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Resumo

A leishmaniose é uma doenca infeciosa causada por protozoarios do género
Leishmania. Aproximadamente 20 espécies apresentam carater zoonotico, sendo a
transmissdao efetuada sobretudo pela picada de insetos flebotomineos hematofagos, que
funcionam como vetores. A bacia do Mediterraneo é endémica para a espécie L.infantum,
responsavel por uma das formas mais graves da doenca: a leishmaniose visceral. O cao é o
principal hospedeiro comprovado. Apesar de endémica no nosso pais, € ainda bastante
negligenciada e subnotificada. Devido aos escassos dados epidemioldgicos relativos a
Portugal, mais concretamente a sub-regido da Cova da Beira, este estudo tem como principal
objetivo avaliar o grau de exposicado da populacdo desta regido ao agente zoonotico

L.infantum.

Foi feito o aproveitamento de amostras de sangue e de soro de 229 participantes
voluntarios no Centro Hospitalar Cova da Beira, para posterior realizacao do teste de reacao
em cadeia de polimerase e teste de aglutinacao direta, respetivamente. Para cada par de
amostras foi também recolhida informacdao andénima respeitante ao sexo do dador, idade,
local de residéncia e também a posse e/ou contacto com caes e gatos. Os resultados obtidos
em ambos os testes foram negativos, nao tendo sido detetado nenhum caso de infecao ativa

ou sinal de contacto prévio com o parasita.

A melhoria das condicbes de habitacdo, saneamento, higiene, alimentacao e saude
poderao ter um importante papel na capacidade dos hospedeiros em combater a infecao
eficazmente. Por outro lado, a melhoria do tratamento e controlo dos doentes com HIV
(grupo de maior suscetibilidade para a doenca) pode estar também associada a uma queda na
incidéncia da infecao neste grupo, tal como ja se vem a verificar noutros paises europeus. Por
Ultimo, o maior controlo da infecdo nos animais domésticos por parte da comunidade
veterinaria podera estar a influenciar positivamente o bloqueio da dispersao desta endemia.
Em suma, apesar de nao ser possivel extrapolar conclusbes com base nesta amostra, este
estudo nédo corrobora a hipotese de que a sub-regidao da Cova da Beira seja endémica para a

L.infantum.

Palavras-chave

Leishmania infantum; leishmaniose visceral; Cova da Beira; Grau de exposicao; Fatores de

Risco.



Abstract

Leishmaniasis is an infectious disease caused by protozoa of the genus Leishmania.
Approximately 20 of these species are zoonotic, transmission occurring mainly by
hematophagous sandflies insect bite, which function as vector. The Mediterranean basin is
endemic to L.infantum species, responsible for one of the most severe forms of the disease:
visceral leishmaniasis. The dog is the main proven host. Although endemic in our country,
human leishmaniasis is still somewhat neglected and underreported. There are few
epidemiological data about human population of Portugal, specifically the Cova da Beira
region. So, this study aims to evaluate the exposure degree to zoonotic agent L.infantum in
the population of this region.

Samples of blood and serum of 229 volunteers were collected, at Centro Hospitalar
Cova da Beira, for later execution of polymerase chain reaction test and direct agglutination
test, respectively. For each pair of samples was also collected anonymous information
concerning the sex, age, place of residence of the donor and the possession and/or contact
with dogs and cats. The results obtained in both tests were negative and was not detected

any case of active infection or any sign of previous contact with L.infantum.

The improvement of housing conditions, sanitation, hygiene, nutrition and health
state may play an important role in the ability of human hosts to effectively fight the
infection. Furthermore, the improved treatment and monitoring of patients with HIV infection
(group with an increased susceptibility to the development of visceral leishmaniasis) may also
be associated with a decrease in the incidence of infection in this group, as already happened
previously in other European countries. Finally, a greater control of the infection in domestic
animals by the veterinary community may have positively influenced the blocking of this
endemic dispersion. In short, although no conclusions can be extrapolated based on this
sample, this study suggests the hypothesis that L.infantum infection is not endemic in the

human population of Cova da Beira region.

Keywords
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Introducao

A leishmaniose é uma doenca infeciosa causada por protozoarios do género
Leishmania, com cerca de 30 espécies identificadas (1,2). Aproximadamente 20 destas
espécies apresentam caracter zoonotico, sendo a transmissao de Leishmania, tanto ao homem
como aos animais, efetuada sobretudo pela picada de insetos flebotomineos hematofagos,

que funcionam como vetores (3-5).

Os parasitas Leishmania estao amplamente dispersos por todo o mundo, havendo
predominio de determinadas espécies em territorios geograficamente distintos e,

consequentemente, de formas clinicas diferentes (3).

A doenca pode ter diversas formas de apresentacao, variando a sua gravidade com a
viruléncia da espécie infetante bem como as caracteristicas da populacado hospedeira afetada.

As formas clinicas conhecidas sao (3):

e Leishmaniose visceral (LV) ou “kala-azar”;
e Leishmaniose cutanea (LC);

e Leishmaniose cutanea difusa;

e Leishmaniose mucocutanea;

e Leishmaniose dérmica pds-kala-azar (PKDL).

Considerada uma das doencas mundiais mais negligenciadas e subnotificadas, a
leishmaniose é endémica em 98 paises/territorios, havendo mais de 350 milhdes de pessoas
em risco de contrair esta patologia (4,6,7). A incidéncia anual estimada é de
aproximadamente 2 milhdes de novos casos (1,5 milhdes de casos de LC e 0,5 milhdes de LV)
(5,6,8).

