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RESUMO

HISTORIA NATURAL DA LEPTOSPIROSE URBANA EM SALVADOR — BAHIA:
ESTUDO LONGITUDINAL PROSPECTIVO EM UMA COMUNIDADE DE ALTO
RISCO DURANTE EPIDEMIAS URBANAS. RIDALVA DIAS MARTINS
FELZEMBURGH. INTRODUCAO: A leptospirose, considerada a antropozoonose mais
difundida no mundo, ¢ uma doenga febril aguda de inicio subito causada por espiroquetas
do género Leptospira. A infec¢io por Leptospira patogénica produz uma diversidade de
sintomas clinicos que podem variar desde uma forma assintomadtica ou sub-clinica até a
doenga de Weil que acomete aproximadamente 10% dos casos clinicos e pode levar ao
6bito. A leptospirose em Salvador é responsavel por epidemias anuais acometendo
predominantemente individuos residentes em comunidades desprovidas de infra-estrutura
sanitaria. Para tragarmos medidas efetivas de satide publica, torna-se necessario entender a
historia natural da leptospirose urbana, a razdo entre casos graves e infecgdo, os fatores de
risco para aquisicio da doenga. OBJETIVOS: 1- Determinar a taxa de infec¢do por
Leptospira em uma sub-coorte de individuos residentes em uma comunidade de alto risco;
2- Calcular a razd@o entre os casos graves de leptospirose e os individuos com infecgdes
assintomaticas ou sub-clinicas; 3- Identificar fatores de risco para aquisig¢do de infecgdo por
Leptospira. METODOS: Uma coorte prospectiva de 9.862 individuos foi estabelecida no
bairro periférico de pau da lima, Salvador-Bahia e uma sub-coorte de 2.003 individuos
selecionados randomicamente foi acompanhada anualmente. Destes individuos foram
coletados dados epidemioldgicos e uma amostra de sangue para avaliagdo sorol6gica. Para
calculo da taxa de infecgdo este Gltimo termo foi definido como soroconversio ou aumento
de quatro vezes o titulo reciproco na microaglutinagdo entre amostras pareadas.
RESULTADOS: Foi identificada uma taxa de infec¢do de 49,0 por 1.000 pessoas/anos de
seguimento nesta sub-coorte e razdes doenga grave:infec¢do de 1:516 na coorte e 1:598
para a ZI Pau da Lima; fatores de risco estatisticamente significantes foram: género
masculino (RR 1,98; IC 95% 1,19 - 3,29); faixa etaria de 25-34 (2,35; 1,12 — 4,94), ndo ser
alfabetizado (2,45; 1,45 - 4,15), passado clinico de leptospirose (5,16; 1,26 - 21,11), contato
com lama no peridomicilio (1,95;1,18 - 3,22), contato com lama na rua (2,14; 1,28 - 3,58),
contato com lixo no peridomicilio (1,92; 1,13 - 3,26), contato com lixo na rua (2,33; 1,41 -
3,85), contato com alagamento no peridomicilio (2,07; 1,25 - 3,45), contato com
alagamento na rua (2,40; 1,38 - 4,16), alagamento da rua (2,40; 1,38 — 4,16), residir em
local sujeito a alagamento (1,67; 1,05 — 4,78), contato com esgoto no peridomicilio
(2,02;1,22 - 3,36), contato com esgoto na rua (2,95;1,78 - 4,91), desentupir esgoto da rua
(2,26;1,35 - 3,77), residir a até 10m de esgotos abertos (1,89; 1,09 — 3,27), possuir gato em
casa (2,52; 1,49 - 4,28). Nas analises multivariadas utilizando o modelo de Cox com e sem
efeitos aleatorios no domicilio, foram fatores de risco independentes: sexo masculino (2,12;
1,25 - 3,60), faixas etdrias de quinze a vinte e quatro (2,74; 1,22 — 6,16) e vinte e cinco a
trinta e quatro (4,24; 1,88 - 9,52) ambas em relag¢do aos individuos de cinco a quatorze
anos, do ser alfabetizado (2,92; 1,65 — 5,17), contato com alagamento na rua (2,14; 1,20 —
3,82), criar gato no domicilio (2,51; 1,46 — 4,32). CONCLUSOES: Foi identificada uma
alta taxa de infec¢do na populagdo, destacando-se as faixas etarias de 15 a 34 anos e o sexo
masculino com maior nimero de individuos infectados (59%), nenhum fator de risco
ocupacional foi identificado, reforgando a hipdtese de transmissdo peridomiciliar de nossos
estudos anteriores. Baseados nestes dados poderemos implementar e avaliar intervengdes
de satde pablica nesta comunidade de alto risco para infecgdo.



ABSTRACT

NATURAL HISTORY OF URBAN LEPTOSPIROSIS IN SALVADOR - BAHIA: A
LONGITUDINAL STUDY IN A HIGH RISK COMMUNITY DURING URBAN
EPIDEMICS. RIDALVA DIAS MARTINS FELZEMBURGH. INTRODUCTION:
Leptospirosis, considered to be the most widespread antropozoonose in the world, is an
acute febrile illness that begins suddenly, caused by spirochetes of the genus Leptospira.
Leptospira infection produces a wide range of clinical presentation that can vary from an
asymptomatic or sub-clinical form to Weil’s disease which causes approximately 10% of
the clinical cases and can lead to death. Leptospirosis in Salvador is responsible for annual
epidemics predominantly affecting individuals that are resident in communities with poor
sanitary infrastructure. To identify public health measures for prevention, it is necessary to
understand the natural history of urban leptospirosis, the relationship between severe cases
and infection, the risk factors for acquiring the illness. OBJECTIVES: 1- To determine the
leptospiral infection rate in a sub-cohort of resident individuals in a high risk community;
2- To calculate the relationship between the severe cases and the asymptomatic or sub-
clinical infected individuals and 3- To identify the risk factors for acquiring leptospiral
infection. METHODS: a cohort of 9.862 individuals was established in Pau da Lima,
Salvador-Bahia and one sub-cohort of 2.003 randomly selected individuals was followed
during one year. We collected epidemiologic data from these individuals and a blood
sample for sorologic evaluation. Infection was defined as seroconversion or a four fold rise
in reciprocal titters as determined in the microaglutination test. RESULTS: We identified
an infection rate of 49,0 per 1.000 people/years of follow-up and a proportions severe
disease:infection of 1:516 in the cohort and 1:598 in Pau da Lima; statistically significant
risk factors were: masculine gender (RR 1,98; IC 95% 1,19 - 3,29); age range from 25-34
(2,35; 1,12 — 4,94), lacky literacy (2,45; 1,45 - 4,15), severe leptospirosis in the past (5,16;
1,26 - 21,11), peridomiciliar contact with mud (1,95;1,18 - 3,22), contact with mud in street
(2,14; 1,28 - 3,58), peridomiciliar contact with garbage (1,92; 1,13 - 3,26), contact with
garbage in street (2,33; 1,41 - 3,85), peridomiciliar contact with waste water (2,07; 1,25 -
3,45), contact with waste water in street (2,40; 1,38 - 4,16), waste water in the street (2,40;
1,38 — 4,16), residence in flooding area (1,67; 1,05 — 4,78), peridomiciliar contact with
sewer (2,02;1,22 - 3,36), contact with sewer in the street (2,95;1,78 - 4,91), to remove
blocking sewers in the street (2,26;1,35 - 3,77), residence 10m from an open sewer (1,89;
1,09 — 3,27), presence of a cat in the house (2,52; 1,49 - 4,28). In the multivaried analyses
using the Cox model with and without intra-domiciliary aleatory effects, the independent
risk factors were: masculine sex (2,12; 1,25 - 3,60), age range from 15 to 24 (2,74; 1,22 —
6,16) and 25 to 34 (4,24; 1,88 - 9,52) both compared to age range from 5 to 14, lacky
literacy (2,92; 1,65 — 5,17), contact with waste water in street (2,14; 1,20 — 3,82), presence
of a cat in the house (2,51; 1,46 — 4,32). CONCLUSIONS: We identified a high infection
rate in the population, especially in males aged from 15 to 34 years were the largest number
of infected individuals (59%), no occupational risk was identified, strengthening the
hypothesis of peridomiciliar transmission from our previous studies. Based on these
findings we can implement and e avaliate public health measures in this high risk
community.
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1 INTRODUCAO

A leptospirose, considerada a antropozoonose mais difundida no mundo, ¢ uma doenga
que tem como agentes etioldgicos espiroquetas do género Leptospira. A infecgdo por Leptospira
patogénica produz uma diversidade de sinais e sintomas clinicos que podem variar desde uma

infecg¢do sub-clinica ou auto-limitada até a doenga de Weil que € potencialmente fatal’’>*%2,

Ela encontra-se distribuida de forma global, sendo considerada a antropozoonose mais
difundida no mundo’, mas sua incidéncia é maior nas regides tropicais onde possui condi¢des
mais favoraveis para transmissfo tais como, precdria infra-estrutura sanitaria e alta infesta¢do de
roedores. A forma grave da doenga foi descrita pela primeira vez por Adolf Weil (1886) e volta a
emergir no cendrio urbano sendo responsavel por surtos de carater sazonal, acometendo

: - 6,16,17,19,24,36,43,52,59
especialmente comunidades carentes (favelag)®'®!719-243643.52.59

A forma grave denominada
doenga de Weil representa de 5 a 10% do total de casos e a taxa de letalidade varia de 5 a 20%.
Nas formas mais graves, que evoluem com disfungdo de multiplos 6rglos e sepse, incluindo

hemorragia pulmonar, a letalidade pode chegar a 50% %2,

Animais domésticos e silvestres podem ser reservatorios para ¢ patégeno podendo carred-
lo e dissemind-lo por toda a vida. O ser humano é acometido de forma acidental ou incidental ao
entrar em contato direto ou indireto com ambiente contaminado principalmente pelos excretas
destes animais®*'*>** As medidas de prevengdo no ambiente urbano estdo concentradas na
eliminagdo dos roedores, principais reservatorios para a Leptospira, porém nio tém demonstrado

~ , . 3
redugio no nimero de casos da doenga, comprovado pelo alto niimero de casos a cada ano®.

Para tragar medidas de prevengdo efetivas, toma-se necessario conhecer as dreas de maior
incidéncia dentro do nosso contexto urbano e as exposi¢des ambientais de maior risco para
infeccdo. Isto s6 € possivel através do acompanhamento prospectivo para melhor compreensio da
histéria natural da doenga. Este estudo objetiva compreender melhor a histéria natural da
leptospirose urbana através do acompanhamento de uma coorte de base populacional, adquirindo
conhecimento das taxas de infec¢lio para estes individuos, da razio caso grave:infecgio ¢ dos

fatores epidemioldgicos de risco para infecgéo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 LEPTOSPIROSE: ASPECTOS HISTORICOS

A leptospirose tem sua primeira mengdo como ictericia infecciosa relatada por Hipdcrates.
Em 1880 no Egito, Larrey observou e descreveu dois casos desta sindrome ictérica no exército de
Napoledo no Cairo. O isolamento do agente etioldgico ocorreu em 1914 quando Inada e Ido
identificaram a Leptospira no figado de um cobaio inoculado com sangue de um individuo que
apresentava a mesma ictericia infecciosa. Inada ¢ Ido denominaram o patdgeno de Spirochaeta
icterohaemorrhagiae e também identificaram o rato como reservatorio para as leptospiras, passo
importante para a compreensdo dos aspectos epidemioldgicos da leptospirose. Em 1886, Adolf
Weil, descreveu a forma grave da doenga a partir do estudo de quatro casos clinicos em seres
humanos. Os sinais e sintomas que estes individuos apresentavam eram muito semelhantes:
doenga de inicio abrupto com ictericia, esplenomegalia e nefrite. Esta forma grave da doeng¢a mais

tarde foi denominada Doenga de Weil (sindrome ictero-hemorragica) *'.

Em 1917, Beaurepaire de Aragdo descreveu a leptospirose. pela primeira vez em nosso
pais, demonstrando a presenga de leptospiras em ratos. No mesmo ano, Noguchi isolou a
Leptospira icteroide e a considerou como o agente etiologico da febre amarela que acometia
individuos no Equador. A febre amarela era confundida com a doenga de Weil naquela época
devido a semelhante apresentagdo clinica e dificuldade de métodos de diagndstico.
Posteriormente, esta Leptospira foi reconhecida como sendo a Leptospira icterohaemorrhagiae
isolada por Inada e Ido. Em 1918, Noguchi, na Bahia, descreveu os aspectos microscopicos do
patdogeno que sdo validos na atualidade e criou o género Leptospira pela forma espiralada da

e 21
bactéria “.
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2.2 AGENTE ETIOLOGICO E RESERVATORIOS

O agente etioldgico da leptospirose é uma espiroqueta, bactéria helicoidal do género
Leptospira, obrigatoriamente aerdbia, que possui alta motilidade além de compartilhar
caracteristicas de bactérias gram-positivas e gram-negativas. Elas s@o morfologicamente
espiraladas, flexiveis, unicelulares, helicoidais, delgadas, possuindo um didmetro de 0,lum e
comprimento de 10 a mais de 20 pum, suas extremidades possuem forma de gancho, (figura 1). Sdo
constituidas por membrana plasmatica, parede celular de peptidoglicano justaposta a membrana
plasmética semelhante as bactérias gram-positivas, membrana externa onde se localiza o
lipopolissacarideo, principal componente antigénico da superficie e proteinas importantes para a
viruléncia do patégeno. Entre a parede celular e a membrana externa, espago periplasmatico,
localizam-se dois flagelos que sdo responsaveis pela alta motilidade da bactéria e a estrutura
destes flagelos compartilha caracteristicas de bactérias gram-negativas, o final de cada flagelo ¢é

inserido préximo a um pélo do cilindro protoplasmatico®"®*

. As leptospiras encontram meio
favorével ao seu crescimento com temperatura entre vinte e oito a trinta graus Celsius e pH entre
7.2 a 7.6 pois sdo sensiveis ao meio acido; € necessario oxigénio, um fator que limita o

crescimento, uma fonte de energia (f-oxida¢do de acidos graxos), determinada concentragdo de

CO2 e meio liquido *'.

Figura 1 Microscopia eletronica da Leptospira interrogans
Fonte:www.idsc.nih.go.jp



http://www.idsc.nih.go.ip
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A familia Leptospiraceae, pertencente a ordem Spirochaetales, estd subdividida em trés
géneros: Leptospira, Leptonema e Turneria. O género Leptospira € atualmente classificado em
oito espécies gendomicas de espiroquetas sendo as mais conhecidas: Leptospira interrogans sensu
lato), patogénica, e Leptospira biflexa (sensulato), sapréfitas de vida livre e as primeiras serem
descritas™'**47 A L . interrogans ¢ subdividida em varios sorogrupos que, por sua vez, sdo
divididos em diversos sorotipos denominados também sorovares (figura 2). Mais de duzentos
sorovares, classificados em vinte e quatro sorogrupos ja foram identificados de acordo com a
diversidade antigénica do lipopolissacarideo destas leptospiras patogénicas pois, apesar de serem
morfologicamente semelhantes, as leptospiras apresentam propriedades genotipicas e fenotipicas

921,32

diferentes . Cada sorovar pode estar associado a uma caracteristica grave ou doenga, afinidade

por um hospedeiro ou distribuigdo geografica distinta, por exemplo a L. interrogans sorovar hadjo
tem nos bovinos seus hospedeiros naturais enquanto que em cfies os mais comuns sio 0s sorovares

. . ;o 1.32124
icterohaemorrhagiae e canicola®'?**%!.
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TABLE 2. Genomospecies of Leptospira and distribution of
serogroups a
Species Serogroups b

L interrogans ........................ icterohaemorrhagiae, Canicola, Pomona,
Australis, Autumnalis, Pyrogenes,
Grippotyphosa, Djasiman,
Hebdomadis, Sejroe, Bataviae,
Ranarum, Louisiana, Mini, Sarmin

L. noguchii ..........cccoeeveencn. Panama, Autumnalis, Pyrogenes,
Louisiana, Bataviae, Tarassovi,
Australis, Shermani, Djasiman,
Pomona

L. santarosai .......................... Shemani, Hebdomadis, Tarassovi,
Pyrogenes, Autumnalis, Bataviae,
Mini, Grippotyphosa, Sejroe, Pomona,
Javanica, Sarmin, Cynopteri

Lmeyen ... Ranarum, Semaranga, Sejroe, Mini,
Javanica

L. wolbachii ¢ ....Codice

L. biflexa ¢ Semaranga, Andamana

L. fainei ...Hurstbridge

L. borgpetersenii. ...Javanica, Ballum, Hebdomadis, Sejroe,

Tarassovi, Mini, Celledoni, Pyrogenes,
Bataviae, Australis, Autumnalis
L. kirschneri .......................... Grippotyphosa, Autumnalis, Cynopteri,
Hebdomadis, Australis, Pomona,
Djasiman, Canicola,
Icterohaemorrhagiae, Bataviae,
LWelii........ccovevoeeeaeacnnnnn. Celledoni, Icterohaemorrhagiae, Samin,
Javanica, Mini, Tarassovi,
Hebdomadis, Pyrogenes, Manhao,
Sejroe
Linadai.........cccooooeneenen.... Lyme, Shermani, icterohaemorthagiae,
Tarassovi, Manhao, Canicola,
Panama, Javanica
Lparvac.........ccoooevveieii. Turneria
L alexanderi ......................... Manhao, Hebdomadis, Javanica, Mini

a Based on data reported by Brenner et al. (81) and Perolat et al. (450)

b Serogroups Semaranga, Andamana, Codice, and Tumeria contain nonpatho-genic

leptospires.
¢ Currently only nonpathogenic strains of these species are known.

Lepiospiraceas

21

furnena

TABLE 3. Genomospecies associated with serogroups a
Serogroup Genomospecies

Andamana ....................... L. biflexa

Australis.............c.ccecvveeinnenn. L. interrogans, L. noguchii,
L.borgpetersenii, L. kirschneri

Autumnalis ............................ L. interrogans, L. noguchii, L. santarosai,
L. borgpetersenii, L. kirschnen

Ballum...........ocoooviii L. borgpetersenii

Bataviae ... L. interrogans, L. noguchii, L. santarosai,

L. borgpetersenii, L. kirschneri
........... L. interrogans, L. inadai, L. kirschneri
L. weilii, L. borgpetersenii
..L. wolbachii

Cynopteri . .L. santarosai, L. kirschneri
Djasiman...... .L. interrogans, L. noguchii, L. kirschnen
Grippotyphosa. L. interrogans, L. santarosai, L.kirschneri
Hebdomadis ... ....L. interrogans, L. weilii, L. santarosai,

L.borgpetersenii, L. kirschneri, L alexanderi
Hurstbridge ...L. fainei
Icterohaemorrhagiae ... ...L. interrogans, L. weilii, L. inadai, L kirschne
Javanica............................. L. weilii, L. santarosai, L. borgpetersenii,

. L. meyeri, L. inadai, L. alexanderi

Louisiana ........................... L. interrogans, L. noguchii

....L. inadai

L. weilii, L. inadai, L. alexanderi

...L. interrogans, L. weilii, L. santarosai,
L.borgpetersenii,

L. meyeri, L. alexanderi

Panama ... L. noguchii, L. inadai
Pomona ....L. interrogans, L. noguchii, L. santarosai,
L. kirschneri
PYrogenes................cc.ccevemenns L. interrogans, L. noguchii, L. weilii,
L santarosai, L. borgpetersenii
Ranarum L. interrogans, L. meyeri
Sarmin .L. interrogans, L. weilii, L. santarosai

..... L. interrogans, L. weilii, L. santarosai,
L.borgpetersenii, L. meyeri

Semaranga .............ccceeviveerinee L. meyeri, L. biflexa

Shemani.. .L. noguchii, L. santarosai, L. inadai

Tarassovi..... ....L. noguchii, L. weilli, L. sanfarosai,

Lborgpetersenii, L. inadai

a Based on data reported by Brenner et al. (81) and Perolat eta

Figura 2 Desenho esquematico simplificado da taxonomia da Leprospira adaptado de LEVETT

(2001).
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A grande variagdo antigénica, amplo nimero de possiveis hospedeiros e a capacidade de
sobreviver, persistindo no meio ambiente favoravel (umidade, veiculo hidrico) por até seis meses
sdo fatores ligados ao agente etiologico que possibilitam a persisténcia da leptospirose como um
importante agravo em termos de saude publica. Os animais sdo os reservatorios essenciais para a
persisténcia dos focos da infec¢do, enquanto os seres humanos sdo apenas hospedeiros acidentais
ou incidentais, ndo se tomando portadores cronicos, salvo em raros casos de transmissdo
interhumana®’. A leptospirose ¢ considerada a antropozoonose mais difundida no mundo, devido a
habilidade do patdégeno de induzir um estado de portador em uma gama extensa de animais

16,21,32,58 ] . -
“2722% Quase todos os mamiferos e marsupiais podem ser reservatorios

selvagens e domésticos
para a Leptospira, porém os principais sdo roedores domésticos, das espécies Rattus norvegicus
(figuras 3 e 4) que € o roedor urbano de maior porte, seu habitat € o solo das redes de esgoto e
terrenos baldios onde escava tlineis subterrineos como tocas, alimentando-se de lixo; Rattus ratms
(figuras 5 e 6) também um roedor urbano de grande porte porém menor que a ratazana, faz seus
ninhos em arvores ou nos telhados dos domicilios € Mus musculus ou camundongo (figuras 7 e 8)
que ¢ o de menor porte entre os roedores do cenario urbano, habita o interior dos domicilios em
pordes, armarios. O Rattus norvegicus é o principal portador da Leptospira Icterohaemorraghiae,

uma das mais patogénicas para o homem. Outros reservatorios do patégeno também importantes

sdo: caninos, suinos, bovinos, eqiiinos, ovinos e caprinos.
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Corpo: robusto e troncudo
Comprimento: 18 a25cm
Peso: 280a460g  Orelhas pequenas,
: . peludas

Pélos asper

Cibalosrombudos " ™. Caudagrossa e peluda
(13a19x6mm) Comprimento: 16 a21em
220 anéis oumenos
Figura 3 Foto do Rattus Norvegicus. Figura 4 Esquema das caracteristicas fisicas do Rattus Norvegicu

Fonte: www.educ.csmv.qc.ca Fonte www_technovet_com_br

——— Cauda fina, emchicote
Comprimento: 102 25cm
Pauaos pélos
250 anéis ou mais

Figura 6 Esquema das caracteristicas fisicas do Rattus rattus.

