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Resumo

A leptospirose € uma infecdo multissistémica causada pela bactéria Leptospira. E
neste momento considerada uma zoonose reemergente, com elevada distribuicdo
mundial, sendo endémica em paises de clima tropical e subtropical. No nosso pais, 0
arquipélago dos Acgores € considerado uma regido endémica. Esta doenca é transmitida
pelo contacto direto com fluidos de animais infetados com a bactéria, ou pelo contacto
indireto com o solo e a agua (locais onde a bactéria sobrevive por varios meses). Os
reservatorios naturais mais comuns sdo os roedores, mas canideos, bovinos e suinos
também podem ser afetados. Deste modo, fatores de risco incluem: trabalhadores
agricolas, pastores, trabalhadores de matadouros ou atividades recreativas de lazer perto

de fontes de &gua parada (como seja a pesca, a canoagem ou a natacao).

Clinicamente, manifesta-se, na maioria das vezes, por uma sindrome gripal like
com sinais e sintomas inespecificos que podem incluir febre, mialgias, cefaleias e
nauseas. Contudo, numa minoria dos casos, evolui para insuficiéncia renal, insuficiéncia
hepética, meningite, insuficiéncia respiratoria, diatese hemorragica ou choque séptico.

Estas alteracOes poderao ser fatais.

O diagnostico baseia-se em testes diretos que detetam a bactéria ou 0s seus
componentes, como por exemplo, culturas, microscopia ou técnicas de amplificacdo de

DNA. E em testes indiretos seroldgicos como por exemplo o MAT e o ELISA.

O tratamento inclui medidas sintomaticas, nomeadamente na presenca de
insuficiéncia renal ou insuficiéncia respiratoria; e antibioterapia com penicilina,

ceftriaxona ou doxiciclina.

Medidas de prevencdo sdo essenciais no combate a esta zoonose. Estas medidas
incluem: isolamento, diagndstico e tratamento de animais infetados, melhorias
habitacionais que diminuam o contacto entre humanos e ratos e detecéo e tratamento de

aguas contaminadas.

Esta revisdo procura documentar a transmisséo, a clinica e as descobertas a nivel

da patogénese desta doenca.
O Trabalho Final exprime a opini&o do autor e ndo da FML.

Palavras — chave: leptospirose, Leptospira.



Abstract

Leptospirosis is a multisystemic infection caused by the bacteria Leptospira spp.
At this moment, it is considered a re-emerging zoonosis, with a worldwide distribution,
being endemic in countries that have a tropical or subtropical climate. In our country, the
Azores archipelago is considered an endemic region. This disease is transmitted through
direct contact with bacteria-infected animal fluids, or through indirect contact with the
soil and water (places where Leptospira can survive for several months). Common natural
reservoirs are rodents. However, canids, cattle and swines can also be affected. In this
way, risk factors include agrarian workers, shepherds, slaughterhouses’ workers or
recreational leisure activities that occur near sources of standing water (such as, fishing,

canoeing and swimming).

In most cases, leptospirosis clinically manifests as flu-like syndrome with non-
specific signals or symptoms that can include fever, myalgia, headache and nauseas.
However, in a minority of the cases it evolves into kidney failure, liver failure, meningitis,

respiratory failure, hemorrhagic diathesis or septic shock; all these alterations can be fatal.

The diagnosis is based on direct assays that detect the bacteria, or other
components, such as bacterial cultures, microscopy or PCR assays; the diagnosis can also
be based on indirect serological assays such as MAT or ELISA.

Treatment includes support measures, namely in the presence of kidney or
respiratory failure, and antibiotherapy with penicillin, ceftriaxone or doxycycline.

In order to fight this zoonosis, prevention measures are essential. These measures
include isolation, diagnosis and treatment of infected animals, housing improvements that
reduce human contact with rodents, and detection and treatment of contaminated water

sources. Still, there is room for immunization and prophylaxis before and after contact.
The Final Paper expresses the opinion of the author and not of the FML.

Key words: Leptospirosis, Leptospira.
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Lista de abreviaturas

ADH — Hormona antidiurética

ADN — Acido desoxirribonucleico

ARDS - Sindrome da dificuldade respiratoria aguda
CDC - Centers for Disease Control and Prevention
DC — Debito cardiaco

ELISA — Enzyme linked immunosorbent assay
HLA — Antigeno leucocitario humano

IgG — Imunoglobulinas G

IgM — Imunoglobulinas M

IL-6 — Interleucina 6

IL-8 — Interleucina 8

IL-10 — Interleucina 10

LCR - Liquido cefalorraquidiano

LPS — Lipopolissacarideo

MAT — Teste de aglutinacdo microscopica
OMS - Organizacdo Mundial de Saude

PCR — Polymerase Chain Reaction

PA — Pressao arterial

PL — Pungéo lombar

RJH — Reacéo de Jarisch Herxheimer

RVP — Resisténcia vascular periférica

SHPG — Sindrome hemorrégico pulmonar grave


https://www.cdc.gov/
https://www.cdc.gov/

SNC — Sistema nervoso central
TCP — Tubulo contornado distal
TLR 2 — Recetor do tipo Toll 2
TLR 4 — Recetor do tipo Toll 4

TNF-alfa — Fator de necrose tumoral alfa TNF-alfa



1. Introdugéo

A leptospirose é uma doenca infeciosa febril endémica em climas tropicais
e subtropicais. Em Portugal o arquipélago dos Acores ¢ a (inica regido endémica Y. A sua
prevaléncia real € desconhecida, mas estima-se que possa aumentar nos préximos anos
(@), Esta infecio resulta da exposigéo direta a fluidos de animais infectados pela bactéria
Leptospira ou da exposicdo indireta a agua ou ao solo infetados com urina de ratos
portadores da bactéria & 4. Existe penetracdo das mucosas ou da pele, com consequente
disseminacio hematogénica com colonizacio da bordadura em escova do TCP do rim ©,
A miccédo do animal infetado perpetua o ciclo de vida da bactéria.

O ser humano é um hospedeiro acidental ®. As manifestacdes clinicas variam
entre uma sindrome gripal like até manifestacdes fulminantes de insuficiéncia renal,

hepética ou pulmonar.

Nas formas leves a moderadas o tratamento podera restringir-se a terapéuticas de
suporte e antibioterapia em ambulatorio. Contudo em casos graves antibioterapia
endovenosa devera ser iniciada o mais rapidamente possivel. Medidas de suporte, como

dialise e ventilagéo, sdo life —saving -

O diagndstico é realizado perante uma clinica suspeita, contexto epidemioldgico
e exames complementares de diagndéstico. Importa referir que no inicio da sintomatologia
0 quadro é altamente inespecifico e é necessario um alto grau de suspei¢do. Numa fase
inicial, a bactéria € identificada diretamente através de amplificacdo de DNA,
hemoculturas ou cultura do liquido LCR. Numa fase posterior os métodos de diagnostico
incluem urocultura, MAT e ELISA @9,

Para a realizacdo deste trabalho foram pesquisados artigos nas plataformas
PubMed e GoogleScholar recorrendo as palavras-chave leptospirose, Leptospira, RJH e

leptospirose em Portugal.



2. Caracteristicas taxondmicas e classificacao

A leptospirose € uma infecdo causada por um dos diversos serotipos patogénicos

da bactéria Leptospira. Esta bactéria pertence a familia das Spirochaetes 9

Existem duas classificacbes que permitem categorizar a Leptospira. Uma
classificacdo antiga que divide todos 0s serogrupos da Leptospira em: Leptospira biflexa
(inclui todas as espécies ndo patogénicas isoladas) e Leptospira interrogans (inclui todas
as espécies patogénicas conhecidas para 0 homem e para os animais) ‘2 A classificacéo
genotipica, é mais recente, baseia-se na analise de hibridacdo do DNA 314 Sabe-se
atualmente que existem seis espécies de Leptospira ndo patogénica e treze espécies de
Leptospira patogénica; destas treze, sete sdo consideradas as principais causadoras de
leptospirose no ser humano: L. interrogans, L. borgpetersenii, L. santarosai, L. noguchii,

L. weilli, L. Kirschneri e L. alexanderi @®

A Leptospira é uma bactéria aerdbia obrigatéria; possui dois flagelos, o que lhe

confere grande mobilidade e facilidade em penetrar nas mucosas ®),

O isolamento da Leptospira em meio de cultura pode ser utilizado no diagnostico
de leptospirose. Contudo h& que ter em conta dois fatores a Leptospira é um
microrganismo exigente e de crescimento lento e, como tal, as culturas devem ser
verificadas até as 14 semanas ) e s¢ é visualizavel em microscopia de campo escuro e

apos impregnacao com prata.

Informacdes sobre a sobrevivéncia da bactéria no meio ambiente sdo essenciais
para diminuir a incidéncia desta infecdo e delinear medidas preventivas de contagio.
Sabe-se que a duragdo da sobrevivéncia da Leptospira, apds excre¢do no meio ambiente,

depende de inimeros fatores que podem ser classificados em abi6ticos e bidticos:

. Fatores abi6ticos - solo humido e alcalino (pH até 8), &gua doce com alto
teor de oxigénio e baixas concentracdes de sal 4 1819

o Fatores bidticos - a presenca de outras bactérias altera as caracteristicas
do meio e, portanto, algumas destas interagdes vao ser benéficas e levar a multiplicacéo

de bactérias patogénicas e outras terdo o efeito inverso %,



3. Epidemiologia

A leptospirose é reconhecida como a zoonose mais difundida no mundo. E

considerada uma emergéncia mundial na area da salde publica.

