncias comprovam outra epidemia de febre
amarela que cursou entre 1860 e 1872 em Luanda e outras cidades costeiras (Ribeiro,

1973). Durante o periodo colonial realizaram-se ainda dois inquéritos seroldgicos para a
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febre amarela. O primeiro, levado a cabo, em 1934, em povoagdes costeiras e do Norte,
incluiu 949 soros, dos quais apenas 11 (1,16%) apresentaram um resultado positivo das
provas de proteccdo, termo utilizado a época para denominar a detec¢do de anticorpos
IgG (Cambournac et al., 1955). O segundo inquérito foi conduzido nos anos de 1952 e
1953, e envolveu 1549 soros, dos quais 1443 (93,16%) de criangas com idade inferior a
15 anos, tendo existido 38 (2,45%) com resultado positivo das provas de proteccdo. As
localidades onde se verificaram casos de imunidade, encontram-se geograficamente

distribuidas, segundo o actual mapa das provincias de Angola, da seguinte forma:
0 Namibe, Huila, Cunene e Cuando — Cubango (n=13);
0 Malanje, Lunda Norte e Lunda Sul (n=9);
0 Cabinda, Zaire e Uige (n=8);
0 Moxico (n=5);
0 Huambo (n=3), especificamente em Cadla (Cambournac et al., 1955).

No entanto, a documentagdo de circulagdo de outros arbovirus, em Angola, ficou
pautada em estudos serologicos executados nas décadas de 1960 e 1970. Um estudo
realizado, de Maio a Junho de 1960, em 492 individuos de 14 localizadas dispersas de
norte a sul do pais, revelou a presenca de anticorpos por reac¢des de inibicdo da
hemaglutinagdo e de neutralizagdo contra os seguintes arbovirus: virus da febre amarela
(n=42), virus Zika (n=20), virus chikungunya (n=8) e virus do Nilo Ocidental (n=6),
entre outros (Kokernot et al., 1965). Relativamente a distribuicdo geografica dos casos
reactivos para o virus da febre amarela houve um claro predominio pela regido norte
[provincia de Cabinda: Buco Zau (n=15) e cidade de Cabinda (n=7); e provincia do
Uige, em Maquela do Zombo (n=16) e Béu (n=2)]. Os outros dois casos verificaram-se
no Lobito (provincia de Benguela) e no Luso (actual Luena, provincia do Moxico). Os
anticorpos contra o virus Zika foram identificados maioritariamente no Uige, em
Magquela do Zombo (n=3) e no Béu (n=9), seguido do Lobito (n=4), de Mogamedes,
actualmente denominada de Namibe (n=3) e de Malanje (n=1). No que diz respeito ao
virus chikungunya, também se verificou uma preponderancia na regido Norte do pais:
Béu (n=2), Dundo, na provincia da Lunda Norte (n=2), Malanje (n=1), Caxito, na
provincia do Bengo (n=2) e Catete, na provincia de Luanda (n=1). Finalmente, os

anticorpos contra o virus do Nilo Ocidental foram encontrados em Catete (n=4), cidade
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de Cabinda (n=1) e Lobito (n=1). Neste estudo ndo foram colhidas amostras na cidade
de Luanda. Outro estudo de seroprevaléncia utilizando as mesmas técnicas serologicas
foi levado a cabo aquando de uma epidemia de febre amarela em Luanda, que decorreu
de Janeiro a Marco de 1971 e durante a qual foram oficialmente notificados 65 casos e
42 obitos. Este inquérito serologico incluiu 589 amostras e revelou a presenga do virus
chikungunya em 13,7% das amostras, para além do virus da febre amarela. Ambos os
virus foram responsaveis por um surto de uma doencga febril clinicamente sobreponivel
ao dengue, nos meses que antecederam e durante a epidemia de febre amarela de 1971
(Pinto e Filipe, 1973; Filipe e Pinto, 1973). Nestes estudos ficou documentado o
isolamento de duas estirpes de chikungunya, uma proveniente de um soro humano e
outra de um pool de mosquitos Aedes aegypti (Filipe e Pinto, 1973), bem como o
isolamento de nove estirpes do virus da febre amarela, todas antigenicamente
semelhantes a estirpe Asibi (Pinto e Filipe, 1973). Relembre-se que a estirpe selvagem
Asibi foi isolada a partir de soros humanos colhidos no Gana, em 1927, e possibilitou o
desenvolvimento da estirpe vacinal que derivou desta estirpe selvagem (Lepiniec et al.,

1994).

Ap6s a independéncia de Angola, em 1975, ndo existem referéncias no que concerne a
realizacdo de outros estudos de seroprevaléncia de arbovirus. Contudo, ocorreu um
surto epidémico de febre amarela em 1988 em Luanda com 37 casos (Vainio e Cutts,
1998) e foram reportados casos esporadicos de dengue importados de Angola em 1986
e no periodo de 1999 a 2002 (Bakker et al., 1996; Amarasinghe et al., 2011). Destaca-se
ainda o isolamento da primeira amostra do serotipo 2 do virus Dengue no Brasil, em
Fevereiro de 1989, numa doente proveniente de Luanda (Vasconcelos et al., 1993). Pelo
exposto, a realizagdo de um estudo de seroprevaléncia de arboviroses em Angola, que
permita conhecer, particularmente, a situacdo epidemiologica das infeccdes causadas
pelos virus chikungunya e dengue no inicio da segunda década do século XXI, reveste-
se de um caracter premente. O diagnoéstico diferencial da sindroma febril suspeita de

maldria constitui uma verdadeira terra incognita.
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1.3. Principios gerais dos testes de diagndéstico rapido para malaria e para as
principais arboviroses disponiveis a data do inicio do estudo (2012) na

avaliacido do doente febril em zonas endémicas de malaria

Entre as varias medidas implementadas para minimizar o 6nus da malaria nas
populagdes de zonas endémicas, assumem um papel de relevo a utilizagdo das redes
mosquiteiras impregnadas de insecticida, o tratamento combinado com derivados da
artemisinina ¢ o advento de novas técnicas diagnosticas, nomeadamente os TDR. De
facto, estes testes sdo faceis de interpretar e o resultado pode ser obtido em 5 a 20
minutos, pelo que a formagdo para a sua realizacdo e interpretagdo ¢ minima e pouco
onerosa. Sao ainda faceis de transportar, o seu armazenamento ndo requer condi¢des
muito exigentes e a sua realizacdo ndo estd dependente de electricidade. Deste modo,
dettm uma potencial mais-valia se aplicados em areas remotas e desprovidas de
equipamentos laboratoriais como a microscopia optica, uma vez que poderdo tornar o

diagnostico meramente clinico obsoleto.

Genericamente, os TDR baseiam-se na detecgdo de antigénios de microrganismos e
apresentam-se na forma de tiras, cassetes ou cartdes, que através de processos de
imunocromatografia produzem linhas visiveis aquando da presen¢a desses antigénios

numa pequena quantidade de sangue recolhida (5 a 15 microlitros).

Relativamente a malaria, os antigénios detectados com os TDR podem ser a proteina
rica em histidina 2 produzida por Plasmodium falciparum (HRP2), a enzima
desidrogenase lactica especifica de Plasmodium e a enzima aldolase, sendo que estas
duas Ultimas enzimas s3o antigénios pan-maldricos, ou seja para as quatro principais
espécies de Plasmodium que sdo patogénicas para o Homem. Alguns ensaios clinicos
revelaram uma sensibilidade superior a 95% nos TDR que detectam a HRP2, mas os
resultados dependem do teste utilizado, uma vez que existem multiplas marcas
comerciais disponiveis no mercado. Para espécies de Plasmodium ndo falciparum, a
sensibilidade destes testes pode ser baixa (65% a 76%) sobretudo aquando de
parasitémias baixas (Wongsrichanalai et al., 2007). Realga-se que parasitémias elevadas
de Plasmodium falciparum podem ser causa de falsos positivos em TDR para
Plasmodium vivax por reactividade cruzada com anticorpos anti-desidrogenase lactica

Plasmodium vivax (Wilson, 2012). Os falsos negativos na detec¢do da HRP2 podem



Introducdo

surgir na presenca de baixas parasitémias, na inexisténcia da HRP2 no Plasmodium
falciparum e nos casos de um efeito pro-zona devido a um excesso de anticorpos contra
os antigénios alvo dos TDR, o que diminui a deteccdo desses antigénios pelo sistema
imunocromatografico (Luchavez et al., 2011; Wilson, 2012; Cheng et al., 2014). Por
outro lado, também poderao ocorrer falsos positivos na deteccdo da HRP2 na presenca
de infec¢do por Schistosoma mekongi e de factor reumatoide e/ou autoanticorpos
(Wilson, 2012). Salienta-se ainda que nao ¢ possivel a quantificagdo da parasitémia com
os TDR e que os que detectam a HRP2 ndo sdo aconselhaveis para a monitorizagao
terapéutica, pois esta proteina pode persistir no sangue até 30 dias ap6s o tratamento
eficaz (Wilson, 2012). Outro facto relevante diz respeito aos portadores assintomaticos
de maldria que poderdo permanecer sem ser diagnosticados com os TDR pelas baixas
parasitémias, contribuindo deste modo para a propagacao da doenga. Também deve ser
enfatizado que em regides com prevaléncia até¢ 62% de maldria por Plasmodium
falciparum a aplicagdo dos TDR ¢ custo-efectiva quando comparada com o tratamento
presuntivo, assumindo-se que os prescritores decidam de acordo com o resultado do
teste (Shillcutt et al., 2008). Num estudo realizado no Uganda, em unidades basicas de
saude, a utilizacdo de TDR para o diagnostico de malaria resultou numa redugdo de
38% da prescricao de antipaludicos. Destacou-se ainda que essa redugdo foi menor em
meio urbano e que cerca de 30% dos casos com resultado negativo receberam uma
prescri¢do de antipalidicos, sobretudo no grupo de criancas com idade inferior a 5 anos

(Kyabayinze et al., 2010).

Uma vez excluida maldria, por aplicagio dos TDR e/ou por microscopia, existem
poucas ferramentas diagnésticas em locais com parcos recursos, que permitam melhorar

a avaliacao do doente febril com relagao as arboviroses.

A febre de dengue constitui um caso paradigmatico da importancia de um diagnostico
laboratorial célere e adequado a fase clinica da doenca. A NS1 ¢ uma glicoproteina da
regido ndo-estrutural que é essencial para a replicagdo do virus da dengue. A detecgdo
do antigénio (Ag) NS1 por um ensaio imunoenzimatico, apresenta uma especificidade
muito elevada (>95% na maioria dos estudos), pode ocorrer precocemente (24 horas
apds e até 9 dias apo6s o inicio da sintomatologia), além de se verificar tanto nas
infeccdes primarias (permanecendo durante uma média de 5 a 6 dias apods inicio da

sintomatologia) como nas secundarias (durante um periodo médio de 6 a 12 dias apos
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inicio da sintomatologia). Os anticorpos da classe IgM aparecem entre o 4° ¢ o 8° dia
apos o inicio dos sintomas e os da classe IgG mais tardiamente. Numa infeccdo
secundaria, a deteccdo dos anticorpos IgM ¢é mais precoce (nos primeiros 2 a 3 dias) e
menos duradoura. A especificidade da IgM pode ser inferior a do antigénio NSI
sobretudo por reactividade cruzada com outros patogenos, nomeadamente o virus
chikungunya (Blacksell et al., 2011) ou com outros flavivirus incluindo o virus da febre
amarela e o virus do Nilo Ocidental. Uma infec¢do secundaria origina uma resposta
anamnéstica, geralmente entre o 4° e o 5° dia de doenca, com incremento dos anticorpos
IgG, que surgem muito mais precocemente do que numa infec¢do primaria. Assim
sendo, a melhor caracterizacdo da fase clinica advém da utilizagdo de um TDR que
combina a detec¢do de antigénio NS1 e de anticorpos das classes IgM e IgG. Também
existem TDR que detectam anticorpos da classe IgA, que poderdo ter uma importancia
maior no diagnostico das infec¢des secundarias, atendendo a uma taxa de
detectabilidade superior desta imunoglobulina quando comparada com as infec¢des

primarias (Blacksell, 2012).

No que concerne as infec¢des por virus chikungunya, a utilizacdo de TDR baseados na
detecgdo de anticorpos da classe IgM ¢ recente e os dados relativos ao seu desempenho

foram escassos até a data do inicio deste estudo.

A contribui¢do dos TDR para uma abordagem sindrémica da sindroma febril em regides

de clima tropical e/ou subtropical devera ser explorada e validada.

1.4. Delimitacao do tema de estudo

A manifestagdo do interesse pela tematica das arboviroses ¢ fruto da experiéncia pessoal
como infecciologista com pratica em Medicina do Viajante ¢ em Medicina Tropical.
Realizou estagios opcionais em Medicina Tropical, aquando do 6° ano da licenciatura
em Medicina, em Mogambique e no 4° ano da formacgao especifica em Infecciologia, em
Manaus, no Brasil. Na Amazodnia teve oportunidade de observar e diagnosticar casos de
febre de dengue e de febre de Oropouche. Aquando da epidemia de dengue em Cabo
Verde, em 2009, integrou a primeira equipa médica portuguesa, em resposta a um
pedido de ajuda internacional langado pelo governo cabo-verdiano, facto muito

enriquecedor, tanto a nivel profissional como pessoal e que foi decisivo para o ingresso,

11



Introducdo

em 2011, num processo de formacdo doutoral no Instituto de Higiene e Medicina
Tropical da Universidade Nova de Lisboa. Investiu ainda no incremento de
conhecimentos na abordagem clinica e laboratorial de doentes infectados por virus
dengue, frequentando um estagio clinico especifico nesta entidade nosoldgica, no
Hospital Tan Tock Seng, em Singapura. No entanto, este percurso de formacao doutoral
foi bastante longo com alguns contratempos inerentes a realizagdo de trabalhos de
campo em regides tropicais e/ou subtropicais e a multiplas vicissitudes incluindo
alteracdes epidemioldgicas das arboviroses no pais de escolha para a investigagdo,

Angola, e que serdo exploradas no capitulo da discussao e conclusoes.

Facilmente se compreende que perante um tema tao abrangente e complexo como sao as
arboviroses, houve necessidade de se optar pela circunscri¢do do estudo a um ntimero
restrito de arbovirus. A febre amarela, sendo prevenivel por vacinagao, s6 ressurgird por
diminui¢do da imunidade de grupo por lapso na cobertura vacinal das populacdes de
paises endémicos ou pela inexisténcia de campanhas de vacinagdo. A vacina contra a
febre amarela foi descoberta em 1937 por Max Theiler (Theiler e Smith, 1937), motivo
pelo qual recebeu o prémio Nobel da Medicina em 1951. Trata-se de uma vacina
altamente imunogénica e que confere uma protec¢ao sustentada, visto que uma dose ¢
suficiente para adquirir uma imunidade vitalicia (Gotuzzo et al., 2013). Assim sendo, ¢
em concordancia com os factos explanados nas secgdes anteriores, ¢ entendivel que, em
2012, a escolha tenha recaido sobre dengue e chikungunya, duas arboviroses
emergentes a nivel global e cuja epidemiologia em Angola ¢ desconhecida; de seguida,
serdo alvo de wuma exposi¢do sucinta. A contextualizacdo cronologica dos
conhecimentos ¢ fundamental para uma adequada interpretagdo e andlise deste projecto
de investigacdo, que abrangeu dois trabalhos de campo, o primeiro realizado no ano de

2012 e um segundo em 2015.

1.4.1. Dengue: caracteriza¢io geral

A infec¢do por virus dengue representa a arbovirose mais relevante a nivel global, em
termos da sua distribuicdo geografica, morbilidade e mortalidade. Em 2009, a
Organizacdo Mundial de Saude estimou os casos de dengue, a nivel mundial, em 50 a

100 milhdes, revelando que a sua incidéncia aumentou 30 vezes nos ultimos 50 anos e
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que cerca de 2,5 mil milhdes de pessoas vivam em risco de adquirir a doenga em zonas

endémicas (World Health Organization, 2009).

Tradicionalmente as regides endémicas tropicais e/ou subtropicais localizam-se entre
uma latitude 30° Norte e 40° Sul, onde as condi¢gdes ambientais sdo altamente propicias
a transmissdao por mosquitos Aedes spp (Nimmannitya, 2009). O Aedes aegypti € o
vector mais eficiente, tem actividade diurna com preferéncia pelas primeiras horas do
dia e pelo entardecer, habitualmente ¢ pouco incomodativo, sendo a sua picada indolor,
prefere ambientes peridomésticos e a sua capacidade de dispersdo ¢ em média de 100 a
500 metros. Outros mosquitos capazes de veicular o virus dengue sdo, entre outros, o
Aedes albopictus, o Aedes polynesiensis ¢ o Aedes do complexo scutellaris. Em
oposi¢ao ao virus da febre amarela, que possui um ciclo bem sustentado de transmissao
silvativa, o virus dengue tem preferéncia por um ciclo de transmissdo urbano Homem —
mosquito — Homem. Nao obstante, foram identificados ciclos de transmissdo silvaticos
do virus dengue na Africa Ocidental e no Sudeste Asidtico (Gubler, 2004). A
transmissdo transovarica do dengue estd documentada mas a sua relevancia

epidemioldgica ainda ndo foi estabelecida (Rosen et al., 1983).

A estrutura do virus dengue ¢ relativamente simples, constituida por particulas esféricas
que englobam as proteinas estruturais do involucro, da membrana e da cépside, bem
como o genoma, que consiste de uma fita simples de acido ribonucleico de polaridade
positiva. Adicionalmente, existem glicoproteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B,

NS3, NS4A, NS4B e NS5), essenciais para a replicacao do acido ribonucleico viral.

O virus dengue pertence ao género Flavivirus e possui quatro serotipos principais
imunologicamente distintos (1 a 4). A infeccdo com um serotipo conduz a proteccao
permanente contra uma reinfecgdo homologa e a protec¢ao parcial e temporaria contra
uma infeccdo heter6loga, usualmente com uma duracdo entre 2 a 12 meses. O declinio
desta proteccdo heterdloga associa-se a ocorréncia de febre hemorrdgica de dengue
numa segunda infec¢do por um serotipo distinto da primeira infec¢do (Nimmannitya,
2009). Apesar de existirem descricdes de epidemias de dengue, conhecidas como febre
articular (“joint fever” em lingua inglesa), desde os finais do século XVIII, foi somente
durante a segunda guerra mundial que se progrediu, de forma substancial, para o

conhecimento etioldgico da doenga. A epidemiologia, nomeadamente no Pacifico Sul
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foi determinante para impulsionar os esfor¢cos de investigacdo e em 1944, Sabin e os
seus colaboradores reconheceram e isolaram o serotipo-1 no Havai e o serotipo-2 na
Nova Guiné (Henchal e Putnak, 1990). Mais tarde, em 1957, foram isolados o serotipo-
3 e o serotipo-4 nas Filipinas (Gould e Solomon, 2008). A reactividade cruzada com
outros Flavivirus, incluindo o virus da febre amarela, o virus da encefalite japonesa € o
virus do Nilo Ocidental, ficou comprovada em 1950, por Sabin (Henchal e Putnak,

1990).

\

Relativamente a presenga do virus dengue em Africa, os primeiros isolamentos do
serotipo-1 e do serotipo-2 ocorreram a partir de amostras colhidas durante uma
epidemia na Nigéria, no periodo de 1964 a 1968. O serotipo-3 foi inicialmente
documentado durante uma epidemia em Pemba, Mocambique, em 1984-1985 e o
serotipo-4 foi detectado no Senegal na década de 1980 (Teles, 2011). Nos ultimos anos,
a expansdo do serotipo-3 na Africa Ocidental tem sido preocupante e foi responsavel
por uma epidemia sem precedentes em Cabo Verde, afectando cerca de 17 224

individuos em 2009 (Franco et al., 2010).

Em zonas europeias de clima temperado salienta-se a transmissdo autdctone do virus
dengue serotipo-1 no Sul da Franca e na Croacia onde existe Aedes albopictus (La
Ruche et al., 2010; Gjenero-Margan et al., 2011) e na Ilha da Madeira, onde ocorreu
uma epidemia com mais de 2000 casos reportados e onde existia ha varios anos a

documentacao de Aedes aegypti (Sousa et al., 2012).

A infecgdo por virus dengue ¢ frequentemente assintomatica ou apresenta-se como uma
doenga febril aguda autolimitada. Contudo, sobretudo em adultos ou em adolescentes,
tanto pode ser uma doengca benigna, como uma doenca incapacitante
denominada de febre de dengue classica, que se manifesta apds um periodo de
incubacdo, que em média dura 5 a 8 dias. A febre costuma iniciar-se de forma abrupta e
faz-se acompanhar de cefaleias, arrepios, dor retro-orbitaria, particularmente associada
aos movimentos ou a pressao ocular, fotofobia, mialgias e artralgias generalizadas. Tem
sido descritos multiplos tipos de exantema; inicialmente pode ser transitorio,
manifestando-se como uma erupcao ruborizada na face, pescoco e tronco; outras vezes
pode ser conspicuo, aparecendo ao terceiro ou ao quarto dia de doenga, iniciando-se no

tronco e estendendo-se a face e as extremidades, com caracteristicas escarlatiniformes
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ou maculopapular, podendo ser ocasionalmente pruriginoso e acompanhado de
hiperestesia dérmica. Também pode aparecer uma linfadenopatia generalizada, bem
como petéquias, sobretudo a nivel das extremidades e um teste de torniquete positivo.
Na fase final do periodo febril ou imediatamente apos a defervescéncia, o exantema
pode esvanecer-se € as petéquias poder-se-ao agrupar sobretudo nas extremidades,
originando um exantema petequial confluente com zonas de pele integra. Complicag¢des
hemorragicas como epistaxis, gengivorragias, hemorragias gastrointestinais, hematuria
e hipermenorreia tém sido reportadas em muitas epidemias. Uma pequena propor¢ao
(1% a 3%) dos doentes desenvolvem formas graves da doenca como a febre
hemorrégica e o sindroma de choque do dengue, que se associam a taxas de mortalidade
na ordem de <1% até 5%. Laboratorialmente, a particularidade mais relevante ¢ a
leucopenia, habitualmente perceptivel 2 a 3 dias apos o inicio da sintomatologia ¢ com
duragdo durante o periodo febril. Também pode surgir trombocitopenia moderada a

grave.

A primeira epidemia de febre hemorragica de dengue ocorreu nas Filipinas no periodo
de 1953-1954. Todos os serotipos sdo potenciais agentes etioldgicos, embora o serotipo-
2 tenha sido o mais implicado. Destaca-se ainda por atingir preponderantemente
criangas com idade inferior a 16 anos e por se associar a uma infeccdo secunddria por
um serotipo heterdlogo. As pérolas patofisiologicas sdo o extravasamento capilar com
fuga de liquidos para o espaco extravascular e anormalidades na hemostase, que
poderdo conduzir ao choque hipovolémico e & morte. Clinicamente, caracteriza-se pela
presenca de febre continua durante 2 a 7 dias, didtese hemorragica, hepatomegalia e
choque, conjuntamente com as seguintes alteragdes laboratoriais: trombocitopenia
(inferior ou igual a 100 000/mm?) e hemoconcentracdo (elevacdo superior ou igual a

20% do valor do hematdcrito).

Em 2009, a Organiza¢do Mundial de Satde, reviu as defini¢cdes de febre hemorragica de
dengue, que incluia um estddio de sindroma de choque, uma vez que muitos casos
graves nao preenchiam os critérios previamente definidos, condicionando dificuldades
de categorizacdo dessas entidades. Deste modo, o novo modelo distingue dengue do
dengue grave e propde sinais de alarme para a progressao da doenga, tais como: dor e
irritacdo abdominal, vomitos persistentes, acumulagdo de liquidos (p. ex. ascite e

derrame pleural), sangramento das mucosas, letargia, hepatomegalia superior a 2 cm,
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um aumento do hematdcrito concomitantemente com uma descida rdpida da contagem
plaquetar. Os critérios de dengue grave sdo a evidéncia de extravasamento capilar,
hemorragias clinicamente relevantes e o envolvimento de um 6rgdo-alvo como o figado
(aminotransferases >1000 U/L), sistema nervoso central (alteragdes do estado de

consciéncia), coracao (p. ex. miocardite e pericardite), entre outros.

O diagnostico laboratorial ¢ estabelecido directamente pela deteccdo de componentes
virais séricos, ou indirectamente por métodos seroldgicos. No periodo febril inicial, a
detec¢dao de acido nucleico no soro por reac¢do da transcriptase reversa seguida de
reaccdo em cadeia da polimerase, vulgarmente conhecida por RT-PCR, um acréonimo
em lingua inglesa, ou a detec¢do antigénica da proteina ndo estrutural NS1 por ensaios
de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA - acronimo em lingua inglesa) sdo suficientes
para confirmar o diagnostico. A cultura e o isolamento viral sdo realizados somente em
laboratérios de referéncia mundial, pelo que ndo estdo comummente disponiveis. O
diagnostico seroldgico comporta a deteccdo, por técnicas de ELISA e/ou ensaios
imunocromatograficos, de anticorpos das classes IgM e IgG, acautelando-se a
possibilidade de reactividade cruzada com outros virus do género Flavivirus. Recorde-
se que a deteccao de IgM ocorre a partir do 4° ou 5° dia do inicio da sintomatologia. A
seroconversao da IgM ou da IgG em duas amostras colhidas, uma na fase aguda e outra
na fase de convalescenca (apos 15 dias), bem como um aumento de pelo menos 4 vezes
na titulagao dos anticorpos IgG, também permite confirmar o diagndstico (World Health
Organization, 2009). A utilizagdo de TDR ja foi objecto de exposi¢do num dos

subcapitulos anteriores.

O tratamento ¢ sintomatico e de suporte, privilegiando-se a hidrata¢do e a utilizagdo de
antipiréticos como o paracetamol ou o metamizol. Os salicilatos ndo devem ser
administrados pelo risco acrescido de hemorragias, assim como os anti-inflamatorios
ndo esteroides e outros farmacos com potencial hemorragico, que podem aumentar o
risco de evolucao para formas graves da doenga. A sobrecarga hidrica constitui uma
preocupacao no manuseamento dos casos graves, pelo que a sua abordagem devera ser
feita sob vigilancia clinica apertada. A transfusdo sanguinea pode ser um procedimento
adjutorio de emergéncia nos casos graves. At¢ a0 momento, ndo existem antiviricos

especificos disponiveis.
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Desde 2015 que estd disponivel, em alguns paises, uma vacina contra o virus dengue e

que a sua utilizacdo esté licenciada somente para populacdes de paises endémicos.

1.4.2. Chikungunya: caracteriza¢io geral

O virus chikungunya foi isolado na Tanzania, no seguimento de uma epidemia que
atingiu, em 1952 e 1953, o planalto de Newala (Tanzdnia) e Mocimboa da Praia
(Mocambique), regides de influéncia maconde (grupo étnico bantu) e separadas pelo rio
Rovuma, que constitui a fronteira natural entre os dois paises (Robinson, 1955; Ross,
1956). Etimologicamente, chikungunya significa “caminhar dobrado” e ¢ um termo de
um dialecto maconde da Tanzania que expressa uma caracteristica clinica relevante,
nomeadamente as artralgias incapacitantes. A sua expressdo geografica com
atingimento do continente asiatico foi reportada, ainda na década de 1950, com o
surgimento de epidemias nas Filipinas, na década de 1960 na India e desde a década de
1980, na Indonésia (Pialoux et al., 2007). Relativamente a outras regides do continente
africano, houve documentagdo de ocorréncia em multiplos paises da Africa Ocidental,
Central e Austral (Pialoux et al., 2007). Em Angola, foi isolado na década de 1970,
tendo sido denominado de “Kdtolu Télu”, termo em lingua quimbundo que significa
“quebra-ossos” (Filipe e Pinto, 1973). Na Republica Democratica do Congo, onde se
registaram epidemias nos anos 1999 e 2000, ¢ conhecido pela expressdo “buka-buka”,

que significa “quebrado, quebrado” (Muyembe-Tamfum et al., 2003).