Estima-se que a LV cause mais de 50.000 mortes anualmente, um valor que, dentro
das doencas infeciosas, apenas € ultrapassado pela malaria (6). A LV é ainda responsavel por
aproximadamente 2,4 milhdes de DALY’s (Disability-Adjusted Life Year - Anos de vida
perdidos ajustados por incapacidade), colocando-a assim em 9° lugar na avaliacao global de

doencas infeciosas (6).

No Velho Mundo (i.e. Africa, Asia e Europa), a espécie Leishmania infantum é
endémica na Bacia do Mediterraneo, ocorrendo principalmente em zonas rurais, aldeias de
regides montanhosas e também em areas periurbanas (6,9,10). As casas e os locais
circundantes formam os microfocos onde o contacto inseto-vertebrado ocorre e onde se da a

infecao. E frequente a presenca de animais domésticos na populacdo destas regides



(principalmente caes) que atraem insetos flebotomineos (flebotomos, género Phlebotomus)

para as casas, favorecendo a transmissao aos humanos (6,11).

O céao é o principal reservatorio de L.infantum (6,8,12,13). O risco de um cao contrair
a infecao é bastante variavel, dependendo da localizacao geografia em que vive. Em Portugal
0 risco médio é de aproximadamente 6% (24). Nos ultimos anos, os valores de sero-
prevaléncia para L.infantum em caes no sul da Europa demonstraram que cerca de 2,5
milhdes dos animais se encontravam infetados (8,14). No entanto, varios estudos
epidemiologicos feitos em areas onde a infecdo canina é endémica mostraram que mais de
50% dos animais infetados estavam aparentemente saudaveis (15,24,26), embora com
anticorpos anti-Leishmania, sendo portanto, potencialmente infetantes para o vetor e,
consequentemente, um importante fator na manutencao da endemia (8,11,12,16). Em
Portugal, o nimero de casos de infecao canina por Leishmania tem vindo a aumentar, com
uma prevaléncia que pode atingir cerca de 20% em localidades de areas de endemicidade
(8,17). Existem evidéncias crescentes de que os gatos domésticos também podem estar
infetados e envolvidos na manutencdo da infecdo por L.infantum (5,8,12,18,19). Também
tém sido descritas, embora em menor proporcao, infecoes noutros animais tais como cavalos
(12), ratos e raposas (5,13,18,24,25).

Tal como as outras espécies do género Leishmania, L.infantum apresenta duas formas
no seu ciclo biologico (3,24,25,26): a promastigota (forma extracelular flagelada, no interior
do trato digestivo do vetor - hospedeiro nao vertebrado) e a amastigota (intracelular, nao
flagelada, no interior dos macrofagos dos hospedeiros vertebrados). O fleb6tomo, ao picar um
hospedeiro infetado (por exemplo o cdo) ingere sangue cujos macrofagos contém as formas
amastigotas de Leishmania (24). Uma vez no intestino do vetor, o parasita sofre um processo
de diferenciacdo para a forma promastigota, com uma duragdo aproximada de 7 dias até
adquirir capacidade infetante. Assim, quando o inseto realiza outra ingestao de sangue, os
parasitas passam para o sangue do novo hospedeiro (por exemplo, o ser humano)

completando-se o ciclo. Ambas as formas multiplicam-se por divisao binaria (3).

No Velho Mundo a transmissao é feita por insetos do género Phlebotomus, enquanto
no Novo Mundo os vetores sao flebotomineos do género Lutzomyia (6,12,18,19). Na Europa
ocidental, nomeadamente em Portugal, as espécies Phlebotomus perniciosus e Phlebotomus
ariasi sao os vetores mais importantes de L.infantum (8,17). Sao insetos de pequeno tamanho
e ataque silencioso, predominantemente vespertinos e noturnos, que habitam zonas de clima
temperado e quente (20,23). Supde-se que na Peninsula Ibérica possam viver
aproximadamente 1 més (24). O vetor tem quatro fases de desenvolvimento (23,24): ovo (7-
10 dias), larva (dura, pelo menos, 3 semanas), pupa (aproximadamente 10 dias) e adulto. Os
insetos do sexo masculino alimentam-se de néctar das plantas. No entanto, as fémeas, para
conseguirem por os ovos, necessitam de se alimentar de sangue de animais vertebrados (21).

Deste modo, o parasita € transmitido apenas pelas fémeas de flebétomos (20).



