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RESUMO

A Leptospirose é uma doenca infecciosa causada por bactérias patogénicas do género
Leptospira. Ocorre sobretudo nos paises em desenvolvimento, em regides tropicais e
subtropicais. Nos ultimos anos tem-se tornado um problema emergente de Salde
Publica, afectando uma grande diversidade de mamiferos (hospedeiros), incluindo os
humanos. Actualmente observa-se um aumento do nimero de casos com alteraces do
padrdo epidemioldgico, assim como o ressurgimento de surtos epidémicos devido a
alteragBes climaticas. No entanto, devido aos sintomas inespecificos, o diagndstico
clinico é confundivel com outras doencas e o laboratorial é dificil e dispendioso,
requerendo recursos e técnicos especializados.

Em Angola (Lubango), o diagnéstico laboratorial ndo é praticado devido a
indisponibilidade de testes especificos, resultando no desconhecimento da sua
prevaléncia. Assim, de modo, a determinar a sero-ocorréncia da Leptospirose humana
em doentes febris assistidos no Hospital Central do Lubango, contribuindo para: i) a
possivel inclusdo desta doenca no diagndstico diferencial de doentes com sindromes
febris indeterminados; e ii) implementar medidas de prevencéo e controlo.

Foram analisadas 300 amostras séricas obtidas em igual numero de doentes febris que
recorreram ao referido hospital, no periodo de Setembro a Dezembro de 2012, aos quais
também se aplicou um inquérito clinico-epidemiolégico. Foi realizada uma avaliacdo
seroldgica usando a técnica de rastreio (MACROLepto), e a técnica de referéncia
(Técnica de Aglutinacdo Microscépica; TAM). Para a analise molecular usou-se a
Reacgdo em Cadeia de Polimerase (PCR), em soro utilizando primers baseados no gene
hapl (para leptospiras patogénicas). Os produtos amplificados foram sequenciados para
determinacdo de espécies gendmicas de Leptospira.

A amostra populacional foi constituida por individuos do género masculino (111; 37%)
e (189; 63%) do género feminino. A suspeita clinica de Leptospirose foi confirmada
serologicamente pela TAM em (1207/300; 40%) dos doentes, e a analise por PCR foi
positiva em (30%/193; 16%) das amostras analisadas. A sequenciacdo do DNA obtido
permitiu identificar trés espécies gendmicas: L. borgpetersenii, L. interrogans e L.
kirschneri.

Os participantes no estudo foram distribuidos por grupos etarios, e a média de idade foi
de 30 anos, sendo os grupos (11-20 e 21- 30 anos) 0s mais representados, e 0 género
feminino o mais afectado (61%). As principais manifestacdes clinicas foram a febre
(91%), cefaleias (84%) e mialgias (59%).

Em relacdo as varidveis de risco de infeccdo por Leptospira spp., verificou-se que a
auséncia de saneamento basico, exposi¢do aos lixos, presenca de roedores proximos das
populacbes e o consumo de agua ndo tratada, foram as situacbes mais referidas. O
contacto com os roedores, seguido dos canideos, foi referido por 97% e 41% dos
doentes com resultado positivo.

Quanto a proveniéncia, a maioria dos doentes veio de areas suburbanas.
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Resumo

No que respeita & ocupacdo destacaram-se as mulheres camponesas, estudantes e
domésticas.

Os soros com resultado positivo mostraram reactividade especifica para leptospiras de
19 serogrupos (serovares) com maior destaque, Icterohaemorrhagiae (Copenhageni),
Hebdomadis, Javanica (Poi) Australis (Bratislava) e Sejroe (Hardjobovis). O titulo mais
elevado foi de 1:800 observado para os serovares Copenhageni, Ballum (Arborea),
Panama e Pyrogenes.

Os resultados obtidos mostraram que a Leptospirose esta presente entre os doentes
febris na provincia da Huila, sendo importante incluir esta zoonose no diagnéstico

diferencial e promover medidas de prevencéo e controlo, especialmente nos grupos de
risco agora identificados.

Palavras-chave: Leptospirose, Ocorréncia, TAM, PCR, Lubango-Angola
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ABSTRACT

Leptospirosis is an infectious disease caused by pathogenic bacteria of the genus
Leptospira. It occurs mainly in developing countries in tropical and subtropical regions.
In recent years it has become an emerging public health problem, affecting a wide
variety of mammals (hosts), including humans. Presently, there is an increasing number
of cases with different epidemiological pattern, as well as the reemergence of outbreaks
due to climate changes. However, due to the nonspecific symptoms the clinical
diagnosis is confused with other pathologies and the laboratory support is difficult and
expensive, requiring resources and technical expertise.

In Angola (Lubango), the laboratory diagnosis is not performed due to the unavailability
of specific tests, which results in the lack of disease prevalence knowledge. Thus, in
order to determine the serological and molecular of human leptospirosis ocurrence was
in febrile patients attended at the Central Hospital of Lubango, contributing for: i) to
include this pathology at the differential diagnosis of patients with undetermined febrile
syndromes; and i) to implement measures for prevention and control of
epidemiological risk factors.

We analyzed 300 serum samples obtained from an equivalent number of patients who
were assisted at the hospital, from September to December 2012, and a clinical and
epidemiological questionnaire was applied. Serological evaluation was performed,
using a screening technique (MACROLepto) and the reference technique (Microscopic
Agglutination Technique; MAT). Molecular analysis was done by Polymerase Chain
Reaction (PCR), using the primers based on hapl gene (for pathogenic leptospires). The
amplified products were sequenced in order to determine the Leptospira genospecies.

The sampling population consisted of male (111; 37%) and (189; 63%) female
individuals. The clinical suspicion of leptospirosis was confirmed serologically by MAT
in (120%/300; 40%) of patients, and PCR analysis was positive in (307/193; 16%) of the
samples. DNA sequencing allowed identify three genospecies: L. borgpetersenii, L.
interrogans and L. kirschneri.

The participants in the study were distributed by age groups, with a mean age of 30
years. The groups (11-20 e 21-30 years) was the most represented and the female
gender the most affected. Fever (91%), headache (84%) and myalgia (59%), were the
main clinical manifestations reported.

Regarding to the variables for Leptospira infection, it was found that the lack of
sanitation, exposure to waste, presence of rodents nearby populations and consumption
of untreated water, were the situations more mentioned. Contact with rodents followed
by canine was reported by 97% and 41%, of the positive patients. Regarding to the
patient’s origin, the majority of them came from suburban areas.



ABSTRACT

In terms of occupation, the highlights were the peasant women, students and the
household.

Serum samples with positive results showed specific reactivity against leptospires of 19
serogroups (serovars) namely, Icterohaemorrhagiae (Copenhageni), Hebdomadis,
Javanica (Poi), Australis (Bratislava) and Sejroe (Hardjobovis). The highest titer of
1:800 was observed for Copenhageni, Ballum (Arborea) Panama and Pyrogenes
serovars.

These results showed that Leptospirosis is present among febrile patients in Huila

province and it is important now, to include this zoonosis in the differential diagnosis
and promote the prevention and control measures, especially for identified risk groups.

Keywords: Leptospirosis, Ocurrence, MAT, PCR, Lubango-Angola
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1. INTRODUCAO

1.1. Justificacdo do Tema

A Leptospirose é uma doenca infecciosa, considerada (re)emergente e (re)descoberta,
com importancia zoondtica mundial. E causada por bactérias patogénicas do género
Leptospira #7577 E ainda considerada uma doenca endémica em muitas regides, cuja
distribuic@o esté associada a factores ambientais e algumas actividades ocupacionais. A
maior ocorréncia da doenca é nas épocas de elevada precipitacdo

pluviométrica (48:6579.84.101)

Na generalidade mais de 90% das manifestacGes clinicas sdo pouco graves e moderadas,
no entanto, existem formas mais graves cuja frequéncia de observagdo tem aumentado
nos Ultimos anos “"%88) A diversidade inespecifica dos sintomas pode dificultar o
diagnostico clinico definitivo, sendo muitas vezes necessario a utilizacdo de testes

laboratoriais ¢4,

Os roedores, sd0 reservatorios por exceléncia de Leptospira spp. ®”. Alguns animais
domeésticos e de producdo pecuéria, em particular canideos, bovinos, caprinos e suinos,
s&0 susceptiveis e podem tornar-se portadores cronicos apos uma infeccio €029 Qg
reservatorios animais eliminam as bactérias pela urina e contaminam o ambiente (0
solo, a 4gua e o habitat envolvente). Os animais, incluindo os humanos sao infectados
por contacto directo com a urina de ratos e outros animais portadores de leptospiras ou

por contacto indirecto, com o ambiente contaminado @859,

Nas regides de clima temperado e/ou tropical em que as condi¢Bes climéticas sdo
favoréveis (temperatura moderada e acentuada humidade relativa), o saneamento bésico
é deficitario, e ha presenca de roedores proximo das populagdes, assiste-se muitas vezes
nos centros urbanos a um crescimento populacional desordenado e uma producédo de
lixo sem o devido tratamento, o que proporciona condi¢gdes favordveis para a
proliferacdo de roedores (principais reservatorios) como referido pela WHO (World
Health Organization) e a propria International Leptospirosis Society (ILS). Estes

factores favorecem em tudo a presenca e a manutencdo das leptospiras no
ambiente (4:3844,58,59,79,84)



Introducéo

Em Africa, a auséncia do conhecimento sobre a prevaléncia e a incidéncia da
Leptospirose deve-se, por um lado as dificuldades inerentes ao seu diagndstico, e por
outro, a Leptospirose, ndo tem sido definida como uma preocupacdo prioritaria de
Saude Publica ou incluida em programas nacionais de prevencdo de doencas 851 62. 88

89 embora mundialmente seja considerada uma doenca de declaracéo obrigatoria (0,

Angola € um pais de clima tropical e ainda ndo existem estudos publicados sobre a
Leptospirose humana e sO recentemente se iniciaram 0s primeiros estudos a nivel
clinico e epidemioldgico, no ambito de mestrados e doutoramentos, em algumas

provincias tais como Benguela, Huambo e Luanda.

A provincia da Huila (Lubango), sendo uma regido com clima favoravel, saneamento
basico e abastecimento de agua pouco eficientes, relne todas as condigdes para a
existéncia e reproducdo de roedores, pelo que se admite que a populacdo da referida
provincia esteja bastante exposta a estas bactérias presentes no ambiente envolvente.
Esta constatacdo foi a principal motivacdo para a realizacdo da presente investigacéo,
concretamente no Hospital Central Dr. Antonio Agostinho Neto. Este hospital é a maior
Instituicdo de Salde da regido sul do pais acolhendo quase toda a populacdo daquela
area, e até ao presente, a Leptospirose ndo esta incluida no diagndstico diferencial dos
doentes/utentes que ocorrem ao referido Hospital. Sabe-se que esta doenca €
caracterizada pela presenca de febre, entre outros sinais e sintomas inespecificos o que a
torna facilmente confundivel com outras doencas, tais como a Maléria. No entanto,
estas doencas cujos diagndsticos nem sempre se confirmam, persistem nos doentes com
uma sindrome febril de origem indeterminada. Assim, torna-se pertinente perceber se a

mesma pode ser uma consequéncia da infeccdo por Leptospira spp.

Com este trabalho, admite-se poder dar um contributo, por pequeno que seja, a esta
causa e, por conseguinte, informar sobre os resultados do estudo as Autoridades de
Saude, locais e nacionais, na certeza de que se poderd melhorar o diagndstico e
tratamento de potenciais doentes, acometidos por esta doenca. A0 mesmo tempo,
ajudara na implementacéo de medidas de saneamento basico que possam contribuir para
a prevencdo da doenca, permitindo agilizar o conhecimento de situagdes analogas

noutras localidades.
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1.2. Objectivos

O objectivo geral deste trabalho foi assim, determinar a sero-ocorréncia da Leptospirose
humana através de um rastreio duma amostra populacional, constituida pelos
doentes/utentes assistidos no Hospital Central Dr. A. A. Neto (Lubango), com queixas

compativeis com Leptospirose, nomeadamente apresentando febre.
“+ Objectivos especificos

1 - Aplicar um inquérito clinico-epidemioldgico, a fim de determinar a existéncia ou

ndo de factores de risco para a ocorréncia de infeccdo humana por Leptospira spp.;

2 - Avaliar a presenca de aglutininas anti-Leptospira interrogans (s.l.) e/ou DNA
leptospirico em soros humanos, através da aplicacdo de técnicas seroldgicas e

moleculares, respectivamente;

3 - Avaliar os factores predisponentes para a ocorréncia da infeccdo por Leptospira spp.
nas areas de residéncia dos doentes, através da avaliagdo de dados clinico-
epidemioldgicos recolhidos nos inquéritos;

4 — Determinar e identificar os serovares patogénicos de Leptospira prevalentes na
regido, para uma futura inclusdo da Leptospirose no diagnostico diferencial de doentes

que apresentam sindrome febril indeterminada.

1.3. Revisao da Literatura

1.3.1. Aspectos histéricos

Diversas epidemias com caracteristicas de uma sindrome infecciosa e ictérica, com
disfuncGes renais e hepaticas, foram observadas e descritas até ao final do séc. XIX,
contudo as causas eram desconhecidas ©%. Até entio esta sindrome foi descrita e
conhecida como sindrome de Weil ou Leptospirose, a forma mais grave da Leptospirose
humana. Esta denominacdo foi em homenagem a Adolf Weil, médico alemao, que fez
pela primeira vez a descricdo da doenca num paciente com ictericia em 1886 em

Heidelberg 09192 Esta sindrome era semelhante a uma outra que ja tinha sido
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descrita, no Cairo, (Larrey, 1880) e em Paris (Landauzy, 1883) pouco tempo antes, em
trabalhadores de limpeza de esgotos (3857:5859),

No entanto, 0 agente responsavel pela Leptospirose foi demostrado e descrito, uns anos
mais tarde, por Stimson em 1907. Este investigador, ao observar os tubulos renais de
um doente que tinha morrido com ictericia, recorreu a uma coloracdo de prata (método
de impregnacéo argéntica) e notou um aglomerado de microrganismos espiralados, com
extremidades em forma de gancho, que por se assemelharem a um ponto de
interrogacdo Ihes atribuiu a designacdo de Spirochaeta interrogans (¢%57:99),
Infelizmente, esta observacéo sentinela foi esquecida durante alguns anos ®® uma vez
que a observacdo foi feita num doente que tinha como causa da morte a febre-amarela, e
ndo a doenca de Weil. Todavia, Stimson criou as bases de nomenclatura do agente

etiologico da Leptospirose ¢09),

Porém, s6 em 1914-1915, é que a etiologia da Leptospirose foi confirmada no Japéo e
na Alemanha. Dois médicos japoneses, Inada e Ido, demostraram o modo de infeccao
por espiroquetas, a partir de uma inoculacdo em cobaios, de sangue de um doente que
tinha sindrome de Weil, tendo entdo detectado espiroquetas, que designaram por
Spirochaeta icterohaemorrhagica japonica ¢7?29), Quase em simultaneo, duas equipas
de investigadores germanicos, Huebener & Reiter (1915) e Uhlenhuth & Formme
(1916), também estudaram amostras de sangue de soldados aleméaes, que padeciam da
chamada “doenca francesa das trincheiras”. Estas amostras de sangue foram inoculadas
também em cobaios, tendo sido detectadas espiroquetas que foram designadas por

Spirochaeta nodosa e Spirochaeta icterogenes (¢7:445099),

Posteriormente, Noguchi (1917) estabeleceu a designacdo do género Leptospira, do

grego, lepto que significa delgado, fino, e spiras que significa novelo espiral 2.

Em 1917, a referida equipa japonesa (Inada e Ido), descreveu também o papel dos
roedores como fonte de infeccdo humana, e como reservatorios silvaticos de
manutencdo de leptospiras, o que permitiu um melhor conhecimento e compreensao dos
fundamentos epidemioldgicos (fonte de infeccdo, modo de transmissdo e hospedeiros

susceptiveis) (33:4457.58.99)
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Desde entdo, sabe-se que os roedores, especialmente os do género Rattus, como por
exemplo, a ratazana (Rattus norvegicus), sdos 0s principais reservatorios do agente
causal da doenca de weil ou Leptospirose ictérica sendo possivel detectar focos de
infeccdo em quase todo mundo, excepto na Antarctida de acordo com Little e
colaboradores (1986) citado por Vieira, 2006.

Ao longo da histdria, outros sinonimos além de “Doenga de Weil”, t€m sido atribuidos a
Leptospirose, como por exemplo: ”Febre dos pantanos” (Brasil), lIctericia dos
apanhadores de arroz*“ (China); “Febre outonal“ (Japdo); ”Doencas dos tratadores de
porcos“ (Europa); ’Gripe de trabalhadores de esgotos* (E.U.A e Franga) ou ”Doenca
dos ratos“ no Arquipélago dos Acores, entre outras designacdes “3137447D) Por outro
lado a Leptospirose em animais domésticos e de producdo pecuéria foi reconhecida
entre 1852-1958, segundo Hoefer e colaboradores, designaram a doenca de “Tyfus
Febris Nervosa Canum” ocorrida em cdes; por sua vez em 1935 Michin & Avinov na
ex-unido Soviética identificaram a infeccdo por leptospiras nos bovinos designando-a

como “hemoglobintria infecciosa aguda” citado por Vieira 2006 ©9,

No continente Africano os primeiros diagndsticos de Leptospirose animal sao
reportados nos meados do século XX, na Argélia por Donatien & Gayot, em 1950, em
Tunes por Cordier em 1952, e na Somalia por Farina e Sobreiro 1960 como referido por
Vieira 2006 ©9.

1.3.2. Classificacéo de Leptospira spp.

A classificacdo taxondmica das leptospiras é complexa e tem sido controversa entre
autores 38586580 ‘sendo a mesma baseada em dois sistemas: convencional (antigénico)
e molecular. Segundo o sistema convencional, alguns autores consideram que o género
Leptospira estd dividido em dois grupos: leptospiras patogénicas da espécie L.
interrogans sensu lato (s.l.) e saprofitas da espécie L. biflexa (s.1.)®"%®). Para outros
autores, 0 género Leptospira é constituido por trés grupos (patogénicas, saprofitas e
intermédias) ©2). No entanto, todos se baseiam em agrupamentos, designados

serogrupos, de acordo com as afinidades antigénicas existentes entre elas (%-38:39.58.65),

A espécie com maior interesse zoonotico é L. interrogans (s.l.) que inclui mais de 230

serovares (unidade taxondmica basica) e compreende todas as estirpes patogénicas,
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reunidas em cerca de 23 serogrupos. A espécie L. biflexa (s.l.) agrupa as estirpes
saprofitas, isoladas no ambiente, estando descritos mais de 60 serovares, reunidos em 38
serogrupos ®>3850.58)  Cada serovar possui hospedeiros preferenciais, ainda que uma

espécie animal possa “alojar” um ou mais serovares ©:9),

A classificagdo molecular obtida por genotipagem tem vindo a ser descrita, e divide o
género Leptospira em diversas espécies patogénicas, ndo patogénicas e também
espéecies intermédias. Esta classificacdo foi baseada em espécies gendémicas que
apresentam um grau de homologia em hibridacdo DNA-DNA de 70% e menor de 5%
de divergéncia “4+5®, Entretanto, a classificagdo molecular (genotipica) nem sempre é
concordante com a classificacdo antigénica (fenotipica), uma vez que existem
serovares/estirpes pertencentes a0 mesmo Serogrupo que pertencem a espécies
genomicas diferentes 45°3%887.92)  por sua vez, as espécies intermédias incluem
serogrupos com caracteristicas comuns tanto as leptospiras patogénicas como as
saprofitas, de acordo com as suas caracteristicas genéticas e com base na sequenciacao
do gene 16S rRNA, sendo que a sua viruléncia ndo foi demonstrada

experimentalmente (455680,

1.3.3. Biologia e morfologia de espiroquetas do género Leptospira

As bactérias do género Leptospira sdo espiroquetas moveis, com espiras finas e
regulares, movimento ondulado e com extremidades encurvadas em gancho,
caracteristicas que lhes asseguram uma elevada capacidade invasiva. Tém um
comprimento de 6-20 um e um didmetro de 0,1-0,15 pum, pelo que sdo apenas visiveis
em microscopia de fundo escuro ©®), (Fig. 1.1).

Figura 1.1 Microfotografia electronica de Leptospira

(Adaptado de Adler & de la Pefia Moctezuma, 2010).
In:http://www.med.monash.edu.au/microbiology/staff/adler/ils.html
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As leptospiras possuem dois filamentos axiais [flagelo (s) periplasmatico (s)] com
insercio polar, que estio localizados no espaco periplasmatico (Fig. 1.2) (858,
Apresentam membrana dupla, tipica e comum a outras espiroquetas, a membrana
citoplasmatica e a parede celular (peptoglicano) estdo associadas, e ainda uma
membrana externa @20, Esta dltima é constituida por proteinas, lipidos e
lipolissacaridos (LPS). Os LPS tém grande importancia antigénica, com uma
composicdo semelhante a outras bactérias Gram negativas embora com menor

actividade endotdxica (16:56:58),
Flagelo (s) periplasmatico (s)
& \ Membrana externa
Cilindro protoplasmatico

Figura 1.2. Esquematizagdo morfoldgica, de Leptospira, em corte transversal

(Adaptado de http:// www.nbi.clm.gov/books/NBK8445/)

As espécies do género Leptospira sdo caracterizadas por uma motilidade Gnica, com
rapidas rotacbes, mantendo sempre as extremidades encurvadas, possibilitando que a
parte central fique quase fixa originando uma forma em oito [em forma de saca rolha

(spin)] muito caracteristico 73D,

Estas bactérias sdo morfologicamente muito semelhantes, mas em cultura, alguns
isolados tém diferencas quanto ao tempo de crescimento, podendo umas aparecerem em
forma de pequenos granulos e outras muito compridas ©886%9 Qs antigénios de
superficie das diferentes espécies de Leptospira, depois de varias subculturas, podem
perder alguma capacidade infectante (viruléncia), sendo recuperada quando se faz

passar a cultura por um modelo animal (ex: hamster) (¢:58.71.76),

As bactérias do género Leptospira sdo aerobias obrigatorias, crescem em meio com pH

entre 6,8-7,4, a uma temperatura de 28-30°C, ao abrigo da luz e de preferéncia sob
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agitacdo orbital ?73®). Tém ainda como fonte de energia os acidos gordos de cadeia
longa 9.