Figura 5 Foto do Rattus rattus.

Fonte www.discoverlife.org Fonte www_technovet_com_br

Corpo: delgado
Comprimento: 8a3cm
Peso:0a21g  (Orelhas salientes e
andes

Cauda sem pélos
Comprimento: 8 a10 cm

Patasescuras  Vibrissas

Cibalos em forma de bastonete
Figura 7 Foto do Mus Musculus.

Fonte: www.hlasek.com Figura 8 Esquema das caracteristicas fisicas do Mus Musculus.

Fonte: www_technovet com_br


http://www.educ.csmv.qc.ca
http://www.discoverlife.org
http://www.hlasek.com
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Alguns dos reservatorios animais ao se infectarem néo desenvolvem a doenca, albergam a
Leptospira nos rins e a excretam vidvel no meio ambiente, principalmente através da urina,
possibilitando a contaminagdo da agua, solo, esgotos, lama e alimentos, entre outros. A
leptospirose € mantida pela colonizagio persistente dos tibulos proximais nos rins dos animais
considerados reservatdrios, podendo um animal infectado apresentar-se assintomatico e estar
liberando organismos infectantes na urina durante todo o seu periodo de vida. A excre¢do pela
urina pode ser intermitente ou continua. A Leptospira necessita de um meio alcalino para
sobreviver e proliferar (urina alcalina), desta forma, animais que excretam urina alcalina
(herbivoros) s@o portadores mais relevantes que os demais”?"*>. Em Salvador, as diferengas na
gravidade do quadro clinico ndo parecem relacionadas as diferengas no sorovar do patdgeno.
Durante uma epidemia em 1996, a Leptospira interrogans sorovar copenhageni (sorogrupo
Icterohaemorrhagiae) foi identificada como agente etioldgico da forma grave da doenca nos

individuos internados no hospital estadual de referéncia para doengas infecto-contagiosas36.

2.3 FISIOPATOGENIA DA LEPTOSPIROSE

A interagdo entre as leptospiras e o hospedeiro animal ‘é um processo dindmico que
envolve fatores relacionados tanto ao agente etiolégico quanto ao hospedeiro. Existem
mecanismos através dos quais as leptospiras podem causar lesdo em seu hospedeiro: penetragéo,
sobrevivéncia, crescimento, toxicidade, desenvolvimento de resposta imune, recuperagio, estado
de portador, imunidade & reinfecgdo®.

37,41,51,55

As leptospiras penetram através de pequenas lesdes na superficie tegumentar , pele

. . . . . 0,37.43, 44
€ mucosa integras imersas em agua contaminada por longo periodo'®74%

, na corrente sangiiinea
ou sistema linfatico pela conjuntiva, mucosa nasofaringea, de forma mais rara nos pulmdes através
da inalagdo de aerossois, pela transmissdo vertical em qualquer estdgio da gravidez, através da

ingestdo ou inalagdo de agua apos imersao™!'"7%

, ingestdo de alimentos contaminados, contato
com sangue, tecidos e excretas animais, mordeduras®’. A infecgfo inter-humana é extremamente
rara e pode ocorrer através do contato com urina, sangue, secre¢des, e tecidos de pessoas

infectadas. As leptospiras se disseminam imediatamente da porta de entrada (lesdes, por exemplo)
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para a corrente sanguinea, circulando por todo o corpo, sendo encontradas primeiramente nos
pulmdes, figado e bago™. Leptospiras nio virulentas sio eliminadas de forma rapida por
aglutinagdo, opsonizagdo ou fagocitose em animais ja imunes ou, em animais ndo imunes, podem
se reproduzir e causar danos ao endotélio vascular. Aquelas que sobrevivem crescem

exponencialmente na corrente sanguinea e tecidos.

O namero elevado de leptospiras no sangue e tecidos leva ao surgimento de lesdes. A
primeira lesdo consiste no rompimento da integridade da membrana celular das células endoteliais
e pequenos vasos em todas as partes do corpo, provavelmente devido & deposigdo de
imunocomplexos nas paredes dos vasos e orgdos. Este evento pode resultar em extravasamento
capilar e hemorragia®, originando isquemia local e necrose tubular renal, hepatoesplenomegalia,
meningite, ictericia, episodios hemorragicos. Alguns érgdos como o figado podem se recuperar
dos danos sofridos, porém o coragdo, por exemplo, a depender da gravidade da miocardite, tende a
apresentar seqiielas. A imunidade a uma infecgdo inicial é aparentemente apenas humoral por
tratar-se de um patogeno extra-celular e pode ser transferida de forma passiva através da placenta,

colostro ou soro, embora os mecanismos de imunidade celular nfo estejam elucidados.

Nos animais que ndo morrem por leptospirose aguda, as leptospiras podem persistir em
alguns tecidos, protegidas dos anticorpos da corrente sanguinea, especialmente nos tiibulos renais
proximais, sdo excretadas vivas na urina, encapsuladas por polissacarideo ou proteina com origem
no proprio hospedeiro, isto permite que elas ndo sofram aglutinagdo em contato com anticorpos
aglutinantes. A imunidade adquirida pos-infec¢éio, que resulta da maturagdo e desenvolvimento de
uma resposta imunoldgica mediada por células B, é sorotipo-especifica. Uma reinfecgo com a
mesma sorovar ocorre raramente, mas uma reinfeccdo com diferente sorovar pode ocorrer com
mais facilidade. Ainda ndo se compreende o motivo de apenas, no maximo, 10% dos individuos
infectados, evoluirem para a forma grave da doenca enquanto os demais evoluem assintomaticos
ou com sintomatologia semelhante a de um resfriado comum®. Sabendo-se que as complicagdes
mais graves surgem apos o desenvolvimento de uma resposta adaptativa e que ocorrem as
alteragdes funcionais mesmo diante do pequeno nimero de leptospiras encontradas nos tecidos,

falta entender se as lesdes tém como causa principal reagdes imunologicas como se acredita que
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. 4 .. .
acontece no caso da hemorragia pulmonar®’ ou a toxicidade bacteriana como parece ocorrer no

tecido hepético’.

A leptospirose é comumente definida como uma doenga generalizada associada & diatese
hemorragica de patogenia pouco compreendida que ¢ a uma manifestagdo grave da leptospirose e
manifestada por hemorragia gengival, parpura, equimose, hematdria identificada
macroscopicamente, hematémese e melena, hemoptise, sangramento difuso em diversos 0rgdos,
sufusdo conjuntival especialmente ao redor da cérnea, causada por dilatagéo vascular™' "% A
perda de fungdo do tecido antecede o surgimento de rea¢do inflamatoria, que parece refletir apenas
efeitos toxicos ou alteragdes isquémicas secundérias ao dano vascular™®. O quadro morfolégico
renal ¢ classicamente descrito como lesdo do epitélio tubular associado a nefrite intersticial.
Alteragdes degenerativas, como tumefagio do epitélio tubular e das células endoteliais, sdo
precoces”'*% . A inflamagdo do tecido renal é um achado tardio na evolugdo da doenga. A nefrite
desenvolve-se nos pacientes que sobrevivem o tempo necessario para desenvolvé-la e pode
evoluir para necrose tubular. Este quadro foi comparado ao da nefrite nefrotdxica por diversas
etiologias, admitindo-se a possibilidade de lesdo mediada diretamente pela Leptospira ou seus

3,4,18,21,63
produtos™" """,

A ictericia é um achado tipico nas formas graves de leptospirose, mas ndo esté relacionada
4 necrose hepatocelular. O quadro histolégico predominante é a destrabeculagdo das células
hepaticas com alteragGes citolégicas de aspecto regenerativo como mitoses, binucleagdo e
multinucleagdo. O infiltrado inflamatdrio tende a ser discreto e restrito s areas portais®*'*. Nos
pulmdes, podem ser observadas congestdo, hemorragia focal sub-pleural e intersticial, nos casos
de hemorragia pulmonar grave o extravasamento de sangue pode ocorrer nos bronquiolos e
bronquios. Alteragdes eletrocardiograficas ocorrem freqiientemente contrastando com o achado
incomum de disfun¢do cardiaca clinicamente detectavel, miocardite intersticial com infiltrado
leucocitario focal. A ativagdo leucocitdria e a secregdo de citocinas pro-inflamatorias ocorrem em
respostas a componentes da Leptospira como lipopolissacarideo, extrato de glicolipoproteina e
proteoglicana A trombocitopenia ¢ achado freqiiente da patologia humana. O quadro
flsiopatologico da leptospirose parece estar mais ligado a purpura trombocitopénica trombotica

desencadeada por lesdo endotelial e ativagdo plaquetérialg.
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A mialgia, devido a degeneragdo da musculatura estriada levando a intenso espasmo
muscular, ¢ um sintoma freqiiente da leptospirose aguda. Também o sdo os sintomas de irritagio

meningea, pois um quadro auto-limitado de meningite linfocitica pode ocorrer mesmo em casos

9,21

oligossintomaticos muitas vezes nfio diagnosticados ~'. A hemorragia pulmonar vem sendo

reconhecida como importante fator de progndstico sombrio e causa de dbito’?**

, a forma grave e
hemorragica do acometimento pulmonar pode ocorrer em epidemias ou casos esporadicos,
associada ou ndo a ictericia. O mecanismo de hemorragia na doenga de Weil inclui dilatagdo dos
vasos sanguineos € aumento da permeabilidade capilar causado pela a¢do de toxinas da Leptospira

com extravasamento de hemdaceas dos vasos, podendo ocorrer rutura capilar’®**>°.

2.4 ASPECTOS CLINICOS E LABORATORIAIS

A infeccdo por Leptospira patogénica produz uma diversidade de sinais e sintomas clinicos

que podem variar desde uma infecgdo sub-clinica ou auto-limitada até a apresentagdo classica

denominada doenga de Weil que representa de 5 a 10% do total de casos'””

123, 37, 52

e é potencialmente
fata . A taxa de letalidade varia de 5 a 20%. Nas formas mais graves, que evoluem com
disfungdo de maultiplos drglos e sistemas e sepse, incluindo hemorragia pulmonar, a letalidade

pode chegar a 50924263642,

A gravidade da infec¢do pode estar relacionada a fatores, tais como o sorovar de
Leptospira que o infecta, caracteristicas do hospedeiro como a idade do individuo e seu estado
nutricional. O periodo de incubag¢do ¢ usualmente dez dias, mas pode durar de dois a trinta
dias?'****. Os quadros discretos (forma anictérica) apresentam sinais e sintomas inespecificos
como febre de inicio stbito, cefaléia e mialgias, conjuntivite, anorexia, algia abdominal, nduseas e
vOmitos, hemorragias: subcutdnea (petéquias e purpuras), gengival e palatar, do trato
gastrintestinal, conjuntival, genital, hematuria. Os sinais de infecgdo grave (forma ictérica) podem
incluir ictericia, hepatoesplenomegalia, meningite asséptica, podendo evoluir para a mais grave
forma que € a doenga de Weil com faléncia renal (ap6s lesdo renal tubular e microvascular e
evolucdo para nefrite) e hepatica, miocardite, hemorragia pulmonar maciga e 6bito. Esta forma é

10,15,17,24,37,43,46,50,62

potencialmente letal se o individuo néo for tratado de forma adequada . Entre os
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sinais e sintomas neurologicos, podem ocorrer cefaléia intensa, distirbios da consciéncia, delirios,

. . 14,23,37,43
rigidez de nuca """,

A fase septicémica ou fase de leptospiremia tem duragio provavel de quatro a sete dias,
quando € possivel isolar o agente do sangue ou liquor de individuos infectados pois ha
multiplicagdo do agente na corrente circulatdria e em diversos orgdos, suas caracteristicas sdo
doenga febril aguda (38 a 40°C), cefaléia, calafrios, mialgias, principalmente em panturrilhas,
desconforto gastrointestinal, anorexia, sede intensa. Nesta fase, ¢ constante a presenga de afecgio
renal pela localizagdo do microorganismo neste parénquima, os sinais e sintomas simulam um
processo infeccioso e a ictericia por lesdo hepatica. Em seguida, ocorre remissdo dos sintomas
durante um a trés dias. Apds este periodo, pode ter inicio a fase imune ou fase de leptospiriria
com duragdo de até um més, € nela que ocorre a produgdo de anticorpos aglutinantes IgM que
determinam a formagdo de imunocomplexos circulantes, a diminui¢do da leptospiremia,
localizagdo das leptospiras em locais de dificil acesso para os anticorpos produzidos (elas se
acumulam nos tibulos contornados renais, cdmara anterior do globo ocular, sistema reprodutivo) e
a excregdo das mesmas pela urina. Pode haver evolugdo do quadro com presenga de meningite,
meningoencefalite, pneumonia, fendmenos hemorragicos, ictericia, insuficiéncias renal e hepatica,
hepatoesplenomegalia, hemoptise, hemorragia pulmonar maci¢a, miocardite (com altera¢des no
funcionamento do érgdo e, conseqilentemente no eletrocardiograma), podendo levar o paciente ao
6bito' 1243759 " A ocorréncia de insuficiéncia renal aguda freqiientemente leva a faléncia de
multiplos dérgéos e conseqiiente Obito, sendo também a didtese hemorragica e complicag¢des
neuroldgicas, assim como a insuficiéncia renal aguda, marcadores de progndstico sombrio'”. A
sindrome de hemorragia pulmonar grave ocorrida em surtos como na Nicaragua e no Rio de
Janeiro, ndo associada a ictericia e insuficiéncia renal, representa um novo padrio clinico com
determinantes ainda desconhecidos e elevado niimero de 6bito (até 50%) mesmo com suporte

TS .. 26,4259
ventilatorio intensivo 642, .

A maior parte dos casos de leptospirose ndo ¢ diagnosticada devido a inespecificidade de
sinais e sintomas, isto permite a confusdo com doengas que vao desde um resfriado comum ou
uma gripe a outras mais graves como meningite, hepatites, malaria, dengue, febre amarela, entre

outros. A confirmagdo do diagnéstico toma-se dificil, pois € laborioso isolar o organismo e
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realizar os testes laboratoriais®**°. A histoéria clinica, sintomas e achados no exame fisico, dados
epidemioldgicos como relatos de exposigdes ambientais de risco podem levar a uma suspeita do
diagnostico clinico precoce de leptospirose, porém, € necessaria a confirmagdo laboratorial. Entre
os sinais e sintomas que podem ser relatados e levar a suspeita de leptospirose estdo: doenga febril
aguda, cefaléia, rash de mucosa e tegumento, sufusfio conjuntival, algia muscular especialmente
em panturrilhas. Proteinuria, leucocitose com neutrofilia e alta sedimentagfo eritrocitéria séo
achados laboratoriais que auxiliam no diagnéstico precoce’’. Os individuos geralmente se
recuperam completamente da forma leve. Se ocorre o progresso da leptospirose para sua forma
grave com hemorragia de oOrgdos vitais, faléncias renal e hepatica, tratamento com didlise e
suporte podem elevar as chances de sobrevida, porém complicagdes pulmonares e cardioldgicas

\ 18,42
podem levar a morte ",

A Leptospira pode ser identificada na urina, em fluidos corporais e tecidos através de
observagdo microscopica (diagnostico direto), podendo ser isolada em meios de cultivo e
inoculada em animais de laboratério (hamster, cobaio jovem). A confirmagfo do diagnéstico pode
ser feita através de testes laboratoriais, sendo que a microaglutinagdo (MAT) ¢é considerada o
método de referéncia ou padrio-ouro na confirmagio do diagnéstico de leptospirose®. Ela ¢
realizada a partir de antigenos vivos, além de detectar anticorpos especificos, é usada na
identificagdo e classificagdo dos sorovares isolados. Na MAT, teste bastante laborioso, sdo
utilizados antigenos dos sorovares representativos de todos os sorogrupos ou daqueles mais
representativos em cada contexto®. Os anticorpos aglutinantes comegam a ser produzidos por
volta dos sete dias de infec¢cdo podendo permanecer a niveis detectaveis pelo teste por trés anos ou
mais em alguns individuos®’ou por toda a sua vida. O acréscimo de quatro vezes ou mais no titulo
de anticorpos entre duas amostras pareadas confirma o diagndstico de infec¢do aguda, embora, na
andlise de amostras positivas deva ser considerada a reacdo cruzada de anticorpos pois as reagdes
podem ndo ser especificas para um determinado sorovar’’, as dificuldades inerentes ao teste o
tomam realizdvel em laboratorios de referéncia®’. Um resultado negativo ndo descarta a
possibilidade de infec¢do (inicial) pois o nivel de anticorpos produzidos pode ainda ser

insuficiente para se tomar detectavel ao teste.
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Os anticorpos comegam ser detectados na primeira semana da doenga (trés a dez dias) e
alcangam titulos maximos por volta da terceira e quarta semanas quando comecam a decair
progressivamente por semanas ou meses, podendo persistir por anos®’. Por este motivo, toma-se
dificil afirmar, diante de um resultado positivo (reagente), se a infecgdo esta em atividade ou ja
ocorreu no passado. Uma outra limitagdo do teste, relacionada & detecgdo de casos graves, € a
necessidade de amostras pareadas para confirmagdo de diagnostico. Outro teste utilizado é o
ELISA IgM (imunoenzimdtico) que detecta anticorpos na primeira semana da doenga, pois 0s
anticorpos aglutinantes IgM. Este teste € menos laborioso que a microaglutinagdo e mais facil de
interpretar especialmente quando nfio se possui amostras pareadas. Porém, é aconselhdvel uma
posterior confirmagdo pela MAT pois o resultado do ELISA ¢ considerado preliminar®. Os testes
ELISA IgM e antigenos recombinantes sdio mais sensiveis que a microaglutinagdo porém nio o
suficiente para decidir as avaliagdes e intervengdes clinicas**. Métodos baseados na detecgdo do
DNA da bactéria demonstram positividade na fase inicial da doenga porém sdo utilizados apenas

em nivel laboratorial para pesquisas.

O medicamento de eleigdio para quimioprofilaxia apds exposigdo por curto periodo de
tempo ¢ a doxiciclina. Porém, seu uso continuo como rotina ou prolongado em riscos
ocupacionais ndo ¢é indicado. A antibioticoterapia deve, preferenciakmente, ser implementada o
mais breve possivel, sete a dez dias apds infecgdo e deve ser fornecida imediatamente diante de
suspeita ou diagndstico de leptospirose. A terapéutica com antibidtico parece reduzir o avango dos
sintomas e a ocorréncia de seqiielas, podendo prevenir evolugdo para as manifestagdes mais
graves da doenga, embora ainda seja um assunto controverso®. A antibioticoterapia ¢ util na
remogdo das leptospiras dos tecidos embora néo reverta os danos ja causados. As leptospiras s&o
resistentes ao cloranfenicol, vancomicina, rifampicina. O medicamento de escolha para tratamento
¢ a penicilina G cristalina na dose para adultos de 6 a 12 milhdes de unidades/dia, divididas em 4

doses diarias, durante 7 a 10 dias®'.

Como alternativa podem ser utilizadas a ampicilina (4g/dia para adultos), a tetraciclina
(2g/dia para adultos) ou a doxiciclina (100mg de 12/12horas) por igual periodo. Para os pacientes
com histdria de hipersensibilidade & penicilina, que apresentarem leséo renal e ictericia, sugere-se

o uso de cefotriaxona. A tetraciclina e a doxiciclina sdo contra-indicadas em pacientes com
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insuficiéncia renal aguda ou hepatica, gestantes, criangas menores de nove anos. Porém, o
tratamento atual concentra-se na quimioterapia sintomatica e de suporte, a exemplo de reposigédo
hidroeletrolitica por via endovenosa, assisténcia cardio-respiratoria, hemotransfusdes, nutrigdo
enteral ou parenteral, protegdo gastrica, corregdo do desequilibrio acido-basico se necessario,
avaliagdo de fendmenos hemorragicos para indicar transfusdes, monitoragdo continua dos sinais
vitais, analgésicos para mialgias e cefaléia, antipiréticos para hipertermia, diazepan no caso de
convulsdes. A realizagdo do balango hidrico rigoroso para ingestio e perdas é de extrema
importancia para se indicar a instalagdo de didlise peritoneal precoce aos primeiros sinais de
oligiria, o que reduz o dano renal e as taxas de letalidade da doen¢a®’. E necessario
acompanhamento de hemograma, dosagem sanguinea de uréia, creatinina e eletrélitos, volume
urindrio, balango hidrico, temperatura, tensfio arterial, pulso, nivel de transaminases, tempo de
protombina, realizados eletrocardiograma e raios X de torax, entre outros que se fizerem

necessarios, tudo isto para nortear as intervengdes antes citadas.