A LV, causada por parasitas do complexo Leishmania donovani, é a forma clinica mais
grave desta patologia (20) e, quando nao tratada, é fatal em 85-90% dos casos (4,7). Estas
infecdes sao na maioria das vezes assintomaticas nos seres humanos (6,19). As populacdes das
areas endémicas sao as mais afetadas e a doenca tende a ser relativamente crénica. No
entanto, também os individuos que viajam para estes locais estdo em risco acrescido de
contrair a infecdo e manifestar um quadro mais agudo (1). Inicialmente, as criancas
constituiam o grupo mais atingido (maior incidéncia entre 1-4 anos) (6,8). No entanto tem-se
assistido a uma inversao da tendéncia, sendo atualmente os adultos imunodeprimidos (por
ma-nutricio e com fatores de imunossupressdo) o grupo mais suscetivel (1,19). Com o
crescimento do nimero de infecdes por HIV (co-infecdo parece ter uma acao sinérgica (3,23))
e da expansao dos tratamentos imunossupressores para transplantes e quimioterapia, metade
dos casos europeus ocorrem agora em adultos (6,8). Apds a implementacao da terapéutica
antirretroviral HAART verificou-se um declinio do nimero de casos de co-infecdo HIV-
Leishmania (2,8,19). No entanto, tal ndo se verificou em Portugal (2,8). O periodo de
incubacao em seres humanos pode variar entre 10 dias a 1 ano, sendo que o inicio da doenca
€ normalmente gradual. Os sintomas sao inespecificos, podendo ser confundida com outras
doencas infeciosas (4,23). Geralmente o primeiro sintoma é febre baixa recorrente e
intermitente (3). A manifestacdo com maior importancia destacada na LV é a esplenomegalia.
Normalmente ocorre em maior grau do que a hepatomegalia (mais marcada no estadios mais
avancados) e acompanhada de desconforto no hipocondrio esquerdo e palidez das mucosas.
Outros sintomas frequentes sao mal-estar geral, tremores, calafrios, perda ponderal e
anorexia (6). Nalguns casos, linfadenopatias podem estar presentes e pode ser mesmo o Unico
sinal clinico (3). Ha& uma diminuicdo do tempo de vida dos leucocitos e eritrocitos e
diminuicao da taxa de producao celular, causando pancitopenia (19). O comprometimento
hepatico leva a disproteinémia severa, com hipoalbuminémia, que a medida que a doenca
progride pode associar-se a ma-nutricao e alteracoes vasculares com consequentes edemas
dos membros inferiores bem como alteracdes da pele e do cabelo. Mais tarde pode ocorrer
diminuicao da producao de protrombina que, associada a trombocitopenia, pode resultar em
hemorragias graves das mucosas (6). Nos rins, podem ocorrer quadros de glomerulonefrite
proliferativa e de nefrite intersticial devido a presenca de imunocomplexos circulantes. A
diarreia pode surgir como resultado da parasitacao intestinal e ulceracao bem como de
enterite secundaria (6). Nos estadios mais avancados, devido a grande depressao do sistema
imunitario, é frequente a existéncia de co-infecdes, principalmente pneumonia, tuberculose

e disenteria, sendo estas causas comuns de morte (3,6).

Do grupo de doencas parasitarias, a leishmaniose é teoricamente considerada como a
de mais provavel controlo por vacinacao, pois a sua cura esta associada ao desenvolvimento
de uma forte resisténcia a reinfecées. No entanto, devido a complexidade antigénica e a
variabilidade dos organismos, ainda nao se conseguiu desenvolver vacinas eficazes para a

leishmaniose humana (3,4,12,13) e a terapéutica é cara, lenta e associada a inimeros efeitos



secundarios (3,6,22). Uma forma de prevencao da doenca nos humanos é o controlo do vetor
e hospedeiros (4,5,13). A infecao nos caes deve ser monitorizada e tratada (6,19) e devem ser
tomadas medidas que impecam a disseminacdo do vetor (12,20). As alteracdes climaticas a
que se tem assistido nos Ultimos anos, principalmente o aumento da temperatura com
invernos menos rigorosos, podem estar associadas a um aumento da atividade flebotominica,
com consequente aumento da transmissao da infecao bem como dispersao para locais

anteriormente nao endémicos (8,19,23).

Em Portugal, onde L.infantum é endémica, a LV é a forma clinica relativamente mais
frequente, mas existem também alguns casos reportados de LC (8,17). Em 1950, esta infecao
foi incluida nas de declaracdo obrigatoria. No entanto, a partir de 1999 apenas a LV tem que
ser reportada. Atualmente o seu diagnostico é ainda bastante negligenciado e subnotificado,
havendo ainda poucos dados referentes ao nosso pais (8,17). Estima-se que por cada doente
sintomatico existam cerca de 10-100 assintomaticos (8). Constitui assim um importante
problema de Salde Plblica que carece de uma avaliacdo epidemioldgica mais aprofundada
sobre o seu impacto social bem como de uma melhoria da resposta por parte dos Servicos de

Saude.

1.1 Objetivos

A presente dissertacdo tem como objetivo geral avaliar o grau de exposicao da

populacao da sub-regido da Cova da Beira ao agente zoonoético L.infantum.
Objetivos especificos:

e Caracterizar demograficamente a prevaléncia da LV na sub-regido da Cova da Beira.

e Determinar se existe algum foco de infecao.

e Avaliar se existe predominio da infecdo em meios rurais ou urbanos.

e Perceber se existe mais suscetibilidade para a infecao para determinado sexo ou faixa
etaria.

e Confirmar a relacao com a posse e/ou contacto com caes e/ou gatos.



2 Materiais e Métodos

2.1 Desenho do estudo

O presente trabalho é um estudo descritivo e transversal numa amostra de

conveniéncia.

Procedeu-se, durante setembro e outubro de 2015, a realizacdo de questionarios e
recolha de amostras de sangue e soro dos participantes, sendo estes selecionados de forma
aleatdria aquando da sua ida ao Servico de Patologia Clinica do Centro Hospitalar Cova da

Beira.
Com este estudo pretendem-se testar as seguintes hipoteses:

e A Beira Interior € uma regiao endémica para a L.infantum?