Afeta populacdes em todos os continentes, exceto nos pélos terrestres @, tendo
uma maior prevaléncia nos paises desenvolvidos e em areas de clima tropical ou
subtropical com elevada precipitacdo, causando epidemias apds fortes chuvas,

inundacdes 224 e desastres naturais 9,

A incidéncia precisa desta zoonose é desconhecida, uma vez que a grande maioria
dos paises onde esta doenca é endémica ndo possui um sistema de notificacdo obrigatéria

(25, Contudo estima-se que a incidéncia seja:

. 0,1 a 1 caso por 100.000 por ano em climas temperados ?9);
. 10 a 100 casos por 100.000 por ano em regides htimidas @
. 100 casos por 100.000, por ano, quando ocorre secundaria a surtos 9,

Além dos fatores climaticos, a magnitude do problema deve-se a fatores
ambientais, nomeadamente: falta de saneamento béasico e casas sem condicdes

habitacionais (10-27-29),

A longo prazo, estima-se que a carga global de leptospirose aumente devido ao
crescimento populacional em regibes tropicais, sendo que estas regides estardo também

sujeitas a agravamento das inundacdes devido as mudancas climaticas ¢ % 21-24).

3.1  Leptospirose em Portugal

A leptospirose em Portugal € uma zoonose de importancia crescente,
principalmente nas Ultimas décadas, ocorrendo casos fatais no Arquipélago dos Acores,
onde a infecdo é endémica (V. A taxa média de incidéncia anual é muito superior nesta
regido (11,1 casos por 10 000 habitantes) quando comparada com as restantes regides do
pais. Varias causas contribuem para esta discrepancia : a atividade econémica nestas
ilhas depende do trabalho rural e do gado, para além disso, as condi¢gdes de humidade e

temperaturas médias anuais sao considerados fatores favoraveis.



A distribuicdo da incidéncia da infecdo por idades e sexo apoia o argumento de
que a infecdo por Leptospira é maior em trabalhadores ativos e que exercem a sua
profissdo no meio rural ®. 70% dos infetados tinha entre 25 e 64 anos, 9% tinha menos
de 25 anos e os restantes, mais de 65 anos. Ficou ainda assente que na maioria das faixas

etarias os homens eram mais afetados que as mulheres.



4. Reservatorios

Segundo a OMS, séo portadores da bactéria Leptospira ?5): pequenas espécies de
mamiferos, nomeadamente, roedores selvagens (ratos, ratazanas, musaranhos e ouri¢os)
e animais domésticos, como sejam bovinos, suinos, cdes e mais raramente cabras,

ovelhas, cavalos e bufalos.

Embora muitos animais selvagens e domésticos, em particular bovinos e suinos
) possam servir de reservatorio, pensa-se que o rato, da espécie Rattus norvegicus,

constitua a maior fonte de infe¢do para o ser humano ©.

O ciclo da vida da Leptospira inclui: a miccdo de um animal infetado, a
sobrevivéncia no meio ambiente, aquisi¢cdo por um novo hospedeiro através de uma porta
de entrada, e a disseminacdo da bactéria por via hematogénica até aos capilares
glomerulares ou peri tubulares dos rins, onde é novamente excretada para 0 meio

ambiente.



5. Transmissao

O homem é um hospedeiro acidental e terminal da bactéria. A infecdo pode
resultar da exposicdo direta a urina ou ao sangue de animais infetados com leptospirose
ou da exposicao indireta, através da agua, solo, vegetacio ou alimentos contaminados @
) Estas condicdes de transmissdo refletem-se nas designacdes que esta doenca tem nas
diferentes regibes do mundo: febre do campo de arroz, doenca dos suinos, febre da

fazenda do gado e febre da lama ?®),
Grupos de risco para infecdo por Leptospira incluem @9):

. Criadores de gado bovino e suino;

. Agricultores de campos de arroz, de cana de acUcar, de campos de
bananeiras e de abacaxi;

. Médicos veterinarios, donos de animais de estimacédo ou trabalhadores de

abrigos de animais;

o Trabalhadores de matadouros;

. Trabalhadores de esgotos;

o Mineiros;

o Participantes de desportos aquaticos;

o Vilas inteiras podem ser infetadas, caso 0s seus reservatorios de agua

potavel sejam contaminados;

o Equipas envolvidas no diagnoéstico e pesquisa de leptospirose.

A importancia dos desportos radicais como meio de exposi¢cdo aumentou muito
nos Gltimos anos @ Eventos desportivos podem ser a causa de grandes surtos de
leptospirose. A corrida Eco-challenge de 2000 realizada na Malasia levou a infecao de 80

pessoas 0

A leptospirose tem maior prevaléncia em homens do que em mulheres,
possivelmente refletindo as exposicdes ocupacionais acima descritas ¢ 3%); pelo mesmo
motivo, é também mais frequente em jovens em comparagdo com idosos e criangas mais

pequenas @),

Importa salientar que a transmissao de leptospirose de pessoa para pessoa ja foi
descrita, ocorre por contacto sexual ou através da amamentacdo materna, mas €

extremamente rara 34-36)



A leptospirose é uma doenga com sintomas extremamente inespecificos, como tal,

torna-se essencial apurar o contexto epidemioldgico do doente.



6. Patogénese

A Leptospira infeta o organismo humano através das mucosas como por exemplo
a conjuntiva, mucosa oral ou nasal ® e cortes na pele 2. A importancia da cavidade oral
como via de entrada € indicada pelos iniumeros estudos que confirmam que engolir agua
contaminada durante a préatica de natagdo € um fator de risco G739, O primeiro passo na
patogénese € a penetracdo na barreira mucosa, com perda da integridade das células

endoteliais, com consequente dissemina¢do hematogénica.

O periodo de incubacdo é altamente variavel. O mais frequente é durar entre sete
a doze dias, embora estejam descritos periodos de trés dias ou de um més completo “9,
Uma forte evidéncia desta alta variabilidade foi o surto de leptospirose que ocorreu na
sequéncia da prova de triatlo de Springfield de 1998. Todos 0s noventa e oito doentes
foram infetados no mesmo dia e os periodos de incubacgdo variaram entre seis e vinte e

nove dias “9).

Apds a entrada na corrente sanguinea, ocorre vasculite de pequenos vasos, com
edema endotelial, necrose e infiltragdo linfocitaria © 4. As toxinas bacterianas exercem

efeitos diretos sobre o endotélio e causam aumento da permeabilidade vascular ©#2),

A primeira linha de defesa contra a leptospirose é a imunidade humoral, com agéo
do complemento e destruicdo pelos macrofagos. Numa fase inicial, entre o terceiro e o
quinto dia ap0s os sintomas, ha um aumento das IgM, que dificultam a multiplicacdo da
bactéria. Dias mais tarde existe elevacdo dos niveis das IgG que fornecem imunidade
protetora e eliminam as bactérias que tenham sobrevivido. A imunidade humoral parece

ter um papel efetivo através do TNF-alfa 9.

O TLR4 tem um papel central na patogénese da leptospirose. Este recetor €
responsavel pelo reconhecimento dos LPSs das bactérias gram negativas. No entanto ndo
reconhece o LPS da Leptospira ) por este apresentar um residuo fosfato metilado tinico

que néo é encontrado em mais nenhum lipido A “3 44,

Por outro lado, o TLR4 do ratinho reconhece o LPS da Leptospira “3: o sistema
imune inato deste animal esta adaptado a esta infecdo. Assim o ratinho € um reservatorio
natural, resistente a infecdo. Por outro lado, 0 humano € um hospedeiro acidental e que

raramente transmite infecdo ®. Outros estudos corroboram a importancia do TLR4: foi



demostrado que ratinhos jovens, quando infetados L. interrogans morriam na auséncia

deste recetor “9)

Sabe-se que a lesdo tecidual resultante desta infecdo podera ser o resultado de dois
fatores: accdo direta da bactéria que pelas suas caracteristicas de motilidade, aderéncia e
tropismo para certos 6rgdos, infeta locais pouco usuais (LCR, humor aquoso e tabulos
renais proximais) “® e da producdo de mediadores - endotoxinas (determinantes no
desenvolvimento da infegdo) e hemolisinas (responsaveis pela anemia hemolitica) %47,
Para além destes mediadores, existe a producdo de citocinas inflamatorias como seja a
IL-6 e 0 TNF-alfa (a sua producdo esta dependente dos TLR2) “®),

O rim é o principal 6rgdo afetado durante a leptospirose. Neste local os TLR2
reconhecem LPSs patogénicos com inducéo da producdo de dxido nitrico sintase “9. A
nefrite intersticial € caracterizada por edema e infiltracdo de linfocitos e, ocasionalmente,

neutrofilos 051,

Doentes com faléncia de 6rgio apresentam uma “tempestade de citocinas” com
niveis altissimos de IL-6 e TNF-alfa 2. Em particular, os niveis de IL-6 e IL-10 foram
preditores independentes de morte. O HLA DQ6 é um fator de risco independente para o

desenvolvimento de leptospirose ap6s a exposicéo ©8),



7. Leptospirose como doenca bifasica

Depois do periodo de incubacdo comeca a fase sintomatica que na leptospirose

tem uma apresentacao bifésica: fase leptospirémica e fase imunogénica.