E um Alphavirus, membro do complexo de virus da Floresta de Semliki e esta
intimamente relacionado com o virus o'nyong-nyong, que ¢ provavelmente endémico
na Africa Oriental ¢ com o virus Mayaro, que tem sido reconhecido nas Caraibas,
América Central e do Sul, especialmente na bacia Amazdnica (Powers et al., 2001).
Trata-se de um virus de acido ribonucleico de polaridade positiva, composto por
proteinas ndo estruturais e proteinas estruturais, das quais se destacam a proteina da
nucleocapside e as glicoproteinas E1 e E2 parcialmente incorporadas no involucro
lipidico (Simizu et al., 1984). Foram descritas quatro linhagens, nomeadamente uma da
Africa Ocidental, outra da Africa Central, Oriental ¢ Sul, uma da Asia e¢ outra do
Oceano Indico. Esta Gltima linhagem que é responsavel pelas epidemias com maior

expressdo, evoluiu a partir do gendtipo enzodtico da Africa Central, Oriental e Sul e
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emergiu primariamente na orla costeira do Quénia em 2004, propagando-se rapidamente
ao Oceano Indico, India e Sudeste Asiatico. De facto, foi uma alteragio na sequéncia
genética que alterou a glicoproteina  El do involucro viral, criando uma variante
denominada de E1-A226V (substitui¢do do aminoacido alanina por valina na posi¢ao
226) que permitiu a adaptagdo a uma espécie de mosquito, ndo infectada previamente
pelo virus chikungunya, o Aedes albopictus, aumentando assim a sua infecciosidade e
transmissibilidade (Tsetsarkin et al., 2011). Esta estirpe foi presumivelmente
transportada para a Itdlia, em 2007, por um viajante virémico proveniente da India,
tendo sido responsavel pela existéncia de uma epidemia numa regido de clima
temperado com presenca de Aedes albopictus (Rezza et al., 2007). Este mosquito com
vasta distribui¢do geografica, teve a sua origem na Asia num ciclo silvatico mas
mostrou uma capacidade admiravel de adaptacdo aos seres humanos e aos fendémenos
de urbanizacdo, suplantando o Aedes aegypti em muitos paises, transformando-se assim
num vector importante para muitos arbovirus. Pode sobreviver tanto em ambientes
rurais como urbanos, tanto ¢ zoofilico como antropofilico, tem um ciclo de vida
relativamente longo (4 a 8 semanas) e os seus ovos sdo altamente resistentes,
permanecendo vidveis durante a estagdo seca. Habitualmente ¢ agressivo e silencioso,
possui actividade diurna e um voo radial de 400 a 600 metros. Foi introduzido,
provavelmente a partir do comércio de pneus usados e de plantas ornamentais, em
regides de clima temperado como a Europa, onde a sua presenga esta documentada em
Franca, Espanha, Bélgica, Holanda, Croécia, Bodsnia, Grécia, entre outros paises

(Pialoux et al., 2007).

A manutencdo do virus chikungunya na natureza ¢ efectivada por dois ciclos de
transmissdo, um silvatico, zoonoético, genericamente restrito ao continente africano e
que envolve, principalmente, primatas ndo humanos, pequenos mamiferos € mosquitos
silvaticos Aedes spp. (p. ex. Aedes furcifer e Aedes africanus) e outro urbano, em que o
Homem constitui o reservatdrio primario € o Aedes aegypti, o vector convencional da
maioria das epidemias, que tradicionalmente ocorriam no continente asidtico em
populagdes com fraca imunidade (Tsetsarkin et al., 2011). Relembre-se que os
criadouros deste mosquito ocorrem em reservatorios de dgua fresca em ambientes
urbanos e suburbanos. Em regides onde prevalece o ciclo silvatico, endémico, existe

transmissdo continua entre populagdes com elevada imunidade ou transmissdo por
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pequenos surtos quando aumenta a densidade de mosquitos em regides com populacdes
ndo imunes. Outra forma de transmissao, que ficou documentada durante a epidemia no
Oceano Indico, na ilha da Reunio, foi a transmissdo materno-fetal, tendo existido casos
neonatais de meningoencefalite e coagulagdo intravascular disseminada, bem como de

morte fetal (Robillard et al., 2006).

Os relatos clinicos da epidemia de chikungunya no Planalto Maconde, em 1952-1953
atestam que se trata de uma doenca clinicamente indistinguivel da febre de dengue mas
com intensas dores articulares, que geralmente se iniciam subitamente (minutos a horas)
sem qualquer sintomatologia prodromica e que sdao intensificadas pelos movimentos,
atingem sobretudo as grandes articulacdes, impedem o sono e sdo altamente limitativas

e incapacitantes, podendo permanecer em alguns doentes até 4 meses (Robinson, 1955).

O periodo de incubagdo ¢ de 3 a 12 dias, com uma média de 2 a 7 dias. Para além do
inicio subito das artralgias intensas, salienta-se que pode haver um predominio de dor
lombar, associada a mialgias, febre elevada, linfadenopatia generalizada e conjuntivite.
Habitualmente existe uma melhoria clinica ao fim de 2 a 3 dias, seguido de
aparecimento de um exantema generalizado maculopapular em cerca de metade dos
doentes (Smith et al., 2009). As manifestacdes hemorragicas sdo extremamente raras,
podendo ocorrer petéquias e gengivorragia, sobretudo em criangas. Num estudo
realizado em doentes com febre hemorragica na Tailandia, nos anos de 1962 a 1964,
constatou-se que 83% dos casos foram atribuidos ao virus dengue e 7,6% ao virus
chikungunya (Nimmannitya et al., 1969). A frequéncia de positividade do teste de
torniquete, de petéquias e de epistaxis foi semelhante nas duas infecgdes. Contudo,
quadros de choque e hemorragias gastrointestinais s6 ocorreram em doentes com

dengue.

Durante a epidemia de chikungunya que assolou a ilha da Reunido no Oceano Indico
em 2005 e 2006, com cerca de 266000 pessoas atingidas, verificaram-se formas clinicas
atipicas em aproximadamente 0,3% da totalidade dos casos, representando 36% dos
casos de maior gravidade (Dupuis-Maguiraga et al., 2012). Deste modo, ocorreram
quadros de meningoencefalite, sindroma de Guillain-Barré, insuficiéncia renal,
insuficiéncia respiratoria, miocardite/pericardite, hepatite, hiperpigmentacdo, dermatose

bolhosa e purpura, entre outras manifestagcdes atipicas. Os casos de maior gravidade,
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por vezes fatais, aconteceram sobretudo em idosos e criangas e/ou individuos com
doengas cronicas subjacentes (Burt et al., 2012). Contudo, a taxa de mortalidade em

epidemias tem sido baixa (1 em 1000 casos).

A artrite crénica apds uma infec¢do por virus chikungunya estd bem evidenciada e pode
comportar-se clinicamente como a artrite reumatdide. Em fase aguda, a artrite pode ser
naturalmente simétrica mas nas formas cronicas pode ser assimétrica e até uma
monoartrite (Manimunda et al., 2010). Em alguns casos, a rigidez, o edema e a dor
articular podem persistir mais de 3 anos, sendo que os individuos acima dos 45 anos sdo

0s mais susceptiveis a persisténcia das queixas articulares (Burt et al., 2012).

O diagnostico laboratorial assenta em métodos seroldgicos (detecgdao de anticorpos das
classes IgM e IgG) e em métodos de biologia molecular (RT-PCR). O isolamento viral
pode ser obtido por culturas celulares em centros altamente especializados. Na fase de
virémia (nos primeiros sete dias de infecgdo), a RT-PCR tem bastante utilidade. A IgM
¢ detectavel, em média, a partir do segundo dia e persiste durante varias semanas ¢ até 3
meses, enquanto a IgG surge na fase de convalescenca e pode persistir durante anos
(Pialoux et al., 2007). Também existem ensaios de imunoabsorcdo enzimatica de
captura antigénica no soro e liquido -cefalorraquideano (Burt et al, 2012).
Serologicamente, existe a possibilidade de reactividade cruzada com os restantes virus
membros do complexo antigénico da Floresta de Semliki (p. ex.: virus da Floresta de
Semliki em Africa e Eurésia, virus Middelburg em Africa, virus o'nyong-nyong em
Africa, virus do Rio Ross na Australia e Oceania, virus da Floresta de Barmah na
Australia, virus Getah na Australia e Asia, virus Sagiyama no Japao, virus Bebaru na
Malasia, virus Mayaro na América do Sul e virus Una, também na América do Sul) e

em menor frequéncia com a IgM do que com a IgG (Smith et al., 2009).

O tratamento ¢ meramente sintomatico, ndo existindo, até¢ a data, agentes antiviricos
com eficdcia especifica. A utilizagdo de anti-inflamatérios ndo esteroides,
nomeadamente para controlo das queixas algicas articulares s6 devera ser efectuada

apos exclusao de infecgdo por virus dengue.
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1.4.3. Co-infeccoes de varios arbovirus com ou sem co-infeccio com

Plasmodium spp.

A circulagdo concomitante de varios arbovirus, apesar de rara, foi identificada em
algumas epidemias, como foi o caso da epidemia de febre amarela em Luanda, em
1971, durante a qual também se isolou o virus chikungunya, facto ja eludido

previamente.

A competéncia de alguns vectores para multiplos arbovirus ¢ paradigmatica no caso do
Aedes albopictus, uma vez que o mesmo pode veicular, pelo menos, 22 arbovirus

(Gratz, 2004).

Também ¢ compreensivel que existam relatos de co-infec¢do de dengue com outros
arbovirus, nomeadamente chikungunya, uma vez que a dengue ¢ a arbovirose mais
prevalente a nivel global e o chikungunya, um dos arbovirus com maior disseminagdo
geografica nos ultimos tempos, adicionando-se a similitude da clinica em ambas
infec¢des. No entanto, a primeira documentacao de circulagdo concomitante destes dois
arbovirus, ocorreu na Tailandia, em 1962, em quatro doentes hospitalizados com o

diagnostico de febre hemorragica (Nimmannitya et al., 1969).

Apds a emergéncia da estirpe do Oceano Indico do virus chikungunya, em 2004, na
faixa costeira do Quénia, surgiram, em 2006, 10 casos de co-infec¢do com dengue em
Madagascar, num total de 55 amostras séricas analisadas (Ratsitorahina et al., 2008) e
68 casos em 550 amostras investigadas na India no ano de 2010 (Taraphdar et al.,

2012).

Destaca-se ainda a ocorréncia de epidemias simultdneas do serotipo-2 do dengue e de
chikungunya nos Camardes, em 2006 ¢ no Gabdo, em 2007. Neste Gltimo pais, no
periodo compreendido entre 2007 e 2010, evidenciaram-se 37 casos de co-infeccdo, de
um total de 4287 casos investigados e durante a epidemia ocorrida no ano de 2010,
registaram-se 38 casos de co-infec¢do, de um total de 2826 amostras analisadas (Caron

et al., 2012).

Efectivamente, existem multiplas descrigdes de co-infecgdes do virus dengue com
outros agentes patogénicos, incluindo com Salmonella typhi, na Indonésia (Sudjana e
Jusuf, 1998); com Shigella sonnei adquirida na [ndia (Charrel et al., 2003); com

bacteriémia por Klebsiella pneumoniae, por Rosemonas spp., Moraxella lacunata,
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Klebsiella ozaenae e Enterococcus faecalis, em doentes com febre hemorragica de
dengue, em Taiwan (Lee et al.,, 2005); bacteriémia por Staphylococcus aureus
meticilina sensivel, em Singapura (Chai et al., 2007); com o virus Influenza HINI1, em
Porto Rico (Lopez Rodriguez et al., 2010); com o virus da hepatite A, na India (Zaki e
Lad, 2011), com Burkholderia pseudomallei, no Brasil (Macedo et al., 2012), com
Leptospira spp. no México (Dircio Montes Sergio et. al, 2012) e com Plasmodium spp.,

entre outros agentes.

Por razdes Obvias inerentes ao impacto clinico acrescido de maior morbilidade, bem
como por interesse epidemioldgico, a co-infec¢ao dengue e malaria assume uma
relevancia especial. O primeiro caso foi descrito em Franca numa viajante, apds o
regresso de uma estadia de 18 dias em paises da Africa Ocidental, nomeadamente
Guiné, Senegal e Serra Leoa (Charrel et al., 2005). Posteriormente, registaram-se casos
em Timor-Leste (Ward, 2006), India (Hati et al., 2012) e Guiana Francesa (Epelboin et
al., 2012).

As co-infeccdes triplas, com dengue, chikungunya e maléaria, bem como a co-infec¢ao
por chikungunya e malaria ndo tinham sido descritas até a data de inicio deste trabalho

de investigagao.

1.5. Fundamentacio e Objectivos do trabalho de investigaciao

A Cimeira do Milénio, que teve lugar em Nova lorque, nos dias 6 a 8 de Setembro de
2000, constituiu um marco histdrico para responder as necessidades especiais de Africa,
onde se inclui o combate a malaria. Foram oito os objectivos do desenvolvimento do

milénio, sendo o sexto o combate ao VIH/SIDA, malaria e outras doengas.

No ano de 2010 foi publicado um relatorio oficial, em nome das Nag¢des Unidas, onde
se atestou que os paises africanos que detinham uma cobertura elevada, em termos de
mosquiteiros € de programas de tratamento, registaram uma diminui¢do do nimero de
casos de malaria, que em nove paises foi superior a 50% (Nagdes Unidas, 2010).
Posteriormente, no relatorio de 2015, foi indicado uma diminui¢ao da taxa de incidéncia
mundial da malaria em 37% e uma diminuicdo de 58% da taxa global da mortalidade
atribuida a maléria, tendo sido reforcadas as intervencdes de prevencao e de tratamento

da maléaria, com destaque para as redes mosquiteiras duradouras tratadas com
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insecticida, pulverizacdo residual de interiores, testes de diagnostico e terapias
combinadas & base de artemisinina (Nagdes Unidas, 2015). A aplicagio dos TDR
assumiu um papel essencial para a consecuciao dos objectivos relativamente ao controlo

da malaria.

No apanagio de uma visdo comum para a Humanidade e de um contrato social entre os
lideres mundiais e os povos, foram apresentados, em 2015, os dezassete objectivos do
desenvolvimento sustentavel. O terceiro objectivo, ‘“garantir o acesso a saude de
qualidade e promover o bem-estar para todos, em todas as idades”, englobou o fim da
epidemia da maléria até 2030 (Na¢des Unidas, 2016). Tendo este propdsito em mente,
todas as estratégias para mitigar a carga e o impacto da malaria sdo significativas, pelo
que o aperfeicoamento da capacidade diagndstica, bem como do seu diagndstico

diferencial, ndo deverdo ser descurados.

A concepcao de uma abordagem do doente febril em zona endémica de malaria, é de
facto, assaz relevante. Nao existem muitos estudos nesta area, no que concerne as
arboviroses nos paises africanos, incluindo Angola. Como demonstrado nos
subcapitulos anteriores, os estudos sobre arboviroses em Angola datam da época

colonial, dai que seja essencial actualizar este conhecimento.

Na eventualidade de existirem casos de arboviroses ndo diagnosticados, certamente que
na sua maioria, serao tratados como maldria, uma vez que a apresentacdo clinica pode
ser similar. O diagnostico presumptivo de “malaria clinica” ainda ¢ uma pratica comum
em Angola, quer na auséncia de testes laboratoriais confirmatérios de malaria, quer na

presenga dos mesmos com um resultado negativo.

A urbanizagdo das regides africanas de clima tropical e subtropical conduz a existéncia
de terrenos favoraveis para a propaga¢do de epidemias como dengue e chikungunya,
que ¢ propiciada pela elevada densidade populacional. Cidades como Lagos (Nigéria),
Kinshasa (Republica Democratica do Congo), Abidjan (Costa de Marfim), Nairobi
(Quénia), Dar es Salaam (Tanzania), Dacar (Senegal) e Luanda (Angola) sdo exemplos
de verdadeiras megacidades em zonas de clima tropical, por vezes com localizagao
proxima a zonas de actividade enzoodtica para alguns arbovirus e com populacdes
humanas ndo imunes. Outros factores, de que sdo exemplo a inexisténcia ou interrupgao

de programas de imunizag¢ao, os movimentos populacionais migratérios voluntarios ou
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forcados, as condi¢des deficitarias de saneamento basico e das condi¢des habitacionais,
o crescimento das populacdes de animais domésticos e sinantropicos, também
contribuem para a disseminagdo das arboviroses. Adicionalmente, os fendmenos de
urbanizag¢do também facilitam a colonizagdo destes habitats por mosquitos altamente
antropofilicos, como Aedes aegypti (Alirol et al., 2010; Weaver e Reisen, 2010). A
presenca deste mosquito em Angola ficou comprovada na década de 1970, de acordo
com os estudos entomologicos realizados a data (Ribeiro, 1973), bem como em estudos

mais recentes realizados no Lobito (Carnevale et al., 2015).

As ligacdes historicas entre Portugal e Angola justificam o fluxo de viagens entre os
dois paises, existindo em Angola uma populagdo expatriada de origem portuguesa
bastante significativa e que porventura poderd estar em risco para a aquisicao de
arboviroses. Desde 2008 que Angola se tornou um pais atrativo para a emigracao
portuguesa. Segundo dados do censo portugués de 2011, 248 569 residentes em
Portugal declararam ja ter habitado em Angola por um periodo continuo de pelo menos
um ano. Destes, 83,9% possuiam nacionalidade portuguesa. Nesse mesmo ano, existiam

cerca de 100 000 portugueses inscritos nos consulados de Angola (Sousa Galito, 2015).

Aquando do inicio deste trabalho de investigagdo, em 2012, a importancia médica
atribuida as arboviroses em Angola, era certamente residual. Apesar de todo este
desconhecimento, ndo devemos descorar a contribuicdo da guerra civil que grassou e
devastou Angola durante 27 anos (1975-2002) ¢ que também teve como resultado a
destruicao das infraestruturas sanitarias, a alteracdo do padrao epidemiologico das
doengas infecciosas e a atenuagdo da implementacdo de programas de ambito nacional
de vigilancia e controlo de doencas endémicas. No entanto, deve ser realgado, que a
economia de Angola cresceu bastante nos ultimos anos, o que permitird melhorar e
reconstruir as infraestruturas de saude, bem como adoptar medidas para o controlo das

grandes doencas endémicas.

Provavelmente dengue e chikungunya constituem as duas principais arboviroses
emergentes e/ou re-emergentes na Africa Subsariana (Hertz et al., 2012).

Consequentemente sera licito indagar:
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Qual aimportancia das arboviroses, designadamente dengue e chikungunya, como

causa de febre em doentes com clinica suspeita de malaria?

E esta, ¢ de facto a grande questdo que motivou a realizagdo deste trabalho.
Nesta linha de pensamento foram definidos os seguintes objectivos:
-Objectivo geral:

e identificar a presenca do virus dengue e do virus chikungunya em
doentes com sindroma febril suspeita de malaria em territdrio angolano,
de forma a contribuir para a sua correcta valorizagdo no diagnostico

diferencial,
-Objectivos especificos:

e realizar a caracterizacdo clinica e epidemioldgica da amostra de

pacientes incluidos;

e identificar factores de risco para as infeccdes por dengue e por

chikungunya;

e identificar e  caracterizar a  presenga de  co-infecgdes
(dengue/chikungunya, dengue/malaria, chikungunya/malaria,
dengue/chikungunya/maléria), de forma a contribuir para a sua correcta

valorizagdo no contexto angolano;
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Tipo de estudo

Face aos objectivos desejados, nomeadamente a identificacdo de circulagdo do virus
dengue e do virus chikungunya como agentes etioldgicos de sindroma febril suspeita de
maldria em territorio angolano e nao existindo dados actualizados nas tltimas décadas
de seroprevaléncia destes arbovirus, foi desenhado um estudo observacional, transversal

e descritivo.

A opgdo por este tipo de estudo prende-se com o facto de se pretender descrever
caracteristicas de uma determinada populacdo no que diz respeito a determinadas
variaveis e aos seus padroes de distribuicdo, bem como a associagdes entre varidveis,
num Unico momento temporal. Salientam-se como principais vantagens a prontidao

com que se podem tirar conclusdes e uma maior facilidade em termos logisticos.

2.2. Implementacio do estudo

A vertente pratica da execugdo do trabalho de campo em Angola foi conduzida no
ambito de um protocolo de pesquisa intitulado “Diagnéstico Diferencial de Sindromes
Febris Suspeitos de Maldria” da responsabilidade do Departamento Nacional de
Controlo de Doengas, da Direc¢cdo Nacional de Saude Publica, do Ministério da Saude
da Republica de Angola. A decisdo da escolha das provincias ficou sob a alcada das
entidades supranomeadas ¢ a escolha das unidades sanitarias de atendimento a saude
sob a responsabilidade da Direc¢do de Saude Provincial do Governo Provincial das

respectivas provincias.

A prestacdo de servicos de salide em Angola estd dividida em trés niveis (primario,
secundario e terciario), que correspondem aos trés niveis de governo (municipal,
provincial e nacional). A atengdo primaria engloba postos de satde, centros de saude e
hospitais municipais, a aten¢do secundaria os hospitais gerais e a terciaria os hospitais
centrais. Este estudo focou-se somente em centros de saude e hospitais municipais,
privilegiando-se deste modo os cuidados de saude primarios, pela sua acessibilidade a

todos os cidadaos, constituindo uma porta de entrada do sistema de saude publico.
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A primeira fase do estudo, essencialmente exploratoria, foi realizada em 2012 e o facto
de terem ocorrido epidemias de dengue e chikungunya em Luanda durante os anos de
2013 e 2014 contribuiu para a decisdo de replicar o estudo numa segunda fase, que por
motivos de dificuldade na organizagdo e prestagdo do apoio logistico por parte das

unidades locais, s6 aconteceu em 2015.

2.3. Areas geograficas especificas do estudo
2.3.1. Provincia do Huambo (Fase 1)

A provincia do Huambo situa-se na regido Centro — Oeste de Angola, ocupa uma area
de 35 771 km? (2,6% do territorio nacional) e tem uma altitude média de 1750 metros, o

que traduz a sua posicao no planalto central.

A sua delimitagdo geografica ¢ feita com as seguintes provincias: Cuanza-Sul (a Norte),

Bié¢ (a Leste), Huila (a Sul) e Benguela (a Oeste).

Segundo os dados do Instituto Nacional de Estatistica de 2016, ¢ a quarta provincia
mais populosa, com cerca de 2 019 555 habitantes (8% da populagado total), seguida das
provincias de Benguela (8%), Huila (10%) e Luanda (27%). A sua populagdo insere-se

no complexo sociocultural Ovimbundu.

A cidade do Huambo foi fundada em 1912, dista 600 km da cidade de Luanda e é a
capital da provincia. Esta ¢ constituida por onze municipios, que se encontram
ordenados de forma decrescente de acordo com a percentagem demografica da seguinte
forma: Huambo, Bailundo, Caala, Chicala Choloanga, Londuimbali, Longonjo, Mungo,
Catchiungo, Ecunha, Ucuma e Chinjenje. Os trés primeiros municipios agregam cerca

de dois tercos da populagdo da provincia.

Tradicionalmente reconhecida como um dos “celeiros” de Angola, ndo ¢ de estranhar
que a nivel provincial o sector econdmico mais relevante seja o agropecudrio e que a
maioria (52%) da sua populagdo resida em meio rural. Em oposi¢do, somente 37,4%

dos habitantes de Angola residem em meio rural.

O estudo foi desenvolvido nos meses de Fevereiro a Abril do ano de 2012 em sete

unidades de satide dos seguintes municipios:
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» Huambo [popula¢do estimada: 1 126 225 habitantes (Governo Provincial do

Huambo, 2012, comunicacao pessoal, 17 Fevereiro)]

0 Centro de Saude do Casseque, localizado a cerca de 8 km da cidade do

Huambo;

0 Centro de Satde Materno-infantil da Mineira, localizado na parte baixa

da cidade do Huambo;

* Bailundo [populacdo estimada: 324 699 habitantes (Governo Provincial do

Huambo, 2012, comunicacao pessoal, 17 Fevereiro)]
0 Hospital Municipal do Bailundo, situado a 77 km da cidade do Huambo;

0 Hospital da Missdo Evangélica do Chilume, localizado na periferia da

cidade do Bailundo;

» Caala [populacdo estimada: 260 620 habitantes (Governo Provincial do

Huambo, 2012, comunicacao pessoal, 17 Fevereiro)]
0 Centro de Saude da Calenga, situado a 34 km da cidade do Huambo;
0 Hospital Municipal da Cadla, localizado a 25 km da cidade do Huambo;

» Londuimbali [populagdo estimada: 161 367 habitantes (Governo Provincial do

Huambo, 2012, comunicacao pessoal, 17 Fevereiro)]

0 Hospital Municipal do Alto-Hama, localizado a 71 km da cidade do

Huambo.

2.3.2. Provincia de Benguela (Fase 2)

A provincia de Benguela situa-se na parte setentrional e ocidental de Angola e ¢
circunscrita a Norte pela provincia do Cuanza-Sul, a Sudeste pela provincia do Namibe,
a Leste pela provincia do Huambo e a Oeste pelo Oceano Atlantico. Tem uma area
territorial de 39 827 km? o que corresponde a 3,2% da superficie total do pais.
Topograficamente ¢ composta por planaltos escalonados cortados por vales e rios,
sendo caracteristicos os vales de rios secos, onde apenas se acumula dgua durante o

periodo das chuvas.
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Constitui a terceira provincia angolana mais populosa, com cerca de 2 231 385
habitantes (Instituto Nacional de Estatistica, 2016), maioritariamente pertencentes ao
grupo etnolinguistico Ovimbundu. Contrariamente a provincia do Huambo, 64% dos

habitantes da provincia de Benguela residem em meios urbano e periurbano.

A cidade de Benguela foi fundada em 1617, dista 692 km de Luanda e ¢ a capital da
provincia. Esta € constituida por dez municipios, que se encontram ordenados de forma
decrescente de acordo com a percentagem demografica da seguinte forma: Lobito,
Benguela, Catumbela, Cubal, Ganda, Bocoio, Baia Farta, Balombo, Caimbambo e
Chongoroi. Os trés primeiros municipios localizados na faixa litoral retinem cerca de

dois tercos da populagdo da provincia.

A segunda fase do estudo foi realizada nos meses de Maio e Junho do ano de 2015 em

trés unidades de satde dos seguintes municipios:

» Chongoroi [populagdo estimada: 76 752 habitantes (Governo Provincial

de Benguela, 2015, comunicacao pessoal, 19 Maio)]

0 Hospital Municipal do Chongoroi, localizado a 150 km da cidade

de Benguela, no interior da provincia;
0 Centro de Saude do Senje, situado a 18 km do Chongoroi;

» Catumbela [populagao estimada: 350 000 habitantes (Governo Provincial

de Benguela, 2015, comunicacdo pessoal, 19 Maio)]

0 Hospital Municipal da Catumbela, localizado a 20 km da cidade
de Benguela.

2.4. Processo de amostragem

Identificou-se como populagdo-alvo, os doentes com sindroma febril suspeita de malaria
que recorram a unidades publicas de prestacdo de cuidados de satde em territdrio
angolano. O facto de ndo existir estudos piloto sobre a prevaléncia de arbovirus
em Angola, nem inquéritos relativamente actualizados, nem amostras preliminares, nem
conhecimento da estrutura da populacdo relativamente ao objectivo do estudo
impossibilitou a utilizagdo de um método de amostragem aleatéria e o calculo da

dimensdo da amostra por métodos matematicos.
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Para avaliar esta populacdo, utilizou-se um método de selec¢do da amo stra

ndo aleatorio por critério de conveniéncia, assumindo-se antecipadamente o viés de

seleccdo de participantes.