¢ Existe maior prevaléncia de quadros de infecao nalguma freguesia estudada?

e Infecao por L.infantum afeta mais as criancas do que individuos em idade adulta?

e Infecdo por L.infantum é mais frequente no meio rural do que no meio urbano?

e Ha correlacdao entre infecdo por L.infantum e posse e/ou contacto com animais

domésticos (caes /gatos)?

2.2 Grupo de estudo e contextualizacao geografica

0 estudo foi realizado no servico de Patologia Clinica do Centro Hospitalar Cova da
Beira, EPE, sedeado na cidade da Covilha. Durante 2015, o nimero de pessoas alvo de

analises laboratoriais neste servico foi 35884.

Este estudo tem por base uma amostra de conveniéncia de 229 individuos (134 do
sexo feminino e 95 do sexo masculino) com idades compreendidas entre os 9 e os 94 anos,

residentes na Cova da Beira.

A Cova da Beira é uma sub-regido portuguesa que compreende quatro concelhos:
Belmonte, Covilha, Fundao e Castelo Branco (do qual se incluem apenas as freguesias de Sao
Vicente da Beira e Lourical do Campo). De acordo com os Censos de 2011, tem uma populacao
total de 87 869 habitantes.



Usou-se como critério de inclusao individuos residentes na sub-regido da Cova da
Beira.

Definiu-se como critério de exclusao o conhecimento de infecao ou de contacto prévio

do participante com o agente em estudo.

A participacdo foi voluntaria, mediante a assinatura de um consentimento livre e

informado (Anexo 1) e todas as informacoes obtidas sao confidenciais.

2.3 Metodologia do estudo

Na fase inicial deste estudo foi realizado um questionario (Anexo 2) a 252 individuos
que se dirigiram ao Servico de Patologia Clinica do CHCB, escolhidos de forma aleatéria. No
entanto, apos analise dos questionarios, verificou-se que 23 nao eram residentes na Cova da
Beira, sendo posteriormente excluidos do estudo por ndo cumprirem o critério de inclusdo. A
amostra final deste estudo é constituida por 229 individuos, residentes na Cova da Beira e

sem conhecimento de infecao ou contacto prévio com o parasita L.ifantum.

Este breve questionario tinha como objetivo obter dados relevantes para o estudo,
tais como: sexo, idade, Conselho de residéncia e Freguesia (para aferir se vive em meio rural
ou urbano), posse de caes e/ou gatos e contacto com estes animais. Definiu-se como meio
rural todas as freguesias, exceto as de Covilha (Conceicao, Santa Maria, Sao Martinho e
S.pedro) e Castelo Branco (de acordo com a Nomenclatura das Unidades Territoriais para fins
Estatisticos - NUTS, do Decreto-Lei n.° 46/89).

Devido a inexisténcia de uma técnica gold standard para a detecao de infecdes
assintomaticas, este estudo usou dois métodos de diagnostico ndo invasivos diferentes: DAT -
teste de aglutinacao direta (diagndstico serologico) e PCR - reacdo em cadeia da polimerase

(diagnostico parasitologico).

Para tal, foi feita a colheita de sangue periférico, por venopuncao esterilizada, e
separadas duas amostras: (A) uma de 2 mililitros de sangue em EDTA para realizacao da PCR;

(B) outra de 500 microlitros de soro, obtido por centrifugacdo, para realizacao do DAT.

As amostras de soro dos 229 participantes foram posteriormente enviadas para o
Laboratério de Parasitologia da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro. O DAT é um
teste semi-quantitativo, no qual o soro dos individuos é diluido e misturado com particulas
antigénicas das formas promastigotas inativadas. Durante a infecdo por L.infantum, ha

producao de anticorpos contra os antigénios de superficie do parasita invasor. O DAT deteta



os anticorpos contra o complexo L.donovani no soro dos individuos infetados, por aglutinacao
direta. Na auséncia de anticorpos contra o parasita, o antigénio usado no DAT acumula-se na
parte inferior da placa de modo a formar uma mancha azul escura. Se os anticorpos para
Leishmania estiverem presentes, entdo o antigénio forma uma pelicula azul clara,
constituindo um resultado positivo. Neste estudo, foram usadas diluicoes de 1:100 a 1:400. O
cut-off (limiar de positividade) escolhido foi de 1:1,600, nao tendo sido necessario testar as
amostras para fenomenos de zona. Este teste possui uma sensibilidade de 97% (indice de
confianca de 95%: 91.6% - 99%) e especificidade de 100%.

As amostras de sangue foram enviadas, conservadas e avaliadas pela Unidade de
Parasitologia Médica do Instituto de Higiene e Medicina Tropical. Por limitacées de recursos
financeiros apenas foi possivel fazer PCR de 95 amostras. Para tal foram selecionados os
individuos de faixa etaria mais avancada, devido a maior frequéncia de estados de sub-
nutricdo e/ou patologias concomitantes, com consequente comprometimento do sistema
imunitario, e portanto teoricamente com uma maior probabilidade de encontrar quadros de
infecdo neste grupo mais suscetivel. Na PCR é feita a sintese “in vitro” do DNA do parasita,
levando a um aumento exponencial da quantidade de sequéncias especificas a partir de um
Unico DNA alvo. Esta técnica requer infraestrutura laboratorial adequada, com posse de
pipetas, capelas de fluxo laminar e termociclador. Para a sua execucao, é fundamental a
presenca de condicoes de desnaturacao da fita molde, ligacao dos iniciadores (moléculas de
DNA complementares as regides flanqueadas da sequéncia a ser amplificada) e extensao
(através de uma DNA polimerase e desoxinucleotideos trifosfatos), em ciclos alternados
promovidos pela variacao de temperatura na presenca de componentes da reacao. Uma das
etapas cruciais do processo € a selecdo dos genes alvo da PCR. Um dos alvos de amplificacao
do DNA mais usados é o DNA do cinetoplasto (KkDNA) (pois existe uma regido conservada do
kDNA, homdloga entre as espécies de Leishmania). Este é considerado um dos testes mais
sensiveis para a detecao de infecdes de Leishmania, com particular importancia nos casos

assintomaticos.