2.5 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS
2.5.1 LEPTOSPIROSE NO MUNDO

s

9,61
l,6

A leptospirose € uma antropozoonose de importdncia global™", estando distribuida em

todos o0s cinco continentes, nas regides tropicais, subtropicais e temperadas, dos paises

. . . 2 , e e aa e, . .
considerados desenvolvidos aos em desenvolvimento®>. Porém, sua incidéncia é maior nas regides

9,21,61

tropicais onde encontra condigSes mais favoraveis para transmissio As atividades

ocupacionais e exposi¢des da populagdo em geral durante sua rotina, sobretudo associada a

9,16,43,60,61

pobreza, aos periodos de chuva (sazonalidade) sdo de grande importancia . A leptospirose

foi considerada, primariamente, como uma doenga rural ou ocupacional associada a pessoas que
trabalham em esgotos, em lavouras de arroz, agougueiros, pescadores, veterindrios e
militares”'"*'**57 Nos paises em desenvolvimento, ocorrem muitos casos em ambientes urbanos
como epidemias associadas a estagdes chuvosas e enchentes relacionados as condigdes precarias

6,8,16,17,19,36,38,52,59

de vida e saneamento (bairros pobres; favelas) ou, em paises considerados

desenvolvidos, as atividades recreativas que envolvem imersdio em dagua ou

11,15,19,25 43.44.50,57
enchentes' !»15:19:25.30:43.44.50.57



32

7

A leptospirose € uma antropozoonose de grande importancia social e econémica por
apresentar elevada incidéncia em determinadas areas, alto custo hospitalar, perdas de dias de
trabalho e também por sua letalidade. O impacto socio-econdmico da leptospirose pode ser
avaliado pelos custos diretos e indiretos. Em termos de custos diretos, o impacto da leptospirose
para o setor satde esté relacionado a gravidade da doenga - a conseqiiéncia € um elevado niimero
de hospitaliza¢des o que demanda alto investimento em cuidados de terapia intensiva, ventilagio
mecénica, didlise. A morbi-mortalidade associada as formas clinicas graves sdo os principais
determinantes do impacto em saude puablica causado pelas epidemias emergentes. Vale ressaltar
ainda as implicagdes na produtividade pois a populagdo mais acometida é formada por individuos
do sexo masculino em idade produtiva (20 a 40 anos) levando, portanto, a uma perda na relagdo
produtividade/tempo e faltas no trabalho por ser uma doenga incapacitante. Também ocorrem
perdas na pecudria dos animais que produzem carne, leite, 13 ¢ morte de animais domésticos de
estimagdo. Em termos de custos indiretos, poderiamos citar o investimento na pesquisa,
desenvolvimento.produgéo e avaliagdo de vacinas para animais e¢ seres humanos, controle de
roedores (anti-ratizag@o e desratizagdo), agdes de vigilancia, custos com equipamentos de protegédo

individual, processamento de alimentos.

A ocorréncia da forma grave, denominada doenga de Weil, estd relacionada as precérias
condigdes de infra-estrutura sanitdria e alta infestagio de roedores infectados'®. As inundagdes
propiciam a disseminagéo e a persisténcia do agente causal no ambiente, facilitando a eclosio de
surtos. Fatores como atividade do reservatdrio animal, potencial do ambiente em garantir
sobrevivéncia do organismo. comportamento e habitos ocupacionais podem ser determinantes da
incidéncia e prevaléncia da doenga®. Os dados de incidéncia de leptospirose sdo subestimados
devido a forma sub-clinica da doenga que pode ser confundida com um resfriado comum e tende a
passar desapercebida’**>°, Estudos também associam soroconversdo com histéria de doenca
febril®®. A inexisténcia de um teste diagnostico rapido para leptospirose também colabora para
subestimar o nimero real de casos, sendo o diagndstico precoce o fator mais importante para o

L e 37
prognéstico do individuo que apresenta a forma grave da doenga®* 7,

. T . 37
A leptospirose pode ocorrer em individuos de todas as idades e em ambos os sexos™’,

porém, entre os casos notificados as maiores freqiiéncias tém sido encontradas entre individuos do
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34352 sendo a taxa de mortalidade crescente de

sexo masculino, na faixa etaria de 20 a 40 anos
acordo com a idade®”. As condigBes ambientais afetam intensamente a transmissdo da leptospirose
através da modifica¢do da biologia e comportamento da populagio e da ecologia das espiroquetas
e seus hospedeiros. Ela é considerada uma doenga primariamente de mamiferos domésticos ou
selvagens sendo o homem infectado acidentalmente por contato direto ou indireto com a urina de

9,21,31,43,49,61

animais contaminados . As fontes mais freqiientes de infec¢do sdo agua superficial,

. . . . 4 2
lama e solo contaminados por urina do animal infectado*%*

. A eliminagdo da Leptospira,
através da urina destes animais, ocorre de forma intermitente, podendo durar por toda a sua vida,

segundo a espécie animal e o sorovar envolvido.

2.5.2 LEPTOSPIROSE NO BRASIL

8,61
Estudos®®%%

apontam a leptospirose como um problema de saide publica que esta
emergindo novamente nos centros urbanos. No Brasil, é considerada uma doenga endémica
(figura 9), com a migragdo da zona rural para urbana e o crescimento populacional ocorreu a
formag@o de favelas desprovidas de infra-estrutura sanitaria adequada, aumentando o potencial

. - .2 . . . . . , 1
para a infecgdo por Leptospira ¢ pois um importante fator de risco identificado é algamento™®'*:

21,24,36,59 . . ~ . . .
=577 O numero de casos esta em ascensdo associado ao crescimento da populagdo urbana. No
nosso pais, a leptospirose € a causa de epidemias urbanas com mais de 10.000 casos graves por

ano com surtos relacionados aos periodos de chuvas intensas>®!*>

semelhante ao que se observa
em varias partes do mundo®. Entre os casos notificados, as maiores freqiiéncias tém sido
encontradas entre individuos do sexo masculino, na faixa etéria de 20 a 40 anos, ainda que ndo
seja comprovada uma predisposi¢io de género ou de idade para contrair a infeccdo®®. Em nosso
meio, a maior parte dos casos ocorre entre pessoas que habitam ou trabalham em locais com mas

- s 5
condigdes de saneamento e expostos & urina de roedores*®".

Nas areas urbanas, as populagdes com baixas condi¢bes socio-econdmicas estio mais
vulneréaveis a aquisi¢do da doenga. Elas habitam locais suscetiveis a inundagdes, carentes de infra-
estrutura € saneamento basico, com alta proliferagdo de roedores. Estes fatores diante das fortes

chuvas (sazonalidade) e drenagem ineficiente da agua levam as inundagdes. As medidas
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preventivas utilizadas ndo demonstram efetividade, isto pode ser comprovado pelo alto indice de
morbi-mortalidade da leptospirose, especialmente nos periodos de chuvas torrenciais,
comprovando a necessidade de desenvolver medidas preventivas de forma a otimizar recursos
humanos e materiais, mantendo uma boa relagdo custo-beneficio. As medidas de prevengéo
disponiveis estdo concentradas em intervengdes sobre os elos da cadeia epidemioldgica
objetivando a quebra da mesma: controle de reservatérios, prote¢do aos que trabalham em
atividades consideradas de maior risco, melhoria das condigdes higiénico-sanitarias da populagdo

. . . . 37
e medidas corretivas no meio ambiente” .

No Brasil, ndo esta disponivel a imunizagdo para humanos mas os animais como caes,
bovinos e suinos devem ser vacinados anualmente para ndo adoecerem ou transmitirem a doenga.
Os animais suspeitos de estarem doentes devem ser isolados, diagnosticados e tratados. Quanto ao
controle dos principais reservatdrios, as medidas utilizadas sdo a anti-ratiza¢do, que objetiva
mudar as caracteristicas ambientais que favorecem a penetragdo, a instalago e a livre proliferagio
de roedores, por meio da eliminagdo dos fatores que propiciam o acesso desses animais a
alimento, agua e abrigo e a desratizagdo ou elimina¢fo direta dos roedores através de métodos
mecanicos e quimicos. As intervengdes no cenario urbano se concentram no controle e eliminagéo
do rato doméstico como reservatério (Rattus norvegicus e Rattus ra{tus), porém a alta densidade
de ratos no ambiente urbano torna as medidas de controle quimico e ecoldgico caras para paises
em desenvolvimento. As vacinas contra leptospirose sdo especificas para sorogrupos, a imunidade
¢ de breve duragdo (sdo bacterinas) o que exige reforgos periddicos elevando seu custo e
impossibilitando sua utilizagdo sistematica nos paises em desenvolvimento. Alguns efeitos
adversos que levam desconforto aos individuos como hipertermia também colaboram para limitar
o uso das vacinas sendo que, em paises como Franga e alguns paises europeus, a vacinagio ¢

direcionada a grupos de alto risco para aquisi¢io da doenga®.

Algumas medidas de prevengdo sdo voltadas para cuidados de higiene e saneamento
basico, tais como, cuidados com 4agua e alimentos para evitar contaminagdo, drenagem de agua
pluvial e servida, coleta de lixo, medidas para evitar contato com agua e solo contaminados
(equipamentos de prote¢do individual). Porém, uma medida de prevencdo extremamente

importante € a educagdo em saude que auxilia na conscientizagdo da comunidade a respeito da
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epidemiologia da doenga e formas de prevengdo, é uma estratégia para conscientizar a todos sobre
a responsabilidade de cada um no bem-estar coletivo e continua sendo uma opgdo pouco
explorada pela comunidade e pelo poder publico. O diagndstico a nivel ambulatorial e o inicio da
antibioticoterapia nos primeiros dias de doenga pode impedir a progressdo de infecgdo clinica para
doenga grave®. A forma grave da leptospirose € uma doenga fulminante e mais de 50% dos dbitos
ocorrem nas primeiras 48 horas de hospitalizagdo. Apesar de medidas agressivas de suporte e
terapia com penicilina, a letalidade permanece maior que 10% sendo que a apresentagéo clinica
ampla e ndo especifica da leptospirose inicial dificulta a identificagdo de casos na fase inicial da

243 . . - . , .. . e .
A8 identificagdo de fatores de risco geograficos, sociais, culturais, climaticos,

doenga
ocupacionais, aparentemente deveria tomar mais facil prevenir a leptospirose, porém a dificuldade
em controlar ou modificar estes fatores, a complexidade da interagdo homem e meio ambiente,
fatores desconhecidos ou altamente mutaveis contribuem para a persisténcia da alta prevaléncia da

doenga e das epidemias ciclicas durante o periodo de chuvas fortes. A terapéutica ndo mostra
resultados pois o nimero de casos por ano e a letalidade permanecem elevados, a busca pelo

conhecimento e a preveng@o ainda se mostram como as grandes armas para reduzir o numero de

ca30524’36.

o l?il&lLA

Fonte: IBGE (2004)

Figura 9 Distribui¢do espacial dos casos de leptospirose no Brasil no ano de 2000. Salvador,

Bahia, 2004.
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2.5.3 LEPTOSPIROSE NO ESTADO DA BAHIA E EM SALVADOR

O Ministério da Saude, através do relatério de situagdo 2005 do sistema nacional de
vigilancia em satde, identificou no ano de 2003 103 casos confirmados, com uma incidéncia de
0,8/100 mil habitantes. A letalidade encontrada foi de 19%. Para o ano de 2004, foram notificados
69 casos em nosso Estado. De acordo com a SESAB, foram identificados para os anos de 2004 e
2005, 32 e 78 casos de leptospirose seguidos de Obito, respectivamente. Salvador permanece como
o municipio responsavel por 50 a 69% dos dbitos em 2004 e 77 a 92% em 2005 (tabelas 1, 2, 3,
4). Isto reflete a posi¢do da cidade tanto como o local com maior nimero de casos graves que
evoluem para Obito, como de referéncia aos individuos que procuram tratamento para
leptospirose.

Tabela 1 Namero de 6bitos por leptospirose segundo municipio de ocorréncia no ano de 2004.

Salvador, Bahia, 2004.

M unicipio N°de dbitos
Itabuna 1
Lauro de Freitas 1
Salvador 36
Valencga 1
Total 39

<

Fonte: SESAB (2004).

Tabela 2 Namero de 6bitos por leptospirose segundo municipio de residéncia no anos de 2004.

Salvador, Bahia, 2004.

M unicipio N °®de 0bitos

Alagoinhas 1
Cachoeira 1
Camagari 1

Candeias 1

Governador Lom anto Janior 1
Lauro de Freitas 2
Salvador 30
Valenga 2
Total 39

Fonte: SESAB (2004).
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Tabela 3 Numero de 6bitos por leptospirose segundo municipio de ocorréncia no ano de 2005.

Salvador, Bahia, 2005.

M unicipio N°de 6bitos
Ithéus 1
Itabuna 7
Porto Seguro 1
Salvador 22
Valenga 1
Total 32

Fonte: SESAB (2005).

Tabela 4 Numero de Obitos por leptospirose segundo municipio de residéncia no ano de 2005.

Salvador, Bahia, 2005.

M unicipio N°de 6bitos
Buerarem a 1 ‘
Camagari 2
Candeias 1
Ilhéus 2
Itabuna 2
Ipitanga 1
Jacobina 1

M airi 1

M aragojipe 1
Porto Seguro 1
Salvador 16

Sd0o Sebastido do Passé 1
Ubaitaba 1

M unicipio ignorado 1
Total 32

Fonte: SESAB (2005)

Fonte: SESAB (2005).
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Salvador apresentou a partir de 1970 e 1980 um processo de crescimento sempre dindmico,
continuo e progressivo resultando em uma cidade que se apresenta como "capital" do nordeste
brasileiro e tem a imagem forte do turismo e modernos negécios. Este crescimento fisico ndo
necessariamente foi acompanhado de desenvolvimento. A cidade dos precariamente incluidos, a
cidade dos pobres possui uma extensao e peso consideravel na estrutura urbana de Salvador que se
apresenta com padriio precario de ocupagdo, edificagdes nas encostas, auséncia de saneamento
basico e infra- estrutura de um modo geral®.

Resultados da vigilancia hospitalar para leptospirose demonstraram que, em Salvador, a
leptospirose ocorre em epidemias ciclicas anuais, relacionadas a pobreza, durante o periodo de
chuvas acompanhadas por alagamento de zonas urbanas de baixas condigdes sanitarias'>'%°. Ao
mesmo tempo em que a grande maioria das infec¢Ges resulta em formas auto limitadas, cerca de
15% desenvolvem complicagdes graves’ como ictericia, insuficiéncia renal aguda e hemorragia
pulmonar e os indices de mortalidade variam de 10-15% entre os casos graves identificados
durante surtos relacionados ao desenvolvimento de insuficiéncia renal aguda® e que podem ser
elevados a 50% diante da ocorréncia de hemorragia pulmonar que vem despertando atengdo pelo

. . . 11,42,59
crescente potencial de letalidade no Brasil e no mundo'"**?

. O sorogrupo Icterohaemorrhagiae €
o mais incidente e os sorovares deste grupo sdo mais associados as formas ictéricas da doenga
embora outros sorovares também possam causad-las. As taxas de incidéncia sio subestimadas
devido & falta de registros da doenga, as diversas formas de manifestagdes clinicas que se
confundem com outras patologias, dificultando o diagndstico, e & auséncia de testes diagndsticos

;. . 9,52
rapidos e eficientes™”.
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3 RACIONAL E RELEVANCIA DO TEMA

Na cidade de Salvador, a leptospirose € a causa de epidemias ciclicas associadas a chuvas
torrenciais’®. Isto ocorre anualmente, durante periodo sazonal (meses de margo a agosto) afetando
as populagdes residentes em favelas; foram identificados, por nossa vigildncia no Hospital Couto
Maia, referéncia estadual para doengas infecto-contagiosas, duzentos e cingiienta e oito casos no
ano de 2005 e estas formas graves da leptospirose estavam associadas com alta taxa de
mortalidade (5 a 40% em casos de hemorragia pulmonar grave)*®. Durante um Gnico periodo de
alta precipitagdo entre margo e novembro de 1996, uma vigildncia no hospital estadual de
referéncia para doengas infecto-contagiosas descreveu um surto de 326 casos de leptospirose
grave, 80% eram individuos do sexo masculino, a média de idade foi de 35,9+/- 152. A
incidéncia calculada foi de 12,5 casos por 100.000 individuos, a letalidade foi de 15% (50 casos)
sendo que 50% dos &bitos ocorreram nas primeiras quarenta e oito horas de internagio e a
Leptospira interrogans sorovar copenhageni foi isolada de 87% dos casos, identificando o rato

‘- . ;. . . 36
doméstico como o principal reservatorio para as leptospiras em nossa cidade™.

Investigagdes tipo caso-controle em ambientes rurais e urbanos ressaltam a relevéncia de

- S N . x . 12,5759
exposigdes ambientais na aquisigio de infecgio por Leptospira' ™"

e estudos ecoldgicos
sugerem que regides com esgotos abertos e propensas a inundagdes sdo ambientes que podem
servir como fontes de contaminagio™®. Embora individuos das mesmas comunidades sejam
freqiientemente expostos as fontes de contaminagio, s6 alguns desenvolvem leptospirose clinica;
acreditamos entdo, que a progressdo de infec¢lio para doenga grave pode estar associada a
comportamentos de risco que influenciam a dose do inoéculo durante exposi¢des ambientais de

risco.

Entre 1996 e 2001 nossa equipe de vigildncia hospitalar identificou 1442 casos de
leptospirose grave em Salvador, estes residentes principalmente em favelas,em grande parte
chefes de familia que ganhavam menos de um saldrio minimo ( R$ 260/més, R2=0.29), e alta
propor¢do de domicilios servidos por esgotos a céu aberto (R2=0.25). Padrdes de risco

demograficos e geograficos similares foram observados durante os cinco anos de vigilancia
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citados e permanecem sendo identificados na atualidade, sugerindo que os mesmos riscos de
exposi¢do de ano a ano sdo responsaveis pela natureza ciclica dos surtos de leptospirose grave.
Cada epidemia ocorreu no mesmo periodo sazonal de aumento da precipitagdo pluviométrica
seguida por inundagdes. E importante ressaltar que a doenga em sua forma grave representa uma

fragdo das infecgdes clinicas.

Um estudo tipo caso-controle foi conduzido em Salvador durante a epidemia de 2000
objetivando identificar fatores de risco para aquisicdo de leptospirose. Residéncia nas
proximidades de um esgoto a céu aberto (OR pareado, 5.15; 95% IC, 80-14.74), ver ratos no
peridomicilio (4.49; 1.57-12.83), ver grupos de cinco ou mais ratos (3.90; 1.35-11.27) foram
fatores de risco independentes para leptospirose. Residéncia nas proximidades (a menos de cinco
metros) de um esgoto aberto foi o fator de risco independente mais forte. Ver cinco ou mais ratos

foi um preditor independente para leptospirose. > (Tabela 5).

Tabela 5 Fatores de risco para aquisi¢do de leptospirose em um estudo caso-controle, Salvador,

Bahia, 2001.

Fator de risco Casos N'(%)  Controles N°(%) OR (95% CI)* OR ajustada (95% CI)*
Esgoto a céu aberto proximo a residéncia 42 (64) 48 (38) 5.08(2.04-.12.64) 5.15(1.80-14.74)
Ver ratos no peridomicilio 46 (70) 58 (46) 340(1.74-11.78) 4.49(1.57-11.27)
Ver grupos com cinco ou mais ratos 27 (41) 22 (18) 5.00(2.22-21.25) 390(1.35-11.27)
Exposi¢do ocupacional a contaminagdo 35(53) 31(25) 327(1.48-7.22) 371 (135-10.17)

* Mantel-Haentzel odds ratio e intervalos de confianga comparando casos e controles pareados por idade, sexo e

local de residéncia.

Durante o surto de 2001, foi realizado um estudo domiciliar de infecgdio prévia por
Leptospira Concluiu-se que, contactantes dos casos-indice tinham 5.3 vezes (95% CI, 2.3-12.0)
maior risco de ter uma infecgdo prévia do que contactantes dos controles-indice. Foram associados
ao risco de adquirir infecg¢@o a presenga de esgoto peridomiciliar a céu aberto OR=2.66 (1.5-4.9),
alagamento da rua OR=2.29 (1.3-4.0); contato com lama, dgua de esgoto e ver mais que cinco
ratos proximos ao domicilio. Este estudo demonstrou que exposi¢des peridomiciliares foram

associadas a aquisi¢do da infec¢do por Leptospira durante as epidemias urbanas.
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Diante do exposto acima, ainda existem duas questdes criticas para responder ao problema:
a primeira é que carga da doenga ¢ desconhecida, as formas graves provavelmente representam
pequena fragdo das infec¢Ges. Sabemos por estudos realizados em nossa cidade, porém ndo
publicados, que 8% dos pacientes que procuram as emergéncias em Salvador com doenga febril
aguda tém confirmagdo para leptospirose (Barbosa, 1999) e que 12% da populagdo de Salvador
tem evidéncia de infecgdo prévia (Dias, 2005). Porém, ndo ha informag¢des sobre a razdo doenga
grave:infecgdo na literatura isto porque existem poucos estudos longitudinais realizados e, desta
forma, ndo temos dados prospectivos para taxa de infec¢do. Outra questdo relevante é que as
medidas atuais de intervengfo, especialmente focalizadas no controle do reservatério animal, ndo
sdo efetivas e isto pode ser evidenciado pelo alto nimero anual de casos graves a cada ano. As
medidas preventivas tém focalizado o controle quimico de reservatdrios que ¢ altamente
custoso/paliativo e o saneamento bésico que em comunidades carentes ¢ negligenciado. As
informagdes a respeito dos fatores de risco para infec¢do podem nortear o desenvolvimento de
medidas de saude publica que sejam mais efetivas. Mas sd possuimos informagdes retrospectivas
do ja citado estudo caso-controle pareado realizado em 2000 por nossa equipe”. Porém, este
estudo esteve sujeito a vieses, especialmente de memoria e sdo necessarios , portanto, dados

prospectivos para confirmar estes achados.

4 HIPOTESES

4.1 O nimero de infec¢des na populagdo estudada estd subestimado considerando-se a

dificuldade de identificar formas assintomaticas e sub-clinicas;

4.2 Fatores ambientais (exposi¢des) de risco estdo relacionados as infec¢des

assintomaticas/subclinicas, como ocorre com as formas graves da doenga.
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S OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL
Caracterizar prospectivamente a histdria natural da leptospirose em uma coorte de individuos

residentes em comunidade carente na cidade de Salvador.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Determinar a taxa de infec¢do por Leptospira nessa coorte de individuos;
- Calcular a razdo entre doenga grave e infecg¢Ges por Leptospira,

- Identificar fatores de risco para aquisigdo de infecg@o por Leptospira.

