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RESUMO

A febre Q é uma patologia cujo agente etiolégico € a bactéria Gram negativa Coxiella
burnetii. As suas caracteristicas colocam-na préxima das Rickettsiales, apesar de
recentemente ter sido incluida na ordem Legionellales. A infeccao pode apresentar-se
sob a forma de doenca aguda (na maioria dos casos assintomatica) ou evoluir para
doenca cronica (nos grupos de risco para a infeccdo pode mesmo provocar a morte).
Em Portugal, a febre Q é de declaracado obrigatéria desde 1999, mas o numero de
notificacdes € baixo. O conhecimento sobre a endemicidade do agente é escasso,
existindo poucos estudos publicados sobre a realidade no pais. Este trabalho visa
estudar uma populacdo de 150 dadores de sangue da regido de Lisboa e Vale do Tejo,
onde o numero de notificacoes de febre Q é mais elevado, de forma a conhecer a
seroprevaléncia para C. burnetii nesta populacdo e determinar se o cut-off utilizado no
Centro de Estudos de Vectores e Doencgas Infecciosas do Instituto Nacional de Saude
Dr. Ricardo Jorge (CEVDI/INSA) é adequado a populagdo portuguesa. A técnica
utilizada foi imunofluorescéncia indirecta, técnica de referéncia da Organizagdo Mundial
de Saude para a pesquisa de anticorpos anti - C. burnetii. Dos resultados obtidos temos
que 64% dos dadores sao seronegativos na diluicao 1/50 e 71,3% na diluicdo 1/100. Os
restantes 28,7% da populacdo apresentam anticorpos residuais que sugerem contacto
anterior com o agente embora um desses dadores apresenta titulos que podem ser
classificados como indicativos de febre Q activa. Os resultados obtidos contribuem para
uma melhor avaliacdo do impacto desta infeccdo na populagéo portuguesa e sugerem

que C. burnetii € endémica em Portugal. Em funcéo dos resultados obtidos o cut-off em



uso no CEVDI podera ser ajustado, aumentando de 1/50 para 1/100 a diluicdo de

triagem das amostras.

Palavras-chave: Febre Q, Coxiella burnetii, Portugal, dadores de sangue,

Imunofluorescéncia Indirecta

ABSTRACT

Coxiella burnetii is a Gram-negative bacterium which causes Q fever in humans. It has
similarities with the order Rickettsiales even though it has been recently classified in the
order Legionellales. The infection may appear in the form of acute disease
(assymptomatic in most cases) or evolve to chronic disease (which can cause death if
untreated, especially in the groups at risk). Q fever has been a notifiable disease in
Portugal since 1999, but it has a low number of notifications. The knowledge about the
agent’s endemicity is scarce and there are few studies published in this field of
investigation. This thesis aims to study a group of 150 healthy blood donors from the
Portuguese region of Lisboa e Vale do Tejo, which is the region with the most
notifications of Q fever throughout the years. The objective is to find out the
seroprevalence of antibodies to C. burnetii in this population and to determine if the cut-
off used in the Center for Vectors and Infectious Diseases Research of the National
Institute of Health Dr. Ricardo Jorge (CEVDI/INSA) is adequate for the Portuguese
population. The serology was performed using indirect immunofluorescence, which is

the reference procedure recommended by the World Health Organization. The results

Vi



showed that 64% of the blood donors are seronegative at the first dilution (1/50),
percentage that rises to 71.3% if we consider the second dilution studied (1/100). The
remaining 28.7% of the blood donors have antibodies against C. burnetii, indicating
previous exposure to the agent although one of these donors has titers that suggest
active Q fever. These results allow for a better understanding of the impact of this
infection in the Portuguese population and suggest that C. burnetii is endemic in
Portugal. These results provide an adjustment to the cut-off used in CEVDI/INSA,

changing the screening dilution from 1/50 to 1/100.

Keywords: Q fever, Coxiella burnetii, Portugal, blood donors, indirect

immunofluorescence
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Estudo da prevaléncia de anticorpos anti — Coxiella burnetii numa amostra de dadores de sangue de uma regiao portuguesa

| - INTRODUCAO

A febre Q € uma zoonose cujo agente etiolégico € a bactéria Coxiella burnetii. A
principal via de transmissdo ao Homem é aérea, pela inalagdo de particulas infectantes.
Os principais reservatérios animais sao espécies pecuarias, nomeadamente gado
ovino, bovino e caprino.

A bactéria apresenta duas variacdes antigénicas, consoante a composicao da parede
celular, em termos de lipopolissacaridos (LPS). A fase | é altamente infecciosa,
podendo ser encontrada em humanos, animais ou artrépodes infectados naturalmente.
A fase Il ndo existe in vivo, € menos infecciosa e é obtida laboratorialmente.

A doenga pode apresentar-se numa forma aguda auto-limitada, com uma elevada
percentagem de infecgbes assintomaticas, com produgcdo de anticorpos que reagem
com a bactéria em fase Il ou evoluir para formas crénicas, sendo a endocardite a
manifestacao clinica mais descrita nestes casos, com producdo de anticorpos que
reagem com a bactéria em fase |I.

A abordagem mais comum para a detecg¢ao de anticorpos anti — C. burnetii é a técnica
de imunofluorescéncia indirecta, com antigénio em fase | e Il.

A doenca foi descrita pela primeira vez em 1937 na Australia. Em Portugal os primeiros
casos foram descritos em 1947. O conhecimento da realidade da infeccao em Portugal
€ ainda escasso. A febre Q é uma doenca de declaracao obrigatéria desde 1 de Janeiro

de 1999, tendo havido 89 casos notificados até 2006.

Paulo Alexandre Vidal Parreira 1
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Um passo importante para conhecer melhor a realidade da infeccdo no territério
nacional € estudar uma populagdo saudavel, determinando a sua seroprevaléncia.
Pelas suas caracteristicas os dadores de sangue sao considerados como o modelo de

populacao saudavel.
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Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Historia

Em Agosto de 1935 Sir Raphael Cilento, Director Geral de Saude e dos Servigos
Médicos do Estado de Queensland, na Australia, pediu a Edward Derrick (que dirigia o
Laboratério de Microbiologia e Patologia do Departamento de Saude de Queensland,
em Brisbane, capital do estado) que investigasse um surto de sindromas febris
indeterminadas ocorrido entre os trabalhadores do matadouro de Cannon Hill. Com
efeito, Cilento informou Derrick que os primeiros casos haviam surgido em 1933 e que
ndo se encaixavam nas entidades nosoldgicas conhecidas a data®®.

Derrick comegou por descrever minuciosamente o quadro clinico. Constatou que tinha
uma duracdo de sete a vinte e quatro dias e se caracterizava por sintomas bastante
inespecificos, nomeadamente febre, dores de cabecga, mal-estar geral, anorexia e
mialgias, entre outros. As hemoculturas realizadas eram negativas e as amostras de
soro testadas nao detectaram quaisquer anticorpos para gripe, tifo, leptospirose, febre
tiféide ou paratiféide. Derrick inoculou cobaias com sangue e urina de doentes
infectados e observou que os animais desenvolviam febre. No entanto, ndo conseguiu
isolar o agente causal. Perante este resultado julgou poder tratar-se uma doencga viral
de natureza indeterminada, denominando-a febre Q, de query, termo inglés para
davida'®. Na tentativa de esclarecer a etiologia da doenga, Derrick enviou fragmentos
de figado dos animais inoculados a Macfarlane Burnet, virologista que desenvolvia os
seus estudos no Instituto Walter & Eliza Hall, em Melbourne. Burnet e o seu

colaborador Mavis Freeman conseguiram isolar organismos de origem bacteriana com
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caracteristicas de natureza semelhante aos membros do género Rickettsia® , o que
concluiram apds observacao de esfregagos de tecido hepatico utilizando a coloragédo de
Castaneda'?. O agente da febre Q passou entdo a ser designado por Rickettsia burnetii.
Simultaneamente nos Estados Unidos da América (EUA), estado de Montana, Herald
Rea Cox e Gordon Davis que desenvolviam os seus estudos na tentativa de identificar
os vectores da febre das Montanhas Rochosas e da tularémia isolaram o agente da
febre Q a partir de carracas da espécie Dermacentor andersoni. Os investigadores
verificaram que as cobaias onde as carracas colhidas na regidao de Nine Mile Creek se
haviam alimentado desenvolveram uma sindroma febril indeterminada. Posteriores
inoculagdes in vivo revelaram a inexisténcia das lesées habitualmente associadas aos
agentes das febres exantematicas. Assim, o agente Nine Mile foi mantido no laboratério
apenas por curiosidade cientifica mas a sua importancia e poder patogénico para o
homem pouco demorou a ser revelado.. Em Maio de 1938, Rolla Dyer, director do
Instituto Nacional de Saude dos EUA, visitou Cox e cerca de dez dias depois adoeceu
com dor retro-orbital, febre, arrepios e suores frios. Ao sexto dia de sintomas foi
efectuada uma colheita de sangue, que foi inoculado em cobaias. Os animais
desenvolveram febre. Estudos posteriores demonstraram tratar-se do agente Nine Mile,
isolado por David a partir de carragas'®. Dyer ciente dos casos ocorridos na Australia
rapidamente estabeleceu o paralelismo entre o agente da febre Q e o da febre Nine
Mile®*. Em 1948, Cornelius Philip sugeriu que R. burnetii fosse a Unica espécie de um
género distinto dentro da familia Rickettsiaceae, visto que estava demonstrado que este
microrganismo possuia caracteristicas Unicas dentro do género Rickettsia’>. O nome

proposto para o género foi Coxiella, pertencente a familia Rickettsiaceae. A partir dessa
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data, o agente etiologico da febre Q passou a denominar-se Coxiella burnetii, em
homenagem simultanea a Burnet e Cox, que desenvolveram os seus estudos em zonas
distintas do globo (Australia e EUA) e muito contribuiram para um melhor conhecimento
deste agente. Cox e Burnet faleceram ambos no ano de 1986°°.

A primeira descrigdo relativa a febre Q na Europa remonta ao ano de 1943, nos
arredores de Atenas (Grécia). Em Portugal os primeiros casos da doenca foram
descritos por Fernando Fonseca e seus colaboradores a partir de Dezembro de 19473*
¥ Estes investigadores isolaram a partir de amostras biolégicas de doentes, seis
estirpes de C. burnetii (a data ainda denominada de Rickettsia burnetii) e procederam
as primeiras provas seroldgicas, com antigénio cedido por Herald Cox™.

Em 1989 Maria Regina Mendes e colaboradores apresentaram um estudo retrospectivo
sobre a casuistica do Servico de Doengas Infecciosas do Hospital de Santa Maria, em
Lisboa. Esse estudo incidiu sobre 176 doentes a quem foi diagnosticada febre Q entre
1974 e 1987%

No mesmo ano, 0s mesmos autores realizaram ainda um estudo comparativo sobre a
seroepidemiologia da febre Q numa populagdo urbana (dadores de sangue e
trabalhadores do Hospital de Santa Maria) e numa populagao considerada de alto risco
(trabalhadores do Matadouro de Vila Franca de Xira)®®. Concluiram existir uma maior
prevaléncia de anticorpos na populacao de alto risco (47,9% de positivos) contra 14%
de positivos na populagédo urbana (apesar de existir uma ligeira diferenca dentro deste
grupo, nomeadamente entre populacdo de Lisboa e da periferia, aumentando a
prevaléncia de 8,2% para 23,1%). Ainda em 1989, Germano do Carmo e colaboradores

apresentaram um artigo em que realgavam a importancia e grande utilidade da biépsia
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hepatica no diagndstico da febre Q'. Em 1990, Armindo Filipe e colaboradores
estudaram a prevaléncia de anticorpos anti-C. burnetii numa populacdo do sul de
Portugal®. Foram estudadas 487 amostras, com 2,2% de casos positivos. A
prevaléncia observada neste estudo foi bastante inferior a obtida no ano anterior por
Maria Regina Mendes, apesar da diferenca 6bvia nas populagdes estudadas.

A partir de 1 de Janeiro de 1999, a febre Q passou a ser uma doenca de declaracao
obrigatéria em Portugal, segundo normativa da Direccao Geral de Saude (DGS),

estando codificada como CID-10:A78.
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2. Caracteristicas Microbioldgicas e Taxonomia

C. burnetii € um cocobacilo pleomérfico (tem a capacidade de assumir formas

diferentes), Gram negativo e com dimensao aproximada de 0,3 x 1,0 pym®.

.. =Ty :1 I'; ,f“-.-l >
Copyright ﬁ'Eﬂﬂ'ﬁJﬂénrﬂé Kunkel @i€roscopy, Inc.

Figura 1 — Coxiella burnetii em imagem de microscopia electrénica de varrimento numa ampliacio de

2200x (fonte:Dennis Kunkel)

A coloragdo que melhor evidencia as caracteristicas deste microrganismo é a de
Giménez**. Trata-se de uma bactéria intra-celular obrigatéria, que se desenvolve nos
fagolisossomas dos mondcitos e macréfagos, células-alvo para onde entra
passivamente. Ja dentro das células, é internalizada em fagossomas, que se fundem
rapidamente com lisossomas, formando fagolisossomas. Estes vao-se fundindo

progressivamente para formar um grande vacuolo unico.

Paulo Alexandre Vidal Parreira 7
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Figura 2 - Coxiella burnetii no interior de macroéfagos de rato, coloragao de Giménez. Ampliacao de 100x

(Adaptado de Maurin,2003)

Coxiella infection of a macrophage by Phagosome-lysosome fusion
phagocytosis Formation of phagocytic Bacterium survives and
multiplies

Cell and
phagolysosome lyzes

Figura 3 - Processo de entrada da bactéria nos macrofagos (Adaptado de Mayer,G. "Bacteriology —

chapter Twenty-one: Rickettsia, Ehrlichia, Coxiella and Bartonella”)

Paulo Alexandre Vidal Parreira 8
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E uma bactéria acidéfila, cujo metabolismo é éptimo a pH 4,7. Esta caracteristica é
extremamente invulgar, tendo apenas sido descrita numa forma amastigota de
Leishmania?.

C. burnetii apresenta uma caracteristica que lhe permite resistir durante maiores
periodos de tempo no ambiente: a formagdo de esporos (denominados spore-like, pois
nao sao iguais aos esporos de bactérias de vida livre). Esta caracteristica determina
que a bactéria apresente uma extraordinaria resisténcia a agentes fisico-quimicos,
permitindo-lhe manter-se viavel durante longos periodos de tempo, fora de qualquer

organismo.

C. burnetii foi historicamente classificada como rickettsia-like, no género Coxiella, tribo
Rickettsiaeae, familia Rickettsiaceae, Ordem Rickettsiales*. Contudo em termos
filogenéticos, a bactéria foi recentemente reclassificada, com base na andlise de
sequéncia de genes, nomeadamente do gene rRNA 16S e na analise do genoma
(andlise filogenética de um conjunto de 20 proteinas altamente conservadas e de
proteinas comuns distribuidas pelo genoma). Este estudo de biologia molecular revelou
elevada homologia com Legionella pneumophila, bactéria intracelular facultativa,
classificada na subdivisdo gama das Proteobactérias, tal como Francisella tularensis e
Rickettsiella grylli, agente patogénico de artropodes®® e portanto distante do grupo das
alfa-proteobactérias onde se encontram as “rickettsias”. A sua classificagdo sistematica

actual, segundo a classificagdo de Carl Woese, estabelecida em 1990, é super-reino
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Bacteria; filo Proteobacteria; classe Gammaproteobacteria; ordem Legionellales; familia

Coxiellaceae; género Coxiella.