2.4 Consideracodes éticas

O estudo foi aprovado pelo Conselho de Administracao do CHCB a 24 de julho de 2015
(anexo 3), pelo que respeita todos os principios éticos do consentimento informado, assinado

por todos os participantes.

Nao se relatam conflitos de interesses.



2.5 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados com o auxilio do software Statistical Package for
Social Sciences® (SPSS - versao 21.0 para Windows) e no Microsoft Excel 2010®, sendo

utilizada analise descritiva.



3 Resultados

3.1 Estatistica descritiva

Tal como referido anteriormente, a amostra deste estudo compreende 229 individuos,
134 do sexo feminino (58,5%) e 95 do sexo masculino (48,5%). A idade média da amostra é de

55,97 anos e o desvio padrao de 18,82 anos.

Estes e outros dados sdao apresentados com mais pormenor nas Figuras 1 e 2 e Tabelas

1,2,3,4,5¢e6.

Figura 1. Histograma: Distribuicao por idades.
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Figura 2. Mediana das idades e variabilidade.
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Nestas duas figuras verifica-se um predominio de individuos com idades mais

avancadas (superiores a 50 anos).

Tabela 1. Distribuicdo da amostra por género.

GENERO Frequéncia Percentagem

Feminino 134 58.5
Masculino 95 41.5
Total 229 100

Tabela 2. Distribuicdo da amostra por concelho de residéncia.

CONCELHO | Frequéncia Percentagem

Belmonte 22 9,6
Covilha 182 79,5
Fundao 25 10,9

Total 229 100
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Tabela 3. Distribuicdo da amostra por residéncia em meio rural ou urbano.

m Frequéncia Percentagem

Rural 148 64,6
Urbano 81 35,4
Total 229 100

Tabela 4. Distribuicio da amostra relativamente a posse de cdes em casa ou no

quintal.

CAES Frequéncia Percentagem

Tem 81 35,4
Nao tem 148 64,6
Total 229 100

Tabela 5. Distribuicido da amostra relativamente a posse de gatos em casa ou no

quintal.

GATOS Frequéncia Percentagem

Tem 68 29.7
Nao tem 161 70.3
Total 229 100

Tabela 6. Distribuicao da amostra relativamente ao contacto com caes e/ou gatos.

CONTACTO Frequéncia Percentagem

Tem 146 63.8
Nao tem 83 36.2

Total 229 100
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Como se pode verificar pela analise das tabelas apresentadas, a grande maioria dos
participantes é residente no concelho da Covilha (79,5%) e verifica-se também um predominio
claro de habitantes no meio rural (64,6%). Quando questionados acerca da posse de caes ou
gatos constataram-se respostas positivas em 35,4% e 29,7% dos casos, respetivamente. No

entanto, um total de 63,8% dos participantes afirma ter contacto regular com estes animais.

3.2 PCR e DAT

Todos os resultados obtidos pelas técnicas DAT e PCR foram negativos, nao tendo sido
detetado nenhum caso de infecdo assintomatica ou sinal de contacto prévio com o parasita

em estudo.
Por este motivo, ndo é possivel fazer qualquer estatistica indutiva dos resultados.

Assim, as hipoteses propostas ndao foram confirmadas com este estudo.
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4 Discussao

4.1 Limitacées do estudo

A inexisténcia de um método “gold standard” para o diagnostico de infecoes
assintomaticas por L.infantum é um dos motivos que dificulta a obtencdao de dados

epidemiologicos no nosso pais e, portanto, limitou também este estudo.

As informacoes que constatam um crescimento da infecdo canina em regides
endémicas de Portugal associadas a escassez de dados epidemiologicos sobre a prevaléncia da
infecao humana dificultaram o dimensionamento da amostra, assumindo assim este estudo

apenas um caracter exploratorio baseado numa avaliacdo serologica de conveniéncia.

Os reduzidos recursos financeiros constituiram também um importante fator
limitante. Para que a amostra fosse considerada estatisticamente significativa com um
intervalo de confianca de 90%, esta teria de ser composta por, no minimo, 269 participantes.
No entanto, nao foi possivel obter este valor devido as limitacbes econémicas na analise por
DAT e PCR, sendo que nesta ultima foi apenas analisado um total de 95 amostras. Deste
modo, os resultados obtidos nao podem ser extrapolados para a populacao da Cova da Beira e

todas as conclusdes aqui apresentadas sao referentes apenas a amostra em estudo.