6 MATERIAIS E METODOS

6.1 EQUIPE

A equipe do estudo era multidisciplinar e consistiu em doze profissionais distribuidos entre
graduados, técnicos secundaristas na area de salide e estudantes universitarios. Deste total, sete
individuos residiam na comunidade de Pau da Lima - Sd0 Marcos. Todos os membros do grupo
receberam treinamento para as atividades de campo e eram periodicamente avaliados no

desempenho de suas fungdes.

6.2 CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo foi aprovado pelos comités de ética em pesquisa do CPqGM — Fiocruz/Bahia e
pelo Hospital Presbiteriano de Nova lorque, Colégio de Medicina de Weil na Universidade de

Cornell nos Estados Unidos da América. Um censo entre os residentes de Pau da Lima foi
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realizado no ano de 2003 para identificar idade e sexo. A equipe do estudo visitou todos os
domicilios dos individuos informando os moradores a respeito dos riscos, beneficios do estudo,
procedimentos a serem realizados no campo e aqueles para assegurar confidencialidade dos dados
obtidos, enfim, os convidando a participarem sabendo seus direitos. Os individuos que aceitaram

participar do estudo (9.862) assinaram formalmente um consentimento livre e esclarecido.

O acompanhamento anual sé foi realizado mediante o consentimento oral do individuo
para reafirmar o consentimento escrito ja assinado na sua inclusfio no estudo. A quantidade
maxima de sangue coletado foi de dez mililitros o que ndo comprometeu o estado clinico do
individuo (protocolo anexo). As amostras de sangue coletadas foram transportadas para o Centro
de Pesquisas Gongalo Moniz, em automével oflcial, para o Laboratério de Patologia e Biologia
Molecular (LPBM) onde foram efetuadas as aliquotas e posteriores analises soroldgicas. Os
resultados dos testes sorologicos foram entregues aos participantes de forma confidencial e com os
esclarecimentos necessarios & sua compreensio. Criangas menores de cinco anos de idade foram
excluidas pois ndo apresentam risco significativo de desenvolver leptospirose grave. Estudos
comprovam a benignidade da leptospirose na infincia, mostrando a forma oligossintomatica, e

forma influenza-simile que ocorre nesta faixa etaria®®

. Estes grupos etarios de criangas e
adolescentes foram incluidos devido a seu elevado risco de desenvolver leptospirose grave assim
como infecgo por Leptospira, uma vez que os riscos aumentam significativamente com a idade

(comegando com o grupo em idade escolar primaria).

Os riscos para os individuos foram minimos e incluiram dor, desconforto, e equimose
associados a coleta das amostras de sangue e possivel desconforto nas respostas a questdes sobre
atividades diarias durante a execuc¢fio dos questionarios. O estudo realizado foi observacional.
Uma equipe treinada e reavaliada mensalmente realizou as entrevistas e coletou amostras de
sangue para minimizar os riscos potenciais. Todos os dados dos questiondrios foram codificados
numericamente, impossibilitando a identificagdo dos participantes do estudo. Toda a informagio
contida nos questionarios foi arquivada em armadrios trancados e digitada nos bancos de dados em
computadores com senha e ligados a um unico servidor. Apenas o investigador principal tinha
acesso ao dicionario de dados. Antes de serem analisados, todos os dados foram validados.

Semanalmente era realizado backup dos bancos de dados objetivando prevenir a perda das



informagdes digitadas. Este estudo teve como um dos seus objetivos identificar intervengdes
preventivas para leptospirose epidémica, para a qual os individuos do estudo s@o considerados em
alto risco. A partir desta identificagdo poderemos implementar intervengdes de satide publica no
local de onde provém os individuos do estudo e outras regides similares em Salvador
(comunidades carentes). Portanto, acreditamos que os beneficios potenciais se sobrepdem aos

citados riscos.

6.3 DESENHO E LOCAL DO ESTUDO

A histéria natural da leptospirose s6 pode ser estudada prospectivamente, ja que avaliagdes
sorologicas longitudinais sdo necessdrias para identificagdo de infecgdes assintomaticas e sub-
clinicas. Com base nesta questdo, o desenho do estudo foi uma coorte prospectiva realizada em
uma comunidade de alto risco em Salvador (figura 10). A area do estudo foi constituida por parte
dos bairros de Pau da Lima e Sdo Marcos incluindo os vales principais (Figura 12). A Zona de
Informagdo Pau da Lima foi escolhida pois era responsavel, junto com o suburbio ferroviario, pelo
maior nimero de casos de leptospirose grave em Salvador. No contexto da cidade do Salvador, ela
esta localizada em regido geograficamente central porém de dificil acesso, mas do ponto de vista

de assisténcia a satde e de distribuigdo de renda, ela é uma comunidade periférica.

Figura 10 Area de Estudo Hist6ria Natural da Leptospirose Urbana- localizada no contexto Brasil-

Bahia- Cidade do Salvador. Salvador, Bahia, 2006.
Fonte: Digitalizagdo a partir da base cartografica SICAR/Regido Metropolitana de Salvador.
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Salvador, Bahia, 2006.

A figura 11 mostra uma parte da area do estudo que representa o padrdo do local:
habitagdes precarias em encostas e vales, sujeitas a desmoronamentos e inundagdes, auséncia de
saneamento basico adequado. Os esgotos a céu aberto transbordam durante os periodos de maior
indice pluviométrico, ha também intensa populagdo de ratos observada pela equipe de campo e
relatada pelos moradores do local.

Critério de selegdo da area do estudo:

Realizamos a distribui¢do espacial na Zona de Informagdo Pau da Lima dos casos graves
identificados por nossa equipe através de vigilancia hospitalar no Hospital Couto Maia de 1996 a
2003. A area selecionada para o estudo foi a que possuia maior concentragdo de casos graves,

perfazendo um total de 36 casos (Figura 12).
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Figura 12 Area de Estudo Historia Natural da Leptospirose Urbana: fronteiras de alto risco
delimitadas pela distribuicdo de casos de leptospirose grave entre 1996-2003 na Zona de
Informagdo Pau da Lima. Salvador, Bahia, 2006.

6.4 POPULACAO E AMOSTRA

Realizamos um censo nesta comunidade, a coorte foi estabeleci‘da em 2003 e identificamos
5.110 domicilios habitados por 14.869 individuos (figura 13), destes, 12.648 (85%) tinham cinco
ou mais anos de idade. Deste total de domicilios, selecionamos randomicamente 684, ou seja, 13%
(figura 14), com 2.613 residentes, dos quais, 2.419 (93%) preenchiam os critérios para inclusdo no
estudo sendo, portanto, a populagio elegivel.
Critérios de inclusdo
- individuos residindo (dormindo, pelo menos, duas noites por semana) nos domicilios
selecionados;
- idade igual ou superior a cinco anos;
- consentirem oralmente a participagdo no seguimento, pois ja havia consentimento escrito e

aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio Oswaldo Cruz- Bahia.
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Deste individuos elegiveis, 2003 (83%) consentiram a participacdo durante o recrutamento
da coorte e 288 (12%) das perdas foram por mudanga de domicilio (figura 13).

Dom. Habitados 5.110
Pop. no local 14.869
Dom.Selecion.

684 (13%)
Pop. 2.613 (18%)

N.Selecionados
4.426 (87%)
Pop. 12.256 (82%

Pop. N. Elegivel
194 (7%)
Recusaram N. Encontrados Mudaram Faleceu M.L
56 (2%) 67 (3%) 288 (12%) 1(0%) 4 (0,2%)

Nota: M.I. = Mentalmente Incapaz
Figura 13 Fluxograma dos individuos desde o censo até o final do recrutamento da coorte.
Salvador, Bahia, 2006.

Pop. Elegivel
2.419 (93%)

onsentiram
)03 (83%)

Figura 14 Area de Estudo Historia Natural da Leptospirose Urbana em Salvador: distribui¢io
espacial dos 684 domicilios selecionados. Salvador, Bahia, 2006.
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6.5 PERIODO DO ESTUDO:
Vinte de outubro de 2003 a dezesseis de janeiro de 2005. O primeiro inquérito foi

realizado durante o recrutamento da coorte de 20/02/2003 a 26/05/2004 e o segundo inquérito
realizado no seguimento da coorte 04/10/2004 a 16/01/2005 (um ano depois).

6.6 COLETA DE DADOS EPIDEMIOLOGICOS E SOROLOGICOS

Para o objetivo 1: Calculo das Taxas de infec¢do

As taxas de infec¢do foram mensuradas no periodo entre dois inquéritos soroldgicos. O
primeiro inquérito realizado durante o recrutamento da coorte de 20/02/2003 a 26/05/2004 e o

segundo inquérito realizado no seguimento da coorte 04/10/2004 a 16/01/2005 (um ano depois).

Para o objetivo 2: Calculo da Razdo Doenca Grave:Infeccio

Os casos graves de leptospirose foram identificados através de vigilancia hospitalar para
leptospirose grave no Hospital Couto Maia que € a instituicdo de referéncia para doenga infecto-
contagiosas no Estado da Bahia. Estes casos eram identificados por critérios clinicos e o

diagnostico confirmado por microaglutinagdo e ELISA (vide defini¢des).
Apds identificarmos os casos, realizavamos visitas domiciliares para confirmar se os
individuos eram membros da coorte, residentes na area do estudo ou na Zona de Infor magio Pau

da Lima.

Para o objetivo 3: Identificagio dos Fatores de Risco para Infeccdo

Entrevistas individuais foram realizadas no recrutamento e no seguimento da coorte. As
informagdes que foram obtidas no primeiro inquérito (recrutamento da coorte), através de

entrevista com questiondrio padronizado, foram: caracteristicas demograficas (idade, sexo,
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escolaridade, raga, renda familiar), historia de doenga prévia (hipertemia, leptospirose, dengue),
informagdes ocupacionais (trabalho formal ou ndo, atividade profissional desempenhada
especialmente relacionada as ocupagdes ja identificadas como sendo de maior risco para aquisi¢do
de infec¢do por leptospiras, local de trabalho), fontes ambientais de contaminag¢do individual
(contato com lama, lixo, 4gua de alagamento, dgua de esgoto no peridomicilio, na rua ou no local
de trabalho; alagamento da rua, alagamento do domicilio, desentupir esgoto da rua, presenca de
esgoto a céu aberto), reservatorios (criar cachorro, gato, galinha; ver ratos no peridomicilio ou no
local de trabalho, niimero de ratos vistos de uma sé vez e em que turno para entender se estamos
tratando de infestagdo dos roedores). Muitas dessas questdes tratam de exposig¢Oes identificadas
como fatores de risco importantes nas investigagdes de caso-controle e provavelmente nfo variam

significativamente com o tempo.

O ambiente peridomiciliar foi inspecionado para determinar a presenca e a proximidade de
esgotos abertos, area de alagamento, evidéncia de infestagdo de ratos e condigdes ambientais que
servem de habitat para os roedores. Até o momento, ndo existem métodos disponiveis para
deteccdo ambiental de Leptospira patogénica que possam avaliar diretamente exposigdes
dependentes do tamanho do indculo. Contudo, nossas investigagdes de caso-controle identificaram
fatores de risco significativos que sfo substituigdes para associagdes dependentes do tamanho do
inéculo, indicando que tais exposi¢des podem ser medidas acuradamente. No estudo longitudinal,
as medidas substitutas que foram utilizadas incluiram esgotos abertos através da identificagdo de
distancia do domicilio, largura, comprimento e profundidade; exposigBes associadas com
inundagdes e chuvas fortes: freqiiéncia de inundagdes documentadas no ambiente peridomiciliar,
profundidade da inundagio e proximidade da residéncia, freqiiéncia de exposi¢do a dgua de esgoto
e de alagamento relatados pelos sujeitos e outras fontes de contamina¢do ambiental — 4rea e
distAncia dessas fontes em relagdo ao domicilio. As questdes a respeito de ratos e outros
reservatérios potenciais basearam-se no niimero de ratos identificados, durante as sessdes de
observagdo; namero de ratos vistos pelos individuos durante o dia e 4 noite; nimero de tocas de
ratos e distincia das tocas para os domicilios; tamanho do lixo acumulado, terrenos baldios,
vegetacdo e distdncia dessas condigdes ambientais das residéncias. No segundo inquérito em 2004
foram confirmados dados sécio-demograficos tais como idade, escolaridade, renda, também

aqueles relacionados a historia de doenga prévia, ja mencionados.
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Uma amostra de, no maximo, dez mililitros de sangue foi coletada em tubo vacutainer
etiquetado com o namero do estudo e o do individuo no estudo e guardada em caixa térmica
(temperatura ambiente) propria para armazenamento de material bioldgico. Este material era
transportado, juntamente com uma pasta contendo os questiondrios epidemioldgicos, para o
CPqGM - FIOCRUZ em carro oficial deste Centro. Chegando a este destino, os questiondrios
eram levados ao NEB (Nicleo de Epidemiologia e Bioestatistica) onde foram duplamente
digitados, em banco criado no Epi Info Windows contendo check, por membros da equipe
treinados para este fim. Posteriormente estes documentos eram arquivados em armarios trancados,
ficando as chaves acessiveis apenas a gerente ¢ ao coordenador do projeto. Os dados de inspegdo
eram inseridos em um banco de dados através de sistema de informagdo geografica (SIG ou GIS)
criado em ArcView 3.2. As amostras de sangue coletadas em campo eram transportadas para o
LPBM (Laboratério de Patologia e Biologia Molecular) e recebidos pelo biomédico responsavel
por conferir os nimeros das amostras e os da lista de coleta. Em seguida, o mesmo individuo
elaborava as aliquotas (vide protocolo) e estocava as mesmas em freezer a -20 C para posteriores
avaliagdes sorologicas (vide protocolo de microaglutinagfo). Qualquer intercorréncia no
seguimento das etapas citadas era imediatamente comunicada a gerente do projeto para resolugéo
dos problemas e continuidade do processo. Foi determinada a prevaléncia basal de infec¢do prévia
para esta populagdo estudada em uma comunidade de alto risco. No segundo inquérito, novamente
os dados soroldgicos foram obtidos dos mesmos individuos, exceto as perdas. A equipe de campo
localizou ativamente os sujeitos que mudaram de residéncia, mas permaneceram na 4rea do
estudo. Os que ndo foram encontrados na 4rea do estudo foram considerados perdas de

seguimento, da mesma forma que o foram as recusas, ndo encontrados ¢ falecimentos.

6.7 TESTE LABORATORIAL UTILIZADO PARA DIAGNOSTICO

Os desfechos avaliados foram: Infec¢do (composta por nova infec¢do por Leptospira e
reinfecgdo por Leptospira) e doenga grave (vide defini¢des). A técnica de microaglutinagio
(MAT) foi o teste sorologico realizado por ser considerado o método padrio para avaliagio de
infecgdo prévia por Leprospira®. A microscopia de campo escuro foi utilizada para avaliar a soro-

. - . A+ 58 .. ;. .
aglutinagéio de seis cepas de referéncia™ e dois isolados clinicos representando cinco sorogrupos

de Leptospira.



51

Os sorovares utilizados na bateria foram: copenhageni, canicola, seramanga,
icterohaemorrhagiae, automnalis, ballum, grippotyphosa pertencentes aos respectivos sorogrupos:
Icterohaemorrhagiae, Canicola, Patoc (empiricamente, sabe-se que aglutina com soro de
individuos que foram infectados com diversos sorovares), Icterohaemorrhagiae, Automnalis,
Ballum, Grippotyphosa. O uso dessa bateria reduzida obteve 100% de concorddncia com a bateria
de dezoito sorogrupos recomendada pelo WHO em nosso estudo preliminar. Dilui¢des de soro de
1:25, 1:50, 1:100, 1:200 foram triadas para evitar falsos resultados por causa do efeito prozona.
Sendo observada aglutinagdo em um titulo de 1:50, o soro foi titulado para determinar o maior
titulo. Para a prevaléncia basal, a evidéncia de infecgdio prévia por Leptospira foi definida de
acordo com critério ja aceito, um titulo na MAT igual ou superior a cinqiienta. O provavel
sorogrupo infectante foi definido como o sorogrupo de sorovar contra o qual o maior titulo da

MAT foi direcionado.

6.8 DEFINICOES

Infec¢do: pode ser sintomdtica ou assintomatica. Dentro da infec¢do sintomatica podemos ter as
infec¢des sub-clinicas ou clinicas. As infecg¢des clinicas podem ser discretas (sinais e/ou sintomas
inespecificos: febre de inicio stbito, mialgias, cefaléia, mal estar e/ou prostragdo) ou graves
(exacerbag¢do dos sinais e sintomas clinicos inespecificos, ictericia, insuficiéncia renal aguda,
manifestagdes hemorragicas). As ultimas manifestagdes exigem hospitalizagdo, geralmente com
cuidados de terapia intensiva. Avaliamos neste estudo infec¢Oes: assintomadtica, sintomdtica (sub-

clinica ou clinica) e grave.

Infecg¢do assintomatica (titulo positivo):

- ndo adquiriu leptospirose grave nem apresentou sintomatologia leve (ndo relatou durante o
aompanhamento) durante o periodo no qual desenvolveu evidéncia sorolégica para infecgio;

- soroconversdo entre amostras pareadas obtidas a partir de duas avaliagdes anuais seqiienciais ou

teve um aumento de quatro vezes o titulo inicial (no titulo aglutinante)..
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Infecgdio sub-clinica de leptospirose (oligossintomatica):
- presenga de sintomatologia leve (vide discreta acima);
- soroconversdo entre amostras pareadas obtidas a partir de duas avaliagdes anuais seqiienciais ou

teve um aumento de quatro vezes o titulo inicial (no titulo aglutinante)..

Nova infec¢do: satisfazer a ambos os critérios abaixo:

- ndio existir evidéncia de reacdo de aglutinagdo das leptospiras a nenhum dos sorovares testados
na avaliagdo da primeira amostra de soro (recrutamento da coorte);

- evidéncia de soroconversdo entre a primeira (recrutamento da coorte) e a segunda amostra
(seguimento da coorte) a, pelo menos, um ou mais sorovares. Sendo soroconversdo definida
como:

Soroconversdo.: Auséncia da reagfio de aglutinagdio na primeira amostra e presenca de aglutinagédo
com um titulo igual ou superior a 1:50 no mesmo sorovar na segunda amostra de soro (seguimento

da coorte).

Reinfec¢do: satisfazer a ambos os critérios abaixo:

- evidéncia de uma primeira infecg@o por Leptospira indicada por reagdo de aglutinagdo com titulo
igual ou superior a 1:25 para, pelo menos, um sorovar na primeira amostra de soro;

- um acréscimo de quatro vezes o titulo inicial no mesmo sorovar ou outro sorovar entre a

primeira e a segunda amostra.

Reinfecgdo pelo mesmo sorogrnpo: satisfazer a ambos os critérios abaixo:

- evidéncia para reinfec¢do, como definida acima;

- entre as reagdes de aglutinagdo, demonstrativas de soroconversdo ou aumento de quatro vezes o
titulo inicial, o maior titulo de aglutinagdo na segunda amostra ¢ devido ao mesmo sorogrupo da
infecgdo prévia. Para a infec¢do prévia, o sorogrupo que presume-se ser o responsavel pela
infecg¢do ¢ definido como o sorogrupo do(s) sorovar(es) a que o maior titulo de aglutinagio foi

atribuido na primeira amostra.

Reinfecg¢do por um sorogrupo diferente: satisfazer a ambos os critérios abaixo:

- evidéncia para reinfec¢do como foi anteriormente definida;
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- entre as reagdes de aglutinacdo, demonstrativas de soroconversdo ou aumento de quatro vezes o
titulo inicial, o maior titulo de aglutinagdo na segunda amostra é devido a um sorogrupo diferente

daquele ao qual presume-se ser atribuida a infecgdo prévia.

Caso de leptospirose grave neste estudo:

- individuo admitido no Hospital Couto Maia (hospital estadual de referéncia para doengas
infecto-contagiosas), preenchendo os seguintes critérios: sinais e sintomas clinicos compativeis,
ictericia, insuficiéncia renal aguda (oliglria, creatinina maior ou igual a 1.5 mg/dl, uréia com
valores acima de 75mg/dl), manifestagdes hemorragicas, febre aguda;

- evidéncia soroldgica de infec¢do caracterizada por teste ELISA-IgM reagente, um aumento de
quatro vezes na titulagdo da MAT ou um titulo de 1.600 ou mais em uma amostra;

- Isolamento da Leptospira patogénica (em sangue, liquor, urina ou tecidos) e/ou detecgdo de

DNA de Leptospira patogénica por PCR.

6.9 ANALISES DOS DADOS OBTIDOS

As informagdes contidas nos questiondrios e andlises sorologicas foram duplamente
digitadas em bancos de dados elaborados com Epi Info Windows, sendo posteriormente realizada
a validagdo dos mesmos. Em seguida, os questionarios foram arquivados em armarios que
permanecem trancados no Nucleo de Epidemiologia e Bioestatistica (NEB) do mesmo Centro de
Pesquisas, os soros foram armazenados em uma soroteca conforme procedimentos para
congelamento ja citados anteriormente. As analises dos dados foram realizadas em Epi Info
Windows com plataforma Microsoft Access, Pacote estatistico R com as bibliotecas MASS
(modelos logisticos) e nlme (modelos logisticos efeitos aleatdrios) para as analises de regressdo de
Cox com efeitos aleatdrios no domicilio, ArcView 3.2 para andlises espaciais e confec¢do de
mapas, Epi Info 6.0, Microsoft Excel para confecgio de tabelas e graficos. Os individuos da coorte
foram estratificados de acordo com os critérios da microaglutinagdo para infec¢do prévia por
Leptospira (definigdes). A distribuigdo da prevaléncia e incidéncia de anticorpos anti- Leptospira

foi determinada de acordo com idade e sexo.
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Andlises descritivas foram efetuadas, a fim de explorar varidveis soécio-
demograficas, comparar os grupos de individuos elegiveis e participantes em relagdo a fatores
demograficos através do calculo das medidas de tendéncia central (média e mediana de idade,
renda) e distribui¢do com histograma, plot, céalculo do coeficiente de normalidade desta
distribuig¢do, quartis; o mesmo foi feito para as demais varidveis continuas (numero de individuos
por domicilio e de ratos vistos pelos moradores) com o objetivo de estratificar o mais
eqiiitativamente possivel estas varidveis, para as varidveis categéricas a exemplo de raga,
escolaridade, sexo foram realizadas freqtiéncias para confirmar codifica¢do correta das mesmas;
foram elaboradas freqiiéncias qui-quadrado para tendéncia (faixa etaria, sexo) ou exato de Fisher,
para amostras menores, tentando identificar a existéncia de viés de selegdo. As mesmas analises

foram realizadas para comparar participantes e perdas de seguimento.