7.1  Fase leptospirémica

Nesta fase existe dissemina¢do hematogénica com multiplicagcdo da Leptospira

em varios 6rgaos ©9.

Caracteriza-se por um inicio subito de febre (38°C a 39°C), calafrios, mialgias,
artralgias, astenia, dor abdominal, diarreia, nauseas, vémitos, anorexia, fotofobia, dor
ocular, tosse e hemoptises. Dura aproximadamente uma semana, ao final da qual comeca

a produc&o de anticorpos anti — Leptospira ©.

Em 90% dos casos, esta fase é anictérica e indolente. Se a infecdo for grave, a
ictericia podera estar presente %),

Os sinais e sintomas sdo inespecificos nesta fase e como tal, por vezes, a doenga
é confundida com outras causas de sindrome febril agudo (influenza, dengue ou malaria).
E essencial ter presente achados mais especificos de leptospirose que possam apontar para
um diagnoéstico mais precoce: sufusdo conjuntival (presente em 30%), cefaleia retro

orbitaria ®¥ e hipocaliemia (presente no quadro desde cedo) 9,

7.2 Fase imunogénica ou fase leptospirdrica

A fase imunogénica ocorre na sequéncia da fase leptospirémica ap6s um periodo

assintomatico de trés a quatro dias % 42,

Nesta fase ocorre a producdo de anticorpos anti-Leptospira com consequente
opsonizacéo e eliminagdo das bactérias que se encontram na circulacdo sanguinea ©.
Contudo, as bactérias vao alojar-se em locais onde os anticorpos tém menor acesso: olho
(causando uveite), meninges (causando meningite) e rim. Esta fase podera manifestar-se

por febre de curta duragio e compromisso do SNC (0:42),

10



O namero de anticorpos apos a infe¢do aguda pode ser extremamente alto e pode
levar meses ou até anos até negativar. Titulos superiores a 100 sdo uma evidéncia de

exposicao no passado ©5 %),

11



8. Manifestacdes clinicas

Estudos prospetivos de vigilancia sugerem que a maioria das infecdes

leptospiricas em humanos em &reas endémicas séo ligeiras ou assintomaticas ©).

8.1  Manifestacbes hemodinadmicas

A hipotensdo é comum, uma vez que existe diminui¢do da RVP e diminuicdo do

volume intravascular ¢7).

Um estudo realizado na Tailandia divide as alteragdes hemodinamicas da
leptospirose em trés padrdes ©”: em 60% dos doentes existe alto DC e reducdo da RVP
com consequente hipotensdo e vasodilatacdo periférica que resulta da libertacdo de
mediadores como sejam as citocinas e o dxido nitrico. Em 20% dos doentes o DC e a
RVP mantem-se normais, mas ha um aumento da resisténcia da vasculatura pulmonar,
causado por edema perivascular e fatores humorais, como leucotrienos e tromboxano.
Nos restantes, hd aumento da RVP e diminuicdo do DC e da resisténcia da vasculatura
pulmonar. A diminui¢cdo do debito cardiaco poderd resultar da desidratacdo ou da

miocardite presente nas formas severas de leptospirose.

8.2  Manifestagdes neuroldgicas

A cefaleia é uma manifestacdo muito comum, presente entre 75% a 100% dos
doentes 8, E geralmente incapacitante e descrita como latejante, bitemporal ou frontal,
e acompanhada por dor retro ocular ou fotofobia ®. Podera ser acompanhada por sinais
meningeos, o que implica frequentemente a realizacdo de uma PL com posterior analise
do LCR.

A meningite assética pode ocorrer em até 25% dos casos de leptospirose ictérica
e é mais frequente em jovens. Um estudo provou que o acometimento das meninges atinge
62% dos doentes abaixo dos 14 anos, 31% dos doentes entre 15 e 29 anos e apenas 10%
dos doentes com mais de 30 anos. Em algumas regifes, o quadro de meningite assética €

a manifestacdo predominantemente ©9),
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AlteracOes do estado mental poderéo indicar meningoencefalite. Outras alteragdes
neuroldgicas incluem: confusdo, delirios, alucinacdes, paralisias focais, espasticidade,
nistagmo, convulsdes, neurite periférica, paralisia dos pares cranianos, radiculite,

hemiplegia, mielite transversa e sindrome de Guillain-Barré (460,

8.3  Manifestacbes musculo-esqueléticas

Quando as espiroquetas invadem o musculo esquelético, tm a capacidade de
provocar edema, vacuolizacdo das miofibrilas e necrose focal ®Y, com consequentes

mialgias e aumento da sensibilidade muscular sobretudo na regi&o gemelar e lombar ©).

A rabdomidlise esta descrita em 45% a 62% dos casos (42 62:63),

8.4  ManifestacGes oculares

Uma das caracteristicas presentes na leptospirose, e rara nas restantes sindromes
febris, € a hemorragia conjuntival (dilatacdo dos vasos conjuntivais sem exsudado
purulento) ®4. Sintomas oculares incluem ainda escleréticas ictéricas e hemorragias

subconjuntivais ©.

8.5  ManifestacOes cutaneas

A alteracdo cutanea caracteristica da leptospirose é a ictericia, esta € um sinal
caracteristico desta doenca. Apresenta-se geralmente num tom alaranjado muito intenso,
designada por ictéria rubinica, aparece vulgarmente entre o terceiro e sétimo dia de

doenca ©9),

Erupgbes cutdneas sdo incomuns na leptospirose, quando ocorrem deve ser
considerado um diagndstico alternativo, como o dengue. Contudo, e apesar da raridade
(10% a 20%), um rash transitorio macular, papular, urticariforme ou purpurico podera
estar presente ©. O surto de “Fort Bragg fever” (causado pelo serotipo L. interrogans
Autumnalisi) que atingiu soldados da Carolina do Norte ficou caracterizado por cefaleias,
mal-estar geral, esplenomegalia e um eritema que se limitava a regido pré tibial de ambas

as pernas ),
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8.6  ManifestagBes cardiacas

Na leptospirose grave, o envolvimento cardiaco € comum e subestimado. Pode
afetar o coracdo na forma de ® miocardite (em aproximadamente 50% dos casos),
arritmias (potenciadas pelas alteracfes eletroliticas, nomeadamente a hipocaliemia) e
aortite, semelhante a aortite secundaria a sifilis, uma vez que ndo apresentam vasculite

obstrutiva dos vasa varum e nao héa alteracdes na camada média da parede vascular.

8.7  ManifestacOes gastrointestinais

Os sintomas gastrointestinais sao frequentes e incluem nauseas, vomitos, diarreia,

dor abdominal, hepatomegélia e esplenomegalia ©.

A dor abdominal pode ser o resultado de colecistite ndo litidsica e/ou pancreatite.
Contudo um aumento da lipase e da amilase € comum nos doentes infetados com
leptospirose mesmo na auséncia destas patologias ¢® Na maioria dos casos, a pancreatite
é autolimitada.

O figado € um dos principais 6rgaos afetados. Na bidpsia e consequente avaliacdo
anatomo-patolégica, é possivel encontrar: sinusdides congestionados, distensdo do
espaco de Disse, fixacdo da bactéria no espaco de Disse e invasao peri juncional entre os
hepatdcitos com consequente apoptose dos mesmos ©% 7). A apoptose dos hepatdcitos,
juntamente com o extravasamento da bilis nos canaliculos biliares explica os elevados

niveis de bilirrubina direta e a ictericia que podera estar presente ©% 67,

8.8  Manifestacbes pulmonares

Os sintomas respiratérios podem incluir dispneia, hemoptises e tosse ndo
produtiva em 20% a 75% dos doentes infetados ©.

A lesdo vascular causa aumento da permeabilidade capilar com consequentes
hemorragias pulmonares (petéquias pulmonares e pleurais ja foram descritas), um
fenomeno potenciado pela trombocitopenia ®¥. Como descrito em detalhe na seccéo

leptospirose grave a hemorragia pulmonar macica podera ser fatal.
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Histologicamente, verifica-se hemorragia nos espacos intra alveolares e nos
septos alveolares ©%, e estudos imuno-histoquimicos, realizados em doentes que
apresentavam SHPG ©® revelaram a presenca de antigénio leptospiral no interior dos

macrofagos alveolares.

A telerradiografia do térax podera revelar pequenas opacidades difusas ou

concentradas numa determina area ©9.

8.9  ManifestacOes nefroldgicas

O rim é um dos 6rgdos mais afetados, uma vez que a bactéria coloniza o epitélio
em bordadura de escova do TCP, com consequente leptospirdria. Este acometimento
renal ocorre tipicamente na fase tardia e o diagndstico é estabelecido pelo aumento rapido

da ureia e da creatinina 9.

A LRA resulta da acdo nefrotoxica direta da bactéria e da resposta imune que
originam nefrite intersticial e necrose tubular aguda. Histologicamente encontra-se

distens&o do IGmen tubular por residuos celulares e hialinos ¢,

Por outro lado, a infecdo per si, causa hiperbilirrubinémia, rabdomidlise e
hipovolémia (potenciada pela febre e vémitos) o que agrava a funcéo renal: na presenca

destes fatores a LRA é frequentemente oligurica ou andrica 9.