Quando no ambiente, as condi¢Bes Optimas de sobrevivéncia sdo: humidade elevada,
temperatura amena, pH neutro ou ligeiramente alcalino e baixo grau de poluicdo dos
solos e/ou de aguas ©®®. Em condicdes desfavoraveis tais como sob a luz solar ou
hipersalinidade (agua do mar), sobrevivem apenas por algumas horas (18-24h), bem
como quando sujeitas a desinfectantes (ex: lixivia), detergentes comuns (sabdo) e
temperaturas acima de 50°C 832, O periodo de sobrevivéncia varia de estirpe para
estirpe, nas condi¢Bes Optimas referidas, sendo que umas se podem multiplicar e
persistir mais tempo do que outras 7). Registos de dados experimentais confirmam a

viabilidade de alguns serovares (Pomona e Icterohaemorrhagiae) de 100 até 180 dias
(19,34,92)

Do ponto de vista molecular, o género Leptospira, apresenta um genoma constituido por
dois cromossomas circulares, com cerca de 4700 genes, com 4400 kb, e outro mais
pequeno com cerca de 350 kb 8. O referido genoma é o maior quando comparado com
o de outras espiroquetas, como as do género Treponema e Borrelia, 0 que indica a
capacidade de adaptacdo das leptospiras a viverem em diferentes ambientes, de forma
livie ou parasitando varios animais (reservatdrios/hospedeiros) 642%)  Assim, é
importante o conhecimento molecular das espécies de Leptospira, pois ndo basta s6 a
denominacdo de uma espécie bacteriana, mas também € necessario situa-la do ponto de

vista ecoldgico ?5358.92),

1.3.4. Meios de cultura

As leptospiras sendo microrganismos muito sensiveis, exigem meios de culturas
especiais ®. O seu crescimento é muito variavel, podendo crescer em meios isentos de
proteinas ou enriquecidos. Meios artificiais (liquidos e semi-sélidos) tém sido descritos,
ao longo do tempo, destacando-se os meios de Fletcher (1928), Korthof (1932) e Stuart
(1946) (1627:3858) - Actualmente, 0 meio mais usado na rotina de laboratério é o EMJH
(Ellinghausen e McCullough, modificado por Johnson & Harris) 866.88) Este meio
disponivel comercialmente contem albumina de soro bovino (BSA), acido oleico e

Tween® 80 ®89) Algumas estirpes sdo mais exigentes como ja foi referido, podendo
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crescer em meios suplementados com soro de coelho e/ou piruvato, assim como para o
seu isolamento ©®, J4 para amostras clinicas, quando se pretende isolar a bactéria, s&o
adicionados ao meio alguns antibioticos como 5-fluorouracil, gentamicina, acido

nalidixico, entre outros, de forma a inibir o crescimento de contaminantes (¢8:58),

As culturas de leptospiras devem ser mantidas, pelo menos entre 13 a 26 semanas, para
se verificar a sua positividade. Em meio liquido crescem entre 7 a 10 dias, atingindo

neste periodo, em regra, uma densidade 6ptima de 108 bactérias/ml (275859,

Para a preparacdo dos meios semi-solidos, é adicionado o agar em baixas
“concentragdes” (0,1 a 0,2 %) a meio liquido, e o crescimento atinge uma densidade
maxima numa zona discreta, abaixo da superficie do meio de cultura, que o torna cada
vez mais turvo, a medida que prossegue a incubacdo. Este crescimento esta relacionado
com a tensdo de oxigénio Optimo, sendo conhecido como anel ou disco de
Dinger (Fig. 1.3) ¢8102)

Figura 1.3 Cultura em meio
semi-sélido (formagdo do anel
de Dinger) — Cedido por LLBL,
UEI Microbiol.- IHMT-UNL

A conservacdo das culturas de leptospiras a longo prazo pode ser feita através de
liofilizacdo, congelacdo (-80°C) ou criopreservacdo ou ainda em meio semi-sélido

durante anos entre outros 2751,
1.4. Epidemiologia
1.4.1. Leptospiras e 0 ambiente

A Leptospirose ¢ uma zoonose de elevada prevaléncia entre os animais domésticos,

silvaticos, e humanos ©®. Segundo alguns autores, a ocorréncia e a persisténcia de
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leptospiras no ambiente depende de algumas condicGes climaticas favoraveis, sendo
comum em regides de clima tropical, subtropical e temperado ©348939) O aumento de
aguas superficiais, solos contaminados, inundacdes provocadas por chuvas e desastres
naturais, aumentam o risco da doenca (8789498 porém, também durante os periodos
secos, 0s humanos e animais podem frequentar locais com &guas improprias para o
consumo, aumentando o risco da infeccdo; as actividades recreativas também podem

expor a populacdo a ambientes contaminados 0739197,

A Leptospirose constitui assim, e como ja referido, um problema para a Saude Publica,
pois nos ultimos anos tem sido uma das zoonoses mais presentes no mundo, com grande
impacte social, econdmico e sanitario, sobretudo nas regides tropicais e subtropicais. A
presenca da Leptospirose em areas rurais deve-se principalmente as actividades agro-
pecuérias predominantes %17 194 e nas 4reas urbanas, estd presente em locais com

saneamento bésico inadequado (41422.28.29.84.88)

Estes factores propiciam a disseminacédo e a persisténcia destas bactérias, predispondo o
contacto dos humanos com os referidos ambientes contaminados o que facilita a

ocorréncia de surtos.

Os estudos epidemioldgicos desta doenca sdo complexos devido ao grande nimero de
factores que influenciam a sua propagacéo, o que dificulta o estabelecimento do perfil
epidemioldgico entre diferentes regides geograficas, além do grande numero de
hospedeiros/reservatorios, que podem estar envolvidos 23373 Assim, diferentes
espécies de Leptospira podem ter hospedeiros de manutencdo ou acidentais e estes por
sua vez eliminam leptospiras pela urina (leptospirdria) para o ambiente de forma
continua ou intermitente, contribuindo para manter o respectivo ciclo de

transmissdo(®-33:38.:58),

Como ja referido anteriormente, os roedores sédo portadores cronicos que “alojam”
leptospiras nos 6rgdos, preferencialmente nos rins, excretando-as vivas e na forma
infectante, por longos periodos através da urina, contaminando o ambiente circundante.

Desta forma, diferentes serovares patogénicos podem infectar diferentes mamiferos
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como 0s bovinos, 0s suinos, ou outros animais de producdo pecuaria, e também os

humanos, estabelecendo-se assim o ciclo de transmisséo (Fig. 1.4) (2 58.65.92),

Nos animais domésticos, o cdo é conhecido como um potencial hospedeiro/ reservatorio
adaptado, estabelecendo o elo de transmissao entre o rato “portador saudavel universal”
e 0s humanos. O céo tem assim um papel importante na epidemiologia da Leptospirose

quer nos paises de clima tropical quer temperado ©10:71.93)

Figura 1.4. Ciclo de transmissdo de leptospiras patogénicas, reservatorios/hospedeiros
acidentais (Adaptado de Gongcalves, 2009).

O Homem ¢ considerado hospedeiro acidental, sendo rara a transmissdo de pessoa a
pessoa &7, Contudo, a susceptibilidade humana € geral e a infecgdo normalmente é por
serovar — especifico, podendo o individuo contrair Leptospirose mais de uma vez com 0

mesmo serovar ou com outro diferente daquele do episddio anterior ¢%:37:58),

O modo de transmissdo das leptospiras pode ser por contacto directo, através dos
animais infectados (silvaticos e domésticos) ou indirecto, através de urina dos
reservatorios (roedores) e potenciais hospedeiros reservatérios (caes, bovinos), e ainda

através de ambientes contaminados (¢:8:6%),

11
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A entrada das leptospiras nos hospedeiros ocorre através das mucosas (nasofaringea,
labial, conjuntiva, digestiva e genital) da pele lesionada e até pela pele integra, aquando

da permanéncia por tempo prolongado, em coleccdes de 4guas contaminadas 679100,

1.4.2. Leptospirose humana

A prevaléncia da Leptospirose em seres humanos depende de varios factores,
fundamentalmente da localizacdo geogréafica e das condicGes ecologicas subjacentes aos
respectivos hospedeiros de manutengdo (reservatdrios) existentes 2%, As condices
ecoldgicas estdo geralmente associadas, algumas situacBes de risco ocupacional,
afectando individuos que se dedicam a agricultura e pecuéria, veterinarios,
trabalhadores de saneamento bésico (esgotos) e outros 3899 Incluem-se ainda nestes
factores de risco alguns comportamentos e habitos (lavar roupas e beber agua dos
charcos, riachos que podem estar contaminadas com leptospiras), a realizacdo de certas
viagens de “aventura”, actividades recreativas como a canoagem (38424648.104)

jardinagem, pesca e natacdo em aguas doces (15587291,

Ainda no que respeita a infeccdo humana sabe-se que alguns serogrupos/serovares tém
sido associados a diferentes reservatorios/hospedeiros, a ocupacdo profissional e ainda
as areas de proveniéncia/residéncia da populacdo. Assim por exemplo, 0 serogrupo
Canicola aparece associado aos cées, Icterohaemorrhagiae e Ballum aos ratos, e Hardjo

aos bovinos, entre outros (Tabela 1.1) (16:42:48,58,71,98,106)

Tabela 1.1. Reservatorios dos principais serovares de Leptospira spp. a nivel mundial
(Adaptado de Bharti, et al. 2003)

Reservatoérios Serogrupos/Serovares

Ratazanas Icterohaemorrhagiae, Ballum Arborea, Copenhageni
Canideos Canicola, Bratislava

Bovinos Hardjo, Pomona, Grippotyphosa

Suinos Pomona, Tarassovi

Cavalos Bratislava

Marsupios Grippotyphosa

Morcegos Cynopteri, Wolffi, Sejroe
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De acordo com Faine e colaboradores (1999) a Leptospirose face as condicBes

ambientais pode apresentar trés padrbes epidemioldgicos distintos:

1°- Ocorréncia em climas temperados — neste tipo de ocorréncia estdo geralmente

envolvidos poucos serovares circulantes, sendo que a infeccdo humana ocorre quase

sempre por contacto directo com animais infectados (bovinos, caprinos e outros);

2°- Ocorréncia em regides tropicais humidas - existem geralmente muitos serovares que

infectam 0s humanos e os animais, e com elevado nimero de reservatérios (roedores).
A exposi¢do humana ndo € limitada pela ocupacdo profissional, resultando com maior

frequéncia da contaminacéo generalizada do ambiente durante as estacfes chuvosas;

3°- Ocorréncia da infeccdo em ambiente urbano - nestes locais as leptospiras podem ser

igualmente eliminadas pelos roedores. Apesar desta forma de ocorréncia, ser mais
reduzida na maior parte dos paises, pode tornar-se relevante aquando da degradacéo de

infra-estruturas por situacdes de guerra ou desastres naturais ©878:82),

Resumindo, o conhecimento da fonte de infeccdo, dos serovares prevalentes, bem como
dos hospedeiros envolvidos na Leptospirose é uma estratégia de grande importancia que

deve ser adoptada para o entendimento epidemioldgico da doenca ©1.76:102),

1.4.3. Ocorréncia e distribuicdo Mundial

Como ja referido, a Leptospirose é hoje conhecida e considerada uma zoonose de
grande importancia pela perda socio-econémica que envolve a nivel mundial. Todos 0s
anos sdo reportados casos da sua ocorréncia por diversas instituicdes e investigadores
(10.47.84.99) " A |_eptospirose embora seja uma zoonose com maior ocorréncia durante o
periodo das chuvas, também sdo observados e reportados com frequéncia, casos clinicos
e epidemiologicos, relacionados com a exposicao agricola, principalmente em paises
tropicais 173035104 Para Ciceroni e colaboradores (2000) o risco de contrair a doenca

por actividades de lazer estd a aumentar em relacéo a ocupacéo profissional.

Varios surtos epidémicos e casos esporadicos tém sido descritos em diversos locais do
mundo, por exemplo na Europa: Franga @9, Portugal ©@%%) Alemanha @, Italia @9,
Estado Unidos de América "®); Brasil ®%; Peri ?®): Nicaragua ©”; na Asia: Malasia €,

entre outros. Estes surtos podem também estar associados a mudancga de comportamento
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humano, as alteragdes climaticas (ex: EL NINO), mudancas na densidade populacional
de reservatdrios animais, entre outros %% De acordo com as estimativas da WHO
(World Health Organization) e ILS (International Leptospirosis Society) ocorrem no
mundo cerca de 350.000 a 500.000 casos por ano de Leptospirose, 0S quais Sao
considerados principalmente como doenca ocupacional. Estima-se ainda que existem
mais de 1.700.000 casos graves de Leptospirose em todo o mundo, com maior
incidéncia nas populacdes pobres, de paises em desenvolvimento e regides

tropicais %97

. Elevada incidéncia

Moderada/ Alta incidéncia

. Moderada e baixa incidéncia

Baixa incidéncia

Provavel incidéncia
(ainda ndo estimadas)

|:| Auséncia de dados

Figura 1. 5. Distribuicdo mundial de Leptospirose humana (Adaptado de Pappas, et al. 2008).

As areas endémicas estdo localizadas principalmente na América Central (Nicaragua,
Barbados) e do Sul, Caraibas, bem como no sudeste Asiatico (Filipinas) e Oceénia 617®
(Fig. 1.5). Segundo Picardeau e colaboradores (2012), a incidéncia anual varia de 0,1 a
1 caso por 100.000 habitantes em climas temperados e é superior a 10-100 casos por

100.000 habitantes em regides tropicais.

Relativamente ao continente africano poucos casos de surtos foram registados,
principalmente devido a dificuldade de diagndstico em humanos, sendo por isso a
doenca considerada negligenciada 79889 No entanto, existem alguns registos de
prevaléncia e surtos esporadicos em paises como o Quénia ‘> a Tanzénia 7, os

Camardes © e a Africa do Sul ©388),

14



Introducéo

No Gana e na Etiopia, a seroprevaléncia foi estimada em 33% e 47,66% (09
respectivamente, e no Gabd e na Nigéria foi de 15,7% no primeiro e 18% no

segundo ),

E segundo Machangu’ e colaboradores (1997, 2003, 2004) existem mais de 20
serovares descritos em Africa (Zaire, Quénia, Marrocos e Gana) (%104,

Particularmente em Angola, ndo foram encontrados registos de surtos, casos clinicos e
epidemiologicos, nem publicagbes cientificas, mas existem referéncias de casos
prevalentes em locais, onde foram realizadas alguns estudos, dos quais se destacam: em
bovinos na provincia da Huila 2, e em humanos nas provincias de Benguela “2;

Huambo e Luanda “9,

A globalizagdo no contexto de viagens internacionais (turismo) particularmente para
actividades recreativas (desportos aquaticos) e expedi¢des militares, também potencia a

doenca, em paises desenvolvidos (16:29:46.73.7891.94)

Um dado importante é que as bactérias do género Leptospira tém sido detectadas
praticamente em todos os paises onde se realizam investigacbes clinicas e

epidemioldgicas no ambito da Leptospirose “8).

1.4.4. Importancia actual da Leptospirose

Actualmente a Leptospirose é considerada uma doenca ocupacional, atingindo
diferentes categorias profissionais, como referido no ponto 1.4.2. Contudo, estas
actividades sdo praticadas, na sua maioria por pessoas de baixo poder econémico, com
escassez de recursos tecnologicos e equipamento de seguranca, expondo-as
directamente as leptospiras 5% Como consequéncia observa-se uma elevada
incidéncia de Leptospirose em determinadas areas, o que leva, para além dos danos pela
propria doenca, a inUmeras perdas de vidas humanas, elevados custos hospitalares e
perdas de dias de trabalho, do que decorre grandes prejuizos socio-econdmicos levando

P pobreza (4,48,49,60,61,86)
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1.5. Aspectos clinicos

Como j& referido a Leptospirose é uma doenca infecciosa que apresenta manifestacdes
clinicas muito variaveis e inespecificas, com diferentes graus de severidade ©7. A
infeccdo varia desde assintomatica a subclinica podendo no entanto ocasionar quadros
clinicos leves, moderados ou graves com elevada letalidade ©"%84 A evolucdo da
infeccdo depende da susceptibilidade do hospedeiro, da quantidade de indculo e da
viruléncia das leptospiras infectantes ?®%® e ainda, dos orgdos ou sistemas

atingidos (¢288%),

Clinicamente a Leptospirose pode ter duas apresentacdes: a forma anictérica ou a forma
ictérica ®®. Em qualquer uma destas formas ¢ possivel delinear duas fases distintas de
acordo com a evolucdo da doenca, a fase precoce (leptospirémica ou septicémica) e a
fase tardia (leptospirdrica ou imunoldgica) “4%®. No entanto, a mais frequente é a
anictérica ™. As manifestacdes comecam logo apds o periodo de incubagdo. Apds a
entrada no organismo, as leptospiras sdo disseminadas pela corrente sanguinea e
desaparecem gradualmente da circulacdo, a medida que surgem o0s anticorpos
especificos, indo depois “alojar-se” em varios 6rgaos e tecidos, sendo o rim o 6rgdo de
eleicio (85899102 O periodo de incubagdo varia em média de 7 a 12 dias, embora possa

variar entre 2 a 20 dias 629,
Forma Anictérica

Cerca de 90% de casos nesta fase, ndo tém necessidade de cuidados médicos >, pois
curam-se em poucos dias sem deixar sequelas, sendo frequentemente rotulada como
sindrome gripal ©3%. Contudo existem casos que exigem maior atencdo e que se
traduzem numa taxa de mortalidade inferior a 2%, de acordo com a Organizacdo
Mundial de Saude. Como ja foi referido esta doenca, pode ter uma evolucdo bifésica

sendo:

¢ A fase leptospirémica ou septicémica que dura cerca de uma semana, na qual 0s
sinais e sintomas podem regredir ou evoluir. Esta fase é caracterizada pelo inicio
abrupto de febre elevada, calafrios, cefaleias intensas, mialgias, dores abdominais,

linfodenopatias, anorexia entre outras, seguindo-se o desaparecimento da febre e
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outros sintomas, ap06s o que inicia a fase imunoldgica, sendo que a sua resolugéo

coincide com o aparecimento de anticorpos especificos 59,

A referida fase imunolégica é caracterizada entdo, pela produgdo de anticorpos
anti-Leptospira detectaveis em regra a partir do 5° ao 7° dia de inicio da doenca,
que fazem com que as leptospiras desaparecam da corrente sanguinea (fendmeno
de opsonizag&o), indo “alojar-se” em diferentes 6rgéos ) sobretudo naquelas que
tém um particular tropismo, com maior destaque para o0s rins e em particular para

os tlbulos renais onde poderéo ser eliminadas pela urina ©®.

Forma Ictérica

Historicamente, a presenca de ictericia tem sido considerada, como critério para
distinguir as formas moderadas e severas ou fulminantes que constituem a sindrome de
Weil ®, Clinicamente, é a forma mais severa que evolui de modo progressivo e muitas
vezes fatal, com taxas de mortalidade estimadas de 5 a 15% 15897 gcorrendo em mais

de 20% do numero total de casos de Leptospirose conhecidos no mundo (92,

A doenca de Weil é uma sindrome multisistémica, caracterizada pelos sintomas de
disfuncdo hepatica, renal e vascular (hemorragias) t63®. Porém, nos Gltimos anos
aparece frequentemente associada a complicacbes respiratorias, com formas
hemorragicas graves levando a morte (%), Durante a fase de leptospirémica os
sintomas podem ser sugestivos entre o 3° e 7° dia, altura que pode surgir a ictericia %2,
A presenca desta, ndo implica necessariamente a necrose hepatocelular, pois
normalmente as células hepaticas voltam ao funcionamento normal ap6s a recuperagao
do doente. No entanto, a ictericia pode ser provocada pela insuficiéncia renal que
impede a eliminac&o da bilirrubina pela urina 199, Além das situages j4 citadas, pode
haver outras complicacdes como a hemorragia pulmonar ©® hipotenséo,
hepatoesplenomegaélia, insuficiéncia renal (nefrite), uveite, meningite e até aborto, entre

outras (°8:85.99),

Importa no entanto referir que as diversas manifestacbes clinicas associadas a

Leptospirose humana assemelham-se a outras infecc¢des, provocadas por parasitas, virus
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e bactérias, de que sdo exemplo a maléria, hepatite viral, dengue, febre tifoide e outras,

o0 que dificulta o seu diagnostico.

Em sintese, a fisiopatologia da Leptospirose € caracterizada pelo desenvolvimento de
vasculite (na fase de leptospirémica), lesbes endoteliais e infiltracdo de células

inflamatorias.