O processo de recrutamento fundamentou-se no julgamento humano, tendo sido

definidos os seguintes critérios:

-critérios de inclusao:

Presenca de temperatura axilar superior ou igual a 37,5°C a admissdo hospitalar

e/ou a data de recrutamento no estudo; e/ou

Histéria de temperatura axilar superior ou igual a 37,5°C e/ou referéncia a febre
ndo quantificada (“calafrios”, “arrepios”, “tremores”, “corpo quente”,

“queimacao do corpo”) mantida e/ou frequente; e

Clinica suspeita de maléria baseada na presenca de pelo menos um dos seguintes
sinais e/ou sintomas: febre, cefaleias, mialgias, desconforto abdominal, letargia,

anorexia e paroxismo maldrico (calor, calafrio, suor);

Obtencao de consentimento informado livre e esclarecido;

-critérios de exclusao:

Recém-nascidos (idade inferior ou igual a 28 dias);

Doentes com idade inferior a 18 anos, quando ndo acompanhados de

representantes legais e/ou de acompanhantes com idade superior a 18 anos;
Escala de coma de Glasgow inferior a 11;
Presenca de febre em relagdo com foco infeccioso ja conhecido;

Doentes febris do foro ndo médico (cirurgico, ortopédico, entre outros);

A gravidez ndo foi considerada um critério de exclusao.
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2.5. Instrumentos de colheita de dados

Todos os doentes que preenchiam os critérios de inclusdo e que aceitaram participar
no estudo foram submetidos a um inquérito clinico e epidemioldgico, a um exame
fisico, bem como a colheitas de amostras sanguineas. Quando disponivel no processo
clinico dos doentes foi recolhido o ultimo valor analitico da hemoglobina com o

intuito de diagnosticar anemia.

2.5.1. Inquérito clinico e epidemioldgico

O inquérito clinico e epidemioldgico consistiu num formuldrio em suporte papel
preenchido apds a obtengdo do consentimento informado. Foi utilizada a técnica da
entrevista semi-estruturada (focalizada) que permitiu a recolha de informacao através da
comunicagdo verbal. Sempre que necessario, foi solicitado o apoio a um profissional de
saude da institui¢do de satide local para auxiliar na tradugdo e interpretacdo da lingua

umbundo para os pacientes que ndo se expressavam em portugués.

O formulario aplicado englobou dados demograficos e socioeconémicos com referéncia
a condigdes habitacionais, dados clinicos de anamnese e exame objectivo e dados

laboratoriais. As varidveis recolhidas encontram-se esquematizadas no quadro seguinte:

Dados demograficos e socioeconémicos

1) Data de entrada no estudo; 2) unidade sanitaria; 3) municipio de residéncia; 4) sexo;
5) gravidez; 6) idade; 7) escolaridade; 8) profissao; 9) tipo de habitac¢do; 10) niimero de
divisdes da habitacdo; 11) nimero de elementos do agregado familiar; 12) casa de
banho e/ou latrina; 13) canalizacdo de dgua; 14) origem da agua utilizada nos domicilio;
15) rede de esgoto no domicilio; 16) energia eléctrica no domicilio; 17) posse € nimero
de redes mosquiteiras; 18) utilizacao da rede mosquiteira na ultima noite; 19) utilizagao
de repelentes e/ou insecticidas domiciliares; 20) contacto directo com animais
domésticos; 21) actividades de lavoura; 22) actividades recreativas em rios; 23) viagens

nas ultimas 3 semanas.
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Dados clinicos

a) Imunizacdo contra a febre amarela e data da ultima administragdo; b) transfusdo
sanguinea nos ultimos 3 meses; ¢) utilizagdo de antibidticos e/ou antiparasitarios no dia
de entrada do estudo; d) diagnostico de malaria nos ultimos 3 meses; e) febre nos
ultimos 3 meses; f) temperatura corporal a admissdo no estudo; g) duragdo da febre; h)
tensdo arterial a admissdo no estudo; i) sintomatologia (febre, mialgias, artralgias,
cefaleias, dores retro-oculares, desconforto/dores abdominais, astenia, anorexia,
alteracdo do gosto, nduseas, vomitos, diarreia (com ou sem muco e/ou sangue),
corrimento nasal, dispneia, tosse, alteragdes visuais, lesdes cutaneas, prurido,
obnubilacdo, convulsdes, hemorragias e/ou outra); j) exame objectivo (palidez cutanea-
mucosa, ictericia, sufusdo conjuntival, exantema, coma, sinais meningeos, auscultacdo
cardiaca, auscultagdo pulmonar, hepatomegalia, esplenomegalia, adenomegalias,

edemas, choque, pulsos arteriais periféricos e/ou outros).

Dados laboratoriais

1) Hemoglobina; 2) TDR (malaria, chikungunya e dengue); 3) pesquisa de Plasmodium
spp. por microscopia Optica; 4) PCR para Plasmodium spp.; 5) RT-PCR para

chikungunya e para dengue.

Destino apds a avaliacio

a) Internamento; b) domicilio; ¢) ébito; d) diagnostico a data de alta pela equipa técnica

local.

Quadro 1: Varidveis recolhidas pelo inquérito clinico e
epidemiologico.

2.5.2. Avaliacao clinica

A avaliacdo clinica foi realizada exclusivamente pelo investigador ¢ para além da
colheita da historia clinica actual e pregressa e da revisao de 6rgaos e sistemas, consistiu

na realizacdo de um exame fisico a todos os doentes incluidos no estudo.

A temperatura corporal axilar foi quantificada no momento de entrada no estudo, assim

como foi avaliada a tensao arterial e/ou a palpagdo dos pulsos arteriais periféricos.
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Relativamente ao exame fisico as técnicas utilizadas foram: a inspeccdo estatica e

dinamica, a palpag¢ao superficial e profunda, a percussao e a auscultagao.

2.6. Recolha, armazenamento e processamento laboratorial de amostras
biologicas

Para a recolha das amostras bioldgicas foi realizada uma colheita de sangue venoso
capilar por pungao digital (picada no dedo com lanceta) para papel de filtro em casos
seleccionados, bem como por puncdo venosa de acessos periféricos (p. ex.: veia
cefalica, mediana, basilica, jugular) de cerca de 2 ml de sangue para tubo seco em todos
os doentes incluidos. Estas ultimas amostras foram centrifugadas a 1500 rotagdes por
minuto durante cinco minutos para separagdo do soro e descarte do coagulo.
Posteriormente, acondicionaram-se as amostras seleccionadas em tubos de

microcentrifuga que foram conservados a temperatura de -20°C.

O papel de filtro utilizado foi o Whatman® 903® Protein Saver Card ou o Whatman®
FTA® Classic Card e o seu armazenamento foi feito em sacos de plastico
hermeticamente fechados apds secagem da amostra a temperatura ambiente. Estes
cartdes contém produtos quimicos que lisam células, desnaturam proteinas e protegem
os acidos nucleicos da nuclease, da oxidacdo e dos danos provocados pelos raios
ultravioleta. Os acidos nucleicos das amostras assim preservadas podem manter-se

estaveis durante anos.

Sempre que estivessem garantidas as condi¢des técnicas e a disponibilidade dos
técnicos dos laboratorios das unidades sanitarias foi realizada uma pungdo digital para
colheita de sangue capilar de modo a executar-se um esfregaco de sangue em camada
delgada ou em gota espessa corada pela técnica de Giemsa, permitindo deste modo a

deteccao de Plasmodium spp. por microscopia optica.

Foram aplicados localmente a todos os participantes os seguintes testes de diagnostico

rapido (TDR):
» SD BIOLINE® Malaria Antigen P.f/P.v

Teste rapido de passo Unico em sangue total humano com cassete que contém uma

membrana pré-revestida com anticorpos monoclonais em forma de duas linhas de teste:
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anticorpos monoclonais especificos para HRP2 (linha P.f) de Plasmodium falciparum e
outros anticorpos monoclonais (linha P.v) especificos a lactato desidrogenase de

Plasmodium vivax. Existe ainda uma linha de controlo.

Relativamente as caracteristicas de desempenho deste kit, a sensibilidade para
Plasmodium falciparum ¢ de 99,7%, a sensibilidade para Plasmodium vivax ¢ de 95,5%

e a especificidade ¢ de 99,5% (Standard Diagnostics, 2011).

O procedimento técnico consiste na coloca¢do de 5 microlitros de sangue capilar no
orificio circular destinado a amostra (pogo da amostra), seguido da administracao de 4
gotas de diluente no orificio quadrado (pogo do diluente). A leitura deve ser realizada

entre um periodo minimo de 15 minutos e um periodo maximo de 30 minutos.

Figura 2: TDR para malaria (Fonte: Arquivo pessoal do investigador, Fevereiro 2012).

* SD BIOLINE® Dengue Duo, Dengue NSI + Ab Combo

Trata-se de um ensaio imunocromatografico in vitro em uma etapa, projectado para
detectar o Ag NS1 do virus dengue e diferenciar anticorpos IgG/IgM contra o virus

dengue em soro humano, plasma ou sangue total.
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Este kit detecta o antigénio NS1 com uma sensibilidade de 92,4% e uma especificidade
de 98,4% e os anticorpos IgG/IgM com uma sensibilidade de 94,2% e uma
especificidade de 96,4% (Standard Diagnostics, 2010).

Contém dois dispositivos de teste; no lado esquerdo o Ag NS1 com uma linha de teste e
uma linha de controlo e no lado direito os anticorpos IgG/IgM com uma linha “G”

(IgG), outra “M” (IgM) e uma “C” (controlo).
O procedimento de execucao consta dos seguintes passos:

1. Utilizando o conta-gotas descartavel, adicionar 3 gotas (cerca de 100
microlitros) da amostra de soro, plasma ou sangue total no pogo de amostras no

lado esquerdo (Ag NS1);

2. Com uma pipeta capilar de 10 microlitros, adicionar 10 microlitros de amostra
de soro, plasma ou sangue total no poco da amostra assinalado com “S” no lado

direito da cassete (IgG/IgM);

3. Adicionar 4 gotas (cerca de 90 a 120 microlitros) de diluente da amostra no poco

do diluente no lado direito da cassete (IgG/IgM).

A linha de controlo mostra que o diluente foi aplicado com éxito e que os ingredientes
activos dos componentes principais da tira ainda estdo funcionais. A leitura do teste

deve ser feita ao fim de 15 a 20 minutos.
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Figura 3: TDR para dengue (Fonte: Arquivo p essoal do i nvestigador, Fevereiro
2012).

e SD BIOLINE® Chikungunya IgM

Trata-se de um ensaio imunocromatografico de fase solida para a deteccao rapida de

anticorpos IgM contra o virus chikungunya em soro humano, plasma ou sangue total.
A sensibilidade ¢ de 97,1% e a especificidade de 98,9% (Standard Diagnostics, 2008).

O procedimento técnico consiste na aplicacdo de 1 gota (50 microlitros) de soro ou
plasma ou de 2 gotas (100 microlitros) de sangue total no pogco da amostra “S”,
adicionando-se posteriormente 1 gota de diluente no poco da amostra “S”. Possui uma
linha de teste e uma linha de controlo na superficie da cassete. A leitura do teste deve

ser feita ao fim de 10 minutos.
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Figura 4: TDR para chikungunya (Fonte: Arquivo pessoal do investigador, Fevereiro

2012).

Durante a primeira fase deste estudo, na presenga de um resultado positivo no TDR da
maléria (P.f e/ou P.v) e/ou de uma pesquisa positiva para Plasmodium spp. por
microscopia Optica foi colhida uma amostra de sangue capilar por puncao digital para
papel de filtro com o intuito de se proceder ao diagnostico molecular da malaria por um
método de amplificagdo de acido desoxirribonucleico (ADN) por reaccdo em cadeia da
polimerase (em lingua inglesa Polymerase Chain Reaction — PCR) no laboratério de
andlises clinicas da Unidade de Ensino e Investigagdo da Clinica Tropical do Instituto
de Higiene e Medicina Tropical de Lisboa, avaliando-se assim o desempenho do TDR
utilizado. Na segunda fase ndo se realizou este procedimento por ter sido considerado

redundante.

Em ambas as fases deste estudo foi colhida uma amostra de sangue venoso (cerca de 2
ml) por pun¢do venosa periférica para a realizagdo dos TDR. Em todos os casos de
positividade dos TDR para dengue (NS1 e/ou IgM e/ou IgG) e para chikungunya (IgM),
as amostras séricas foram armazenadas com o intuito de se proceder a um diagnéstico
molecular. Deste modo, as amostras foram posteriormente processadas para diagnostico

molecular de ambas as patologias no laboratério de virologia da Unidade de Ensino e

37



Material e Métodos

Investigacdo da Microbiologia Médica do Instituto de Higiene e Medicina Tropical de
Lisboa por RT-PCR, utilizando-se como molde acido ribonucleico (ARN) de cadeia

simples.

Durante o transporte das amostras biologicas, devidamente acondicionadas e
acautelando-se a documentagdo necessdria, quer em Angola, quer na viagem para
Portugal, procurou-se manter a cadeia de frio com a utilizacdo de gelo seco em malas

térmicas.

Os estudos laboratoriais de biologia molecular que foram realizadas no Instituto de

Higiene e Medicina Tropical de Lisboa foram os seguintes:
» Estudo molecular para maléria (PCR para Plasmodium spp.)

A extragao de ADN gendmico a partir de sangue colhido em papel de filtro foi realizada
com recurso ao kit QI4damp DNA Mini Kit ® (Qiagen — EUA). Seguidamente, procedeu-
se a amplificagdo do gene que codifica a subunidade menor do ARN ribossomal do
Plasmodium spp. pela técnica de reacgdo em cadeia da polimerase aninhada (nested-
PCR em lingua inglesa). As condi¢des de amplificacao estdo mencionadas na tabela 1.
As sequéncias nucleotidicas iniciadoras (primers em lingua inglesa) utilizadas na
nested-PCR para o género e para as quatro espécies principais de Plasmodium spp.
foram aquelas descritas na literatura (Snounou et al., 1993; Dinko et al., 2013). Os
produtos amplificados foram analisados através de electroforese em gel de agarose (2%)

e visualizados sob luz ultravioleta.

Passos Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturagao inicial 95°C 5 1
Hibridagao dos primers 58°C 2’

Extensdo 72°C 2’ 30 (35 — 2% reacgdo)
Desnaturagao 95°C 1’

Hibridac¢ao final 58°C 2’ 1

Extensdo final 72°C 5 1

Tabela 1: Condigdes de amplificagao (Snounou et al., 1993).
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» Estudo molecular para Dengue e para Chikungunya

A deteccdo de genomas virais foi levada a cabo por RT-PCR de acordo com o que foi
previamente descrito na literatura (Harris et al., 1988; Lanciotti et al., 1992), incluindo a
deteccdo dos 4 principais serotipos do virus dengue e a utilizagdo de primers que t€ém

como alvo a sequéncia de encapsidacdo do virus chikungunya (Pimenta, 2013).

Os produtos de amplificagdo obtidos compativeis com a presenca de virus chikungunya
foram confirmados, quer mediante a utilizacdo de um protocolo adicional de nested RT-
PCR usando primers especificos para a regido UTR-3’ do genoma deste virus (Parreira
R, 2017, email, 19 Abril, ricardo@ihmt.unl.pt), quer por sequenciagdo do produto de

amplificacao obtido.

A andlise da sequéncia obtida foi utilizada para pesquisar sequéncias homologas em
bases de dados de acesso publico (GenBank/EMBL/DDBJ) usando a ferramenta BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool, opcao MegaBlast).

2.7. Analise estatistica dos dados

Foi construida uma base de dados no programa Microsoft Office Excel® para registar e
organizar os dados obtidos a partir do formulario clinico e epidemiologico, da avaliacdo

clinica e de todos os estudos laboratoriais.

Apoés a caracterizagdo descritiva da amostra foram analisadas possiveis associagdes
entre as variaveis de interesse (TDR malaria, TDR chikungunya e TDR dengue) ¢ as
variaveis demograficas e clinicas consideradas no estudo usando o teste do qui-
quadrado, testes para proporg¢des e testes (paramétricos ou ndo paramétricos) de
comparagdo de populagdes. No sentido de quantificar a contribui¢do das varidveis que
se revelaram associadas com as variaveis de interesse, foram construidos modelos de
regressao logistica univariados. Todos os procedimentos foram realizados nos
programas estatisticos SPSS (Statistical Package for the Social Sc iences), versdo 24, e

SAS-JMP (Statistical Analysis System - John's Macintosh Project), versao 12.
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2.8. Consideracdes éticas e legais

Este estudo foi integrado no protocolo de pesquisa do projecto previamente aprovado
pelo Comité de Etica do Ministério da Saude de Angola e designado de “Diagnéstico
Diferencial de Sindromes Febris Suspeitos de Malaria” da responsabilidade do
Departamento Nacional de Controlo de Doengas, da Direcgdao Nacional de Saude

Publica, do Ministério da Satide da Republica de Angola (Anexo n° 1).
Foram respeitados os principios éticos basicos, que incluiram:

e a autonomia e a autodeterminacdo dos participantes, garantidas pelo termo de
consentimento livre e esclarecido, bem como pela protec¢do a grupos

vulnerdveis e a pessoas legalmente incapazes;

* a beneficéncia, assegurada pela possibilidade de um potencial beneficio da
investigagdo, resultante de um diagndstico laboratorial atempado, prevenindo

danos e riscos;

e a ndo-maleficéncia, afirmando-se o compromisso de ndo causar danos

resultantes da investigagao;

* ajustiga, justificada pela relevancia social do estudo e pela accdo humanitaria na

prestacao de cuidados aos participantes;

e a privacidade e confidencialidade, implicita no critério da autonomia e

proporcionada pela preservacao das informacdes obtidas durante o estudo.

Todos os participantes ou os seus representantes legais ou acompanhantes maiores de
idade foram elucidados verbalmente sobre os objectivos, métodos, beneficios e
eventuais riscos resultantes da participagdo voluntaria no estudo. Seguidamente, a
equipa de investigagdo, que incluiu, a nivel local, sempre que necessario, um
profissional de satde tradutor e intérprete de lingua umbundo, solicitou a assinatura ou
a impressao digital, no caso de iliteracia, do termo de consentimento livre e esclarecido.
Posteriormente, conduziu-se o restante protocolo de estudo, incluindo a colheita de

dados e de amostras biologicas.

Nao existiram quaisquer conflitos de interesse, nem compensagdes monetarias, na

concepcao e execucdo desta investigagdo, apesar da sua componente multicéntrica com
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o envolvimento de varias institui¢des de satide angolanas e portuguesas, bem como da
componente multidisciplinar com a participa¢do de profissionais de satde de distintas

arcas de formacao e de actuagao.

2.9. Fluxograma de actuacao

O fluxograma seguinte resume a abordagem clinica e laboratorial do protocolo do

estudo.

PCR Plasmodium

Positivo spp. (FASE 1)

TDR Malaria

Negativo

RT-PCR

Yositivo e
Positivo Chikungunya

TDR Chikungunya

Negativo

Critérios de
inclusao

Negativo

RT-PCR Dengue
TDR Dengue

RT-PCR Dengue

RT-PCR Dengue

Figura 5: Fluxograma de actuagao.
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3. RESULTADOS

3.1. Provincia do Huambo (Fase 1)

3.1.1. Caracterizacao da amostra

Nesta primeira fase do estudo foram avaliados 242 doentes com sindroma febril

suspeita de malaria na provincia do Huambo durante o periodo compreendido entre 20

de Fevereiro e 11 de Abril do ano de 2012.

A distribui¢do das unidades sanitdrias selecionadas por ordem decrescente da inclusao

de doentes foi a seguinte:

Centro de Saude do Casseque (n=64; 26,4%);

Hospital Municipal da Caéla (n=56; 23,1%);

Hospital Municipal do Alto-Hama (n=35; 14,5%);

Centro de Saude da Calenga (n=34; 14%);

Centro de Saude Materno-infantil da Mineira (n=32; 13,2%);
Hospital Municipal do Bailundo (n=11; 4,5%);

Hospital da Missdao Evangélica do Chilume (n=10; 4,1%);

Foram incluidos 39,7% (n=96) dos doentes em unidades sanitarias do municipio do

Huambo e 60,3% (n=146) nos restantes municipios (Caala, Londuimbali e Bailundo).

Relativamente ao municipio de residéncia verificou-se a seguinte distribui¢ao:

0]

0]

Huambo (n=93; 38,4%);
Caala (n=89; 36,8%));
Londuimbali (n=32; 13,2%);
Bailundo (n=20; 8,3%);
Ecunha (n=5; 2,1%);

Cassongue, municipio da provincia do Cuanza-Sul limitrofe com o municipio do

Lombuimbali da provincia do Huambo (n=2; 0,8%);

Mungo (n=1; 0,4%);
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A categorizagdo por género revelou um claro predominio do sexo feminino (n=145;

59,9%).

Sexa

W Masculing
CFeminina

Figura 6: Distribui¢do por género da amostra da provincia do Huambo.

Destaca-se que 14 mulheres estavam gravidas, das quais 8 no primeiro, 3 no segundo e

as restantes 3 no terceiro trimestre de gestacao.

A média de idades foi de 16 anos no total da amostra, sendo de 11 anos no sexo
masculino ¢ de 19 anos no sexo feminino (figuras 7 e 8). As idades encontravam-se
compreendidas entre os zero e os 72 anos. A populacdo adulta com idade igual ou
superior a 18 anos constituiu 41,3% (n=100) da amostra global. A maioria (58,3%:;
n=141) possuia idade igual ou inferior a 15 anos e apenas um doente tinha idade

compreendida entre os 15 anos e os 18 anos.
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Figura 7: Distribuicdo etaria da amostra da provincia do Huambo.
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Figura 8: Distribuicao etaria por género da amostra da provincia do Huambo.
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Verificou-se um predominio do nivel primario da escolaridade (n=63; 26%), seguido da
iliteracia (n=36; 14,9%) e do nivel secundario e/ou superior (n=23; 9,5%). Os restantes
120 doentes (49,6%) foram classificados como tendo um nivel de escolaridade “ndo

aplicavel” devido a idade ser igual ou inferior a seis anos.

Desempenhavam uma actividade profissional 102 doentes com idade igual ou superior a

quinze anos, salientando-se um predominio de trabalhadores ndo qualificados (tabela 2).

Profissao

Frequéncia | Percentagem
Administradar 1 1,0
Auxiliar de limpeza hospitalar 1 1,0
Barheiro 1 1,0
Camponés 45 441
Desempregado 1 1,0
Doméstica 1 1,0
Empregado limpeza 4 349
Estudante I3 6,9
Ferreiro 1 1,0
Lavadeira 3 29
Marceneiro 1 1,0
Pedreiro 3 29
Peixeira 1 1,0
Porteiro hospitalar 1 1,0
Professor 3 24
Secretaria 1 1,0
Taxista 2 2,0
Transportadora de areia 1 1,0
Tropa 1 1,0
Wendedor 23 225
Total 102 100,0

Tabela 2: Profissdes dos doentes da amostra da provincia do
Huambo.

Foram ainda recolhidas informagdes relativamente a condi¢des habitacionais e de
actividades no ambiente doméstico e peridoméstico. Deste modo destacam-se as

seguintes particularidades:
* Tipo de habitagdo
0 Com tijolo de adobe (terra crua, d4gua e palha e/ou outras fibras naturais)

- n=219 (90,5%)
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0 Alvenaria com blocos cerdmicos e/ou blocos de cimento
- 1n=23(9,5%).

* O numero médio de divisdes da habitacao foi de quatro (figura 9).

30 Mécdia = 3.69
Dp=17
N =242
25
E oo
i
= " 26,0% 231%
£ o
(4]
= o
= 22 7%
10+

5= i E2.1%

[7.9%) rl] 7% 8% [ 4%
| ] ] |
7 8 8 10 11

Mumero de divistes

Figura 9: Distribuicdo do ntimero de divisdes por habitagao na amostra da provincia do

Huambo.

*  Os agregados familiares eram constituidos em média por seis elementos (figura

10).
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Figura 10: Distribui¢do do nlimero de elementos por agregado familiar na amostra da

provincia do Huambo.

A larga maioria (n=237; 97,9%) das habitagdes possuia latrina e/ou casa de

banho.

Existia canaliza¢do de 4gua em 10,7% (n=26) das habitagdes, destacando-se o

armazenamento de dgua em recipientes em 85,1% (n=206) das habitacdes.
A 4gua utilizada nos domicilios provinha das seguintes fontes:

0 cacimba — pogo de agua potavel (n=123; 50,8%);

O chafariz (n=46; 19%);

0 rio (n=43; 17,8%);

0 rede publica (n=27; 11,2%);

0 tanque de 4gua comprada (n=3; 1,2%);

A presenca de rede de esgoto no domicilio foi reportada em apenas 3,7% (n=9)

dos casos.
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A maioria (50,4%; n=122) das habituacdes possuia energia eléctrica, tendo sido

considerado neste item a utilizagdo de geradores.

A posse de redes mosquiteiras no domicilio foi mencionada em 64,5% (n=156)

dos casos. Destes, 20 doentes referiram a sua nao utilizacdo na noite anterior a

inclusao do estudo.
A utilizagdo de insecticidas domiciliares foi referida em 38,8% (n=94).

A maioria (59,9%; n=145) dos doentes tinha contacto com animais domésticos

de companhia e/ou de produgdo de alimentos ou de transporte.
As actividades de lavoura foram mencionadas em 58,3% (n=141) dos doentes.

As actividades recreativas em rios foram reportadas em 29,3% (n=71).

As figuras seguintes ilustram alguns enquadramentos habitacionais da populacao

estudada na provincia do Huambo:

Figura 11: Cidade do Huambo (Fonte: Arquivo pessoal do investigador, Margo 2012).

Figura 12: Comuna da Calenga, municipio da Cadla com habitagdes de abobe (Fonte:

Arquivo pessoal do investigador, Margo 2012).
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Figura 13: Aglomerado populacional no municipio do Londuimbali (Fonte: Arquivo

pessoal do investigador, Mar¢o 2012).

Relativamente a historia de viagens nas trés semanas prévias a data de entrada no estudo
ndo se verificaram casos de viagens internacionais. Contudo, onze (4,5%) doentes
reportaram viagens interprovinciais por via terrestre [Luanda (n=3), Benguela (n=2),

Cuanza-Sul (n=2), Huila (n=2), Bi¢é (n=1) e Malanje (n=1)].

De um total de 118 (48,8%) doentes que mencionaram terem realizado pelo menos uma
vez na vida a vacina contra a febre amarela, apenas trés referiram a sua administragcdo
no ultimo més. Dos restantes, 120 (49,6%) negaram e 4 (1,7%) desconheciam a

realizacdo desta vacina.

Apenas um (0,4%) doente referiu ter antecedentes de transfusdo sanguinea nos tltimos

90 dias.

No que concerne a utilizagdo de antibidticos e ou antiparasitarios no dia de entrada no
estudo, destaca-se esta particularidade em 33 (13,6%) doentes, trés dos quais sob
antipaludicos (arteméter/lumefantrina). Salienta-se ainda que 40 (16,5%) doentes
referiram terem tido um diagnostico de maldria nos ultimos trés meses € 51 (21,1%)
doentes mencionaram a ocorréncia de pelo menos um episédio de febre no mesmo

periodo temporal.

No momento de entrada no estudo, 77 (31,8%) apresentavam uma temperatura corporal

igual ou superior a 37,5 °C.
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Figura 14: Distribui¢do da temperatura corporal (°C) avaliada no momento de inclusdo

no estudo na amostra da provincia do Huambo.

A febre foi reportada como tendo uma evolugdo média de 4 dias, com valores extremos

de zero e de 60 dias. O grafico seguinte ilustra o inicio da febre em niimero de dias.
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Figura 15: Distribuicdo do tempo (em dias) decorrido desde o inicio da febre na

amostra da provincia do Huambo.
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As tabelas seguintes exibem a sintomatologia e os achados mais relevantes ao exame

objectivo dos doentes incluidos nesta fase do estudo.

SINTOMATOLOGIA SIM NAO
(n=242) n (%) n (%)
Tosse 147 (60,7%) 95 (39,3%)

Corrimento nasal

117 (48,3%)

125 (51,7%)

Cefaleias

97 (40,1%)

145 (59,9%)

Dores abdominais

88 (36,4%)

154 (63,6%)

Artralgias 82 (33,9%) 160 (66,1%)
Mialgias 74 (30,6%) 168 (69,4%)
Anorexia 57 (23,6%) 185 (76,4%)
Diarreia 56 (23,1%) 186 (76,9%)
Vémitos 40 (16,5%) 202 (83,5%)

Diarreia com muco

31 (12,8%)

25 (10,3%)

Astenia 23 (9,5%) 219 (90,5%)
Nauseas 21 (8,7%) 221 (91,3%)
Lesoes cutaneas 9 (3,7%) 233 (96,3%)
Dispneia 8 (3,3%) 234 (96,7%)
Hemorragias 7 (2,9%) 235 (97,1%)
Diarreia com sangue 5(2,1%) 51 (21,1%)
Prurido 5(2,1%) 237 (97,9%)
Dores retro-oculares 3 (1,2%) 239 (98,8%)
Convulsoes 2 (0,8%) 240 (99,2%)
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Obnubilac¢ao 2 (0,8%) 240 (99,2%)
Alteracio do gosto 0 (0%) 242 (100%)
Alteracoes visuais 0 (0%) 242 (100%)

Tabela 3: Sintomatologia registada nos doentes da amostra da provincia do
Huambo.