Para o objetivo 1: Célculo das Taxas de Infecgéo (infecgdo, nova infecgdo e reinfecgio)

As taxas foram calculadas dividindo o nimero de individuos infectados por mil pessoas-
anos de acompanhamento da populagdo estudada. A duragdo do acompanhamento de cada
individuo da coorte foi determinada a partir da data da primeira entrevista até a data da dltima. As
taxas de infeccdo foram calculadas com base em densidade de incidéncia e nfio incidéncia
cumulativa, pois a primeira se aplica melhor ao nosso estudo por conter diferentes periodos de

acompanhamento para cada individuo da coorte.
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1- Infecgao:

N° de infectados x 1.000
populagao X anos de seguimento

2- Nova Infecgao:

N° de novos infectados x 1.000
populacdo sem exp. prévia X anos de seguimento

3- Reinfecgao:

N° de reinfectados x 1.000
populacdo com exp. prévia X anos de seguimento

Os ajustes por idade e sexo foram realizados da seguinte maneira: primeiro foram
calculadas as taxas de infecgfo para cada sexo e faixa etaria (total de sete faixas) da amostra; em
seguida foi calculada a percentagem de cada sexo e faixa etdria na populagdo (12.468 individuos)
e, por ultimo, cada taxa de infecgfio calculada para a amostra foi multiplicada pela percentagem de
composi¢do da populagdo (fator de ponderagéo - tabela 12) levando as taxas de infecgfio ajustadas

por idade e sexo.

Para o objetivo 2: Célculo da Razdo Doenga Grave:Infecgio

Para o célculo da razdo doencga grave:infec¢éo, primeiro tragamos medianas: uma das datas
de coleta dos dados basais, outra das datas de coleta dos dados no primeiro ano de
acompanhamento, no periodo entre estas medianas identificamos o niimero de casos graves na
coorte, na drea do estudo e na ZI Pau da Lima. A partir destes nimeros calculamos a incidéncia de
casos graves por 100.000 pessoas para cada grupo sob risco citado anteriormente. A taxa de
infeccdo foi calculada para a coorte e generalizada para a coorte ¢ ZI Pau da Lima. Para
calcularmos a razdo, dividimos a incidéncia de casos graves (100.000 pop) pela taxa de infec¢do X

1.000 convertida para 100.000 pessoas-anos de seguimento.



56

Para o objetivo 3: Identifica¢io dos Fatores de Risco para Infec¢io

Nas analises univariadas, a varidvel dependente foi o desfecho laboratorial infec¢do (nova
infeccdio e reinfecgdo) e as varidveis independentes investigadas estdo listadas a seguir: 1-
sociodemograficas: idade, sexo, raga, tempo de moradia no local, nimero de individuos residentes
em cada domicilio, escolaridade, renda familiar; 2- histéria de doenca prévia: presenca de
hipertermia no altimo ano, historia individual de leptospirose ou de alguém no domicilio, episodio
de dengue; 3- ocupagdo: se trabalha, trabalho formal ou ndo, qual a atividade que realiza(op¢des
de atividades j4a identificadas como de risco para aquisi¢do de leptospirose: pedreiro ou ajudante,
manejo de esgoto, vendedor ambulante, gari, mecénico, outra profissdo), trabalho em Pau da
Lima; 4- exposi¢des ambientais de risco potencial: contato peridomiciliar, na rua ou no local de
trabalho com: lama, lixo, dgua de alagamento ou de esgoto; alagamento da rua ou do domicilio,
desentupir o esgoto da rua; 5- reservatorios: criar gato, cachorro ou galinha, ver ratos no
peridomicilio, rua ou local de trabalho, nimero de ratos vistos de uma sé vez (estratificado em

menos de cinco e de cinco ratos acima), turno em que os ratos foram vistos.

Foi calculado o RR (razdo de densidade de incidéncia, ou seja, nimero de individuos
infectados por pessoas-anos de seguimento da coorte para os infectados e 0 mesmo para os ndo
infectados). Além disto, foram realizadas analises com IC 95% para dados de incidéncia obtidos
nas avaliagdes, considerando-se um valor de p menor que 0,05 para significancia estatistica. Além
disto, realizamos uma estimag¢io nfo paramétrica da freqiiéncia de sobrevida. denominada Kaplan-
Meier que utiliza conceitos de independéncia de eventos de probabilidade condicional para
desdobrar a condigéo sobreviver (que em nosso estudo entendemos por auséncia de infeccdo) até o
tempo t em uma seqiiéncia de elementos independentes que caracterizam a sobrevivéncia em cada
intervalo de tempo anterior a t e cuja probabilidade € condicional aos que estdo em risco em cada
periodo. A probabilidade de sobrevida até a data especificada é estimada considerando-se que a
sobrevivéncia até cada tempo ¢ independente da sobrevivéncia até outros tempos e,
conseqiientemente, a probabilidade de se chegar até o tempo t é o produto da probabilidade de se
chegar até cada um dos tempos anteriores. O método Kaplan-Meier gera uma fungdo escada que
salta em cada tempo onde ocorreu um evento, o n° de eventos observados neste tempo e 0 nimero

de observagdes censuradas (perdas de seguimento: recusas, ndo encontrados, mudangas,
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falecimentos, mentalmente incapazes) ocorridas antes dela, determinam o tamanho do salto. A
fungdo é uma escada porque o risco se mantém constante até a ocorréncia do préximo evento. A
estratégia que este método utiliza para comparar curvas de sobrevivéncia de diferentes grupos € a

estratificagdo. A curva de sobrevivéncia € estimada separadamente para cada estrato.

Para comparar as curvas de sobrevida utilizamos o teste logrank que compara os valores
observados e esperados de cada estrato sob a hipdtese de que o risco é o mesmo em todos os
estratos. Testar se as curvas sdo iguais equivale a testar se a incidéncia de eventos € semelhante
em cada estrato. Teste de logrank € um teste de hipotese que compara a distribui¢do de ocorréncia
de eventos observados em cada estrato com a distribui¢do que seria esperada se a incidéncia fosse
igual em todos os estratos. Quando as distribui¢des ndo sfo equivalentes diz-se que a covariavel
tem efeito na sobrevida. Quando apenas dois estratos estdo sendo comparados, a estatistica log-
rank ¢ calculada utilizando-se apenas um dos estratos. A estimac¢do Kaplan-Meier é uma forma
simples de gerar uma curva de sobrevida levando em considera¢do o tempo de participagdo dos
individuos no estudo. Ela computa o nimero de individuos que sairam (foram perdidos) em
determinado ponto, dividido pelo nimero de individuos que permaneceram no estudo. Estas
probabilidades sdo multiplicadas pelas probabilidades anteriores, por isto também é denominado

estimagdo produto-limite.

As probabiliades para sobreviver envolvem a estimagdo do tempo para ocorrer o evento.
Para as perdas de seguimento temos informagdes parciais, mas ndo devemos ignora-las pois elas
fornecem informagdes sobre sobrevivéncia, devem apenas receber tratamento diferente.
Estavamos interessados no tempo até os individuos apresentarem o evento especifico infec¢do. Os
participantes do estudo foram seguidos a partir de um ponto de partida e foram acomapahados ao
longo do tempo para identificagdo do evento infec¢do. Se cada individuo fosse acompanhado até
apresentar infec¢do a curva poderia ser estimada apenas calculando a fragdo de sobrevida a cada
momento. Porém, devido as perdas de seguimento, era necessdria uma analise que nos permita
estimar a sobrevida (tempo sem infec¢@o) ao longo do tempo, mesmo quando ocorreram as perdas
em diferentes momentos. A probabilidade de sobreviver a cada momento foi estimada a partir da
probabilidade cumulativa de sobreviver a cada um dos intervalos precedentes (calculada como

produto dos intervalos anteriores).
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Nas andlises multivariadas, analises estratificadas € 0 modelo de regressdo foram utilizados
para tentar controlar variaveis de confusio e investigar interagdes entre as variaveis, ou seja, para
que pudéssemos avaliar se realmente existe associagdo entre a varidvel independente e a
dependente de maneira que fosse possivel prever (predizer) o desfecho a partir da varidvel
considerada como fator de risco. Dentro da regressdo foi utilizada a regressdo multipla, pois
possuiamos diversas variaveis independentes a serem consideradas ao mesmo tempo. No contexto
da andlise de regressdo miltipla, foi escolhido o modelo de regressdo de Cox que € similar ao
modelo de analises de regressdo multipla porém nos permite avaliar mais de uma varidvel juntas
no mesmo espago de tempo. Portanto, foram realizadas andlises de sobrevida (o tempo entre a
entrada do individuo no estudo e a ocorréncia do evento, neste caso, infec¢do) para avaliar a
associagdo entre covaridveis e infecgdo com o ajuste do modelo de riscos proporcionais de Cox
para avaliar o efeito de algumas covaridveis no tempo até infecgdo. As andlises foram realizadas

utilgizando o pacote estatistico R.

No grafico Kaplan-Meier as probabilidades de sobrevida sdo constantes entre os eventos e
s6 decrescem a cada evento. Mas este teste ndo pode explorar (ajustar para) o efeito de diversas
varidveis que podem estar influenciando a sobrevida, o que pode fornecer mais precisdo a
estimativa. O modelo de Cox, por sua vez, é uma técnica estatistica semiparamétrico pois néo
assume qualquer distribui¢do estatistica para a fungdo de risco basal, assume apenas que as
covaridveis agem multiplicativamente sobre o risco. E utilizado para explorar a relagdo entre a
sobrevivéncia de um individuo e varidveis explicativas. Ele nos possibilita calcular o Hazard
(risco) de infecgdo dadas as suas varidveis de progndstico. O Hazard ¢ a probabilidade que um
individuo tem de experimentar um evento dentro de um pequeno intervalo de tempo considerando
que o individuo sobreviveu além do inicio do intervalo, ou seja, o risco de ocorréncia do evento
(infecgdo) num tempo t. Um coeficiente de regressdo progressivo para uma varidvel, significa
risco maior e prognostico pior para valores maiores. A partir de uma gama de tempos de sobrevida
(incluindo os censurados) em uma amostra de individuos, conseguimos estimar a propor¢do destes
individuos que iria sobreviver a um periodo de tempo sob as mesmas circunstincias. Elimina-se a

fungdo de risco basal, considerando apenas a cada tempo t, a informagio dos individuos sob risco.
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O modelo de regressdo de Cox utilizado foi o de STEPAIC. AIC é denominado Critério de
Informagio de Akaike. O objetivo desta estatistica é verificar o poder de explicagdo do modelo
estatistico, ou seja, verificar qual é o modelo mais parcimonioso (que melhor explica a
distribui¢do da variavel resposta. STEPAIC ¢ uma rotina utilizada no R para combinar o modelo
com todas as varidveis explicativas mais relevantes, com maior poder de explicagdo para o
modelo. Os mesmos critérios de significancia estatistica utilizados para as andlises univariadas
foram considerados para as multivariadas e foram comparados RR (Hazard) com IC 95% e valor
de p para entendermos o risco atribuivel a cada fator identificado como de risco nas analises

univariadas.

O modelo de Cox com o termo efeitos aleatérios no domicilio (modelo multinivel) foi
realizado pois a selegdo da amostra por domicilio levava a uma dependéncia intra-domiciliar que
precisava ser considerada nas andlises pois poderia estar interferindo de forma a sub ou
superestimarmos a relagdo entre os fatores de risco potencial e o desfecho infecgdo. Desta forma, a
variabilidade que em nossa amostra conglomerada esta subestimada poderia ser corrigida como se
uma regressdo de Cox fosse feita em cada domicilio. Porém, ele manteve as mesmas varidveis
explicativas que o modelo de sobrevida simples (Cox), por isto, foi mantido o resultado do Cox

simples.

7 RESULTADOS

7.1 CARACTERISTICAS SOCIO-DEMOGRAFICAS

No ano de 2003, realizamos um censo na area do estudo em Pau da Lima, e identificamos
14.869 individuos residentes em 5.110, destes, 12.468 (85%) tinham idade igual ou superior a
cinco anos e eram, portanto, elegiveis. Dos individuos elegiveis, 9.862 (78%) pessoas assinaram
um termo de consentimento livre e esclarecido, concordando em participar dos cinco anos de
seguimento. Para o acompanhamento foi selecionada uma coorte de dois mil e trés individuos,

esta selegdo foi feita por domicilios perfazendo um total de seiscentos e oitenta e quatro. Desta



coorte, mil quinhentos e oitenta e cinco individuos consentiram a participagdo no primeiro ano de
acompanhamento (figura 15). Destes participantes do primeiro ano de seguimento, 42% eram

homens e 59% dos individuos estavam na faixa etaria de 15 a 44 anos.

Dos individuos 2.419 elegiveis para o recrutamento da coorte, 2.003 consentiram
participagdo e 416 ndo consentiram. Dos individuos que consentiram participar durante o
estabelecimento da coorte em 2003 (83%), 1.585 (79%) permitiram participa¢@o no seguimento
em 2004 e, das 418 perdas de seguimento, 250 (12,5%) foram perdas por mudanga de domicilio
para fora da area do estudo (figura 15).

B Recrutamento da coorte Elegiveis
2.419 (100%)

Consentiram N.Consentiram
2.003 (83%) 416 (17%)

7 Seguimento da coorte

Acompanhadosf Recusaram

N. Encontrados Mudaram
R IS(37%) . 250 (12,5%)

Faleceram
_8(0,4%)

Figura 15 Fluxograma dos individuos desde o censo até o final do primeiro ano de seguimento da
coorte. Salvador, Bahia, 2006.

Nota: M.1. = Mentalmente Incapaz

A populagdo que participou do estudo foi composta, portanto, por 1.585 individuos, 58%
mulheres, 42% homens residentes no bairro de Pau da Lima, Salvador. A média de idade foi de 27
(+/-16) anos, 42% da populag@o esta dentro da faixa de 5-20 anos. 1.040 individuos tinham etnia
parda de acordo com a observagdo do entrevistador e 1.203 (76%) possuiam até primeiro grau
completo (tabela 6).



Tabela 6 Caracteristicas da coorte que completou o seguimento. Salvador, Bahia, 2006.

Variaveis Participantes n=1.585
n°/média (%/DP)
Média Idade 27 (+/- 16)

Sexo Masculino

Etnia Observada
Branco

Pardo

Negro

Escolaridade

Nunca foi a escola
Até 1° Grau Completo
Até 2° Grau Completo
Nivel Universitario

Renda por individuo

669 (42%)

89 (5%)
1.040 (66%)
456 (29%)

82 (5%)
1.203 (76%)
293 (19%)
7 (0,4%)

36 (+/-74)
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No6s comparamos os individuos participantes e as perdas nos dois momentos:

estabelecimento ou recrutamento da coorte e seguimento da mesma, objetivando avaliar a

presenga de viés de sele¢do e perdas de seguimento, respectivamente. Observamos, durante o

recrutamento uma percentagem menor de homens (44%) nos participantes em relagio as perdas

(61%), esta diferenga foi estatisticamente significativa (tabela 7). No seguimento da coorte, por

sua vez, percebemos que a percentagem de homens nos participantes decresceu quando

comparada ao recrutamento (42%) e em relagio as perdas de seguimento (50%), esta diferenga

também foi estatisticamente significativa (tabela 7).

Tabela 7 Comparagdo entre participantes e perdas no estabelecimento (recrutamento) e

seguimento da coorte. Salvador, Bahia, 2006.

Estabelecimento da Coorte

Seguimento da Coorte

Dados demogréficos

Consentiram =2.003 N. Consentiram n= 416

Acompanhados n=1.585

Perdas n=418

. Valor de P Valor de P
n®/média (%/DP) n®/média (%/DP) n/média (%/DP) n°/média (%/DP)
Sexo Masculino 877 (44% ) 254 (61% ) < 0,001 669 (42%) 208 (50%) 0,010
Média ldade 27 ( +-15) 26 (+- 14) 0,300 27 ( +I- 16) 26 (+- 14) 1,000

Nota: N°= numero de individuos, DP = desvio padrio, % = percentagem.
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O maior numero de mulheres se deve em parte a auséncia dos homens no domicilio
durante o dia por motivos ocupacionais, para reduzir esta diferenga ja esperada, realizamos visitas
domiciliares aos sabados, domingos, feriados, a noite em alguns dias da semana, porém ainda
houve uma diferenga importante. Este viés de selegdo tomou necessérios ajustes por sexo durante
as andlises para célculo das taxas de infecg@o. Estas analises também foram ajustadas para idade
por este se constituir um fator de risco para infecgdo ja conhecido, para possibilitar as anélises
ajustadas, estratificamos idade em sete faixas etarias com numero de anos divididos da forma mais
eqiiitativa possivel: 5 - 14; 15 - 24; 25-34; 35-44; 45-54; 55-64; acima de 64 anos de idade. Para
as andlises univariadas e multivariadas estratificamos a varidvel idade em seis partes pois as

ultimas faixas etarias eram compostas por poucos individuos.

Ap6s plotarmos um histograma do tempo decorrido entre o recrutamento da coorte € o
seguimento (figura 16), observamos uma distribuigdo ndo normal para esta varidvel com um
minimo de 140 dias, maximo de 657 e uma média de 311 dias de seguimento. Desta forma, como
este tempo varia bastante, realizamos nossos calculos de taxas de infeccdo e fatores de risco
baseados na densidade de incidéncia, levando em conta, portanto, o tempo de contribuigdo de cada

individuo para o estudo.
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Figura 16 Histograma do tempo decorrido entre o recrutamento € o seguimento da coorte.
Salvador, Bahia, 2006.
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7.2 PREVALENCIA DO TITULO DE ANTICORPOS AGLUTINANTES E DISTRIBUICAO
DOS SOROGRUPOS PREVALENTES

Em relagdo a distribui¢do dos titulos de anticorpos na microaglutinagdo na avalia¢do
sorolégica, tanto nos individuos participantes do estudo quanto para as perdas de seguimento
observamos um padrdo com predominio do titulo vinte e cinco seguido por um decréscimo do
namero de individuos com relagdo inversa ao aumento dos titulos (figura 17). Nenhuma diferenga

estatisticamente significativa foi observada ao compararmos os estratos para participantes em

relagdio as perdas de seguimento.
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Figura 17 Prevaléncia dos maximos titulos de anticorpos aglutinantes na microaglutinagdo em
2003 para A- individuos participantes do primeiro acompanhamento (n=1.585) e B- perdas de
seguimento (n=418). Salvador, Bahia, 2006.



Ao analisarmos a prevaléncia dos titulos de anticorpos aglutinantes, por faixa etaria e sexo,
observamos uma distribui¢do semelhante para os individuos que participaram do primeiro ano de
seguimento e as perdas. Identificamos uma maior percentagem de homens com titulo igual ou
superior a vinte € cinco nas faixas etarias de 15-24 e 35-44 e de mulheres com titulo igual ou
superior a vinte e cinco nas faixas etarias de 25-34, 45-54 e 55-64. As diferengas aparentemente
sdo encontradas nas faixas etarias de 15-24 e superior a 64 (figura 18) mas nenhuma diferenca
estatisticamente significativa foi observada ao compararmos os estratos de faixa etéria e sexo para
participantes em relagdo as perdas de seguimento. O sorogrupo com maior prevaléncia foi o

Icterohemorrhagiae, tanto para os dados de recrutamento (basais) quanto para o primeiro ano de

seguimento da coorte (tabela 8)
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Figura 18 Prevaléncia dos maximos titulos de anticorpos aglutinantes na microaglutinagio em
2003 por faixa etarias e sexo para A- individuos participantes do primeiro acompanhamento

(n=1.585) e B- perdas de seguimento (n=418). Salvador, Bahia, 2006.
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Tabela 8 Distribuigdo dos sorogrupos identificados na microaglutinagédo para prevaléncia nos

dados basais e no primeiro ano de seguimento. Salvador, Bahia, 2006.

MAT Dados Basais MAT Seguimento
(n= 315 com MAT>24) (n=216 com MAT>24)
282 (89,5%) 207 (95,8%)

10 (3,2%) 0 (0,0%)

14 (4,5%) 4 (1,8%)

0 (0,0%) 3 (1,4%)

1 (0,3%) 1 (0,5%)

8 (2,5%) 1(0,5%)

Nota: MAT® = microaglutinagdo.

7.3 TAXAS DE INFECCAO E DISTRIBUICAO DOS SOROGRUPOS INCIDENTES NO
PRIMEIRO ANO DE SEGUIMENTO

A taxa bruta de infecgfo encontrada foi de 45,3 por 1.000 pessoas-anos de seguimento, a
de nova infecgdo 31,2 por 1.000 pessoas-anos e a de reinfec¢do 115, 9 por 1.000 pessoas-anos

(tabelas 9, 10, 11).
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Tabela 9 Taxa bruta de infecg¢fo, estratificada por faixas etarias e sexo. Salvador, Bahia, 2006.