Tal como foi referido, um dos grupos anteriormente reportados como tendo maior
suscetibilidade para a infecao por L.infantum eram as criancas pequenas, com idades
inferiores a 4 anos. A amostra analisada compreende individuos entre os 9 e os 94 anos, nao
incluindo portanto esse grupo de risco. Esta é outra das limitacoes do estudo, estando este
dependente da populacao que se dirigia ao Servico de Patologia Clinica do CHCB e portanto as

faixas etarias desses utentes.

Por dltimo, o facto de ser um estudo transversal baseado numa amostra
estatisticamente reduzida e sem acompanhamento durante um intervalo de tempo

significativo torna dificil a detecao de casos positivos para a infecao em estudo.

4.2 Analise dos resultados

A inexisténcia de dados referentes a seroprevaléncia da infecdo humana por
L.ifantum na sub-regidao da Cova da Beira associada a informacdes recentes que apontam para

um crescimento global desta endemia, motivaram a realizacdo deste estudo exploratorio.
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Segundo o “Report of a meeting of the WHO Expert Committee on the Control of
Leishmaniases” de marco de 2010, tem-se verificado um aumento da dispersao mundial da
Leishmania, nao sO6 nas areas endémicas como também para outras anteriormente nao

endémicas, com um crescimento da atividade flebotominica.

Tal como foi referido, Portugal, situado na Bacia do Mediterraneo, é uma regiao
endémica para L.infantum. Apesar de apresentar uma média de apenas 15-20 casos de LV
diagnosticados anualmente em individuos imunocompetentes, estima-se que por cada infecao
sintomatica existam 10-100 assintomaticas. Apesar da existéncia de poucos dados referentes
a prevaléncia da L.infantum e LV no nosso pais, foram anteriormente identificadas trés areas
endémicas para o parasita (Lenea CAMPINO et al, Epidemiologia das leishmanioses em
Portugal, Acta Med Port. 2010; 23(5):859-864): Regiao Metropolitana de Lisboa, Regiao do
Alto Douro e Regidao do Algarve. No entanto, relativamente a Cova da Beira sdo escassas as

informacodes sobre infecées humanas.

A Cova da Beira é uma regido montanhosa, constituida maioritariamente por areas
rurais, onde existe um grande nimero de animais que atraem os flebotomos. Também as
temperaturas que se verificam entre os meses de marco e setembro, com médias superiores a
18°C, potenciam a atividade do vetor. Tem portanto diversas caracteristicas favoraveis a sua

disseminacao.

No entanto, avaliando retrospetivamente os casos de leishmaniose humana detetados
pelo CHCB, durante o periodo de 2005-2015 foram reportados apenas 20 casos de LV e
nenhum de LC foi detetado. Assumindo uma incidéncia média de 2 casos por ano e sabendo
que por cada caso assintomatico estima-se que haja entre 10-100 assintomaticos, entao, para
a populacdo de 87869 habitantes da sub-regido da Cova da Beira existirdao, em média, entre
20 a 200 infecOes nao diagnosticadas anualmente. Este valor corresponde a aproximadamente
0,23% da populacdo, considerando o limiar superior. Assim, tendo em conta o nimero
reduzido de casos diagnosticados na ultima década no CHCB e também os anualmente
detetados em todo o territorio do pais, bem como o desconhecimento sobre a seroprevaléncia
da seropositividade, a probabilidade de detecao de algum caso de infecdo ativa era, a

partida, desconhecida, pelo que se justifica a realizacao deste estudo.

Existe uma grande heterogeneidade no grupo estudado, compreendendo individuos de
praticamente todas as faixas etarias, habitando tanto zonas rurais (maioritariamente) como
urbanas, grande parte destes relatando a posse e/ou contacto com caes (principal hospedeiro
do parasita). Assim, abrangeu uma grande diversidade de variaveis importantes para

discriminar potenciais fatores de risco.

No entanto nao foram detetadas quaisquer diferencas, sendo todos os resultados

negativos para a infecao por L.infantum, refutando as hipoteses inicialmente colocadas.
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Surpreendentemente, segundo varios estudos, a seroprevaléncia de infecao canina por
L.infantum tem vindo a aumentar em Portugal, podendo atingir 20% dos caes em
determinadas areas, bem como a atividade do vetor. Assim, com a dispersao do flebétomo e
expansao dos reservatorios comprovada, seria de esperar um aumento do nimero de casos de
infecdo humana, mesmo que assintomaticas. No entanto, tal nao é corroborado com este

estudo.

Este estudo baseou-se em dois métodos diagnosticos distintos: PCR e DAT. Por
limitacbes financeiras, apenas foi possivel estudar 95 amostras por PCR. Para as PCR foram
escolhidos os utentes de faixas etarias mais avancadas devido a maior frequéncia de estados
de comprometimento do sistema imunitario e portanto associarem-se, em teoria, a uma
maior suscetibilidade e probabilidade de infecdo. A PCR é um método com grande
sensibilidade para a Leishmania, sendo muito Gtil na detecdo de infecdes assintomaticas.
Surpreendentemente, todos os resultados foram negativos, nao sendo identificado DNA do
parasita em nenhum dos 95 individuos estudados por esta técnica. Os testes serologicos
corroboraram estes resultados, sendo também todos eles negativos. A avaliacdo serologica
esta associada a bons resultados na detecdo de LV, no entanto, por vezes as infecoes
assintomaticas caracterizam-se por baixa resposta da imunidade humoral, o que pode levar a
que os niveis de anticorpos sejam demasiado baixos para que esta técnica os consiga detetar,
com consequentes falsos negativos. Com as diluices utilizadas neste estudo, geralmente nao
€ necessario testar as amostras para fenomenos de zona. Ainda assim, apesar de altamente
improvavel, pode-se colocar a hipotese de que existam alguns casos de infecdo dentro da
amostra estudada que nao tenham sido detetados pelo DAT, principalmente dentro do grupo

de 134 individuos em que nao foi feita a analise por PCR.