1.5.1. Diagnostico
Normalmente o diagnostico da Leptospirose deve realizar-se através da confirmacgéo da
presenca do agente ou anticorpos contra ele dirigidos, apoiado em dados

epidemioldgicos e clinicos ¢516),

Os dados epidemiolégicos da Leptospirose estdo geralmente associados aos factores
ambientais e ecoldgicos, bem como a condicGes de caréncia socio-econémica que

sustentam a perpetuacio do agente etioldgico (leptospiras) G039,

O diagndstico clinico baseia-se entdo, nesses dados epidemioldgicos e nas
manifestacdes clinicas (sinais e sintomas), considerando sempre o periodo de incubacao
da doenca e o seu curso bifasico ®7489 sendo necessario considerar o diagnostico

diferencial com outras doencas que cursam com sintomatologia comum 19,

Contudo, para determinar a ocorréncia de casos de Leptospirose, é indispensavel o
recurso ao diagndstico laboratorial através de testes bacterioldgicos, serol6gicos e

moleculares ®®, os quais serdo referidos com mais detalhe nas proximas paginas.
1.5.2. Diagnostico laboratorial

Em virtude da diversidade inespecifica do quadro clinico da Leptospirose @ ha
necessidade de recorrer aos testes laboratoriais para confirmacao do diagnostico. Assim,
os exames laboratoriais, para além de confirmar o agente, permitem compreender
alguns aspectos epidemioldgicos, como o conhecimento dos serovares circulantes numa
dada regido, a fonte de infecgdo, 0 modo de transmissdo e os potenciais reservatorios,
dados indispensaveis no contexto da Salde Publica para a implementagdo de medidas

de prevencao e controlo (3:38:42.99),
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O diagnéstico laboratorial baseia-se na pesquisa do agente causal da doenca, que pode
ser feita, por métodos directos, atraveés de microscopia de fundo escuro, obtengdo “in
vitro” de isolados (cultura), deteccdo do respectivo DNA (PCR), e ainda por metodos
indirectos que permitem a deteccdo de anticorpos especificos anti-Leptospira
interrogans (s.l.) em circulagio 6:38445268) A escolha dos métodos a utilizar e do
material bioldgico, depende da fase evolutiva da infeccio ©9. Na fase aguda ou
leptospirémica durante o periodo febril, as leptospiras podem ser observadas
directamente no sangue, liquor, ou por cultura em meio apropriado ou ainda, a partir da

inoculagdo em animais de laboratorio ¢80,

Pelas dificuldades inerentes a realizacdo de técnicas bacterioldgicas, 0s exames
seroldgicos sdo os mais indicados para o diagnostico da Leptospirose ¢7%9 sendo que,
nos primeiros dias da infeccdo, a opgdo Util € a utilizacdo da técnica de PCR, por ndo

haver ainda anticorpos em circulagéo (2021 245455),
1.5.3. Métodos Directos

+ Microscopia de fundo escuro

Vérias técnicas sdo utilizadas para a observacdo directa de leptospiras. Devido as suas
diminutas dimens@es estas bactérias podem ser visualizadas no material bioldgico por
meio de microscopia de fundo escuro (Fig. 1.6), embora para posterior cultura seja,
necessario cerca de 10* bactérias/ml de inéculo no minimo 889, Este método permite
um resultado imediato, quando desenvolvido por pessoal especializado. Contudo, o
método apresenta uma sensibilidade e especificidade baixa ©%, requerendo
microrganismos intactos e de preferéncia viaveis ?%9. A observacdo do movimento
Unico que caracteriza estes microrganismos assegura um resultado positivo “4, mas o
método também possui limitacbes, podendo dar azo a resultados falsos negativos se o
namero de bactérias presentes na amostra for reduzido e ndo apresentar o referido

movimento (38:58),

Figura 1. 6. Visualizacdo de

Leptospira spp. em
microscopia de fundo escuro-
fotografia x 200.

(Adaptado de Carreira, 2009).
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% Isolamento Bacteriano (Cultura)

O isolamento por cultura é o método mais sensivel, que demostra a presenca das
leptospiras, permitindo assim, a respectiva identificacdo. Este método é considerado
“Gold-standard > para o diagnostico da Leptospirose ®® embora a cultura necessite de
varias semanas para se revelar positiva. E um processo demorado com taxas de
crescimento muito baixas, aliado por vezes a contaminagGes concomitantes com
microrganismos de crescimento mais rapido 3683 A par das dificuldades relacionadas
com a execucdo desta técnica, a mesma também ndo € adaptada como técnica de rotina
(59, Apesar de detectar leptospiras presentes nos tecidos de 6rgdos como o rim, nos
fluidos orgéanicos como é o caso de amostras de urina (urocultura) ou sangue

(hemocultura) [*°,

E de referir que a eficiéncia deste método depende da auséncia de residuos de
antibidticos, da reduzida autolise tecidular e de condi¢BGes dptimas para a conservagao
do material a cultivar, apds a colheita, em particular de tecido renal, e no caso de
amostras de urina, obriga a um procedimento imediato, pois as leptospiras néo

sobrevivem num meio com pH acido ©%%9,

s Amplificacdo do DNA (PCR)

A técnica de PCR, [Polymerase, Chain Reaction (= Reac¢do em Cadeia de Polimerase)]
tem sido referida, como uma das mais promissoras para o diagnéstico precoce da
Leptospirose, dada a crescente importancia da amplificacdo do DNA leptospirico em
particular em situacGes onde exista atraso ou mesmo auséncia da resposta

imunoldgica (1316:24:45255,66,95)

Esta técnica consiste na amplificacdo dos fragmentos especificos de DNA de Leptospira
spp. no material biolégico como: soro, sangue, urina, liquor e directamente de tecidos
(post-mortem) de diferentes orgéos ?45267.9) Apesar de ser uma técnica dispendiosa, a
sua utilizacdo apresenta vantagens desde logo, pela rapidez na obtencéo de resultados,
alta sensibilidade e especificidade que permite amplificar uma quantidade minima de
DNA que exista na amostra ®, contribuindo para a detecgio do agente logo no inicio da

doenca ou ainda em caso de surtos epidemiolégicos, uma vez que a identificacdo
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precoce do agente, possibilita a actuacdo de procedimentos eficazes no controlo e

tratamento da respectiva infecgio (164456105,

Por outro lado, as dificuldades associadas a realizacdo dos testes serologicos nos
isolados clinicos tém promovido, a aplicacdo desta técnica na identificagdo molecular
das bactérias como € o caso das leptospiras ®?. Com efeito, pode diferenciar entre
espéecies patogénicas e ndo patogénicas, embora outros estudos sdo necessarios para
identificacdo dos serogrupos e o0s respectivos serovares, e ainda pode ser utilizada em

doentes que ja tenham iniciado o uso de antibidtico (689,

1.5.4. Métodos Indirectos

Devido ao caracter bifasico da Leptospirose, e a limitacdo de algumas técnicas em
detectar os anticorpos na fase imune, os métodos indirectos baseiam-se em reaccdes
seroldgicas, como a principal prova do diagndstico laboratorial, “¥. Cada um dos
métodos apresenta a sua respectiva sensibilidade e especificidade ©%. As principais
técnicas sdo: técnica de Aglutinacdo Macroscdpica sobre a Iamina, técnica de Enzime-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA), ambas utilizadas como rastreio, e a técnica de
Aglutinacdo Microscopica (TAM) que € a técnica de referéncia, preconizada pela OMS,

até a presente data (192,

% Técnica de Aglutinacdo Macroscépica (MACRO)

A técnica MACRO é uma das técnicas seroldgicas usadas para rastreio. Baseia-se na
observacao de reac¢des de aglutinacdo visiveis, sobre uma lamina de vidro ou outro
suporte quando o soro “problema” reage com o antigénio inactivado (reac¢éo antigénio-
anticorpo) ©04244 Qs resultados duvidosos (ndo conclusivos) e positivos devem no
entanto ser sempre confirmados pela técnica de referéncia (TAM) 12021,

As vantagens desta técnica sdo a sua execucdo rapida e facil, permitindo analisar um
nimero elevado de amostras, a baixo custo e sem nenhum suporte especializado “? e,
comparativamente com a TAM n&o necessita 0 uso de antigénios vivos ©9. Acrescenta-
se ainda o facto de poder ser implementada em areas, onde ndo haja laboratério de

referéncia %44 A referida técnica apresenta uma sensibilidade na ordem dos 95% e
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uma especificidade de 93% ©4. Porém, pode produzir resultados duvidosos, devido a

reaccOes cruzadas entre serovares ou com agentes de outras patologias 763

¢ Testes Rapidos (Dipstick tests) / Leptospira spp.)

Sdo testes imunocromatograficos, para a deteccdo rapida e especifica de anticorpos
(IgM / 1gG) para Leptospira interrogans (s.l.) em soro, plasma ou sangue. Semelhante
ao que acontece com os testes (MACRO, ELISA) os antigénios vém inactivados e fixos
em substratos solidos 5%, Podendo-se encontrar vérias marcas no mercado tais como:
Lepto Dipstick (SD bioline Leptospira IgM/ 1gG), teste Hemaglutinacdo Indirecta
(THI), entre outros (13659102 " Estes testes utilizam uma membrana revestida com
extractos celulares totais ou uma proteina especifica usada para capturar 0s anticorpos
alvo de leptospiras, quando uma gota de amostra é depositada. A captura de anticorpos

é visualizada por uma reaccdo colorimétrica @,

Estes testes tém a vantagem em relacdo a TAM, de dar um resultado rapido sem haver
necessidade de baterias de culturas vivas 6%, S&o préticos e estdo disponiveis
comercialmente e sdo facies de realizar na pratica laboratorial, principalmente nos
paises em desenvolvimento, os reagentes sao estaveis ndo necessitando de refrigeracao

para a sua conservagao 29),

Porém uma das desvantagens destes testes é a sua limitada especificidade, pois ndo
abrangem todos os serovares podendo assim, ndo estarem ajustados para a area onde
estdo a ser usados, uma vez que 0s serovares circulantes podem variar de regido para

regido €0,

% Técnica ELISA (Enzime-linked immunosorbent assay)

E uma técnica de rastreio, permite detectar anticorpos IgM, durante a 12 semana da
infeccdo, na fase aguda bem como na deteccdo tardia de 1gG (25980.100.108) - Aplica-se
normalmente em estudos epidemioldgicos, para determinar a seroprevaléncia da
Leptospirose 1°® e apresenta uma execucdo relativamente simples. Este teste pode ser
adquirido em kits comerciais ou de preparagdo “in house”, e para este ultimo, a

preparacdo do antigénio e a respectiva fixacdo ao suporte sélido (placa de
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microtitulacdo), deve merecer atencdo, para assegurar a eficacia do teste e fiabilidade

dos resultados 299,

Este teste tem uma sensibilidade de 100%, sendo mesmo superior a observada pela
técnica de referéncia (TAM), pois pode detectar mais precocemente a resposta imune,
possibilitando assim, a correlacdo entre os resultados e o tempo de infeccdo, para além
de poder utilizar também fragmentos bacterianos inactivados, sem necessitar de
antigénios vivos 749, No entanto a sua especificidade é baixa comparativamente com

a da TAM, pois a identificacdo do serovar ndo é obtido por este teste.

% Técnica de Aglutinacdo Microscopica (TAM)

E a técnica considerada Gold standard, para o diagndstico da Leptospirose, segundo a
Organizacdo Mundial de Saide (OMS), foi desenvolvida por MARTIN & PETIT
(1918), posteriormente modificada por Borg-Petersenii ©%1%2) permanece a Unica
técnica que permite a identificacdo presuntiva do serogrupos e da estirpe

infectante (6099,

E um teste seroldgico utilizado para deteccio de anticorpos anti-Leptospira interrogans
(s.1.), no soro “problema”. Consiste numa reacc¢ao antigénio-anticorpo, utilizando uma
bateria de antigénios vivos que inclui geralmente entre 18-24 serovares de Leptospira
interrogans (s.l.), com representacdo dos principais serogrupos, incluindo o serovar
(Patoc) de L. biflexa (Tabela 1.2).

E fundamental incluir pelo menos um serovar isolado localmente, para incrementar a

sensibilidade do teste 192,

A reaccdo dos antigénios e do soro “problema” é traduzida em diferentes tipos de
aglutinacdo 92, visiveis apenas em microscopio do fundo escuro . O seu principio
baseia-se na incubacdo do soro diluido (soro do doente) com Vvarios serovares/estirpes
de Leptospira spp.) 1%, E realizada em microplaca de fundo plano, utilizando entéo
soros diluidos inicialmente numa diluigdo 1:50 (dilui¢do de rastreio) e posteriormente

em diluicdes seriadas ao dobro para os serovares que tenham sido reactivos (04499,
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Tabela 1.2. Exemplo de uma bateria de referéncia de serovares de Leptospira spp.

recomendada para o diagnostico imunoldgico de Leptospirose (TAM), (102

Serogrupos Serovares Estirpes
Australis Australis Ballico
Autumnalis Autumnalis Akiyami A
Ballum Castellonis Castelldn 3
Bataviae Bataviae Swart
Canicola Canicola Hond Utrecht IV
Cynopteri Cynopteri 3522 C
Grippotyphosa Valbuzzi Valbuzzi
Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae RGA
Icterohaemorrhagiae Copenhageni M20
Javanica Poi Poi

Panama Panama Cz214
Pomona Mozdok 5621
Pyrogenes Pyrogenes Salinem
Sejroe Sejroe M 84
Sejroe Wolffi 3705
Tarassovi Tarassovi Perepeletsin
Semaranga * Patoc Patoc |

*Serogrupo saprofita (L. biflexa s.l.)

Considera-se o resultado positivo quando 50% ou mais das leptospiras estdo aglutinadas
em comparacao com as testemunhas (controlo negativo), a partir da diluicdo minima de
1:100 €010,

A utilizacdo e manutencdo de uma bateria de referéncia constituida por culturas vivas
faz com que a execucdo da TAM ndo seja generalizada a todos os laboratérios clinicos
(5859) para além disso outras limitages sdo conhecidas tais como: a necessidade de
obter duas amostras séricas distintas, uma colhida na fase aguda da doenca e a segunda,
colhida numa fase mais tardia, de modo a permitir um acompanhamento da cinética dos

anticorpos especificos, e a sua ineficacia na fase precoce da doenca.

Contudo, apresenta certas vantagens por estabelecer um diagnostico definitivo com a
determinacéo de serogrupos de estirpe infectantes, permitindo assim o conhecimento de
serovares circulantes na regido. Este teste também permite apoiar o clinico sobre a

evolucdo do doente, e contribuir para programas de vigilancia epidemiologica,
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reduzindo o impacte da Leptospirose na comunidade ©9. No entanto, exige um
laboratério especializado (de referéncia) e pessoal técnico bem treinado ©%102),

A diversidade apresentada por varios serovares demonstra a necessidade de uma
correcta identificagdo, uma vez que estes microrganismos tém uma importante
participacdo nos episodios das infecgdes humanas e animais 62,

Varios autores afirmam que, apesar da existéncia de varias técnicas laboratoriais para o
diagnostico da Leptospirose, a grande maioria apresenta limitagbes ©. N&o existem
técnicas perfeitas, e suficientemente capazes de analisar, com uma Unica amostra de
sangue ou urina, eficientemente e a baixo custo. Salienta-se ainda, que os testes
disponiveis apresentam diferenca na capacidade de deteccdo da bactéria ou anticorpos
(67.68) por exemplo: i) a TAM ¢é usada apenas em laboratorios de referéncia; ii) o
isolamento em cultura requer um tempo de incubacdo longo, o que ndo permite o
diagndstico rapido; iii) a PCR, em amostra de sangue € possivel apenas nos primeiros
dias de evolucdo da doenca. Sendo assim, ha necessidade urgente de desenvolver novas
técnicas sensiveis e especificas, capazes de detectar anticorpos ou antigénios, de forma

rapida e facil, nas duas fases evolutivas da doenca (¢8:80:104),

1.6. Tratamento, Medidas de Prevencao e controlo

1.6.1. Terapéutica

O tratamento da Leptospirose humana depende da gravidade e da durag¢do dos sintomas.
Em casos menos graves € apenas sintomaticos, os doentes devem procurar 0 médico, se
surgir ictericia ®®. A efectividade terapéutica depende do diagnostico precoce da
doenca, sendo o seu objectivo, controlar a infeccdo, impedir que se instale e progrida
para formas mais graves da doenca principalmente as que implicam complicacGes

renais 4%,

A terapéutica é sobretudo baseada na hidratacdo e administracdo de antibiGticos @7 e
algumas medidas de suporte dependentemente da situacdo. Devido a maior tendéncia
em provocar hemorragias € contra-indicado o uso de analgésicos como o Acido
Acetilsalicilico AAS (Aspirina®) ©9. A eficicia de antibioterapia na Leptospirose

humana é controversa (® assim, os antibiéticos mais usados sdo: Doxiciclina,

25



Introducéo

recomendado para a profilaxia, e tratamento de alguns casos menos graves,
Amoxacilina e Ampicilina para casos moderados, a Penicilina cristalizada entre outros,
é usada para casos graves 164563 O tratamento de suporte depende da gravidade da

infeccdo e da presenca de complicaces 192,

A instituicdo de antibidticos na fase inicial da doenca tem apresentado resultados

satisfatdrios @7

1.6.2. Medidas de Prevencéo e Controlo

O perfil epidemioldgico da Leptospirose humana estd associado a varios factores
bidticos e geoclimaticos G como: a presenca de roedores, animais domésticos e
selvagens, susceptivelmente contaminados; uma ampla variedade de ocupacdes em
areas rurais e urbanas; estacfes chuvosas com precipitacdo abundantes (enchentes); e
também nos paises em desenvolvimento com condic¢des de infra-estruturas inadequadas

e com saneamento precério (16:38.58.80),

Neste contexto é util que adoptem programas de vigilancia epidemioldgica como: i)
prevencdo e controlo animal (vacinacdo dos mais susceptiveis) [84: ii) controlo das
populacdes de roedores (desratizacdo) “&%l: iii) vacinacio e quimioprofilaxia dos
grupos de risco 1%1; iv) drenagem e esgotos em areas alagadas; v) higiene e saneamento,
bem como o uso de equipamentos e materiais de proteccdo [*I: vi) e melhores condicoes
de habitacdo para as populacdes [#?251821 A presenca de detergentes, também reduz a
persisténcia da bactéria, uma vez que ela é inibida em baixas concentracdes ©? tudo isto

contribui de certa forma para a redugio de casos associados a estes factores ©8),

Alguns autores consideram a quimioprofilaxia com Doxiciclina adequada & prevencao
pré e pds exposicdo de individuos sob risco por um determinado periodo,

principalmente para viajantes em areas endémicas (6. 4% 64.74),
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Em conclusdo e de acordo com vérios autores, podemos dizer que o controlo e
prevencdo da Leptospirose visa sobre tudo as acgOes que contribuem para: i) a
diminuicdo de leptospiras presentes no ambiente; ii) a identificacdo e eliminacdo de
factores que ampliam a sobrevivéncia do agente, e iii) sem esquecer o esclarecimento da
populacdo sobre a doenga, através das acgOes educativas sobretudo nos grupos
considerados de risco.

27






2. MATERIAL E METODOS

2.1. Populacéo alvo e seleccdo da amostra

2.1.1. Local do estudo

O presente estudo foi realizado no Hospital Central Dr. Antonio Agostinho Neto,

situado no Municipio do Lubango, Provincia da Huila — Angola.

O Lubango, capital de provincia, situa-se ao sul do Pais, numa regido de clima tropical
e temperado, encontra-se rodeada de montanhas. Possui uma altitude de 1.774 metros
acima do nivel do mar, e compreende uma extens3o territorial de 3.140 km?. O clima
apresenta dois periodos de chuva, um periodo curto (Outubro a Dezembro), outro
longo (Janeiro a Abril) e um Inverno “cacimbo ” (seco). A cidade do Lubango é
classificada como uma &rea urbana e suburbana, (Figura 2.1 A e B).

Figura 2.1 A - Imagem aérea da cidade do Lubango (Adaptado de Erik kritensem, 2007);
in http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Lubango.jpg (Acedido em 13-05-2013)

B - Mapa da provincia da Huila com destaque para a regido do Lubango. (Adaptado de
agencia angola press, 2008) in
http://www.portalangop.co.ao/provincias/provincia.jsp?title=Huila&module=dc348ach-
2d31-4edb-848c-cc5e39541 (Acedido em 13-05-2013).
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Lubango, apesar de ter sido concebida para uma populacdo de 318 mil habitantes,
actualmente a mesma é estimada em cerca de 1 milhdo de habitantes, de acordo com o
censo piloto estatistico provincial de 2011, sendo a agro-pecuaria actividade

predominante.

O Hospital Central ¢ uma instituicdo publica de referéncia, com uma capacidade de
520 camas. Possui uma media de atendimento mensal em Consultas Externas e Banco
de Urgéncia, de 17.143 doentes de varias patologias, sendo a malaria a mais frequente
com uma média de 1.519 casos més e 22 oObitos, de acordo com dados recolhidos da
secgdo de estatistica do referido Hospital.

2.1.2. Amostragem e critérios de inclusao

A populacéo alvo do estudo foi constituida por um total de 300 doentes, dos quais 111
(37%) homens e 189 (63%) mulheres (Fig. 2.2). Do ponto de vista etario 240 dos
doentes tinham acima de 14 anos e 60 (20%) criancas (0-14 anos). Todos atendidos no
Banco de Urgéncia, Consultas Externas e Servigos de internamento em Medicina
Clinica pediatrica e de adultos, do Hospital acima referido, no periodo de Setembro a
Dezembro de 2012.

111(37%) ® Masculino
® Feminino

189(63%)

Figura 2.2. Representacgdo gréfica da distribui¢do dos doentes (N=300) por género
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A seleccdo da amostra teve por base trés critérios:

1) Doentes que apresentavam principalmente febre de inicio subito, cefaleias,
mialgias independentemente de outros sintomas de causa desconhecida;
i) Doentes febris internados ou ndo, com diagnostico clinico de malaria, mas

com gota espessa negativa (teste de malaria);

1)  Doentes internados que apresentaram outros (diagnodsticos clinicos)
compativeis com da Leptospirose, como hepatite, insuficiéncia renal, febre

tiféide; meningite, hemoptises, e outros.

O estudo foi conduzido apds a aprovacio do Conselho de Etica do Instituto de Higiene e

Medicina Tropical, (Anexo 1) e do Comité de Etica de salide de Angola (Anexo la)

Foi também preparado uma Declaracdo de Consentimento Informado, para garantir a
participacdo voluntaria dos doentes no estudo. A informacdo prévia sobre a
Leptospirose, foi dada aos doentes, devidamente elaborada e explicada, e no caso de
menores ou incapacitados, aos seus familiares, (Anexo Il e 1la). Contudo, s6 foram
feitas as colheitas ap0s a aceitacao e assinatura dos mesmos (Fig. 2.3 A). No entanto, a
informacdo sobre o estudo e os seus objectivos foi transmitida de forma individual,
dando sempre a possibilidade do doente poder recusar caso o entendesse, além de que

foi garantindo o anonimato do mesmo.

2.1.3. Recolha de amostras e dados clinicos-epidemioldgicos
Inquérito Clinico-epidemioldgico

Os dados dos doentes foram recolhidos através de uma ficha de inquérito (Anexo I11),
previamente codificada para posterior cruzamento de informagdo sobre os aspectos
epidemiolégicos e clinicos da populacdo alvo tais como: a proveniéncia/residéncia;
ocupacdo profissional; praticas e atitudes face ao risco de exposicdo as leptospiras
(contacto com roedores/ hospedeiros potenciais nas residéncias ou préoximo delas;

consumo/contacto de dgua ndo tratada, viagens e outras situacdes; saneamento basico;
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além da idade, género, bem como as respectivas manifestacfes clinicas e inicio dos

sinais e sintomas.