A LRA nio oliglrica estad presente em 41% a 45% dos doentes V) e ¢é
caracteristicamente acompanhada por hipocaliemia. Tipicamente, existe diminui¢do da
reabsorcao de sodio ao nivel do TCP, por diminuicdo da expressdo do canal 3 sodio-
hidrogénio com consequente aumento do ido sodio no nefronio distal e aumento da
excrecdo de potassio (a excrecdo deste ido € potenciada pela resisténcia a ADH e pelo
aumento da aldosterona) > 7. A excrecdo de 4cido Urico e de fosfato também esta

diminuida 2.

Assim, nas fases iniciais da insuficiéncia renal, ndo existe oligiria. Com a
progressao da doenca e pela diminui¢cdo do volume intravascular, a insuficiéncia renal
evolui para LRA intrinseca. A persisténcia deste quadro culmina em necrose tubular

aguda que ndo iré4 responder a reposi¢do de fluidos pela fluidoterapia, tornando-se a
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dialise essencial para o tratamento 47", Em paises onde esta op¢do no é viavel, esta

manifestacdo podera ser fatal.

Outra caracteristica renal precoce, € 0 aumento do tamanho dos rins na ecografia
renal, sem alteracdes da ecogenicidade do parénquima, indicando nefrite tubulo-

interstitial ®. Os rins recuperam o seu tamanho normal apés a resolucéo da infecéo 9,

8.10 Leptospirose grave e mortalidade

A mortalidade aumenta em doentes com mais do que 60 anos de idade e altos
niveis de bacteriémia estdo associados a maus resultados clinicos. Em modelos animais,
foi provado que este fator se deve a um fraco reconhecimento do TLR 4 para o LPS da

Leptospira.

A leptospirose ictérica representa apenas 10% dos doentes e estd associada a

manifestacdes graves e potencialmente fatais (7 54 60);

. Compromisso da homeostase, com tendéncia hemorragica (petéquias,

equimoses, hemorragia em locais de venopuncao, epistaxis, melenas e hematémeses);

. Insuficiéncia hepatica;

o Insuficiéncia renal;

. Insuficiéncia respiratoria;
. Alteracdes neurologicas.

Importa reter que estas manifestacdes poderdo ocorrer na auséncia de ictericia, e
como tal, ndo se deve esperar 0 aparecimento desta para se suspeitar de um quadro de
maior gravidade ©%. Os sintomas surgem habitualmente ao fim de uma semana, mas

poderédo ser mais precoces, nomeadamente em apresentacfes fulminantes.

Quando estd presente a triade de ictericia, insuficiéncia renal e diatese
hemorragica, estamos perante um quadro de leptospirose grave, conhecido como mal de
Weil €0,

O aumento da permeabilidade dos capilares pulmonares podera em ultima
instancia culminar numa hemorragia alveolar extensa, o SHPG. Numa hemorragia

alveolar extensa, 0 SHPG apresenta uma mortalidade de 50%, contrastando com a taxa
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de mortalidade global na leptospirose grave que ronda os 10% ©V. E considerada uma
sindrome sistémica, uma vez que, os seus fatores de risco incluem o aumento da
frequéncia respiratdria, mas também: hipocaliemia, creatinina sérica elevada e choque
(82) Quando a sua apresentagao surge em contexto de surtos, o diagndstico podera ser
atrasado, pois € facilmente confundido com um diagndstico de pneumonite viral ©3 84,
Por exemplo o surto de 1995, que ocorreu no Nicaragua, foi inicialmente interpretado

como sindrome pulmonar caudada por Hantavirus ¢4

Informacdes sobre a mortalidade da Leptospira sdo incongruentes, uma vez que,
nas areas endémicas néo existem sistemas de notificacao obrigatéria. Segundo o CDC ),
a mortalidade varia entre 5% a 15% em casos de doenca grave. Contudo, outros estudos

estimam que a mortalidade global varie entre 1% a 20% .

17



9. Fase de convalescenca

A maioria dos doentes infetados recupera totalmente ®®. Contudo estéo descritos
sintomas crénicos que incluem fadiga, mialgias, mal-estar geral e cefaleias, que podem

durar até vinte e quatro meses ap6s a infegdo @7,

Doentes que desenvolveram insuficiéncia renal com necessidade de dialise,
geralmente recuperam totalmente, porém alguns permanecem com insuficiéncia renal
residual por atrofia tubular e fibrose intersticial ®®. A leptospirdria pode continuar por

semanas ou meses ap6s o desaparecimento dos sintomas @9,

Envolvimento ocular como uveite € comum nesta fase. A uveite pode ser
unilateral ou bilateral, sendo caracterizada por irite, iridociclite e coriorretinite, e pode ter
um caracter ondulante no tempo ou surgir como um evento Unico. Esta manifestacdo pode
ocorrer até dezoito meses ap6s a infecdo €% %), Um estudo revelou que 80% dos doentes

tinha DNA bacteriano no humor aquoso €.
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10. Achados laboratoriais

Pacientes com leptospirose apresentam-se com as seguintes alteracfes

laboratoriais : 26: 54, 91- 93):.

o Aumento dos niveis de transaminases;

o Aumento dos niveis de bilirrubina direta e indireta (devido a anemia
hemolitica);

o Leucocitose;

o Trombocitopenia (como manifestacdo isolada esta presente em 50% dos

casos e é sinal de mau progndstico);
. Leucopenia, trombocitopenia e anemia poderdo estar presentes em caso de

supressdo da medula 6ssea;

. Prolongamento do tempo de protrombina;
. Aumento dos niveis de ureia e creatinina;
. Hipocaliemia.

Na analise do sedimento urinario, podemos encontrar: pidria, hemataria ou

elevacdo das proteinas (inferior a 1g em 24h) e eventualmente pigmentos biliares 9.

A analise do LCR revela alteragdes citoquimicas idénticas a da meningite assética,

e a sua realizagdo com caracter urgente pode ser necessaria.
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11. Diagnéstico

O diagnostico de leptospirose é nos seus estadios iniciais clinico e baseia-se num
alto indice de suspeicdo juntamente com as informacdes epidemioldgicas do doente. A
confirmacdo da presenca da bactéria é essencial para o diagnostico definitivo, uma vez
que, como descrito anteriormente, as manifestacbes clinicas sdo extremamente

inespecificas.

11.1 Fase leptospirémica

Nesta fase existe disseminacdo hematogénica e, portanto, € possivel identificar a

bactéria em circulacdo. O diagnostico faz-se por:

o Detecdo direta do organismo através de microscopia - a Leptospira so é
visualizavel em microscopia de campo escuro e apos impregnacdo com prata. Assim, este
método apresenta baixa sensibilidade e baixa especificidade ©¥;

. Hemocultura e cultura do LCR — a Leptospira € um microrganismo de
crescimento lento e exigente que requer meios de cultura especificos (meio
Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris) & 47;

. PCR — é mais provavel que a determinacdo por esta técnica seja positiva
nos primeiros oito dias de febre antes da eliminacéo da bactéria ®®. A sua principal
desvantagem ¢ a sua incapacidade em identificar serovares ©®. N&o obstante, este detalhe

ndo é essencial na pratica clinica, tendo apenas utilidade no contexto epidemioldgico.

Comparando os diferentes métodos, conclui-se que a PCR é mais sensivel que 0s

meios de cultura tradicionais, contudo deteta menos casos que 0 MAT ©9),

11.2 Fase imunogénica ou fase leptospirdrica

Nesta segunda fase da doenga (evolugdo superior a dez dias) hé seroconverséo e

a bactéria aloja-se nos tubulos renais. Nesta etapa utiliza-se:

o Urocultura — este método é de facil execucdo e a excre¢do de Leptospira

pela urina ¢ altamente variavel podendo demorar varias semanas a resolver ©7;
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o MAT — permite detectar a seroconverséo da infecdo e como tal sdo precisas
duas amostras. O intervalo entre amostras depende dos sintomas, se 0s sintomas presentes
forem tipicos, os anticorpos podem ser detetados ao fim de 3 a 5 dias. Contudo, se a data
de inicio do quadro clinico for desconhecida recomenda-se que as amostras sejam
recolhidas num intervalo entre 10 e 14 dias. O aumento em pelo menos quatro vezes o
titulo de anticorpos faz o diagndstico, independentemente do tempo entre as amostras. O
MAT é de elevada especificidade, mas também de elevada complexidade © %);

o ELISA — a detecdo de IgM e IgG pelo uso de imunoensaios enzimaticos
apresenta alta sensibilidade e especificidade, mas numa fase aguda precoce a

sensibilidade diminui 19,

Os testes seroldgicos de diagnostico precoce requerem uma segunda

amostra e a sua confirmacao requer outro teste de referéncia €7 % 100),
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12. Terapéutica

Na presenca de sinais e sintomas leves semelhantes a uma sindrome gripal, a
terapéutica sintomatica poderé ser suficiente e em primeira instancia a re-hidratacéo oral

devera ser tentada (.