A clinica respiratoria, nomeadamente a tosse (60,7%) e o corrimento nasal (48,3%), foi

a mais mencionada seguida das queixas algicas: cefaleias (40,1%), dores abdominais

(36,4%), artralgias (33,9%) e mialgias (30,6%).

As hemorragias reportadas foram as epistaxis (n=4), as meno e/ou metrorragias (n=2) e

as hemoptises (n=1).

EXAME OBJECTIVO SIM NAO

n (%) n (%)
Palidez cutaneo-mucosa 33 (13,6%) 209 (86,4%)
Ausculta¢do pulmonar anormal 20 (8,3%) 222 (91,7%)
Exantema 9 (3,7%) 233 (96,3%)
Sufusao conjuntival 4 (1,7%) 238 (98,3%)
Hepatomegalia 2 (0,8%) 240 (99,2%)
Coma 1 (0,4%) 241 (99,6%)
Sinais meningeos 1 (0,4%) 241 (99,6%)
Adenomegalias 1 (0,4%) 241 (99,6%)
Ictericia 0 (0%) 242 (100%)
Auscultacio cardiaca anormal 0 (0%) 242 (100%)
Esplenomegalia 0 (0%) 242 (100%)
Edemas 0 (0%) 242 (100%)
Choque 0 (0%) 242 (100%)

Tabela 4: Alteracdes no exame objectivo registadas nos doentes da amostra da

provincia do Huambo.
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A principal alteracdo do exame objectivo foi a presenga de palidez cutaneo-mucosa
(13,6%). Realga-se que apenas em 48 casos existiam registos da determinacdo
laboratorial do valor da hemoglobina e que em 36 se constatou a presenga de anemia,
definida como um valor inferior a 12 g/dl em mulheres ou a 10 g/dl no caso de gestacdo

ou a 13 g/dl em homens.

Verificaram-se oito casos de exantema maculopapular, sendo generalizado a todo o
tegumento cutdneo em seis casos e limitado ao tronco num caso e aos membros
superiores noutro caso. Ocorreu ainda um caso de exantema papulovesicular nos

membros superiores.

As alteragdes constatadas na auscultagdo pulmonar foram maioritariamente (n=18) a
presenca de ruidos adventicios (roncos, sibilos e/ou fervores) seguido da diminuicao do

murmurio vesicular (n=2).

Ocorreu um caso de maléria cerebral apresentando-se em coma superficial com um

valor de 11 na escala de coma de Glasgow mas com sinais de irritagdo meningea.

Todos os doentes foram submetidos a TDR e obtiveram-se os seguintes resultados:

> TDR para malaria: 5 (2,1%) casos, todos positivos para Plasmodium falciparum

e confirmados por microscopia Optica;

> TDR para chikungunya: 4 (1,7%) casos;

> TDR para dengue: 2 (0,8%) casos, ambos somente com positividade para Ag
NS1;

> Verificou-se um caso com positividade concomitante no TDR para dengue (Ag

NS1+) e no TDR para chikungunya.

A pesquisa de Plasmodium spp. por microscopia Optica foi realizada em 232 (95,9%)
casos por técnicos de laboratdrio a nivel local. Em 18,1% (n=42) dos casos avaliados o
resultado foi dado como positivo, tendo sido observadas somente formas de

Plasmodium falciparum. A avaliagdo destas ultimas amostras por PCR para
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Plasmodium spp., revelou-se positiva para Plasmodium falciparum em apenas quatro
casos, todos com positividade no TDR. Nao se registaram casos de identificacdo de

outras espécies de Plasmodium.

Salienta-se a ocorréncia de um caso com positividade para Plasmodium falciparum no
TDR, confirmado por microscopia Optica mas com resultado negativo por PCR.

Acrescenta-se que nao houve referéncia a tratamento recente de maldria.

As técnicas de RT-PCR para chikungunya e para dengue nas amostras com TDR

positivo para estes agentes foram negativas.

Apo6s a inclusdo do estudo ocorreu nesse mesmo dia o internamento em 27 (11,2%)

casos, tendo os restantes alta para o domicilio.
Os diagnoésticos mais frequentes registados pela equipa clinica local foram os seguintes:
e Sindroma gripal (n=65; 26,9%);
» Diarreia bacteriana aguda (n=43; 17,8%);
e Malaria (n=41; 16,9%);
» Doenga respiratoria aguda (n=37; 15,3%);
» Sindroma febril (n=12; 5%);

e OQOutros (n=44; 18,1%);
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Figura 16: Livro de registos da alta do Hospital Municipal do Bailundo onde constam
alguns exemplos de registos como “malaria” com gota espessa negativa, “malaria
complicada” com gota espessa negativa e “malaria confirmada” (Fonte: Arquivo

pessoal do investigador, Mar¢o 2012).

3.1.2. Caracterizacio da subamostra com TDR positivo para malaria

Na tabela seguinte apresentam-se somente as caracteristicas cuja associagdo com TDR
malaria foi estatisticamente significativa (p<0.05). Para cada uma delas, as modalidades
(Nao/Sim, Negativa/Positiva) que correspondem a propor¢des significativamente
diferentes nas duas subamostras (TDR malaria negativo/TDR maléria positivo) estdo
assinaladas a negrito. A tabela com caracterizacao da maioria das variaveis encontra-se

no Anexo n° 2 (tabela A).

Variaveis TDR Malaria Negativo  TDR Maldria Positivo
(n=237) n=5)
Viagens 0.017
Sim 9 (3.8%) 2 (40%)
Nao 228 (96.2%) 3 (60%)
Mialgias 0.032
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Nao 167 (70.5%) 1 (20%)
Sim 70 (29.5%) 4 (80%)
Agua armazenada casa 0.025
Nao 33 (13.9%) 3 (60%)
Sim 204 (86.1%) 2 (40%)
Microscopia optica <0.001
Negativa 190 (83.7%) 0 (0%)
Positiva 37 (16.3%) 5 (100%)

Tabela 5: Variaveis cuja associacdo com TDR malaria foi estatisticamente significativa

na amostra da provincia do Huambo.

Relativamente a historia de viagens, presente em dois doentes com TDR positivo para
malaria, salienta-se que um regressou 7 dias antes da inclusdo no estudo de uma estadia
de 3 anos na cidade de Luanda e o outro regressou 4 dias antes da admissdao no estudo

de uma estadia de 3 semanas no municipio da Matala na provincia da Huila.

Para as varidveis que se revelaram associadas com TDR malaria foi realizada uma
analise de regressdo logistica univariada com ajustamento de Firth a fim de quantificar a

intensidade dessa associacdo (tabela 6).

Variaveis p OR 95% IC
Viagens

SIM / NAO 0.004 16949 | 2.5-111.111
Mialgias

SIM / NAO 0.045 9.543 1.048 — 86.903
Tipo de habitagao

Adobe / Alvenaria 0.041 0.146 0.023 -0.922

Agua armazenada casa
SIM / NAO 0.017 0.108 0.017 —0.670

Microscopia Optica
Positiva / Negativa | <0.0001 | 55.88 | 2.995 —1042.697

Alta

NAO / SIM 0.065 5.653 | 0.901 —35.475

Tabela 6: Resultados da andlise de regressdo logistica univariada para as variaveis cuja
associagdo com TDR malaria foi estatisticamente significativa na amostra da provincia

do Huambeo.
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3.1.3. Caracterizaciio da subamostra com TDR positivo para chikungunya

Na tabela seguinte apresentam-se somente as caracteristicas cuja associagdo com TDR
chikungunya foi estatisticamente significativa (p<0.05). Para cada uma delas, as
modalidades (Nao/Sim, Negativa/Positiva) que correspondem a proporgdes
significativamente diferentes nas duas subamostras (TDR chikungunya negativo/TDR

chikungunya positivo) estdo assinaladas a negrito. A tabela com caracterizagdo da

maioria das variaveis encontra-se no Anexo n° 2 (tabela B).

Variaveis TDR Chikungunya Negativo =~ TDR Chikungunya Positivo p
(n=238) (n=4)
TDR Dengue 0.033
Negativo 237 (99.6%) 3 (75%)
Positivo 1 (0.4%) 1 (25%)

Tabela 7: Varidveis cuja associacdo com TDR chikungunya foi estatisticamente

significativa na amostra da provincia do Huambo.

Para as variaveis que se revelaram associadas com TDR chikungunya foi realizada uma
analise de regressao logistica univariada com ajustamento de Firth a fim de quantificar a

intensidade dessa associacao (tabela 8).

Variaveis p OR 95% IC

Municipio
Huambo / Restantes municipios | 0.011 | 14.254 0.751 —270.677

Agua canalizada

NAO/SIM | 0.032 | 0.112 0.015-0.833
TDR Dengue (2 casos positivos)
Positivo / Negativo | 0.004 79 3.947 — 1581.372

Tabela 8: Resultados da anélise de regressao logistica univariada para as varidveis cuja
associacdo com TDR chikungunya foi estatisticamente significativa na amostra da

provincia do Huambo.
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3.1.4. Caracterizacao da subamostra com TDR positivo para dengue

A caracterizagdo dos dois casos positivos para dengue, ambos com Ag NS1 detectavel

encontra-se sumarizada na seguinte tabela.

Doente n° 1 Doente n° 2

Unidade Sanitaria
Sexo

Gravidez

Idade (anos)
Escolaridade
Profissao

Tipo habitacao
Numero de divisoes

Agregado familiar

Agua armazenada

Origem da agua
Animais domésticos
Actividades lavoura
Actividades rio

Vacina febre amarela

Vacina febre amarela no ultimo més

Malaria ultimos 3 meses

Temperatura a admissao

Duracao da febre (dias)

Mialgias

Bailundo
Feminino
Ausente
37
Analfabeta
Camponesa
Adobe
3
7
Sim
Chafariz
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao
Sim
37,2°C
2

Sim

Mineira
Feminino
Ausente
27
Primaria
Empregada de limpeza
Adobe
3
4
Nao
Rede publica
Sim
Nao
Sim
Nao
Nao aplicavel
Nao
36,8 °C
3

Nao
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Artralgias Sim Sim
Cefaleias Sim Nao
Dores abdominais Nao Sim
Anorexia Nao Sim
Exantema Nao Nao
TDR maléaria Negativo Negativo
Microscopia optica Negativa Negativa
TDR chikungunya Negativo Positivo
Alta para domicilio Sim Sim

Diagnéstico de alta Sindroma gripal Sindroma gripal

Tabela 9: Caracterizacdo dos dois casos com Ag NS1 detectdvel no TDR para dengue

na provincia do Huambo.

3.1.5. Caracterizacio das subamostras com provaveis co-infeccoes

Ocorreu apenas um caso com uma provavel co-infec¢ao por dengue (Ag NSI+) e
chikungunya (IgM+) e que j& foi caracterizado previamente (doente n® 2 descrito na

tabela 9).

3.2. Provincia de Benguela (Fase 2)
3.2.1. Caracterizacdo da amostra

Nesta segunda fase do estudo foram avaliados 300 doentes com sindroma febril suspeita
de maléria na provincia de Benguela durante o periodo temporal de 20 de Maio a 4 de

Junho do ano de 2015.

A distribui¢do das unidades sanitérias selecionadas por ordem decrescente da inclusdo

de doentes foi a seguinte:

» Hospital Municipal do Chongoroi (n=146; 48,7%);
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Hospital Municipal da Catumbela (n=100; 33,3%);

Centro de Saude do Senje (n=54; 18%);

Foram incluidos 66,7% (n=200) dos doentes em unidades sanitarias do municipio do

Chongoroi no interior da provincia de Benguela e 33,3% (n=100) no municipio da

Catumbela que se localiza na regido litoral da mesma provincia.

Relativamente ao municipio de residéncia verificou-se a seguinte distribuicao:

o

(0]

Chongoroi (n=197; 65,7%);
Catumbela (n=78; 26%);
Lobito (n=20; 6,7%);
Benguela (n=3; 1%);

Quilengues, municipio da provincia da Huila confinante com o municipio do

Chongoroi da provincia de Benguela (n=2; 0,7%);

A ordenagdo por género revelou um claro predominio do sexo feminino (n=183; 61%).

Sexo

M Masculino
OFeminino

Figura 17: Distribui¢do por género da amostra da provincia de Benguela.

Encontravam-se gravidas 15 (8,2%) mulheres (7 no primeiro, 4 no segundo e as

restantes 4 no terceiro trimestre de gestagao).
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A média de idades foi de 19 anos no total da amostra, sendo de 16 anos no sexo
masculino e de 21 anos no sexo feminino (figuras 18 e 19). As idades encontravam-se
compreendidas entre os zero e os 74 anos. A populacdo adulta com idade igual ou
superior a 18 anos constituiu 41,7% (n=125) da amostra global. A maioria (56%:;
n=168) possuia idade igual ou inferior a 15 anos e apenas sete doentes tinham idade

compreendida entre os 15 anos e os 18 anos.
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Figura 18: Distribui¢do etaria da amostra da provincia de Benguela.
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Sexo

Masculino Feminino
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Figura 19: Distribuicao etaria por género da amostra da provincia de Benguela.

Verificou-se um predominio do nivel primario da escolaridade (n=107; 35,7%), seguido
da iliteracia (n=60; 20%) e do nivel secundério e/ou superior (n=34; 11,3%). Os
restantes 99 doentes (33%) foram classificados como tendo um nivel de escolaridade

“ndo aplicavel” devido a idade ser igual ou inferior a seis anos.

Desempenhavam uma actividade profissional 135 doentes com idade igual ou superior a

quinze anos, na sua maioria trabalhadores nao qualificados (tabela 10).
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Profissao

Freguencia

FPercentagem

Desempregado
Aposentado
Administrativa
Ajudante de cozinha
Auxiliar de limpeza
Bombeira
Caheleireira
Camponés
Carpinteiro
Doméstica
Empresario
Enfermeira
Estatistica
Estudante
Herbanario
Hoteleiro
Mutricionista
Fedreiro

Pescador
Professor

Soldador

Técnico de enfermagem
Técnico de laboratdrio
Vendedora

Total

N ] o I % e Y |

(o] =
m —

—_
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135

2.2
1.5

_.
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g}

L
=

9.6
100,0

Tabela 10: Profissoes dos doentes da amostra da provincia de Benguela.

Relativamente as condi¢Oes habitacionais ¢ de actividades no ambiente doméstico e

peridoméstico, destacam-se as seguintes particularidades:
* Tipo de habitagdo

0 Pau-a-pique (entrelagamento de madeiras verticais fixadas no solo com

vigas horizontais e com os vaos preenchidos com barro)
* n=116 (38,7%)
0 Com tijolo de adobe
* n=104 (34,7%)
O Alvenaria com blocos ceramicos e/ou blocos de cimento

- n=77 (25,7%)
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0 Chapa de zinco com telhado de capim
n=3 (1%)).

A maioria (78,7%) das habitagdes possuia um numero de divisdes igual ou

inferior a 3 (figura 20).
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Figura 20: Numero de divisdes das habitacdes da amostra na provincia de Benguela.

Os agregados familiares eram constituidos em média por seis elementos (figura

21).
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Figura 21: Distribuicdo do numero de elementos do agregado familiar na amostra da

provincia de Benguela.

A maioria (n=160; 53,3%) das habitacdes ndo possuia latrina e/ou casa de

banho.

Existia canalizacdo de agua em 33,3% (n=100) das habitagdes, destacando-se o

armazenamento de dgua em recipientes em 67,3% (n=202) das habitagdes.
A 4gua utilizada nos domicilios provinha das seguintes fontes:
0 rede publica (n=102; 34%);
0 rio (n=96; 32%);
0 chafariz (n=82; 27,3%);
O cacimba — poco de dgua potavel (n=17; 5,7%);
O tanque de dgua comprada (n=3; 1%);
A presenca de rede de esgoto no domicilio foi reportada 31% (n=93) dos casos.

A maioria (62,3%; n=187) das habituacdes ndo possuia energia eléctrica nem

utilizava geradores.

65



Resultados

A posse de redes mosquiteiras no domicilio foi mencionada em 30,3% (n=91)
dos casos. Destes, 28 doentes referiram a sua nao utilizagao na noite anterior a

inclusao do estudo.
Nenhum participante reportou a utilizagao de insecticidas domiciliares.

A maioria (61%; n=183) dos doentes tinha contacto com animais domésticos de

companhia e/ou de produ¢do de alimentos ou de transporte.
As actividades de lavoura foram mencionadas em 73,3% (n=220) dos doentes.

As actividades recreativas em rios foram reportadas em 44% (n=132).

As figuras seguintes ilustram alguns enquadramentos habitacionais da populagdo

estudada na provincia de Benguela:

Figura 22: Vila do Chongoroi onde sao visiveis, da esquerda para a direita, habitagdes
de alvenaria, pau-a-pique e de adobe (Fonte: Arquivo pessoal do inve stigador, Maio

2015).

Figura 23: Habitacdo tipo pau-a-pique na periferia da Vila do Chongoroi (Fonte:
Arquivo pessoal do investigador, Maio 2015).
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Figura 24: Paisagem natural da Vila do Chongoroi (Fonte: Arquivo pessoal do
investigador, Maio 2015).

Figura 26: Vila da Catumbela na margem direita do rio Catumbela (Fonte: Arquivo

pessoal do investigador, Maio 2015).

Relativamente a historia de viagens nas trés semanas prévias a data de entrada no estudo
ndo se verificaram casos de viagens internacionais. Contudo, dezassete (5,7%) doentes

reportaram viagens. Identificaram-se viagens interprovinciais por via terrestre [Huila
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(n=4), Luanda (n=2), Cuanza-Norte (n=1) e Huambo (n=1)], bem como viagens dentro

da provincia de Benguela (n=9).

Quando questionados sobre a imunizacgdo contra a febre amarela, todos os participantes

negaram antecedentes da sua administragao.

Registaram-se antecedentes de transfusdo sanguinea nos ultimos 90 dias em sete (2,3%)

doentes.

No dia de inclusdo no estudo encontravam-se medicados com antibidticos e ou
antiparasitarios onze (3,7%) doentes, nove dos quais sob antipaludicos
(arteméter/lumefantrina). Salienta-se ainda que 17 (5,7%) doentes referiram terem tido
um diagndstico de malaria nos ultimos trés meses e 20 (6,7%) doentes mencionaram a

ocorréncia de pelo menos um episodio de febre no mesmo periodo temporal.

No dia de recrutamento desta fase do estudo, 79 (26,3%) doentes possuiam uma

temperatura corporal igual ou superior a 37,5 °C.
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Figura 27: Distribui¢do da temperatura corporal (°C) avaliada no momento de inclusdo

no estudo na amostra da provincia de Benguela.
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A febre foi reportada como tendo uma evolucdo média de 4,5 dias, com valores

extremos de um e de 30 dias. A figura seguinte ilustra o inicio da febre em nimero de

dias.
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Figura 28: Distribuicdo do tempo (em dias) decorrido desde o inicio da febre na

amostra da provincia de Benguela.

As tabelas seguintes apresentam a sintomatologia e os achados mais relevantes ao

exame objectivo dos doentes incluidos nesta fase do estudo.

SINTOMATOLOGIA SIM NAO
(n=300) n (%) n (%)
Cefaleias 159 (53%) 141 (47%)
Mialgias 135 (45%) 165 (55%)
Artralgias 130 (43,3%) 170 (56,7%)

Dores abdominais

115 (38,3%)

185 (61,7%)

Tosse

79 (26,3%)

221 (73,7%)

Corrimento nasal

49 (16,3%)

251 (83,7%)
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Astenia 42 (14%) 258 (86%)
Diarreia 24 (8%) 276 (92%)
Vomitos 21 (7%) 279 (93%)
Nauseas 18 (6%) 282 (94%)
Obnubilagao 16 (5,3%) 284 (94,7%)
Anorexia 13 (4,3%) 287 (95,7%)
Lesoes cutaneas 6 (2%) 294 (98%)
Hemorragias 6 (2%) 294 (98%)
Diarreia com sangue 5(1,7%) 19 (6,3%)
Dispneia 5(1,7%) 295 (98,3%)
Dores retro-oculares 4 (1,3%) 296 (98,7%)
Convulsdes 2 (0,7%) 298 (99,3%)
Diarreia com muco 1 (0,3%) 23 (7,7%)
Prurido 1 (0,3%) 299 (99,7%)
Alteracgao do gosto 0 (0%) 300 (100%)
Alteracdes visuais 0 (0%) 300 (100%)

Tabela 11: Sintomatologia registada nos doentes da amostra da provincia de

Benguela.

A clinica algica, nomeadamente as cefaleias (53%), as mialgias (45%), as artralgias

(43,3%) e as dores abdominais (38,3%) foi a mais referida seguida da clinica

respiratoria, nomeadamente a tosse (26,3%) e o corrimento nasal (16,3%).

As hemorragias reportadas foram: hemattria (n=4), epistaxis (n=1) e metrorragias

(n=1).
EXAME OBJECTIVO SIM NAO
n (%) n (%)
Palidez cutineo-mucosa 63 (21%) 237 (79%)
Hepatomegalia 21 (7%) 279 (93%)
Esplenomegalia 20 (6,7%) 280 (93,3%)
Ausculta¢io pulmonar anormal 12 (4%) 288 (96%)
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Exantema 6 (2%) 294 (98%)

Sufusio conjuntival 5(1,7%) 295 (98,3%
Coma 1 (0,3%) 299 (99,7%)
Auscultac¢io cardiaca anormal 1 (0,3%) 299 (99,7%)
Ictericia 0 (0%) 300 (100%)
Sinais meningeos 0 (0%) 300 (100%)
Adenomegalias 0 (0%) 300 (100%)
Edemas 0 (0%) 300 (100%)
Choque 0 (0%) 300 (100%)

Tabela 12: Alteracdes no exame objectivo registadas nos doentes da amostra da

provincia de Benguela.

As principais alteragdes do exame objectivo foram a palidez cutdneo-mucosa (21%) e a
hepatoesplenomegalia (7%). Real¢a-se que apenas em 68 casos existiam registos da
determinagdo laboratorial do valor da hemoglobina e que em 59 (86,8%) se constatou a

presenca de anemia, tendo sido utilizada a mesma defini¢do da fase 1.

Verificaram-se quatro casos de exantema maculopapular, sendo generalizado a todo o
tegumento cutaneo em trés casos e limitado aos membros inferiores num caso. Ocorreu

ainda um caso de exantema vesicular nos membros superiores e tronco.

As alteracdes auscultatorias foram maioritariamente (n=9) a presenca de ruidos
adventicios (roncos, sibilos e/ou fervores) seguido da diminui¢do do murmurio

vesicular (n=3) na auscultagdo pulmonar e a arritmia (n=1) na auscultagdo cardiaca.

Observou-se um caso de malaria cerebral apresentando-se em coma superficial com um

valor de 11 na escala de coma de Glasgow.

Os resultados dos TDR aplicados foram os seguintes:

> TDR positivo para maléaria: 110 (36,7%) casos, todos para Plasmodium

falciparum;

0 Confirmagdo por microscopia optica por técnicos locais em 75 casos;
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O Sem identificacdo por microscopia Optica em 6 casos, um dos quais
referiu maldria tratada no més anterior e os restantes negaram

antecedentes recentes de malaria e/ou toma de antipaludicos;
0 Auséncia de realizagdo de microscopia optica em 29 casos.
> TDR positivo para chikungunya: 55 (18,3%) casos;
> TDR positivo para dengue:
0 AgNSI+ (n=2;0,7%);
0 IgM+ (n=3; 1%);
o IgG+ (n=3; 1%);
o IgG+/IgM+ (n=2; 0,7%);
> Verificaram-se os seguintes casos com positividades concomitantes:
0 Chikungunya / maléria (n=28);
0 Dengue — IgM+ / malaria (n=3);
0 Chikungunya / dengue — IgG+ (n=2);

0 Dengue — Ag NS1+/ maléria (n=1).

A pesquisa de Plasmodium spp. por microscopia Optica foi realizada em 259 (86,3%)
casos por técnicos de laboratdrio a nivel local. Em 29,7% (n=77) dos casos avaliados o
resultado foi dado como positivo, tendo sido observadas unicamente formas de
Plasmodium falciparum. Destes, apenas em dois casos se verificou a negatividade do

TDR.

Relativamente aos resultados dos ensaios de biologia molecular realizados no Instituto

de Higiene e Medicina Tropical de Lisboa enfatiza-se os seguintes aspectos:

> Foram submetidos a ensaios de biologia molecular 57 soros, 10 para dengue e

47 para chikungunya;

72



Resultados

> A detecgdo de genomas virais foi levada a cabo por RT-PCR de acordo com o

que foi previamente descrito por Harris et al. (1988) e Lanciotti et al. (1992)

[destinada a detecdo dos 4 principais serdtipos do virus dengue], ou usando

primers que t€ém como alvo a sequéncia de encapsidacdao do virus chikungunya

(como descrito por Pimenta, 2013);

> O tamanho do tUnico amplicdo (produto de amplificacdo) obtido de forma

especifica foi compativel com a presenga de virus chikungunya numa das

amostras.

0 Esta observacdo foi confirmada quer mediante a utilizacdo de um

protocolo adicional de nested RT-PCR usando primers especificos para a
regido UTR-3" do genoma deste virus (Parreira R, 2017, email, 19 Abril,
ricardo@ihmt.unl.pt) quer por sequencia¢do do produto de amplificacio
obtido. Este foi purificado e directamente sequenciado, tendo a andlise
da sequéncia obtida sido utilizada para pesquisar sequéncias homologas
em bases de dados de acesso publico (GenBank/EMBL/DDBJ) usando a
ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, opg¢ao
MegaBlast). A pesquisa efectuada revelou que a sequéncia obtida
apresentava elevada semelhanca com multiplas sequéncias do virus
chikungunya, sendo que a maior identidade (95%) foi revelada quando
comparada com a sequéncia da estirpe CHIKV/Homo

sapiens/CMR/667/2006, com origem nos Camardes.

Esta amostra foi recolhida de um doente do sexo feminino, de 16 anos de
idade, gravida no 2° trimestre de gestacdo, camponesa e residente no
Chongoroi. A data de entrada no estudo referiu febre com uma duragio
de 14 dias acompanhada de mioartralgias e cefaleias. Ao exame
objectivo apresentou uma temperatura axilar de 37,7 °C e palidez
cutdneo-mucosa. Laboratorialmente destacou-se a presenca de anemia
(hemoglobina: 8,2 g/dl) e para além de um TDR positivo para
chikungunya, teve igualmente um TDR positivo para malaria
(Plasmodium falciparum). Nao foi efectuada pesquisa de Plasmodium

spp. por microscopia Optica. Residia numa habitagdo tipo pau-a-pique,
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nao tinha rede mosquiteira e armazenava agua no domicilio que provinha
do rio. Negou antecedentes de malaria e de febre nos ultimos 3 meses,
bem como histéria de viagens nos ultimos 90 dias. Apds avaliagao do

estudo ficou internada.

Em termos de evolugdo clinica constatou-se que apds a inclusdo do estudo ocorreu
nesse mesmo dia o 6bito de um doente com maléaria grave, o internamento em 17

(5,7%) casos e os restantes tiveram alta para o domicilio.
Os diagnoésticos mais frequentes registados pela equipa clinica local foram os seguintes:
e Sindroma gripal (n=84; 28%);
e Malaria (n=80; 26,7%);
e Malaria + chikungunya (n=27; 9%);
e Chikungunya (n=25; 8,3%);
= Doenga respiratoria aguda (n=25; 8,3%);
» Parasitose intestinal (n=16; 5,3%);
« Diarreia bacteriana aguda (n=10; 3,3%);

e Qutros (n=33; 11%);

3.2.2. Caracterizacio da amostra subdividida geograficamente entre o

litoral e o interior da provincia

Um terco da amostra foi incluida numa regido litoral e urbana (Hospital Municipal da
Catumbela) e dois tercos numa regido interior e rural (Hospital Municipal do Chongoroi
e Centro de Saude do Senje) da provincia de Benguela. Assim sendo, a andlise de
algumas varidveis sera efectuada com o intuito de se avaliar eventuais assimetrias

regionais.