Taxa de infecgdo (n=1.585)

Faixa Etaria Populagéo total Sexo Masculino Sexo Feminino
1.000 Pessoas-anos Taxa de infecgdo por 1.000 Pessoas-anos Taxa de infecgdo por 1.000 Pessoas-anos Taxa de infecg@o pol
de Seguimento (n°)  1.000 Pessoas-anos (n°) de Seguimento (n°) 1.000 Pessoas-anos (n°) de Seguimento (n°) 1.000 Pessoas-anos (1
5-14 3444 (412) 31,9 (11) 173,8 (201) 40,3 (7) 170,6 (211) 23,5 (4)
15-24 346,8 (404) 57,7 (20) 146,7 (177) 88,6 (13) 200,1 (227) 35,0 (7)
25-34 252,6 (289) 75,2 (19) 98,6 (114) 101,4 (10) 154,0 (175) 58,4 (9)
35-44 197,8 (237) 35,4 (7) 71,2 (85) 56,2 (4) 126,6 (152) 23,7 (3)
45 - 54 131,1 (156) 22,9 (3) 48,0 (58) 41,7 (2) 83,1 (98) 12,0 (1)
55 - 64 45,0 (53) 22,2 (1) 17.5 (21) 0,0 (0) 27,4 (32) 36,5 (1)
> 64 29,8 (34) 0,0 (0) 11,7 (13) 0,0 (0) 18,1 (21) 0,0 (0)
Total 1.348 (1.585) 45,3 (61) 567,6 (669) 63,4 (36) 780 (916) 32,1 (25)

Nota: N° = nimero

Tabela 10 Taxa bruta de nova infecg@o, estratificada por faixas etrias e sexo. Salvador, Bahia,

2006
Taxa de nova infecgdo (n=1.339)

Faixa Etaria Poputagéo total Sexo Masculino Sexo Feminino

1.000 Pessoas-anos Taxa de infecgdo por 1.000 Pessoas-anos Taxa de infecgdo por 1.000 Pessoas-anos Taxa de infecgdo por

de Seguimento (n°)  1.000 Pessoas-anos (n°) de Seguimento (n°) 1.000 Pessoas-anos (n°) de Seguimento (n°)  1.000 Pessoas-anos (I
5-14 309,5 (376) 32,3 (10) 153,7 (181) 45,5 (7) 155,8 (195) 19,3 (3)
15-24 287,6 (343) 41,7 (12) 116,6 (146) 77,2 (9) 171,0 (197) 17,5 (3)
25-34 203,0 (233) 39,4 (8) 75,2 (88) 53,2 (4) 127,8 (145) 31,3 (4)
35-44 159,8 (193) 25,0 (4) 51,2 (63) 39,1 (2) 108,6 (130) 18,4 (2)
45-54 103,5 (124) 9,7 (1) 38,2 (45) 0,0 (0) 65,4 (79) 15,3 (1)
55 - 64 31,9 (39) 0,0 (0) 14,1 (17) 0,0 (0) 17,8 (22) 0,0 (0)
> 64 27,8 (31) 0,0 (0) 10,7 (11) 0,0 (0) 17,1 (20) 0,0 (0)
Total 1.123 (1.339) 31,2 (35) 459,8 (551) 47,9 (22) 663,4 (788) 19,6 (13)

Nota: N° = numero

Tabela 11 Taxa bruta de reinfecg@o, eSFratidt;l?e?n a J%g{nlfgiéas etarias e sexo. Salvador, Bahia, 2006.

axa

Faixa Etaria Populagéo total Sexo Masculino Sexo Feminino

1.000 Pessoas-anos Taxa de infecgdo por 1.000 Pessoas-anos Taxa de infecgdo por  1.000 Pessoas-anos  Taxa de infecgédo po
de Seguimento (n°)  1.000 Pessoas-anos (n°)  de Seguimento (n°)  1.000 Pessoas-anos (n°) de Seguimento (n°)  1.000 Pessoas-anos (

5-14 34,9 (36) 28,7 (1) 20,1 (20) 0,0 (0) 14,8 (16) 67,6 (1)
15 - 24 59,2 (61) 135,1 (8) 30,1 (31) 132,9 (4) 29,1 (30) 137,5 (4)
25 - 34 49,7 (56) 221,3 (11) 23,4 (26) 256,4 (6) 26,3 (30) 190,1 (5)
35- 44 38,0 (44) 79,0 (3) 20,0 (22) 100,0 (2) 18,1 (22) 55,3 (1)
45-54 26,6 (32) 75,2 (2) 9,9 (13) 202,0 (2) 17,7 (19) 0,0 (0)
55 - 64 13,1 (14) 76,3 (1) 3.4 (4) 0,0 (0) 9,6 (10) 104,2 (1)
> 64 2,0 (3) 0,0 (0) 1,0 (2) 0,0 (0) 1,0 (1) 0,0 (0)
Total 224,4 (246) 115,9 (26) 107,8 (118) 129,9 (14) 116,6 (128) 102,9 (12)

Nota: N° = nimero
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Tabela 12 Fatores de ponderagdo para andlises ajustadas. Salvador, Bahia, 2006.
ELEGIVEIS (12.648)
Faixa Sexo Fator de Sexo Fator de Populagéo Fator de Fator de
Etaria Feminino ponderacéo Masculino ponderacao Total ponderagao ponderagao
Populagao Intra para sexo Populagao Intra para sexo Populaggo Extra para sexo  Extra para sexo
(n=6.559) feminino (n=6.089) masculino Total feminino masculino
' ' (n=12.648)

5-14 1.582 0,241195304 1.556 0,255542782 3.138 0,504142766 0,495857234
15-24 1.755 0,267571276 1.667 0,273772376 3.422 0,512857978 0,487142022
25-34 1.351 0,205976521 1.236 0,202988997 2.587 0,522226517 0,477773483
35-44 942 0,143619454 852 0,139924454 1.794 0,525083612 0,474916388
45 - 54 592 0,090257661 507 0,083264904 1.099 0,53867152 0,46132848
55-64 206 0,031407227 197 0,032353424 403 0,511166253 0,488833747
>64 131 0,019972557 74 0,012153063 205 0,63902439 0,36097561
Total 6.559 6.089 12.648 0,518580013 0,481419987

Apods os ajustes por idade e sexo (tabela 13, 14, 15), pudemos entdo identificar
modificagdes apenas nas taxas finais (infec¢do, nova infec¢do e reinfecgdo) para os sexos
feminino, masculino e nas taxas finais para a populagdo total. Comparando-se as taxas entre as
faixas etarias e entre os dois géneros, identificamos taxa de infecgdo mais que duas vezes maior
para individuos do sexo masculino na faixa etaria de 15-24 em relag@o aos individuos do sexo
feminino na mesma faixa etaria. Esta diferenca foi estatisticamente significativa (tabela 13).
Observamos também uma taxa de nova infecgdo quatro vezes maior para homens na faixa etaria
de 15-24 em relagdo as mulheres na mesma faixa etdria. Esta diferenga também foi
estatisticamente significativa (tabela 14). Na figura 19 podemos ver a distribuigdo das taxas de
infecgdo, nova infeccéo e reinfecgéo por faixa etaria e sexo. O sorogrupo com maior incidéncia foi
o Icterohemorrhagiae, tanto para infec¢do total quanto para nova infec¢do e reinfecgdo, nesta
altima tanto para mesmo sorogrupo quanto para outro sorogrupo (tabela 16). E importante
ressaltar que dos vinte e seis individuos reinfectados, vinte e trés o foram com o mesmo sorogrupo

(tabela 16).
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Tabela 13 Taxa de infecgdo, estratificada por faixas etdrias, sexo e ajustada para estas mesmas

variaveis. Salvador, Bahia, 2006.
Taxa de infecgéo (n=1.585))

Faixa Etaria Populagéo total Sexo Masculino Sexo Feminino
Taxa de infecgdo por Taxa de infecgéo por Taxa de infec¢éo por Valor de p

1.000 Pessoas-anos (n°) 1.000 Pessoas-anos (n°) 1.000 Pessoas-anos (n°)
5-14 31,8 (11) 40,3 (7) 23,5 (4) 0,37
15-24 61,1 (20) 88,6 (13) 35,0 (7) 0,04
25 - 34 79,0 (19) 101,4 (10) 58,4 (9) 0,21
35 - 44 39,1 (7) 56,2 (4) 23,7 (3) 0,43
45 - 54 25,7 (3) 41,7 (2) 12,0 (1) 0,63
55 - 64 18,7 (1) 0,0 (0) 36,5 (1) -
> 64 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) ---
Total 49,0 (61) 66,5 (36) 32,7 (25)

* Entre homens e mulheres

Nota: N° = nimero

Tabela 14 Taxa de nova infecgdo, estratificada por faixas etarias, sexo e ajustada para estas

mesmas variaveis. Salvador, Bahia, 2006.
Taxa de nova infec¢do (n=1.339)

Faixa Etaria Populagéo total Sexo Masculino Sexo Feminino
Taxa de infecgéo por Taxa de infec¢éo por Taxa de infecgao por Valor de p

1.000 Pessoas-anos (n°) 1.000 Pessoas-anos (n°) 1.000 Pessoas-anos (n°)
5-14 32,3 (10) 45,5 (7) 19,3 (3) 0,33
15 - 24 46,6 (12) 77,2 (9) 17,5 (3) 0,03
25-34 41,8 (8) 53,2 (4) 31,3 (4) 0,68
35-44 28,2 (4) 39,1 (2) 18,4 (2) 0,81
45 -54 8,2 (1) 0,0 (0) 15,3 (1) -
55 - 64 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) -
> 64 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) -
Total 33,9 (35) 49,0 (22) 19,8 (13)

* Entre homens e mulheres

Nota: N° = nimero
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Tabela 15 Taxa de reinfecgdo, estratificada por faixas etarias, sexo e ajustada para estas mesmas
variaveis. Salvador, Bahia, 2006.

Taxa de reinfecgao (n=246)

Faixa Etaria Populagéo total Sexo Masculino Sexo Feminino
Taxa de infecgao por Taxa de infecgao por Taxa de infecgao por Valor de p*
1.000 Pessoas-anos (n°) 1.000 Pessoas-anos (n°) 1.000 Pessoas-anos (n°)

5-14 34,1 (1) 0,0 (0) 67,6 (1) ---
15-24 135,2 (8) 132,9 (4) 137,5 (4) 0,74
25-34 221,8 (11) 256,4 (6) 190,1 (5) 0,57
35-44 76,5 (3) 100,0 (2) 55,3 (1) 0,92
45 -54 93,2 (2) 202,0 (2) 0,0 (0) ---
55-64 53,3 (1) 0,0 (0) 104,2 (1) ---
> 64 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) ---
Total 111,1 (26) 119,2 (14) 103,4 (12)

* Entre homens e mulheres

Nota: N° = niimero
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Figura 19 Taxas de A- infec¢do, B- nova infecg¢@o, C- reinfecgio, estratificadas por faixa etaria,

sexo e ajustadas para estas mesmas variaveis. (n=1.585). Salvador, Bahia, 2006.



Tabela 16 Distribui¢do dos sorogrupos identificados na microaglutinagdo para os individuos com

infec¢do no primeiro ano de seguimento. Salvador, Bahia, 2006.

Sorogrupo Infecgdo Nova Infecgdo Reinfecgdo Total Reinfec¢do mesmo  Reinfecgéo outro
(n=61) (n=35) (n=26) sorogrupo (n=23) sorogrupo (n=3)
Icterohaemorrhagiae 59 (96,6%) 34 (97,1%) 25 (96,2%) 23 (100,0%) 2 (66,7%)
Canicola 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%} 0 (0%) 0 (0%)
Automnalis 1(1,7%) 1(2,9%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Ballum 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Grippotyphosa 1(1,7%) 0 (0%) 1(3,8%) 0 (0%) 1(33,3%)

Na figura 20, podemos observar a distribuigdo espacial dos domicilios contendo ao menos

um individuo infectado. Ela mostra que isto acontece em toda a area do estudo.
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Figura 20 Localizagdo dos domicilios georreferenciados na drea de estudo contendo, pelo menos,
um individuo infectado. A- Distribui¢do dos canais abertos e B- Distin¢@o entre canais de dgua
pluvial e agua servida (esgoto doméstico). Salvador, Bahia, 2006.
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7.4 RAZAO DOENCA GRAVE:INFECCAO

Identificamos apenas um caso grave entre os individuos da coorte e quatro na Zona de
Informacdo Pau da Lima. Generalizando a taxa de infecg¢do calculada (49,0 por 1.000 pessoas-
anos de seguimento) a razdo encontrada na coorte foi de 1 caso grave para 516 individuos
infectados, para a Zona de Informag&o Pau da Lima foi de I caso grave para 598 infectados, ndo
foi possivel calcular esta razdo para a area do estudo pois nfo existiram casos graves no periodo

(tabela 17).

Tabela 17 Razdo doenga grave:infecgdo para os individuos participantes do estudo comparados
aos residentes na drea do estudo (coorte) e com os moradores da ZI Pau da Lima. Salvador, Bahia,

2006.

Local Populagdo  N° casos graves Incidéncia de casos graves Taxa de infecgéo Raz&o doenga grave:infecgédo
100.000 Pessoas-anos 1.000 Pessoas-anos
Coorte 1.5854 0 0 49,0 NSA
Area do estudo 12.6488 1 9,5 49,0 1:518
Zl Pau da Lima 58.353¢ 4 8,2 49,0 1:598

Nota: * ~ Participantes do primeiro ano de acompanhamento da coorte; ®~ Censo realizado na area em 2003; “~ Censo

IBGE 2000; Z1 Zona de Informagdo; N°= nimero, NSA= Nio se aplica. Salvador, Bahia, 2006.

7.5 FATORES EPIDEMIOLOGICOS DE RISCO PARA INFECCAO

Nas analises univariadas, alguns fatores foram identificados como sendo de risco
para infeccdo por Leptospira (tabela 18). Estes mesmos fatores de risco foram confirmados
através das curvas de sobrevida sem infecgdo estratificadas, geradas pela andlise nio paramétrica
de Kaplan-Meier com as observagdes testadas utilizando-se o teste de logrank (figuras 21, 22, 23).
No caso das varidveis alagamento da rua e faixa etaria, houve uma tendéncia 4 significancia e a
varidvel residir em 4rea sujeita a alagamento n#o foi significativa nas analises de Kaplan-Meier.
Nas anélises multivariadas, utilizamos a regressdo de Cox sem/com modelo de efeitos aleatérios

no domicilio como uma forma de ajuste dos dados para a dependéncia intra-domiciliar.
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Encontramos como fatores de risco independentes: género masculino, adultos jovens (15-24 e 25-
34 anos de idade comparadas aos individuos de 5-14 anos), ndo ser alfabetizado, contato com

alagamento na rua, criar gato no domicilio (tabela 19).
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Tabela 18 Fatores de risco para infec¢do por Leptospira identificados nas andlises univariadas.

Salvador, Bahia, 2006.

Variaveis Numero de 1.000 Pessoas-anos Incidéncia
Infectados de Seguimento 1.000 Pessoas-Anos  * RR (IC 95%) Valor de p

Demogréficas

A) Faixa etaria

5-14 11 344,4 31,9 1 (referéncia)
15-24 20 346,8 57,7 1,80 (0,86 - 3,76) 0,11
25-34 19 2526 75,2 2,35 (1,12 - 4,94) 0,02
35-44 7 197,9 35,4 1,11 (0,43 - 2,85) 0,84
45-54 3 131,2 229 0,72 (0,20 - 2,57) 0,61
>54 1 74,8 13,4 0,42 (0,05 - 3,23) 0,39
B) Sexo masculino Ndo 36 567.6 63,4 1,98 (1,19 - 3,29) 0,008

Sim 25 780,0 321 1 (referéncia)
C) Alfabetizado Ndo 22 251,4 87,5 2,45 (1,45 - 4,15) 0,0005

Sim 39 1062,5 36,7 1 (referéncia)
Leptospirose grave no passado Nao 59 8,8 6681,8 1 (referéncia)

Sim

2 1338,7 1,5 5,16 (1,26 - 21,11) 0,01

Exposicées ambientais

A) Lama
* Contato no peridomicilio Ndo 28 839,2 33,4 1 (referéncia)

Sim 33 508,4 64,9 1,95 (1,18 - 3,22) 0,008
* Contato na rua Nao 24 7838 30,6 1 (referéncia)

Sim 37 563,8 65,6 2,14 (1,28 - 3,58) 0,003
B) Lixo
* Contato no peridomicilio Nao 40 1059,0 37,8 1 (referéncia)

Sim 21 288,6 72,8 1,92 (1,13 - 3,26) 0,01
* Contato na rua Nao 33 987,7 33,4 1 (referéncia)

Sim 28 359.,9 77,8 2,33 (1,41 - 3,85) 0,0007
C) Alagamento
* Contato no peridomicilio Nao 25 795.,4 314 1 {referéncia)

Sim 36 552,2 65,2 2,07 (1,25 - 3,45) 0,004
* Contato na rua Ndo 18 675,4 26,6 1 (referéncia)

Sim 43 672,2 64,0 2,40 (1,38 - 4,16) 0,001
* Alagamento da Rua Nao 31 882,3 35,1 1 {referéncia)

Sim 30 465,2 64,5 1,84 (1,11 - 3,03) 0,02
* Residir em area sujeita a alagamento (GIS) Nio 51 1224,6 41,6

Sim 10 123,0 81,3 1,67(1.05-4.78) 0.018
D) Esgoto
* Contato no peridomicilio Nao 35 986,0 35,5 1 (referéncia)

Sim 26 361,6 71,9 2,02 (1,22 - 3,36) 0,005
* Contato na rua Nao 26 925,8 28,1 1 (referéncia)

Sim 35 421, 74 83,0 2,95(1,78 - 4,91) 0,00001
* Desentupir esgoto da rua Nao 37 1046,9 353 1 (referéncia)

Sim 24 300,6 79,8 2,26 (1,35-3,77) 0,001
* Residir a até 10m de esgotos abertos (GIS) Nao 35 957,9 36,5

Sim 26 389,7 66,7 1,89 (1.09 - 3.27) 0,015
Reservatérios
Criar gato em casa Nao 40 11154 35,9 1 (referéncia)

Sim 21 232,2 90,4 2,52 (1,49 - 4,28) 0,00004

RR= Razéo de densidade de incidéncia (n°de infectados/pessoas-anos de seguimento)
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Figura 21 Graficos Kaplan-Meier mostrando o tempo decorrido até infecgdo para as exposigoes:
género masculino, leptospirose grave no passado, ndo ser alfabetizado, faixa etéria, contato com

lama no peridomicilio e na rua. Salvador, Bahia, 2006.
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Exposigéo: Contato com Lixo na Rua

= p=0,0005
3-4
e 4
= ]
o
o~
o
— Néo
o - Sim
o
T T T T T T
] 100 200 300 400 500 600

e p=0,003
2
=
= -
=]
S 4
— Néo
o | w—
=3
T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600

 ; T T T T T

0 100 200 300 400 500 600

Figura 22 Gréaficos Kaplan-Meier mostrando o tempo decorrido até infecgdo para as exposigdes
contato com lixo e alagamento no peridomicilio e na rua, alagamento da rua, residir em é4rea
sujeita a alagamento. Salvador, Bahia, 2006.
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Figura 23 Graficos Kaplan-Meier mostrando o tempo decorrido até infec¢@o para as variaveis
contato com esgoto no peridomicilio e na rua, desentupir esgoto da rua, residir a até 10m de

esgoto aberto, criar gato no domicilio. Salvador, Bahia, 2006.
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Tabela 19 Fatores de risco para infecgdo por Leptospira identificados nas anélises univariadas e

confirmados como fatores de risco independentes nas analises multivariadas com modelo de Cox.

Salvador, Bahia, 2006.

Variaveis *RR (IC 95%) Valor de p
Demograficas

1) Faixa etaria

5-14 1 (referéncia) -
15-24 2,74 (1,22 - 6,16) 0,014
25-34 424 (1,88 - 9,52) 0,00048
35-44 1,80 (0,67 - 4,83) 0,24
45-54 1,24 (0,33 - 4,65) 0,75
>54 0,58 (0,07 - 4,59) 0,61
2) Género

Masculino 2,12 (1,25 - 3,60) 0,005
3) Escolaridade

Nao ser alfabetizado 2,92 (1,65-5,17) 0,025
4) Exposicbes ambientais

Contato alagamento narua 2,14 (1,20 - 3,82) 0,01
5) Reservatorios

Criar gato em casa 2,51 (1,46 -4,32) 0,0009

* RR= Hazard Ratio
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8 DISCUSSAO

A leptospirose ¢ considerada uma doenca que volta a emergir no cenario urbano,
relacionada ao  crescimento  populacional com o conseqiiente surgimento de

6,16,17,19,24,36.4
favelas®!6:17:19:24,36:43,52,59

Estas sdo locais desprovidos de infra-estrutura sanitdria adequada,
suscetiveis a inundagdes em periodos de chuvas e onde residem individuos de baixo poder
aquisitivo. As medidas preventivas utilizadas ndo demonstram efetividade, pois o nimero de casos
permanece elevado. Acredita-se que pequena percentagem dos individuos infectados parece

evoluir para a forma grave da doenca® e, nestes, a taxa de letalidade pode variar de 10 a 50%
10,19,42, 59

Diante da importancia da doenga, entender a sua historia natural torna-se essencial para
preveni-la de forma efetiva. Até o momento, ndo possuiamos dados prospectivos para taxa de
infec¢do e, conseqiientemente, da razdo doenga grave:infec¢do. Este estudo longitudinal
prospectivo nos possibilitou mensuragdo mais adequada das exposi¢gdes e dos dados sorologicos
para avaliagdo de desfecho. Por ser selecionada de uma coorte de base populacional, esta coorte
nos permitird, diante de ajustes que se fizeram necessarios, identificar medidas de prevengio
baseadas nos fatores de risco encontrados ndo s para esta como para outras comunidades com o
mesmo perfil da que estamos estudando, inclusive considerando-se que ocupam regides
geograficas semelhantes (encostas, vales). Desta forma, no futuro, medidas de saude publica que
se mostrarem efetivas nesta populagdo poderdo ser implementadas e avaliadas em diferentes

comunidades carentes.