A Leptospira é suscetivel a beta lactdmicos, macrdlidos, tetraciclinas,
fluoroquinolonas e estreptomicina 7199, A antibioterapia recomendada em adultos com

indicacao para ambulatorio é:

o Amoxicilina 0,5 a 1 grama quatro vezes por dia;

. Doxiciclina via oral 100 miligramas duas vezes dia durante sete dias -
reduz a duracdo da febre, mialgias, mal-estar geral e cefaleias em dois dias e também
impede a libertacdo da bactéria na urina t°2);

. Azitromicina 500 miligramas uma vez dia ® 103104,

A leptospirose grave é acompanhada por insuficiéncia renal e hipocaliemia. Em
80% dos casos é necessario a suplementacao de potéssio juntamente com a fluidoterapia
endovenosa. Em caso de insuficiéncia renal oligurica, o inicio precoce de dialise pode ser
life-saving 1%: reduziu a mortalidade de 67% para 17% em doentes graves (%), Doentes
com insuficiéncia respiratoria apresentam-se com baixa compliance pulmonar e como tal
beneficiam de volumes correntes baixos (< 6mL/Kg) e alta pressdo expiratdria final
positiva 25),

Em caso de infecdo grave e necessidade de hospitalizacdo, os antibidticos

recomendados sdo (197-109):

o Penicilina 1,5 milhdo de unidades intravenosa a cada 6 horas - diminui a
duracdo da febre, a duracdo da insuficiéncia renal, a hospitalizagdo e a excre¢do urinaria
de Leptospira;

o Ampicilina 0,5-1 grama intravenosa a cada 6 horas;

o Ceftriaxona 1 grama intravenosa a cada 24 horas - eficacia igual
comparativamente a penicilina;

o Cefotaxima 1 grama intravenosa a cada 6 horas.

Na mulher gravida, a azitromicina e a amoxicilina podem ser utilizadas.
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13. Reacdo de Jarisch Herxheimer

A RJH tem sido descrita apds a utilizacio de penicilina ‘19 e est associada a um
agravamento das lesdes e das caracteristicas clinicas da doenca. A sua gravidade e
frequéncia dependem do processo infecioso subjacente: é grave se secundéria a sifilis ou

febre recorrente com transmisséo pelo piolho 19,

A RJH é caracterizada por uma sequéncia fisiopatolégica com elevacdo da
temperatura corporal (1-2°C), seguida de uma queda na mesma; hiperventilacdo,
vasoconstricdo com aumento da PA e DC; seguida de vasodilatacdo macica com
consequente hipotensdo 12113 A sua patogénese ndo esta bem estabelecia, pondera-se
que seja precipitada pela libertacdo macica de toxinas (homeadamente endotoxina-like)
pela bactéria, em consequéncia da morte celular 4, Estudos mais recentes postulam que
esta reacdo seja a consequéncia da ativacdo da cascata de inflamagéo, nomeadamente com

a producdo macica de citocinas pro inflamatdrias 9.

A RJH é pouco descrita no contexto de leptospirose por varios motivos,
nomeadamente 1'® por ser menos exuberante quando comparativamente & RJH
secundaria ao tratamento da sifilis (o que reflete a baixa bacteriémia desta zoonose), pela
possibilidade de ser interpretada como um agravamento natural da infecdo e por nao
estarem descritos critérios diagndsticos especificos ou a utilizagdo de um marcador

bioldgico para o diagndstico desta reaccao.

O tratamento desta reagdo consiste em terapéutica de suporte.
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14. Prevencao

A prevencao deve ter em conta o local endémico da infecdo, uma vez que as
caracteristicas sociais e econdémicas sao diferentes. Em locais em que a leptospirose esta

relacionada com a pobreza socio-econdmica medidas de prevencdo incluem @17

o Eliminacdo de lixeiras ao ar livre;
o Saneamento basico que impeca a aproximacao dos roedores;
o Educacéo e equipamento para os trabalhadores de risco (6culos, botas e

luvas de borracha);

. Avaliacdo e consequente tratamento de aguas.

Rodenticidas ndo sdo boas solucdes a longo prazo.

Nos Acores, uma das principias vias de transmissao é a realizacdo de atividades

profissionais com gado. Assim, a prevencao passara pelas seguintes medidas 19

. Otimizacao das condicgdes sanitarias;
. Imunizacao e assisténcia veterinaria do gado;
o Isolamento e tratamento dos animais doentes e desinfecdo do material que

entrou em contacto com esse animal.

A utilizacdo de vacinas requer o conhecimento dos serovares mais prevalentes
numa determinada regido. A imunizacdo em seres humanos tem sido justificada pela
grande prevaléncia da infecdo em certos paises. No Japdo milhares de mineiros foram
vacinados com sucesso 19 e em Cuba, foi testada uma vacina em mais de cem mil
pessoas, designada por vax-SPIRAL, cuja a eficacia foi de 78,1% 2%, Na Europa, Franca

comercializa a vacina Spirolept™ 29,

A utilizacdo de doxicilina como quimioprofilaxia ndo impede o risco de infecédo

por Leptospira nas regides endémicas, mas podera ser Gtil em viajantes (122 123),
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15. Conclusao

A leptospirose é uma infecdo pouco comum em Portugal continental, mas nos
Acores é considerado um problema de saude publica. E uma infecdo com inGimeras
manifestacdes, algumas potencialmente fatais sobretudo nos paises em desenvolvimento.
Os seus reservatorios estdo bem estabelecidos o que permite determinar medidas de
prevencdo adequadas. No que a fisiopatologia diz respeito, existem areas bem
esclarecidas como as manifestacGes nefrologicas e outras que pela sua raridade (anemia

hemolitica e pancitopenia) ndo estdo tdo bem estudadas.

Em suma € necessario continuar a investigar mecanismos patogénicos que ndo
estdo tdo bem desvendados. Em termos globais é essencial capacitar os paises mais
afetados, que sdo também os mais pobres, com sistemas de vigilancia epidemiologica,
com MCDs, com medidas de suporte de vida e antibioterapia tendo em conta as potenciais

manifestacdes fatais da leptospirose.

25



Agradecimentos

Gostaria de comegar por agradecer a minha maravilhosa familia pelo apoio que
me deu ao longo deste percurso, ndo s6 académico, como em todo o caminho que é a
minha vida. Em primeiro lugar, um especial agradecimento a minha mamy, mde dos
afetos. Afetos e abracos que repudio tantas vezes, mas que na realidade tém um efeito
placebo milagroso em mim. E nos teus bragos que encontro conforto nas horas mais
dificeis. Uma palavra para a minha vové Maria do Carmo, a verdadeira matriarca da
familia, primeira mulher da linhagem a saber ler e escrever e ainda dotada com a
magnifica capacidade de ensinar aos outros. Gosto sempre de relembrar que o meu
percurso académico comegou numa apanha de merujes para a salada, quando me
ensinaste as tabuadas. Ao meu tio, homem de forc¢a, que me ensinou que com dedicagéo
e disciplina tudo se alcanca. Por fim, mas ndo menos importante, um agradecimento muito
especial a minha titi Célia que me acolheu em sua casa de bracos abertos. Ensinaste-me
que, longe da minha impulsividade, a matematica € uma maneira de se ver e de se viver

a vida.

Um beijinho muito especial para o David Van der Kellen, companheiro de boas

horas.

Ao Diogo Domingos, mais do que um companheiro de faculdade, um tutor e um
amigo. Obrigada por estares sempre pronto a ajudar, obrigada pelas tuas palavras sabias

e honestas e obrigada pela tua serenidade quando estou a fugir dos eixos.

A Dra. Ana Mouzinho, por toda a disponibilidade e paciéncia demonstrada ao

longo da realizacdo desta tese.

26



Bibliografia

1. Instituto de Higiene e Medicina Tropical. (2020) Leptospirose.
http://ihmt.unl.pt/glossay/leptospirose/. Consultado no dia 27 de marco de 2020.

2. Lau, C., Smythe, L., and Weinstein, P. (2010) Leptospirosis: An emerging disease
in travelers. Travel Medicine and Infectious Disease 8:33-39.

3. Evangelista, K., and Coburn, J. (2010) Leptospira as an emerging pathogen: a
review of its biology, pathogenesis and host immune responses. Future
Microbiology 5:1413-1425.

4. Vieira, M., Gama-Simfes, M., and Collares-Pereira, M. (2006) Human
leptospirosis in Portugal: a retrospective study of eighteen years. International
Journal of Infectious Diseases 10:378-386.

5. Haake, D., and Levett, P. (2015) Leptospirosis in humans. Current Topics in
Microbiology and Immunology 387:65-97.

6. Nahori, M., Fournié-Amazouz, E., Que-Gewirth, N., Ballov, V., Chignard, M.,
Raetz, C., Saint Girons, 1., and Werts, C. (2005) Differential TLR recognition of
leptospiral lipid A and lipopolysaccharide in murine and human cells. Journal of
Immunology 175:6022-6031.

7. Kobayashi, Y. (2001) Clinical observation and treatment of leptospirosis. Journal

of Infection and Chemotherapy 7:59-68.

8. Longo, D., Fauci, A., Kasper, D., Hauser, S., Jameson, J., and Loscalzo, J.
Leptospirosis. Harrison’s principles of internal medicine. 18% Edicdo. Nova
lorque, NY: McGraw-Hill; 2012, 663-670.

9. Gerrant, R., Walker, D., and Weller, P. Leptospirosis. Tropical Infectious Diseases
Principle, Pathogens and Practice. 32 Edicéo. Philadelphia, PA: Saunders Elsevier;
2011, 303-307.

10. Bharti, A., Nally, J., Ricaldi, J., Matthias, M., Diaz, M., Lovett, M., Levett, P.,
Gilman, R., Willig, M., Gotuzzo, E., Vinetz, J., and Peru-United States
Leptospirosis Consortium (2003) Leptospirosis: a zoonotic disease of global
importance. Lancet Infectious Diseases 3: 757-771.