O predominio do sexo feminino foi relativamente semelhante entre as duas regides,

assim como a frequéncia das mulheres gravidas (figuras 29 e 30).
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Figura 29: Distribui¢do por género das subamostras correspondentes ao interior e ao

litoral da provincia de Benguela.
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Figura 30: Distribuicdo do estado da gravidez dos elementos do sexo feminino na

provincia de Benguela segundo a localiza¢do geografica (interior/litoral).
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A idade média dos doentes incluidos na regido litoral foi superior a dos doentes

incluidos na regido interior (21 anos versus 18 anos) [figuras 31 e 32].
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Figura 31: Distribuicdo etaria da subamostra do interior da provincia de Benguela.
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Figura 32: Distribui¢do etaria da subamostra do litoral da provincia de Benguela.
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Relativamente as condigOes habitacionais ¢ de actividades no ambiente doméstico e

peridoméstico, destacam-se as seguintes particularidades:

* A habitacdo pau-a-pique foi a mais frequente na regido interior e a de alvenaria

com blocos cerdmicos e/ou blocos de cimento na regido litoral (figura 33).
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Figura 33: Distribuicdo do tipo de habitagdo na provincia de Benguela segundo a

localizacdo geografica (interior/litoral).

* A maioria das habitagdes possuia um ntimero de divisdes igual ou inferior a 3

em ambas as regides (figura 34).
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Figura 34: Distribuicdo do niimero de divisdes da habitagdo na provincia de Benguela

segundo a localizacdo geogréfica (interior/litoral).

*  Os agregados familiares eram constituidos em média por seis elementos em

ambas as regides (figura 35).
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Figura 35: Distribuicdo do nimero de elementos por agregado familiar na provincia de

Benguela segundo a localizagao geografica (interior/litoral).

A percentagem de habitacdes com latrina e/ou casa de banho foi de 84% (n=84)

na regido litoral e 28% (n=56) na regido interior.

Existia canalizacdo de agua em 59% (n=59) das habitacdes do litoral e em

20,5% (n=41) das habitagdes da regido interior.

A origem da 4gua utilizada nos domicilios estd esquematizada no figura

seguinte:
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Figura 36: Origem da dgua utilizada nas habitagdes na provincia de Benguela segundo

a distribuicdo geografica (interior/litoral).

O armazenamento de agua no interior das habitagdes foi referido por 81%

(n=162) dos doentes da regido interior e por 40% (n=40) dos doentes da regido

litoral.
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A posse de redes mosquiteiras no domicilio foi mencionada em 26% (n=52) dos

doentes da regido interior e em 39% (n=39) dos doentes da regido litoral.

A utiliza¢ao de redes mosquiteiras na noite anterior a admissao no estudo foi

referida por 16,5% (n=33) dos doentes da regido interior e por 30% (n=30) dos

doentes da regido litoral.

O contacto com animais domésticos de companhia e/ou de producdo de

alimentos ou de transporte foi reportado na maioria (68%; n=136) dos doentes

da regido interior e por 47% (n=47) dos doentes da regido litoral.

As actividades recreativas em rios foram reportadas em 65,5% (n=131) dos

doentes da regido interior e apenas em 1% (n=1) dos doentes da regido litoral.

A ocorréncia de viagens foi referida por 4% (n=4) dos doentes incluidos na regido
litoral, todos com viagens interprovinciais. Na regido interior treze (6,5%) doentes
mencionaram viagens, nove dos quais dentro da provincia de Benguela e quatro para a

provincia da Huila.
Na regido interior:

* 9 (4,5%) doentes encontravam-se medicados com antibidticos e ou

antiparasitarios, 7 dos quais sob arteméter/lumefantrina;
* 10 (5%) mencionaram antecedentes de malaria nos ultimos trés meses;

* 12 (6%) referiram pelo menos um episodio de febre no mesmo periodo

temporal.
Na regido litoral:

e 2 (2%) doentes estavam medicados com antibidticos e ou antiparasitarios,

ambos sob arteméter/lumefantrina;

e 7 (7%) doentes referiram terem tido um diagndstico de malaria nos tltimos trés

meses;

* 8 (8%) doentes mencionaram a ocorréncia de pelo menos um episddio de febre

no mesmo periodo temporal.
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A percentagem de doentes com temperatura axilar igual ou superior a 37,5 °C foi de

32% (n=64) na regido interior e de 15% (n=15) na regido litoral (figuras 37 e 38).
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Figura 37: Temperatura corporal (°C) avaliada no momento de inclusdo no estudo da

subamostra do interior da provincia de Benguela.
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Figura 38: Temperatura corporal (°C) avaliada no momento de inclusdo no estudo da

subamostra do litoral da provincia de Benguela.
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A febre foi reportada com uma evoluc¢ao média de 4,1 dias na regido litoral e de 4,7 dias

na regido interior (figuras 39 e 40).
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Figura 39: Distribuicao segundo o inicio da febre (em dias) da subamostra do litoral da

provincia de Benguela.
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Figura 40: Distribui¢do segundo o inicio da febre (em dias) da subamostra do interior

da provincia de Benguela.
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A sintomatologia e os achados ao exame objectivo encontram-se descritos nas tabelas

subjacentes (tabelas 13 e 14).

SINTOMATOLOGIA Interior (n=200) Litoral (n=100) p
n (%)

Mialgias 80 (40%) 55 (55%) 0.019
Artralgias 75 (37,5%) 55 (55%) 0.005
Cefaleias 112 (56%) 47 (47%) 0.177
Dores retro-oculares 2 (1%) 2 (2%) 0.603
Dores abdominais 83 (41,5%) 32 (32%) 0.131
Astenia 32 (16%) 10 (10%) 0.216
Anorexia 10 (5%) 3 (3%) 0.555
Alteracio do gosto 0 (0%) 00%) | -
Nauseas 13 (6,5%) 5(5%) 0.789
Vomitos 15 (7,5%) 6 (6%) 0.811
Diarreia 16 (8%) 8 (8%) >0.999
Corrimento nasal 36 (18%) 13 (13%) 0.322
Dispneia 3 (1,5%) 2 (2%) >0.999
Tosse 55 (27,5%) 24 (24%) 0.579
Alteracées visuais 0 (0%) 000%) | -
Lesdes cutineas 4 (2%) 2 (2%) >0.999
Prurido 1 (0,5%) 0 (0%) >0.999
Obnubilagao 13 (6,5%) 3 (3%) 0.279
Convulsoes 0 (0%) 2 (2%) 0.11
Hemorragias 5(2.5%) 1 (1%) 0.667

Tabela 13: Sintomatologia registada nos doentes incluidos na provincia de Benguela

segundo a distribui¢do geografica.
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EXAME OBJECTIVO Interior (n=200) | Litoral (n=100) p
n (%)
Palidez cutineo-mucosa 55 (27,5%) 8 (8%) <0.001
Ictericia 0 (0%) 0(0%) | --——--
Sufusao conjuntival 5(12,5% 0 (0%) 0.173
Exantema 4 (2%) 2 (2%) >0.999
Coma 0 (0%) 1(1%) | ----
Sinais meningeos 0 (0%) 0(0%) | --——-
Auscultacio cardiaca anormal 1 (0,5%) 00%) | -
Ausculta¢do pulmonar anormal 7 (3,5%) 5(5%) 0.757
Hepatomegalia 16 (8%) 5(5%) 0.472
Esplenomegalia 15 (7,5%) 5 (5%) 0.472
Adenomegalias 0 (0%) 0(0%) | ---—--
Edemas 0 (0%) 0(0%) | -
Choque 0 (0%) 0(0%) | -

Tabela 14: Alteragdes no exame objectivo registadas nos doentes incluidos na

provincia de Benguela segundo a distribuigdo geografica.

Os resultados dos TDR aplicados foram os seguintes:
> TDR positivo para maléria: 110 casos, todos para Plasmodium falciparum, 70
(35%) na regido interior e 40 (40%) na regiao litoral;
0 Confirmagao por microscopia optica por técnicos locais em 75 casos (45

na regido interior e 30 na regido litoral);

0 Sem identificagdo por microscopia Optica em 6 casos (4 na regido
interior e 2 na regido litoral, sendo que um destes ultimos referiu malaria
tratada no més anterior e¢ todos os restantes negaram antecedentes

recentes de maldria e/ou toma de antipaludicos;

O Auséncia de realizagdo de microscopia Optica em 29 casos (21 na regido

interior e 8 na regido litoral).
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> TDR para chikungunya (Chik):
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Figura 41: Resultado do TDR para chikungunya dos doentes incluidos na provincia de

Benguela segundo a distribui¢cdo geografica.

> TDR para dengue:

Regido interior Regiao litoral Total
TDR Dengue Negativo 195 95 290
IgG+ 2 1 3
IgG+/1gM+ 0 2 2
IgM+ 1 2 3
Ag NS1+ 2 0 2
Total 200 100 300

Tabela 15: Resultado do TDR para dengue dos doentes incluidos na provincia de

Benguela segundo a distribuicao geografica.
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> Verificaram-se os seguintes casos com positividade concomitante nos diferentes

TDR aplicados:
0 Chikungunya / maléria (n=28):
10 na regido litoral e 18 na regido interior;
0 Dengue — [gM+ / malaria (n=3):
2 na regiao litoral e 1 na regido interior;
0 Chikungunya / dengue — IgG+ (n=2):
1 em cada regido;
0 Dengue — Ag NS1+ / malaria (n=1):

1 na regido interior.

Em termos de evolugdo clinica constatou-se que apods a inclusdo do estudo ocorreu
nesse mesmo dia o 6bito de um doente com malaria grave no Hospital Municipal do
Chongoroi. Verificou-se o internamento em 17 (5,7%) casos [13 (6,5%) na regido

interior e 4 (4%) na regido litoral] e os restantes tiveram alta para o domicilio.

3.2.3. Caracteriza¢do da subamostra com TDR positivo para malaria

Na tabela seguinte apresentam-se somente as caracteristicas cuja associagdo com TDR
maldria foi estatisticamente significativa (p<0.05). Para cada uma delas, as modalidades
(Nao/Sim, Negativa/Positiva) que correspondem a proporgdes significativamente
diferentes nas duas subamostras (TDR malaria negativo/TDR malaria positivo) estdo
assinaladas a negrito. A tabela com caracteriza¢do da maioria das variaveis encontra-se

no Anexo n° 2 (tabela C).
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Negativo Positivo
(n =190) (n=110)
Sexo 0.05
Masculino 66 (34.7%) 51(46.4%)
Feminino 124(65.3%) 59(53.6%)
Idade 21.135 15222 0.039
(= 18.351) (+16.174)
Tipo de habitacao 0.003
Alvenaria 60 (31.6%) 17 (15.5%)
Adobe 66 (34.7%) 38 (34.5%)
Pau a pique + Chapa 64 (33.7%) 55(50.0%)
com capim
Numero de divisoes 2.82 2.35 0.001
(*1.679) (£1.634)
Casa de banho / Latrina 0.001
Sim 103(54.2%) 37 (33.6%)
Nao 87 (45.8%) 73(66.4%)
Agua armazenada casa 0.015
Nao 72 (37.9%) 26 (23.6%)
Sim 118(62.1%) 84(76.4%)
Agua canalizada 0.016
Sim 73 (38.4%) 27 (24.5%)
Nao 117(61.6%) 83(75.5%)
Rede de esgoto 0.010
Sim 69 (36.3%) 24 (21.8%)
Nao 121(63.7%) 86(78.2%)
Luz geral / gerador 0.006
Sim 83 (43.7%) 30 (27.3%)
Nao 107 (56.3%) 80 (72.7%)
Actividades recreativas rio 0.006
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Nao 118 (62.1%) 50 (45.5%)
Sim 72 (37.9%) 60 (54.5%)
Mosquiteiro ultima noite 0.019
Nio 142(74.7%) 95(86.4%)
Sim 48 (25.3%) 15 (13.6%)
Temperatura a admissao 36.533 37.02 <0.001
(+0.817) (+1.184)
Palidez cutineo-mucosa 0.005
Nio 160(84.2%) 77 (70%)
Sim 30 (15.8%) 33 (30%)
Mialgias 0.002
Nio 91 (47.9%) 74(67.3%)
Sim 99 (52.1%) 36 (32.7%)
Artralgias 0.005
Nio 96 (50.5%) 74(67.3%)
Sim 94 (49.5%) 36 (32.7%)
Cefaleias 0.005
Nio 103(54.2%) 38 (34.5%)
Sim 87 (45.8%) 72(65.5%)
Dores abdominais 0.002
Nio 130(68.4%) 55 (50%)
Sim 60 (31.6%) 55 (50%)
Corrimento nasal 0.005
Nio 150(78.9%) 101(91.8%)
Sim 40 (21.1%) 9 (8.2%)
Dispneia 0.006
Niao 190 (100%) 105(95.5%)
Sim 0 (0%) 5 (4.5%)
Tosse 0.009
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Nio 130(68.4%) 91 (82.7%)
Sim 60 (31.6%) 19 (17.3%)

Obnubilacao 0,034
Niao 184(96.8%) 100(90.9%)
Sim 6 (3.2%) 10 (9.1%)

Hepatomegalia 0.001
Niao 184(96.8%) 95 (86.4%)
Sim 6 (3.2%) 15 (13.6%)

Esplenomegalia 0.002
Nio 184(96.8%) 96 (87.3%)
Sim 6 (3.2%) 14 (12.7%)

Microscopia optica <0.001

Negativa 176 (98.9%) 6 (7.4%)
Positiva 2 (1.1%) 75 (92.6%)

TDR Chikungunya 0.020
Negativo 163 (85.8%) 82 (74.5%)
Positivo 27 (14.2%) 28 (25.5%)

Alta 0.002
Sim 185 (97.4%) 97 (88.2%)
Nio 5(2.6%) 13 (11.8%)

Tabela 16: Varidveis cuja associacilo com TDR maldria foi estatisticamente

significativa na amostra da provincia de Benguela.

Para as varidveis que se revelaram associadas com TDR maléria foi realizada uma

analise de regressao logistica univariada com ajustamento de Firth a fim de quantificar a

intensidade dessa associacao (tabela 17).

Variaveis p OR 95% IC
Sexo

Masculino / Feminino 0.047 1.624 1.006 —2.622
Temperatura a admissao <0.001 1.633 1.282 - 2.08
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Palidez cutaneo-mucosa

SIM / NAO 0.004 2.286 1.3-4.018
Mialgias
SIM / NAO 0.001 0.447 0.274 —-0.73
Artralgias
SIM/NAO | 0.005 0.497 0.305 - 0.81
Cefaleias
SIM/NAO | 0.001 2.243 1.38 —3.646
Dores abdominais
SIM/NAO | 0.002 2.167 1.337 -3.512
Astenia
SIM / NAO 0.056 1.899 0.984 — 3.663
Diarreia com sangue
SIM / NAO 0.061 8 0.911 —70.275
Corrimento nasal
SIM / NAO 0.005 0.334 0.155-0.719
Dispneia
SIM / NAO 0.002 19.863 0.826 —477.782
Tosse
SIM/NAO | 0.007 0.452 0.253 — 0.809
Obnubilacao
SIM/NAO | 0.035 3.067 1.083 — 8.685
Hepatomegalia
SIM / NAO 0.002 4.842 1.82 —12.884
Esplenomegalia
SIM / NAO 0.003 4.472 1.666 — 12.008
Mosquiteiro na ultima noite
NAO /SIM 0.019 2.141 1.134 —4.041
Tipo de habitacao 0.003
Alvenaria / Pau a pique 0.001 0.33 0.172 - 0.633
Adobe / Pau a pique 0.144 0.67 0.391 - 1.147
Numero de divisdes
0.023 0.835 0.715-0.976
Casa de banho / Latrina
NAO /SIM 0.001 2.336 1.434 — 3.804
Agua armazenada casa
SIM / NAO 0.012 0.507 0.299 — 0.861
Agua canalizada
NAO /SIM 0.015 1.918 1.136 — 3.237
Rede de esgoto
NAO / SIM 0.01 2.043 1.19 - 3.508
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Luz geral / Gerador
NAO / SIM 0.005 2.069 1.244 —3.438

Ar condicionado
NAO /SIM 0.011 10.291 0.495 —213.985

Actividades recreativas no rio

SIM / NAO 0.005 1.967 1.222 —-3.166
TDR Chikungunya
Positivo / Negativo 0.017 2.061 1.141 —3.724
Alta
NAO /SIM 0.003 4.959 1.718 — 14.317
Internamento
SIM / NAO 0.006 4.531 1.552 —13.23

Tabela 17: Resultados da analise de regressdo logistica univariada para as variaveis
cuja associacdo com TDR malaria foi estatisticamente significativa na amostra da

provincia de Benguela.

3.2.4. Caracterizacao da subamostra com TDR positivo para chikungunya

Na tabela seguinte apresentam-se somente as caracteristicas cuja associagdo com TDR
chikungunya foi estatisticamente significativa (p<0.05). Para cada uma delas, as
modalidades (Ndo/Sim, Negativa/Positiva) que correspondem a proporgdes
significativamente diferentes nas duas subamostras (TDR chikungunya negativo/TDR

chikungunya positivo) estdo assinaladas a negrito. A tabela com caracterizagdo da

maioria das variaveis encontra-se no Anexo n° 2 (tabela D).

Negativo Positivo
(n = 245) (n =55)
Idade 16.777 28.72 <0.001
(+17.026) (£17.979)
Escolaridade 0.002
Analfabeto 41 (27.3%) 19 (37.3%)
Primaria 90 (60.0%) 17 (33.3%)
Secundaria / Superior 19 (12.7%) 15 (29.4%)
Duracio da febre (dias) 4.33 5.11 0.006
(£4.041) (x4.315)

91



Resultados

Mialgias <0.001
Nao 151 (61.6%) 14 (25.5%)
Sim 94 (38.4%) 41 (74.5%)

Artralgias <0.001
Nao 157 (64.1%) 13 (23.6%)
Sim 88 (35.9%) 42 (76.4%)

Dores abdominais 0.014
Nao 143 (58.4%) 42 (76.4%)
Sim 102 (41.6%) 13 (23.6%)

Corrimento nasal 0.008
Nao 198 (80.8%) 53 (96.4%)
Sim 47 (19.2%) 2 (3.6%)

Tosse 0.017
Niao 173 (70.6%) 48 (87.3%)
Sim 72 (29.4%) 7 (12.7%)

TDR Malaria 0.020

Negativo 163 (66.5%) 27 (49.1%)
Positivo 82 (33.5%) 28 (50.9%)

Tabela 18: Variaveis cuja associagdo com TDR chikungunya foi estatisticamente

significativa na amostra da provincia de Benguela.

Para as varidveis que se revelaram associadas com TDR chikungunya foi realizada uma
analise de regressao logistica univariada com ajustamento de Firth a fim de quantificar a

intensidade dessa associagao (tabela 19).

Variaveis p OR 95% IC
Idade <0.001 | 1.035 1.019 -1.051
Escolaridade 0.003

Primaria / Analfabeto 0.019 0.408 0.192 - 0.864
Secundaria + Superior / Analfabeto 0.229 1.704 0.715-4.06

Mialgias

SIM/NAO | <0.001 | 4.704 2.434 -9.094
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Artralgias

SIM/NAO | <0.001 | 5.764 2.936-11.316
Dores abdominais

SIM / NAO 0.015 0.434 0.222 -0.85
Corrimento nasal

SIM/NAO | 0.013 | 0.159 0.037 —0.676
Tosse

SIM/NAO | 0.014 0.35 0.151-0.811

Tabela 19: Resultados da andlise de regressdo logistica univariada para as variaveis
cuja associagdo com TDR chikungunya foi estatisticamente significativa na amostra da

provincia de Benguela.

3.2.5. Caracterizacio da subamostra com TDR positivo para dengue

Seguidamente e apresentam-se somente as caracteristicas cuja associagdo com TDR
dengue foi estatisticamente significativa (p<0.05). Para cada uma delas, as modalidades
(Nao/Sim, Negativa/Positiva) que correspondem a propor¢des significativamente

diferentes nas duas subamostras (TDR dengue negativo/TDR dengue positivo) estdo

assinaladas a negrito. A tabela com caracterizagdo da maioria das variaveis encontra-se

no Anexo n° 2 (tabela E).

Negativo Positivo
(n=290) (n=10)
Idade 18.476 33.200 0.023
(+17.472) (+21.806)
Escolaridade 0.026
Analfabeto 55 (28.6%) 5(55.6%)
Primaria 106 (55.2%) 1 (11.1%)
Secundaria / Superior 31 (16.1%) 3 (33.3%)
Mialgias 0.047
Nio 163 (56.2%) 2 (20.0%)
Sim 127 (43.8%) 8 (80.0%)
Artralgias 0.003
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Nio 169 (58.3%) 1 (10.0%)
Sim 121 (41.7%) 9 (90.0%)
Astenia 0.037
Nio 252 (86.9%) 6 (60.0%)
Sim 38 (13.1%) 4 (40.0%)

Tabela 20: Variaveis cuja associagdo com TDR dengue foi estatisticamente

significativa na amostra da provincia de Benguela.

Para as varidveis que se revelaram associadas com TDR dengue foi realizada uma
analise de regressdo logistica univariada com ajustamento de Firth a fim de quantificar a

intensidade dessa associacao (tabela 21).

Variaveis p OR 95% IC
Idade 0.015 1.038 1.007 - 1.07
Escolaridade 0.101

Primaria / Analfabeto | 0.041 | 0.104 0.012-0.910
Secundaria+Superior / Analfabeto | 0.935 | 1.065 0.238 —4.759

Viagens

SIM / NAO 0.068 | 4.583 0.894 —23.494
Mialgias

SIM/NAO | 0.041 | 5.134 1.072 — 24.597
Artralgias

SIM/NAO | 0.017 | 12.57 1.572 —100.53
Astenia

SIM/NAO | 0.026 | 4.421 1.193 - 16.39

Tabela 21: Resultados da analise de regressdo logistica univariada para as variaveis
cuja associacdo com TDR dengue foi estatisticamente significativa na amostra da

provincia de Benguela.
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3.2.6. Caracterizacao das subamostras com provaveis co-infeccoes

+ Caracterizagdo da subamostra com TDR positivo para chikungunya ¢ com TDR

positivo para malaria

Esta subamostra incluiu 28 elementos, 16 (57,1%) do sexo feminino e 12 (42,9%) do
sexo masculino. A idade média foi de 20,6 (£16,0) anos, com valores extremos de 5 e
de 61 anos. A maioria (64,3%; n=18) foi incluida na regido interior da provincia de

Benguela.

O tipo de habita¢do mais frequente foi a de pau-a-pique (n=16; 57,1%), seguido da de
abobe (n=8; 28,6%) e da de alvenaria (n=4; 14,3%). A maioria (n=22; 78,6%)
mencionou armazenamento de agua no interior do domicilio e apenas 5 (17,9%)

reportaram terem dormido na ultima noite debaixo de uma rede mosquiteira.
Nenhum doente reportou historia de viagens.

A duracdo média da febre foi de 6 dias e 7 (25%) doentes apresentavam uma

temperatura axilar igual ou superior a 37,5 °C aquando da entrada no estudo.

A sintomatologia e os achados ao exame objectivo encontram-se descritos nas tabelas

subjacentes (tabelas 22 e 23).

SINTOMATOLOGIA Interior (n=18) Litoral (n=10) Total (n=28)
n n n (%)

Cefaleias 15 5 20 (71,4%)
Artralgias 8 8 16 (57,1%)
Mialgias 7 8 15 (53,6%)
Dores abdominais 8 2 10 (35,7%)
Vomitos 3 1 4 (14,3%)
Tosse 4 0 4 (14,3%)
Nauseas 3 0 3 (10,7%)
Astenia 2 0 2(7,1%)

Anorexia 2 0 2(7,1%
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Obnubilagao 1 1 2 (7,1%)
Dispneia 1 0 1 (3,6%)
Convulsoes 0 1 1 (3,6%)
Hemorragias 1 0 1 (3,6%)
Dores retro-oculares 0 0 0 (0%)
Alteracio do gosto 0 0 0 (0%)
Diarreia 0 0 0 (0%)
Corrimento nasal 0 0 0 (0%)
Alteracoes visuais 0 0 0 (0%)
Lesoes cutaneas 0 0 0 (0%)
Prurido 0 0 0 (0%)

Tabela 22: Sintomatologia registada nos doentes com TDR positivo para maléria e

TDR positivo para chikungunya da provincia de Benguela segundo a distribuicdo

geografica.
EXAME OBJECTIVO Interior (n=18) | Litoral (n=10) | Total (n=28)
n n n (%)
Hepatomegalia 5 0 5 (17,9%)
Palidez cutaneo-mucosa 4 0 4 (14,3%)
Esplenomegalia 4 0 4 (14,3%)
Ausculta¢do pulmonar anormal 3 0 3 (10,7%)
Sufusao conjuntival 1 0 1 (3,6%)
Ictericia 0 0 0 (0%)
Exantema 0 0 0 (0%)
Coma 0 0 0 (0%)
Sinais meningeos 0 0 0 (0%)
Auscultacio cardiaca anormal 0 0 0 (0%)
Adenomegalias 0 0 0 (0%)
Edemas 0 0 0 (0%)
Choque 0 0 0 (0%)
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Tabela 23: Alteragdes no exame objectivo registadas nos doentes com TDR positivo
para malaria e TDR positivo para chikungunya da provincia de Benguela segundo a

distribuigdo geografica.

A pesquisa de Plasmodium spp. por microscopia Optica ndo foi executada em 10
(35,7%) doentes e foi negativa em dois (7,1%), destacando-se que nos restantes (57,1%;

n=16) foi positiva.

Encontravam-se medicados com antipaludicos (arteméter/lumefantrina) quatro (14,3%)
doentes, trés dos quais tiveram uma pesquisa de Plasmodium spp. positiva na

microscopia optica.

Trés doentes ficaram internados e os restantes tiveram alta para o domicilio.

Verificaram-se ainda como provaveis co-infecgdes:

% 4 casos de malaria ¢ dengue:

0 3 doentes com IgM detectavel no TDR para dengue e com TDR positivo

para malaria;

0 1 doente com Ag NS1+ no TDR para dengue ¢ com TDR positivo para

malaria.

A caracterizacao destes casos encontra-se sumarizada nas tabelas F e G do Anexo n° 2.

3.3. Caracterizacio resumida de ambas as provincias

As tabelas seguintes resumem o numero de TDR que foram positivos para cada
patologia estudada incluindo co-infecgdes provaveis e apresentam algumas

caracteristicas clinicas da amostra global (fase 1 e fase 2).
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Provincia do Provincia de

Huambo (n=242) Benguela (n=300)

Malaria 5(2,1%) 110 (36,7%) 115

(21,2%)
Chikungunya 4 (1,7%) 55 (18,3%) 59

(10,9%)
Dengue 2 (0,8%) 10 (3,3%) 12 (2,2%)
Malaria + Chikungunya 0 (0%) 28 (9,3%) 28 (5,2%)
Malaria + Dengue (Ag 0 (0%) 4 (1,3%) 4 (0,7%)
NS1+/IgM+)
Chikungunya + Dengue 1 (0,4%) 0 (0%) 1(0,2%)

(Ag NS1+/IgM+)

Tabela 24: Distribui¢ao do numero de TDR positivos segundo a entidade nosolodgica e

provincia estudada.