E de salientar que cada inquérito foi devidamente identificado com o nimero atribuido a

cada doente.

Uma vez que a colheita de amostras foi realizada em trés servicos diferentes, (Banco de
Urgéncia, Consultas Externas e Internamento) como ja referido, sendo a autora a
executora e mentora principal, (Fig. 2.3 B) foi necessario estabelecer uma escala de 15
dias por cada servigo. Entretanto, as colheitas nas Consultas Externas e Servigco de
Internamento foram feitas das 6 as 8 horas da manh@, antes da administracao terapéutica
e do pequeno-almoco dos doentes. Todavia, apos a nossa identificacdo e a obtencao do
consentimento do doente era realizado o inquérito, seguindo-se a pun¢do venosa. Ja
para os doentes do Servico de Urgéncia o procedimento foi o0 mesmo, embora sem
horério definido para as colheitas, apenas aguardando a ocorréncia dos mesmos ao

referido Servico.

Os dados clinicos dos doentes internados também foram obtidos através da observagdo

e consulta de processos de internamento.

GI%}\IQ ?‘(}12

Figura 2.3 A - Assinatura da Declaracdo de Consentimento; B - Colheita de sangue a doente
internada nos servigos de Medicina do HC (Setembro 2012) (fotos originais da autora).
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% Obtencdo de amostras séricas

O soro foi obtido a partir de uma amostra de sangue, colhida por puncao venosa e/ou de
artérias superficiais, numa quantidade de 4-5 ml, observando sempre os procedimentos
e técnicas de assépsia. Em seguida o sangue era colocado num tubo de centrifuga de
vidro (10 ml) devidamente esterilizado, identificado com o ndmero do doente
correspondente ao numero do inquérito e do consentimento informado; cada amostra de
sangue colhida, ap6s coagulacgdo, foi centrifugada para separacéo do soro, utilizando-se
uma centrifuga (Fisher scientic model 228,2000Park lane, Pittsburg.PA 15275) a 1.500

rpm durante 8 - 10 minutos.

Apos a centrifugagdo, com auxilio de uma pipeta de Pasteur estéril o soro era decantado
e acondicionado em microtubos de plasticos de 1,5ml (Eppendorf®) devidamente
aliquotados, etiquetados e identificados tal como era feito para os tubos de centrifuga,
estes tubos eram colocados em suportes especificos para conservacdo e transporte
selados com Parafilm® e armazenados de acordo com a literatura, a temperatura de -
20°C @7, As amostras foram transportadas em recipientes isotérmicos, com gelo seco
até ao Laboratorio de Leptospirose e Borreliose de Lyme (Laboratério de referéncia)
(L&LB), do Instituto de Higiene e Medicina Tropical — Universidade Nova de Lisboa
(IHMT- UNL), Portugal, onde foi desenvolvida toda a componente laboratorial do
presente estudo.

+ Testes e procedimentos laboratoriais
(Laboratério de Leptospirose e Borreliose de Lyme, IHMT, UNL)

O soro da populacdo alvo devidamente identificado e conservado foi submetido aos
testes MACROLepto, Dipstick Lepto (kit comercial), TAM, e PCR. Numa 12 fase o
critério para a escolha do teste a realizar foi o nimero de dias de evolugdo dos sintomas
(Tabela 2.1).
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Tabela 2.1. Distribuicdo de amostras de acordo com as técnicas realizadas versus dias
de evolugéo da doenca.

Testes Realizados  N° de amostras analisadas N° de dias de evolugéo da doenca

MACROLepto 300 Todos foram rastreados
Dipstick Lepto 75 > 4 e <10 dias

TAM 300 > 6 dias + NEG/ PCR, POS e NC/ Macro
PCR 193 <7 dias

2.2. Testes Seroldgicos

2.2.1. Teste de Aglutinacdo Macroscopica (MACROLepto)

No laboratorio fez-se a pesquisa de anticorpos anti-Leptospira interrogans, comecando
com o teste de rastreio MACROLepto, sobre lamina, (Fig.2.4) cujo procedimento se

descreve no (Anexo 1V)

Negativo Duvidoso Positivo

< >

Figura 2.4. Representacdo esquematica do teste soroldgico de rastreio da Leptospirose: Técnica
de Aglutinacdo Macroscdpica sobre lamina (MACROLepto) (Adaptado de Gongalves, 2009).
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O teste foi realizado com antigénio inactivado previamente preparado, com base em
leptospiras pertencentes ao serogrupo/serovar Ballum Arborea de L. interrogans da
bateria de referéncia existente no Laboratdrio de Leptospirose e Borreliose de Lyme da

Unidade de Ensino e Investigacao (UEI) de Microbiologia Médica do IHMT.

Este antigénio foi testado em soros humanos com resultado positivo e negativo
previamente conhecido para Leptospirose e usados para verificar a reactividade, dos
antigénios comparando a reacgdo de aglutininas anti- L. interrogans ?% 192, Este teste

permite obter um resultado em aproximadamente quatro minutos.

2.2.2. Teste Rapido (SD Bioline Leptospira IgM/ 1gG)

Para comparar a especificidade e sensibilidade do teste de rastreio (preparacdo “in
house” e os comercialmente disponiveis) foram seleccionadas 75 amostras submetidas
ao teste Dipstick Lepto (SD Bioline Leptospira IgM/ 1gG). Estas amostras tiveram
inicialmente com resultado positivo e ndo conclusivo na MACROLepto e
correspondiam a doentes ja referidos com evolucgéo entre os quatro e os dez dias (> 4 e
<10 dias), febris e sem terem feito uso de antibioticos. O teste SD Bioline Leptospira
IgM/ 1gG é um ensaio imunocromatografico, sendo um teste de aplicacdo laboratorial
rapida e simples.

Procedimento

Apo6s a homogeneizacdo (vortex) do soro, e com auxilio de uma micropipeta de 5ul,
colocou-se o0 soro no primeiro compartimento da placa ou substrato devidamente
identificada, com o nimero da amostra do doente, apds o que se colocam quatro gotas
de solucdo antigénica no segundo compartimento, e depois de 20 minutos interpretam-

se os resultados (Fig. 2.5).
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N, 2013

Figura 2.5. Imagem de teste Dipstick Lepto (SD Bioline Leptospira IgM/ 1gG.

(foto original da autora)

2.2.3. Teste de Aglutinacdo Microscopica (TAM)

A TAM, técnica de referéncia, foi realizada utilizando uma bateria de referéncia
existente no laboratorio, constituida por antigénios vivos, cada um dos quais com uma
densidade de 10® bactérias/ml, mantidas em EMJH, incluindo 24 serovares pertencentes
a 16 serogrupos de L. interrogans (Anexo V), e ainda o serovar Patoc, como
representante da espécie saprofita L. biflexa. A observacdo dos testes (placas) foi feita

em microscépio do fundo escuro (Fig.2.6).

Figura 2.6. Observacdo no microscopio de fundo escuro das placas
utilizadas na TAM com os soros dos doentes estudados. (foto original da
autora).
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Para o efeito foram estabelecidos dois grupos de amostras, estudadas por fase de

evolucéo:

R/

% O 1° lote de amostras de soro foi seleccionado tendo em conta o nimero de
dias de evolucgéo da doenca;

% O 2° grupo foi constituido por amostras de soro, teoricamente consideradas

negativas em diagnostico molecular (PCR) e com resultado positivo e nédo

conclusivo no teste MACROLepto.

Por sua vez, o teste foi realizado em duas etapas:

R/

% 12 Etapa - os soros foram analisadas numa dilui¢do de rastreio de 1:50, para
determinar os serovares reactivos. Sendo o0s soros considerados reactivos 0s

que evidenciaram pelo menos 50% de leptospiras aglutinadas.

% 22 Etapa - os soros foram submetidos a dilui¢cbes seriadas ao dobro para
determinar o titulo correspondente a dilui¢éo final para os antigénios reactivos

(12 etapa), permitindo entéo a definicéo e fixacéo dos resultados (titulos).

A seropositividade foi estabelecida de acordo com os critérios preconizados pela
OMS/ILS, onde o limiar positivo esta fixado num titulo igual ou superior a 1:100, com
qualquer um dos antigénios reactivos de L. interrogans, para as areas conhecidas como
ndo endémicas 8. No entanto, neste caso, como n&o se conhecia a seroprevaléncia da
Leptospirose na regido do Lubango e este ser um estudo de rastreio ndo foi possivel
obter a 2% amostra para poder cumprir com as exigéncias da TAM, e confirmar 0s
resultados através da cinética dos anticorpos. Todavia foram consideradas positivas as
amostras cuja reaccdo mostrou um titulo igual ou superior a 1:100. A descri¢do da

técnica é apresentada no Anexo V.
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2.3. Testes Moleculares

2.3.1. Extraccdo de DNA em amostras de soro

A extraccdo de DNA das amostras de soro em estudo, foi realizada atraves do kit
“Citogene® DNA Cell and Tissue”, comercializado pela Citomed, de acordo com as
recomendacdes do fabricante e adaptado pelo laboratorio, cuja descricdo esta em

anexo (Anexo VI).

Inicialmente s6 se consideraram os soros de doentes com um a sete (1 - 7) dias de
evolucdo. Posteriormente, foram também seleccionadas algumas amostras com
resultado negativo pela TAM, cujos doentes haviam mostrado terem tido exposi¢do ao
risco de Leptospirose antes da colheita. As amostras (templates) foram conservadas sob

refrigeracdo a 4°C até anélise posterior pela PCR.

2.3.2. Amplificacdo de DNA (PCR)
Muito do sucesso da técnica da PCR estd no rigor da seleccdo e preparacdo das
sequéncias oligonucleotidicas iniciadores (primers) e, consequentemente, pela

respectiva homologia com o DNA alvo © 30,

Para amplificacdo do DNA leptospirico foram utilizados os primers hapl cujas
sequéncias oligonucleotidicas foram desenhadas a partir do respectivo gene
(hemolysis-associated proteinel), que codifica a proteina de superficie associada a
hemolise e é especifico das leptospiras patogénicas @1, As sequéncias foram assim
obtidas do serovar Pomona, amplificando um fragmento de 262pb de acordo com
Leon e colaboradores 2006 ®9 (Tabela 2.2).

Tabela 2.2. Primers hapl usado na amplificacdo do DNA.

Gene  Primers Sequéncias nucleotidicas Tamanho do fragmento

(pb)

Forward 5-GCAAGCATTACCGCTTGTGG - 3
hapl 262 pb

Reverse 5 -TGTTGGGGAAATCATACGAAC-3’
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Antes de se realizar o teste de PCR foi determinada a especificidade e a sensibilidade
dos referidos primers.

Assim, para a determinacdo da especificidade foram utilizadas amostras de DNA
extraido de microrganismos distintos previamente conhecidos e representantes de
outros géneros de espiroquetideos como Borrelia burgdorferi sensu lato e Treponema
pallidum, além de leptospiras pertencentes aos serogrupos/estirpes (Ballum,
Icterohaemorrhagiae/RGA de L. interrogans, Patoc de L. biflexa e ainda de L. inadai
(espécie considerada intermédia entre as patogénicas e as saprofitas). Foi também

incluida uma amostra de 4gua autoclavada como controlo negativo.

Para o teste de sensibilidade usou-se como molde DNA extraido de culturas vivas dos
serovares/estirpes RGA, Canicola entre outros de L. interrogans com uma densidade
de 108 bactérias /ml em nove diluicdes seriadas de base 10, até 1 bactéria/ ml,
quantificacgdo também realizada no equipamento NanoDrop® da Termo

Scientific 1000, para ver a absorvéncia, concentracdo e pureza do DNA obtido.

Determinada a sensibilidade e especificidade dos “primers” e tendo-se verificado que
0s mesmos estavam em condicBes de utilizacdo, procedeu-se a amplificacdo do DNA
das amostras em estudo. Para a reaccdo de amplificagdo foi realizada uma mix

(mistura) com o volume final de 25ul com componentes indicados na Tabela 2.3.

39



Materiais e Métodos

Tabela 2.3. Descri¢do dos componentes usados na mix para a PCR

Componentes da “Mix” Volume (pl)
H20 autoclavada | 18,05
Buffer (10x) 2,5
MgCl2 G50mM) 1,0
DNTP'S (100 mM) 0,25
Primer Foward (5U) 0,5
Primer Reverse (5U) 0,5
Taq polimerase (Bioline®) 0,2
Template (2 ul de DNA) 2,0

Utilizou-se um termociclador (Mycycler BioRad®) (Fig.2.7) programado com as

condicdes descritas no protocolo utilizado (Tabela 2.4).

Figura 2.7. Execucéo da PCR no termociclador utilizado para
amplificacdo de DNA leptospirico (foto original da autora)
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Tabela 2.4. Descricdo das condicdes de amplificacdo do DNA leptospirico.

Fases de amplificacao Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacdo inicial 94°C 5 min
Desnaturagao 94°C 15seg
45x
Emparelhamento 56°C 35 seg
Extenséo 72°C 40 seg
Extenséo final 720C 10 min Ix

Para assegurar a eficiéncia do teste e a fiabilidade dos resultados, utilizou-se DNA
extraido de culturas de alguns serovares de L. interrogans que foram usadas como

controlo positivo e a 4gua autoclavada como controlo negativo.

2.3.3. Visualizacao dos produtos amplificados/ DNA de Leptospira spp.

A visualizacdo dos produtos amplificados foi realizada por electroforese em gel de
agarose a 2%, corado com red safe®. Foi aplicada uma corrente eléctrica de 120 volts

durante 45 minutos conforme recomendado pelo protocolo.

Procedimento: preparou-se o gel por dissolucdo de 2,0 gramas de agarose pura
(Bioline®), em 100 ml de tamp3o TAE 1x (0,04 M Tris-HCI; pH 8,0; 0,002 EDTA;
0,02 Molares de acetato de sodio) Sigma-Aldrech®, ao qual se adicionaram 2pl de red
safe®. Apds a polimerizacéo, o gel foi colocado na tina de electroforese com o tampao,
TAE 1x; aplicou-se no gel um volume de 6pl do produto de PCR, de cada amostra,
incluindo os controlos (negativo e positivo) aos quais foram adicionados previamente
2ul de loading buffer Bioline®. Foi usado um marcador de DNA de 100 pares de bases
(pb) BioRad®, para identificacdo, e comparacdo da dimensdo do(s) fragmento(s)

amplificado(s). Estes foram comparados com os controlos positivo e negativo @7,
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Tampédo TAE (10 X): utilizado como solugdo “stock” para preparar o tampdo de
corrida na electroforese em gel de agarose, que também se usou para dissolver os

reagentes ja referidos, e diluido para a concentracdo de 1x TAE.

Loading buffer: utilizado na preparagéo das amostras a aplicar em gel de agarose. Esta
solucdo facilita também a sua aplicacdo, minimizando a possibilidade de danificar os
pocos e estabilizando o DNA dentro dos mesmos “4),

No gel, os produtos da PCR foram visualizados sob luz ultravioleta (UV), cuja captura
de imagem e analise foi feita num equipamento Dolphim 1D gel Ima. Analisis

Software (Wealtec®) préprio para o efeito.

2.3.4. Sequenciacéo do produto amplificado (DNA)

As amostras amplificadas consideradas positivas na PCR foram enviadas a empresa
Stabvida® (Portugal) para sequenciacdo a fim de se identificar a(s) espécie(s) de
Leptospira e respectivos serovares presente(s) nas mesmas, através da comparagao por
“BLAST” (Basic Local Alignment Search Tool) com sequéncias depositadas no

GenBank® para determinagio da homologia entre elas.

2.4. Analise e tratamento de dados

Foi construida uma base de dados informéatica no programa Access 2000, Microsoft®
com dados clinicos-epidemioldgicos da populacdo alvo do estudo, recolhidos nos
inquéritos, permitindo assim a escolha dos testes laboratoriais a realizar posteriormente
e 0 respectivo tratamento estatistico, tendo sido utilizado o programa Primer of

biostatistic, version 3.02 de Mc Graw-Hill.

Foi calculado o Risco Relativo (RR), que é uma medida de efeito, com base na razéo
da ocorréncia de determinada doenga, que estabelece uma indicacdo de quantas vezes
maior € o risco dessa ocorrer entre a populacdo exposta, comparativamente a

populacdo ndo exposta a um determinado factor de risco. E definida como a razéo
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entre a incidéncia da doenca no grupo dos expostos (le) e a incidéncia no grupo dos

néo expostos (Ine) de acordo com a seguinte descrigéo:

Doentes Né&o doentes
Expostos a b
Né&o expostos c d
RR = le _ c/(cd)

Ine a/(ab)

Usou-se também o teste de Qui-quadrado (x?) para comparar variaveis qualitativas,

adoptando-se o nivel de significancia de 0, 05 (p<0,05).

Para a determinacdo da concordancia entre os diversos testes laboratoriais foi aplicado
0 teste estatistico “kappa” (K), referido por Garcia “?). Este teste é uma medida
decimal que evidéncia a concordancia existente entre dois testes distintos, cuja

férmula se apresenta abaixo.

Teste de referéncia

Positivo Negativo
Teste em Positivo a b
Avaliacao Negativo c d

a — verdadeiros positivos; b — falsos positivos

¢ — falsos negativos; d — verdadeiros negativos

K= (a+d — P) / (1 — P) em que P= (a+b)(a+c)+(c+d)(b+d)

Um valor igual ou superior a 0,81 corresponde a uma concordancia favoravel entre

0(s) teste(s) em avaliacdo.
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3. RESULTADOS

3.1. Populacéo alvo

3.1.1. Caracterizacdo da populacéo estudada (amostras)

Para o rastreio seroldgico e molecular proposto no presente trabalho foram obtidas
(N=300) amostras séricas, de uma populacdo heterogénea constituida por homens,
mulheres e criancas, tendo a variavel ‘idade’ sido distribuida por faixas etarias

(Fig. 3.1.A), para a caracterizacao da populagdo na area de estudo.

21,7%
(n=65)

Faixa etaria

o-1o 31-40 ®41-50 751-60 ®>60

Figura 3.1.A Representacdo grafica da distribuicdo da populacdo estudada [(doentes);
N=300] por faixa etaria

Da anélise da presente distribuicdo por idade, ressalta uma distribuicdo bastante
homogénea dos doentes, sendo as faixas correspondentes a idade activa (21 — 60 anos)
representativas, no seu conjunto, de mais de metade do total da amostra (155; 51,6%)
(Fig. 3.1.A). As criancas e jovens (0 aos 20 anos) corresponderam a 108 doentes (36%)
da amostra. No que respeita ao genero, foi o feminino que apresentou a maior
frequéncia (63%) (Fig. 3.1.B).
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Figura 3.1. B Representacdo gréfica da distribuicdo de doentes (N=300) de acordo com a
faixa etaria versus género.

3.1.2. Aspectos epidemiologicos quanto ao tipo de risco de exposicdo a
infeccéo

Relativamente aos aspectos considerados de risco de infeccdo por leptospiras, foram

analisados 0s seguintes parametros: i) area de proveniéncia/residéncia; ii) ocupacdo

profissional; iii) contacto com roedores ou potenciais hospedeiros; iv) contacto/consumo

de &gua ndo tratada, viagens e outras situacdes; e v) existéncia/auséncia de saneamento

bésico.
i) Area de proveniéncia/residéncia

Para uma melhor avaliacdo dos resultados na populacdo estudada, de acordo com a
proveniéncia/residéncia face ao risco de infeccdo por Leptospira spp. os doentes foram

integrados em trés grupos:

¢+ Doentes provenientes ou residentes dentro da cidade do Lubango (area urbana e
suburbana);
+«+ Doentes provenientes de alguns municipios da provincia de Huila;

+«+ Doentes provenientes de outras provincias do pais.

Em relacdo a area de proveniéncia/residéncia dos doentes que integraram o estudo

(N=300), verificou-se que a area suburbana foi a mais representada com (n=152;
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50,7%) do total de doentes (Fig. 3.2.). Ainda no mesmo grafico verificou-se que (n=36;
12%) dos doentes foram oriundos de outros municipios e (4,3%) vieram de outras
provincias do pais (Angola).

S

90_; 50,7

gz 00 33

S 40

©

: o -
g 0

= Urbanas Suburbanas Municipais Provinciais

Area de Proveniéncia/Residéncia

Figura 3.2. Representacdo grafica da distribuicdo de doentes (%), segundo a
proveniéncia/ residéncia.

i) Ocupacao profissional

Em relacdo a variavel ‘profissdo/ocupacdo’ dos doentes em estudo, com base nos dados
recolhidos nos inquéritos, verificou-se que a indicagdo de doméstica, camponesa e

estudante foram as mais representadas no conjunto dos inquiridos (Tabela 3.1.).

iii) Contacto com roedores e/ou potenciais hospedeiros

Dos dados obtidos dos inquéritos (N=300) sobre o ‘contacto com 0s animais
reservatorios/hospedeiros, observou-se que 90,7% da populacdo teve contacto com 0s
roedores, seguidos dos canideos, com 25% (Tabela 3.2.).
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Tabela 3.1. Distribuicéo da populagéo em estudo (N=300) por profissdo/ocupacao.

Profissdo/ocupacéo n %
Camponés (a) I 44 14,7 -|
Desempregado (a) I 20 6,7 I
Doméstica 56 18,7
Estudante I 40 13,3 I
—
Professor 30 10,0
Vendedor 22 7,3
Empregada de limpeza 14 4,7
Pastor de animais 10 3,3
Criador de gado 13 43
Veterinario 13 43
Motorista 11 3,7
Outros 12 4,0
Nao Indicado 15 50
Total 300 100,0

Tabela 3.2. Distribuicdo de doentes em relacdo ao contacto com roedores e/ou
potenciais hospedeiros/reservatorios.