2.1 Variacao Antigénica

Esta bactéria apresenta uma variagdo antigénica semelhante a encontrada noutras
bactérias Gram negativas. Esta variacdo explica-se pela diferen¢ca da composi¢do da
parede celular, nomeadamente no que diz respeito aos lipopolissacaridos (LPS) que a
constituem. As células em fase | encontram paralelo nas variantes antigénicas lisas de
outras bactérias Gram negativas, sdo altamente infecciosas e podem ser encontradas
em humanos, animais ou artropodes infectados naturalmente. As células que se
encontram em fase |l, semelhantes as variantes rugosas de outras bactérias Gram
negativas, sdo menos infecciosas e sao obtidas em laboratério, apds passagens
seriadas em sistemas de cultura de células ou ovos embrionados. A composicao em
aclcares dos LPS é diferente nas duas fases®®®. As células em fase | apresentam na
sua constituicao L-virenose, dihidrohidroxistreptose e galactosaminauronil-a-(1,6),
acucares estes que nao estao presentes nas células em fase Il. Nao existe qualquer
diferenca entre células em fase | ou Il a nivel morfologico®, baseando-se as diferencas
na composicao da parede celular e também na auséncia de alguns determinantes
proteicos na membrana. Pensa-se que a exposi¢cao ao baixo pH intrafagolisossomal e,
talvez, aos sistemas enzimaticos e/ou nutrientes presentes nos vacuolos despoletem a

diferenciacao vegetativa das formas esporuladas (SCV: small cell variant - Fase Il) em
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formas metabolicamente mais activas (LCV: large cell variant- Fase 1). A biogénese dos

“esporos” parece estar em corpos densos polares observados nas LCV®.
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3. EPIDEMIOLOGIA

C. burnetii tem uma distribuicdo quase mundial e a febre Q é mais frequente em
pessoas que tenham contacto profissional ou ludico com ruminantes domésticos. A
febre Q encontra-se limitada a espécie humana em termos de doenga clinica, mas na
Natureza existem varias espécies animais que sao reservatorios do agente. Trata-se
portanto de uma zoonose. A bactéria infecta naturalmente mais de 40 espécies de
carracas, de 12 géneros diferentes. Este artrépode é o reservatério natural mais
amplamente conhecido. O papel da carraca é essencial para a manutencao do agente
na natureza, sendo o vector primario na transmissdao da bactéria as espécies
veterinarias. Varios autores ja demonstraram que a bactéria estd adaptada a sobreviver
no interior da carraga, seja qual for o estado evolutivo desta. A disseminagédo do agente
pelas carragas pode ser feita por picada da carraga em animais, aquando das suas
refeicdes de sangue ou pelas fezes da carraga. Estima-se que cada grama de fezes de
carraca possa conter até 10' organismos viaveis', passando o solo a ser também um
possivel foco de infeccao. A bactéria ja foi identificada em cavalos, porcos, céaes, gatos,
camelos e bufalos. Outras espécies de mamiferos que também podem ser reservatério
do agente sdo: esquilos, coelhos, ratazanas, ratos, babuinos, leopardos, hienas e
morcegos. Este agente pode ainda ser encontrado em varias espécies de aves,
selvagens ou domésticas, nomeadamente galinhas, pombos, patos, gansos e perus,
que podem estar infectados®. Os animais infectados com C. burnetii normalmente néo
desenvolvem sintomas da doenca. Apesar de ja ter sido demonstrada a presenca do

agente em varios 6érgaos (sangue, pulmoes, vesicula e figado), durante a fase aguda da
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doencga, os animais permanecem assintomaticos, ndo desenvolvendo sequer qualquer
tipo de febre. A infeccdo pode evoluir para a cronicidade, havendo uma continua
disseminacao da bactéria. No entanto ndo existe o risco dos animais desenvolverem
endocardite, como se verifica no Homem. As Unicas manifestagcbes patolégicas
associadas a infeccdo nos animais sao abortos, principalmente em gado ovino e
caprino’®®, baixo peso a nascenca e infertilidade, principalmente em gado bovino*?2¢.
A doenca provocada pela bactéria nos animais da-se o nome de Coxiellose.

Os animais com maior importancia na transmissao do agente ao Homem sao o gado
bovino, ovino e caprino.

Qualquer dos grupos de animais referidos anteriormente pode transmitir a infecgdo ao
Homem. No entanto é no contacto com o gado bovino, ovino e caprino que reside o
maior risco de infeccdo. Estes animais, quando infectados, eliminam em grande
quantidade a bactéria, nomeadamente nas excreg¢des, na urina e no leite, que é uma
fonte de infeccdo humana quando é consumido sem a pasteurizacdo UHT (ultra high
temperature), processo que consiste na fervura do leite a temperatura de 135° C
durante 1 a 2 segundos. Esta metodologia foi instituida com o objectivo de eliminar os
esporos de C. burnetii. Sabe-se também que € no momento do parto ou eventual aborto
que é expelido o maior numero de particulas infecciosas, nomeadamente no liquido

amniodtico, placenta e membranas fetais. Estima-se que cada grama de placenta

. . 9 , . .
dissemine cerca de 10 particulas infecciosas®.
A inalacao de aerossois contendo C. burnetii € a principal fonte de infeccdo humana. A

bactéria € altamente infecciosa, podendo um unico microrganismo ser responsavel pelo
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aparecimento de doenca®'. Estes aerossois podem resultar do contacto directo com os
animais e seus produtos, mas também indirectamente através da exposicdo ao
ambiente por estes contaminado. Como referido anteriormente, os esporos de C.
burnetii séo muito resistentes aos agentes fisico-quimicos e facilmente dispersaveis por
correntes, possibilitando a ocorréncia de infecgdes espacial e temporalmente distantes
da fonte de infecgdo. Nao é assim de estranhar que existam relatos de surtos de febre
Q associados a utilizagdo de instalacdes outrora ocupadas por animais®*’ ou a
disseminacdo do agente pelo vento que sopra das regides de pastagem dos rebanhos,
localizadas a quilémetros de distancia®®, ou mesmo pela passagem dos rebanhos
préximo de aldeias na mudanca das pastagens de Verdo para as de Inverno®.

Como referido, C. burnetii apresenta uma caracteristica que lhe permite resistir durante
maiores periodos de tempo no ambiente: a formacdo de esporos. Esta caracteristica
permite que a bactéria apresente uma extraordindria resisténcia a agentes fisico-
quimicos, permitindo-lhe manter-se viavel durante largos periodos de tempo, fora de
qualquer organismo vivo. Nao € assim de estranhar que existam relatos de surtos de
febre Q causados pela disseminacdo de particulas pelo vento® e pela movimentacdo
pelas pastagens dos rebanhos de animais®.

Outras formas possiveis de transmissdo da infeccdo sdo a transmissdo sexual®,
transmissdo por picada de carraca®, contacto directo com individuos infectados
(possivel através de aerossois, mas raro), a contaminagdo em exercicio por parte de
profissionais de salde, nomeadamente durante a realizagdo de partos®®, execucdo de
autopsias®, a contaminacdo devido a ingestdo de leite ndo pasteurizado® e

10,81

transmissao através de transfusdo sanguinea ™°'. Qutra forma de transmissado da
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doenca também relatada, mas menos frequente € a transmisséo transplacentéaria, que
resulta em infecgdes congénitas®®®’.

A doenca afecta sobretudo a populacdo com idade compreendida entre os 30 e 60
anos, apesar de existirem casos descritos em criancas® e idosos®, sendo mais
frequente o seu aparecimento em homens®. Sabe-se também que os individuos
infectados por VIH tém uma probabilidade trés vezes superior a populacao saudavel de
adquirir a infeccdo™. Os grupos de risco para a febre Q sdo, como seria de esperar os
pastores e agricultores, trabalhadores de matadouros, de industrias transformadoras de
carne, de leite e de outros produtos animais, veterinarios e trabalhadores de laboratério
que manuseiem o agente. Também se incluem neste grupo pessoas
imunocomprometidas, especialmente se estiverem infectadas com o virus da
imunodeficiéncia humana (VIH).

A febre Q ja foi descrita em mais de 50 paises diferentes®®. Até ha poucos anos
considerava-se que esta infeccdo humana estava disseminada por todo o mundo, a
excepcao da Nova Zelandia. Com efeito, um inquérito seroepidemioldgico ai realizado
por Frans Hilbink, em cédes e bovinos, cujos resultados foram divulgados em 1993
apresentava resultados negativos para toda a populacdo animal testada, cerca de
15.700 animais*'. No entanto, em 2003, surgiram relatos de trés casos positivos para
febre Q num total de 97 amostras testadas no ambito de um programa de serovigilancia
humana relacionado com a importacéo ilegal de coelhos a partir da Australia®. Mas
permanecem duvidas sobre se estes casos terdo sido contaminag¢des ocorridas em solo
neo-zelandés ou infecgbes importadas de outros paises, nomeadamente da Australia,

pais onde a prevaléncia da infec¢ao é elevada.
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4. Coxiella burnetii e o Bioterrorismo

Actualmente existe um grande receio por parte da populagdo mundial em vir a sofrer
um ataque terrorista com utilizacdo de armas bioldgicas, o chamado bioterrorismo (BT).
Os ataques ocorridos em Nova lorque a 11 de Setembro de 2001 foram um marco
histérico. Durante algum tempo foram descritos inUmeros casos de potenciais ataques
biol6gicos, nomeadamente com recurso a utilizagéo de particulas de Bacillus anthracis,
disseminadas através de envelopes enviados pelo servico normal de correio. Um
ataque com armas biolégicas ndo é mais do que a disseminag¢ao de particulas de um
microrganismo de elevada infecciosidade e com caracteristicas facilitadoras para a sua
propagacao.

Existem varias raz6es para se considerar C. burnetii como uma potencial arma para BT.
A mais importante € o facto de a principal via de infeccdo humana ser pela inalagao de
aerossois. Esta estimado que se fossem lancados 50 quilogramas de particulas de C.
burnetii sobre uma area onde vivesse uma populagdo de 500.000 pessoas, teriamos
125.000 infecgdes agudas, 9000 infeccdes cronicas e 150 mortes®®.

Existe ainda outro aspecto importante que tem a ver com a dose de inéculo necessaria
para provocar doenga. Sawyer e colaboradores concluiram no seu estudo que um a dez
organismos eram suficientes para provocar infeccdo®. Mais recentemente, McQuiston e
colaboradores referem ser suficiente apenas um organismo para provocar doeng¢a no
Homem®'. A capacidade que estas bactérias apresentam para formar esporos e assim
se disseminarem, torna-as altamente resistentes ao meio-ambiente, tendo capacidade

para suportar condicbes quase extremas, suportando por exemplo nomeadamente
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radiagdes ultravioletas, variagbes de pH, hipoclorito de sddio numa concentragéo de
100 mg/L, entre outras***.

No entanto, a utilizagcdo de C. burnetii como agente num eventual ataque bioterrorista €
questionavel. O periodo de incubacao é longo, provoca uma grande percentagem de
infeccdes assintomaticas e a taxa de mortalidade associada € relativamente baixa,
apesar de ter uma elevada taxa de morbilidade. A sua utilizagdo faria mais sentido num
ataque cujo objectivo fosse incapacitar parte da populacdo em vez de a aniquilar. Estas
caracteristicas levaram o CDC (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta,
EUA) a classificar C. burnetii na categoria B da lista de agentes passiveis de serem

usados como armas biolégicas''°.

Em suma e perante o exposto podemos afirmar que apesar de possuir algumas
caracteristicas que potencialmente a tornam uma boa ferramenta para utilizagdo em

BT, C. burnetii nao constitui a partida ameaca bioldgica para as populagdes.
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5. MANIFESTACOES CLINICAS DA INFECCAO

A febre Q apresenta uma grande variedade de sintomas e de grande inespecificidade.
Em cerca de 50% dos casos pode inclusivé desenvolver-se uma infecgao
assintomatica. Nos restantes casos, os sintomas podem variar, desde doencga febril
auto-limitada até a doenca crénica, dependendo de multiplos factores. Na doenca
crénica os imunocomplexos tém um papel na patogenia®.

Excelentes resumos sobre este tema podem ser encontradas em varias obras e artigos

de reviséo7,55,57,59,81 -2

5.1 FEBRE Q AGUDA

O periodo de incubacdo da infeccdo pode normalmente variar entre duas a trés
semanas, dependendo da quantidade de inéculo e da via de infecgdo®’. Nao é, ainda,
claro se a estirpe da bactéria e os factores do hospedeiro podem, ou nao, ter influéncia

na duracao do periodo de incubacao.

Existe uma grande variedade de sintomas e sinais associados a infeccao aguda, no
entanto alguns sao relatados em quase todos os casos descritos, nomeadamente a
febre, astenia, arrepios, cefaleias e mialgias, como se pode constatar analisando a

Tabela 1.

Paulo Alexandre Vidal Parreira 18



Estudo da prevaléncia de anticorpos anti — Coxiella burnetii numa amostra de dadores de sangue de uma regiao portuguesa

Tabela 1 - Sintomas e sinais observados em doentes com febre Q aguda
(Adaptado de Maurin et Raoult, 1999)

Sintomas e sinais manifestados Percentagem de doentes
Febre 88 -100
Astenia 97 - 100
Arrepios 68 - 88
Cefaleias 68 - 98
Mialgias 47 - 69
Sudorese 31-98
Tosse 24-90
Nauseas 22-49
Vémitos 13-42
Toracalgia 10 - 45
Diarreia 5-22
Urticaria 5-21

A fraca especificidade dos sinais e sintomas da doenca € uma das explicacoes
possiveis para a febre Q aguda poder passar despercebida, regredindo
espontaneamente. Nestes casos a unica forma de demonstrar que houve infeccao é
através de serologia. O quadro clinico pode-se caracterizar-se por uma sindroma febril
nao localizada, podendo acompanhar-se de pneumonia ou de hepatite. Existem, no

entanto, outros achados biolégicos que podem decorrer da infeccéo (Tabela 2).
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Tabela 2 - Achados laboratoriais em doentes com febre Q aguda (sintomatica ou assintomatica)
(Adaptado de Maurin et Raoult, 1999)

Achados Laboratoriais

Percentagem de doentes

Contagem de leuc6citos normal 90
Trombocitopénia 25
Aumento de transaminases (AST/ALT) 45 -85
Aumento de bilirrubina 9-14,3
Aumento de fosfatase alcalina (ALP) 27,7-57
Aumento de Gama-glutamil transpeptidase (Gama GT) 25-75
Aumento de creatininafosfoquinase (CPK) 29
Aumento de lactatodesidrogenase (LDH) 33,3-40
Aumento de creatinina 29-40
Aumento de Velocidade de Sedimetagéo Eritrocitaria (VS) 43-87,5
Presenca de anticorpos anti-musculo liso 65
Presenca de anticorpos anti-fospolipidos 50

A pneumonia por febre Q aguda é geralmente acompanhada de febre e cefaleias

intensas, apesar de uma grande variedade de outros sintomas poderem estar

presentes. A auscultagdo do doente normalmente permite detectar crepitagdes

inspiratérias, sendo que o exame radiolégico do pulméo é de grande interesse. Sao

normalmente visiveis opacidades simples ou multiplas de configuracdo redonda, efusao

pleural, atelectasia, opacidades bilaterais ao nivel dos I6bulos inferiores, entre outras®’.