Partindo do pressuposto de que ndo existe nenhum caso de infecdo ativa
assintomatica na amostra, ndo deixa de ser interessante o facto de todas as serologias serem
negativas, o que também nos indica que estes individuos nunca terao contactado com o
parasita. Em regides endémicas, como é o caso de Portugal, é grande a exposicdo e a
probabilidade de contacto com o parasita. Apesar dos individuos imunocompetentes serem
mesmo capazes de resolver a infecao sem se tornar clinicamente evidente, o seu sistema
imunitario desenvolve anticorpos que sdo detetaveis durante toda a vida. Seria assim de
esperar resultados positivos nas serologias, que poderiam nao significar necessariamente uma

infecdo ativa mas apenas um contacto prévio.

Este estudo serologico de conveniéncia veio assim revelar que a prevaléncia absoluta
de seropositivos para L.infantum é inferior ao nimero de testes negativos obtidos sobre a
populacao estimada da Cova da Beira, ou seja, colocando em proporcao, esta sera inferior a
0,43%.
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Existem alguns fatores que podem estar na base destes resultados negativos para a
prevaléncia da infecdo. A melhoria da qualidade de vida durante as Ultimas décadas, com
melhores condicoes de habitacdo, alimentacao mais equilibrada e completa e o facil acesso
aos servicos de salde podem associar-se a uma melhoria do sistema imunitario da populacao
em geral e, consequentemente, a uma maior resisténcia as infecdes do parasita em questao,

podendo esta ser uma das justificacdes para os resultados obtidos.

Por outro lado, um dos principais grupos de risco apontados atualmente sao os
doentes com HIV, cuja infecdo com a L.infantum parece ter uma acao sinérgica. Sabe-se que
a regido da Cova da Beira tem também uma prevaléncia significativa para a infecao por HIV.
Segundo dados do CHCB, a fevereiro de 2016 eram seguidos neste hospital 122 doentes. No
entanto, por motivos de confidencialidade, nao foi possivel saber quantos deste grupo sao
residentes da Cova da Beira. Na Europa, durante a década de 90, assistiu-se a um crescimento
do numero de casos de LV neste grupo, assumindo quadros devastadores. Apos a
implementacdo da terapéutica HAART houve um declinio da incidéncia, bem como das
recidivas. No entanto, segundo dados de 2010 da Unidade de Parasitologia Médica do Instituto
de Higiene e Medicina Tropical, tal nao se verificou em Portugal. Assim, também o controlo
da infecao do HIV com a terapéutica HAART pode neste momento estar a ser benéfica para os
doentes HIV positivos em Portugal e, a semelhanca do que se verificou nos restantes paises
Europeus, estarmos agora a assistir a alteracées dos padrdes epidemioldgicos da LV neste

grupo.

Por ultimo, de ressalvar o grande esforco da comunidade veterinaria no controlo da
doenca nos animais, com o desenvolvimento de planos de prevencao, rastreio e tratamento
precoce da infecdo. Estas medidas, ao evitarem a disseminacao da doenca no principal
hospedeiro do parasita, contrariam a sua propagacao através do vetor e consequente infecéo

humana.

Apesar de nao ser possivel extrapolar resultados para a regido da Cova da Beira com
base na amostra deste estudo de conveniéncia, estes ndo apoiam um possivel crescimento da
prevaléncia por L.infantum nos seres humanos desta regido, ao contrario do que as
informacdes iniciais fariam prever. A escassez de dados referentes a seropositividade para
L.infantum justifica a pertinéncia deste estudo exploratério, sendo que os resultados obtidos
vém realcar a necessidade de estudos futuros mais aprofundados, com ampliacdo das

amostras.
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5 Conclusoes

Dados recentes demonstram um aumento da prevaléncia de Leishmaniose canina bem
como da atividade do vetor e, portanto, um aumento expectavel do nimero de casos de
infecdo humana. Sendo Portugal uma area endémica para o parasita e, no caso da Cova da
Beira, reunir todas as condicoes ideais para a disseminacao do mesmo, era de esperar um
aumento do nimero de casos de infecdo humana e, portanto, a sua detecdo neste estudo
exploratorio. No entanto, surpreendentemente, tal ndo se verificou nos 229 individuos
analisados deste estudo, o que aponta para uma prevaléncia estimada inferior ao nimero de
testes negativos sobre a populacdo em estudo, ou seja, em proporcdo sera provavelmente
inferior a 0,43%.

Sao varias as hipoteses apontadas para justificar estes dados: por um lado, o controlo
da infecao do HIV com a terapéutica HAART pode neste momento estar a ser benéfica para os
doentes HIV positivos e, a semelhanca do que se verificou nos restantes paises Europeus,
estarmos agora a assistir a um declinio da co-infecao HIV - L.infantum. Por outro, a melhoria
da qualidade de vida da populacdo a que se tem assistido nas ultimas décadas pode estar a
contribuir para uma diminuicdo do nUmero de casos de imunossupressio e,
consequentemente, para uma maior capacidade de combater eficazmente a infecdo. Também
o controlo da disseminacao da endemia nos animais, por parte dos veterinarios, podera estar

a ter um papel eficaz no controlo da propagacao da infecao.