Potenciais reservatérios/hospedeiros n %
Roedores 272 90,7
Bovinos 31 10,3
Canideos 75 25
Caprinos 25 8,3
Suinos 14 4,7
Outros 8 2,6
Sem contactos 20 60
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iv)  Contacto/Consumo de 4gua ndo tratada, viagens e outras situagdes

A Tabela 3.3. mostra os dados de algumas (potenciais) situacfes de risco de infeccdo
por Leptospira spp., tendo-se observado que o consumo de &gua nao tratada (47,7%) e o
contacto directo com aguas paradas ou solo humido (54,7%) foram as situacGes de risco

com maior ocorréncia.

Tabela 3.3. Distribuicdo de doentes de acordo com as variaveis ‘contacto/consumo de
agua nao tratada’, ‘viagens’ e ‘outras situacdes’.

Situag0es de potencial risco face a leptospiras n %

Consumo de agua ndo tratada 143 47,7
Contacto directo com aguas paradas ou solo humido 164 54,7
Contacto com &gua do rio (nadar no rio/riacho-lazer) 64 23,3
Realizagdo de viagens 126 42,0

V) Condigbes ambientais e saneamento basico nas areas residenciais

dos doentes

Dos inquéritos realizados (N=300) foram também incluidas varidveis como as
‘condicbes ambientais’ e a ‘presenca/auséncia de saneamento basico’. Dos dados
obtidos dos inquéritos foi possivel observar que 153 (51%) dos respondentes foram
afectados por enchentes (inundacBGes) nas suas residéncias na época das chuvas
(Tabela 3.4.).

Em relacdo as condi¢Bes ambientais e de saneamento basico nas &reas de residéncia, ‘os
destinos de lixos ar livre’, ‘aguas residuais’ e ‘aprovisionamento de alimentos’, 48,3%,
28%, e 54% respectivamente, dos inquiridos, mostraram préaticas e atitudes incorrectas,

como esta representado também na Tabela 3.4. e Fig. 3.3.
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Tabela 3.4. Distribuicdo dos doentes estudados de acordo com ‘as condicOes

Figura 3.3. Imagem sobre os destinos residuais (numa area suburbana da

cidade (Lubango) (fotos originais da autora).

ambientais’ e de ‘saneamento basico’ nas areas de residéncia dos doentes.

CondicGes n %
1 Enchentes (inundages) por chuvas nas areas residenciais
1.1 Sim 153 51
1.2 Né&o 140 46,7
1.3 Outros 7 2,3
2 Destino ou depdsitos de lixo:
2.1 Ar livre 145 48,3
2.2 Contentores 100 33,3
2.3 Vala ou buraco 15 15
24 Outros 40 13,3
3 Destino de &guas residuais:
3.1 Esgotos 95 316
3.2 Vala 65 21,6
3.3 Ar livre 84 28
3.3 Outras situacdes (riachos, ndo identificado) 56 18,7
4 Saneamento basico nas habitagdes:
4.1 Casa de Banho 231 76,6
4.2 Latrina de fossa seca 30 10
4.3 Outras situacdes 47 15,7
5 Aprovisionamento de alimentos nas residéncias:
5.1 Despensa 143 47,6
5.2 Geleira (Frigorifico) 165 55
5.3 Outras situagdes (mesa, fogdo....) 162 54
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3.1.3. Manifestag6es Clinicas (sinais e sintomas)

Atraveés dos inquéritos, foi também analisada a informacéo respeitante as manifestacoes
clinicas dos doentes. Foi possivel coligir os principais sinais e sintomas, tais como
febre, cefaleias e mialgias, entre outros (Fig. 3.4.), referidos pelos doentes. Registou-se

também o diagndstico clinico dos doentes internados (Fig. 3.5.).

Da andlise desta informacéo, observou-se que a febre esteve presente numa grande parte
dos doentes inquiridos (90,6%), seguindo-se as cefaleias (84,3%), os calafrios (76%) e

as mialgias (58,7%); epistaxis e edemas foram as queixas menos referidas.

100 90,6
90 84,3

50 76
70 58,7
60
437
40 31,3 34,7
30 18,3
50 I 14,7 : 16,7 10
10 27 I I 17
0 — |
. .{b ‘0\ . . . ) (b, %

%‘0 Qo* < Sinais e sintomas

Doentes (%)
(S
o

Figura 3.4. Representacdo grafica da distribui¢do (%) dos doentes inquiridos de acordo com

as principais manifestacdes clinicas (sinais e sintomas).

Da avaliacdo dos dados obtidos nos processos clinicos (diagnostico clinico) dos doentes
internados, verificou-se que a malaria, febre tiféide, bronquite, insuficiéncia renal e a
hepatite foram os principais diagnésticos com uma frequéncia entre os 14,3%; 4,7%; e
0s 3%. De salientar, o nimero elevado de doentes (55,7%) que na altura do estudo, ndo

tinham (ainda) indicacdo de diagnostico (Fig. 3.5.).
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Figura 3.5. Representacéo grafica da distribuicdo de doentes versus diagndstico clinico.

Na Fig. 3.6. foram analisados dados (N=300) sobre alguns outros aspectos, tais como:
internamentos, utentes sem queixas (assintomaticos), diagnostico clinico de malaria
(com gota espessa negativa) e doentes que ja estavam a tomar antibidticos. Da analise
efectuada, verificou-se que 57 (19%) corresponderam a doentes internados; 5 (1,7%)
eram utentes sem queixas sintomaticas e 45 (15%) tinham como diagnostico clinico
malaria, mas com resultado de gota espessa negativa; e 60 (20%) de doentes ja estavam
a tomar antibiotico a data em que participaram no estudo (Fig. 3.6.).
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Figura 3.6. Representacdo grafica da distribuicdo de doentes de acordo com outras
situacdes clinicas.
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3.2. Testes Serologicos

Na abordagem serolégica dos doentes que constituiram o presente estudo (N=300)
foram realizados os testes MACROLepto, SD Bioline Leptospira IgM/lIgG (Kit

comercial) e TAM.

3.2.1. Técnica de Aglutinacdo Macroscopica (MACROLepto)

Pela técnica MACROLepto foram analisadas todas as amostras séricas (N=300),
tendo-se obtido 70 (23%) soros com resultado positivo e 111 (37%) com resultado nédo

conclusivo (Tabela 3.5.).

3.2.2. Kit (SD Bioline Leptospira IgM/ 1gG)

Pelo Kit (SD Bioline Leptospira IgM/ IgG) foram analisadas apenas 75 do total das
amostras, as quais, na sua totalidade, mostraram resultado negativo. No entanto, as
referidas amostras foram avaliadas pelo teste MACROLepto, revelaram 18 (24%) com
resultado positivo e 26 (35%) foram consideradas como ‘ndo conclusivas’.

3.2.3. Tecnica de Aglutinacdo Microscopica (TAM)

Do total de amostras (N=300) de soro submetidas a TAM, obteve-se um resultado
positivo em 120 (40%), e em 91 (30%) das amostras, o resultado foi ‘ndo conclusivo’
(Tabela 3.7.).
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B Positivos
m Negatvos

m Nao Conclusivos

Figura 3.7. Distribuicao dos resultados obtidos pela TAM no total de amostras (N=300).

A TAM, também permitiu conhecer 0s serogrupos mais reactivos. Assim, nas ja
referidas 120 amostras com resultado positivo, isto €, com presenca de anticorpos
anti-L. Interrogans (s.l.) destacaram-se 0S seguintes serogrupos/serovares:
Icterohaemorrhagiae  (Copenhageni), Awustralis (Bratislava), Javanica (Poi) e
Hebdomadis (Hebdomadis), com 24,2%, 16,6% e os dois ultimos com 8,3%

respectivamente.

O titulo de anticorpos mais elevado foi de 1:800, observado para 0s serovares:
Copenhageni, Arborea, Panama e Pyrogenes (Tabela 3.5.).
De referir também, que em 23,3% das amostras foi observada a reactividade contra um

Unico serovar.
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Tabela 3.5. Distribuicdo de serogrupos reactivos na TAM versus titulos obtidos.

Serogrupos (Serovares)

Titulos de anticorpos

100 200 400 800 Total %
Australis (Bratislava) 8 9 3 - 20 16,6
Autumnalis (Autumnalis) 1 2 - - 3 2,5
Ballum (Arborea) 5 4 - 1 10 8,3
Bataviae (Bataviae) 4 1 - - 5 4,2
Canicola (Canicola) 2 1 - - 3 2,5
Cynopteri (Cynopteri) - 2 - - 2 1,7
Grippotyphosa (Grippotyphosa) 4 1 1 - 6 5,0
Sejroe (Hardjobovis) 3 2 1 - 6 5,0
Sejroe (Hardjoprajitno) 1 3 - - 4 3,3
Hebdomadis (Hebdomadis) 3 4 1 - 8 6,7
Icterohaemorrhagiae (Copenhageni) 14 12 1 2 29 242
Icterohaemorrhagiae (Icterohaemorrhagiae) 4 - 1 - 5 4,2
Mini (Mini) 1 - - - 1 1,7
Panama (Panama) 2 - - 1 3 2,5
Javanica (Poi) 5 2 1 - 8 6,7
Pomona (Pomona) 1 - 1 - 2 1,7
Pyrogenes (Pyrogenes) - - 1 1 0,8
Sejroe (Wolffi) 2 - - 4 3,3
Total 60 45 10 5 120 100,0

% Avaliacdo dos resultados obtidos pelas duas técnicas seroldgicas

(MACROLepto e TAM)

Os resultados obtidos pelas duas técnicas acima referidas mostraram que a técnica de

referéncia (TAM), permitiu diagnosticar um maior nimero de amostras do que a técnica

MACROLepto (Tabela 3.6.).

Tabela 3.6. Distribuigdo dos resultados obtidos pelas técnicas MACROLepto e TAM.

Métodos de diagnostico  Positivo % Negativo %

MACROLepto 70 23,0 1
TAM 120 40,0

19
89

40,0
29,6

Nao Conclusivo

111
91

%  Total

37,0 300
30,3 300
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Os resultados mostram que 34 (21,8%) do total de amostras analisadas foram positivas
pelas duas técnicas, como demonstrado na Fig. 3.8. Os serogrupos que se revelaram

CcOmo 0S mais reactivos, por ambas as técnicas, estdo representados na Fig. 3.9.

MACRO TAM

n=156

Figura 3.8. Representacdo esquematica dos resultados positivos pela MACROLepto e
confirmados pela TAM.

il I
S

Ne de soros confirmados
O P N W N U1 OO N 0 O
1 1 1 1 1 1
|
K _
?Q,

@ . . S
\(3,4& > & 4\‘1’6 & & 04'5’\ S S & -@a..@*\‘b & @db & ;@
SN T T T
k@;\ Yy& I SS QQ&\ RO N AN
S S
5§ 6&& & %@§ < e,@ \&5‘& cfﬁ
\)%6 é\@ ééb \0@
ag =) && @Qo
Q SO .
S & m Positivos
5&"“ &o“’% Serogrupos (Serovares)
& m N3o Conclusivo
\0 \Q‘b'@
o

Figura 3.9. Distribuicdo dos resultados positivos e ndo conclusivos confirmados pela TAM e
respectivos serogrupos (serovares).
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Da observagdo dos resultados obtidos por estas duas técnicas foi possivel também
verificar que 42 amostras (n=119) revelaram a presenca de anticorpos
anti-L. interrogans com resultado inicial negativo pela MACROLepto, e das 111
amostras com resultado ndo conclusivo pela mesma técnica, 44 revelaram pela TAM,

presenca de anticorpos contra L. interrogans.

A interpretacdo dos resultados pelas duas técnicas face aos dados obtidos nos inquéritos
aos doentes (Tabela 3.7.), evidenciou que os resultados confirmados pela TAM (n =34)
corresponderam, na sua maioria, ao género feminino, que foi 0 mais representado com
21 casos (61,3%), correspondendo as faixas etarias dos 11-20 e dos 21-30 anos de idade

com 7 a9 casos (20,6 a 26,5%), tendo sido os grupos etarios mais afectados.

Quanto a ‘profissdo/ocupacdo’ destacaram-se as camponesas com 23,5%, seguindo-se
os estudantes com 20,6%. No que diz respeito as areas de residéncia, a area suburbana
foi a proveniéncia mais associada aos doentes com resultado positivo na avaliacdo

serologica, com 15 casos (44,1%).

Em relagho a variavel ‘contacto com  roedores’ elou  ‘potenciais
hospedeiros/reservatorios’ observou-se que a maioria (97%) dos doentes teve contacto
directo com roedores, seguidos dos canideos com 14 (41,17%). Ainda na mesma tabela,
observam-se 0s resultados relativos ao ’consumo/contacto de dgua ndo tratada’ em 27
doentes (79,4%).

No que respeita as restantes varidveis incluidas nos inquéritos (condicdes de
saneamento basico nas residéncias dos doentes), das 34 amostras com resultado positivo
pela MACROLepto e TAM observou-se que a maioria tem praticas e atitudes

incorrectas, conforme dados apresentados no Anexo VII.
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Tabela 3.7. Caracterizacdo das 34 amostras POS na MACROLepto e TAM versus dados
epidemiologicos.

Dados epidemioldgicos N %
Género

Masculino 13 37,9
Feminino 21 61,3
Idade

0-10 5 14,7
11-20 7 20,6
21-30 9 26,5
31-40 6 17,6
41-50 3 8,8
51-60 3 8,8
>60 anos 2 6,0

Profisséo/ ocupagdo

Camponesa 8 232
Empregada de limpeza publica 2 5,8
Pedreiro 2 5,8
Pastor/criador de animais 3 8,8
Professor 4 11,8
Estudante 7 20,6
Vendedores 3 8,8
Doméstico 4 11,8
Proveniéncia/ residéncia

Urbanas 14 411
Suburbanas 15 44,1
Provincias 3 6,0
Municipios 2 8,8
Contacto com roedores e/ou potenciais hospedeiros

Roedores 33 97,0
Bovinos 7 20,6
Caprinos 4 11,8
Suinos 4 11,8
Canideos 14 41,2
Contacto/consumo de agua nao tratada, solo hiimido e outras situacoes

Consumo de agua ndo tratada 27 79,4
Contacto direito com aguas paradas/ ou solo himido 12 35.0
Contacto com agua dos rios (nadar) 12 35.0
Realizacdo de viagens ... 16 47,1
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Tabela 3. 8. Caracterizacao de soros com resultados confirmados pela TAM em relacéo
aos principais sinais e sintomas, diagnostico clinico e outras situacdes

clinicas.

Sinais e sintomas n %

Febre 32 94,1
Calafrios 24 70,5
Cefaleias 28 82,3
Mialgias 18 52,9
Ictericia 8 23,5
Exantemas 6 17,6
Dores abdominais 7 20,5
Dores toracicas 4 11,7
Edemas 2 5,8
Vémitos 2 5,8
Dispneia 2 58
Vertigens 2 58
Tosse 5 14,7
Diagnostico clinico

Malaria complicada 10 29,4
Pneumonia 2 5,8
Hepatite 3 8,8
Anemia 1 2,9
Meningite 1 2,9
Insuficiéncia renal 3 8,8
Insuficiéncia cardiaca 1 2,9
Febre tifoide 2 58
Qutros 6 17,6

Outras situagoes

Doentes internados 6 17,5

Utentes/sem queixas 1 2,9
Diagndstico de maléria com gota espessa negativa 7 20,5

Doentes com o uso de antibi6tico 2 58

Da andlise feita as 34 amostras cujo resultado foi confirmado pela TAM em relacéo aos
sinais e sintomas, diagndstico clinico, e outras situagoes clinicas, a febre foi a sindrome
mais frequente, tendo sido verificada em 94,1% dos doentes. Quanto ao diagnostico

clinico, o maior predominio foi para a malaria complicada, em 29,4% dos doentes,
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seguindo-se, hepatite e insuficiéncia renal com 8,8% e a pneumonia com 5,8%
(Tabela 3.8.). Foi também verificado que sete doentes tinham diagnostico de maléria,
mas o teste da gota espessa foi negativo. Observou-se também um utente (sem queixas)

com resultado positivo para TAM.

3.3. Testes moleculares

3.3.1. Teste de especificidade e sensibilidade dos primers hapl

+» Teste de especificidade

Na Fig. 3.10 verificou-se que os primers hapl sdo especificos para L. interrogans, uma
vez que ndo se observa a amplificacdo de DNA de outras espiroquetas tais como:
Borrelia burgdorferi (s.l.) e Treponema pallidum, bem como de leptospiras saprofitas
[Patoc (L. biflexa)]. Observou-se sim, a amplificacdo de DNA de leptospiras
patogénicas representantes dos serogrupos (estirpes) Icterohaemorrhagiae (RGA) e
Ballum (Arborea).

Legenda:

M — Marcador molecular
(100-1000 pb (pares de base)
1 — Patoc (L. biflexa)

2 — Icterohaemorrhagiae (RGA)
1000 pb

3 - Borrelia burgdorferi (s.l.)

4 - Treponema pallidum
262 pb

5 - Controlo negativo
(4gua autoclavada)
100 pb
6 - Controlo positivo Ballum
(Arborea)

Figura 3.10. Resultado do teste de especificidade com os primers hapl (262 pb) de serogrupos

patogénicos de L. interrogans.
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«+ Teste de sensibilidade

Relativamente a sensibilidade da PCR, foi amplificado DNA de dilui¢bes seriadas de
cultura de leptospiras da estirpe RGA (Icterohaemorrhagiae), entre outras, partindo de

uma cultura com uma densidade de 102 bactérias/ml.

A amplificagéo correspondeu a um fragmento de 262 pb (pares de base) como mostra a
Fig. 3.11, podendo-se observar deteccdo de DNA até a diluicio 10° bactérias/ml.

M. 0 B0 dudn 00 0 ] 00 Li P Ni N2C1 Co

1000 pb

262 pb

100pb

Figura 3.11. Resultado do teste de sensibilidade da PCR com primers hapl (262pb) em
diluicdes seriadas de culturas do serogrupo Icterohaemorragiae (RGA). Legenda: M - Marcador
molecular (100 -1000 pb); (108-10') - diluicdes de RGA (108-10 bactérias/ml); L. i - L. inadai;
P - Patoc; C.exi2 - controlo negativo da extracgdo de DNA; CNa. - controlo negativo do PCR

(dgua autoclavada).

3.3.2. Amplificacdo de DNA de soros por PCR com os primers hapl

A aplicacdo do protocolo de PCR (primers hapl) as amostras de soro dos doentes,

resultou na amplificacdo de um fragmento de DNA de 262 pb (Fig. 3.12), tendo este
sido observado em 30"/193 (Tabela 3.9).
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M Al149 A151 A152 Al158 A159A162 A165 A176 A177 CE1 CE2 CN1 CN2

1000 pb

262 pb

100pb

Figura 3.12. Resultados de algumas amostras de soro (dos doentes) amplificadas pela PCR com
primers hapl. Legenda: M - Marcador molecular (100-1000 pb); A - Amostras;
C.ex 12 - Controlo negativo da extraccdo de DNA; CN 1, - Controlo negativo da
PCR; C*- Controlo positivo (Ballum Arborea - 108 bactérias/ml.

Tabela 3.9. Distribui¢cdo das amostras analisadas por PCR (fase aguda de evolucéo da
doenca e NEG na TAM) utilizando os primers hapl.

PCR
Amostras (n=193)
Positivo % Negativo %
. 121 25 13,0 96 49,7
(Dias de evolugdo >1 e <7)

12 5 3,0 67 35,0

(Negativo pela TAM)
Total 30 15,5 163 84,5

< Andlise comparativa dos resultados da PCR versus métodos

serolégicos

A Fig. 3.13 mostra os diferentes resultados obtidos pelas trés técnicas utilizadas. De
referir, no entanto, que do total de amostras estudadas, seis (3%), revelaram resultado
positivo nas trés abordagens efectuadas (MACROLepto, TAM e PCR) como se pode
verificar na Fig. 3.14.
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Figura 3.13. Representacdo gréafica dos resultados obtidos pelas trés técnicas
realizadas (MACROLepto, TAM, PCR).

6+
MACRO
TAM/PCR

114* TAM 24"PCR

Figura 3.14. Representacdo grafica das amostras com resultado positivo pelas trés técnicas
utilizadas (MACROLepto, TAM e PCR)
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Por sua vez, das 163 amostras que se mostraram negativas pela PCR, 40 (24,5%) foram
positivas pela TAM (Fig. 3.15).

40(24’5%) @ Positivos
82(50,3%0) ®N3o conclusivas
41(25,1%) @ Negativas

Figura 3.15. Representacéo grafica de amostras com resultado negativo pela PCR e positivo pela
TAM.

3.3.3. Sequenciacéo de produtos amplificados (DNA)

Os produtos amplificados com os primers hapl (30 amostras de soro) foram
sequenciados, 0 que permitiu a identificacdo de espécies genéticas e serovares de
Leptospira. Assim, a espécie L. borgpetersenii foi identificada em 14 amostras,
L. interrogans foi identificada em 11 amostras e a espécie L. kirschneri em duas
amostras, tendo apresentado uma homologia de 86 a 100%. As respectivas sequéncias
estdo representadas na Fig. 3.16. (Anexo VII1).

No que respeita aos serogrupos/serovares correspondentes as referidas espécies
genémicas, estes foram identificados como sendo Hardjobovis, Lai, Javanica,

(L. interrogans) Balico, Javanica (L. borgpetersenii) e Pomona (L. kirschneri).
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3.4. Tratamento estatistico

+ Dados epidemiologicos e risco de exposicdo a infeccdo por

Leptospira spp.

O tratamento estatistico de alguns dados epidemioldgicos, mostrou que 0s mesmos nédo
influenciaram os resultados obtidos tanto pela TAM como pela PCR, ja que ndo foram
observadas diferencas com significado estatistico nas diferentes associa¢des (Tabela
3.10). No entanto, observou-se, que os ‘casos’ laboratorialmente diagnosticados quer
pela abordagem seroldgica, quer pela molecular, que o risco relativo (RR) da populagéo
alvo, poder contrair Leptospirose, esteve directamente associado a variaveis como o
‘contacto com aguas paradas e/ou solo htimido’, sendo 0 esse risco de valor 2. Assim
como, os resultados positivos pela abordagem seroldgica apresentam um risco relativo

de 1,8 quando associados a variavel ‘destino/depositos de lixo ao ar livre’.