8.1 TAXAS DE INFECCAO

Identificamos uma alta taxa de infec¢do de 49 infectados por 1.000 pessoas-anos de
seguimento, alta se considerarmos que, generalizando esta taxa para a coorte de 9.862 individuos
irfamos obter 483 individuos infectados por ano. Na literatura ¢ afirmado que existe uma
imunidade apés reinfecgdo®' porém, a elevada taxa de reinfecgfio encontrada (111,1 por 1.000

pessoas-anos de seguimento) nos faz questionar se a imunidade naturalmente adquirida tem longa
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duragdo. Também nos faz entender que os grupos de risco estdo sendo expostos anualmente,
talvez as mesmas fontes e comportamentos de risco reforcando a idéia de que se implementarmos
medidas de saidde publica removendo a fonte de infecgdo ou o contato com a mesma,
provavelmente obteremos sucesso na redugdo do nimero de individuos infectados. As maiores
taxas de infec¢do e nova infec¢dio foram encontradas para individuos do género masculino na
faixa etdria de 15-24 anos, ou seja, adultos jovens, corroborando o encontrado na literatura para

. x 343,52
infecgdo grave**

. Porém, identificamos que mulheres e criangas também sfo expostas mas nio
sabemos o motivo delas ndo evoluirem, na mesma proporgdo que os homens, para doenga grave.
Dentre os fatores que

determinam o desenvolvimento de formas graves da doenga apés a infec¢do, aqueles
relacionados a fatores especificos do hospedeiro podem estar relacionados a esta questio porém,
novos estudos sdo necessarios para respondermos a esta pergunta. Apds calcularmos a taxa de
infec¢do nesta coorte, nos restava entender qual a percentagem destes individuos infectados
evoluia para a forma grave da doenga. O sorogrupo mais incidente foi o Icterohemorrhagiae. Estes
dados confirmam o reservatdrio como rato e mostram concordancia com o observado por outros
estudos em nossa cidade®®>. Sorovares pertencentes a este sorogrupo sdo associadas, em alguns

trabalhos, as apresentagdes mais graves da doenga como Sindrome de Weil e a hemoragia

pulmonar letal’°.

8.2 RAZAO DOENCA GRAVE:INFECCAO

A razio doenca grave:infec¢do, ou seja, quantos individuos evoluiram para a forma grave
da doenga entre aqueles que foram infectados, foi calculada com base na taxa de infecgdo € na
incidéncia de doenga grave na coorte. A razdo encontrada na coorte foi de 1 caso grave para 516
individuos infectados, para a ZI Pau da Lima foi de 1 caso grave para 598 infectados, o que nos
faz concluir que o nimero de formas assintomaticas ou oligossintomaticas € muito superior ao que
esperavamos e as formas graves sdo realmente uma pequena fragio do total de infec¢des (a ponta
do iceberg). Esta percentagem de formas graves é, porém, elevada se considerarmos o seu impacto
nesta comunidade e talvez tenda a crescer na dependéncia do indice pluviométrico, entre outros

fatores ambientais. Se pensarmos no impacto deste numero de individuos doentes para as suas
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familias, em termos de sustento da casa ou para o setor saide com gastos em hospitalizacéo,
veremos que realmente trata-se de um custo elevado se comparado as medidas de prevengdo
focalizadas que podem ser implementadas com baixo custo e alto impacto na reducdo dos dados
citados. A identificagdo das exposi¢des de risco para estes individuos pode nortear o

desenvolvimento destas intervengdes.

8.3 FATORES DE RISCO PARA INFECCAO

Os fatores de risco identificados nas andlises univariadas incluiram individuos do género
masculino e adultos jovens j citados na literatura como grupos de risco para doenga grave®**=2
e confirmam/complementam o grupo em que encontramos as maiores taxas de infecgdo. Outro
fator encontrado foi a inexisténcia de nivel de escolaridade (ndo ser alfabetizado) que ¢ uma
caracteristica socio-cultural e econdmica comumente identificada em comunidades carentes.
Também identificados como fatores de risco foram os contatos no peridomicilio e na rua com
lama, lixo, alagamento, esgoto, alagamento da rua, desentupir esgoto da rua, residir em area
sujeita a alagamento e residir a até dez metros de esgotos abertos que sdo exposigdes relacionadas
as precarias condigdes de saneamento também comuns em favelas e descritas na literatura como
associadas a aquisi¢do da doenga graves’é’s"6"7’19’27’33’36’38’52’59. As duas ultimas corroboram

resultados encontrados em estudo retrospectivo (caso-controle) realizado por nossa equipe no ano

de 2000’

A presenca de ratos ndo foi identificada como fator de risco talvez porque quase a
totalidade dos individuos referiu ver ratos no peridomicilio, porém o sorogrupo identificado na
infec¢do dos individuos (Icterohaemorrhagiae) confirmou este animal como reservatério. Uma
questdo interessante foi o fato de criar gato ser identificado como fator de risco, a principio
pensamos em uma possivel explicagdo que, residindo em uma éarea com alta infestagdo de
roedores, os individuos criavam gatos como um tentativa de se protegerem e que, os individuos
mais carentes mantinham os gatos, ao contrario daqueles com poder aquisitivo um pouco mais
elevado que podiam custear a criagdo de um cdo. Alguns trabalhos citam infecgdes por Leptospira

em gatos (como hospedeiros incidentais) porém eles raramente mostram sintomatologia (talvez
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por uma resisténcia natural adquirida), outros estudos identificaram alta prevaléncia de anticorpos
aglutinantes no soro destes animais (especialmente nos sorovares icterohaemorrhagiae, pomona e
autumnalis)'*°, criar gatos em casa como fator de risco associado & aquisigio de leptospirose
também ja foi encontrado na literatura; em nosso estudo o sorogrupo predominante em quase
totalidade dos individuos foi Icterohaemorrhagiae, acreditamos, portanto, na possibilidade de
infecgdo dos gatos por serem predadores dos ratos ja que na literatura ndo € citada uma

comprovagdo do gato na cadeia de transmissdo da doenga.

As analises multivariadas de regressio de Cox simples e com efeitos aleatorios no
domicilio identificaram as mesmas variaveis como fatores de risco para infec¢do por Leptospira.
Alguns dos fatores de risco identificados ao final das analises confirmam o encontrado na
literatura € em nossos estudos até o momento: As faixas etarias foram mantidas no modelo pelo
acréscimo no risco para infecgdo com o aumento da idade ja conhecido da literatura, destas, 15-24
e 25-34 apareceram como fatores de risco independentes e confirmam uma das faixas em que
encontramos maior taxa de infecgdo (15-24) e a que foi encontrada como fator de risco nas
analises univariadas; observamos que sexo masculino ja conhecido como fator de risco importante

34332 também o & para infecgfio. Estes achados confirmam, portanto, os adultos

para doenga grave
jovens e os individuos do género masculino como grupos de risco tanto para doenga grave quanto
para infec¢do. Outro achado confirmado com as andlises multivariadas foi o nivel precario de
escolaridade (ndo ser alfabetizado). Contato com alagamento ja citado na literatura como fator de

561921243659 ¢ . . .
DAY foi confirmado como fator de risco independente para

risco para leptospirose
infecgdo em nossas analises multivariadas. Tanto o contato com alagamento quanto a criagdo de
gatos em casa parecem confirmar que fatores comportamentais e de risco no peridomicilio podem
estar influenciando a aquisi¢do da doenga, ndo parece tratar-se de algo acidental na maior parte
dos casos (fator preponderante), parece ser alguma atividade (ou grupo de atividades) rotineira e,
portanto, passivel de prevengdo. Percebemos que a varidvel contato com alagamento na rua parece
indicar que os contatos com ambiente contaminado realmente ocorrem com maior freqgii€ncia nos

1 . . . 21 8,51
periodos de chuvas como indicam relatos na literatura> & 21363831,

Os achados deste estudo ndo incluiram fatores ocupacionais e identificaram o ambiente

peridomiciliar como local onde ha maior probabilidade de ocorrer a transmissido e onde devemos
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focalizar futuras medidas de preven¢do. Além de refletirem uma mudanga no padrio da
leptospirose, antes reconhecida como uma doenga ocupacional, nossos dados refletem a realidade
socio-econdmica que parece ser um dos fatores responsaveis por esta mudanga. O desemprego
e/ou trabalho informal abrangeram 499 (31%) dos individuos participantes do estudo sendo que
730 (40%) e 919 (57) % dos participantes estavam nas faixas etdrias produtivas 18 a 40 anos de
idade e 18 a 50 anos de idade, respectivamente. O desemprego aumenta o tempo de permanéncia
do individuo no ambiente peridomiciliar, local onde parece haver maior probabilidade de contato
com fontes contaminadas e conseqiiente infec¢do. O trabalho informal, neste perfil de
comunidade, nem sempre estd desvinculado do ambiente peridomiciliar e € caracterizado pela
falta de acesso aos equipamentos de prote¢fo individual que sfo exigidos no trabalho formal, sem
mencionarmos os inimeros riscos que atividades em ambiente insalubre oferecem. Estes fatos
acrescidos ao baixo poder aquisitivo e nivel de escolaridade precario destes individuos fazem com
que eles n3o apenas ndo possam adquirir estes equipamentos como nem déem a relevincia

merecida ao uso dos mesmos.
8.4 LIMITAC()ES DO ESTUDO

Este trabalho apresentou algumas limitagdes, € o reconhecimento destas nos levou a um
aprimoramento no desenho do estudo e & realizacdo de andlises mais adequadas (ajustadas). A
primeira das limitagdes foi o viés de sele¢do, o fato dos individuos do sexo masculino estarem
fora de domicilios durante o dia por questdes ocupacionais, dificultou a inclusdo dos mesmos no
estudo. Tentamos reduzir a possibilidade deste viés através de visitas noturnas, aos sabados,
domingos e feriados. Porém, o niimero de mulheres (52%) ainda foi superior ao de homens para
os elegiveis e 58% de mulheres para a amostra. Outro fator que pode ter colaborado para o maior
nimero de individuos do sexo feminino na amostra foi a selegdo por domicilios e ndo por
individuos (limitagdo no desenho do estudo). Esta selegdo foi realizada com o objetivo, alcangado,
de facilitar o acompanhamento da coorte com elevado niimero de pessoas. Diante destes vieses, as
andlises foram ajustadas por faixa etaria e sexo para calculo das taxas de infecgdo e assim,
pudemos estimar os valores dos coeficientes a depender das proporgdes das classes idade e sexo

na amostra e na populagdo. Observamos que os ajustes s6 modificaram as taxas finais para cada
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sexo e populagdo total, também realizamos anélises ajustadas para dependéncia intra-domiciliar na

identificagdo dos fatores de risco.

A perda de seguimento é uma caracteristica inerente aos estudos de coorte, por se tratar de
uma coorte a ser realizada na populagdo localizada em area de risco, locais onde ocorrem
inundagdes constantes durante as chuvas, o estudo esteve susceptivel a apresentar perdas. Para
tentar reduzir este numero diante das recusas tentamos identificar o real motivo e resolvé-lo,
esclarecemos a populagdo a respeito da importdncia do estudo e, em relagdo as mudangas de
domicilio, procuramos localiza-las e segui-las, caso permanecessem na érea do estudo.
Percebemos uma perda maior de homens que mulheres fato que também corroborou com a

necessidade de ajustes citados anteriormente.

Em termos da avaliagdo soroldgica, os inquéritos anuais e a microaglutinagdo podem ter
subestimado o numero de infecgdes. Houve a possibilidade de ndo identificarmos os individuos
infectados no momento da coleta de dados basais se este contato tivesse ocorrido ha poucos dias
atrds ou no mesmo dia da avaliagdo. Este evento seria extremamente raro pois a coleta do
seguimento especialmente foi realizada em periodo n3o epidémico. Considerando que o
importante para este estudo € avaliar se houve contato com o patdgeno entre as datas de coleta dos
dados basais e a de seguimento anual, ressaltando que € impraticdvel realizar avaliagdes em menor
espago de tempo para dois mil individuos, eventos raros ndo seriam relevantes neste caso. Os
titulos de anticorpos aglutinantes na microaglutinagdo podem ter decrescido no periodo entre a
primeira e a segunda avaliagdes, mas para identificar as mudangas seriam necessarias avaliagGes

mais periédicas em um ano para cada um dos participantes.

Uma limitagdo na estimativa da razdo doenga grave:infecgdo foi que identificamos poucos
casos graves durante a vigilancia da coorte ¢ da Zona de Informagdo Pau da Lima,
conseqiientemente, as estimativas podem ndo ser precisas, sendo necessario maior tempo de
acompanhamento. Outro fato relevante foi que as exposigdes ndo foram avaliadas necessariamente
na época de chuvas e as exposigdes de risco podem ser tempo-dependentes. Em termo da validade

externa dos resultados, acreditamos que nossos estudos podem servir para comunidades com
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mesmo perfil pois 30% da populagdo de Salvador esta submetida a condigbes semelhantes de

pobreza.
8.5 PERSPECTIVAS PARA O FUTURO

O impacto da leptospirose € de grande importancia social e econdmica, entre outros, por
apresentar elevada incidéncia em determinadas areas especialmente nos individuos em idade
produtiva (20 a 40 anos), epidemias urbanas ciclicas com elevado custo hospitalar, e apesar de
todas as medidas terapéuticas invasivas, apresenta alta letalidade; além dos custo relacionados as
perdas na pecuéria, morte de animais domésticos de estimag@o, controle de roedores (anti-
ratizagdo e desratizacdo), agdes de vigilancia, custos com equipamentos de proteg¢do individual,
processamento de alimentos. Estes fatos nos fazem acreditar que a prevengdo € a melhor maneira
de reduzir todos estes gastos e transtornos. Diante das medidas de prevengdo disponiveis, tais
como, desratizagdo, anti-ratizag@o, pouca €nfase em uso de equipamentos de protegdo individual e
educacdo para saude, percebemos que, a relagdo custo-beneficio ndo as caracteriza como efetivas.
Tornava-se necessario entender um pouco mais sobre a historia natural da leptospirose urbana
para sugerir interven¢des de saiude publica direcionadas & realidade da comunidade estudada.
Apds termos identificado com este estudo os fatores de risco para infecgdo por Leptospira,
esperamos continuar acompanhando esta coorte por mais quatro anos ‘observando se estes fatores
se repetem, compreendendo melhor a razo doenga grave:infecgdo e, em um préximo passo,
identificar atividades de risco relacionadas a estas exposigdes significativas que agora
conhecemos. A partir da observagdo destas atividades e quais delas podem realmente ser
prevenidas (ndo acidentais), estaremos aptos a sugerir e/ou implementar e avaliar medidas mais

efetivas de prevengdo, tais como:

- Requalificagfio e urbanizagdo da area, a exemplo da constru¢do de uma rede de esgotos ou, de
forma alternativa, um sistema de fossa-sumidouro. Existem programas ja executados pela
CONDER (Companhia de Desenvolvimento Urbano do Estado da Bahia), érgdo do Governo da
Bahia, que poderiam ser melhor direcionados para a drea do estudo. E o caso do programa viver
melhor que tem com objetivo recuperar areas degradadas, insalubres ou inadequadas para moradia

através das agOes de construgdo habitacional para familias remanejadas, melhorias habitacionais,
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incluindo-se unidades sanitarias, infra-estrutura: agua, esgoto, energia, drenagem, pavimentagéo,

contengdes, obras complementares de urbanizag@o e promogdo social.

- barreiras fisicas: * contengdes para evitar o alagamento dos domicilios sdo medidas possiveis de
serem realizadas mas, € necessaria a compreensdo de como devem ser feitas;
* fornecimento de equipamentos de prote¢do individual aos grupos de risco

identificados: roupas ndo permeaveis, luvas, botas, éculos protetores.

- quimioprofilaxia: até o momento utiliza-se doxiciclina 100mg de 12 em 12h por 5 a 7 dias, ¢
indicada no caso de individuos potencialmente expostos & Leptospira. Por exemplo: pessoas que
vivem em areas endémicas durante as estagdes chuvosas, profissionais da satde ou outros
profissionais cujo trabalho estd ligado ao alto risco de infec¢fo e viajantes que visitam areas
endémicas™. E importante entender, no contexto do nosso estudo, quais os beneficios reais da

quimioprofilaxia e se esta seria viavel.

- educagdo em sadde, € a forma que parece mais efetiva em prevengdo, torna-se importante mesmo
para implementar outras medidas. Educag¢do voltada a prevengdo do risco e mudangas

comportamentais, conscientizagdo do papel de cada um para alcance de beneficios para todos.

A identificagdo de fatores de risco geograficos, sociais, culturais, climaticos, ocupacionais,
entre outros, aparentemente deveria tomar mais facil prevenir a leptospirose, porém a dificuldade
em controlar ou modificar estes fatores, a complexidade da interagdo homem e meio ambiente,
fatores desconhecidos ou altamente mutdveis contribuem para a persisténcia da alta prevaléncia da
doenca e das epidemias ciclicas durante o periodo de chuvas fortes. A terapéutica ndo mostra
resultados, a busca pelo conhecimento e a preveng@o ainda se mostram como as grandes armas

2436 As medidas de prevengdo e combate a leptospirose devem ser

para reduzir o numero de casos
estabelecidas de acordo com a realidade local, para isto é necessario identificar as areas criticas
(com maior incidéncia) e exposigdes ambientais de risco para infec¢do através do
acompanhamento em tempo real dos individuos residentes nestas areas e dos casos notificados e

isto foi o que procuramos fazer com este estudo.
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9 CONCLUSOES

1- Uma proporgio significativa desta populagfo carente (5%) de Salvador é infectada anualmente.
Se considerarmos que cerca de 30% da populagdo de Salvador vive em condigdes de pobreza
semelhantes & da populagdo do nosso estudo, podemos estimar aproximadamente 32.000

individuos infectados por ano.

2- O sorogrupo Icterohaemorrhagiae foi identificado como o agente etioldgico das infecgdes por
Leptospira, existe, portanto, um Unico sorogrupo responsavel pela transmissdo da infecgfio. Este

fato também confirma o rato como principal reservatério para a Leptospira em nosso meio.

3- A taxa de reinfec¢do estava elevada nesta comunidade (11%) e quando aconteceu a reinfecgdo
foi principalmente com o mesmo sorogrupo. Isto nos faz entender que os grupos de risco estéo
sendo expostos anualmente, talvez as mesmas fontes e comportamentos de risco. Também nos faz

questionar se a imunidade naturalmente adquirida pode ndo ter longa duragdo.

4- Homens e adultos jovens foram identificados como grupos de risco nas analises multivariadas,
semelhante ao que ocorre na doenga grave. Porém, encontramos que mulheres e criangas sdo

expostas mas ainda desconhecemos o motivo destas ndo estarem evoluindo para a forma grave.

5- A razdo doenga grave:infecgdo foi de 1:516 na coorte. Assim concluimos que a carga da doenga
¢ bem maior que imagindvamos e as formas graves correspondem a uma pequena fra¢do do total
das infecgdes (ponta do iceberg). Porém, s6 identificamos um caso de leptospirose grave na

coorte, os dados precisam ser confirmados por maior periodo de acompanhamento e da vigilancia.

6- Idade (adultos jovens), sexo masculino, ndo ser alfabetizado, contato com alagamento na rua e
criar gato no domicilio foram fatores independentes para infec¢do identificando provéaveis grupos
de risco. Os fatores de risco identificados por nosso estudo néo incluiram varidveis ocupacionais,
este estudo aponta para o ambiente peridomiciliar como local onde ha maior probabilidade de

ocorrer a transmissdo. Percebemos portanto que, devemos focalizar nossa atengéo, especialmente
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durante a época de chuvas torrenciais e surtos epidémicos, para o ambiente peridomiciliar e os
grupos de risco identificados buscando identificar atividades de risco para, desta forma, tragarmos,

implementarmos e avaliarmos intervengdes de satide plblica que demonstrem maior efetividade

na prevengdo da leptospirose.
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c¢do pode aparecer no local onde o sangue for coletado, mas este risco serd reduzido a0 minimo porque um
fissional treinado vai coletar o sangue Sio necessanos trés a quatro meses para completar os testes na
stra de sangue. Durante os proximos cinco anos, planejarmos visitar vocé/seu filho uma vez por ano. no total
visitas, a fim de fazer a mesma entrevista ¢ coletar a mesma quantidade de sangue. A andlise labortorial de
y amostras de sangue indicard se vocé foi infectado com leptospirose durante o periodo entre as avaliagdes
&-2!s. Providenciaremos os resultados dessas analrses para suas fichas pessoais. Pois que as avaliagdes

rrunam se tivesse uma infecgdo previa ¢ ndo umainfecgdo ativa. um resultado positivo ndo indica que vocé
1sa ser avaliado receher tratamento para Ieptospirosc.

A
.'f\;cncnalndadc Suas respostas durantc a cnirevista e os resultados dos exames de sangue serdo
ldenciars. Apenas vocé seu fitho. os i estigadores do grupo de estudo. os Comités de Etica em Pesquisas

ro—de }’F.\qui.\d.\ Gongato Nfoniz. Fundagao Oswaldo Cruz/Ministério da Saiide e do Hospital
iienano de Nova lorque (EUA); o Instituto Nacional de Saide dos EUA: o Instituto Nacional de Alergia e
€as Infecciosas dos EUA: ¢ o Escriono de Protecdo a Pesquisas com Seres Humanos (EUA) terfo acesso



B:stas informagdes. Vocé/seu filho ndo serd identificado em nenhum relatério ou publicagdo resultante do

'udo.

ir_tlcipacéo Voluntéria: Sua participagdo ou a de seu filho neste estudo € voluntdria. Vocé/seu filho pode
cusar-se a participar ou pode descontinuar a participagfo a qualquer momento durante a visita inicial ou
alquer das visitas seguintes do estudo, se vocé/seu filho assim decidir. Tambem, o equipe de estudo pode
ar terminar sua participagdo durante ou no fim do estudo e vocé/seu filho sera avisado no caso dessa
pcoréncia. Durante a entrevista, o entrevistador pode perguntar questides que vocé/seu filho acha que nfo sdo
Spias e ndo quiser responder. Se quiser, voc€ tem o direito de recusar responder-las. Se vocé/seu filho

ecusar-se participar de todo ou de parte deste estudo os cuidados médicos presentes ou futuros ndo serdo

tados ou prejudicaré sua relagdes presentes ou futuras com a Fundagio Oswaldo Cruz ou outras institui¢des
® saiide na cidade de Salvador. Vocé/seu filho nfo serd responsdvel por nenhuma despesa, incluindo as
@elises laboratoriais de suas amostras de sangue, associada com este estudo. Vocé/seu filho nio recebers

%rnpensagﬁo financeia para sua participa¢ao no estudo. Vocé/seu filho receberd uma cépia deste termo de
‘dnsentimento.