Maliria  Chikungunya
Malaria Chikungunya Dengue Chikungunya - + Dengue (Ag
+ Maldria  D¢"8U€  NSI+/IgM+)
(Ag
NS1+ /

Temperatura 43 17 5

B R (374%)  (288%)  (4LT%)  (25%)  (25%)
superior a 37,5

°C a admissao

Mialgias 40 45 9 15 3 0
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Artralgias

Cefaleias

Dores

abdominais

Dispneia Tosse

Obnubilagao

Convulsoes

Hemorragias

Exantema

Hepatomegalia

Esplenomegalia

(34,8%)
77
(67%)
73
(63,5%)
57
(49,6%)
5
(4,3%)
22
(19,1%)
10
(8,7%)
2
(1,7%)
2
(1,7%)
1
(0,9%)
15
(13%)
14

(12,1%)

(76,3%)
44
(74,6%)
36
(61%)
15
(25,4%)
1
(1,7%)
9
(15,3%)
3
(5,1%)
1
(1,7%)
1
(1,7%)
0
(0%)
5
(8,5%)
4

(6,8%)

(75%)
11
(91,7%)
8
(66,7%)
4
(33,3%)
0
(0%)
2
(16,7%)
1
(8,3%)
0
(0%)

1
(8,3%)
0
(0%)

1
(8,3%)
1

(8,3%)

(53,6%)
16
(57,1%)
20
(71,4%)
10
(35,7%)
1
(3,6%)
4
(14,3%)
2
(7,1%)
1
(3,6%)
1
(3,6%)
0
(0%)
5
(17,9%)
4

(14,3%)

(75%)
3
(75%)
3
(75%)
1
(25%)
0
(0%)
0
(0%)
1
(25%)
0
(0%)
0
(0%)
0
(0%)
1
(25%)
1

(25%)

(0%)
1
(100%)
0
(0%)
1
(100%)
0
(0%)
0
(0%)
0
(0%)
0
(0%)
0
(0%)
0
(0%)
0
(0%)
0

(0%)

Tabela 25: Caracterizagdo clinica sumaria de acordo com o total dos TDR positivos

para cada entidade nosologica.
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4. DISCUSSAO E CONCLUSOES
4.1. Circulacio de dengue e chikungunya em territorio angolano

Assinalando-se as devidas ressalvas decorrentes do estudo ter sido realizado em meses,
anos e provincias distintas, o que obviamente limita qualquer ilagdo comparativa, os
resultados encontrados parecem apontar para uma manutencdo da circulacdo de
arbovirus em territorio angolano, em particular chikungunya e dengue que foram os
virus pesquisados. Actualmente, no ano de 2017, esta afirmagdo soa certamente a uma
verdade de “La Palice” face as epidemias de dengue e de febre amarela que atingiram
Angola nos anos de 2013/2014 e de 2015/2016 respectivamente. Contudo, ndo deve ser
negligenciado o facto da primeira fase deste estudo, efectuada em 2012, ter sido
pioneira na investigacdo recente das arboviroses em Angola, uma vez que os estudos
serologicos prévios baseados em rastreios comunitarios e/ou realizados em periodo

epidémico de febre amarela datam do periodo colonial.

Pela primeira vez, este estudo permitiu que os TDR para chikungunya e para dengue
fossem aplicados em larga escala em territério angolano na avaliacdo de doentes com
clinica suspeita de malaria. Este facto deve ser enfatizado pois contribuiu para que o
Departamento Nacional de Controlo de Doencas da Direc¢do Nacional de Satude publica
do Ministério da Satde da Republica de Angola respondesse atempadamente as
solicitacdes diagnosticas aquando do surgimento na provincia de Luanda dos primeiros
casos da epidemia de dengue em 2013 (F. Fortes , 2015, comunicacdo pessoal, 18
Maio). Durante esta epidemia foram reportados, ao Ministério da Saude, 811 TDR

positivos (Ag NS1+ e/ou I[gM+) para dengue (Sharp et al., 2015).

A pesquisa seroldgica de arboviroses conduzida em 1960 em diferentes provincias
angolanas revelou uma seroprevaléncia de 1,6% (8/492) para chikungunya (Kokernot et
al., 1965). Em periodo epidémico de febre amarela, no ano de 1971, a prevaléncia de
chikungunya foi de 13,75% (81/589) na provincia de Luanda (Filipe e Pinto, 1973). Em
2012, a primeira fase deste estudo revelou uma seroprevaléncia de 1,7% (4/242).
Salvaguardando-se o facto da ndo homogeneidade das técnicas serologicas nos estudos
mencionados previamente ¢ legitimo afirmar que a circulacdo do virus chikungunya se
mantém em territorio angolano. Este caracter de endemicidade foi corroborado durante

a realizagcdo da segunda fase deste trabalho, em 2015, onde a seroprevaléncia foi de
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18,3%, tendo sido inclusivamente possivel realizar tipagem molecular de um genoma

viral.

No periodo compreendido entre as duas fases deste estudo (2012 a 2015) deve ser
destacado que em Janeiro de 2014 foi diagnosticado em Portugal um caso de infeccao
concomitante por dengue (serotipo-4) e por chikungunya pertencente a linhagem da
Africa Central, Oriental e Sul e que foi importado de Luanda (Parreira et al., 2014). Esta
linhagem foi introduzida em Junho de 2014, no Brasil (Feira de Santana, Baia) e
rapidamente se verificou uma marcada transmissdo autdctone com o aparecimento de
milhares de casos. Foi geneticamente considerada muito semelhante a estirpe circulante
em Angola no ano de 1962 (Nunes et al., 2015; Rodrigues Faria et al., 2016). Acresce-
se ainda que em Angola, apds a epidemia de dengue, foram notificados 127 casos de
chikungunya em 2014 e 34 casos em 2015 (Centro Nacional de Processamento de Dados

Epidemiologicos, 2015).

A primeira fase deste estudo identificou ainda 2 doentes com Ag NS1+ fazendo com
que a seroprevaléncia de dengue na regido estudada fosse de 0,8%. Um dos casos
também tinha um TDR positivo para chikungunya. Apesar de muito baixa, esta
seroprevaléncia evidencia uma possivel circulagdo deste virus na provincia do Huambo
em 2012. De igual forma devemos ter em mente a existéncia de casos esporadicos de
dengue importado de Angola nas Ultimas quatro décadas. No entanto, a epidemia
ocorrida na provincia de Luanda em 2013/2014 veio alterar o padrao epidemiologico
desta arbovirose em territério angolano uma vez que, pela primeira vez, se evidenciou a
transmissdo autdctone em larga escala. Foram notificados 1214 casos, sendo que 98%
residiam em Luanda (Sharp et al., 2015). O serotipo-1 foi identificado como o
responsavel por esta epidemia e a estirpe isolada foi correspondente com a que circula
na Africa Central e Ocidental aproximadamente hi quatro décadas (Sharp et al., 2015).
Contudo, em Portugal foram diagnosticados casos importados de Luanda durante o ano
de 2013 com evidéncia de infec¢des maioritariamente por dengue serotipo-1, embora os
outros serotipos (2, 3 e 4) tivessem sido igualmente identificados (Abreu et al., 2016;

Parreira et al., 2014). Em Africa, a primeira documentagio de circulagio simultdnea de
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3 serotipos diferentes (1, 2 e 3) do virus dengue ocorreu no Gabao no periodo de 2007 a

2010 (Caron et al., 2013).

Salienta-se ainda que quatro instituigdes de saude portuguesas diagnosticaram 146 casos
importados de Luanda no periodo de 1 de Margo a 12 de Julho de 2013 (Parreira et al.,

2014). Outros paises (Alemanha, Franga, Canada, Africa do Sul e Israel) também
reportaram casos de dengue importados de Luanda em Abril de 2013, aquando do inicio
da epidemia (Schwartz et al., 2013). Ficou assim estabelecida a relevancia e a
repercussdo internacional que uma epidemia de uma arbovirose num pais africano com
um trafico aéreo importante pode acarretar, sobretudo quando nesse pais residem mais

de 580000 estrangeiros (Instituto Nacional de Estatistica, 2016).

Face ao impacto que estas epidemias tiveram na provincia de Luanda nos anos de 2013
e 2014, a realizagao de uma segunda fase deste estudo sé foi logisticamente possivel em
2015. Existindo conhecimento da situagdo epidemioldgica em Luanda, a segunda fase
do estudo surgiu como uma oportunidade para aumentar o conhecimento sobre estas

arboviroses fora da provincia de Luanda.

De facto, a realizagdo desta segunda fase na provincia de Benguela revelou-se muito
pertinente, ndo s6 porque permitiu documentar uma seroprevaléncia importante para
chikungunya (18,3%) e uma baixa seroprevaléncia para dengue (3,3%), mas também
porque se verificou uma taxa relevante de positividade concomitante nos TDR para
malaria e chikungunya (25,45% do total dos doentes com TDR positivo para maléria e

50,9% do total dos doentes com TDR positivo para chikungunya).

Em virtude da ocorréncia da epidemia de dengue em Luanda em 2013/2014 e ao
desconhecimento da seroprevaléncia nas restantes provincias optou-se por considerar a
identificacdo isolada de IgG como um resultado positivo no TDR para dengue
potencialmente compativel com uma infec¢do recente ou uma infec¢do pregressa,
representando nesta ultima situagdo uma cicatriz imunoldgica decorrente de um
contacto prévio com o virus. No caso de uma infec¢do recente e secundaria, a deteccdo
de IgG pode ser muito precoce mas idealmente deve ser quantificada e repetida numa
fase mais tardia para se comparem as titulacdes. Atendendo a que os TDR sdo
meramente qualitativos a decisdo de considerar a detectabilidade da IgG como um

marcador de infeccdo recente pode ser discutivel. Para minimizar este risco de erro
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considerou-se realizar também a pesquisa por RT-PCR nestas amostras. Numa infec¢do
secundaria os anticorpos da classe IgM também poderdo surgir precocemente mas com
niveis seguramente inferiores aos que ocorrem numa infec¢do primaria. Em alguns
casos a IgM pode inclusive ndo ser detectada. A figura 42 esquematiza a cinética dos
marcadores na infeccdo por virus dengue. Lamentavelmente, ndo ocorreu a detecgao
molecular de genomas do virus dengue na globalidade das amostras com TDR positivo
(n=10) na provincia de Benguela, pelo que muito provavelmente a detec¢do de IgG no
TDR para dengue reportou-se a uma infecg¢@o pregressa. Assim sendo, a seroprevaléncia
em relacdo com uma provavel infeccdo recente por virus dengue foi de 2,3% (n=7) na

provincia de Benguela e de 0,8% (n=2) na provincia do Huambo.

1gM (Inf.12)

NS1 (Inf.12)

I I I ]
2ms 4ms 6ms 8ms

Figura 42: Cinética dos marcadores na infec¢do por virus dengue' (Adaptado de fonte
disponivel em:  http://amp-vaccinology.org/sites/default/files/upload/files/10-CYD-
TDV_diagnosis%?20strategies%20-%20vl 16Mar2017__Eng.pdf. [consultado a 2
Junho 2017].

2 Abreviaturas utilizadas na figura 42: Inf: infecgdo; 1*: primaria; 2*: secundaria; d: dias; ms: meses
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Relativamente a expressdo destas arboviroses (chikungunya e dengue) noutros paises

africanos, particularmente num contexto nao epidémico, os estudos sdo escassos. No

entanto, salientam-se os seguintes:

Um inquérito seroldgico de infecgdes agudas por arbovirus em 47 doentes febris
com clinica suspeita de arboviroses na Republica da Guiné, em 2006, que
revelou 11 casos de febre do Nilo Ocidental, 8 de chikungunya, 2 de febre

amarela, 1 de dengue e 5 infecgdes por virus Tahyna (Jentes et al., 2010);

A avaliagdo de infec¢des agudas por chikungunya e dengue em doentes
hospitalizados e com febre em hospitais do Norte da Tanzania nos anos de 2007
e 2008 com confirmagdo de infecgdo aguda por chikungunya em 7,9% e

infec¢cdo aguda presuntiva por dengue em 9,5% (Hertz et al., 2012);

Evidéncia obtida no Quénia, por avaliagdo serologica retrospectiva em amostras
colhidas no ano de 2007, de taxas de infecgdes pregressas por virus dengue,
virus da febre do Vale do Rift e virus chikungunya na ordem de 12,5%, 4,5% e
0,97% respectivamente (Ochieng et al., 2015);

Um estudo seroldgico retrospectivo conduzido no Mali com amostras colhidas
nos anos de 2009 a 2013 com evidéncia de infec¢do aguda por dengue (7,7%),
chikungunya (5,3%) e febre do Nilo Ocidental (0,27%), entre outros agentes
patogénicos (Safronetz et al., 2016);

Evidéncia no Senegal, no periodo de 2009 a 2013, de 41 casos de infecgdes
agudas por arbovirus (16 por chikungunya, 12 por virus da febre amarela, 9 por
Zika, 3 por dengue e 1 por virus da febre do Vale do Rift), 48,7% dos quais com
malaria concomitante (Sow et al., 2016). A co-infec¢do chikungunya e malaria

foi reportadas em 3 casos e a co-infec¢do dengue e malaria num caso;

Um rastreio seroldgico na populagdo geral da Cidade do Djibouti nos anos de
2010 e 2011 revelou taxas de seroprevaléncia de 21,8% para dengue e de 2,6%

para chikungunya (Andayi et al., 2014);

Um rastreio serologico em dadores de sangue na Namibia realizado em 2012
revelou uma seroprevaléncia de IgG+ para virus dengue de 8% (Noden et al.,

2014);
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» Uma avaliacdo serologica de amostras recolhidas nos anos de 2012 e 2013 em
Mocambique (Maputo) para pesquisar infec¢des recentes e pregressas por virus
chikungunya e por virus dengue, entre outros, revelou uma seroprevaléncia de

19,2% e de 12,8% respectivamente (Gudo et al., 2016);

* Uma avaliacao de 60 doentes com febre na Nigéria (Simawa) que teve por base
a utilizagdo dos TDR, revelou uma prevaléncia de 11% para chikungunya, 3%
para dengue e 63% para malaria. A co-infecgdo de malaria e chikungunya foi

reportada em 9 casos (Ayorinde et al., 2016);

Pelo exposto, a relevancia destas arboviroses objectivou-se em multiplas regides

geograficas do continente africano, desde a Africa Ocidental & Africa Oriental e Austral.

4.2. Consideracdes sobre a estirpe identificada do virus chikungunya

A sequéncia molecular do virus chikungunya detectada na provincia de Benguela
(Chongoroi) apresentou uma elevada semelhanca (95%) com uma estirpe com origem
nos Camardes (CHIK/Homosapiens/CMR/667/2006). Neste pais, o primeiro
isolamento do virus chikungunya ocorreu, em 2006, durante uma epidemia com
preponderancia de sindroma febril, astenia, artralgia e exantema maculopapular em
soldados franceses em Douala e em civis num centro médico urbano na capital,
Yaound¢ (Peyrefitte et al., 2007). Houve igualmente evidéncia de co-circulagdo do virus
dengue. A estirpe de chikungunya isolada nos Camardes era por sua vez muito
semelhante & que foi isolada no ano 2000 na Republica Democratica do Congo

(Peyrefitte et al., 2007).

E de salientar que no ano de 2007 foi reportada uma epidemia de chikungunya e dengue
no Gabdo, com inicio em Libreville e que atingiu militares franceses estacionados em
bases locais e populagdo civil e que a estirpe de chikungunya isolada revelou um
elevado grau de identidade com a estirpe isolada nos Camardes no ano anterior
(Peyrefitte et al., 2008). Deste modo ficou pautada a estabilidade genética destas

estirpes que circulam na Africa Ocidental e Central desde o ano 2000.

No que concerne a estirpe isolada na Republica Democratica do Congo, destaca-se que

foi responsavel por afectar cerca de 50000 pessoas, maioritariamente em Kinshasa,
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durante os anos de 1999 e 2000 e que era aparentada de estirpes previamente isoladas na
Republica Centro-Africana e com uma estirpe isolada em 1982, no Uganda (Pastorino

etal., 2004).

Isto posto, poder-se-a levantar a hipotese de a estirpe identificada no Chongoroi ter tido
origem numa estirpe que circula na Africa Oriental, Central e Ocidental desde a década

de 1980.

Reforga-se ainda, que em Maio de 2016 registou-se no Japao, um caso de chikungunya
importado de Luanda e que a estirpe isolada foi idéntica a uma isolada em 1987, na

Republica Centro-Africana (Takaya et al., 2017).

4.3. Factores populacionais potencialmente facilitadores da expansdo das

arboviroses em Angola

As actividades humanas podem desempenhar um papel ndo desprezivel na cadeia de
transmissdo das arboviroses e sdo tdo relevantes como a presenca dos vectores e dos
hospedeiros vertebrados. Deste modo procurou-se estudar algumas variaveis do
enquadramento habitacional e da existéncia de actividades no ambiente doméstico e

peridoméstico que serdo abordadas seguidamente.

A populagdo estudada em ambas as fases do estudo residia maioritariamente em zonas
rurais. Salienta-se no entanto que cerca de 38,4% dos doentes incluidos na fase 1 residia
no municipio do Huambo, o mais urbanizado da provincia, enquanto que na fase 2

apenas 33,7% residiam em zona urbana no litoral da provincia de Benguela.

Relativamente ao tipo de habitagdo, na provincia do Huambo predominou a casa com
tijolo de adobe (90,5%) e na provincia de Benguela, a habita¢do pau-a-pique (38,7%)
seguida da construida com tijolo de adobe (34,7%). Ambos os tipos de habita¢des
tinham na sua larga maioria paredes desprovidas de revestimento, ndo dispunham de
rede de esgoto, nem de dgua canalizada, pelo que era frequente o armazenamento de
adgua no seu interior (85,1% na provincia do Huambo e 67,3% na provincia de
Benguela). Este ultimo factor pode contribuir para um incremento dos criadouros de
Aedes aegypti que prefere ambientes peridomésticos. Segundo dados do Programa

Nacional do Controlo da Malaria baseados em inquéritos entomologicos, realizados no
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periodo de 2010 a 2012, verificou-se a presenca de Aedes aegypti em todas as

provincias, a excep¢ao do Moxico (Centers for Disease Control and Prevention, 2013).

Outro factor relevante ¢ a sobrelotacdo das habitagdes que na sua maioria possuem
poucas divisdes; de facto o numero médio dos elementos dos agregados familiares foi
de seis em ambas as provincias e a maioria dos doentes incluidos residia em habitacdes
com um numero de divisdes igual ou inferior a trés. Perante a presenca de vectores
altamente antropofilicos serd entendivel que uma maior densidade populacional
confinada a um espaco reduzido possa acarretar um risco superior para a aquisi¢ao de
arboviroses. A titulo meramente ilustrativo destaca-se que segundo os dados do
recenseamento geral da populacdo e da habitacio de 2014, o tamanho médio do
agregado familiar angolano ¢ de 4,6 na populacdo geral, 4,8 na populagdo urbana e 4,4

na populacao rural (Instituto Nacional de Estatistica, 2016).

A posse de redes mosquiteiras foi reportada em apenas 30,3% na provincia de Benguela
e em 64,5% na provincia do Huambo. Este facto poderd ter contribuido para a
seroprevaléncia da malaria ter sido muito menor na provincia do Huambo (2,1%)
quando comparada com a observada na provincia de Benguela (36,7%), pese embora a
utilizagdo das redes mosquiteiras ndo ter sido constante e didria. Acresce-se ainda que a
utilizagdo de insecticidas nas habitagdes foi reportada somente na provincia do

Huambo.

Em termos de actividades peridomésticas, a lavoura, o contacto directo com animais e
as actividades recreativas em rios poderdo expor a populagdo a vectores antropofilicos
ou zoofilicos transmissores de arboviroses. As duas primeiras actividades foram
mencionadas pela maioria da populacdo englobada no estudo, o que ndo ¢ de estranhar
uma vez que sdo praticas comuns das populagdes rurais. Assim, as actividades de
lavoura foram reportadas por 58,3% e por 73,3% dos doentes incluidos respectivamente
nas provincias do Huambo e de Benguela e o contacto directo com animais por 59,9% e
por 61% da mesma populacdo. As actividades recreativas em rios foram mencionadas

em 29,3% e em 44% da amostra incluida por esta ordem, na fase 1 e fase 2.

Na provincia de Benguela, ao dividir-se a amostra segundo a distribuicdo geografica
pode-se constatar que os aspectos mencionados previamente como potencialmente

facilitadores da propagacdo de arboviroses assumiram uma maior expressao na regiao

107



Discussao e Conclusoes

interior e rural quando comparada com a regido litoral e urbana. A sobrelotacdo e o
numero reduzido de divisdes das habitacdes ¢ uma realidade transversal a ambas as

regides, rural e urbana.

4.4. Consideracoes clinicas e laboratoriais

A primeira questdo que se coloca prende-se com a utilizagdo da nocdo de febre ndo
quantificada mantida e/ou frequente como critério de inclusdo. Em paises de baixa e
média renda a percep¢ao de febre ndo ¢ totalmente precisa pois raramente ¢ avaliada por
recurso a termometros; inclusive algumas unidades sanitarias também ndo dispdem
deste instrumento. A percep¢cdo materna € o toque para detectar febre sobretudo em
criancas, apesar de ser uma pratica comum, estd longe de ser um método eficaz e
preciso da avaliacdo da temperatura corporal. No entanto, muitos técnicos de saude
consideram que a percepcao subjectiva da existéncia de febre € suficiente e em algumas
zonas endémicas de malaria ndo ¢ invulgar a alta hospitalar com a prescricdo de

antipalidicos e/ou antibidticos sem quantificacdo e confirmacdo do estado febril (Singh

etal., 2003).

Em termos da evolucdo da febre, a larga maioria dos doentes incluidos no estudo
reportou uma duragdo inferior a 21 dias, o que em termos teodricos, ¢ totalmente
enquadravel num quadro clinico de arbovirose. Apenas foram incluidos 1,6% e 1% do
total das amostras do Huambo e de Benguela, respectivamente, com uma duragdo
superior a 21 dias. O motivo de inclusdo destes doentes relacionou-se com o
preenchimento dos restantes critérios de inclusdo, nomeadamente uma clinica

compativel com malaria.

A percentagem de doentes febris aquando da admissdo no estudo foi de 26,3% na

provincia de Benguela e de 31,8% na provincia do Huambo.

Verificou-se uma diferenca entre ambas as fases no que concerne a sintomatologia mais
relevante. Enquanto na provincia do Huambo houve um predominio da clinica
respiratéria (tosse e corrimento nasal) seguida das queixas algicas, na provincia de
Benguela ocorreu o inverso. A presenca de hemorragias e/ou exantemas foi residual em
ambas as fases. Por outro lado a existéncia de palidez cutaneo-mucosa ja foi relevante

(13,6% na provincia do Huambo e 21% na provincia do Huambo). A hepatomegélia e a
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esplenomegalia com maior expressdo na provincia de Benguela correlacionaram-se com

a existéncia de um TDR positivo para malaria.

A realizacdo de PCR para Plasmodium spp. na primeira fase do estudo demonstrou uma
optima performance do TDR utilizado, uma vez que dos 5 doentes com um TDR
positivo para malaria, apenas um teve um resultado negativo por PCR. Por outro lado,
dos 42 doentes que tiveram relatada uma pesquisa de Plasmodium spp. como positiva
por microscopia Optima, somente 4 tiveram confirmagdo por PCR (todos com um TDR
positivo). Pelo exposto, a realizagdo de PCR para o diagnéstico de maldria foi
considerada como redundante, razdo pela qual ndo foi contemplada na segunda fase do

estudo.

O registo de malaria clinica sem confirmacao laboratorial e/ou de maldria com uma gota
espessa negativa, apesar de ndo ter sido evidenciado nos doentes incluidos neste estudo,
uma vez que em todos os casos de malaria com TDR negativo existiu uma referéncia a
uma microscopia positiva, era uma pratica comum das equipas clinicas locais como se
pode constatar na figura 16. Acresce-se ainda que numa expressiva maioria dos casos
relatados como tendo uma microscopia positiva ndo ocorreu a confirmagdo por métodos
de biologia molecular (PCR), situacdo que merece uma reflexdo sobre as praticas e a
experiéncia laboratorial a nivel local. Deste modo, na provincia do Huambo ficou bem
patente que os prescritores locais ndo decidem em func¢do do resultado do TDR para a

malaria.

No que diz respeito ao verificado na provincia de Benguela, dos 77 casos relatados
como tendo uma pesquisa positiva de Plasmodium spp. por microscopia Optica, apenas
dois tiveram um TDR negativo. Recorde-se que em ambas as fases foi aplicado o

mesmo TDR.

A incerteza que floresce reside na anuéncia e na actuacdo em conformidade com o
resultado do TDR para maléria por parte dos prescritores locais, especialmente em
épocas de baixa prevaléncia de malaria. Nestas circunstancias, perante uma clinica
compativel com maldria e um resultado negativo do TDR, os prescritores locais
colocam frequentemente esse resultado em causa. Contudo, ndo devemos negligenciar a
falta de recursos e de técnicas laboratoriais para o diagndstico diferencial, que poderdo

ser inexistentes nesses locais de trabalho.
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A taxa de positividade por RT-PCR para dengue e para chikungunya foi muito
baixa (0% para dengue e 2,1% para chikungunya) na provincia de Benguela e foi nula
na provincia do Huambo. Como factores pré-analiticos eventualmente contributivos para
este facto devem ser mencionados as dificuldades na manutencao da cadeia de frio ¢ no
transporte das amostras. Apesar das amostras terem sido conservadas a uma temperatura
de -20 °C, as dificuldades de um fornecimento continuo de energia eléctrica (rede
publica e/ou gerador a gasoleo) foram uma realidade podendo eventualmente ter existido
1 ou 2 ciclos de descongelagdo incompleta durante as fases de conservagdo e de
transporte das amostras. Outro factor a considerar deve ser a fase da doenca em que a

colheita da amostra foi realizada, nomeadamente se fora do periodo de virémia.

No que diz respeito a utilizagdo do TDR para chikungunya, continua por clarificar a sua
aplicabilidade clinica embora existam dois estudos que apontam para uma baixa
performance do TDR utilizado neste estudo, referindo uma sensibilidade de 30% e de
50,8% e uma especificidade de 73% e de 89,2% (Prat et al., 2014; Kosasih et al., 2012).
Estes resultados sdo contraditorios com os mencionados no folheto informativo do TDR
SD BIOLINE® Chikungunya IgM, que reporta uma sensibilidade de 97,1% e uma
especificidade de 98,9% (Standard Diagnostics, 2008). No entanto, refira-se que o TDR
para chikungunya utilizado neste trabalho ndo foi usado com o intuito de avaliar a sua
performance mas sim como a Unica ferramenta diagndstica disponivel nas condi¢des do

terreno mesmo com as suas limitagoes.

4.5. Identificacio de factores de risco

Os factores de risco potencialmente relevantes para a aquisicdo de dengue e de
chikungunya evidenciaram-se através da analise estatistica efectuada, particularmente
na fase 2, na provincia de Benguela, uma vez que na fase 1 o nimero de subamostras
com TDR positivo para dengue e para chikungunya foi muito reduzido, o que

condiciona a validade da sua analise estatistica.

Para os dados obtidos na fase 2, de seguida descrevem-se algumas das variaveis que
mostraram, com significancia estatistica (p inferior ou igual a 0,005), constituir factores
de risco (determinado pelo célculo de “odds ratio) para as infecgdes por chikungunya,

dengue e Plasmodium spp.
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Na subamostra com TDR positivo (n=55) para chikungunya da Fase 2 destacaram-se

como factores de risco as seguintes variaveis:

> Idade

0 Por cada aumento de um ano na idade as chances de ter um TDR

positivo para chikungunya aumentam 1,035 vezes (X);

> Escolaridade

O As chances de ter um TDR positivo para os individuos que tém ensino

primdrio sdo 0,408x menores que nos individuos iletrados;
> Mialgias
0 As chances de uma pessoa com mialgias ter um TDR positivo sdo 4,704x
maiores do que nas que nao tém mialgias;

> Artralgias

O As chances de uma pessoa com artralgias ter um TDR positivo s@o
5,764x maiores do que nas que nao tém artralgias;
> Dores abdominais, corrimento nasal e tosse
O As chances de ter um TDR positivo para os individuos que tém dores
abdominais e/ou corrimento nasal e/ ou tosse sdo respectivamente

0,434x, 0,159x e 0,35x menores que as chances dos individuos que ndo

tém essa mesma sintomatologia.