Outros sinais e sintomas frequentemente encontrados na pneumonia provocada por

febre Q sado anorexia, tosse seca ou produtiva, arrepios, dor pleuritica, mialgias e

artralgias.
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No entanto, nem o quadro clinico nem o exame radiolégico permitem distinguir esta
pneumonia das provocadas por outros agentes etioldgicos, tais como Legionella
pneumophila, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia psitacci ou C. pneumoniae.

A outra manifestacao importante na infeccao aguda é a hepatite, havendo normalmente
elevacao das transaminases, da fosfatase alcalina e da gama-GT. Os valores destas
enzimas poderdo estar aumentados até trés vezes em relagdo ao valor normal. Este
quadro é normalmente acompanhado por febre e por vezes também por dor abdominal
(especialmente no hipocdndrio direito), anorexia, vémitos, diarreia e naduseas®. Podem
ser observaveis lesdes histolégicas no figado, nomeadamente granulomas, de forma
circular, constituidos por um anel fibrindide e espacgo central lipidico (em forma de
donut). Assim sendo, a realizacao de biopsia hepatica nestes casos podera simplificar o

diagndstico' 1162

, apesar dos granulomas hepaticos apenas se apresentarem em 3 a
10% das biopsias realizadas. Apesar destes granulomas serem bastante sugestivos de
febre Q, também podem ser encontrados em doentes com doenca de Hodgkin,
mononucleose infecciosa e leishmaniose.

De referir que febre, pneumonia e hepatite podem co-existir. Num estudo realizado por
Tissot-Dupont e colaboradores (1992) em 323 doentes franceses hospitalizados com
febre Q aguda, observou-se que 25% apresentavam as trés manifestacbes em
simultédneo, enquanto 40% apresentavam febre e transaminases aumentadas, 17%
apresentavam febre e sinais de envolvimento pulmonar e apenas 8%, 6% e 4%

apresentavam respectivamente casos isolados de febre, sinais de envolvimento

pulmonar ou aumento das transaminases®?.
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Os quadros de envolvimento neurolégico podem acontecer, mas sao bastante raros.
Estes podem incluir meningoencefalite, meningite, meningite asséptica, mielite, nevrite
6ptica ou neuropatia periférica®®.

A febre Q aguda é uma doenca que, em regra, regride espontaneamente em cerca de
duas a trés semanas. Apenas cerca de 5% dos doentes sintomaticos desenvolvem

complicacdes. Casos fatais sdo extremamente raros>®.

5.2 FEBRE Q CRONICA

A doencga crénica normalmente instala-se no periodo de seis meses a um ano. No
entanto a doenca pode manifestar-se até cerca de 20 anos ap6s a infeccdo inicial’.
Estdo especialmente associados a esta condicdo individuos com valvulopatias,
proteses valvulares e articulares, gravidas e pessoas com imunodepressao
(transplantados, hemodialisados, com neoplasias e doentes com SIDA).

A manifestacdo mais frequente de febre Q crénica é a endocardite®. E possivel
encontrar esta complicagdo em 60 a 70% dos casos crénicos. A endocardite por febre
Q representa 3% de todos os casos diagnosticados em Inglaterra e no Pais de Gales®®,
e cerca de 5% do total em Franca®. E potencialmente mortal se ndo for tratada, mas
apresenta apenas uma taxa de mortalidade de cerca de 10% nos casos em que é feito
o tratamento com antibioticoterapia adequada. Outras formas de febre Q crdnica tém
vinda a ser identificadas, embora com menor expressao e gravidade que a endocardite
tais como osteomielite, osteoartrite, hepatite crénica isolada, fibrose pulmonar e

endometrite com aborto®®.
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Os casos de endocardite por febre Q estdo normalmente quase todos associados
(cerca de 90%) a deficiéncias nas valvulas cardiacas dos doentes afectados. As
valvulas mais afectadas sdo a mitral e a aértica. Recentemente tém-se assistido ao
aparecimento de febre Q crénica em doentes com préteses valvulares®. Individuos do
sexo masculino, normalmente com mais de 40 anos representam 75% das infecgdes.
Apesar da endocardite ser o principal sintoma da doencga cronica, outros poderao ser
detectados, tais como: mal-estar geral, fraqueza, fadiga, perda de peso, arrepios, febre,
anorexia, suores nocturnos, por exemplo®®. Pode também ser observavel envolvimento
de outros Orgaos, nomeadamente hepatomegdlia e esplenomegalia, purpura,
embolismo arterial, anemia e aumento da velocidade de sedimentagdo. A endocardite
por febre Q normalmente apresenta-se com hemoculturas negativas. Cerca de 90% dos
doentes apresentam imunoglobulinas aumentadas, bem como factor reumatdide e
crioaglutininas positivas.

O periodo de tratamento da infecgao crénica € bastante longo, sendo pelo menos de 18
meses de antibioticoterapia. Por vezes € necessario que os doentes sejam submetidos
a valvuloplastia cardiaca. Alguns autores defendem a continuacdo de um tratamento
com antibidticos durante um periodo alargado apos a implantacao da protese, havendo
risco de reinfeccdo’".

Estes doentes devem ser cuidadosamente acompanhados ao longo do tempo,
nomeadamente em termos serolégicos, de forma a garantir que a infeccao foi

controlada.
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6. METODOS DE DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Devido a reduzida especificidade dos sinais e sintomas da febre Q os métodos de
diagnéstico laboratorial sdo uma ferramenta de extrema utilidade para confirmar ou
refutar a suspeita clinica.

Podemos dividir estas metodologias em dois tipos:

- Métodos directos: pesquisam directamente a presenca da bactéria na amostra
biolégica
- Métodos indirectos: pesquisam a presenca de anticorpos contra a bactéria

produzidos pela resposta imunitaria

6.1 Métodos de diagndstico directo

A utilizacdo destes métodos é pertinente quando se visa detectar directamente a
presenca do agente, neste caso uma bactéria, na amostra bioldgica. E portanto
importante referir que a sua utilizacdo pressupdem destes métodos é oportuna nos
casos em que o doente ainda nao tenha sido submetido a qualquer tratamento com

antibidticos, pois a administracdo destes limita a utilidade desta abordagem.

Para a deteccao directa de C. burnetii, podemos utilizar trés tipos de técnicas:
-Visualizacao por técnicas de imunohistoquimica;
-Deteccéo de ADN por técnica de biologia molecular;

-Isolamento por cultura;
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Visualizacao por técnicas de imunohistoquimica

Nesta abordagem conseguimos visualizar a presengca da bactéria nos tecidos
afectados, utilizando técnicas de imunohistoquimica. Esta abordagem é adequada
quando temos a possibilidade de estudar tecidos, nomeadamente fragmentos
valvulares ou tecido cardiaco afectado. Maurin et Raoult consideram que estas técnicas
devem apenas ser utilizadas nestes casos, nao sendo de grande utilidade para outros

tipos de amostra, em virtude do reduzido nimero de microrganismos presentes, que

habitualmente caracteriza a infecgao®.

Figura 4 - Localizagdo imunohistoquimica de Coxiella burnetii numa valvula aértica de um doente co-
infectado com VIH. Ampliacdo de 100x (Adaptado de Madariaga et al., 2004)
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Deteccao de ADN por técnicas de biologia molecular

A deteccao de ADN de C. burnetii € outra possibilidade de diagndéstico. Habitualmente
recorre-se a reaccao de polimerase em cadeia simples (PCR) ou duplicada (nested-
PCR). Estdao descritos actualmente varios tipos de oligonucleétidos (primers)
especificos para determinados segmentos de alguns genes da bactéria, nomeadamente
os genes 16S rDNA, sodB, gltA e htpAB*®. Esta técnica é bastante sensivel e apresenta
grande especificidade, permitindo a utilizagdo em praticamente todo o tipo de amostras
biolégicas. No entanto a técnica nao € apropriada para utilizacdo em amostras de
sangue, devido ao facto de neste tipo de produto ser frequente a obtencdo de
resultados falso-positivos®®. Recentemente em 2006, foi optimizada uma técnica que
utiliza a nova metodologia de PCR em Tempo Real (Real Time PCR) para detec¢ao do
gene icd (Nguyen e colaboradores demonstraram estar presente em 19 isolados
humanos de origens geograficas distintas®®) e do gene do elemento de insercéo IS
1111, que esta presente em multiplas cépias no genoma da estirpe de C. burnetii Nine
Mile RSA493%°.

O PCR Real Time representa actualmente o gold standard na detecg¢do directa de
C.burneti**. E uma técnica com maior sensibilidade, permitindo a visualizagdo em
tempo real da quantificacdo de ADN bacteriano encontrado na amostra. E uma
metodologia bastante dispendiosa na sua implementacdo, por necessitar de

equipamentos e reagentes ainda de alto custo para utilizagdo em rotina de diagndstico.
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Isolamento por cultura

O isolamento por cultura de C. burnetii € uma técnica que requer condi¢cdes de
seguranga consideraveis para que o0 agente possa ser manuseado sem risco para o
operador. O CDC classificou esta bactéria como pertencente ao nivel 3 em termos
exigéncia de seguranca bioldgica, numa escala de 1 a 4 em que o nivel 4 representa o
expoente maximo do perigo biolégico®. Acontece que poucos laboratérios relinem essas
condicdes e como tal ndo tém autorizacao para recorrer a essa metodologia.

Como a bactéria € intracelular estrita, ndo podem ser utilizados os meios de cultura
usuais em laboratério de microbiologia, sendo utilizadas linhas celulares para o
isolamento e propagacao do agente.

A cultura do agente pode ser efectuada recorrendo a vérios tipos de células de
crescimento continuo in vitro. Habitualmente sao utilizadas linhas do tipo macrofagico
(P388D1 e J774), fibroblastico (L929) e epitelial (Vero)®.

A técnica que é utilizada chama-se Shell-vial e foi adaptada dos estudos realizados
para virus e outras bactérias intracelulares obrigatérias®. Consiste na centrifugagao das
amostras biologicas sobre uma monocamada de células, seguida de um periodo de
incubacao longo, neste caso entre cinco a sete dias a 37°C, em atmosfera de 5% de
CO.. Apds esta incubacao, é testada a presencga de C. burnetii na cultura, utilizando um
soro policlonal anti — C. burnetii, através de uma reac¢do de imunofluorescéncia
indirecta ou utilizando a coloracdo de Giménez. Os ensaios de isolamento do agente

adequam-se a varios tipos de amostra, nomeadamente sangue total, liquido céfalo-
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raquidiano, medula 6ssea, valvulas cardiacas, aneurismas vasculares, biopsias ésseas,
biopsias hepaticas, leite, placenta e fetos abortados®.

Apesar de ser uma técnica muito especifica, ndao € muito sensivel, sendo sempre
normalmente realizada em paralelo com a deteccdo molecular do agente por PCR. C.
burnetii é de crescimento lento, podendo demorar mais de duas semanas até haver
conclusées sobre o resultado de uma cultura. Como tal, esta técnica podera nao ser
muito Util aos clinicos e aos doentes, em virtude de tdo prolongado periodo de
crescimento, acabando por funcionar como ferramenta de confirmagé&o laboratorial e de

investigacdo, mas sem utilidade imediata para o diagnéstico clinico.

6.2 Métodos de diagndstico indirecto

A pertinéncia da utilizacdo destes métodos coloca-se quando a infec¢ao ja se encontra
no seu decurso ha alguns dias e o tratamento antibidtico ja foi instituido. A resposta
imunitaria pode levar desde poucos dias a vdarias semanas a desenvolver-se,
dependendo por exemplo do estado imunolégico do doente infectado.

Existem varios métodos descritos para detectar a presenca de anticorpos em
circulacdo, mas ha trés que sao considerados os mais fiaveis e por isso sdo 0s mais

frequentemente utilizados:

- Imunofluorescéncia Indirecta (IFI)
- Fixacdo do Complemento (CF)

- Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
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Imunofluorescéncia Indirecta

E actualmente o método de referéncia para o serodiagnéstico da febre Q, segundo a
OMS®”. E de extrema simplicidade e bastante precisa nos seus resultados. Existe
actualmente comercializada por varias casas comerciais, disponibilizando os reagentes
ja preparados ou em alternativa o laboratério com nivel de bioseguranca 3 podera
cultivar o antigénio para produzir as suas proprias laminas. E de realcar que devido aos
elevados requisitos em termos de seguranca laboratorial, existem poucos laboratérios a
nivel europeu com esta capacidade, optando a maior parte por adquirir os Kkits
comerciais disponiveis no mercado.

Com esta técnica podemos detectar anticorpos do tipo IgG, IgA e IgM, para antigénio
de fase | e Il que indiciam doenga cronica ou aguda, respectivamente. Uma
interferéncia frequente nesta metodologia é a presenca na amostra de factor
reumatdide, que provoca falsos positivos. Para impedir esta interferéncia, deve ser
utilizado um absorvente de factor reumatdide, que remove os anticorpos do tipo IgG
antes da determinag¢ao dos anticorpos do tipo IgA e IgM.

Deve ser estabelecido o limiar de positividade ou cut-off, que € o valor a partir do qual
uma amostra é considerada positiva. Estes valores nao sao universais e devem ser
ajustados em cada pais ou regidao, tendo sempre em conta a reactividade natural da
populacao para o agente.

Esta técnica é dificil de automatizar j& que a observagdo microscépica das laminas
requer experiéncia e os resultados podem por vezes ser subjectivos devido a esse

motivo.
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Fixacao do Complemento

Esta técnica é bastante especifica, apesar de ser menos especifica que a IFI. Falta-lhe
no entanto a sensibilidade. Permite detectar anticorpos anti-fase | e anti-fase Il, apesar
dos soros necessitarem de ser inactivacdo pelo calor antes de serem testados para
deteccdo de anticorpos anti-fase 11*2. A interpretacdo de resultados neste método
necessita de amostras recolhidas em fase aguda e na fase convalescente para poder
emitir o resultado final, o0 que nem sempre é possivel de conseguir na pratica diaria. E

um método mais demorado do que a IFl. A sua aplicagao actualmente é reduzida.

Enzyme Linked Immunosorbent assay (ELISA)

A utilizagdo da técnica de ELISA surge como alternativa a IFI e CF. Foi inicialmente
descrita por Peter Field® e seus colaboradores em 1983, apresentando-se como
técnica mais sensivel e especifica que a CF. Permite detectar anticorpos do tipo G, A e
M produzidos contra o antigénio de fase | ou Il. E uma técnica que é facilmente
automatizavel, o que s traz vantagens ao operador, visto ser bastante laboriosa
quando efectuada manualmente. Como tal € indicada para processar um grande
nimero de amostras, nomeadamente quando se tratam de inquéritos
seroepidemiologicos. Uma desvantagem desta técnica é o facto de requerer bastante
experiéncia na interpretacédo dos resultados. A sua aplicagéo € por isso, ainda limitada,

mas existem grandes desenvolvimentos nesta metodologia.
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Comparacao entre CF, IFl e ELISA

Estudos realizados por Péter e colaboradores em 1987, demonstraram que num lote de
213 soros de doentes suicos, a ELISA e a IFI demonstraram niveis de sensibilidade
semelhantes (94,8% versus 90,6%), mas superiores quando comparados com a CF
(77,8%)".