11. Kmety, E., and Dikken, H. Classification of the species Leptospira interrogans

and its serovars. Groningen, The Netherlands: University Press; 1993.

27


http://ihmt.unl.pt/glossay/leptospirose/

12.

13.

14.
15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Plank, R., and Dean, D. (2000) Overview of the epidemiology, microbiology and
pathogenesis of Leptospira spp. in humans. Microbes and Infection 2:1265-1276.
Brenner, D., Kaufman, A., Sulzer, K., Steigerwalt, A., Rogers, F., and Weyant, R.
(1999) Further determination of DNA relatedness between serogroups and
serovars in the family Leptospiraceae with a proposal for Leptospira alexanderi
sp. nov. and four new Leptospira genomospecies. International Journal of
Systematic Bacteriology 49:839-858.

Levett, P. (2001) Leptospirosis. Clinical Microbiology Reviews 14:296-326.
Ahmed, N, Devi, S., de los A Valverde, M., Vijayachari, P, Machang’u, R., Ellis,
W., and Hartskeerl, R. (2006) Mltilocus sequence typing methods for
identification and genotypic classification of pathogenic Leptospira species.
Annals of Clinical Microbiology and Antimicrobials 5:28-38.

McBride, A., Athanazio, D., Reis, M. and Ko, A. (2005) Leptospirosis. Current
Opinion in Infectious Diseases 18:376-386.

Faine, S., Adler, B., Bolin, C., and Perolat, P. Leptospira and Leptospirosis.
Medisci Press, Melbourne; 1999.

Chang, S., Buckingham, M., and Taylor, M. (1948) Studies on Leptospira
icterohaemorrhagiae; survival in water and sewage; destruction in water by
halogen compounds, synthetic detergents, and heat. Journal of Infectious Diseases
82:256-266.

Karaseva, E., Chernukha, Y., and Piskunova, L. (1973) Results of studying the
time of survival of pathogenic leptospira under natural conditions. Journal of
Hygiene, Epidemiology, Microbiology and Immunology 17:339-345.

Barragan, V., Mejia, M., Travez, A., Zapata, S., Hartskeerl, R., Haake, D., and
Trueba, G. (2011) Interactions of Leptospira with Environmental Bacteria from
surface water. Current Microbiology 62:1802—-1806.

Ahern, M., Kovats, R., Wilinson, P., Few, R., and Matthies, F. (2005) Global
health impacts of floods: Epidemiologica evidence. Epidemiologic Reviews
27:36-46.

Dechet, A., Parsons, M., Rambaran, M.., Mohamed-Rambaran, P., Florendo-
Cumbermack, A., Persaud, S., Baboolal, S., Ari, M., Shadomy, S., Zaki, S.,
Paddock, C., Clark, T., Harris, L., Lyon, D., and Mintz, E. (2012) Leptospirosis

28



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

outbreak following severe flooding: A rapid assessment and mass prophylaxis
campaign; Guyana, January-February 2005. PL0S One 7:39672.

Ko, A., Reis, M., Dourado, C., Johnson, W., and Riley, L. (1999) Urban epidemic
of severe leptospirosis in Brazil. Salvador leptospirosis study group. Lancet
354:820-825.

Zaki, S., and Shieh, W. (1996). Leptospirosis associated with outbreak of acute
febrile illness and pulmonary haemorrhage, Nicaragua, 1995. The epidemic
working group at ministry of health in Nicaragua. Lancet 347:535-536.

Ahmed, A., Grobusch, M., Klatser, P., and Hartskeerl, R. (2012). Molecular
approaches in the detection and characterization of Leptospira. Journal of
Bacteriology and Parasitology 3:2-14.

World Health Organization. (2003) Human leptospirosis: guidance for diagnosis,
surveillance and control. World Health Organization.
https://apps.who.int/iris/handle/10665/42667.

Felzemburgh, R., Ribeiro, G., Costa, F., Reis, R., Hagan, J., Melendez, A., Fraga,
D., Santana, F., Mohr, S., dos Santos, B., Silva, A., Santos, A., Ravines, R.,
Tassinari, W., Carvalho, M., Reis, M., and Ko, A. (2014) Prospective study of
leptospirosis transmission in an urban slum community: Role of poor environment
in repeated exposures to the Leptospira agent. PLoS Neglected Tropical Diseases
8:2927.

Hotez, P., Bottazzi, M., Franco-Paredes, C., Ault, S., and Periago, M. (2008) The
neglected tropical diseases of Latin America and the Caribbean: A review of
disease burden and distribution and a roadmap for control and elimination. PL0oS

Neglected Tropical Diseases 2: €300.

Reis, R., Ribeiro, G., Felzemburgh, R., Santana, F., Mohr, S., Melendez, A.,
Queiroz, A., Santos, A, Ravines, R., Tassinari, W., Carvalho, M., Reis, M., and
Ko, A. (2008) Impact of environment and social gradient on Leptospira infection

in urban slums. PLoS Neglected Tropical Diseases 2:€228.

Sejvar, J., Bancroft, E., Winthrop, K., Bettinger, J., Bajani, M., Bragg, S., Shutt,
Kaiser, R., Maranho, N., Popovic, T., Tappero, J., Ashford, D., Mascola, L.,

Vugia, D., Perkins, B., Rosenstein, N., and Eco-Challenge Investigation Team.

29


https://apps.who.int/iris/handle/10665/42667

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

(2003) Leptospirosis in “eco-challenge” athletes, Malaysian Borneo, 2000.
Emerging Infectious Diseases 9:02-707.

Everard, C., Bennett, S., Edwards, C., Nicholson, G., Hassell, T., Carrington, D.,
and Everard, J. (1992) An investigation of some risk factors for severe
leptospirosis on Barbados. Journal of Tropical Medicine and Hygiene 95:13-22

Guerra-Silveira, F., and Abad-Franch, F. (2013) Sex bias in infectious disease
epidemiology: Patterns and processes. PL0oS One 8: €62390.

Katz, A., Buchholz, A., Hinson, K., Park, S., and Effer, P. (2011) Leptospirosis
in Hawaii, USA, 1999-2008. Emerging Infectious Diseases 17:221-226.

Doeleman, F. (1932) Ziekte van Weil, rechstreeks overgebracht van mensch op
mensch. Nederlands Tijdschrift voor Geneeskunde 76:5057.

Harrison, N., and Fitzgerald, W. (1988) Leptospirosis-can it be a sexually
transmitted disease? Postgraduate Medical Journal 64:163-164.

Bolin, C., and Koellner, P. (1988) Human-to-human transmission of Leptospira
interrogans by milk. Journal of Infectious Diseases 158:246-247.

Corwin, A., Ryan, A., Bloys, W., Thomas, R., Deniega, B., and Watts, D. (1990).
A waterborne outbreak of leptospirosis among United States military personnel in
Okinawa, Japan. International Journal of Epidemiology 19:743-748.

Lingappa, J., Kuffner, T., Tappero, J., Whitworth, W., Mize, A., Kaiser, R., and
McNicholl, J. (2004) HLA-DQ6 and ingestion of contaminated water: possible
gene-environment interaction in na outbreak of Leptospirosis. Genes & Immunity
5:197-202.

Stern, E., Galloway, R., Shadomy, S., Wannemuehler, K., Atrubin, D.,
Blackmore, C., Wofford, T., Wilkins, P., Ari, M., Harris, L., and Clark, T. (2010).
Outbreak of leptospirosis among adventure race participants in Florida, 2005.
Clinical Infectious Diseases 50:843-849.

Morgan, J., Bornstein, S., Karpati, A., Bruce, M., Bolin, C., Austin, C., Woods,
C., Lingappa, J., Langkop, C., David, B., Graham, D., Proctor, M., Ashford, D.,
Bajani, M., Bragg, S., Shutt, K. and Perkins, B., and Tappero, J. (2002) Outbreak

30



41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

of leptospirosis among triathlon participants and community residents in
Springfield, Illinois, 1998. Clinical Infectious Diseases 34:1593-1599.

Haake, D. (2000) Spirochaetal lipoproteins and pathogenesis. Microbiology
146:1491-1504.

Daher, E., Zanetta, D., Cavalcante, M., and Abdulkader, R. (1999) Risk factors
for death and changing patterns in leptospirosis acute renal failure. American

Journal of Tropical Medicine and Hygiene 61:630-634.

Werts, C., Tapping, R., Mathison, J., Chuang, T., Kravchenko, V., Saint Girons,
I., Haake, D., Godowski, P., Havashi, F., Ozinsky, A., Underhill, D., Kirschning,
C., Wagner, H., Aderem, A., Tobias, P., and Ulevitch, R. (2001) Leptospiral
lipopolysaccharide activates cells through a TLR2dependent mechanism. Nature
Immunology2:346-352.

Que-Gewirth, N., Ribeiro, A., Kalb, S., Cotter, R., Bulach, D., Adler, B., Girons,
I., Werts, C., and Raetz, C. (2004) A methylated phosphate group and four amide-
linked acyl chains in Leptospira interrogans lipid A. The membrane anchor of an
unusual lipopolysaccharide that activates TLR2. Journal of Biological Chemistry
279:25420-25429.

Viriyakosol, S., Matthias, M., Swancutt, M., Kirkland, T., and Vinetz. J. (2006)
Toll-like receptor 4 protects against lethal Leptospira interrogans serovar
icterohaemorrhagiae infection and contributes to in vivo control of leptospiral
burden. Infection and Immunity 74:887-895.