Com as devidas cautelas decorrentes da reduzida dimensdo da subamostra com TDR

positivo (n=10) para dengue na Fase 2 destacaram-se:

Idade

0 Por cada aumento de um ano na idade as chances de ter um TDR

positivo para dengue aumentam 1,038x;
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Escolaridade

O As chances de ter um TDR positivo para os individuos que t€ém ensino

primario sao 0,104x menores que as chances dos individuos iletrados;
Mialgias

O As chances de uma pessoa com mialgias ter um TDR positivo sdo 5,134

vezes maiores do que aqueles que nao t€ém mialgias;
Artralgias

O As chances de uma pessoa com artralgias ter um TDR positivo sdao 12,57

vezes maiores do que aqueles que ndo tém artralgias;

Astenia

0 As chances de ter um TDR positivo para os individuos que tém astenia sdo

4,421x maiores do que aqueles que ndo tém astenia.

Em relagdo aos factores de risco para malaria com TDR positivo (n=110),

evidenciaram-se os seguintes:

Sexo masculino (OR: 1,624);

O tipo de habitacdo (as chances de ter um TDR positivo para os individuos que
habitam em casa de alvenaria sdo 0,33x menores que as chances dos individuos

que residem em habita¢des de pau-a-pique);
A ndo utilizacdo do mosquiteiro (OR: 2,141);

O nimero de divisdes (quando o numero de divisdes aumenta 1 unidade as

chances de ter TDR maléaria positivo sao 0,835x menores);
A inexisténcia de casa de banho/latrina (OR: 2,336);

A inexisténcia de electricidade (OR: 2,069);

A inexisténcia de dgua canalizada (OR: 1,918);

A inexisténcia de rede de esgoto (OR: 2,043);

As actividades recreativas no rio (OR: 1,967);
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* Temperatura a admissdo (OR: 1,633);

» Palidez cutaneo-mucosa (OR: 2,286);

» Cefaleias (OR: 2,243);

* Dores abdominais (OR: 2,167);

* Obnubilagao (OR: 3,067);

* Dispneia (OR: 19,863);

» Hepatomegalia (OR: 4,842);

» Esplenomegalia (OR: 4,472);

» TDR positivo para chikungunya (OR: 2,061);

e Internamento (OR: 4,531).

Reitera-se que em amostras de dimensao reduzida (com um nimero inferior a 30) para
confirmar os resultados obtidos em termos estatisticos serd necessario dispor de uma

amostra mais alargada.

Por outro lado, os factores de risco identificados sdo consistentes com as caracteristicas
clinicas e epidemioldgicas de cada patologia, sugerindo uma aquisicdo de dados e

analise estatistica correctas.

Realga-se ainda que o OR referente a dispneia foi bastante alto decorrente do facto de a
todos os doentes dispneicos (n=5) ter sido diagnosticado malaria com critérios de

gravidade.

4.6. Identificacio de provaveis co-infeccoes

Este estudo demonstrou que uma percentagem ndo desprezivel (25,5%; n=28) do total
de casos de malaria, também tinha uma provavel co-infec¢do por virus chikungunya.

Registaram-se ainda 4 casos com malaria e dengue (3 com IgM+ e 1 com AgNSI1+).

Estes dados sdo importantes, uma vez que até 2015 ndo existiram relatos destas co-

infeccoes em Angola. As cefaleias, artralgias e mialgias foram as queixas
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sintomatoldgicas mais referidas. As alteragdes mais frequentes ao exame objectivo

foram a hepatoesplenomegalia e a palidez cutdneo-mucosa.

Recentemente, noutros paises africanos como o Senegal e a Nigéria documentaram-se

co-infec¢des maldria/chikungunya (Sow et al., 2016; Ayorinde et al., 2016).

Relembre-se ainda que em 2014 foi reportado um caso importado de Angola de co-

infec¢do por dengue e por chikungunya.

Nao se registaram casos de co-infecgdes triplas por dengue, chikungunya e maléria
neste estudo. No entanto, destaca-se que um caso desta co-infecgdo tripla foi publicado
recentemente, em 2016, na India. A detec¢do ocorreu num estudo serolégico realizado

nos anos de 2011 e 2012 (Hati et al., 2016).

As implicagdes em termos de Satde Publica destas co-infecgdes deverdo ser objecto de

analise e de estudo.

4.7. Limitac¢oes do estudo

Este estudo apresenta limitagdes e fragilidades, nomeadamente em diferentes areas de

actuacdo, que serao abordadas seguidamente:

Deve existir alguma ponderagdo na interpretacdo dos resultados estatisticos em
subamostras de dimensao reduzida, particularmente se inferiores a 30 elementos;
Deste modo as conclusdes mais valorizaveis deverdo ser as referentes a
subamostra com TDR positivo para maldria (n=110) e a subamostra com TDR

positivo para chikungunya (n=55) na provincia de Benguela;

No que concerne o diagnostico laboratorial de dengue por técnicas de biologia

molecular, nao foi utilizada a RT-PCR em tempo real, técnica recomendada pelo
Centers for Dise ase Control and Prevention dos Estados Unidos da América.
Contudo, a técnica utilizada (RT-PCR convencional) estd bem sustentada na

literatura médica. Idealmente, deveriam ser utilizadas ambas as técnicas;

O diagnostico laboratorial de chikungunya por TDR necessita de uma maior

validag¢do, uma vez que os estudos clinicos da sua aplicabilidade sdao escassos.

Portanto, ainda se preconiza a realizagdo de técnicas como a cultura viral, a RT-
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PCR, a detecgdo de IgM e IgG por ELISA ou imunofluorescéncia indirecta e os
testes de neutralizagdo pela reducdo de placas. A especificidade destas técnicas

vai depender da altura da colheita relativamente ao inicio da sintomatologia.

4.8. Recomendacio de estratégias de accdo e/ou identificacio de areas

relevantes para futuras pesquisas

Em virtude dos resultados obtidos neste estudo, sugerem-se as seguintes estratégias de

acc¢ao e recomendacoes:

* Implementar um programa nacional de vigilincia clinica, serologica e
entomoldgica para as arboviroses, uma vez que ficou patente a circulagdo de
arbovirus. Também dever-se-a4 ter em consideracdo o risco de propagacdo
internacional, quer pela presenga e/ou disseminacdo de vectores compativesis,

quer pela mobilidade de hospedeiros virémicos;

* Realizar estudos de seroprevaléncia das arboviroses em diferentes épocas
do ano noutras provincias e com amostras de grandes dimensoes, de forma
a identificar variacdes regionais que tenham implicagdes nas estratégias de
combate e também com o intuito de uma avaliacdo socioecondmica da carga

destas doengas na globalidade do territorio angolano;

* Alterar as condicdes habitacionais, promover a educacio e combater a
pobreza de maneira a propiciar condicoes de menor propagacio das

arboviroses e da malaria;

» Criar condigdes técnicas para o processamento de amostras bioldgicas por
técnicas de biologia molecular num laboratério de referéncia nacional em
Luanda, com o objectivo de se minimizar as dificuldades logisticas para a

conservagdo das amostras e que sdo inerentes ao transporte internacional das

mesmas;

* Avaliar a necessidade de introducido da vacina contra o dengue. Apesar de
ter sido constatada uma baixa prevaléncia de dengue neste estudo, a epidemia
de 2013/2014 revelou a endemicidade desta doenga com potencial epidémico,

pelo que se sugere a realizagdo de estudos para averiguar a necessidade de
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introducdo da vacina actualmente disponivel [Dengvaxia® (CYD-TDV), Sanofi
Pasteur, Lido, Franga]. Esta vacina tetravalente viva atenuada foi introduzida
pela primeira vez no México, em Dezembro de 2015, e estd recomendada para a
populacdo dos paises endémicos para dengue com idade compreendida entre os
9 ¢ 0s 45 anos. E administrada em 3 doses, aos 0, 6 ¢ 12 meses. Os estudos de
aprovagdo demonstraram uma reducao das infecgdes por dengue em dois tercos
dos participantes e uma redu¢ao do nimero de hospitalizagoes (8 em 10), bem
como uma reduc¢do quantificada em 93% do nimero dos casos graves

(Hadinegoro et al., 2015);

* Manutencio da cobertura vacinal para a febre amarela para minimizar quer

o risco de ressurgimento de outra epidemia como a que cursou em 2015/2016,
quer o potencial de co-circulagdo de outros arbovirus em fase epidémica de

febre amarela;

Atendendo a percentagens relevantes de sindroma gripal como diagndsticos de
alta, cerca de 26,9% na provincia do Huambo e de 28% na provincia de
Benguela, seria interessante promover um estudo de avaliacio da
prevaléncia de virus respiratorios em doentes com clinica suspeita de
malaria. A racionalizagdo do uso empirico de antibidticos nas infecgdes

respiratorias poderd ser uma necessidade;

* Promover a cooperacio em estudos sobre arboviroses a nivel internacional,

p. eX. com os paises que integram a regido dos grandes lagos africanos e a
comunidade de desenvolvimento da Africa Austral. Em alguns destes paises,
como a Tanzania, existem dados da avaliacdo de causas de febre em criancas
ndo hospitalizadas que revelam as seguintes prevaléncias: 11,9% de infecgdes
viricas nasofaringeas, 10,5% de malaria, 10,3% de gastroenterite, 5,9% de
infec¢des do tracto urindrio, 3,7% de febre tifoide, 1,5% de infecgdes da pele e
mucosas, 0,2% de meningites e 3,2% de causas indeterminadas, mas que ndo

incluiram a pesquisa de arbovirus (D"Acremont et al., 2014).

* Por ultimo, realizar um fluxograma de avaliacido e diagnéstico da sindroma

febril suspeita de malaria para ser aplicado nas unidades locais de prestagdo

de cuidados de saude, tendo em consideracao os dados deste ¢ de outros estudos

116



Discussao e Conclusoes

realizados em Angola, bem como as recomendagdes vigentes da Organizacao
Mundial de Satide sobre este topico. E pertinente e imperioso que se
regulamentem as indica¢des para antibioterapia, p. ex. para a pneumonia e para
a disenteria; assim como que se proceda em conformidade com o resultado do
TDR para malaria, quer referente a prescricdo de combinagdes derivadas das
artemisininas, quer em termos de investigacdo etiologica subsequente. Este
estudo revelou p. ex. como preditores de infeccdo por chikungunya as mialgias
e as artralgias e como preditores para malaria as cefaleias e a
hepatoesplenomegalia. Deste modo, seria interessante a introdugdo e validacao

destas caracteristicas clinicas num fluxograma de avaliagao.

4.9. Consideracdes finais com referéncia a outros arbovirus em circulacio em

Angola

Tendo em consideracdo os resultados deste estudo realizado em 2012 e em 2015 e que
incidiu sobre dengue e chikungunya, bem como a evidéncia de outros arbovirus em
circulacilo em Angola nos ultimos anos, a tematica das arboviroses continuara

pertinente, actual e sera certamente meritdria de trabalhos mais aprofundados.

A relevancia das arboviroses em Angola tem sido crescente, sobretudo apos as
epidemias de dengue em 2013/2014, de chikungunya em 2014 e de febre amarela em
2015/2016. Esta ultima epidemia evidenciou a endemicidade do pais para a febre
amarela, uma vez que a estirpe identificada foi filogeneticamente idéntica a responsavel
pela epidemia de 1971, em Luanda (Grobbelaar et al., 2016). No periodo de Dezembro
de 2015 na provincia de Luanda, iniciou-se uma epidemia que durou at¢ Dezembro de
2016 e que se propagou por todas as provincias angolanas e também para a Republica
Democratica do Congo. Registaram-se 4347 casos suspeitos com 377 obitos (taxa de
mortalidade de 8,7%) e foram confirmados laboratorialmente 884 casos, dos quais 121
faleceram (taxa de mortalidade de 13,7%) (World Health Organization, 2016). Para
além da Republica Democratica do Congo, também foram exportados casos para o
Quénia e para a Republica Popular da China, documentando-se desta maneira o risco de
propagacao internacional através de viajantes ndo vacinados. O potencial de introdugado

do virus febre amarela na Asia, onde existe Aedes aegypti, foi amplamente debatido
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fruto da importagdo destes casos para a Republica Popular da China (Wasserman et al.,

2016).

Ainda durante o decurso da epidemia de febre amarela em Angola foi reportado um
caso de febre do Vale do Rift, em Julho de 2016, na Republica Popular da China, num
trabalhador da constru¢do de estradas, de nacionalidade chinesa e proveniente de uma

regido a 22 km a leste de Luanda (Liu et al., 2016).

Mais recentemente foi reportado o primeiro caso de transmissdao autoctone do virus da
encefalite japonesa em Africa, nomeadamente em Angola. Este diagnostico foi
concomitante com o de febre amarela num doente que adoeceu em Margo de 2016 e que
ndo tinha antecedentes de viagens para o estrangeiro (Simon-Loriere et al., 2017).
Certamente que os viajantes intercontinentais quando virémicos representam uma janela
de oportunidade para a disseminacdo dos arbovirus em paises com vectores

compativeis.

Para finalizar, apenas uns breves comentarios respeitantes aos objectivos deste estudo.
O objectivo geral foi atingido especialmente através da identificacdo molecular de uma
estirpe de chikungunya e relativamente aos objectivos especificos foi possivel uma boa
caracterizagdo clinica e epidemioldgica, uma identificacdo de factores de risco através
de analise estatistica (mais robusta para as infeccdes por virus chikungunya) e a
caracterizagdo de provaveis co-infecgdes. No entanto, reitera-se a necessidade de uma
amostra mais alargada no caso das subamostras de TDR positivo para dengue e no caso

das co-infecgoes.

Poder-se-4 ambicionar a integragdo dos factores preditivos obtidos neste estudo para as
infec¢cdes por virus chikungunya e para malaria em algoritmos de diagnostico
diferencial da maldria em Angola. A validacdo subsequente deste algoritmo permitiria
melhorar o fornecimento de antipaludicos, minimizando deste modo, o aparecimento de
eventuais efeitos secundarios deletérios e desnecessarios decorrentes de uma prescricao
ndo recomendada, bem como a emergéncia de resisténcias medicamentosas.
Adicionalmente, poderia promover uma melhor gestdo dos antimalaricos distribuidos no

sistema publico com impacto econdmico consideravel.

Existem métodos de diagnostico laboratorial, p. ex. o TDR para chikungunya e a

pesquisa, a nivel local, de Plasmodium spp. por microscopia optica que carecem de uma
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melhor validagdo. Seria interessante a realizacdo de um estudo com o objectivo de
averiguar a performance do TDR utilizado para chikungunya se possivel com uma
comparagdo com outros TDR disponiveis no mercado e com outras técnicas de
diagnostico laboratorial para este virus. Refira-se ainda que a realizagdo das técnicas de
biologia molecular para dengue e chikungunya foram dificultadas por eventuais
constrangimentos na conservacao ¢ transporte das amostras, pelo que a realizagao destes
procedimentos em Angola seria uma mais-valia. Por outro lado, o TDR para malaria
utilizado obteve uma performance adequada na avaliacdo realizada na provincia do

Huambeo.

A realizacdo da segunda fase deste projecto foi sendo sucessivamente adiada,
reflectindo a fragilidade do sistema de satide angolano para lidar com situagdes de
emergéncia face ao ressurgimento de epidemias por arbovirus. Uma minimizacdo do
impacto das arboviroses s6 podera ser obtida pela existéncia de programas eficientes de
vigilancia.

Sera inevitavel a (re-)emergéncia de outros arbovirus em Angola? Que conhecimento
actualizado dispomos p. ex. do virus Zika, do virus o'nyong-nyong ¢ do virus do Nilo

Ocidental em Angola?
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Anexos

6. ANEXOS

6.1. Anexo n*1

; ;l..."':
REPUBLICA DE .ﬁ.NG?LA
_MINISTERIO DA SAUDE
DIRECCAO NACIONAL DE SAUDE PUBLICA

DEPARTAMENTO NACIONAL DE CONTROLO DE DOENCAS

DECLARACAO

Para o8 efeitos achados convementes, declam-se que o Dr. Nuno Migeel da Silva
Marques integra a equipa da Direcgdo Nacional de Sadde Pablica constituida para a
realizagio do estudo integrado de * Diagnostico Diferencial de Sindromes Febris
Suspeitos de Maldaria” a nivel Nacional.

0 Protocolo de Pesquisa foi previamente submetido ao Comité de Etica do Ministério
da Saude respeitando essencialmente as questies de consentimento  informado,
anonimate ¢ protecgio dos pacientes em termos de tratamento local dos casos simples e
encaminhamento dos casos praves para os hospitais de referencia.

Mesta condiglio, o Dr. Nuno Miguel da Silva Marques estd awtorizado a proceder a
recolla de material bioldgico, fazer o seu tratamento laboratonial e publicar os achados
sempre em concordincia com o Departamento Nacional de Controlo de Doengas.

Luanda, aos 28 de Movembro de 2011

o] CSSFE DE DEPARTAMENTO

Professor Doutor Filomeno Fortes
(MD, MPH, Ph.D.)
Membro do Comité de Etica
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6.2. Anexo n° 2

Variaveis

TDR Malaria Negativo

TDR Malaria Positivo

p

Unidade Sanitaria
Alto-Hama
Bailundo
Caala
Calenga
Casseque
Chilume
Mineira

Sexo

Masculino
Feminino

Gravidez

Idade

Escolaridade
Analfabeto
Primaria
Secundaria / Superior

Duracio da febre (dias)

Temperatura a admissao

Apirexia
Febre

Viagens

(n=237)

35 (14.8%)
10 (4.2%)
56 (23.6%)
34 (14.3%)
63 (26.6%)
9 (3.8%)
30 (12.7%)

93 (39.2%)
144 (60.8%)

130 (90.3%)
14 (9.7%)

15.92
(+ 16.946)

35 (29.4%)
62 (52.1%)
22 (18.5%)

4.24
(£5.619)

161 (67.9%)

76 (32.1%)

9 (3.8%)
228 (96.2%)

(n=5)

0 (0%)
1 (20%)
0 (0%)
0 (0%)
1 (20%)
1 (20%)
2 (40%)

4 (80%)
1 (20%)

1 (100%)
0 (0%)

21
(£ 16.538)

1 (33.3%)
1 (33.3%)
1 (33.3%)

2.8
(+0.837)

4 (80%)

1 (20%)

2 (40%)
3 (60%)

0.065

0.161

>0.999

0.291

>(0.999

0.833

0.676

0.017
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Vacina febre amarela

Niao

Palidez cutineo-mucosa

Niao

Sufusido Conjuntival

Mialgias

Artralgias

Cefaleias

Dores retro-oculares

Dores abdominais

Astenia

Anorexia

Nauseas

117 (50.2%)
116 (49.8%)

206 (86.9%)
31 (13.1%)

233 (98.3%)
4 (1.7%)

167 (70.5%)
70 (29.5%)

158 (66.7%)
79 (33.3%)

141 (59.5%)
96 (40.5%)

234 (98.7%)
3 (1.3%)

151 (63.7%)
86 (36.3%)

215 (90.7%)
22 (9.3%)

182 (76.8%)
55 (23.2%)

217 (91.6%)
20 (8.4%)

1 (20%)
4 (80%)

3 (60%)
2 (40%)

5 (100%)
0 (0%)

1 (20%)
4 (80%)

2 (40%)
3 (60%)

4 (80%)
1 (20%)

5 (100%)
0 (0%)

3 (60%)
2 (40%)

4 (80%)
1 (20%)

3 (60%)
2 (40%)

4 (80%)
1 (20%)

0.37

0.139

>(0.999

0.032

0.34

0.419

>(0.999

>0.999

0.396

0.594

0.367
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Vomitos

Nao

Sim
Diarreia

Nao

Sim
Corrimento nasal

Nao

Sim
Dispneia

Nao

Sim
Tosse

Nao

Sim
Exantema

Sim

Nao
Prurido

Nao

Sim
Hemorragias

Nao

Sim
Antibioterapia

Sim

Nao
Malaria ultimos 3 meses

Nao

Sim

Febre ultimos 3 meses

Nao

197 (83.1%)
40 (16.9%)

181 (90.5%)
56 (23.6%)

121 (51.1%)
116 (48.9%)

229 (96.6%)
8 (3.4%)

93 (39.2%)
144 (60.8%)

9 (3.8%)
228 (96.2%)

232 (97.9%)
5(2.1%)

230 (97%)
7 (3%)

33 (13.9%)
204 (86.1%)

198 (83.5%)
39 (16.5%)

187 (78.9%)
50 (21.1%)

5 (100%)
0 (0%)

5 (100%)
0 (0%)

4 (80%)
1 (20%)

5 (100%)
0 (0%)

2 (40%)
3 (60%)

0 (0%)
5 (100%)

5 (100%)
0 (0%)

5 (100%)
0 (0%)

0 (0%)
5 (100%)

4 (80%)
1 (20%)

4 (80%)
1 (20%)

0.594

0.348

0.371

>0.999

>(0.999

>0.999

>0.999

> (0.999

0.602

>0.999

> (0.999
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Mosquiteiro ultima noite

Nao

Numero de mosquiteiros
0
1
2

3 ou mais

Tipo de moradia
Cimento
Adobe
Insecticidas domiciliares
Sim
Niao

Numero de divisoes
Agregado familiar

Casa de banho / Latrina
Sim
Nao

Agua armazenada casa

Nao
Agua canalizada

Nao
Origem da agua
Cacimba
Chafariz
Rede publica
Rio
Tanque

Rede de esgoto

103 (43.5%)
134 (56.5%)

84 (35.4%)
89 (37.6%)
40 (16.9%)
24 (10.1%)

21 (8.9%)
216 (91.1%)

92 (38.8%)
145 (61.2%)

3.66
(+ 1.666)

5.63
(+2.332)

232 (97.9%)
5(2.1%)

33 (13.9%)
204 (86.1%)

25 (10.5%)
212 (89.5%)

119 (50.2%)
46 (19.4%)
26 (11%)
43 (18.1%)
3 (1.3%)

3 (60%)
2 (40%)

2 (40%)
3 (60%)
0 (0%)
0 (0%)

2 (40%)
3 (60%)

2 (40%)
3 (60%)

4.8
(+3.033)

5.6
(+ 1.817)

5 (100%)
0 (0%)

3 (60%)
2 (40%)

1 (20%)
4 (80%)

4 (80%)
0 (0%)
1 (20%)
0 (0%)
0 (0%)

0.656

0.63

0.073

>0.999

0.459

0.983

>0.999

0.025

> (0.999

0.383

>0.999
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Luz geral / gerador

Animais domésticos

Actividades no rio

Actividades agricolas

TDR Dengue
Negativo
Positivo
TDR Chikungunya
Negativo
Positivo
Microscopia optica
Negativa
Positiva
Alta

228 (96.2%)
9 (3.8%)

119 (50.2%)
118 (49.8%)

144 (60.8%)
93 (39.2%)

167 (70.5%)
70 (29.5%)

99 (41.8%)
138 (58.2%)

235 (99.2%)
2 (0.8%)

233 (98.3%)
4 (1.7%)

190 (83.7%)
37 (16.3%)

212 (89.5%)
25 (10.5%)

5 (100%)
0 (0%)

3 (60%)
2 (40%)

1 (20%)
4 (80%)

4 (80%)
1 (20%)

2 (40%)
3 (60%)

5 (100%)
0 (0%)

5 (100%)
0 (0%)

0 (0%)
5 (100%)

3 (60%)
2 (40%)

>(0.999

0.161

>0.999

> (0.999

>0.999

>(0.999

<0.001

0.097

Tabela A: Caracterizacdo da subamostra com TDR positivo para malaria na provinica

do Huambeo.
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Variaveis

TDR Chikungunya

Negativo

TDR Chikungunya
Positivo

Unidade Sanitaria
Alto Hama
Bailundo
Caala
Calenga
Casseque
Chilume

Mineira

Sexo
Masculino
Feminino
Gravidez
Nao
Sim

Trimestre da gravidez

1
2
3
Idade
Escolaridade
Analfabeto
Primaria

Secundaria / Superior

Duracao da febre

(dias)
Temperatura a
admissao
Apirexia
Febre
Viagens

(n=238)

35 (14.7%)
11 (4.6%)
56 (23.5%)
34 (14.3%)
62 (26.1%)
10 (4.2%)
30 (12.6%)

96 (40.3%)
142(59.7%)

129 (90.8%)
13 (9.2%)

8 (53.8%)
3(23.1%)
3(23.1%)

16.01
(£ 17.029)

36 (30.3%)
61 (51.3%)
22 (18.5%)

421
(+£5.608)

163 (68.5%)
75 (31.5%)

(n=4)

0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

0 (0%)

2 (50%)

0 (0%)

2 (50%)

1 (25%)
3 (75%)

2 (66.7%)
1 (33.3%)

1 (100%)
0 (0%)
0 (0%)

16.75
(+9.323)

0 (0%)
2 (66.7%)
1 (33.3%)

4.5
(£1.915)

2 (50%)
2 (50%)

0.216

0.651

0.264

>(.999

0.665

0.585

0.164

0.594

>0.999
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Palidez cutaneo-
mucosa

Nao
Sim

Sufusdo Conjuntival

Mialgias

Artralgias

Cefaleias

Dores retro-oculares

Nao

Dores abdominais

Astenia

Anorexia

11 (4.6%)
227 (95.4%)

117 (50%)
117 (50%)

205 (86.1%)
33 (13.9%)

234 (98.3%)
4 (1.7%)

167 (70.5%)
70 (29.5%)

158 (66.4%)
80 (33.6%)

142 (59.7%)
96 (40.3%)

235 (98.7%)
3 (1.3%)

152 (63.9%)
86 (36.1%)

215 (90.3%)
23 (9.7%)

182 (76.5%)
56 (23.5%)

0 (0%)
4 (100%)

1 (25%)

3 (75%)

4 (100%)
0 (0%)

4 (100%)
0 (0%)

1 (20%)
4 (80%)

2 (50%)
2 (50%)

3 (75%)
1 (25%)

4 (100%)
0 (0%)

2 (50%)
2 (50%)

4 (100%)
0 (0%)

3 (75%)
1 (25%)

0.622

0.645

>0.999

>(.999

0.606

0.651

>0.999

0.623

>0.999

>(.999
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Nauseas
Naio
Sim
Vomitos
Nao
Sim
Diarreia
Naio
Sim

Diarreia com sangue
Nao
Sim

Diarreia com muco

Corrimento nasal

Dispneia

Tosse

Exantema

Prurido

Hemorragias

218 (91.6%)
20 (8.4%)

198 (83.2%)
40 (16.8%)

183 (76.9%)
55 (23.1%)

50 (90.9%)
5(9.1%)

25 (45.5%)
30 (54.5%)

123 (51.7%)
115 (48.3%)

230 (96.6%)
8 (3.4%)

93 (39.1%)
145 (60.9%)

229 (96.2%)
9 (3.8%)

233 (97.9%)
5(2.1%)

231 (97.1%)
7 (2.9%)

3 (75%)
1 (25%)

4 (100%)
0 (0%)

3 (75%)
1 (25%)

1 (100%)
0 (0%)

0 (0%)
1 (100%)

2 (50%)
2 (50%)

4 (100%)
0 (0%)

2 (50%)
2 (50%)

4 (100%)
0 (0%)

4 (100%)
0 (0%)

4 (100%)
0 (0%)

0.306

0.612

>(0.999

>0.999

>(.999

>0.999

>(.999

>0.999

>(.999

>(0.999

>0.999
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Antibioterapia
Sim
Nao
Malaria ultimos 3
meses
Nao
Sim

Febre ultimos 3 meses
Nao
Sim
Mosquiteiro ultima
noite

Sim
Nao
Nuamero de
mosquiteiros
0
1
2
3 ou mais
Tipo de moradia
Cimento
Adobe
Repelentes
domiciliares
Nao
Sim
N° divisoes
Agregado familiar
Casa de banho /
Latrina
Sim
Nao

33 (13.9%)
205 (86.1%)

198 (83.2%)
40 (16.8%)

187 (78.6%)
51 (21.4%)

134 (56.3%)
104 (43.7%)

84 (35.3%)
90 (37.8%)
40 (16.8%)
24 (10.1%)

22 (9.2%)
216 (90.8%)

146 (61.3%)
92 (38.7%)

3.69
(£1.712)

5.63
(+2.334)

233 (97.9%)
5(2.1%)

0 (0%)
4 (100%)

4 (100%)
0 (0%)

4 (100%)
0 (0%)

2 (50%)
2 (50%)

2 (50%)
2 (50%)
0 (0%)
0 (0%)

1 (25%)
3 (75%)

2 (50%)
2 (50%)

3.25
(+0.957)

5.5
(+1.291)

4 (100%)
0 (0%)

0.624

0.612

0.582

>(0.999

0.746

0.331

>0.999

0.763

0.976

>(0.999
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Agua armazenada
casa

Niao
Sim

Agua canalizada

Nao
Origem da agua
Cacimba
Chafariz
Rede publica
Rio

Tanque de agua

Rede de esgoto

Nao
Luz geral / gerador
Sim
Nao
Animais domésticos
Nao

Actividades no rio
Nao
Sim
Actividades agricolas
Nao

TDR Dengue
Negativo
Positivo

TDR Malaria

35 (14.7%)
203 (85.3%)

24 (10.1%)
214 (89.9%)

121 (50.8%)
46 (19.3%)
26 (10.5%)
43 (18.1%)
3 (1.3%)

8 (3.4%)

230 (96.6%)

119 (50%)
119 (50%)

96 (40.3%)
142 (59.7%)

168 (70.6%)
70 (29.4%)

98 (41.2%)
140 (58.8%)

237 (99.6%)
1 (0.4%)

1 (25%)
3 (75%)

2 (50%)
2 (50%)

2 (50%)
0 (0%)
2 (50%)
0 (0%)
0 (0%)

1 (25%)

3 (75%)

3 (75%)
1 (25%)

1 (25%)
3 (75%)

3 (75%)
1 (25%)

3 (75%)
1 (25%)

3 (75%)
1.(25%)

>(0.999

0.058

0.143

0.141

0.622

0.651

>0.999

0.311

0.033

> (0.999
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Negativo
Positivo
Microscopia optica
Negativa
Positiva
Alta

Nao

233 (97.9%)
5(2.1%)

186 (81.6%)
42 (18.4%)

211 (88.7%)
27 (11.3%)

4 (100%)
0 (0%)

4 (100%)
0 (0%)

4 (100%)
0 (0%)

0.598

>0.999

Tabela B: Caracterizacdo da subamostra com TDR positivo para chikungunya na

provinica do Huambo.