Em todas as técnicas o nivel de especificidade € bastante elevado. Em 1992 Finidori e
colaboradores produziram um estudo onde demonstraram que nao existia reaccao
cruzada entre C. burnetii e Legionella pneumophila, bactérias filogeneticamente
proximas?®. Existem descritas reacgdes cruzadas com Bartonella quintana, Bartonella
henselae e Legionella micdadei em imunofluorescéncia*®*®®. No entanto a IFI hoje em
dia apresenta niveis de especificidade préximos de 100%.

Sendo assim e com base nestas consideragdes constata-se que a IF| serd a técnica de
referéncia para a detecgdo de anticorpos sempre que 0 numero de soros a testar seja
reduzido, enquanto que a ELISA constitui uma opcao mais interessante sempre que o
niamero de amostras a testar é elevado (por exemplo, nos inquéritos

seroepidemiol6gicos).
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7. TRATAMENTO

A abordagem para o tratamento difere consoante se esteja em presengca de uma

infeccdo aguda ou crénica.

7.1 Tratamento da infeccao aguda

As infecgdes agudas na sua maioria sdao assintomaticas ou regridem espontaneamente
em cerca de duas semanas. Se considerarmos também que os métodos de diagnédstico
consomem tempo valioso até disponibilizarem um resultado, principalmente na
deteccdo de anticorpos, devido ao tempo que leva a desenvolver-se a resposta
imunoldgica (cerca de duas a trés semanas), podemos ter dificuldades em aquilatar da
eficiéncia de um determinado regime antibiético. E dificil obter dados concretos sobre a
eficiéncia da terapéutica antibidtica e sdo escassos o0s estudos que comparam a
utilizacao de diferentes farmacos.

Um estudo realizado em doentes com pneumonia por febre Q comparou a utilizagao de
tetraciclina face ao uso de um placebo’. A administracdo de tetraciclina em quatro
tomas diarias de 500 mg reduziu a duracao da febre em 50%. No entanto a terapéutica
tinha de ser iniciada durante os trés primeiros dias de doenca para ser eficaz.

Sendo assim é recomendavel que nos casos em que os doentes apresentam sintomas
severos seja prontamente iniciada uma terapéutica empirica.

Um estudo em doentes com febre Q aguda demonstrou que a duracdo da febre em

individuos nao tratados foi de 3,3 dias, enquanto que individuos tratados com
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tetraciclina (500 mg/quatro vezes ao dia) tiveram febre durante 2 dias e individuos
tratados com doxiciclina (100 mg/duas vezes ao dia) tiveram febre durante 1,7 dias®.

Actualmente a doxiciclina é preferida a tetraciclina pois possui propriedades
farmacocinéticas melhoradas e provoca menos frequentemente intolerancia gastrica.

A doxiciclina é por isso o antibiotico de uso comum para o tratamento da infeccao
aguda, num regime de 100 mg/duas vezes ao dia em adultos ou 3 mg/kg/dia em
pediatria durante uma duragdo minima de 14 dias. No caso de doentes com intolerancia
gastrica, a sua utilizacao deve ser limitada. O seu uso é contra-indicado em criangas
com menos de 8 anos de idade e em gravidas. Para estes grupos, pensa-se que uma
terapéutica com macrolidos ou cotrimoxazole possa vir a constituir uma alternativa

eficaz, apesar de ainda néo estar confirmada essa possibilidade®.

7.2 Tratamento da infeccao crénica

A endocardite por febre Q é a apresentagao clinica mais frequente da infeccao crénica
e também aquela que apresenta o maior grau de severidade. Apesar de a sua evolugcao
ser lenta e poder demorar varios anos o0s doentes com esta patologia sem
antibioticoterapia adequada véo eventualmente morrer devido & mesma®®.

Existem varias condicionantes que dificultam a utilizagdo de antibidticos para combater
a infeccao crénica. Estudos in vitro demonstraram que C. burnetii é resistente a acgao

77,102

de B-lactamicos e de aminoglicosidos e por isso estes antibidticos individualmente

ou em associacao nao sao eficazes no combate a infeccdo. O uso de tetraciclinas

25,95,100

isoladamente revela eficacia , mas exige regimes prolongados, uma vez que as
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recaidas sdo frequentes. Devido a intolerancia géstrica provocada pelo uso de
tetraciclinas, outras monoterapias alternativas foram testadas, nomeadamente
cotrimoxazole, rifampicina e fluoroquinolonas. Apesar de existirem melhorias no estadio
inicial, a maior parte dos doentes tiveram recaidas apés o final da terapéutica. Sendo
assim, foram propostos regimes terapéuticos alternativos, baseados na combinagao de

farmacos.

Apo6s o estudo de varias associagcoes de farmacos chegou-se a conclusdao que a
associacao de doxiciclina com um agente alcalinizante, como a cloroquina permite obter
resultados mais eficazes na actividade bactericida contra C. burnetii. Assim a
manutencao deste regime terapéutico durante um periodo minimo de 18 meses permite
evitar um grande nimero de recaidas®. A duracdo éptima do tratamento ndo estd
definida devido ao facto de ndo existir um critério definido para a cura. Raoult e
colaboradores defendem que devem ser titulados os anticorpos anti-lgG em fase |. Se o
titulo for < 200, devemos considerar que o doente atingiu uma fase de cura®,

Sendo assim é recomendada a terapia associada de doxiciclina (100 mg /duas vezes
ao dia) com cloroquina (200 mg/ trés vezes ao dia) durante pelo menos 18 meses. Nos
doentes em que por qualquer motivo ndo seja possivel utilizar a terapéutica anterior
existe um esquema alternativo que consiste em associar doxiciclina (100 mg/duas
vezes ao dia) com ofloxacina (200 mg/trés vezes ao dia).

Apés o final do tratamento, os doentes devem continuar a ser monitorizados, com
avaliacdes clinicas e biolégicas peridédicas. Em termos laboratoriais, devem ser

monitorizados 0s niveis das enzimas hepaticas e de creatinina no soro e também a
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serologia para a febre Q. A periodicidade desta monitorizacdo devera ser mensal
durante os primeiros seis meses apos o final da terapéutica e depois a cada seis meses
até completar dois anos.

A cloroquina pode ter efeito nocivo nos doentes, nomeadamente provocar retinopatia. E
por isso aconselhavel a realizacao regular de exames oftalmolégicos. A monitorizacao
do nivel de cloroquina no soro do doente também deve ser efectuada e esta devera
manter-se em 1 + 0,2 mg/litro, sendo frequente que a dose de cloroquina administrada
tenha de ser ajustada em virtude de provocar intolerancia nos doentes®®.

O funcionamento cardiaco também deverd ser monitorizado, nomeadamente com a
realizacdo de um ecocardiograma a cada trés meses apos o fim do tratamento. Apéds
seis meses e se o doente continuar sem sintomas, a periodicidade passara a ser
semestral até aos dois anos.

A substituicao de vélvulas cardiacas € uma hipétese de tratamento a considerar, sendo
que normalmente acontece apenas quando ha falha hemodindmica do coracdo. A
acontecer devera sempre ser cumprido o tratamento com antibiéticos, de forma a
prevenir eventual contaminagao da prétese valvular, com C. burnetii que esteja alojada
noutros locais, nomeadamente noutras valvulas cardiacas, correndo assim o risco de
reinfeccdo. Sendo assim, este é claramente um risco potencial, sendo por isso de
realcar a importancia da monitorizacdo destes doentes durante os periodos

recomendados”®.
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8. PREVENCAO

Por se tratar de uma zoonose, as medidas que devem ser implementadas para a
prevencao da infeccao sao da responsabilidade conjunta de clinicos, epidemiologistas e
veterinarios. S6 contando com estreita colaboracao entre estes profissionais se podem
tomar medidas que permitam controlar os casos de infeccao.

Podem dividir-se as medidas de prevencao em dois grupos. O primeiro grupo inclui
todas as medidas direccionadas ao controlo da infec¢gao nos animais, visando diminuir a
transmissdo ao Homem. No segundo grupo estdo contidas medidas que visam
directamente as pessoas.

Sabemos que 0 espectro de reservatorios animais é extenso e € impossivel tomar
medidas que sejam eficazes para todas as espécies que ja foram descritas como
reservatorio de C. burnetii. Por isso as medidas gerais acabam sempre por incidir sobre
as varias espécies de gado, que como se sabe sao a principal fonte de infecgéo para o

Homem.

O CDC sugere algumas medidas que podem ser instituidas'*:

- Incineracdo de placentas, produtos fetais, membranas e fetos abortados nas
exploracoes de gado;

- Limitar o acesso aos estabulos e laboratérios onde existam animais potencialmente
infectados;

- Isolamento dos animais gestantes, sobretudo no parto e no pés-parto;

- Limpeza e desinfeccao frequente dos estabulos;
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- Pesquisar regularmente se os animais possuem carragas e retira-las se existirem,
para evitar que estas transmitam a bactéria a outros animais que ainda ndo estejam
infectados;

- Colocar animais importados num periodo de quarentena, antes de os juntar ao
restante efectivo;

- Tentar que as exploragcbes animais sejam afastadas de zonas habitadas pela
populacdo;

- Os animais devem ser regularmente testados, fazendo a pesquisa de anticorpos anti —
C. burnetii;

- Deve evitar-se a livre circulagdo de ar da exploragdo animal para o exterior, para
impedir a disseminacao das particulas de C. burnetii;

- Planos concertados para desinfestagéo do efectivo animal;

Existem também algumas medidas que sao direccionadas a populacao:

- Consumir apenas produtos lacteos pasteurizados;

- Educar a populacao para as fontes possiveis de infec¢ao;

- Utilizar procedimentos correctos para tratar a roupa utilizada por trabalhadores de
laboratérios e de exploragdes animais onde exista gado infectado;

- A manipulagéo do agente em laboratério deve apenas ser realizada em nivel trés de
bio-seguranca;

- A vacinacao deve ser aconselhada a grupos de risco, nomeadamente: trabalhadores

de exploragbes animais, veterinarios, trabalhadores de laboratorio, trabalhadores de
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matadouros ou industria de processamento de carnes, trabalhadores téxteis (que
processem &, por exemplo);

- Aconselhamento especifico para pessoas em alto risco de desenvolver febre Q
cronica (doencas cardiacas valvulares ou com préteses valvulares, gravidas e doentes

imunossuprimidos);

Algumas consideracoes sobre a vacinacao

Apés varios estudos em animais e humanos foi aprovada em Marco de 1989 na
Australia, uma vacina para uso humano. E comercializada com o nome de “Q-VAX”,
pela empresa australiana “CSL Limited”. Trata-se de uma suspenséo purificada de C.
burnetii (estirpe Henzerling em fase ) inactivada com formalina, preparada em cultura
de célula embrionaria de ovo. Estudos realizados entre 1985 e 1990 em trabalhadores
de matadouros voluntarios, demonstraram que num grupo de 2555 trabalhadores
vacinados ocorreram apenas dois casos de febre Q enquanto num grupo de 1365
trabalhadores que nao receberam a vacina, aconteceram 55 casos de febre Q. A vacina
ofereceu protecgao durante os cinco anos que este estudo durou®.

A febre Q é sobretudo uma doenca que surge devido a exposicao profissional. Isso
reflecte-se nos principais grupos de risco para a infeccdo. Como tal, estes sdo os
grupos recomendados para a administragdo da vacina. Além disso, deverdo também
ser incluidos neste lote as pessoas que apesar de ndo terem uma exposi¢cao constante
ao agente, estdo em risco de contrair febre Q crénica, nomeadamente individuos com

doengas cardiacas valvulares ou proteses, aneurismas vasculares e imunossuprimidos.
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No entanto existem algumas contra-indicacoes para o uso da vacina:

- Nao deve ser usada em pessoas que ja tenham tido febre Q;

- Nao deve ser usada em pessoas que ja tenham sido vacinadas contra a febre Q
anteriormente;

- Antes da administracao deve ser feito um teste dérmico e serologia para a febre Q. Se
algum destes testes for positivo, a vacina ndao deve ser administrada;

- Nao ha descricao dos efeitos da vacina em lactentes, criancas e gravidas;

Reaccoes adversas a administracao da vacina podem incluir:

- Reaccgao dérmica no local da inoculacédo (exantema, induracdo ou edema, nos casos

mais raros pode haver formagédo de abcessos locais);

- Reacgdes sistémicas como cefaleias, febre, mialgias, etc.
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9. AFEBRE Q EM PORTUGAL

Os primeiros casos de febre Q em Portugal foram relatados por Fernando da Fonseca
em 1947. Desde essa altura pouco mais se tem descrito sobre a doencga. Sabe-se que
nao foram identificados quaisquer surtos no pais, mas a informagao disponivel é vaga.
Em 1 de Janeiro de 1999, a febre Q passou a ser uma doenca de declaragao
obrigatéria (DDO) em Portugal (CID-10:A78). A partir dessa data passou a estar
disponivel mais informacao sobre os casos notificados em Portugal, nomeadamente
sobre a sua origem geografica e sazonal. A consulta dos relatérios periddicos emitidos
pela Direccdo Geral de Saude (DGS)?*? permite-nos obter mais informacdes. As figuras

5 e 6 ddo-nos mais alguma informag¢ao em relagdo aos dados disponiveis em Portugal.

B N2 Casos Notificados
de febre Q

1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006

Figura 5 - NUumero de casos de febre Q notificados em Portugal entre 1999 e 2006 (fonte:DGS)
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O numero de casos notificados em Portugal ndo € muito elevado e tem-se vindo a
assistir a uma ligeira tendéncia para a diminui¢cdo das notificagcoes. A taxa de incidéncia

da infecgé@o no pais é consideravelmente baixa.
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Figura 6 - Taxa de Incidéncia de febre Q por 10° habitantes no periodo de 1999 a 2006 (fonte: DGS)

Em relagdo a estes valores de incidéncia, podemos compara-los com outros paises
europeus onde a notificagdo também é obrigatéria. Temos que em Franga a taxa de
incidéncia é de 50 casos/10° habitantes. Em Inglaterra e Pais de Gales, a incidéncia
oscila entre 0,15 e 0,35 casos/10° habitantes®®. Um estudo realizado na antiga Uni&o
Soviética, entre 1980 e 1985 demonstrou existir uma taxa de incidéncia de 6 casos/10°

habitantes®. Em Espanha, a febre Q é de grande relevancia, sendo que o Pais Basco é
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uma das regides espanholas com a maior incidéncia de casos de febre Q, pois desde
1991 j4 se contabilizaram 16 surtos epidémicos, que afectaram mais de 300 pessoas®.
Na Austrdlia, pais onde foram reportados os primeiros casos de febre Q, na década de
30, a incidéncia da doenca é de 3,1 a 4,9 casos/10° habitantes®®. Podemos concluir que
a incidéncia da doenca varia bastante consoante a zona geografica que estamos a

analisar.