Faine, S., and Stallman, N. (1982) Amended descriptions of the genus Leptospira
Noguchi 1917 and the species L. interrogans (Stimson 1907) Wenyon 1926 and
L. biflexa (Wolbach and Binger 1914) Noguchi 1918. International Journal of
Systemic and Evolutionary Microbiology 32:461-463.

Vieira, M. (2006) Aspectos da caracterizagdo antigénica e molecular da
leptospirose em areas endémicas. Tese doutoramento, IHMT-UNL.

Goris, M., Wagenaar, J., Hartskeerl, R., van Gorp, E., Schuller, S., Monahan, A.,
Nally, J., van der Poll, T., and van ‘t Veer, C. (2011). Potent innate immune

response to pathogenic leptospira in human whole blood. PLoS One 6:€18279.

31



49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

59.

Yang, C., Hung, C., Wu, M., Tian, Y., Chang, C., Pan, M., and Vandewalle, A.
(2006) Toll-like receptor 2 mediates early inflammation by leptospiral outer

membrane proteins in proximal tubule cells. Kidney International 69:815-822.

Arean, V. (1962) The pathologic anatomy and pathogenesis of fatal human
leptospirosis (Weil’s disease). American Journal of Pathology 40:393-423.

Sitprija, V., and Evans, H. (1970) The kidney in human leptospirosis. American
Journal of Medicine 49:780-788.

Reis, E., Hagan, J., Ribeiro, G., Teixeira-Caravalho, A., Martins-Filho, O.,
Montgomery, R., Shaw, A., Ko, A., and Reis, M. (2013) Cytokine response
signatures in disease progression and development of severe clinical outcomes for

leptospirosis. PL0oS Neglected Tropical Diseases 7:€2457.

Johnson, R. Leptospira. Medical Microbiology. 42 Edicdo. Gaveston, TX:
University of Texas Medical Branch; 1996.
Edwards, C., Nicholson, G., and Everard, O. (1982) Thrombocytopenia in

leptospirosis. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene 31:827-829.

Cumberland, P., Everar, C., Wheeler, J., and Levett, P. (2001) Persistance of anti-
leptospiral IgM, IgG and agglutinating antibodies in patients presenting with acute
febrile illness in Barbados 1979-1989. European Journal Epidemiology 17:601-
608.

Romero, E., Caly, C., and Yasuda, P. (1998) The persistence of leptospiral
agglutinins titers in human sera diagnosed by the microscopic agglutination test.
Revista do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo 40:183-184.

Siriwanij, T., Suttinont, C., Tantawichien, T., Chusil, S., Kanjanabuch, T., and
Sitprija, V. (2005) Haemodynamics in leptospirosis: effects of plasmapheresis and

continuous venovenous haemofiltration. Nephrology 10:1-6.

Jauréguiberry, S., Roussel, M., Brinchault-Rabin, G., Gacouin, A., Le Meur, A.,
Arvieux, C., Michelet, C., and Tattevin, P. (2005) Clinical presentation of
leptospirosis: A retrospective study of 34 patients admitted to a single institution
in metropolitan France. Clinical Microbiology and Infection 11:391-394.

Alston, J., and Broom, J. Leptospirosis in man and animals. Edinburgh: E. & S.
Livingstone; 1958, 3-8.
32



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Ramos-Morales, F., Riaz-Rivera, R., Cintron-Rivera, A., Rullan, J., Benenson,
A., and Acosta-Matienzo, J. (1959) The pathogenesis of leptospiral jaundice.
Annals of Internal Medicine 51: 861-878.

Mendoza, M., Tan, S., Torres, D., and Tupasi, T. (1979) Human leptospirosis:
clinical and laboratory diagnosis. Philippine Medical Association 5:219-124.
Daher, E., Zanetta, D. and Abdulkader, R. (2004) Pattern of renal function
recovery after leptospirosis acute renal failure. Nephron Clinical Practice 98:c8-
cl4.

Lecour, H., Miranda, M., Magro, C., Rocha, A., and Gongalves, V. (1989) Human
leptospirosis — a review of 50 cases. Infection 17:8-12.

Vanasco, N., Schmeling, M., Lottersberger, J., Costa, K., Ko, A., and Tarabla, H.
(2008) Clinical characteristics and risk factors of human leptospirosis in
Argentina (1999-2005). Acta Tropica 107:255-258.

Gochenour, W., Smadel, J., Jackson, E., Evans, L., and Yager, R. (1952)
Leptospiral etiology of Fort Bragg fever. Public Health Reports 67:811-813.

O’Brien, M., Vicent, J., Person, D., and Cook, B. (1998) Leptospirosis and
pancreatitis: a report of ten cases. Pediatric Infectious Disease Journal 17:436-
438.

Miyahara, S., Saito, M., Kanemaru, T., Villanueva, S., Gloriani, N., and Yoshida,
S. (2014) Destruction of the hepatocyte junction by intercellular invasion of
leptospira causes jaundice in a hamster model of Weil’s disease. International

Journal of Experimental Pathology 95:271-281.

Silva, J., Dalston, M., Carvalho, J., Setibal, S., Oliveira, J., and Pereira, M. (2002)
Clinicopathological and immunohistochemical features of the severe pulmonary
form of leptospirosis. Journal of the Brazilian Society of Tropical Medicine
35:395-399.

Gongcalves, A., de Carvalho, J., Guedes e Silva, J., Rozembaum, R., and Vieira,
A. (1992) Hemoptysis and the adult respiratory distress syndrome as the causes
of death in leptospirosis. Changes in the clinical and anatomicopathological
patterns. Journal of the Brazilian Society of Tropical Medicine 25:261-270.
Sitprija, V., Losuwanrak, K., and Kanjanabuch, T. (2003) Leptospiral
nephropathy. Seminars in Nephrology 23:42-48.

33



71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

Seguro, A., Lomar, A., and Rocha, A. (1990) Acute renal failure of leptospirosis:
Nonoliguric and hypokalemic forms. Nephron 55:146-151.

Abdulkader, R., Seguro, A., Malheiro, P., Burdmann, E., and Marcondes, M.
(1996) Peculiar electrolytic and hormonal abnormalities in acute renal failure due

to leptospirosis. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene 54:1-6.

Araujo, E., Seguro, A., Spichler, A., Magaldi, A., Volpini, R., and De Brito, T.
(2010) Acute kidney injury in human leptospirosis: An immunohistochemical

study with pathophysiological correlation. Virchows Archiv 456:367-375.

Niwattayakul, K., Homvijitkul, J., Niwattayakul, S., Khow, O., and Sitprija, V.
(2002). Hypotension, renal failure, and pulmonary complications in leptospirosis.
Renal Failure 24:297-305.

Abdulkader, R. (1997) Acute renal failure in leptospirosis. Renal Failure 19:191-
198.

Daher, E., and Nogueira, C. (2000). Evaluation of penicillin therapy in patients
with leptospirosis and acute renal failure. Revista do Instituto de Medicina
Tropical de Sao Paulo 42:327-332.

Raoult, D., Jeandel, P., Mailloux, M., and Rougier, Y. (1983) Thrombocytopenia
and renal failure in leptospirosis. American Society of Tropical Medicine and
Hygiene 32:1464-1464.

Yang, C., Wu, M., and Pan, M. (2001) Leptospiral renal disease. Nephrology
Dialysis Transplantation; 16:73-77.

Yang, H., Hsu, P., Pan, M., Wu, M., Lee, C., Yu, C., Hung, C., and Yang, C.
(2005). Clinical distinction and evaluation of leptospirosis in Taiwan- a case-

control study. Journal Nephrolology 18:45-53.

Weil, A. (1886) Ueber eine eigenthiimliche, mit Milztumo, Icterus und Nephritis
einhergehende, acute Infectionskrankheit. Deutsches Archiv fur Klinische
Medizin 39:209-232.

Gouveia, E., Metcalfe, J., de Carvalho, A., Aires, T., Villasboas-Bisneto, J.,
Queirroz, A., Santos, A., Salgado, K., Reis, M., and Ko, A. (2008) Leptospirosis-
associated severe pulmonar hemorrhagic syndrome, Salvador, Brazil. Emerging
Infectious Diseases 14:505-508.

34



82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

Marotto, O., Ko, A., Murta-Nascimento, C., Seguro, A., Prado, R., Barbosa, M.,
Cleto, S., and Eluf-Neto, J. (2010) Early identification of leptospirosis-associated
pulmonary hemorrhage syndrome by use of a validated prediction model. Journal
of Infection 60:218-223.

Sehgal, S., Murhekar, M., and Sugunan, A. (1995) Outbreak of leptospirosis with
pulmonary involvement in north Andaman. Indian Journal of Medical Research
102:9-12.

Trevejo, R., Rigau-Pérez, J., Ashford, D., McClure, E., Jarquin-Gonzélez, C.,
Amador, J., de los Reves, J., Gonzales, A., Zaki, S., Shieh, W., McLean, R., Nasci,
R., Weyant, R., Bolin, C., Bragg, S., Perkins, B., and Spiegel, R. (1998) Epidemic
leptospirosis associated with pulmonary hemorrhage-Nicaragua, 1995. Journal of
Infectious Diseases 178:1457-1463.

Centers for Disease Control and Prevention. (2020) Technical information for

leptospirosis. https://cdc.gov/leptospirosis/health_care_workers/index.html.
Consultado no dia 18 de marc¢o de 2020.