Tabela 3.10. Principais associagdes entre as variaveis epidemioldgicas e o risco de

Leptospirose na populacdo estudada, face aos resultados obtidos por

TAM e PCR.

n v gl P RR
193 009 1 0760 098
193 024 2 0264 05

193 247 1 0,116 2

193 1,74 1 0204 057

193 247 1 0965 14

N

*Observados

Legenda: gl- Grau de liberdade
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**  Andlise estatistica dos dados epidemioldgicos quanto as manifestacoes
clinicas e outras situacdes

Tabela 3.11. Principais associa¢fes entre as manifestacdes clinicas e o risco de

Leptospirose na populacédo estudada, face aos resultados obtidos por

TAM e PCR.
M,ar_ufestagoes Observ.* vs POS (TAM) Observ.* vs POS (PCR)
clinicas e outras
situacoes N £ g P RR  n 2 g P RR
Ictericia 300 36.64 1 <0001 062 @ 193 17,300 1 <0,001 0,36

Presenca da febre 300 0616 1 0432 8591 193 0,062 1 0804 14
Uso de antibidtico 300 0,728 1 0,394 0,227 193 2,588 1 0,108 1

Malaria com/GE (-) 300 0,289 1 0591 0591 193 1699 1 0192 05
*Qbservados

Com base na Tabela 3.11 verifica-se uma associagdo com grau estatisticamente
significativo (p<0,001) entre os doentes que apresentavam ictericia e os resultados
positivos tanto pela abordagem serolégica (TAM), como pela a abordagem molecular
(PCR). Observou-se ainda que o risco relativo para os doentes que apresentavam febre é

elevado nas duas abordagens realizadas (8,6 e 14).

X Avaliacdo de concordancia entre técnicas (MACROLepto e TAM)

A anélise da concordancia entre a Técnica de Rastreio (MACROLepto) e a Técnica de
Referéncia (TAM) através do teste K (kappa) evidenciou um valor de 0,99, o que

demonstra uma concordancia dos resultados obtidos pelas técnicas efectuadas.
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4. DISCUSSAO E CONCLUSOES

Como vem a ser referido ao longo do presente trabalho, a Leptospirose constitui uma
preocupacdo crescente em quase todo mundo, principalmente em regifes endémicas,
onde é considerada um problema de grande importancia para a Satde Publica. Como se
sabe, para isso contribui o facto de seu diagnostico ser dificil, sobretudo, por apresentar

sintomas n&o especificos, altamente variaveis e comuns a outras doengas febris 3.

Em Angola (Lubango), a situacdo epidemioldgica da Leptospirose é pouco conhecida.
Escassos tém sido os estudos realizados e o diagnostico laboratorial ndo € feito,
sobretudo por falta de disponibilidade de testes especificos, mesmo de rastreio. A par
destas limitagOes existem ainda as dificuldades de recursos, quer em equipamento quer
de profissionais, indispensaveis a realizacdo dos testes laboratoriais de apoio ao
respectivo diagndstico (ex.: técnica de referéncia, TAM). Portanto, tudo isto contribui
para que a Leptospirose seja uma doenca sub-diagnosticada, sendo facilmente

confundida com outras doencas, 0 que resulta no desconhecimento da sua prevaléncia.

Este estudo procurou pois, ser um contributo para um melhor conhecimento desta
doenca zoonética na Provincia da Huila, uma vez que a ocorréncia e a prevaléncia da
Leptospirose estdo associadas a varios factores de risco, entre eles as condi¢cbes
ambientais, ocupacdo profissional, saneamento béasico, presenca de animais
reservatorios e/ou hospedeiros, varidveis estas que foram tidas em consideracdo no

presente estudo.

Procedeu-se assim, um estudo clinico-epidemiol6gico baseado na anélise de dados
obtidos através de inquéritos aplicados aos doentes, de forma a determinar a existéncia

ou ndo, dos referidos factores que se sabe estarem directamente associados a doenca.
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Da andlise dos inquéritos, no que se refere a proveniéncia da populacéo alvo (doentes),
verificou-se que além dos residentes na propria cidade do Lubango, participaram no
estudo também doentes vindos de outros municipios da provincia da Huila e ainda
doentes provenientes de outras provincias do pais nomeadamente, Cabinda, Cunene
Benguela, Huambo, Luanda e Namibe. No que respeita ao género, ressalta que a
maioria dos inquiridos foram mulheres. Este facto vem inverter a conhecida tendéncia
que aponta os individuos do género masculinos como 0s mais predominantemente

representados na maioria dos estudos de Leptospirose ¢558.84)

No nosso estudo porém, esta discrepancia pode ser explicada pelo facto que, nas
Regides Africanas de uma forma geral, nas quais Angola ndo é excepcdo, as mulheres
sdo as maiores responsaveis pelas actividades domésticas e do campo “lavras”, sendo
consideradas como mulheres batalhadoras que mantém o sustento da familia “?. Por
isso, as mulheres sdo também mais susceptiveis as doencas, dada a sua proximidade e
contacto com lama, solos humidos, dguas de charcos improprias para 0 consumo, entre
outros factores de risco. Pode considerar-se ainda que a causa da desproporcdo (quase
2:1) encontrada no nosso estudo, se deva ao facto dos homens Africanos ndo terem o
habito de recorrerem aos servicos de salde logo no inicio da doenca, fazendo-o0 apenas

quando a situacao se agrava, dai também a sua menor representatividade neste estudo.

Todavia e de acordo com a literatura ®® nZo existe diferenca na susceptibilidade da
infeccdo quando ambos 0s géneros estdo expostos a fontes de contaminacgéo, observagao
esta, que 0 nosso estudo também corrobora.

Ainda no que diz respeito a caracterizacdo da populagdo alvo face a varidveis como a
idade e ocupacéo/profissdo, observou-se que foi nas faixas dos 11-20 e dos 21-30 anos
que se verificou o maior numero de doentes, sendo as mulheres domésticas, camponesas

e estudantes as mais representadas.

Do ponto de vista laboratorial, foram realizadas as técnicas disponiveis no (IHMT), que
incluiram o teste de rastreio (MACROLepto), TAM e ainda as abordagens moleculares,
nomeadamente a amplificacdo de DNA de Leptospira (PCR), complementada por

sequenciacao.
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Todas as amostras séricas cujo resultado pelo teste MACROLepto foi positivo e/ou ndo
conclusivo foram confirmadas pela TAM, de acordo com as orientacdes da OMS (102),
Como esperado, verificou-se que a técnica de referéncia, dada a sua maior sensibilidade,
foi capaz de detectar anticorpos especificos em 40% do total de amostras,
comparativamente ao teste de rastreio. Importa ainda dizer que a TAM também permitiu
confirmar a seropositividade de amostras inicialmente analisadas pela MACROLepto
também com resultado positivo. Este facto evidéncia a importancia de, pelo menos, nas
areas geogréaficas onde nédo seja possivel recorrer a um Laboratorio de Referéncia para a
Leptospirose, como se verifica em Angola, a disponibilidade de um teste de rastreio
como 0 que se utilizou neste estudo, pode e deve constituir uma ajuda muito valida, ja
que consegue antecipar uma potencial infeccdo por leptospiras, permitindo que o doente

inicie a terapéutica adequada e em tempo Util.

E no entanto, importante, que o teste de rastreio a adoptar inclua preferencialmente
serovares de Leptospira spp. presentes na referida regido, para aumentar a respectiva
sensibilidade j& que, como se provou, o teste ja comercializado e utilizado em algumas
regides (Provincias) de Angola, quando aplicado a populacdo alvo deste estudo, ndo
conseguiu responder satisfatoriamente, ndo tendo identificado nenhum caso positivo.
Parece-nos pois, muito relevante considerar este facto, porque pde em evidéncia a
necessidade de conhecer leptospiras prevalentes em cada regido. Este conhecimento é
assim muito relevante para a preparacdo dos referidos testes. De facto, e como se
percebeu, um kit comercial com uma base antigénica prevalente num pais/continente

pode ndo ser Util noutro.

Ainda quanto a resultados do laboratério, desta vez TAM versus PCR, verificou-se que
as amostras que revelaram inicialmente um resultado negativo pela técnica de PCR
54%, mostraram pela TAM um resultado positivo em 25% das mesmas. Com estes
resultados, parece-nos ser licito dizer, e também de acordo com a literatura, que: i) A
técnica de PCR s0 é eficaz para detectar a infeccdo no inicio da doenca (fase precoce)
(1624) ¢ i) a escolha do método deve depender da fase evolutiva da infeccdo, ©9. Pelo
que, se admite que os referidos resultados inicialmente negativos sdo justificados por
corresponderem a doentes eventualmente em fase tardia. Isto, apesar dos doentes terem

dado a informacéo sobre o inicio dos sintomas e dias de evolucdo, razdo pela qual foram
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seleccionadas para analise de PCR, admite-se que 0s mesmos possam ndo ter sido

totalmente precisos nas suas informagoes.

Estas vertentes podem estar na base fundamental destes resultados, uma vez que das

193 amostras apenas 16% foram amplificadas.

Sendo que estes correspondem ao grupo de individuos de idade profissionalmente activa
(idade produtiva), consideradas também, idade sob risco de infec¢do por Leptospira
interrogans 484, Neste caso os resultados encontrados nas faixas etarias mais afectadas
estdo de acordo com o que ja é reconhecido, que aponta a maior prevaléncia nos
referidos escaldes etarios, resulta do desenvolvimento das actividades de maior

exposicdo a fontes de infeccéo 2% 44,

Em relacdo a area de proveniéncia/residéncia aquando da analise das amostras com
resultado positivo e confirmado pela TAM, observou-se que trés doentes eram
provenientes das provincias de Cunene, Benguela e Huambo. Isto corrobora, de certa
forma a prevaléncia de 15,6% referida para o Lobito (Benguela) em 2011 por

Garcia “?, e a de 14%, no Huambo referida por Gabriel-Fortes, 2012 “9),

Na interpretacdo feita sobre a variavel ‘ocupacdo/profissdo’, além da profissdo
‘camponesa’ cuja actividade é de grande exposicdo ao risco de infeccdo com
leptospiras, atraves do contacto com solos humidos como referido por diversos autores
(1517 também a ocupacdo ‘estudante’ mostrou ser de grande importancia no contexto
dos individuos com resultado positivo para Leptospirose, ocupando uma segunda
posicdo no conjunto das diversas profissdes, incluidas no inquérito. Este grupo de
individuos (estudantes) apesar de essa ocupacdo ndo fazer parte das consideradas
ocupacdes de risco para Leptospirose eles alegaram que nos periodos livres (quando nao
estdo na escola) dedicam-se a realizacdo de outras actividades, das consideradas
associadas a um maior risco de infeccdo, como por exemplo estarem nos pastos, o facto

de ajudarem as maes nas lavras e os pais na lida do gado.

Houve ainda alguns que responderam terem o costume de nadar em charcos ou rios. E
de salientar que este grupo € constituido na sua maioria por individuo com idade
inferior a 16 anos. Sabe-se que os individuos nesta idade tém, por vezes, atitudes e

comportamentos de risco que o0s expdem a varias doencas, também dificilmente
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observam as medidas de higiene, além de realizarem actividades de aventura, e brincam
nas lixeiras e noutros locais imundos, situacbes estas, ja reportadas por diversos

autores 4246.77),

Por este facto, e apesar de que existem categorias profissionais especificamente
conhecidas como de risco, ndo podemos deixar de admitir que a Leptospirose pode
afectar quaisquer profissdes, independentemente da situacdo ou local onde se
encontrem. Com estes resultados volta a enfatizar-se a variavel ‘ocupagdo’ como um
aspecto fundamental na exposicdo a doenca. De facto, na andlise destes dados
esperdvamos encontrar casos de Leptospirose ou de seroreactividade naquelas
ocupacdes profissionais consideradas também de risco elevado como agricultores,
veterinarios, trabalhadores de esgotos, entre outros, tal como referidos por diversos
autores10:16.17.35,101,104) N entanto, os resultados do presente estudo diferem desses
autores, pois observou-se que além da ocupacdo ‘estudante’ ja referida, foram as
ocupacdes ‘doméstica’ e ‘professor’, as que se seguiram as ocupacdes anteriormente
referidas, contribuindo para o nimero de resultados positivos. Segundo a OMS este
risco de exposi¢cdo deve-se sobretudo, ao contacto directo com céaes e/ou nas préoprias
residéncias, quando estas estdo infestadas por roedores. Ha também um outro aspecto
relevante e que é habitual em Paises subdesenvolvidos, apesar das populacdes terem e
dedicarem-se a uma ocupacdo profissional no seu dia-a-dia, que € a realizacdo de
actividades extra (lavra ou hortas), em situacdo de “part time”, 0 que também pode

contribuir para a sua exposicao ao risco de infeccéo.

Quanto a variavel ‘contacto directo com roedores e/ou potenciais hospedeiros’ sabe-se
gue o contacto com estes animais portadores cronicos de leptospiras, aumentam a
possibilidade de expor a populacio e potenciam o risco de contrair a infecgio ¢:48:49.58),
Também é defendido por muitos autores que na epidemiologia da Leptospirose estdo
envolvidos factores socioecondmicos bem com factores ambientais que favorecem a

sobrevivéncia da bactéria na natureza, expondo as populacdes ao risco ©).

Com base nestas premissas e opinido de tantos autores, no presente estudo, de acordo
com os dados dos inquéritos, e os individuos dos quais se obtiveram resultados
positivos, mostram que quase na totalidade da amostra (97%), responderam terem

presenca de “ratos” nas suas residéncias, enquanto um terco dos inquiridos,
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responderam terem contacto com o cdo, sendo este o seu “animal de guarda™; e ainda
admitiram consumirem agua nao tratada, contactarem com depdsitos e destinos de
residuos ao ar livre, e procederem ao aprovisionamento de alimentos em condi¢bes
improprias (ao ar e fora do frigorifico). Alguns destes dados, quando tratados do ponto
de vista estatistico, mostraram, por exemplo, que para a variavel ‘contacto com &guas
ndo tratadas’ existe um risco relativo igual a 2, o que significa que a populagdo exposta
tem duas vezes maior risco de contrair Leptospirose comparativamente a populacao nao
exposta. Situacdo analoga foi verificada quanto a exposicdo ao lixo, também aqui se
verificou existir um risco de Leptospirose 1,8 vezes maior na populagdo exposta, face

aos individuos ndo expostos.

De uma maneira geral estas sdo situagcdes que podem estar relacionadas com a doenca, e
apesar de ndo se conhecer a prevaléncia da Leptospirose na Huila, os factores
predisponentes, mostram como esta populacdo € bastante susceptivel em contrair a
doenca uma vez que existem todas as condi¢bes propicias para persisténcia e

proliferacdo das bactérias no ambiente ¢7:°8),

Em relagdo ao contacto com os cdes, sabe-se por alguns estudos, que aqueles sdo
considerados potenciais hospedeiros, de grande importancia epidemioldgica sendo
portadores, em particular do serovar Canicola (16484%58) No entanto, varios outros
estudos apontam para uma prevaléncia de serogrupos/serovares nos cées, tais como

Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa, Australis, Pyrogenes, entre outros 9.

Com base nestes dados e nos resultados obtidos podemos destacar também o papel
preponderante do cdo como ‘veiculo’ de transmissdo dos agentes da Leptospirose, por
estabelecer um estreito contacto com os humanos. De acordo com Faine e
colaboradores, 1999 ©®, o co pode manter e eliminar as bactérias por longo periodo de
tempo, por vezes de forma assintomatica ou quase, apds obter a melhoria de uma

infeccéo, situagcdo em que pode entdo infectar os humanos, de forma acidental.

Em alguns estudos realizados sdo referidos ainda outros animais como suinos, bovinos,
caprinos e cavalos com intervencdo directa no ciclo de transmissao de leptospiras. S&o
disto exemplo um estudo realizado em 1991, por Baptista ! na mesma localidade do

presente estudo, no qual o autor aponta para uma prevaléncia de 15,5% em bovinos.
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No entanto, no presente estudo, estes animais ndo se evidenciaram como muito
relevantes, apesar da populacdo estudada ter como actividade predominante a agro-
pecudria, e ser proveniente de areas suburbanas, onde tradicionalmente estdo presentes
estas espécies animais. N&do podemos deixar de frisar que este estudo foi feito numa area
urbana (cidade do Lubango), apesar de sete dos participantes terem referido contactarem

com alguns destes animais em qualquer situagéo.

Além do contacto com os animais, no presente estudo, foram evidenciadas também
condicBes ambientais e de saneamento basico as quais, como se sabe, facilitam a
sobrevivéncia das bactérias no ambiente, e uma possivel contaminagdo, como tem sido
ja amplamente referido por diversos autores 414587984 ‘norém, entendemos que mais
investigacdo é necessaria, de forma a determinar os principais reservatorios na area,

aspecto que nédo foi contemplado neste estudo.

Ainda no que se refere as variaveis relacionadas com o saneamento, salienta-se o
consumo de agua nao tratada, supostamente contaminada, 0 que constitui uma situacédo
de alto risco quanto a ocorréncia de varias doencas que ndo apenas a Leptospirose.
Sendo o referido consumo considerado como o factor ambiental mais importante na
manutencéo das leptospiras ®®, uma vez contaminada com urina de animais infectados,
constitui um meio de grande relevancia na transmissdo das referidas bactérias, enquanto
agentes etiologicos da Leptospirose, como referido por Faine e colaboradores em
19996®). De facto, ndo é demais referir a importancia do consumo de agua nio tratada
ao longo da histéria da Leptospirose nas comunidades humanas. Existem registos de
varios surtos epidémicos devidos precisamente ao consumo de agua contaminada como
foi o caso do surto que ocorreu em Lisboa, Portugal em 1931, numa populacdo que
tinha consumido &gua de um fontenario contaminado com a urina de ratos, como citado
em 2006 por Vieira ©9,

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, o consumo de aguas ndo tratadas (residuais
e outras) e praticado em quase todo mundo principalmente nos paises subdesenvolvidos.
Vérios sdo 0s motivos que impulsionam o seu uso, por um lado a escassez constante de
agua potavel nas torneiras, estiagens prolongadas ou secas, aumento desordenado das
populacdes nas cidades, necessidade de usa-la como recurso para fertilizacdo dos seus

cultivos. Neste ambito, os participantes do estudo que mostraram anticorpos
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anti-L. interrogans (79,4%) referiram o consumo de 4gua impropria e aproximadamente
metade alegam a falta de condi¢des de saneamento basico nas suas habitagcdes (esgotos,

contentores) o que os leva a depositar residuos “lixo e agua” ao ar livre.

Sabe-se que nos Paises subdesenvolvidos como é o caso de Angola, devido aos efeitos
de guerras e outros, muitos esforcos estdo a ser envidados para colmatar as deficiéncias
nestes contextos, mas ainda h4 muito para fazer, ja que existem situac@es de habitacéo,
onde o saneamento bésico é muito deficitario, e a este facto acrescem, de certo modo,
alguns valores culturais como por exemplo “familias enormes” (Uma moradia com mais
de 10 individuos), tornando dificil manter o saneamento neste local devido ao
aglomerado de populacdo. Além destas situacdes podemos considerar a falta de
formacédo académica e informacdo (educacdo para a satde), baixa renda, principalmente
em areas suburbanas o que se destacou neste estudo, com maior prevaléncia em relacao

a area urbana.

Deste modo, os nossos resultados reforcam a ideia de Bertherat e colaboradores em
1999 @9 onde salientaram que condigBes de saneamento basico pouco eficientes, entre
outras situacdes ja referidas, sdo factores de risco para a ocorréncia da doenca, dados

estes também apontados por outros autores “ 58 74.79.91),

No que se refere as manifestac@es clinicas, uma vez que a Leptospirose tem um quadro
clinico sobreponivel a outras doencas, que vdo desde situagdes assintomaticas, graves e

até fatais, em regra é necessario a confirmacéo do diagnéstico laboratorial :16:38),

No presente estudo foi registada uma variedade de manifestacbes sendo que a febre
referida por cerca de 91% dos participantes, como sendo o sintoma mais frequente,
apesar de, ndo devermos ignorar que foi precisamente a febre 0 nosso critério ‘major’
de inclusdo. No contexto estatistico, o risco relativo da febre estar associado a
Leptospirose foi de 8,5% nos doentes com resultado positivo pela serologia e de 14%
nos avaliados pela PCR, o que esta em consonancia com a patofisiologia da doenca

(fase aguda e fase mais tardia).

Os dados obtidos no laboratorio permitiram assim, confirmar a origem da febre

associando-a ao diagnostico de Leptospirose. Seguiram-se por ordem crescente de
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frequéncia as cefaleias, calafrios e mialgias, sintomas que também podem ocorrer no

decurso da evolugéo da Leptospirose, tal como referido por varios autores 1758,

Todavia apesar da Leptospirose ser caracterizada por febre ndo podemos deixar de
pensar noutras situacfes de presenca de anticorpos de leptospiras por longo tempo. Na
analise dos dados obtidos nos inquéritos observou-se que cinco utentes assintomaticos
(dadores de sangue, checkup) e destes cerca de 3% tiveram uma serologia positiva,
confirmada pela técnica de referéncia e trés tiveram um resultado ndo conclusivo pelo

teste de rastreio mas, que se revelaram negativos quando da abordagem molecular.

Com este facto, podemos deduzir que os doentes com possivel exposicdo ou contacto
com leptospiras podem conter anticorpos no soro e estes se tornarem detectaveis por
longos periodos de tempo. Sabe-se também que a presenca de anticorpos em algumas
situacBes como é o caso dos denominados portadores renais crénicos, podem ndo ser
considerada sinénimo de doenca, como referido por varios autores ¢164) Um estudo
realizado por Ganoza e colaboradores em 2010, em individuos assintomaticos descobriu
que 5% (314) desses individuos (mulheres) duma vila rural da Amazdnia, sem

evidéncias clinicas de Leptospirose foram cronicamente colonizados pela bactéria.

Ainda sobre as manifestacfes clinicas “diagnostico clinico” destacamos algumas,
reconhecidas como compativeis e caracteristicas na Leptospirose, sendo que 0s nossos
resultados mostraram a presenca de comprometimento de varios 6rgdos e sistemas,
como o renal, hepéatico e respiratério, sob forma de infeccdo urinaria, ictericia,
broncopneumonia e bronquite respectivamente, e ainda hemorragia, observada na forma

de epistaxis e hemoptises, embora em menor frequéncia.