Quando analisamos dados referentes a notificagées obrigatorias, importa verificarmos
se estes dados poderado estar subestimados. Visto os casos terem de ser comunicados
a DGS pelo médico que diagnostica a infeccdo (processo burocratico), podemos
sempre ponderar se de facto ndo existiram casos em que o médico diagnostica e trata a
doenca, mas nado faz a notificacdo a DGS. Um estudo recente realizado no Centro de
Estudo de Vectores e Doencas Infecciosas do Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo
Jorge (CEVDI/INSA) permitiu concluir que foram diagnosticados serologicamente
naquele centro trinta e dois casos de febre Q durante os anos de 2004 e 2005%. Uma
rapida consulta a figura 5 permite-nos constatar que nesse periodo de tempo foram
notificados apenas doze casos. Temos portanto um exemplo cabal de como

provavelmente o nimero de notifica¢cdes de febre Q em Portugal estd subestimado.
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Os dados da DGS permitem-nos ter também uma nogdo mais clara da distribuicdo

geografica dos casos notificados, como podemos depreender da analise da tabela 3.

Tabela 3 - Distribuicao geografica dos casos notificados de febre Q entre 1999 e 2006 (fonte:DGS)

Regiao 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006
Norte 0 0 1 0 0 1 0 0
Centro 1 2 3 3 4 1 2 3

Lisboa e Vale do Tejo 6 4 13 9 5 4 4 5

Alentejo 5 4 2 3 0 0 0 1
Algarve 0 1 0 0 1 0 0 1
RA Acores 0 0 0 0 0 0 0 0
RA Madeira 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 12 11 19 15 10 6 6 10

A analise destes dados permite-nos fazer algumas afirmacoes:

- No periodo de 1999 a 2006 foram notificados 89 casos de febre Q em Portugal;

- Cinquenta casos foram notificados na Regido de Lisboa e Vale do Tejo;

- Apenas dois casos foram notificados na Regido Norte;

- Nao existiram notificacées nas Regides Autonomas dos Agores e Madeira;

- A tendéncia geral de diminuicdo nas notificagbes em termos absolutos também se

observa na regiao de Lisboa e Vale do Tejo;

Paulo Alexandre Vidal Parreira 43



Estudo da prevaléncia de anticorpos anti — Coxiella burnetii numa amostra de dadores de sangue de uma regiao portuguesa

10. A DADIVA DE SANGUE EM PORTUGAL

O Instituto Portugués do Sangue (IPS) é a entidade que em Portugal coordena e orienta
a rede nacional de transfusdo de sangue, na qual esta integrado juntamente com os
servicos de sangue dos hospitais, do Instituto Portugués de Oncologia e das unidades
de saude militar.

Foi em 1958 que surgiu o primeiro organismo com responsabilidades no exercicio da
Medicina Transfusional, denominado Instituto Nacional do Sangue, criado pelo entao
Ministério do Interior — Direccao Geral da Assisténcia. Foi um primeiro passo, que se
revelou pouco firme, pois nao se alcangou uma clara definicdo da politica estratégica e
nao se efectivou uma coordenacéo eficaz

Com o passar do tempo e com o aumentar das necessidades de sangue, bem como
com o aparecimento da SIDA na década de 80 do século XX e da emergéncia de
algumas doencgas transmissiveis, as insuficiéncias foram sobressaindo, evidenciando a
falta de eficacia da organizacao existente. Por outro lado, a crescente complexidade do
processo e as exigéncias técnicas, cientificas e de seguranca que lhe sdo inerentes,
obrigaram a uma redefinigao da estrutura.

Em 1990 surge o decreto-lei N.? 294/90 de 21 de Setembro que cria o IPS, sendo este
um organismo publico dotado de personalidade juridica e com autonomia técnica,
administrativa e financeira e que integra a rede de servicos personalizados do Ministério
da Saude.

A estrutura criada situa o IPS (com sede em Lisboa) no topo, articulado com os Centros

Regionais de Sangue (CRS) de Lisboa, Porto e Coimbra. O IPS tem competéncias
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normativas e de coordenacdo do sector. Os centros regionais de sangue possuem
competéncias operacionais de colheita, processamento, distribuicdo e supervisdo
técnica regional. Os Servicos de Imunohemoterapia Hospitalares (SIH) encerram o elo
da cadeia transfusional, através da uma pratica global de qualidade da transfusao.

A articulacdo do IPS, dos CRS e dos SIH constitui o Servico Nacional de Sangue®.

Regulamento da Transfusao
A dadiva de sangue é um acto voluntario e ndo remunerado e esta regulamentado pelo
despacho N.2 19/91 de 12 de Setembro, do Ministério da Saude. Este despacho aprova

os critérios minimos de seguranca transfusional para a dadiva de sangue'®.

- Quem pode dar sangue?
Podem dar sangue individuos saudaveis, entre 18 e 65 anos, ndo sendo
recomendado que a primeira dadiva se efectue apds os 60 anos; fora deste intervalo

fica ao critério do médico que avalia o dador.

- Frequéncia anual das colheitas
Quatro colheitas para os homens
Trés colheitas para as mulheres,

Para ambos os sexos o intervalo minimo entre duas colheitas é de dois meses.
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- Volume maximo de amostra
9 mL/kg de peso, num volume maximo de 450 mL+10%, para além das amostras

necessarias para analise

- Exame Médico
Cada colheita é sempre precedida de exame médico, que observara obrigatoriamente:
- Critérios para a proteccdo do dador: avaliacdo de situacdes que contra-

indiquem a colheita, nomeadamente:

- Doencas cardiacas;

- Doencas hepéticas;

- Doencas pulmonares;

- Doencas neoplasicas;

- Tendéncia anormal para a hemorragia;

- Gravidez;

- Terapéutica medicamentosa;

- Anemia;

- Alteragbes do pulso (frequéncia cardiaca);

- Alteracgbes de pressao arterial;
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- Critérios para a protecgdo do receptor: avaliacdo para despiste de situacdes
que contra-indiquem a administracdo do sangue, nomeadamente em relacao a:
- Febre;
- Vacinagdes ou imunizacao passiva recentes;
- Comportamentos de risco para doencgas transmissiveis;
- Doencas infecciosas (hepatite, sifilis, malaria e SIDA);

- Intoxicagao alcodlica ou por narcéticos;

- Colheita sera sempre efectuada sob supervisao médica

Rastreio laboratorial de doencas transmissiveis

Todas as unidades de sangue colhidas sao rastreadas laboratorialmente para varias

doencas transmissiveis.

- Sifilis: teste de VDRL ou equivalente. Testes positivos deverdo ser
confirmados com testes treponémicos especificos como o TPHA ou FTA-ABS.
As unidades positivas deverao sao inutilizadas;

- Pesquisa do antigénio de superficie do virus da hepatite B (AgHBs) por
métodos imuno-enzimatico (ELISA) ou outro de especificidade e sensibilidade

semelhantes. As unidades positivas sdo inutilizadas;
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- Pesquisa do anticorpo contra o core do virus da hepatite B (AcHBc) por
método imuno-enzimatico (ELISA) ou outro de especificidade e sensibilidade
semelhantes. As unidades positivas deverdo ser testadas para pesquisa do
anticorpo de superficie do virus da hepatite B (AcHBs). Se AcHBs negativas, as
unidades deverado ser inutilizadas. Se AcHBs positivas, as unidades podem ser
utilizadas;

- Pesquisa de anticorpos para o virus da hepatite C (AcHCV) por método imuno-
enzimatico ou outro de sensibilidade e especificidade semelhantes. Resultados
positivos podem ser confirmados utilizando testes confirmatoérios. Se os testes
confirmatdrios forem negativos, as unidades podem ser utilizadas;

- Determinacdo da enzima alanina amino transferase (ALT). As unidades com
ALT superiores a dois desvios standards (2DS) sao inutilizadas;

- Pesquisa de anticorpos para os virus da imunodeficiéncia humana (AcHIV1 e
AcHIV2) por método imuno-enzimatico ou outro de especificidade e sensibilidade

semelhantes. As unidades positivas séo inutilizadas;

Desde 1 de Janeiro de 2003, o CRS de Lisboa efectua por rotina, em todas as
unidades, a deteccao de ARN do virus da Hepatite C (VHC) e do virus VIH-1/2, por
uma técnica de ‘“franscription-mediated amplification” (TMA). Esta metodologia permite
detectar a eventual presenca destes virus nas unidades colhidas. A utilizacdo desta
técnica trouxe uma mais-valia a este processo, tendo em conta que todas as analises
imunoldgicas (mencionadas acima) se baseiam na pesquisa de anticorpos. A deteccao

de ARN viral permite detectar infec¢des que estejam no periodo-janela e como tal ainda
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nao geraram uma resposta imunoldgica, com producao de anticorpos. Este facto vem
de facto tornar ainda mais seguro este processo, aumentando em grande escala a
seguranca transfusional.

A execucao de todos estes passos assegura a qualidade do sangue a ser transfundido.
Por todos estes motivos se considera o grupo dos dadores de sangue como um
exemplo de populacao saudavel, pois possui todos os requisitos previstos na lei e o seu

estado de saude enquadra-se na definicdo de apto para doar sangue.

Paulo Alexandre Vidal Parreira 49



Estudo da prevaléncia de anticorpos anti — Coxiella burnetii numa amostra de dadores de sangue de uma regiao portuguesa

Il - OBJECTIVOS

O conhecimento da febre Q em Portugal € ainda relativamente escasso. Primeiro
porque se trata de uma patologia de conhecimento recente (com os primeiros casos
relatados na década de 30, e em Portugal apenas no final da década de 40 (do século
XX) e depois porque provavelmente ainda ndo existe uma grande sensibilizagdo dos
clinicos para o diagnostico desta doenca. A juntar a este facto temos as caracteristicas
da infecgdo, que na maior parte dos casos € assintomatica ou inespecifica, passando
por isso muitas vezes despercebida. No entanto, € uma doenca que tem uma taxa de
mortalidade que nao é negligenciavel, constituindo uma ameaca consideravel,
principalmente para os grupos de risco.

Em termos concretos os unicos dados disponiveis sdo as estatisticas elaboradas
anualmente pela DGS, referentes a notificagao obrigatdria. A febre Q passou a ser de
notificagdo obrigatéria em 1 de Janeiro de 1999, estando os dados disponiveis a partir
dessa altura.

O CEVDI/INSA é um dos laboratérios que efectua o serodiagnéstico em amostras
humanas, em Portugal. O centro disponibiliza nesta altura a deteccdo de ADN de C.
burnetii e a pesquisa de anticorpos anti- C. burnetii. Devido aos requisitos em termos de
condicdes de seguranca, ainda nao é possivel efectuar o isolamento da bactéria por
cultura, pois esta técnica requer um laboratério com nivel trés de seguranca, sendo o
actual laboratério do CEVDI/INSA de nivel dois. Existirdo condi¢cdes de seguranca para
a execucgdo desta técnica, quando o centro voltar as suas instalagées de Aguas de

Moura, visto que desde Marco de 2006 o centro se encontra a operar no Edificio
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LEMES, junto ao edificio sede do Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge, em
Lisboa, devido ao facto de as instalagdes de Aguas de Moura (que ja tinham mais de
sessenta anos) estarem a ser reconstruidas.

A técnica utilizada no CEVDI/INSA para a detecgcao de anticorpos para C. burnetii € a
IFI. E uma técnica fiavel, que produz resultados sensiveis e especificos. E por isso a
técnica de referéncia da OMS®. Aquando da implementacao da técnica no CEVDI/INSA
foi necessario estabelecer um limiar de positividade, que definisse o titulo a partir do
qual uma amostra seria classificada como positiva. A forma correcta de estabelecer
este limiar de positividade € estudar uma amostra representativa da populacao
saudavel do pais, de forma a estudar qual é a reactividade natural dessa populagéao
para o agente em causa, nomeadamente verificando se a populagéo ja teve ou néo
contacto com 0 agente e se este é ou ndo endémico na regido em causa. Sempre que
pretendemos estudar uma populagdo dita saudavel em epidemiologia, recorre-se
sempre ao grupo que é de longe 0 mais vigiado e 0 que mais préximo esta do conceito
de “saudavel”: o dador de sangue. Assim sendo, estudando uma amostra de dadores
de sangue podemos aquilatar como a doenga se comporta nesse grupo especifico e
estabelecer as bases comparativas para os resultados da restante populacéo.

No CEVDI nao foi ainda possivel efectuar esse trabalho para a febre Q, por diversos
motivos, nomeadamente falta de recursos financeiros e humanos. Como tal, foi
adoptado o procedimento para areas endémicas seguido por laboratérios de referéncia,
nomeadamente a “Unité des Rickettsies, Faculté de Médecine de Marseille - Secteur
Timone”, em Marselha coordenada pelo Professor Doutor Didier Raoult. O estudo no

qual se baseia o procedimento utilizado no CEVDI/INSA foi realizado em 1994, por
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Hervé Tissot Dupond e colaboradores® do Laboratério de Satide Publica da Faculdade
de Medicina de Marselha, em colaboragao com a “Unité des Rickettsies”.
A adaptacdo deste estudo permitiu estabelecer um protocolo de estudo para as

amostras que chegam ao CEVDI/INSA:

12 dia (Triagem): O soro a testar € diluido 1/50 para pesquisa de anticorpos do tipo
G,A,M em fase Il. Se o resultado for positivo, passamos a titulacao dos anticorpos no 2°

dia.

292 dia (Titulacao): O soro a testar (positivo na diluicao 1/50) vai ser testado a 1/200
para IgG e na diluicdo 1/50 para IgM em fase | e Il. Se o resultado for positivo, e caso
se trate de uma segunda amostra de soro do mesmo doente, sdo realizadas diluicées

seriadas para determinar o titulo dos anticorpos.

Segundo o estudo de Tissot Dupond, os critérios de infec¢ao activa sao definidos por:

Febre Q Aguda: Seroconversdao ou aumento de 4 vezes no titulo de anticorpos. Um

titulo isolado de IgG = 200 e IgM = 50 anti- C. burnetii em fase Il tem um valor predictivo

de 100 % para definir uma infeccéo activa.

Febre Q Croénica: titulo de IgG = 800 anti - C. burnetii em fase | tem um valor predictivo

de 98,1% para definir uma infeccéo activa.
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s

E com base nestas premissas que assenta a pesquisa de anticorpos anti - C. burnetii
realizada no Laboratério de Serologia do CEVDI/INSA.

Os objectivos deste trabalho visam estudar uma amostra de dadores de sangue de uma
regido portuguesa, com 0 objectivo de sabermos quais 0s anticorpos residuais
existentes nessa populacdo. Ao fazermos esta avaliacdo ficamos com uma nogcao mais
correcta sobre eventuais contactos prévios dessa populacdo com o agente. Este
conhecimento permite-nos conhecer melhor a nossa populagdo controlo e com esses
dados aferir se o limiar de positividade actualmente em uso (baseado apenas em
bibliografia) se adequa ao nosso pais ou se eventualmente necessitara de ser ajustado,

de forma a estar mais adequado a realidade portuguesa.
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IV - MATERIAL E METODOS

1. Seleccao da Amostra

Este estudo foi realizado com o objectivo de estudar uma populacdao de dadores de
sangue. A instituicdo que em Portugal opera nesta area é o IPS. Este instituto esta sob
tutela do Estado Portugués e coordena as dadivas de sangue no territério nacional.
Possui trés centros, localizados em Lisboa, Porto e Coimbra.