Spichler, A., Athanazaio, D., Seguro, A., and Vinetz, J. (2011) Outpatient follow-
up of patients hospitalized for acute leptospirosis. International Journal of
Infectious Diseases 15:e486—e490.

Goris, M., Kikken, V., Straetemans, M., Alba, S., Goeijenbier, M.., van Gorp, E.,
Boer, K., Wagenaar, J., and Hartskeerl, R. (2013) Towards the burden of human
leptospirosis: duration of acute illness and occurrence of post-leptospirosis

symptoms of patients in the Netherlands. PLoS One 8: €76549.

Herath, N., Kularate, S., Weerakoon, K., Wazil, A., Subasinghe, N., and
Ratnatunga, N. (2014) Long term outcome of acute Kidney injury due to
leptospirosis? A longitudinal study in Sri Lanka. BMC Research Notes 7:398-402.

Chu, K., Rathinam, R., Namperumalsamy, P., and Dean, D. (1998) Identification
of Leptospira species in the pathogenesis of uveitis and determination of clinical
ocular characteristics in South India. Journal of Infectious Diseases 177:1314-
1321.

Rathinam, S. (2005) Ocular manifestations of leptospirosis. Journal of
Postgraduate Medical 51:189-194.

35


https://cdc.gov/leptospirosis/health_care_workers/index.html

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

Katz, A., Ansdell, V., Effler, O., Middleton, C., and Sasaki, D. (2001) Assessment
of the clinical presentation and treatment of 353 cases of laboratory-confirmed
leptospirosis in Hawaii. 1974-1998. Clinical Infectious Diseases 33, 1834-1841.
Avdeeya, M., Moisova, D., Gorodin, V., Kostomarov, A., Zotov, S., and
Cherniavskaia, O. (2002) The role glucose-6-phosphate dehydrogenase in
pathogenesis of anemia in leptospirosis. Klinicheskaia Meditsina 80:42-44.
Wagenaar, J., Goris, M., Partiningrum, D., Isbandrio, B., Hartskeerl, R., Brandjes,
D., Meijers, J., Gasem, M., and van Gorp, E. (2010) Coagulation disorders in
patients with severe leptospirosis are associated with severe bleeding and
mortality. Tropical Medicine & International Health 15:152-159.

Merien, F., Baranton G., and Perolat, P. (1995) Comparison of polymerase chain
reaction with microaggutination test and culture for diagnosis of leptospirosis.
Journal of Infectious Diseases 172:281-285.

Agampodi, S., Matthias, M., Moreno, A., and Vinetz, J. (2012) Utility of
quantitative polymerase chain reaction in leptospirosis diagnosis: association of
level of leptospiremia and clinical manifestations in Sri Lanka. Clinical Infectious
Diseases 54:1249-1255.

Brown, P., Gravekamp, C., Carrington, D., Kemp, H., Hartskeerl, R., Edwards,
C., Everard, C., Terpstra, W., and Levett, P. (1995) Evaluation of the polymerase
chain reaction for early diagnosis of leptospirosis. Journal of Medical
Microbiology 43:10-114.

Bal, A., Gravekamn, C., Hartskeerl, R., De Meza-Brewster, J., Korver, H., and
Terpstra, W. (1994). Detection of leptospires in urine by PCR for early diagnosis
of leptospirosis. Journal of Clinical Microbiology 32:1894-1898.

Blackmore, D., Schollum, K., and Moriarty, K. (1984) The magnitude and
duration of titres of leptospiral agglutinins in human sera. New Zealand Medical
Journal 97:83-86.

Goris, M., Leeflang, M., Boer, K., Goeijenbier, M., van Gorp, E., Wagenaar, J.,
and Hartskeerl, R. (2011) Establishment of valid laboratory case definition for

human leptospirosis. Journal of Bacteriology and Parasitology S5-001:1-8.

100. Signorini, M., Lottersberger, J., Tarabla, H., and Vanasco, N. (2013) Enzyme-

linked immunosorbent assay to diagnose human leptospirosis: A meta-analysis of

the published literature. Epidemiology & Infection 141:22-32.

36



101. Alexander, A., and Rule, P. (1986) Penicillins, cephalosporins, and tetracyclines
in treatment of hamsters with fatal leptospirosis. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy 30:835-839.

102. McClain, J., Ballou, W., Harrison, S., and Steinweg, D. (1984) Doxycycline
therapy for leptospirosis. Annals of Internal Medicine 100:696-698.

103. Hospenthal, D., and Murray, C. (2003) In vitro susceptibilities of seven
Leptospira species to tradition and newer antibiotics. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy 47:2646-2648.

104. Ressner, R., Griffith, M., Beckius, M., Pimentel, G., Miller, R., Mende, K.,
Fraser, s., Galloway, R., Hospenthal, D., and Murray, C. (2008) Antimicrobial
susceptibilities of geographically diverse clinical human isolates of Leptospira.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy 52:2750-2754.

105. Andrade, L., Daher, E., and Seguro, A. (2008). Leptospiral nephropathy

106. Andrade, L., Cleto, S., and Seguro, A. (2007) Door-to-dialysis time and daily
hemodialysis in patients with leptospirosis: impact on mortality. Clinical Journal

of the American Society of Nephrology 2:739-744.

107. Watt, G., Padre, L., Tuazon, M., Calubaquib, C., Santiago, E., Ranoa, C., and
Laughlin, L. (1988) Placebo-controlled trial of intravenous penicillin for severe

and late leptospirosis. Lancet 1:433-435.

108. Panaphut, T., Domrongkithaporn, S., Vibhagool, A., Thinkamrop, B., and
Susanengrat, W. (2003) Ceftriaxone compared with sodium penicillin G for
treatment of severe leptospirosis. Clinical Infectious Diseases 36:1507-1513.

109. Pappas, G., and Cascio, A. (2006) Optimal treatment of leptospirosis: queries

and projections. International Journal of Antimicrobial Agents 28:491-496.

110. Emmanouilides, C., Kohn, O., and Garibaldi, R. (1994) Leptospirosis
complicated by a Jarisch-Herxheimer reaction and adult respiratory distress

syndrome: case report. Clinical Infectious Diseases 18:1004-1006.

111. Bryceson, A. (1976) Clinical pathology of the Jarisch-Herxheimer reaction.
Journal of Infectious Diseases 133:696-704.

37



112. Vaughan, C, Cronin, C., Walsh, E., and Whelton, M., (1994) The Jarisch —
Herxheimer reaction in leptospirosis. Postgraduate Medical Journal 70:118-121.

113. Warrell, D., Pope, H., Parry, E., Perine, P., and Bryceson, A. (1970)
Cardiorespiratory disturbances associated with infective fever in man: studies of
Ethiopian louse-borne relapsing fever. Clinical Science 39:123-145.

114. Mergenhagen, S., Hampp, E., and Scherp, H. (1961) Preparation and biological
activities of endotoxins from oral bacteria. Journal of Infectious Diseases
108:304-310.

115. Negussie, Y., Remick, D., DeForge, L., Kunkel, S., Eynon, A., and Griffin, G.
(1992) Detection of plasma tumour necrosis factor, interleukins 6 and 8 during
the Jarisch-Herxheimer reaction of relapsing fever. Journal of Experimental
Medicine 175;1207-1212.

116. Friedlang, J., and Warrel, D. (1991) The Jarisch-Herxheimer reaction in
leptospirosis: Possible pathogenesis and review. Reviews of Infectious Diseases
13:207-210.

117. Heath, S., and Johnson, R. (1994) Leptospirosis. Journal of the American
Veterinary Medical Association 205:1518-1523.

118. Direcdo Geral de Saude. (2007) Leptospirose Experiéncia de 2 anos (2005-
2006). https://dgs.pt/diversos/leptospirose-pdf.aspx. Consultado no dia 21 de
marco de 2020.

119. Wani, H. (1933) Uber die prophylaxes der pirochaetosis icterohaemorrhagica
Inada (Weilschen Krankheit) durch Schutzimpfung. Zeitschr Imunforsch Exp
Therap 79:1-26.

120. Martinez, R., Perez, A., Quinones, C., Cruz, R., Alvarez, A., Arnesto, M.,
Fernandez, C., Menendez, J., Rodriguez, I., Baro, M., Diz, M., Rodriguez, J.,
Sierra, G., Obregon, A., Toledo, M., and Fernandez, N. (2004) Efficacy and safety
of a vaccine against human leptospirosis in Cuba. Revista Panamericana de Salud
Publica 15:249-255.

121. Mailloux, M., Lambert, R., and Chenu, M. (1983) Human vaccination against
leptospirosis icterohamorrhagiae. Medicine and Hygiene (Geneve) 41:1025-1030.

38


https://dgs.pt/diversos/leptospirose-pdf.aspx

122. Gonsalez, C., Casseb, Monteiro, F., Paula-Neto, J., Fernandez, R., Silva, M.,
Camargo, E., Mairinque, J., and Tavares, L. (1988) Use of doxycicline for
leptospirosis afeter high-risk exposure in Sdo Paulo, Brazil. Revista do Instituto
de Medicina Tropical de Sao Paulo 40:59-61.

123. Sehgal, S., Sugunan, A., Murhekar, M., Sharma, S., and Vijayachari, P. (2000)
Randomized controlled trial of doxycycline prophylaxis against leptospirosis in

an endemic area. International Journal of Antimicrobial Agents 13:249-255.

39