Apesar dos doentes apresentarem sinais ou quadro clinico compativeis com
Leptospirose e com presenca de evidéncia seroldgica sdo necessarios, outros estudos,
principalmente que permitam a obtencdo de segundas amostras para poder acompanhar

a cinética de anticorpos especificos ©8)

A disfungdo hepética (ictericia) € um sinal major, quando acompanhada por disfuncéo
renal, podendo levar & morte, situacdo conhecida como sindrome de Weil a forma mais
grave de Leptospirose 63873 embora nos dltimos anos, esta sindrome de Weil,

considerada como causa de morte esta a dar lugar a hemorragia pulmonar, como
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demonstrado num estudo onde ¢ referida uma taxa de 75% de ‘casos’ de Leptospirose
associados a presenca de ictericia ¢%9%), No presente estudo, a presenca de ictericia
também se revelou como uma manifestacdo forte de associacdo aos casos de
Leptospirose, estatisticamente significativa. No que se refere ainda ao ‘diagnostico
clinico’, os dados obtidos através dos processos de doentes internados destacou-se a
malédria complicada em 29,4% dos doentes. E destes, sete tiveram resultados
confirmados pela técnica de referéncia, mas com o teste de gota espessa negativo, isto é,
sem evidéncias laboratoriais de malaria. Como os resultados mostram, estes casos de
sindrome febris podem dever-se a Leptospirose embora mascarados por malaria. De
acordo com Brown e colaboradores, em 2010 @® nos paises com doengas endémicas
(como dengue e malaria) em casos de sindrome febril, sem evidéncias laboratoriais

robustas, devem ser investigados para Leptospirose.

Alguns profissionais de Saude Publica, veterinarios e médicos raramente consideram a
Leptospirose no diagnéstico clinico, mesmo quando a febre é desconhecida, como
referiu Machang’u em 1992, citado por Katakweba e colaboradores, 2012 ®b. Estes
profissionais defendem que a doenga pode ser facilmente tratavel, bastando a “toma” de
um antibiotico, é por isso negligenciada. Seguindo esta logica e em relagdo aos nossos
resultados podemos pensar que a prescricdo e 0 uso excessivo de antibiotico acaba por
mascarar as possiveis manifestacfes por Leptospirose, ja que 20% dos doentes tinham a
prescricdo e uso de antibidtico e destes cerca de 5,8% foram positivos pela
MACROLepto, confirmado pela TAM. Esta situacdo € preocupante porque além de
estar a mascarar outras manifestacbes (como inducdo de anticorpos na Leptospirose),
segundo a OMS, o uso constante de antibidticos pode tornar o doente susceptivel a
outras infeccOes, ou entdo, desenvolver resisténcia aos farmacos. Por outro lado, apesar
da Leptospirose ser normalmente tratada com antibioterapia e ndo tem um impacte
muito grande na mortalidade, principalmente na fase anictérica de acordo com
Monteiro, 200374, ela tem importantes implicacBes na ocorréncia e complicacdes de
outras doencas, custos hospitalares, tratamentos diarios, principalmente para o0s
antibioticos de Gltima geracdo bastante dispendiosos, e pode ainda afectar directa ou
indirectamente outras areas econdmicas. A determinagdo precoce da Leptospirose pode
servir de alerta e orientar os clinicos na gestdo de doentes evitando as complicagdes e

consequentes custos.
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Duma forma global, os resultados positivos obtidos por avaliacdo das técnicas
(MACROLepto, TAM, PCR) permitiram observar uma sobreposicdo de 3% de doentes
cujo resultado positivo foi comum as trés técnicas, onde o grau de concordancia dos
resultados entre elas foi de 0,99, embora se saiba que cada uma tem a sua

especificidade.

Nas amostras com resultados positivos observaram-se reactividade em 19
serogrupos/serovares, com maior destaque para Icterohaemorrhagiae (23,5%),
Hebdomadis e Javanica (14,7%), Australis (11,7%) e Hardjobovis (8,8%). De acordo
com um estudo realizado em 2003 por Bharti e colaboradores 1, os serogrupos
Icterohaemorrhagiae, Ballum (Arborea) tém como reservatorio por exceléncia as
ratazanas. O serogrupo Javanica é considerado como representante da espécie
patogénica L. borgpetersenii de acordo com Homem, 2001 “®, podendo ser encontrado
também nos bovinos. Comparando com 0 nosso contexto podemos considerar a
hipétese de que os agentes da Leptospirose na regido da Huila podem estar a ser

transmitidos por roedores, canideos e bovinos.

O serogrupo Australis (Bratislava) encontra-se associado a cavalos, sendo estes 0s seus
hospedeiros/reservatorios ®, porém, neste estudo n&o foi possivel verificar tal relago,
pois nos doentes com resultado positivo nenhum referiu ter tido contacto com estes
animais. Uma explicacdo possivel é o facto de os cavalos ndo terem sido incluidos no
inquérito, uma vez que estes animais ndo sdo geralmente encontrados na &rea, em
grande nimero, em comparacdo com o0s assinalados no inquérito (canideos, bovinos,
caprinos, suinos e, claro, os roedores). Os demais foram colocados na categoria
“outros”, mas mesmo assim, nesta categoria nao se observou nenhum caso positivo.
Ainda sobre o serogrupo Australis, este tem sido descrito também em gado, ovelhas,

ratos, burros, cées, e ouricos, tal como referido em 2011, por Biggs e colaboradores 7).

A par disto pensamos que, as leptospiras representantes do serogrupo Australis, na
Huila, podem estar a colonizar outros reservatorios que ndo sejam 0s mais comummente
conhecidos, admitindo-se a hip6tese de que estes serovares podem estar mesmo, a ser

dispersos por roedores, tendo sido estes os mais referidos.
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Nos resultados seroldgicos obtidos por Garcia em 2011“?, destacaram-se trés serovares:
Copenhageni, Sejroe e Australis, tendo sido verificado no presente estudo um resultado
analogo no que respeita aos serovares Copenhageni e Australis, enquanto 0s outros
diferiram. Isto leva-nos a admitir que apesar de ser no mesmo pais, as condigdes
ambientais que mais facilitam a persisténcia e a sobrevivéncia do agente etiolégico,

deverdo ser diferentes, numa e noutra regiéo.

E de salientar que, para os doentes que reagiram com mais do que um serovar,
considerou-se como infectante o serovar com maior titulo, pois os demais tiveram

reaccOes cruzadas entre si.

Os titulos observados com maior frequéncia foram superiores ou iguais a 1:100 numa
frequéncia de 60 casos, seguindo-se titulos de 1:200 em 44 casos. O titulo mais elevado
foi de 1:800 observado para os seguintes serovares: Copenhageni, Arborea, Panama e

Pyrogenes.

A interpretacdo de resultados seroldgicos para o diagnostico de Leptospirose é dificil,
por um lado, devido as reacgdes cruzadas entre leptospiras, por outro, auséncia de
anticorpos induzidos pelo uso de antibidtico, e ainda pelas dificuldades de consenso de

titulos observados 7,

Dado o caracter bifasico da doenca, e a necessidade de avaliar as amostras para detectar
a presenca de DNA leptospirico no soro na fase aguda, recorreu-se a uma abordagem
molecular (PCR) utilizando primers baseados no gene hapl, como ja referido.

Os resultados obtidos pela analise molecular mostraram que os referidos primers séo
especificos para as espécies patogénicas de acordo com estudos realizados por diversos
investigadores 5% No presente trabalho, pudemos igualmente verificar que estes
primers amplificaram apenas DNA de leptospiras representantes de uma estirpe
patogénica (RGA) de L. interrogans. No que se refere a sensibilidade a PCR mostrou
algumas limitacfes, uma vez que a deteccdo de DNA foi apenas até a diluicdo de
10° bactérias/ml, isto leva-nos a pensar que o problema esteja relacionado com a
extraccdo de DNA, embora todas as condicOes aplicadas estivessem dentro dos
parametros recomendados pelo protocolo, adoptado pelo Laboratorio. O proprio
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procedimento da PCR foi bem-sucedido, isto é, sem contaminacgdes, e com o controlo
positivo a revelar o fragmento (banda) na direccéo e tamanho esperado.

Admitimos que esta limitacdo talvez esteja relacionada com a solucdo de lise e
sobretudo com a propria estrutura da parede celular das espiroquetas que é muito dificil
de lisar. Esta situacdo poderd assim, explicar a baixa sensibilidade nos resultados
obtidos pela PCR, porque se estes doentes apresentarem uma carga bacteriana abaixo de
10° bactérias/ml ndo é possivel detecta-la, pelo que se obteve DNA leptospirico em
apenas 16 % de doentes. Isto € tanto mais importante, quanto a presenca de leptospiras
no sangue) pode influenciar a evolucdo da doenca e até o seu prognostico, é disto
exemplo, um estudo realizado em 2011 na Nova Caled6nia por ©” Tubiana e
colaboradores, em doentes com Leptospirose que mostrou que a presenca de, pelo
menos, 10% bactérias/ml no sangue pode ser considerado como um limiar critico de

desenlace fatal.

Os resultados obtidos do produto amplificado através do recurso a primers desenhados
no gene hapl, que foram utilizados como ferramenta para rastrear a prevaléncia de
Leptospira spp. em amostras serolégicas humanas, mostrou DNA leptospirico em
cerca de 16% dos doentes avaliados por esta metodologia, tendo a sequenciagédo
revelado, homologia com trés espécies genomicas: L. borgpetersenii; L. interrogans e
L. kirschneri. Destas, a espécie L. borgpetersenii foi a mais prevalente, seguida de L.
interrogans com os serovares Javanica, Hardjobovis, Balico, Santarosai, Lai, Ballum e

Pomona.

As leptospiras pertencentes a espécie genomica L. borgpetersenii constituem uma
importante fonte de infeccdo para os humanos e também para outras espécies animais,
nomeadamente para os bovinos, levando nestes Gltimos, a uma alta incidéncia na
infertilidade e perdas de lactacdo, como ja amplamente referido por diversos
autores®?® Quando comparamos os resultados moleculares agora obtidos, com o0s
resultados moleculares de um estudo anterior realizado por Garcia em 2011, embora em
localidades diferentes mas no mesmo Pais, encontramos alguma coincidéncia, ja que
nesse estudo foram identificados os serovares Copenhageni e Lai ambos pertencentes a
espécie genomica L. interrogans, tendo agora o serovar Lai tambem sido por nds

identificado em algumas das nossas amostras.
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Importa também referir que as espiroquetas pertencentes a espécie genomica L.
interrogans que segundo a literatura, tém como reservatorios de eleicdo os roedores,
sendo estes como referido por Levett em 2001 ©®, reconhecidos, como sendo os
grandes responsaveis associados aos casos graves de Leptospirose, pela sua ampla
distribuicdo em varios locais e dado o seu alto grau de adaptacdo. Ainda de acordo com
outros autores, nomeadamente, Gongalves (2009) “¥ os roedores estdo presentes
principalmente em locais onde haja infra-estruturas degradadas, condi¢bes de
saneamento basico deficitarias e em areas suburbanas. Assim, os resultados agora
obtidos na anélise molecular sdo coerentes com outros autores e, por outro lado,
confirmam e consolidam a interpretagdo feita na andlise serologica da populacdo de

doentes do presente estudo.
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Os resultados obtidos neste estudo permitiram determinar que a Leptospirose esta
presente nos doentes febris, assistidos no Hospital Central Dr. Agostinho Neto, o que
aponta para a necessidade de incluir esta doenca no diagnostico diferencial de doentes
febris, especialmente entre os grupos de risco ocupacional mais prevalentes,
(Camponesas e estudantes), como este estudo demonstrou. Além da provincia da Huila,
parece-nos relevante estender este mesmo diagnostico diferencial a outras provincias do

pais.

O presente estudo aponta para uma taxa de sero-ocorréncia entre a populacdo alvo, da
ordem dos 40%, 0 que nos parece, para um primeiro estudo (rastreio), e numa amostra
(ainda) limitada, uma taxa com um significado que merece atencdo das Autoridades de

Saude locais.

Este estudo também permitiu identificar as espécies L. borgpertesenii e L. interrogans
como as mais prevalentes na regido, bem como conhecer 0s principais serovares
Australis, Icterohaemorrhagiae e Copenhageni. Sendo que a maior ocorréncia do
serovar Icterohaemorrhagiae aponta de forma inequivoca para a presenca de roedores,
como transmissores de leptospiras na regido. Foi ainda possivel através da presente
investigacao perceber as variaveis de risco em relacdo a infeccdo em comparagdo com
outros estudos realizados noutros paises, embora seja necesséria mais investigagdo para

sustentar os dados agora obtidos.

Uma vez que existem diferentes factores associados a Leptospirose em ambientes
urbanos e suburbanos a prevencao da doenca deve ser agora mais dirigida, focalizando

as varias fontes de contaminacao salientadas no estudo.

Com estes resultados, embora ndo sejam significativamente abrangentes, o seu impacte
serve de alerta, e podermos dizer que a populacdo de algumas regides de Angola esta

exposta as leptospiras presentes no ambiente envolvente.
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Identificados e conhecidos os serogrupos torna-se possivel a implementacdo de testes
de diagndstico rapido e de facil execucdo bem como a aplicacdo dos respectivos

protocolos.

Queremos acreditar também, que este estudo vai ajudar no esclarecimento das
principais causas de febre indeterminada, apesar de ser um estudo de rastreio, constitui,

necessariamente um estimulo para que outros possam desenvolver-se.

No que respeita a metodologia é importante referir que as técnicas utilizadas, quer a
TAM quer a PCR e MACROLepto, mostraram serem ferramentas muito Uteis para
avaliar a ocorréncia da Leptospirose, podendo futuramente vir a serem adoptadas no
Hospital Central do Lubango; contribuindo também para uma resposta do laboratorio
face ao diagnostico clinico de Leptospirose, em particular, nas sindromes febris agudas,

nao confirmadas como Malaria.

5.1 NOVIDADE CIENTIFICA

O significado tedrico deste estudo assenta na elaboracdo de um material bibliografico
actualizado e de apreciavel nivel cientifico sobre a Leptospirose que sera a sustentacdo
tedrica de outras pesquisas neste campo assim como contribuira para o enriquecimento
do conhecimento de quem estd nesta area de ensino, pois estard disponivel para

consulta.

Quanto ao significado pratico do estudo, consistiu na realizacdo de um rastreio sobre a
Leptospirose nos doentes assistidos no Hospital Central do Lubango para conhecer; i) a
sua ocorréncia e saber se a doenca esta subjacente a situacdes de febre indeterminada;
i) conhecer as principais varidveis de risco, a fim de ajudar na implementacdo de
medidas de controlo e prevencdo da doenca; e iii) contribuir para a elaboracdo de uma

proposta para a referida prevencéo.
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5.2. PERPECTIVAS FUTURAS

*

X/
L X4

Propor a Leptospirose no diagndstico diferencial de casos de sindrome febril
indeterminada, para o que vai ser necessario estabelecer as condi¢Ges para um
Laboratorio especializado para Leptospirose e implementar protocolos de

diagndstico.
Propor a realizacdo de mais estudo de investigacdo numa escala ainda maior,
para o conhecimento da prevaléncia da doenca e identificacdo dos principais

reservatorios na regido.

Sugerir a implementacdo de um teste rapido para Angola, provincia da Huila e

outras, com base no conhecimento de serovares circulantes nas mesmas.

Propor o treinamento do pessoal técnico para poder responder ao diagnostico

laboratorial da Leptospirose.
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‘4 —y
MEDICINA
TROPICAL

] Parecer no 11-2012-TM
Conselho de Etica do Instituto de Higiene e Medicina Tropical

Titulo do Estudo: Contribuigdo para o conhecimento da seroprevaléncia da Leptospirose na
Provincia da Huila: rastreio serologico de utentes/doentes assistidos no Hospital Central Dr. A A.
Neto-Lubango (Angola)

Investigadora principal: Elsa Graciana Estanislau Ndeyanelao, sob orientagdo da Inv* Doutora
Maria Luisa Vieira

Objectivos do estudo: Contribuir para o conhecimento da presen¢a de anticorpos anti-
Leptospira interrogans na populagio humana de Lubango, Provincia da Huila (Angola), e
relacionar essa informagdo com os fatores ambientais envolventes, incluindo exposi¢do da
populagdo a potenciais fontes de infe¢do pelo referido agente, nomeadamente, o contacto direto
ou indireto com animais portadores de leptospiras (em particular, roedores) e ainda com
ambientes contaminados pelas mesmas, tais como solo, agua e até alimentos.

Conflito de interesses: Ndo parece existir conflito de interesses, apesar da investigadora
trabalhar no local onde vai recolher os dados.

Consentimento informado, informagio para o participante: Contemplado na descri¢do do
projecto.

Conclusio: Consideramos que o estudo pode ser genericamente valido e justificado do ponto de
vista ético.

Lisboa, 28 de Janeiro de 2013

Relatores:
o Z ' Gonca/x/ef
KO"“ \,4_,\32;,4«; uz'a < " ' ¢
Prof. Doutora Rosa Teoddsio Prof. Doutora Luzia Gongalves

Rua da Junqueira, 100 ® 1349-008 Lisboa ® PORTUGAL @ Tel 213652600 ® Fax213 632105 ®  www.ihmtunlpt
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ANEXO la

REPUBLICA DE ANGOLA
MINISTERIO DA SAUDE

COMITE DE ETICA

Parecer sobre o Protocolo de Investigagfio intitulado «Contribui¢io para o
conhecimento da seroprevaléncia da Leptospirose na Provincia da Huila: rastreio
serolégico de utentes/ doentes assistidos no Hospital Central Dr. A.A. Neto-
Lubango (Angola)», solicitado a este Comité pela Dra. Elsa Graciana Estanislau
Ndeyaneldo, aluna do Mestrado em Ciéncias Biomédicas do Instituto de Higiene e
Medicina Tropical da Universidade Nova de Lisboa, Portugal.

Na apreciagdo do protocolo de investigagio em referéncia, o Comité de Etica verificou
que estdo contemplados os aspectos éticos no que refere ao envolvimento dos
participantes ap6s consentimento informado, a garantia da assisténcia médica e
medicamentosa e a confidencialidade dos resultados.

A investigaggo visa essencialmente fomentar informagfio que contribua para se ponderar
sobre a inclusdo de testes serol6gicos para a Leptospirose, como diagnéstico diferencial
de outras patologias com sindrome febril, nomeadamente, maléria, hepatite, meningite,

insuficiéncia renal e febre tiféide, pelo que o Comité considera nfio haver inconveniente
que se realize no Pais.

LUANDA, AOS 12 DE AGOSTO DE 2013.

/— A Coordenadora
Dr.7<=lﬂ6“ﬁ‘:é’n§ ey B Sivam
“BIOLOGA?”
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ANEXO 11

A Informacéo prévia ao doente/utente sobre a Leptospirose
(Consentimento informado)

Aos doentes/utentes que reunam os critérios de seleccdo foram dadas
informacdes pela investigadora e/ou por outros profissionais de saude do
Hospital previamente envolvidos e preparados para colaborarem neste estudo as
seguintes informagdes:

A Leptospirose é uma infecgdo (doenca) causada por uma bactéria (microbio)
que se encontra nos rins dos roedores (ratos/ratazanas/camundongos), estes séo
0s principais transmissores destes micrébios que provocam a doenga.

Existe apenas uma espécie de leptospiras que habitualmente ndo causa doenca.
A doenca apresenta sinais e sintomas como na maléria (febre, cefaleia/ dores de
cabeca, calafrios, mialgias (dores nos musculos) e na fase avancada ictericia
(olhos amarelados) entre outros,

O tratamento normalmente é possivel e eficaz, (existe) quando se comeca logo
no inicio da doenca, mas pode passar a uma fase cronica e grave (pior), esta ser
mais dificil de tratar, e por ndo haver analises desta doenca neste hospital o que
impede de fazer o tratamento certo (na hora certa) para matar os micrébios que
causam esta doenca;

Com este estudo pretende-se saber se existem estes microbios (Leptospiras) na
regido, de modo a conseguir distinguir a doenca que elas causam, de outras
doencas existentes, que apresentam 0s mesmos sintomas (febre);

Este estudo pretende recolher uma amostra de sangue (para analise no
laboratério) de pessoas que recorrem (procuram) ao hospital, apresentando
febre;

Ao colaborar, estard a contribuir para um estudo que pretende melhorar o
conhecimento sobre a doenca causada por essa bactéria (micrébio) e contribuir
para melhorar o seu tratamento;

Ao confirmar-se a existéncia de Leptospiras nas amostras analisadas o Hospital

criara condicGes para garantir o tratamento e acompanhamento aos doentes;
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ANEXO II

e Toda a informacdo fornecida sera mantida andénima (segredo) e apenas 0 médico
assistente e a Direccdo geral do hospital terdo o conhecimento dos resultados no
sentido de poder vir a melhorar no futuro o diagnostico e tratamento da doenca;

e A participacdo neste estudo é voluntaria, sendo que se ndo participar ndo tem

qualquer prejuizo na assisténcia que lhe é prestada.

Nota-O impresso de consentimento informado foi apenas assinado pelo participante ou,
tratando-se de criancas, pelo seu representante legal, se por outro motivo elementos de
identificacdo, nomeadamente do profissional de saide eram envolvidos na informacao
acima referida. Foi salvaguardada a possibilidade do participante que ndo sabe assinar

pelo que foi disponibilizado uma almofada para a recolha de impressao digital.
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w‘
NO
NS-Q)
¢ k—wmnsmf
REPUBLICA DE ANGOLA
GOVERNO PROVINCIAL DA HUILA
DIRECCAO PROVINCIAL DA SAUDE

HOSPITAL CENTRAL DR. ANTONIO AGOSTINHO NETO
DECLARAGCAO DE CONSENTIMENTO

""Contribuicéo para o conhecimento da sero-ocorréncia da Leptospirose na Provincia
da Huila: rastreio serologico e molecular de doentes/utentes assistidos no Hospital
Central Dr A.A. Neto-Lubango (Angola) ™

Eu, abaixo-assinado(a), declaro ter compreendido a explicacdo que me foi fornecida acerca
do estudo que se tenciona realizar sobre Leptospirose na Provincia da Huila para o qual é
necessario fazer uma colheita de sangue. Foi-me ainda dada oportunidade de fazer as

perguntas que julguei necessarias, e de todas obtive resposta satisfatoria.