Como tal foram estabelecidos contactos com o Centro Regional de Sangue de Lisboa
do IPS, através da sua directora, Dr.2 Gracinda de Sousa para a cedéncia de amostras
de soro de dadores, estabelecendo-se um protocolo de colaborag¢do, que foi assinado
em Maio de 2006. Os soros de dadores fornecidos foram colhidos segundo o
procedimento normal no CRS e os componentes sanguineos obtidos a partir dessas

dadivas foram considerados aptos para transfusao.

2. Escolha da regiao a estudar

Como jé& foi referido anteriormente os Unicos dados concretos referentes a febre Q em
Portugal s&o os relatérios da DGS referentes as notificagdes obrigatorias. Houve 89
notificagdes em Portugal no periodo entre 1999 e 2006. Constata-se que 50 dessas
notificagbes foram feitas na regido de saude de Lisboa e Vale do Tejo (regidao que
abrange os Distritos de Lisboa, Setubal e Santarém). Trata-se de um valor que
corresponde a 56,2% das notificagbes totais verificadas no pais. Na impossibilidade de

constituir uma amostra representativa de todo o pais, devidos as limitagcées financeiras
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do estudo, optou-se por escolher uma amostra oriunda desta zona pelo elevado indice

de notificagdes originarias desta regido de saude.

3. Dimensao da amostra

Em qualquer estudo existem sempre limitagbes de ordem financeira. Este nao fugiu a
regra e foi essa orientagdo que determinou a escolha da dimensdo da amostra. A
disponibilizacdo de 50 laminas FOCUS Diagnostics para IFl, permitiu delinear um

estudo com uma amostra de 150 dadores de sangue.

4. Constituicao da amostra

Ap6s escolher a regidao de estudo e o numero de amostras a estudar, houve
necessidade de conhecer um pouco mais a fundo a regido em questao.

O territério portugués continental foi dividido em cinco regides de saude: Norte, Centro,
Lisboa e Vale do Tejo, Alentejo e Algarve. A estas juntam-se as duas regides
autonomas, Acores e Madeira.

A regido de saude de Lisboa e Vale do Tejo inclui os Distritos de Lisboa, Setubal e
Santarém.

O critério escolhido para a constituicao da amostra foi 0 numero de habitantes.

Recorrendo a dados do Instituto Nacional de Estatistica (INE) recolhidos pelo Censos
2001,temos que:

Total de Habitantes de Portugal: 10.356.117
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Total de Habitantes do Distrito de Lisboa: 2.136.013
Total de Habitantes do Distrito de Setlubal: 788.459

Total de Habitantes do Distrito de Santarém: 454.527

Total de Habitantes dos Distritos de Lisboa, Setubal e Santarém: 3.378.999

Este niumero de habitantes desta regido constitui cerca de 32,63% da populagao

portuguesa.

No numero total de habitantes da regido, a contribuicdo de cada um dos Distritos é a
seguinte:

- Lisboa: 63,21%

- Setubal: 23,34%

- Santarém: 13,45%

Transpondo estes valores de percentagem para uma amostra de 150 soros de dadores,
temos que a distribuicao é a seguinte:

- Lisboa: 95 soros de dadores

- Setubal: 35 soros de dadores

- Santarém: 20 soros de dadores

A amostra para o estudo foi assim constituida com base neste critério.
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5. Processamento e identificacao das amostras

As amostras foram cedidas pelo IPS em tubo primario (tubo seco). Os soros foram
separados para tubos estéreis de 1,8 ml e congelados a -20°C. As amostras foram
mantidas a esta temperatura até a data em que foram trabalhadas, tendo sido mantidas
a 4°C (frigorifico) durante o periodo em que o estudo decorreu.

As amostras vinham separadas em trés lotes diferentes, consoante a origem da
colheita: dadores de Lisboa, dadores de Setubal e dadores de Santarém. Cada amostra
vinha identificada com numeragao prépria do IPS. No momento da separagédo do soro,
as amostras foram identificadas com uma codificacdo mais adequada ao estudo em
questao. O critério adoptado foi 0 seguinte:

95 amostras de Lisboa: identificadas como LX 1 a 95

35 amostras de Setubal: identificadas como ST 1 a 35

20 amostras de Santarém: identificadas como SAN 1 a 20

6. Procedimento

As amostras deste estudo foram processadas segundo o protocolo em vigor para o
diagndstico de amostras humanas em utilizacao no CEVDI/INSA. Foi apenas feita uma
alteracdo: todos os soros foram testados nas diluicbes 1/50 para pesquisa de
anticorpos do tipo G,A,M em laminas de fase | e Il. Os soros que revelaram positividade
nesta diluicdo foram titulados na diluicdo seguinte (1/100) e se voltaram a revelar
positividade nesta diluicdo foram entdo titulados, de acordo com o protocolo do

CEVDI/INSA, pesquisando-se anticorpos anti — C. burnetii do tipo 1gG a partir da
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diluicdo 1/200 e anticorpos do tipo IgM a partir da diluigdo 1/50. As titulagbes foram
realizadas através de diluicdo seriada das amostras positivas, até se encontrar o titulo
de cada uma delas, em laminas FOCUS ou em laminas de outra casa comercial (estas

apenas com antigénio de fase Il).

7. Reagentes

Laminas de Imunofluorescéncia
Laminas FOCUS Diagnostics: laminas de antigénio, cada uma com 8 pogos, antigénio
cultivado a partir de C. burnetii estirpe Nine Mile. Cada po¢o possui dois spots distintos:

um spot de antigénio em fase | e um spot de antigénio em fase Il.

Q Fever

Figura 7: Lamina de IFl Focus Diagnostics com spots de antigénio de fase | e ll

Laminas de outra casa comercial: laminas de antigénio em fase Il, cultivado em células

Vero e inactivado. Cada lamina possui 10 pogos de antigénio.

Soros Controlo
Controlo negativo e positivo de humano (ambos fornecidos no kit da FOCUS

Diagnostics)
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Conjugados

-Conjugado IgG,A,M (Total) da Dako Cytomation, anticorpo secundario policlonal
produzido em coelho, direccionado para cadeias humanas de imunoglobulinas do tipo
G,A,M e para as cadeias Kappa e Lambda, conjugado com fluoresceina, numa diluicao

de 1/50 com Azul de Evans e tamp&o salino fosfato pH 7,4.

-Conjugado IgG, anticorpo secundario produzido em cabra, direccionado para as
imunoglobulinas humanas do tipo G, conjugado com fluoresceina (reagente fornecido

no kit FOCUS Diagnostics)

-Conjugado IgM, anticorpo secundario produzido em cabra, direccionado contra as
imunoglobulinas humanas do tipo M, conjugado com fluoresceina (reagente fornecido

no kit FOCUS Diagnostics)

Pré-Diluente IgM: Para a determinacdo dos anticorpos do tipo IgM é importante
considerar que os anticorpos do tipo IgG competem com os do tipo IgM provocando
falsos negativos. Para eliminar esta interferéncia é necessario tratar o soro previamente
com este diluente de amostra.

Tampao Salino fosfato pH 7,4 (PBS): solucdo salina fosfato, tamponada a pH 7,4,

utilizada para diluir os soros e para efectuar as lavagens das laminas, da GIBCO

Meio de montagem para laminas: Glicerol tamponado com PBS a pH 7,2 + 0,1

(reagente fornecido no kit FOCUS Diagnostics)
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8. Diluicao das amostras

A diluicao das amostras foi executada em microplacas de 96 pogos de fundo redondo.

As amostras foram processadas da seguinte forma para se obterem as dilui¢des 1/50 e

1/100 para pesquisa de anticorpos do tipo Ig G,A,M:

12 poco: Pipeta-se 40 ul de diluente (PBS) e juntam-se 10 pl de soro a testar. Temos
um volume final de 50 pl neste poco, estando a amostra de soro diluida 1/5 (uma parte

de amostra + quatro partes de PBS)

22 poco: Pipeta-se 90 pl de diluente (PBS) e transfere-se 10 pl do soro que diluimos
previamente no 1¢ pog¢o. Temos um volume final de 100 pl, estando a amostra de soro

diluida 1/50 (juntdmos uma parte da amostra ja diluida a 1/5 a nove partes de PBS)

32 poco: Pipeta-se 50 ul de diluente (PBS) e junta-se 50 pl do soro diluido a 1/50 (poco
n® 2). Temos um volume final de 100 ul, com o soro a estar diluido 1/100 (juntamos uma

parte da amostra ja diluida a 1/50 a outra parte de PBS)
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9. Procedimento para a execucao da técnica de imunofluorescéncia

indirecta

As amostras foram trabalhadas de acordo com o seguinte protocolo (em uso no

CEVDI/INSA) para esta técnica:

-As laminas sao retiradas do frigorifico e devem ser estabilizadas a temperatura

ambiente durante pelo menos 15 minutos antes de serem utilizadas

-Preparar as diluicbes das amostras como referido anteriormente

-Dispensar 20 pl de cada soro diluido no pogo respectivo

-Dispensar 20 pul de controlo positivo no pogo respectivo

-Dispensar 20 pl de controlo negativo no pogo respectivo

-Preparar uma camara humida para incubacdo das laminas (forrando uma placa de

Petri com papel absorvente embebido em agua)

-Colocar a camara humida com as laminas na estufa (temperatura de incubacao de 35

a 37 © C) durante 30 + 2 minutos
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-Retirar as laminas da estufa e cuidadosamente remover os soros de cada poco,

utilizando um esguicho com PBS

-Colocar as laminas numa tina e cobrir com PBS

-Colocar um agitador magnético no fundo da tina e colocar a tina num agitador

mecanico durante dois periodos de cinco minutos, trocando de PBS entre as duas

lavagens

-Passar as laminas por agua destilada e deixar secar ao ar

-Aplicar 20 ul do conjugado respectivo em cada pogo

-Colocar a camara humida com as laminas na estufa (temperatura de incubacao de 35

a 37 © C) durante 30 + 2 minutos

--Retirar as laminas da estufa e cuidadosamente remover o conjugado de cada poco,

utilizando um esguicho com PBS

-Colocar as laminas numa tina e cobrir com PBS
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-Colocar um agitador magnético no fundo da tina e colocar a tina num agitador
mecanico durante dois periodos de cinco minutos, trocando de PBS entre as duas

lavagens

-Passar as laminas com agua destilada e deixar secar ao ar

-Montar as laminas com meio de montagem e cobrir com uma lamela de 24 x 60 mm.
Remover quaisquer bolhas de ar que se tenham formado e o excesso de meio de

montagem com papel absorvente

-Observar as laminas num microscépio de fluorescéncia numa ampliacao final de 400x

(preferencialmente no préprio dia da realizagdo da técnica)

10. Observacao microscépica

Em caso de existéncia de anticorpos anti-C. burnetii em circulagao, estes ligaram-se ao
antigénio fixado na lamina e observa-se fluorescéncia verde-maca, difusa por todo o
campo de observagdo. O padrdao de fluorescéncia é diferente consoante a fase que

estamos observar é a fase | ou Il.
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Figura 8 — Controlo Negativo, em microscopia de fluorescéncia. Ampliagédo de 400x
(fonte: FOCUS Diagnostics)

Figura 9 — Controlo positivo (fase I) em microscopia de fluorescéncia. Ampliacao de 400x
(fonte: FOCUS Diagnostics)

Figura 10 - Controlo positivo (fase Il) em microscopia de fluorescéncia. Ampliagao de 400 x
(fonte:FOCUS Diagnostics)
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V- RESULTADOS

Os resultados obtidos no processamento das amostras estdo apresentados nas tabelas
4a12.
- Diluicao 1/50 com conjugado anti - Ilg G,A,M (total)

1 - Soros de Lisboa (n=95)

Tabela 4 - Resultados de IFI na diluicao 1/50 nos soros do Distrito de Lisboa

IFI 1/50 Ig Total
N2 Laboratério | Fasel Faselll N2 Laboratério | Fasel Fase ll N2 Laboratério | Fase | Faselll

LX-1 Negativo | Negativo LX-33 Suspeito | Negativo LX-65 Negativo | Negativo
LX-2 Negativo | Negativo LX-34 Negativo | Negativo LX-66 Positivo | Positivo
LX-3 Negativo | Negativo LX-35 Negativo | Negativo LX-67 Negativo | Negativo
LX-4 Suspeito | Negativo LX-36 Negativo | Negativo LX-68 Positivo | Positivo
LX-5 Negativo | Negativo LX-37 Negativo | Negativo LX-69 Positivo | Suspeito
LX-6 Positivo | Positivo LX-38 Positivo | Positivo LX-70 Positivo | Positivo
LX-7 Negativo | Negativo LX-39 Negativo | Negativo LX-71 Positivo | Positivo
LX-8 Positivo | Positivo LX-40 Negativo | Negativo LX-72 Negativo | Negativo
LX-9 Negativo | Negativo LX-41 Suspeito | Suspeito LX-73 Negativo | Negativo
LX-10 Positivo | Positivo LX-42 Negativo | Negativo LX-74 Positivo | Positivo
LX-11 Negativo | Negativo LX-43 Positivo | Positivo LX-75 Negativo | Negativo
LX-12 Negativo | Negativo LX-44 Negativo | Negativo LX-76 Negativo | Negativo
LX-13 Positivo | Positivo LX-45 Positivo | Positivo LX-77 Negativo | Negativo
LX-14 Suspeito | Suspeito LX-46 Positivo | Positivo LX-78 Negativo | Negativo
LX-15 Suspeito | Positivo LX-47 Suspeito | Suspeito LX-79 Negativo | Negativo
LX-16 Suspeito | Positivo LX-48 Positivo | Positivo LX-80 Positivo | Positivo
LX-17 Positivo | Positivo LX-49 Negativo | Negativo LX-81 Suspeito | Positivo
LX-18 Positivo | Positivo LX-50 Negativo | Negativo LX-82 Negativo | Negativo
LX-19 Suspeito | Negativo LX-51 Negativo | Negativo LX-83 Negativo | Negativo
LX-20 Negativo | Negativo LX-52 Negativo | Negativo L-84 Negativo | Suspeito
LX-21 Negativo | Negativo LX-53 Negativo | Suspeito LX-85 Suspeito | Positivo
LX-22 Negativo | Negativo LX-54 Negativo | Negativo LX-86 Suspeito | Suspeito
LX-23 Suspeito | Positivo LX-55 Positivo | Positivo LX-87 Suspeito | Suspeito
LX-24 Suspeito | Suspeito LX-56 Negativo | Negativo LX-88 Negativo | Positivo
LX-25 Negativo | Negativo LX-57 Suspeito | Suspeito LX-89 Negativo | Negativo
LX-26 Negativo | Negativo LX-58 Negativo | Negativo LX-90 Negativo | Negativo
LX-27 Suspeito | Suspeito LX-59 Suspeito | Positivo LX-91 Suspeito | Positivo
LX-28 Negativo | Negativo LX-60 Negativo | Negativo LX-92 Negativo | Negativo
LX-29 Negativo | Negativo LX-61 Negativo | Negativo LX-93 Positivo | Positivo
LX-30 Negativo | Negativo LX-62 Negativo | Negativo LX-94 Negativo | Negativo
LX-31 Suspeito | Positivo LX-63 Negativo | Negativo LX-95 Negativo | Negativo
LX-32 Suspeito | Suspeito LX-64 Positivo | Positivo
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Em 95 soros:

- Negativos e/ou Suspeitos: 65 amostras
- Positivos e Suspeitos: 30 amostras
As 30 amostras com positividade na diluicdo 1/50 foram testadas na diluicao 1/100 com

conjugado anti - Ig G,A,M. Os resultados obtidos sao apresentados na tabela 5.