Apesar de nao ser possivel extrapolar resultados para a regido da Cova da Beira com
base na amostra deste estudo de conveniéncia, estes ndo apoiam um possivel crescimento da
prevaléncia por L.infantum nos seres humanos desta regido. Os resultados obtidos vém assim

reforcar a necessidade da realizacao de mais estudos futuros nesta populacao.
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7 Anexos

Anexo 1

Consentimento Livre e Informado.

Sonia Daniela Carneiro Moreira, aluna do curso de Medicina da Faculdade de Ciéncias da
Salde da UBI a realizar um trabalho de investigacdo subordinado ao tema “Avaliacdo do grau
de exposicdo do ser humano ao agente zoondtico Leishmania infantum”, vem solicitar a sua
colaboracao neste estudo. Informo que a sua participacao é voluntaria, podendo desistir a
qualquer momento sem que por isso venha a ser prejudicado nos cuidados de salde prestados
pelo CHCB, EPE; informo ainda que a sua privacidade sera respeitada, todos os dados

recolhidos serao confidenciais e nao serao fornecidas quaisquer compensacoes.

Objetivo do trabalho de investigacao:

Avaliar o grau de exposicao de seres humanos ao parasita em causa, através da detecao de
anticorpos séricos especificos anti-Leishmania e de DNA de Leishmania em amostras de
sangue.

Critérios de inclusdo: Qualquer doente que se dirija ao Laboratério do CHCB, residente na
sub-regiao da Cova da Beira

Critérios de exclusdo: Que sejam portadores conhecidos do agente em estudo

Procedimentos necessarios: resposta a um breve questionario

Risco / Beneficio da sua participacdo: Nao existe qualquer tipo de risco nem beneficio

Duracao da participacao no estudo: 3 meses

N° aproximado de participantes: 200

Consentimento Informado - Aluno / Investigador

Ao assinar esta pagina esta a confirmar o seguinte:

* Entregou esta informacao;

* Explicou o proposito deste trabalho;

*Explicou e respondeu a todas as questdes e duvidas apresentadas pelo participante ou

representante legal.

Nome do Aluno / Investigador (Legivel)

Assinatura do Aluno / Investigador Data
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Consentimento Informado - Participante

Ao assinar esta pagina esta a confirmar o seguinte:

* 0O Sr. (a) leu e compreendeu todas as informacoes desta declaracao e teve tempo para as
ponderar;

* Todas as suas questoes foram respondidas satisfatoriamente;

* Se nao percebeu qualquer das palavras, solicitou ao aluno/investigador uma explicacao,
tendo este esclarecido todas as dividas;

* O Sr. (a) recebeu uma copia desta informacdo, para a manter consigo.

Nome do Participante (Legivel) Representante Legal
/ /
(Assinatura do Participante ou Representante Data
Legal)
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Anexo 2

Questionario Anénimo.

QUESTIONARIO ANONIMO

1. Sexo: [dMasculinof [IFemininof

2. Data de nascimento: (DD/MM/AA)

3. Localidade de residéncia:

4. Meio Rural ou urbano?

5. Freguesia:
6. Tem caes em casa ou no quintal? O Simf ] Naof
7. Tem gatos em casa ou no quintal? [ Simf ] Naof
8. Convive habitualmente com estes animais? L[] Simf L] Naof
Obrigado pela sua colaboracao.
AMOSTRAS

NUmero de série da amostra de sangue (apenas para efeitos deste estudo):

Amostra de sorof Amostra de sangue em EDTAF

Data da recolha das amostras: (DD/MM/AA)
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Anexo 3

Documento de aprovacdo do estudo pela Comissdo de Etica e Conselho de Administracdo

do CHCB.

) . entro
Q Hospitalar
Cova da Beira, E.P.E.

(- 1y~

Parecer: Despacho:

%E 455”‘: e
"
Prol Castelo Branco

humano ao agente zoonético Leishmania infantum™

ASSUNTO: Projecto de Investigagdo n® 57/2015 - “Avaliagio do Grau de exposicio do ser

PARA: Exmo. Sr. Presidente do Conselho de Administragio
DE: Gabinete de Investigagio e Inovagdo

N.° 64/GlI
Data 10/07/2015

humano ao agente zoonético Leishmania infantum”, a realizar no servigo de Patologia
Centro Hospitalar.

Envio ainda o parecer n° 43/2015, emitido pela Comissiio de Etica.

Procedimentos do Centro de Investigagdo Clinica.

Com os melhores cumprimentos,

Em relagio ao assunto em epigrafe, junto envio o pedido de autorizagio de Sénia Danicla Cameiro
Moreira, aluna de Mestrado em Medicina da Faculdade de Ciéncias da Saide, da Universidade da Beira
Interior, para a realizagiio de um estudo subordinado ao tema “Avaliagio do Grau de exposigiic do ser

Clinica, deste

-

Informo que se encontram reunidos todos os requisitos necessarios de acordo com o Regulamento e

Conte Monptater Cova 2 Bern

A Coordenadora do Gabinete de Investigagio ¢ Inovagio, <

7’/" Rove Sassive) ENVIADO 0

Cahimote

RSMA ;M X 8 5$_L_:_2, -
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