Tomei conhecimento que a informacdo que me foi prestada e esta de acordo com 0s
objectivos do estudo, os beneficios previstos, os riscos potenciais e o eventual desconforto
decorrente da ‘picada’ para a colheita de sangue. Além disso, foi-me afirmado que tenho o
direito de recusar a todo o tempo a minha participacdo no estudo, sem que isSo possa ter

como efeito qualquer prejuizo na assisténcia que me é prestada.

Foram-me ainda dados os contactos da investigadora do estudo no caso em que haja

davidas.

Por isso, consinto que seja realizado o estudo que me foi proposto e explicado.
Data: / /201

) Né&o sabe assinar
Assinatura do utente/doente (ou do seu representante legal)

107



108



NO

ANEXO |11

I SR pIY
@w*{\-’)

A,

REPUBLICA DE ANGOLA
GOVERNO PROVINCIAL DA HUILA
DIRECCAO PROVINCIAL DA SAUDE
HOSPITAL CENTRAL DR. ANTONIO AGOSTINHO NETO

LEPTOSPIROSE (DOENCA DE WEIL)

INQUERITO CLINICO-EPIDEMIOLOGICO NO HOSPITAL CENTRAL DO
LUBANGO

Elaborado /ELSA G. E. NDEYANELAO

1- IDENTIFICACAO DO DOENTE
NOME
IDADE GENERO
ESTADO CIVIL TELEFONE
PROVENIENCIA/RESIDENCIA
PROFISSAO/OCUPACAO
LOCAL DE TRABALHO

CLASSIFICACAO DO CASO: SUSPEITO PROVAVEL CONFIRMADO

2- INFORMACOES CLINICAS / EXAME FISICO
DATA DO INICIO DOS SINTOMAS EVOLUCAO (AGUDAGD, CRONICAD)
SINAIS E SINTOMAS: FEBRE SIMo, NAOG.... INICIO SUBITO: SIM oNAOo

CEFALEIAS (DORES DE CABECA): SIM oNAO o

CALAFRIOS/ARREPIOS: SIMoNAOm;DORES NAS ARTICULAGCOES E MUSCULARES
(MIALGIAS): SIMo, NAOmD; EXANTEMA/MANCHA NO CORPO: SIMo NAOG
LOCAL

ICTERICIA/OLHOS AMARELADOS: SIM o NAO o

JA ESTEVE INTERNADO?

ANTECIDENTES
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MUDANCAS DE HABITOS NOS DIAS EM QUE FICOU DOENTE:

VIAJOU: SIM o NAO o NADOU (EM PISCINA COM AGUAS PARADAS) SIM o NAOo
RIACHOS CONTACTO DIRECTO COM oS
ANIMAIS? QUAL CONTACTO COM O SOLO HUMIDO,
AGUAS PARADAS OU DE ESGOTOS? SIMo NAOo  OUTRAS
SITUACOES

TOMOU ALGUM MEDICAMENTO ANTES DE VIR AO HOSPITAL? SIM o ; NAO o
QUAL QUANTAS VEZES/DIA

ANTIBIOTICOS OUTROS

3- INFORMAGAO SOBRE CONDICOES AMBIENTAIS E DE SANEAMENTO:

INUNDACOES POR CHUVAS NA SUA AREA DE RESIDENCIA
SISTEMA DE ABASTECIMENTO E TRATAMENTO DE AGUA:
CONSUMO DE AGUA: TORNEIRA: SIM o NAO o

OUTRAS FONTES: SIMo NAO o QUAL?

DESTINO E TRATAMENTO DE LIXO DOMESTICO:

DEPOSITOS EM COTECNTORES o

DEPOSITOS AO LIVRE o OUTRAS o

DESTINOS DE AGUAS RESIDUAIS: ESGOTOSo DRENAGEM AO AR LIVRED
OUTRAS o

HA RATOS EM CASA? SIM o NAOo, OU NA SUA PROXIMIDADE? SIMo NAO o
CONDICOES DE SANIDADE HABITACIONAIS: CASA DE BANHO o

LATRINA:0 DEFECACAO AO AR LIVREo OUTRA SITUACAO:
COMO E ONDE GUARDA 0OS ALIMENTOS CRUS EM CASA: DESPENSA: SIMo NAO o
ALIMENTOS COZIDOS GILEIRA: SIMo NAO oOUTRA SITUACAO: SIMo ...

NAO o OUTROS DADOS

DATA ASSINATURA

OBRIGADA PELA ATENCAO DISPENSADA E RAPIDAS MELHORAS.
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4--INFORMAGCOES LABORATORIAIS (IHMT/UNL- LISBOA)

SERO-OCORRENCIA DE ANTICORPOS CONTRA LEPTOSPIRA INTERROGANS
SENSU LATO

MATERIAL BIOLOGICO: SORO SIMo NAO o

SEROLOGIA — TECNICAS DE MACROAGLUTINACAO E MICROAGLUTINACAO (TAM)
RESULTADOS (TITULO)

ABORDAGEM MOLECULAR

DETECGAO DE ADN -LEPTOSPIRICO: SIMao NAO o

OUTROS DADOS

DATA

ASSINATURA
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ANEXO IV

Procedimento e materiais necessarios a realizacdo da Técnica de

Aglutinacdo Macroscdpica (MACROLepto sobre a lamina.)

Este método baseia-se na observacdo de uma reaccdo antigénio-anticorpo sobre lamina,
apo6s mistura do soro problema com antigénio inactivo, muito estavel e hiper-reactivo,

visto ser constituido por uma ou mais estirpes isoladas localmente.

Reagentes e material:

- Antigénio de Leptospira interrogans sensu lato (produzido pelo GLBL)
- Tampao PBS (0.01M, pH=7.2)

- Micropipetas de 5 a 50 pl e 200 a 1000 pl + pontas

- Controlo (positivo e negativo)

- Placas de vidro

- Pontas de plastico

Procedimento:
1. Agitar o soro problema.

(usar uma ponta nova sempre que se troca de amostra)

3. Colocar 15ul de cada controlo, positivo e negativo, dos soros a analisar, na placa de
aglutinacdo microscapica.

4. Colocar 15ul de suspensdo antigenica homogeneizada sobre cada amostra a testar e
controlos.

5. Agitar com a ponta, espalhando em circulos de =15mm de didmetro.
6. Agitar até 4 min, a 25rpm, ou manualmente.

7. Ap0s agitacdo ler imediatamente contra um fundo escuro, usando uma fonte de luz
obliqua.

8. Classificar e registar a aglutinacdo como se segue:
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ANEXO IV

Positivo Muitas com grandes agregados; >++
N&o Conclusivo (NC) Leve e com pequenos agregados; < ++
Negativo Sem aglutinagdes -

NOTA: O soro controlo positivo deve dar uma reacgdo ++++ no soro total e a 1:10.

PITE "‘r'*\
g % %
# \
b— -
.
. ‘
s
Rt = g
NEGATIVO DUVIDOSO POSITIVO
> A—- <% >

9. Descartar as placas usadas para uma solucéo desinfectante.

10. Interpretacdo dos resultados:

Fonte: Protocolo adaptado pelo Laboratdrio de Leptospirose e Borreliose de
Lyme (IHMT) Junho-2012.
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ANEXO V

Técnica de Aglutinacdo Microscopica (TAM) (em microplaca)

(adaptado de Sulzer & Jones, 1980; Collares-Pereira, 1992; Faine et al., 2000)

A técnica de aglutinagdo microscopica (TAM) é considerada a técnica de referéncia
para o diagnéstico da leptospirose por ser a Unica que permite a identificacdo do
serogrupos e da estirpe infectante.

Objectivos:
Diagndstico imunoldgico de rotina, através da deteccdo de anticorpos anti-Leptospira
em soros problema (humanos e animais).

Identificacdo dos anticorpos ao nivel dos serogrupo reactivos.

Protocolo em uso na GLBL /JUEIMM/ IHMT

Realiza-se em microplacas de fundo plano e baseia-se na reaccdo do soro problema
previamente diluido (1:50), na fase de rastreio e, posteriormente, em dilui¢des seriadas
ao dobro (1:100, ... 1:2800), face aos antigénios vivos de referéncia mantidos em
culturas. Recomenda-se ainda a utilizacdo das estirpes isoladas localmente para além
dos referidos antigénios representativos dos serogrupos patogénicos existentes, de

forma a aumentar a sensibilidade do teste.

Reagentes e equipamentos:

- Antigénios vivos — culturas de 4 a 13 dias em meio liquido EMJH com uma
densidade aproximada de 2 x 108 células/ml, previamente examinadas em fundo

escuro (Tabela 1)
- Tampao PBS (pH 7,2 - 7,4) (Notay)
- Microplacas de fundo plano
- Pipetas de Pasteur calibradas (1 gota ~ 34pl)

- Micropipeta de 5 a 50 ul e micropipeta multicanal
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- Microscépio de fundo escuro com objectiva de longa distancia focal (x20) para
leitura directa das microplacas

- Estufa de incubacéo a 37° C

Procedimento:

1. Diluicéo preliminar dos soros a 1/50.

2. Marcacdo das microplacas com os antigenios, as diluicdes, o numero dos soros
problema e as testemunhas, de acordo com o seguinte esquema:

Ag. | Ag. | Ag. | Ag. | Ag. | Ag. | Ag. | Ag. | Ag. | Ag. | Ag. | Ag.

SORO X 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
100 A
200 B
400 C
800 D
1600 E
3200 F
G
T H

3. Distribuicao do soro diluido nos pocos (1 gota) por cada antigénio presente, na linha

AeB.
4. Distribuicdo do tampdo: 1 gota, do poco 2 até a linha da testemunha (inclusive).

5. Execucdo das dilui¢bes seriadas (1/200 a 1/3200), com o auxilio da micropipeta
multicanal, transferindo sempre igual volume da diluicdo anterior até a Gltima

diluicdo, na qual este volume é desperdigado.

6. Adicdo de igual volume de antigénio (1 gota) a todas as diluicbes a testar e a

testemunha da respectiva coluna.

7. Agitar cuidadosamente e cobrir com tampa.
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8. Incubar na estufa a 37° C, durante 2 horas.

9. Apos a incubagdo, retirar as placas da estufa e observar directamente ao microscépio
(adaptado com objectiva de longa distancia focal) a existéncia de aglutinacédo, por

comparagdo com a respectiva testemunha (controlo negativo)

Leitura das microplacas:

A intensidade da aglutinacdo (Fig. A.1.) por campo de observacdo e por comparagdo
com o respectivo controlo negativo, deve ser registada de acordo com o seguinte

critério:

4+ = 75% ou mais de bactérias aglutinadas;
3+ = 50 a 75% de bactérias aglutinadas;
2+ = 25 a 50% de bactérias aglutinadas;
1+ = Pequenos aglutinados ocasionais;
Negativo = auséncia de aglutinacdo, com nimero de células idéntico ao do controlo.

Resultado: Considera-se a reaccdo positiva quando 50% ou mais das leptospiras
estdo aglutinadas, em regra, a partir da diluicdo minima de 1/100.

Notai: Em virtude do aparecimento de imunoglobulinas IgM, na fase inicial da doenca,
seguido do aparecimento mais tardio de imunoglobulinas 1gG, mais especificas, €
conveniente basear o resultado seroldgico em amostras séricas emparelhadas, colhidas
com um intervalo minimo de 10 dias, sendo a primeira colheita efectuada de preferéncia
na fase inicial da doenca, de modo a poder analisar-se a cinética dos anticorpos
especificos e, consequentemente confirmar o serogrupo presuntivo da estirpe infectante.
Com efeito, a interpretacdo da serologia no inicio da doenca pode ser dificultada pela
existéncia de reacgdes cruzadas, paradoxais ou residuais, inerentes a deteccdo de

antigénios comuns aos diferentes serovares (ditos “especificos de género”).
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Tabela-A.1. Alguns antigénios de L.interrogans s | utilizados na realizacdo do (TAM)
existente na seroteca do Laboratorio de Leptospirose e Borreliose de Lyme
(UEIMM/GLBL, IHMT)

Semaranga
Icterohaemorrhagiae
Icterohaemorrhagiae
Pomona
Canicola
Grippotyphosa
Ballum
Ballum
Panama
Cynopteri
Tarassovi
Sejroe

Sejroe

Sejroe

Mini

Javanica
Pyrogenes
Australis
Hebdomadis
Celledoni
Autumnalis
Bataviae
Celledoni

Louisiana

Patoc*
Icterohaemorrhagiae
Copenhageni
Mozdok
Canicola
Valbuzzi
Arborea
Ballum
Panama
Cynopteri
Tarassovi
Hardjobovis
Hardjo
Wolffi

Mini

Poi
Pyrogenes
Bratislava
Hebdomadis
Celledoni
Autumnalis
Bataviae
Celledoni

Louisiana

Patocl*

RGA

Mus 20

5621

Hond Utrecht IV
Valbuzzi
Arborea

Mus 127
Cz214

3522 C

Mitis Jonhoson
LELY 607
Hardjoprajitno
3705

Sari

Poi

Salinem
JezBratislava
Hebdomadis
Clledoni
Akiyami A
Van Tienen
Celledoni
LSU 1945

*Serogrupo saprofita ( L. biflexa sensu lato)
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B4-BS { = 0% livres)

Figura A.1 Exemplo de uma aglutinagdo microscépica. A, Testemunha. B1-B5,
intensidade crescente da aglutinacdo: B1 (75% livres), B2 (50% livres), B3 (25%
livres), B4-B5 (= 0% livres) (Adaptado de Collares-Pereira, 1992)

Os resultados foram definidos e fixados consoante a ultimo titulo observado na diluigéo

final do soro para cada antigénio reactivo.
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Nota, Composi¢do do Tampéo utilizado na TAM:

*Adaptacdo do Laboratorio de Leptospirose & Borreliose de Lyme (UEIMM/GLBL,
IHMT) Fevereiro 1998

1-Tampédo da TAM - Buffered salin solution:

NaCl oo 15,649 (0,85%)
Tampéo Sorensen ..................... 160 ml
Aguadestilada .......................... 840 ml

Autoclavar a 120°C, 15

2 - Tampéo Sorensen (solucéo Stock)

NaxH POg4 (anidro) ..................... 8,33¢g
KH2POU oo, 1,09¢
Agua destilada .......................... 1L

pH=7,6

Autoclavar a solucéo stock a 120°C, 15’

3 — Meio EMJH (Difco™ Leptospira Medium Base)

Preparacdo segundo as regras do fabricante:

Meio Base Difco ..................... 23¢g

Agua destilada ........................ 900 mL
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Autoclavar a 121°C, 15’

Adicionar, em condi¢bes de assepsia, 100 mL de Leptospira Enrichment EMJH
(Difco™).

pH final = 7,5
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ANEXO VI

Protocolo de Extraccéo e purificacédo de DNA (Kit Citogene®)

Objectivo: Obter amostras de DNA de Leptospira spp com elevado grau de pureza

A extracgdo e purificacdo do DNA foi feita através do Kit “Citogene® Cell and Tissue a
partir de 1ml de fluidos corporais. A utilizacdo desse método foi executada em
conformidade com as especificacdes do fabricante. Embora que tenham sido observadas
pequenas alteragdes com maior particularidade o tempo de centrifugacéo e de secagem de
eppendorfs® para a evaporagio total do etanol, estas ocorreram sempre na proximidade
das normas estabelecidas pelo protocolo.

Equipamento, reagentes e material (bioldgico e descartavel):

- Cémara de fluxo laminar

- Termobloco

- Vortex

- Centrifuga

- Micropipetas

- SolugBes do Kit Citogene®

- Agua autoclavada,

- Gelo

- Caixas de pontas estéreis com filtro
- Tubos eppendorf® de 1,5 ml (estéreis)
- Cron6metro

- Soro problema (doentes)

Descricdo da técnica:

1-Etapa de lise celular
Ap0s a descongelacdo dos soros e homogeneizagdo procedeu-se:

1-Adicionar 100ml de soro a um tubo contendo 500ml de Cell Lysis.
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ANEXO VI

Resuspender véarias vezes com a pipeta para lizar as células. Se a amostra contiver um

elevado teor de proteinas, pode-se adicionar 0,5ml de fluido a 5,5ml de Cell Lysii

2- Aquecer a 65°C durante 15 min para completar a lise. Em alternativa, e para obter

méaximo rendimento, pode-se adicionar 3ul de proteinase k (20mg/ml) e incubar o lisado

a 55°C durante 1 hora ou durante a noite

2- Etapa do Tratamento do lisado

Ap0s a incubacéo:

O-

Adicionamos 3pul de solugdo RNAse Ao lizado celular.

Procedeu-se a mistura de amostra, invertendo o tubo 25 vezes e de seguida
deixou-se a incubar a 37°C por 15- 60 minutos.

Ap0s o0s 60 minutos, por nds optados deixa-se arrefecer a amostra a temperatura
ambiente.

Adiciona-se 200 pl de solucdo protein precipitation ao lizado.

Agitou-se no vortex a velocidade elevada durante 20 segundos para misturar
uniformemente a solucéo protein precipitation com o lizado celular.

De seguida colocou-se no gelo durante 5-15 min

Centrifugar durante 5min a 14500 rpm para formar um pellet castanho de
proteinas

Decantar o sobrenadante contendo o DNA par um novo tubo de 1,5ml contendo
600 ul, de Isopropanol a 100% tendo o cuidado de ndo deixar ficar para tras o
pellet castanho das proteinas. Neste passo o protocolo recomenda caso a amostra
contenha um elevado teor de lipidos ou outras particulas que se acumulem no topo
do liquido, transferir o sobrenadante usando uma pipeta, para que as particulas ndo
sejam transferidas. Se o rendimento de DNA esperado for baixo (<20ug),
adicionar glicogénio 1 pl de solucgdo de glicogénio a 20 mg/ml, por cada 600 pl de
isopropanol.

Misturar a amostra invertendo cuidadosamente 50 vexes e manter o tubo a

temperatura ambiente pelo menos 5 min.

10- Centrifugar 5min a 14000rpm dependendo do rendimento, 0 DNA podera ou néo

ficar visivel, sob a forma de um pellet branco
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ANEXO VI

11- Deitar fora o sobrenadante e escorrer com cuidado o tubo para o papel absorvente.
Adicionar 600 pl, de etanol a 70% e inverter o tubo vérias vezes para lavar o
pellet de DNA.

12- Centrifugar 1 min 14500rpm. Deitar fora o etanol com cuidado, pois o pellet pode
estar solto.

13- Inverter e escorrer o tubo em papel absorvente e deixar secar ao ar livre durante
10-15.pelo protocolo, (mais por nos deixamos a evaporagdo do etanol por 1lhora).

14- Ap0s a secagem adicionou-se 20. pl, de DNA Hydration e levar ao vortex 5
segundo para obter uma concentracdo aproximada de 200ug/ ml, para um
rendimento aproximado de 20 pug de DNA.

15- Incubar as amostras a 65°C durante 1hora ou durante a noite a temperatura
ambiente

16- Apds isto recomenda-se guardar a 4°C, mais se for para guardar por longo periodo
deve guardar entéo a -20°C ou -80°C.

Para guardar podera ser necessario uma breve centrifugacdo e seguida de uma
transferéncia para um tubo de 1,5ml.

Protocolo adaptado pelo Laboratério de Leptospirose e Borreliose de Lyme
(IHMT-UNL)
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ANEXO VI
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ANEXO VII
RESULTADOS
(Continuacédo da tabela 3.7.)
Resultados positivos nas duas técnicas (MACROLepto e TAM) (n=34 amostras)

Tabela 3.7. Caracterizacdo de amostras positivas (n= 34) na MACRO e TAM versus
dados epidemioldgicos

Destinos e deposito de lixos

Ar livre 15 44,11
Contentores 11 32,3
Valas ou buracos 6 17,6
Outros 2 5,8
Destinos de aguas residuais

Esgotos 7 26,4
Vala/ buracos 9 26,4
Ar livre 13 38,2
Outras 5 14,7
Aprovisionamento/conservacao de alimentos em casa

Dispensa 13 38,2
Geleira (Frigorifico) 21 61,7
Outras 19 55,8
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ANEXO VIII

Representacdo de alguns dos resultados de sequenciacéo (Stabvida®)

GGNNNNNTNGTCGCAGATGNGGNGNNATTCACCNCATAGTTGTGCAANATAGCTTGTATATTG
TTTCCGTCGACTAAACCGTCCGGCGCTTGTCCTGGCTTTACATATCCGTAATAGTTGATCACAG
ATCCATAGGGAAGGAACGTTTTTACGGTTTCGTTTGTTCCTGGAACTGTGCTCTCGCTCAGAA
CAAAAGAGCTTTTAAGGCTTGGCAAACCACCGAACGCACCACAAGCGGTAATGCTTGCAA

Leptospira borgpetersenii serovar Hardjobovis (100%6)

NNGGNNNCCTNNTGTCTAAAGCTCTTTTGTTCTGAGCGAGGACACAATCCCAGGGACAAACGA
AACCGTAAAAACGTTACTTCCCTACGGATCTGTGATCAACTATTACGGATACGTAAAGCCAGG

ACAAGCGCCGGACGGTTTAGTCGATGGAAACAAAAAAGCATACTATCTCTATGTTTGGATTCC

TGCCGTAATCGCTGAAATGGGAGTTCGTACCCCAACGCCGACAAGCTGCAAAGCTTGA

Leptospira interrogans serovar Balico (100%0)
NNNNACNNNACNTGCAGTNTGAANGCTCTTTTGTTCTGAGCGAGGACACAATCCCAGGGACAA
ACGAAACCGTAAAAACGTTACTTCCCTACGGATCTGTGATCAACTATTACGGATACGTAAAGC
CAGGACAAGCGCCGGACGGTTTAGTCGATGGAAACAAAAAAGCATACTATCTCTATGTTTGGA
TTCCTGCCGTAATCGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATTTCACCAACAAGCTTGAAAGCTT

Leptospira kirschneri serovar Pomona (99%c)

Figura 3.16. Sequéncias representativas de serogrupos/serovares obtidas do produto
amplificado com os primers hapl referentes a espécies gendmicas de
Leptospira presentes nos soros da populagéo estudada.
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