Tabela 5 - Resultado de IFI na diluigdo 1/50 e 1/100 nos soros do Distrito de Lisboa

IF1 1/50 Ig Total IF1 1/100 Ig Total
N.2 Laborat6rio Fase | Fase Il Fase | Fase Il
LX-6 Positivo | Positivo Positivo Positivo
LX-8 Positivo | Positivo Positivo Positivo
LX-10 Positivo | Positivo Negativo Positivo
LX-13 Positivo | Positivo Suspeito Positivo
LX-15 Suspeito | Positivo Negativo Positivo
LX-16 Suspeito | Positivo Negativo Suspeito
LX-17 Positivo | Positivo Suspeito Positivo
LX-18 Positivo | Positivo Positivo Positivo
LX-23 Suspeito | Positivo Suspeito Positivo
LX-31 Suspeito | Positivo Negativo Negativo
LX-38 Positivo | Positivo Positivo Positivo
LX-43 Positivo | Positivo Negativo Positivo
LX-45 Positivo | Positivo Negativo Negativo
LX-46 Positivo | Positivo Negativo Positivo
LX-48 Positivo | Positivo Positivo Positivo
LX-55 Positivo | Positivo Negativo Positivo
LX-59 Suspeito | Positivo Suspeito Negativo
LX-64 Positivo | Positivo Negativo Positivo
LX-66 Positivo | Positivo Positivo Positivo
LX-68 Positivo | Positivo Positivo Positivo
LX-69 Positivo | Suspeito Positivo Positivo
LX-70 Positivo | Positivo Negativo Suspeito
LX-71 Positivo | Positivo Negativo Suspeito
LX-74 Positivo | Positivo Suspeito Positivo
LX-80 Positivo | Positivo Negativo Positivo
LX-81 Suspeito | Positivo Suspeito Suspeito
LX-85 Suspeito | Positivo Negativo Positivo
LX-88 Negativo | Positivo Negativo Positivo
LX-91 Suspeito | Positivo Negativo Positivo
LX-93 Positivo | Positivo Positivo Negativo
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Em 30 soros:

- Negativos e/ou Suspeitos: 7 soros

- Positivos e Suspeitos: 23 soros

Estes 23 soros foram testados segundo o protocolo até se determinarem o0s seus

titulos. O resultado dessas titulagdes é apresentado na tabela 6.

Tabela 6 - Resultado das titulagdes de IFI para as 23 amostras tituladas do Distrito de Lisboa

IFl 1/50 Ig Total IFI 1/100 Ig Total IFI Titulo IgG IFI Titulo IgM
N.? Laboratério | Fasel Fasell | Fasel | Fasell | Fasel | Fasell Fasel |Fasell
LX-6 Positivo | Positivo | Positivo | Positivo | <200 400 <50 <50
LX-8 Positivo | Positivo | Positivo | Positivo | <200 <200 <50 <50
LX-10 Positivo | Positivo | Negativo | Positivo 200 <50
LX-13 Positivo | Positivo | Suspeito | Positivo <200 <50
LX-15 Suspeito | Positivo | Negativo | Positivo 400 <50
LX-17 Positivo | Positivo | Suspeito | Positivo <200 <50
LX-18 Positivo | Positivo | Positivo | Positivo | <200 <200 <50 <50
LX-23 Suspeito | Positivo | Suspeito | Positivo <200 <50
LX-38 Positivo | Positivo | Positivo | Positivo | <200 400 <50 <50
LX-43 Positivo | Positivo | Negativo | Positivo <200 <50
LX-46 Positivo | Positivo | Negativo | Positivo < 200 <50
LX-48 Positivo | Positivo | Positivo | Positivo 200 800 <50 <50
LX-55 Positivo | Positivo | Negativo | Positivo <200 <50
LX-64 Positivo | Positivo | Negativo | Positivo <200 <50
LX-66 Positivo | Positivo | Positivo | Positivo 400 <50
LX-68 Positivo | Positivo | Positivo | Positivo | <200 <200 <50 <50
LX-69 Positivo | Suspeito | Positivo | Positivo | <200 <200 <50 <50
LX-74 Positivo | Positivo | Suspeito | Positivo 800 <50
LX-80 Positivo | Positivo | Negativo | Positivo <200 <50
LX-85 Suspeito | Positivo | Negativo | Positivo < 200 <50
LX-88 Negativo | Positivo | Negativo | Positivo < 200 <50
LX-91 Suspeito | Positivo | Negativo | Positivo < 200 <50
LX-93 Positivo | Positivo | Positivo | Negativo | <200 <200 <50 <50
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1.1 - Resultados Finais para o Distrito de Lisboa (n=95)

1.1.1- Ig G,A,M na diluigéo 1/50
Negativos e/ou Suspeitos: 65 soros
Positivos e Suspeitos: 30 soros

1.1.2- Ig G,A,M na diluigdo 1/100
Negativos e/ou Suspeitos: 7 soros

Positivos e Suspeitos: 23 soros

1.1.3- IgG (Titulagbes)
Fase I: Titulo < 200: 7 soros
Titulo = 200: 1 soro
Fase Il Titulo < 200: 16 soros
Titulo = 200: 1 soro
Titulo = 400: 4 soros
Titulo = 800: 2 soros
1.1.4- IgM (Titulagdes)
Fase I: Titulo < 50: 8 soros
Titulo 2 50: 0 soros
Fase Il Titulo < 50: 23 soros

Titulo = 50: 0 soros
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2 - Soros de Setubal (n=35)

Tabela 7 - Resultados de IFI na diluicdo 1/50 nos soros do Distrito de Setubal

IFI 1/50 Ig Total
N.° Laboratorio | Fasel Fase I
ST-1 Positivo Positivo
ST-2 Positivo Positivo
ST-3 Positivo Positivo
ST-4 Suspeito Positivo
ST-5 Negativo Positivo
ST-6 Negativo Negativo
ST-7 Negativo Positivo
ST-8 Negativo Negativo
ST-9 Positivo Positivo
ST-10 Positivo Positivo
ST-11 Positivo Suspeito
ST-12 Positivo Positivo
ST-13 Positivo Negativo
ST-14 Suspeito Positivo
ST-15 Negativo Suspeito
ST-16 Negativo Negativo
ST-17 Suspeito Suspeito
ST-18 Suspeito Negativo
ST-19 Negativo Negativo
ST-20 Suspeito Positivo
ST-21 Positivo Suspeito
ST-22 Suspeito Suspeito
ST-23 Negativo Negativo
ST-24 Negativo Negativo
ST-25 Negativo Suspeito
ST-26 Positivo Positivo
ST-27 Negativo Negativo
ST-28 Negativo Negativo
ST-29 Suspeito Negativo
ST-30 Positivo Positivo
ST-31 Suspeito Suspeito
ST-32 Positivo Positivo
ST-33 Suspeito Positivo
ST-34 Positivo Positivo
ST-35 Suspeito Suspeito
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Em 35 soros:
- Negativos e/ou Suspeitos: 16 soros

- Positivos e Suspeitos: 19 soros

As 19 amostras positivas ou suspeitas na diluicdo 1/50 foram testadas na diluicdo 1/100

com conjugado anti-lg G,A,M, com os seguintes resultados:

Tabela 8 - Resultados de IFI na diluicdo 1/50 € 1/100 nos soros do Distrito de Setubal

IF1 1/50 Ig Total IF1 1/100 Ig Total
N.2 Laboratoério Fase | Fase Il Fase | Fase Il
ST-1 Positivo Positivo Positivo Positivo
ST-2 Positivo Positivo Positivo Positivo
ST-3 Positivo Positivo Positivo Positivo
ST-4 Suspeito Positivo Suspeito Positivo
ST-5 Negativo Positivo Negativo Negativo
ST-7 Negativo Positivo Negativo Suspeito
ST-9 Positivo Positivo Positivo Positivo
ST-10 Positivo Positivo Positivo Positivo
ST-11 Positivo Suspeito Positivo Suspeito
ST-12 Positivo Positivo Positivo Positivo
ST-13 Positivo Negativo Positivo Negativo
ST-14 Suspeito Positivo Suspeito Positivo
ST-20 Suspeito Positivo Negativo Positivo
ST-21 Positivo Suspeito Negativo Positivo
ST-26 Positivo Positivo Positivo Positivo
ST-30 Positivo Positivo Suspeito Positivo
ST-32 Positivo Positivo Positivo Positivo
ST-33 Suspeito Positivo Positivo Positivo
ST-34 Positivo Positivo Positivo Positivo

Em 19 soros:
- Negativos e/ou Suspeitos: 2 soros

- Positivos e Suspeitos: 17 soros
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Estes 17 soros foram testados segundo o protocolo até se obter o seu titulo. O

resultado dessas titulagdes é apresentado na tabela 9:

Tabela 9 - Resultado das titulagbes de IFI para as 17 amostras tituladas do Distrito de Setubal

IFI 1/50 Ig Total IFI 1/100 Ig Total IFI IgG IFI IgM

N.2 Lab. Fase | Fase Il Fase | Fase Il Fasel | Fasell | Fasel | Fasell

ST-1 Positivo Positivo Positivo Positivo < 200 200 <50 <50

ST-2 Positivo Positivo Positivo Positivo < 200 200 <50 <50

ST-3 Positivo Positivo Positivo Positivo < 200 800 <50 <50

ST-4 Suspeito | Positivo Suspeito Positivo < 200 <50

ST-9 Positivo Positivo Positivo Positivo < 200 200 <50 <50

ST-10 Positivo Positivo Positivo Positivo < 200 400 <50 <50

ST-11 Positivo | Suspeito Positivo Suspeito | <200 | <200 <50 <50

ST-12 Positivo Positivo Positivo Positivo < 200 200 <50 <50

ST-13 Positivo | Negativo Positivo Negativo | <200 | <200 <50 <50

ST-14 Suspeito | Positivo Suspeito Positivo < 200 <50
ST-20 Suspeito | Positivo Negativo Positivo < 200 <50
ST-21 Positivo | Suspeito | Negativo Positivo < 200 <50
ST-26 Positivo Positivo Positivo Positivo < 200 400 <50 100
ST-30 Positivo Positivo Suspeito Positivo < 200 <50

ST-32 Positivo Positivo Positivo Positivo < 200 200 <50 <50

ST-33 Suspeito | Positivo Positivo Positivo <200 | <200 <50 <50

ST-34 Positivo Positivo Positivo Positivo < 200 200 <50 <50
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2.1-Resultados Finais para o Distrito de Setubal (n=35)

2.1.1- Ig G,A,M na diluicao 1/50
Negativos e/ou Suspeitos: 16 soros

Positivos e Suspeitos: 19 soros

2.1.2- Ig G,A,M na diluicao 1/100
Negativos e/ou Suspeitos: 2 soros

Positivos e Suspeitos: 17 soros

2.1.3- 1gG (Titulagoes)
Fase I: Titulo < 200: 12 soros
Titulo = 200: 0 soros
Fase Il Titulo < 200: 8 soros
Titulo = 200: 6 soros
Titulo = 400: 2 soros

Titulo = 800: 1 soro

2.1.4- IgM (Titulagdes)
Fase I: Titulo < 50: 12 soros
Titulo 2 50: 0 soros
Fase Il Titulo < 50: 16 soros

Titulo = 100: 1 soro
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3 - Soros de Santarém (n=20)

Tabela 10 - Resultados de IFI na diluicdo 1/50 nos soros do Distrito de Santarém

IF1 1/50 Ig Total

N.° Laboratorio | Fasel | Fasell
SAN-1 Negativo | Negativo
SAN-2 Negativo | Suspeito
SAN-3 Negativo | Suspeito
SAN-4 Negativo | Suspeito
SAN-5 Negativo | Negativo
SAN-6 Suspeito | Suspeito
SAN-7 Negativo | Negativo
SAN-8 Negativo | Positivo
SAN-9 Suspeito | Positivo
SAN-10 Negativo | Negativo
SAN-11 Negativo | Negativo
SAN-12 Negativo | Suspeito
SAN-13 Negativo | Suspeito
SAN-14 Positivo | Positivo
SAN-15 Negativo | Negativo
SAN-16 Positivo | Positivo
SAN-17 Negativo | Negativo
SAN-18 Negativo | Positivo
SAN-19 Negativo | Negativo
SAN-20 Negativo | Negativo

Em 20 soros:
- Negativos e/ou Suspeitos: 15 soros

- Positivos e Suspeitos: 5 soros
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As 5 amostras positivas ou suspeitas na diluicdo de 1/50 foram testadas na diluigcdo

1/100 com conjugado anti- IgG,A,M, com os seguintes resultados:

Tabela 11: Resultados de IFI na diluigdo 1/50 e 1/100 nos soros do Distrito de Santarém

IF1 1/50 Ig Total IF1 1/100 Ig Total
N.2 Laboratério | Fasel Fase Il Fase | Fase Il
SAN-8 Negativo | Positivo | Suspeito | Positivo
SAN-9 Suspeito | Positivo | Negativo | Positivo
SAN-14 Positivo | Positivo | Suspeito | Positivo
SAN-16 Positivo | Positivo | Suspeito | Suspeito
SAN-18 Negativo | Positivo | Suspeito | Suspeito

Em 5 soros:
- Negativos e/ou Suspeitos: 2 soros

- Positivos e Suspeitos: 3 soros

Estes 3 soros foram testados segundo o protocolo até se obter o seu titulo. O resultado

dessas titulagbes é apresentado na tabela 12:

Tabela 12 - Resultado das titulagdes de IFl para as 3 amostras tituladas do Distrito de Santarém

IFI 1/50 Ig Total IFI 1/100 Ig Total IFllg G IFlIgM
Fase | Fase
N.°2Lab. | Fasel | Fasell | Fasel | Fasell | | Il |Fasel | Fasell
SAN-8 Negativo | Positivo | Suspeito | Positivo | --- < 200 <50
SAN-9 Suspeito | Positivo | Negativo | Positivo | --- < 200 <50
SAN-14 Positivo | Positivo | Suspeito | Positivo | --- < 200 <50
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3.1 - Resultados Finais para o Distrito de Santarém (n=20)

3.1.1 - Ig G,A,M na diluicao 1/50
Negativos e/ou Suspeitos: 15 soros

Positivos e Suspeitos: 5 soros

3.1.2 - Ilg G,A,M na diluicao 1/100
Negativos e/ou Suspeitos: 2 soros

Positivos e Suspeitos: 3 soros

3.1.3 - 1gG (Titulagdes)
Fase Il: Titulo < 200: 3 soros

Titulo = 200: 0 soros

3.1.4 - IgM (Titulaces)
Fase Il: Titulo < 50: 3 soros

Titulo = 50: 0 soros
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4- Resultados Totais

4.1- 1g G,A,M na diluigao 1/50
Negativos e/ou Suspeitos: 96 soros

Positivos e Suspeitos: 54 soros

4.2- 1g G,A,M na diluigdo 1/100
Negativos e/ou Suspeitos: 11 soros

Positivos e Suspeitos: 43 soros

4.3- 1gG (Titulacoes)
Fase I: Titulo < 200: 19 soros
Titulo 2 200: 1 soro
Fase Il Titulo < 200: 27 soros
Titulo = 200: 7 soros
Titulo = 400: 6 soros
Titulo = 800: 3 soros
4.4- |gM (Titulagdes)
Fase I: Titulo < 50: 20 soros
Titulo 2 50: 0 soros
Fase Il Titulo < 50: 42 soros

Titulo = 100: 1 soro
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5 - Titulacao dos soros positivos na triagem

Apds esta primeira fase de rastreio, foram titulados 43 soros positivos para IgG e IgM,
sendo 23 de Lisboa, 17 de Setubal e 3 de Santarém. As diluicbes iniciais foram 1/200
para IgG e 1/50 para IgM. Destes 43 soros, 20 apresentaram positividade para fase | e
Il, enquanto os restantes 23 apenas demonstraram positividade para fase Il, tendo
apenas sido estudada essa fase. Nas tabelas 13 e 14 estdo apresentados esses
resultados.