Negativo Positivo p
(n=190) (n=110)
Unidade Sanitaria
Senje 29 25
(15.3%) (22.7%)
Catumbela 60 40
(31.6%) (36.4%)
Chongoroi 101 45
(53.2%) (40.9%)
Sexo 0.05
Masculino 66 51
(34.7%) (46.4%)
Feminino 124 59
(65.3%) (53.6%)
Gravida 0.149
Nao 111 57
(89.5%) (96.6%)
Sim 13 2 (3.4%)
(10.5%)
Idade 21.135 15222 0.039
(+ 18.351) (£16.174)
Escolaridade 0.513
Analfabeto 38 22
(29.2%) (31.0%)
Primaria 67 40
(51.5%) (56.3%)
Secundaria / 25 9 (12.7%)
Superior (19.3%)
Municipio 0.161
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Benguela 3 (1.6%) 0 (0%)
Catumbela 43 35
(22.6%) (31.8%)
Chongoroi 127 70
(66.8%) (63.6%)
Lobito 15 (7.9%) 5 (4.5%)
Quilengues 2 (1.1%) 0(0%)
Duracao da febre 4.64 4.2 0.726
(dias) (£4.419) (£3.472)
Temperatura a 36.533 37.02 <0.001
admissao (£0.817) (£1.184)
Viagens 0.612
Sim 12 (6.3%) 5 (4.5%)
Nao 178 105
(93.7%) (95.5%)
Palidez cutineo- 0.005
mucosa
Nao 160 77 (70%)
(84.2%)
Sim 30 33 (30%)
(15.8%)
Sufusido Conjuntival 0.656
Niao 186 109
(97.9%) (99.1%)
Sim 4 (2.1%) 1 (0.9%)
Mialgias 0.002
Nao 91 74
(47.9%) (67.3%)
Sim 929 36
(52.1%) (32.7%)
Artralgias 0.005
Nao 96 74
(50.5%) (67.3%)
Sim 94 36
(49.5%) (32.7%)
Cefaleias 0.005
Nao 103 38
(54.2%) (34.5%)
Sim 87 72
(45.8%) (65.5%)
Dores retro-oculares >(.999
Nao 187 109
(98.4%) (99.1%)
Sim 3 (1.6%) 1 (0.9%)
Dores abdominais 0.002
Niao 130 55 (50%)
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(68.4%)
Sim 60 55 (50%)
(31.6%)
Astenia
Nao 169 89
(88.9%) (80.9%)
Sim 21 21
(11.1%) (19.1%)
Anorexia >(.999
Nao 182 105
(95.8%) (95.5%)
Sim 8 (4.2%) 5 (4.5%)
Nauseas >(0.999
Nao 179 103
(94.2%) (93.6%)
Sim 11 (5.8%) 7 (6.4%)
Voémitos 0.640
Nao 178 101
(93.7%) (91.8%)
Sim 12 (6.3%) 9 (8.2%)
Diarreia 0272
Nao 172 104
(90.5%) (94.5%)
Sim 18 (9.5%) 6 (5.5%)
Diarreia com
sangue
Nao 2 (11.1%) 3 (50%)
Sim 16 3 (50%)
(88.9%)
Diarreia com muco 0.250
Nao 18 (100%) 5 (83.3%)
Sim 0 (0%) 1 (16.7%)
Corrimento nasal 0.005
Nao 150 101
(78.9%) (91.8%)
Sim 40 9 (8.2%)
(21.1%)
Dispneia 0.006
Nao 190 105
(100%) (95.5%)
Sim 0 (0%) 5 (4.5%)
Tosse 0.009
Nao 130 91
(68.4%) (82.7%)
Sim 60 19
(31.6%) (17.3%)
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Exantema 0,420
Niao 185 109
(97.4%) (99.1%)
Sim 5 (2.6%) 1 (0.9%)
Obnubilacao 0,034
Niao 184 100
(96.8%) (90.9%)
Sim 6 (3.2%) 10 (9.1%)
Hemorragias > 0.999
Niao 186 108
(97.9%) (98.2%)
Sim 4 (2.1%) 2 (1.8%)
Hepatomegalia 0.001
Niao 184 95
(96.8%) (86.4%)
Sim 6 (3.2%) 15
(13.6%)
Esplenomegalia 0.002
Niao 184 96
(96.8%) (87.3%)
Sim 6 (3.2%) 14
(12.7%)
Antibioterapia 0.106
Sim 4 (2.1%) 7 (6.4%)
Niao 186 103
(97.9%) (93.6%)
Malaria nos ultimos 0.121
3 meses
Nao 176 107
(92.6%) (97.3%)
Sim 14 (7.4%) 3 (2.7%)
Febre nos ultimos 3 0.106
meses
Niao 174 106
(91.6%) (96.4%)
Sim 16 (8.4%) 4 (3.6%)
Mosquiteiro ultima 0.019
noite
Niao 142 95
(74.7%) (86.4%)
Sim 48 15
(25.3%) (13.6%)
Numero de 0.176
mosquiteiros
0 124 84
(65.3%) (77.1%)
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1 45 17
(23.7%) (15.6%)
2 16 (8.4%) 7 (6.4%)
3 ou mais 5 (2.6%) 1 (0.9%)
Transfusao de 0.429
sangue
Nao 187 106
(98.4%) (96.4%)
Sim 3 (1.6%) 4 (3.6%)
Tipo de habitacio 0.003
Alvenaria 60 17
(31.6%) (15.5%)
Adobe 66 38
(34.7%) (34.5%)
Pau a pique + 64 55
Chapa com capim (33.7%) (50.0%)
Numero de divisoes 2.82 2.35 0.001
(£1.679) (£1.634)
Agregado familiar 6.07 6.04 0.542
(£3.246) (£2.702)
Casa de banho / 0.001
Latrina
Sim 103 37
(54.2%) (33.6%)
Nao 87 73
(45.8%) (66.4%)
Agua armazenada 0.015
casa
Nao 72 26
(37.9%) (23.6%)
Sim 118 84
(62.1%) (76.4%)
Agua canalizada 0.016
Sim 73 27
(38.4%) (24.5%)
Nao 117 83
(61.6%) (75.5%)
Rede de esgoto 0.010
Sim 69 24
(36.3%) (21.8%)
Nao 121 86
(63.7%) (78.2%)
Origem agua 0.116
Rede publica 74 (38.9%) 28 (25.5%)
Chafariz 49 (25.8%) 33 (30.0%)
Rio 53 (27.9%) 43 (39.1%)
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Cacimba 12 (6.3%) 5 (4.5%)
Tanque 2 (1.1%) 1 (0.9%)
Luz geral / gerador 0.006
Sim 83 (43.7%) 30 (27.3%)
Nao 107 (56.3%) 80 (72.7%)
Ar condicionado 0.055
Sim 8 (4.2%) 0 (0%)
Nao 182 (95.8%) 110 (100.0%)
Animais 0.269
domeésticos
Nao 79 (41.6%) 38 (34.5%)
Sim 111 (58.4%) 72 (65.5%)
Actividades 0.006
recreativas no rio
Nio 118 (62.1%) 50 (45.5%)
Sim 72 (37.9%) 60 (54.5%)
Microscopia dptica <
0.001
Negativa 176 (98.9%) 6 (7.4%)
Positiva 2 (1.1%) 75 (92.6%)
TDR Dengue >
0.999
Negativo 184 (96.8%) 106 (96.4%)
Positivo 6 (3.2%) 4 (3.6%)
TDR Chikungunya 0.020
Negativo 163 (85.8%) 82 (74.5%)
Positivo 27 (14.2%) 28 (25.5%)
Valor de 9.733 9.296 0.363
Hemoglobina (£1.728) (x2.736)
Anemia 0.468
Nao 7 (16.3%) 2 (8.0%)
Sim 36 (83.7%) 23 (92.0%)
Alta 0.002
Sim 185 (97.4%) 97 (88.2%)
Nao 5 (2.6%) 13 (11.8%)

Tabela C: Caracterizagcdo da subamostra com TDR positivo para malaria na provinica

de Benguela.
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Negativo Positivo p
(n = 245) (n=155)
Unidade Sanitaria 0.612
Senje 46 (18.8%) 8 (14.5%)
Catumbela 79 (32.2%) 21 (38.2%)
H.M.Chongoroi 120 (49.0%) 26 (47.3%)
Sexo 0.359
Masculino 99 (40.4%) 18 (32.7%)
Feminino 146 (59.6%) 37 (67.3%)
Gravida >(0.999
Nao 134 (91.8%) 34 (91.9%)
Sim 12 (8.2%) 3 (8.1%)
Idade 16.777 28.72 <0.001
(£ 17.026) (£17.979)
Escolaridade 0.002
Analfabeto 41 (27.3%) 19 (37.3%)
Primaria 90 (60.0%) 17 (33.3%)
Secundaria / Superior 19 (12.7%) 15 (29.4%)
Municipio 0.067
Benguela 1 (0.4%) 2 (3.6%)
Catumbela 65 (26.5%) 13 (23.6%)
Chongoroi 164 (66.9%) 33 (60.0%)
Lobito 13 (5.3%) 7 (12.7%)
Quilengues 2 (0.8%) 0 (0%)
Duracio da febre (dias) 4.33 5.11 0.006
(£4.041) (£4.315)
Temperatura a admissao 36.740 36.582 0.152
(£0.994) (£0.994)
Viagens 0.098
Nao 234 (95.5%) 49 (89.6%)
Sim 11 (4.5%) 6 (10.9%)
Palidez cutineo-mucosa 0.103
Nao 189 (77.1%) 48 (87.3%)
Sim 56 (22.9%) 7 (12.7%)
Sufusio Conjuntival > (0.999
Nao 241 (98.4%) 54 (98.2%)
Sim 4 (1.6%) 1 (1.8%)
Mialgias <0.001
Nao 151 (61.6%) 14 (25.5%)
Sim 94 (38.4%) 41 (74.5%)
Artralgias <0.001
Nao 157 (64.1%) 13 (23.6%)
Sim 88 (35.9%) 42 (76.4%)
Cefaleias 0.100
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Nao 121 (49.4%) 20 (36.4%)
Sim 124 (50.6%) 35 (63.6%)

Dores retro-oculares 0.597
Nao 241 (98.4%) 55 (100.0%)
Sim 4 (1.6%) 0 (0%)

Dores abdominais 0.014
Nao 143 (58.4%) 42 (76.4%)
Sim 102 (41.6%) 13 (23.6%)

Astenia 0.289
Nao 208 (84.9%) 50 (90.9%)
Sim 37 (15.1%) 5(9.1%)

Anorexia >(.999
Nao 234 (95.5%) 53 (96.4%)
Sim 11 (4.5%) 2 (3.6%)

Nauseas >(.999
Nao 230 (93.9%) 52 (94.5%)
Sim 15 (6.1%) 3 (5.5%)

Vomitos >0.999
Nao 228 (93.1%) 51 (92.7%)
Sim 17 (6.9%) 4 (7.3%)

Diarreia 0.094
Nao 222 (90.6%) 54 (98.2%)
Sim 23 (9.4%) 1 (1.8%)

Diarreia com sangue 0.208
Nao 19 (82.6%) 0 (0%)
Sim 4 (17.4%) 1 (100.0%)

Diarreia com muco >(.999
Nao 22 (95.7) 1 (100.0%)
Sim 1 (4,3%) 0 (0%)

Corrimento nasal 0.008
Nao 198 (80.8%) 53 (96.4%)
Sim 47 (19.2%) 2 (3.6%)

Dispneia > (0.999
Nao 241 (98.4%) 54 (98.2%)
Sim 4 (1.6%) 1 (1.8%)

Tosse 0.017
Nao 173 (70.6%) 48 (87.3%)
Sim 72 (29.4%) 7 (12.7%)

Exantema 0.371
Nao 239 (97.6%) 55 (100.0%)
Sim 6 (2.4%) 0 (0%)

Obnubilac¢io >0.999
Nao 232 (94.7%) 52 (94.5%)
Sim 13 (5.3%) 3 (5.5%)

Hemorragias >0.999
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Nao 240 (98.0%) 54 (98.2%)
Sim 5(2.0%) 1 (1.8%)
Hepatomegalia 0.557
Nao 229 (93.5%) 50 (90.9%)
Sim 16 (6.5%) 59.1%)
Esplenomegalia > (0.999
Nao 229 (93.5%) 51 (92.7%)
Sim 16 (6.5%) 4 (7.3%)
Antibioterapia 0.226
Nao 238 (97.1%) 51(92.7%)
Sim 7 (2.9%) 4 (7.3%)
Malaria nos tltimos 3 meses 0.215
Nao 229 (93.5%) 54 (98.2%)
Sim 16 (6.5%) 1 (1.8%)
Febre nos ultimos 3 meses 0.390
Nao 227 (92.7%) 53 (96.4%)
Sim 18 (7.3%) 2 (3.6%)
Mosquiteiro ultima noite 0.464
Nao 49 (20.0%) 14 (25.5%)
Sim 196 (80.0%) 41 (74.5%)
Numero de Mosquiteiros 0.084
0 172(70.5%) 36 (65.5%)
1 46 (18.9%) 16 (29.1%)
2 22 (9.0%) 1 (1.8%)
3 ou mais 4 (1.6%) 2 (3.6%)
Transfusio de sangue 0.616
Nao 240 (98.0%) 53 (96.4%)
Sim 5(2.0%) 2 (3.6%)
Tipo de habitac¢io 0.811
Alvenaria 61 (24.9%) 16 (29.1%)
Adobe 87 (35.5%) 17 (30.9%)
Chapa com capim 2 (0.8%) 1 (1.8%)
Pau a pique 95 (38.8%) 21 (38.2%)
Numero de divisoes 2.67 2.55 0.146
(£ 1.622) (£1.903)
Agregado familiar 6.18 5.51 0.081
(+3.009) (£3.214)
Casa de banho / Latrina 0.765
Sim 113 (46.1%) 27 (49.1%)
Nao 132 (53.9%) 28 (50.9%)
Agua armazenada casa 0.207
Nao 76 (31.0%) 22 (40.0%)
Sim 169 (69.0%) 33 (60.0%)
Agua canalizada 0.430
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Sim 79 (32.2%) 21 (38.2%)
Nao 166 (67.8%) 34 (61.8%)
Rede de esgoto 0.872
Sim 75 (30.6%) 18 (32.7%)
Nao 170 (69.4%) 37 (67.3%)
Origem da agua 0.716
Rede publica 80 (32.7%) 22 (40.0%)
Chafariz 67 (27.3%) 15 (27.3%)
Rio 81 (33.1%) 15 (27.3%)
Cacimba 15 (6.1%) 2 (3.6%)
Tanque 2 (0.8%) 1 (1.8%)
Luz geral / gerador 0.539
Sim 90 (36.7%) 23 (41.8%)
Nao 155(63.3%) 32 (58.2%)
Ar condicionado 0.165
Sim 5(2.0%) 3 (5.5%)
Nao 240 (98.0%) 52 (94.5%)
Animais domésticos 0.649
Nao 94 (38.4%) 23 (41.8%)
Sim 151 (61.6%) 32 (58.2%)
Actividades recreativas no rio 0.370
Nao 134 (54.7%) 34 (61.8%)
Sim 111 (45.3%) 21 (38.2%)
Microscopia optica 0.365
Negativa 154 (71.6%) 28 (63.6%)
Positiva 61 (28.4%) 16 (36.4%)
TDR Malaria 0.020
Negativo 163 (66.5%) 27 (49.1%)
Positivo 82 (33.5%) 28 (50.9%)
TDR Dengue >0.999
Negativo 237 (96.7%) 53 (96.4%)
Positivo 8 (3.3%) 2 (3.6%)
Valor de hemoglobina 9.436 10.36 0.090
(+2.188) (x1.761)
Anemia >(0.999
Niao 8 (13.8%) 1 (10.0%)
Sim 50 (86.2%) 9 (90.0%)
Alta >().999
Sim 230 (93.9%) 52 (94.5%)
Niao 15 (6.1%) 3 (5.5%)

Tabela D: Caracterizagdo da subamostra com TDR positivo para chikungunya na

provinica de Benguela.
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Negativo Positivo p
(n =290) (n=10)
Unidade Sanitaria 0.529
Senje 53 (18.3%) 1 (10.0%)
Catumbela 95 (32.8%) 5 (50.0%)
Chongoroi 142 (49.0%) 4 (40.0%)
Sexo 0.326
Masculino 115 (39.7%) 2 (20.0%)
Feminino 175 (60.3%) 8 (80.0%)
Gravida 0.629
Nao 160 (91.4%) 8 (100.0%)
Sim 15 (8.6%) 0 (0%)
Idade 18.476 33.200 0.023
(£ 17.472) (+21.806)
Escolaridade 0.026
Analfabeto 55 (28.6%) 5 (55.6%)
Primaria 106 (55.2%) 1(11.1%)
Secundaria / Superior 31 (16.1%) 3 (33.3%)
Municipio 0.347
Benguela 3 (1.0%) 0 (0%)
Catumbela 75 (25.9%) 3 (30.0%)
Chongoroi 192 (62.2%) 5 (50.0%)
Lobito 18 (6.2%) 2 (20.0%)
Quilengues 2 (0.7%) 0 (0%)
Duracio da febre (dias) 4.44 5.60 0.103
(+4.114) (£3.534)
Temperatura a admissao 36.704 36.920 0.263
(£0.996) (£0.971)
Viagens 0.104
Nao 275 (94.8%) 8 (80.0%)
Sim 15 (5.2%) 2 (20.0%)
Palidez cutineo-mucosa 0.478
Nao 228 (78.6%) 9 (90.0%)
Sim 62 (21.4%) 1 (10.0%)
Sufusio Conjuntival > (0.999
Nao  285(98.3%) 10 (100.0%)
Sim 5(1.7%) 0 (0%)
Mialgias 0.047
Nao 163 (56.2%) 2 (20.0%)
Sim 127 (43.8%) 8 (80.0%)
Artralgias 0.003
Nao 169 (58.3%) 1 (10.0%)
Sim 121 (41.7%) 9 (90.0%)
Cefaleias 0.344
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Nao 138 (47.6%) 3 (30.0%)
Sim 152 (52.4%) 7 (70.0%)

Dores retro-oculares >(.999
Nao 286 (98.6%) 10 (100.0%)
Sim 4 (1.4%) 0 (0%)

Dores abdominais 0.746
Nao 178 (61.4%) 7 (70.0%)
Sim 112 (38.6%) 3 (30.0%)

Astenia 0.037
Nao 252 (86.9%) 6 (60.0%)
Sim 38 (13.1%) 4 (40.0%)

Anorexia >(.999
Nao 277 (95.5%) 10 (100.0%)
Sim 13 (4.5%) 0 (0%)

Nauseas 0.648
Nao 272 (93.8%) 10 (100.0%)
Sim 18 (6.2%) 0 (0%)

Voémitos 0.628
Nao 269 (92.8%) 10 (100.0%)
Sim 21 (7.2%) 0 (0%)

Diarreia 0.615
Nao 266 (91.7%) 10 (100.0%)
Sim 24 (8.3%) 0 (0%)

Corrimento nasal 0.706
Nao 242 (83.4%) 9 (90.0%)
Sim 48 (16.6%) 1 (10.0%)

Dispneia > (.999
Nao 285 (98.3%) 10 (100.0%)
Sim 5 (1.7%) 0 (0%)

Tosse 0.738
Nao 213 (73.4%) 8 (80.0%)
Sim 77 (26.6%) 2 (20.0%)

Exantema >(.999
Nao 284 (97.9%) 10 (100.0%)
Sim 6 (2.1%) 0 (0%)

Obnubilac¢iao >0.999
Nao 275 (94.8%) 9 (90.0%)
Sim 15 (5.2%) 1 (10.0%)

Hemorragias 0.185
Nao 285 (98.3%) 9 (90.0%)
Sim 5(1.7%) 1 (10.0%)

Hepatomegalia >(0.999
Nao 270 (93.1%) 9 (90.0%)
Sim 20 (6.9%) 1 (10.0%)

Esplenomegalia >(0.999
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Nao 271 (93.4%) 9 (90.0%)
Sim 19 (6.6%) 1 (10.0%)
Antibioterapia > (.999
Sim 279 (96.2%) 10 (100.0%)
Niao 11 (3.8%) 0 (0%)
Malaria nos ultimos 3 meses 0.657
Nao 273 (94.1%) 10 (100.0%)
Sim 17 (5.9%) 0 (0%)
Febre nos ultimos 3 meses 0.634
Nao 270(93.1%) 10 (100.0%)
Sim 20 (6.9%) 0 (0%)
Mosquiteiro ultima noite 0.226
Nao 59 (20.3%) 4 (40.0%)
Sim 231 (79.7%) 6 (60.0%)
Numero de mosquiteiros 0.100
0 203 (70.2%) 5 (50.0%)
1 60 (20.8%) 2 (20.0%)
2 21 (7.3%) 2 (20.0%)
3 ou mais 5(1.7%) 1 (10.0%)
Transfusio de sangue >(.999
Nao 283 (97.6%) 10 (100.0%)
Sim 7 (2.4%) 0 (0%)
Tipo de habitacio 0.863
Alvenaria 74 (25.5%) 3 (30.0%)
Adobe 100 (34.5%) 4 (40.0%)
Chapa com capim 3 (1.0%) 0 (0%)
Pau a pique 113 (39.0%) 3 (30.0%)
Numero de divisoes 24 2.8 0.561
(+1.677) (£ 1.687)
Agregado familiar 6.08 54 0.604
(+3.091) (£ 1.506)
Casa de banho / Latrina > (.999
Sim 135 (46.6%) 5 (50.0%)
Nao 155(53.4%) 5 (50.0%)
Agua armazenada casa 0.304
Nao 93 (32.1%) 5 (50.0%)
Sim 197 (67.9%) 5 (50.0%)
Agua canalizada 0.736
Sim 96 (33.1%) 4 (40.0%)
Nao 194 (66.9%) 6 (60.0%)
Rede de esgoto 0.729
Sim 89 (30.7%) 4 (40.0%)
Nao 201 (69.3%) 6 (60.0%)
Origem agua 0.531
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Rede publica 97 (33.4%) 5 (50.0%)
Chafariz 81 (27.9%) 1 (10.0%)
Rio 93 (32.1%) 3 (30.0%)
Cacimba 16 (5.5%) 1 (10.0%)
Tanque 3 (1.0%) 0 (0%)
Luz geral / gerador > (0.999
Sim 109 (37.6%) 4 (40.0%)
Nao 181 (62.4%) 6 (60.0%)
Ar condicionado 0.240
Sim 7 (2.4%) 1 (10.0%)
Nao 283 (97.6%) 9 (90.0%)
Animais domésticos >(.999
Nao 113 (39.0%) 4 (40.0%)
Sim 177 (61.0%) 6 (60.0%)
Actividades recreativas no rio > (.999
Nao 162 (55.9%) 6 (60.0%)
Sim 128 (44.1%) 4 (40.0%)
Microscopia optica > (0.999
Negativa 176 (70.4%) 6 (66.7%)
Positiva 74 (29.6%) 3 (33.3%)
TDR Malaria > (0.999
Negativo 184 (63.4%) 6 (60.0%)
Positivo 106 (36.6%) 4 (40.0%)
TDR Chikungunya >0.999
Negativo 237 (81.7%) 8 (80.0%)
Positivo 53 (18.3%) 2 (20.0%)
Valor de Hemoglobina 9.629 7.7 0.317
(£2.131) (£ 2.404)
Anemia >(0.999
Niao 9 (13.6%) 0 (0%)
Sim 57 (86.4%) 2 (100.0%)
Alta >(.999
Sim 273 (94.1%) 9 (90.0%)
Niao 17 (5.9%) 1 (10.0%)

Tabela E: Caracterizacao da subamostra com TDR positivo para dengue na provinica

de Benguela.
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Unidade Sanitaria
Sexo

Gravidez

Idade (anos)
Escolaridade
Profissao

Tipo habitacao
Numero de divisées

Agregado familiar

Agua armazenada

Origem da agua
Animais domésticos

Actividades rio

Vacina febre amarela
Malaria ultimos 3 meses
Temperatura a admissao

Duracio da febre (dias)

Mialgias
Artralgias
Cefaleias

Dores abdominais
Exantema

Microscopia optica

Doente n° 1
Senje
Feminino
Ausente
26
Analfabeta
Camponesa

Pau-a-pique

Sim
Sim
Nao
Nao
36,6 °C
2
Sim
Sim
Sim
Nao
Nao

Positiva

Doente n° 2

Catumbela
Feminino
Ausente
58
Analfabeta
Camponesa
Adobe
2
5
Sim
Rio
Sim
Sim
Nao
Nao
37°C
4
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao

Positiva

Doente n° 3

Catumbela
Feminino
Ausente
20
Secundéria
Estudante
Alvenaria
7
7
Nao
Rede publica
Sim
Nao
Nao
Nao
36 °C
2
Sim
Sim
Sim
Nao
Nao

Positiva
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TDR chikungunya Negativo Negativo Negativo
Alta para domicilio Sim Sim Sim

Diagnostico de alta Malaria + dengue Malaria + dengue Maléria + dengue

Tabela F: Caracteriza¢do dos casos com IgM detectavel no TDR para dengue e com

TDR positivo para maldria na provincia de Benguela.

Doente n° 1
Unidade Sanitaria Chongoroi
Sexo Feminino
Gravidez Ausente
Idade (anos) 2
Escolaridade Nao aplicavel
Profissao Nao aplicavel
Tipo habitagao Pau-a-pique
Numero de divisoes 1
Agregado familiar 4
Agua armazenada Sim
Origem da agua Rio
Animais domésticos Sim
Actividades rio Sim
Vacina febre amarela Nao
Malaria dltimos 3 meses Nao
Temperatura a admissao 39°C
Duracio da febre (dias) 7
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Mialgias Nao
Artralgias Nao
Cefaleias Nao
Dores abdominais Sim
Exantema Nao
Obnubilagao Sim
Hepatoesplenomegalia Sim

Microscopia optica Nao efectuada

Alta para domicilio Nao

Diagnéstico de alta Malaria + dengue

Tabela G: Caracterizacdo do caso com Ag NSI1 detectavel no TDR para dengue e com

TDR positivo para maldria na provincia de Benguela.
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