5.1 -Fasel, IgG e IgM

Tabela 13 — NUmero e percentagem de soros titulados em fase | e Il, por Distrito e no total da amostra

Distrito N.2 de soros titulados Percentagem em relacao a
em faselell todos os soros titulados no
Distrito
Lisboa 8 34,7 %
Setubal 12 70,6 %
Santarém 0 0 %
Total 20 46,5 %

Os resultados obtidos indicaram que 19 dos 20 soros testados apresentaram titulo IgG
inferior a 200 (95% por cento do total). Apenas uma amostra do Distrito de Lisboa

apresentou titulo IgG de 200.
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Todos os soros estudados em fase | apresentaram titulo IgM inferior a 50.

No Distrito de Santarém ndo houve qualquer soro com positividade em fase |.

5.2 -Faselll, IgG

Tabela 14 — Titulo IgG em fase Il, por Distrito e no total dos soros titulados

Distrito Titulo < 200 | Titulo =200 | Titulo =400 | Titulo =800 | Total soros
titulados
Lisboa 16 1 4 2 23
Setubal 8 6 2 1 17
Santaréem 3 0 0 0 3
Total 27 7 6 3 43

No total da amostra, 27 dos 43 soros titulados apresentaram titulo IgG inferior a 200
(62,8%). Apenas em 16 soros foram obtidos titulos iguais ou superiores a 200, sendo
que 7 deles tinham 200 como titulo, 6 tinham titulo 400 e apenas 3 obtiveram titulo IgG

igual a 800.

5.3 - Fase ll, IgM
Foram titulados 43 soros para pesquisa de IgM, dos quais 42 obtiveram titulo inferior a
50 (percentagem de 97,6%) e apenas um soro, do Distrito de Setubal apresentou titulo

IgM igual a 100.
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VI — DISCUSSAO

Na amostra analisada neste estudo, 96 dos 150 soros testados n&o tinham anticorpos
em circulagdo para C. burnetii, na diluigao 1/50. Este valor corresponde a uma
percentagem de 64%, sendo que 65 soros eram do Distrito de Lisboa, 16 do Distrito de
Setubal e 15 provenientes de Santarém. Comparando o nimero de negativos com o
total de populacao do Distrito em causa, temos que em Lisboa existe uma percentagem

de seronegatividade de 68,4%, em Setubal de 45,7% e em Santarém de 75%.

Os resultados obtidos por Distrito sdo um pouco dispares. O Distrito de Lisboa, cujo
total de populagdo é o maior dos trés Distritos em estudo, com 63,4% dos habitantes
versus 23,3% de Setubal e 13,3% de Santarém, contribui de forma decisiva para o
resultado obtido em termos totais. Lisboa e Santarém apresentam valores aproximados
em termos de seronegatividade da populagédo, sendo Setubal o Distrito onde esta €
menor, cifrando-se abaixo dos 50%. O Distrito de Lisboa é aquele que se aproxima

mais do valor médio.

Se considerarmos a diluigdo 1/100 como base de estudo, temos que a seronegatividade
sobe em Lisboa para 75,8% (mais sete negativos), em Setubal para 51,4% (mais dois
negativos) e em Santarém para 85% (mais dois negativos). Assistimos nesta diluicdo a
um aumento do numero de amostras negativas. Houve um aumento de 7,4% em

Lisboa, 5,7% em Setubal e de 10% em Santarém, para um aumento de 7,3% em
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termos totais. Observamos novamente que o Distrito de Lisboa € o que se aproxima

mais dos valores da média da populagao.

A comparacao dos resultados obtidos nas diluigdes 1/50 e 1/100 permite-nos perceber
que houve um aumento de 64 para 71,3 na percentagem de soros negativos. Existem
nesta amostra 11 soros que testaram positivo na diluicdo 1/50 e negativo na diluigdo

1/100, estando o seu titulo de anticorpos entre 50 e 100.

Estes resultados permitem concluir que a escolha da diluicao 1/100 como cut-off
permite detectar mais 7,4% de soros negativos, em relagdo a diluicdo 1/50, nesta

populacao (107 soros a 1/100 contra 96 soros a 1/50).

Analisando os resultados obtidos neste estudo, podemos ainda constatar que além dos
107 soros negativos (considerando as diluicbes 1/50 e 1/100), temos ainda varios soros
com positividade, mas cujos titulos se situaram abaixo de 200 para IgG e abaixo de 50
para IgM (limiares de positividade definidos por Tissot Dupont® e colaboradores no seu
estudo). Este resultado foi observado em 27 soros (16 de Lisboa, 8 de Setubal e 3 de
Santarém).

No Distrito de Santarém, onde foram titulados trés soros para IgG e IgM (fase | e Il) a
1/200 e 1/50, os resultados das titulagées foram negativos, ndo se detectando qualquer

dador com titulo IgG igual ou superior a 200 e IgM igual ou superior a 50 (em fase | ou

1l).
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Tissot Dupont e colaboradores consideram no seu estudo que a obtencéo de titulos de
anticorpos IgG de fase Il iguais ou superiores a 200 e IgM iguais ou superiores a 50 sao
100% predictivos de febre Q aguda. Ja em relacdo a anticorpos de fase I, o titulo
considerado € igual ou superior a 800 para o tipo 1gG, que segundo o autor é predictivo
com uma confianca de 98% para febre Q crénica®.

Enquadrando os resultados obtidos neste trabalho com o trabalho de Tissot Dupont e
colaboradores, temos que o dador ST-26 apresenta titulos sugestivos de febre Q aguda
(IgG 400 e IgM 100 em fase ). E também o Unico soro que apresenta titulo positivo de
anticorpos IgM, ja que todos os restantes 149 soros foram negativos.

Nos restantes soros titulados (n=16) onde o titulo IgG em fase Il é igual ou superior a
200, os titulos IgM obtidos foram negativos e como tal, ndo se enquadram na definigcao

de doenca estabelecida pelo autor e apenas indiciam contacto anterior com o agente.

Em relacdo aos vinte soros onde foram titulados anticorpos de fase |, apenas o dador
LX-48 apresentou titulo IgG igual a 200, o que nao é indicativo de febre Q cronica, de

acordo com os critérios de Tissot Dupont.
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VIl - CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo sugerem-nos que Coxiella burnetii sera endémica
em Portugal continental. A elevada percentagem de seropositividade (28,7%) obtida
numa populacao tendencialmente saudavel leva-nos a extrapolar que o agente existira
disseminado pelas diferentes regides do pais. Na populagdo em estudo, houve
diferencas nos resultados obtidos em cada um dos Distritos, sendo que a taxa de
seropositividade foi mais elevada no Distrito de Setubal e Santarém apresentou a taxa
mais baixa das trés regides em estudo. Os dados da DGS nao permitem saber a origem
dos casos notificados por Distrito, de forma a sabermos se a tendéncia observada neste
estudo é concordante com os dados oficiais.

Considerando que esta infeccao tem com principal forma de transmissao a via aérea,
através da inalagédo de particulas libertadas por animais infectados e havendo por isso
uma associagdo implicita a ruralidade (pastoreio, exploracdes animais e agricolas,
actividades mais comuns no interior do pais), essa tendéncia nao se vé reflectida nos
resultados obtidos, ja que os dois Distritos situados no litoral (Lisboa e Setubal)
apresentam seropositividade superior a obtida no distrito de Santarém que é mais
interior. Obviamente que os resultados no Distrito de Santarém poderdo estar
enviesados, devido a reduzida quantidade de soros que foram estudados, mas essa
proporcao reflecte a diferenca em termos de total de populacdo em relagdo aos outros
dois Distritos e como tal deve ser considerada nestas conclusdes. Seria interessante
conhecer a realidade do restante territério, nomeadamente a situacdo na ilha da

Madeira e no arquipélago dos Acores, locais onde nunca existiram notificacbes da
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doenca. Apds a analise deste trabalho fica ainda uma maior convicgao de que a febre Q
em Portugal esté de facto sub-notificada.

Fazendo uma comparacédo dos resultados obtidos com outros estudos realizados em
populacdo portuguesa, temos que o trabalho publicado por Maria Regina Mendes e
colaboradores®® em 1989 e que comparava uma populagdo de alto risco com uma
populacdo urbana, apresentando seropositividade de 47,9% e 14%,respectivamente e
considerando apenas a populacao urbana como referencial comparativo, temos que na
nossa populacao esse seropositividade duplicou. No trabalho efectuado por Armindo
Filipe e colaboradores®”, o estudo de 487 soros de populacdo do sul de Portugal
originou um resultado ainda mais baixo em termos de seropositividade (2,2%), valor
muito abaixo do obtido neste trabalho.

Tal como nesta dissertacdo, existem trabalhos publicados que descrevem a
seroprevaléncia desta infeccdo, em populagdes de dadores de sangue e utilizando a
imunofluorescéncia indirecta como técnica de referéncia. Em 1995 Letaief e
colaboradores*® estudaram 500 soros e encontraram uma prevaléncia de anticorpos
anti — C. burnetii de 26%. Neste estudo os dadores com titulos Ig G,A,M iguais ou
superiores a 50 foram considerados positivos e titulados para IgG, IgM e IgA
isoladamente, em fase | e |Il. Estes resultados demonstraram uma elevada
seroprevaléncia de anticorpos anti — C. burnetii na regido tunisina estudada, pais onde
C. burnetii parece ser endémica, apesar de a realidade da Tunisia também estar ainda
pouco estudada, tal como em Portugal. Outro trabalho mais recente, realizado por
Bartolomé e colaboradores® em Julho de 2007, estudou a seroprevaléncia de anticorpos

anti — C. burnetii em 863 amostras de dadores de sangue da provincia de Albacete,
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Espanha. Os resultados obtidos demonstraram também uma elevada percentagem de
seropositivos (23,1% com titulo 1gG positivo e destes 0,3% com titulo IgM positivo).
Consideraram-se positivos 0s soros que obtiveram titulo igual ou superior a 80, tendo
sido obtidos os titulos IgG e IgM. Este trabalho apenas estudou anticorpos de fase Il.
Estes resultados indicam que a febre Q € endémica nesta provincia espanhola.

A pertinéncia da realizagdo destes estudos de seroprevaléncia em populacoes
saudaveis como método para determinar a realidade da infecgdo na regido é assim
reforcada. Mais ainda permitem a utilizacdo destes critérios para aumentar a
sensibilidade e a fidelidade dos resultados laboratoriais obtidos quando os soros a

estudar sdo oriundos de individuos com suspeita de febre Q.

Apesar das descri¢cdes existentes na bibliografia de possiveis reacgdes cruzadas nesta
técnica nomeadamente com Bartonella quintana, Bartonella henselae e Legionella
micdadei, os reagentes utilizados foram testados pelo fabricante noutros soros positivos
para Rickettsiales e os resultados obtidos indicaram uma especificidade de 100% para
as laminas de antigénio utilizadas neste trabalho. Por isso, consideramos que a
seropositividade observada dever-se-a a presenca em circulacdo de anticorpos anti —
C. burnetii e ndo a existéncia de reacgcoes cruzadas com outros agentes, apesar de nao
podermos excluir completamente essa possibilidade.

O facto de termos na nossa amostra um caso sugestivo de febre Q aguda € uma boa
constatagcdo de como a maior parte das infeccées provocadas por este agente sao
assintomaticas. Recorde-se que se trata de um dador que fez uma consulta médica

prévia a dadiva, tendo sido avaliado por um clinico e tendo passado com sucesso por
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todas as etapas definidas pelo IPS como necessarias para a dadiva ser utilizavel.
Apesar disso e apesar de existirem descritos na literatura casos de transmissdo do
agente por transfusdo sanguinea'®, pensa-se que esta via de infeccdo néo tera grande
relevancia para a Saude Publica. De qualquer forma, a pesquisa de anticorpos para C.
burnetii em amostras de dadores podera ser uma forma de assegurar uma maior
seguranca transfusional.

Com os dados obtidos neste trabalho é possivel aumentar o cut-off actualmente em uso
no CEVDI/INSA, alterando a diluicido de triagem das amostras para diagnostico,
passando a utilizar a diluicao 1/100 em vez da actual 1/50. O aumento da percentagem
de seronegativos entre estas duas diluicbes cifrou-se em 7,3%, sem perda de
sensibilidade aceitando-se 1/100 como diluicdo de base para o serodiagnéstico da febre
Q.

Apoés a concluséo deste trabalho estabelece-se como meta o conhecimento mais amplo
da realidade da febre Q em Portugal, nomeadamente nas regides onde existem poucas
ou nenhumas notificagdes. Outros tipos de estudos poderdo ser realizados no novo
laboratério nivel trés de seguranca biol6gica do CEVDI/INSA nas novas instalacdes de
Aguas de Moura, a inaugurar durante o primeiro semestre de 2008. A possibilidade de
comegar a realizar ensaios de isolamento do agente por rotina, a partir de amostras
humanas dar-nos-a certamente muito mais conhecimentos sobre a realidade,
nomeadamente que estirpes existem em circulagdo e quais 0s seus efeitos na
populacdo portuguesa. Neste momento ja existe uma estirpe de C. burnetii no
CEVDI/INSA que foi isolada acidentalmente a partir de uma amostra de sangue de um

doente recebido para despiste de Anaplasma phagocytophilum®,

Paulo Alexandre Vidal Parreira 85



Estudo da prevaléncia de anticorpos anti — Coxiella burnetii numa amostra de dadores de sangue de uma regiao portuguesa

Em termos pessoais, 0 objectivo mais imediato sera a divulgacdo deste trabalho,
colocando os dados obtidos a disposicdo de toda a comunidade cientifica, nacional e

internacional, publicando-os numa revista com impacto a nivel de Saude Publica.
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