B—u o de Contato: Se vocé/seu filho tiver quaisquer questdes futuras sobre sua participagio ou a de seu filho,
Bste estudo, ou sobre seus direitos ou os de seu filho como participante desta pesquisa, por favor, entre em
Butato com Dr. ftalo Sherlock, Presidente do Comité de Etica em Pesquisas, Centro de Pesquisas Gongalo
niz, Rua Waldemar Falcfio 121, Brotas, Salvador, telefone (71) 356-4320 ou com o Comité de Direitos
anos em Pesquisas do Hospital Presbiteriano de Nova Iorque nos Estados Unidos (tel: 001-212-821-0577).

anentimento: Fu ouvi e entendi este termo de consentimento. Minhas percuntas foram devidamente
ondidas. Sendo assim, eu voluntariamente, concordo em participar do estudo:

ssinatura do participante do estudo Data Hora

Impressdo Digital do Participante do Estudo

louvi e entendi este termo de consentimento. Minhas perguntas foram respondidas. Eu, voluntariamente
cordo gue o paciente do qual sou responsével legal. participe deste estudo:

Impressdo Digital dos Pais ou Responsavel

)
4
!ss:inatura dos Pais ou Responsédvel Legal Data Hora
)
:sgnatura da Testemunha - Data Hora

L

Psinatura do Investigador Data ~ Hora




ESTUDO PROSPECTIVO DA HISTORIA NATURAL DA LEPTOSPIROSE URBANA-L16

L16IND.QES

I.IDENTIFICACAO

1.No Domicilio {CASANO16} ##4#

2.Individuo {SOROAl6} # 1=CONSENTIU
2=RECUSQU
3=NAQ ENCONTRADO
4=MUDOQU-SE
5=FALECEU
6=MENTALMENTE INCAPAZ
7=EXCLUIDO
9=NS

3.Data entrevista {DATA16} <dd/mm/yyyy>

II. DADOS DEMOGRAFICOS

1.Data nascimento {DATNAS} <dd/mm/yyyy>

2.I1dade {AGE1l6} 4 999=NS
O0=Menor 12 meses

3.Sexo {SEX16} # 0=F, 1=M

4 .Nome {NOME}

5.Zona {2} ## 99=NS

6.Setor {s} # 9=NS ‘

7.Tempo moradia anos {MC16} #4 00=Menos de 1 ano, 99=NS

7.1.Tempo moradia meses {MCM16} ## 00=Menos de 1 mes
88=Mas de 12 meses
99=NS

8.No Pessoas morando {PESS16} ##

9.Pode ler frase padrao? {FRASE16} # 0=Nao
l1=Indeterminado
2=Sim
8=Menor de 7 anos

10. Serie de estudo {SERIE1l6} # "5=Nao estudo
4=10 grau incompleto
3=1lo grau completo
2=20 grau incompleto
1=20 grau completo
0=Universidade
9=NS

11.Raca {RACAlG} # 0=Branco
l=Pardo
2=Negro
3=0utra
9=NS

12.Renda

12.1 Renda pessoal {REND16} #4#44 REAIS
12.2 Renda total {TREND16} #### REAIS

III. HISTORIA DE DOENCA PREVIA

1.Febre alta ultimo ano?

{FEBAl6}

0=Nao, 1=Sim,



W

1.2 Teve atendimento medico? {PAPO16} #
Se sim,
1.3 Local do atendimento {LOCAL}:
1.4 Quantas vezes {QVPO16} ##
1.5 Diagnostico: {FBDX16}
2.Leptospirose no pasado? {ANTES16} # 0=Nao, 1=Sim, 9=NS
Se sim, :
2.1 Ano?: {ANTESQ16} #H##
2.2 Hospitalizado? {ANTHO16} #
2.3 Nome hospital: {ANTNH16}
3.Alguem na casa com leptospirosis?{CAANT16} # 0=Nao, 1=Sim, 9=NS
Se sim,
3.1 Ano: {CAANTQ16} #h##
IV. OCUPACAO
1.Trabalha ou trabalho ultimo ano? {TRABR16} # O=Nao, 1=Sim, 8=NSA
Se sim,
1.1 Trabalho formal ou informal-? {TRFORMAL16} # l=Formal
2=Informal
3=Ambos
8=NSA
Se nao,
1.2 Classifique: {SEMTRABl6} # l=Estudante
2=Dona de casa
3=Desempregado
4=Aposentado
8=NSA
2.Se trabalha ou trabalhou ultimo ano, profissao:
2.1.Trabalha com esgoto {PRESG16} # 0=Nao, 1=Sim, 8=NSA
2.2.Pedreiro {PEDR16} #
2.3.Vendedor ambulante {VAMB16} #
2.4.Gari {GARIlé6} #
2.5.Mecanico, chapista ou magquinas {MECAN16} #
2.6.0utras profissoces {PROUTR16} #
3.Tempo de trabalho ultimo ano:
3.1.5e mais que um mes, meses? {QMESES16} ## O=Menos de 1 mes
88=NSA
99=NS
3.2.5e menos que um mes, semanas? {QSEM16} # 0=Menos de 1 semana
8=NSA
9=NS
4.Horas dia trabalha ou trabalhou? {TH16} ## horas
5.Dias por semana trabalha ou trabalhou?{TD16} ## dias
6.Trabalha em Pau da Lima? {TRBAIlé6} # 0=Nao, 1=Sim, 8=NSA
V. EXPOSICOES
Teve contato
.\Tuom Tama
1.1 Peridomicilio? {CLAMD16} # 0=Nao, 1=Sim
_ 8=NSA, 9=NS
1.2 No trabalho? {CLAMT16} #
1.3 Na rua?? (CTAMRT £ 4+



A

2.2 No trabalho?
2.3 Na rua?

{CLXT16}
{CLXR16}

3.Com agua de alagamento na epoca de chuva

3.1 Peridomicilio?
3.2 No trabalho?
3.3 Na rua

4.Com agua de esgoto
4.1 Peridomicilio?
4.2 No trabalho?
4.3 Na rua

5.Com agua nao potavel
5.1 Peridomicilio?
5.2 No trabalho?
5.3 Na rua?

6.Normalmente, sua rua alaga?

7.Normalmente, sua casa alaga?

{CAALAD16}
{CAALAT16}
{CAALAR1G6}

{CAESGD16}
{CAESGT16}
{CAESGR16}

{CAALAD16}
{CAALAT16}
{CAALAR1G}

{ALARUAl6}
{ALACALl®G}

= =Sk

= Sk =

#
#
#

#

#

8.Na epoca de chuva desentope o esgoto da rua?{ESGRUAlG} #

VI. RESERVATORIOS
1l.Cachorro em casa?

2.Gato em casa?

3.Cria galinhas?

4.Ve ratos
4.1 Peridomicilio?
4.2 No trabalho?

5.No ratos que viu de uma vez
5.1 Peridomicilio?
5.2 No trabalho?

6. Ve ratos durante dia
6.1 Peridomicilio?
6.2 No trabalho?

VII. Pressao Arterial
Sistolica
Diastolica

VIII. RENDA POR INDIVIDUO

1IND16 $HEH
2IND16 $HEH
3IND16 $H##
4IND16 FHHH
5IND16 a4
6IND16 FH#H
7IND16 #HH#
8IND16 FHHH

{CACHle6}

{GAT16}
{GALC16}

{RATD16}

- {RATT16}

{RD16}
{RT16}

{QRATD16}
{QRATT16}

{PAlS}

- {PA1D}

# 0=Nao, 1=Sim

8=NSA, 9=NS

ETegES

##
##

==

##% 888=Menor 18 anos
##% 999=NFF

]
)
)
)
)
)
) T T——9INDIE FHTH
)
)
)

10IND1S6 HHEE
11INDls6 fa44
12IND16 #H#H
13INDl6 Bihd



Ministério da Sadde

e Etiqueta

Fundagdo Oswaldo Cruz
) Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

) , Estudo prospectivo da Historia Natural da Leptospirose Urbana
’ L17

)
)
) Iniciais do Entrevistador

INOME DA VARIAVEL] CODIGO|

{ENT17)

Data entrevista (dd/mm/aa): / / {DATA17} __J1__ J

) . Identificagcdo pessoal

) 1. ID Numero: I T T s
) 2. Nome: {NOME17}
:3. Data de Nascimento: /. ‘ {DATNAS17} /[
'4. Idade: _l_|_lanos {AGE1Ty |||
) 5. Sexo (0=F, 1=M): ] {SEX17} -
) 6. Seguimento: || 1=Consentiu 4. Mudou-se {SORCA17} ]
. 2= Recusou 5= Faleceu
' v 3= Nao encontrado 6= Mentalmente incapaz
'6.1 Se perda de seguimento: {SEG17} I
) Porque? {NEWIDA7H__|_[_| |- ] ]
) Novo Enderego:
b .
.ll. Dados demograficos
P 1. O Sr(a) pode ler esta frase? ( 0=Nao, 1=Sim, 2=indeterminado ,8= menorde7) |__|  {FRASE17} L
> “ E importante lavar as mios antes das refeigdes”
2 que série vocé estudou? 1 {ESTUDO17} |

.0 =nunca foi a escola 1 =1°grau incompleto 2 =1°grau completo
.3 = 2° grau incompleto 4 =2° grau completo 5 = Universidade
N



INOME DA VARIAVEL] |CODIGO|

-..v'ﬂ

Il - Histéria de FEBRE (0= n&o, 1=sim, 8=néo se aplica, 9= néo sabé)

) 1. O Sr(a) teve febre alta desde a ultima coleta? | {FEBA17} .
D 1.1 Quantas vezes ? ) {VEZ17} -
Primeiro episédio de febre (considerar o pior):
P 1.2. Em que més / ano? T A O T O {FEBMA17}_|_I/__1__|_|
: 1.3. O Sr(a) teve: dor de cabega ] {FEBCA17} ||
b dor no corpo: L {FEBCOR17} |
: 1.4. Procurou atendimento médico: | {PAPO17} - 1
)1.5. Sesimem due local (ambulatério, emergéncia, hospital)? .
’1.5.1 Hospital || Qual? Diag {HOSP17} [
:1.5.2 Emergencia __| Qual? Diag {EMER17} ||
D 1.5.3 Posto de Saude |__| Qual? Diag {POSTO17} ||
'1.5.4 Clinica Particular |__] Qual? Diag {CLIN17} |
) {FDXL17} [
D1.6. Quantos dias O Sr(a) ficou em cama? ] {CAMA17} -
'Segundo Pior Episodio de Febre
:2.2. Em que més/ ano? L/ b {FEBMA17A}__|_ V1| |
)2.3. O Sr(a) teve: dor de cabega ] {FEBCA17A} ||
: dor no corpo: N {FEBCOR17A} |_|
)2.4. Procurou atendimento médico: I {PAPO17A} [
'2.5. Se sim em que local (ambulatério, emergéncia, hospital)?
)2-5.1 Hospital |__| Qual? Diag , {HOSP17A} [
)2.5.2 Emergencia || Qual? Diag {EMER17A)} I
:2.5.3 Posto de Satude ]__| Qual? Diag {POSTO17A} |
)2.5.4 Clinica Particular |__| Qual? Diag ‘ {CLIN17A} L
) {FDXL17A} ||

426 Quantos dias O Sr(a) ficou em cama? ] {CAMA17A} [ 1



q'

INOME DA VARIAVEL] [CODIGO|

|V - Histéria de Leptospirose (0= ndo, 1=sim, 8=néo se aplica, 9= nédo sabe)

(A XX XXX A XA A KK

1. O Sr(a) ja teve leptospirose ou a “doenca do rato™? [_| {ANTES17} |
Se Sim: 1.1 Ano: I {ANTESQ17}__|__|__|__|
1.2 O Sr(a) foi hospitalizado? | {ANTHO17} |
1.3 Nome do hospital: | (ANTNH17}
@ 2. Alguém em sua casa teve leptospirose antes? ] {CAANT17} |
_ Se Sim: 2.1 Quem?
: 2.2 Ano: L {CAANTQ17} ||| |_|
_ V - Histéria de dengue lll - (0= nac, 1=sim, 8=nao se aplica, 9= ndo sabe)
I 1. O Si(a) jateve dengue ? [ {DEN1T7} L]
p 1.1. Se Sim: Quantas vezes: | {XDEN17} (-
»
® Episo Ano  Foiao . {ADEN17A} |_|_| | |
. dio medico Em que local? Qual o diagndstico? {ADEN17B} |_|_|_ | |
® A S N {ADEN17CY |__|__|_|_|
» {DENMED17A}  |[_|
D B S N {DENMED17B} |
: {DENMED17C} |
P c S N {LOCDEN17A} |__|__}
b {LOCDEN17B} |__|_1
b {LOCDEN17C} |__|_1|
: {DXDEN17A} I
) {DXDEN17B} ]
; {DXDEN17C} |
»
»

= 2. 0 Sr(a) foi vacinado contra febre amarela? [ {VAC17} ||
b 2.1. Se sim, em que ano? S Y {AVACAT7Y | |||
b 2.2. Visto cartao de vacina? ] {FA17} [
.

Lo B T o 0 D [ S - SN = 1 t 1 P a4 s
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FIOCRUZ
Funda¢do Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

PARECER N° 06/2002

Protoéolo : 89
Projeto de Pesquisa: “Histéria Natural da Leptospirose Humana”
Pesquisador Responsével : Dr. Mitermayer Galvdo dos Reis

Instituigdo ou Departamento: CPqGM/Flocruz/LPBM

" Consnderagoes.

Apds a andlise ética do projeto, tendo sido feitos pelo: responsavel os
~esclarecimentos solicitados e pelo mesmo adequadas as pendéncias apontadas, o
CEP considera que o projeto atende aos principios éticos .de autonomia,
beneficiéncia, ndo maleficiéncia, equidade e justica.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisas do Centro de Pesquisas
Gongalo Moniz da Fundagdo Oswaldo Cruz (CEP-CPGGM/FIOCRUZ), conforme
atribuigdes conferidas pela CONEP/CNS/MS (Carta Doc.32/04/97), com base na
Resolugdo 196/96, julga aprovado o projeto supracitado.

Salvador, Bahia, 11 de abril de 2002

Dr.italo A. Sherlock
Coordenador do
CEP-CPqGM/FIOQRUZ



MINISTERIO DA SAUDE
Consetho Nacional tde Saids
Comlasho Nacienal da Ellca am Pesquisa - CONEP

PARECER N°533/2003

Registro CONEP : 7528 ( Ests n° deve ser ¢ltado nas corrssporxiénciss refarentes a sste projeto )

Processo-n-25000:0228410/R2003-03
Projeto de Pesqulsa : “ Histdria Natural da Leptospirose Urbana ",
Pesquisador Responsével : Dr. Mitermayer Galvéo dos Rels
institulgao: Centro de Pesquisa Gongalo Moniz - FIOCRUZ / BA
Area Teméatica Especial : Pesquisa com cooperacéo estrangeira

Obtjetivos '
i-  Determinar 0 impacio dz Leptospirose urbana eme nivel comunitério e identificar
determinantes para a aqulsicdo de infec¢fo ¢ prograssio para doenga severa,

2-  Determinar, prospsctivamants, se as respostas imunoldgicas adquiridaa durante a
infecgdo anterior prctegem contra & re-infecgiio por cepa de Leptospira patogénica,

Sumadrio
Seréo selecionados sets setorss considerades de alta incidéncia de Leplospircse dentro de

uma favela (Pau da Limaj} na cidade de Salvador, Eahia. Inicialmente sera felto um estudo de
campo avaliande os riscos populacionais & serdo seleclonados de SOG4 sujeitos numa coorte
de base populacional com ¢ propdsitc de obter um nlmero suficlentz de casos severos
durante o periodo de quatro anos. Durante um periodo de cinco anos, a vigiléncia
epidemiologlica do Hospital de referéncia para a regifio ird notificar os cases severcs de
isptospirose dento da cocrie estudada. Sera constituido, também, um sub grupo de 600
individuos, dentro da coorte estudada, que serd submetido a testes (sorologias) para
Ieptospiroses quatre vazss ao anq, durante os ¢inco anos. Por fim, seréo comparadoa todes
os individuoz gque foram Infectades com aqueles que desenvolveram formas severas da
doenga. A coorte de sujeitos serd escolhida com base nos seguintes critérios: a) vizinhanga
com ¢ages previaments notificados de leptospirose e, b) uma populagdc pradominantemente
masculina (80%). dadas as caracteristicas epicdemiclégicas da doenga. Serde excluidos os
pacientes menoras de 5 anos dé idade, maicres de 95 anos e aquelas que ndo assinarem ¢
TCLE. Os sujeitos recsberdo visita domicillar que ird avaliar as caracteristicas demogréficas,
possibilidade de inteccles prévias por leptospiras ou doengas febris agudas, exposi¢des
ambientais de risco e fontes de contaminagdo peri-domiciliar.

Conslderagdes

O presente estudc foi enviado & CONEP em 18/08/2002, com parecer ( datado de 07/06/2002
) do CEP da Universidade Federal do Rio Grande do Norte  ¢uja cogia foi , também, anexada
a este protccolo, Foi apresentado pelo pesquisador daquela universidade gue também
participa do estudo. Q principal dbice ético Identificado quando da andlise do protocolo
( parecer de N° 1389/2002 em anexo ) a falta de agles preventivas com referéncla &
populagio estudada, apesar de tratar-se de uma oporfunidads Unica de execugdo de
campanhas preventivas. { Res. CNS 156/g6itsm i1L.3 n}, que assim dispde:

m) garantir Que as pesquisas em comunidades, sempre que pessivel, traduzir-ss-dc em
beneficics cujos efeltos continvem a se fazer sentir apds sua conciusdo. O projeto deve
analisar as necessidades de cada um des membros da comunidads & analisar as difersngas
presentas entrs eles, explicitando como serd assegurado o respeite 4s mesmas;

n) garantir o retorno dos beneficios obtidcs através das pesquisas para as pessocas @ as
comunicades onde as mesmas forem reslizadas. Quandoe, no interesse da comunidade,




Cont Perecar SUNER 1° 5352063 -

houver bensficio real sm ncentivar oy estimular mudangas ds  costumes ou
comportameantos, ¢ prolocoly de pesgulsa deve incluly, semprs que possivel, disposipdss
para comunicar &l bengiicie 43 passoas e/ou comunidades;

o) comuricar a8 autoridades sanitdriag 0s resultades da pesquise, semore gue 03 Mesmoes
pilderem contribuir para & melhorla das condipbes de salde da coletividade, preservarido,
pOTém, & imagem e assegurando que os suieltos da pesquisa ndo ssjam eslipmatizados ou
percam a atto-estimsy;

P} assegurar 8os sujedos da pesquisa os beneflcios resultaries do projeto, sefa em farmos

de retcmo soms! acnsso acs proaﬁdlmentm, proddras ou agentas da pasqusa
; EATE Do L0 o) : fEMents o ¢

orientagao, conforma 0 caso, na*s po:quzsas de mqtraamentu, dems*mr a prapondsrdncia

de bonelicios sobre Hscos © Cusics.

O3 questicnamentos foram respondidas sendo o sstuds aprovade

0 pesquisador do projeto ora apresentace |, também prastou esclarscimenos relativos &s

perdéncias identificadas no parecer citaclo, desstacando-ssa:

v haverd benelicios para a populagdd e o servigo de sauds piblica em face da
disponibilizacio doa drdos coietados @ os resuitados sorokigicos;
v as Informacgdes coletadas 840 necessérias para desenhar ¢ /mplamentar medidas

de intervengdo na comunidagie ( educacdo para a satde o redugdo da fontes de exposicéo
ambiental mediants a rmelhora da infra-estrutura sanitarla;

v 03 individuos sinicmaticos detectados serdo para ¢8 postos de sadde e o8 exames
soroltgicos (alguns diznonivels na FIOCRUZ ) serdo realizades, :
v a quimicprofilaxia seria complicada em face ao perfodo de exposiglo da

populagéo ( 6-8 mesgas/anc),
ressalta, por fim que as medidas educacionais sardo as mais importanias como
ob;etlvo alvo para o5 pesquisadores qua irdo conduzir o sstudo.

0O projeto foi aprovado pelo Comitd de Etica em Pesquisa — CEF da instituic&o supracitada.

As informagtes enviadas atendem, de mods geral, aos aspectos fundamentais da Res, ONS
195/86 & 292/%9 sobre Dirgirizes e Noymas Regulamemtsdoras  de Fesquisas Envelvendo
Seres Humanos. Entretanic, recomenda-se ¢ CEP local avalle o contelido 8 & fragléncia das
agbes educacionals junto & comunigade sstudada, sem as quais ¢ projeto perde muito co seu
sentity,

Diantes de exposto, 2 Comissiio Macional de Etica em Posquisa ~ COMEPR, dé acorde
corn as atribuigdes definidas na Res. CNS 186/98, manifesta - a9 paola aprovagiio do
projeto de pesgulsa proposto, com a recomendagdo explicltada no pardgrafo acima

Bituagks : Projeio aprovado com recomendagio
Bragilia, 24 de abrli de 2002

/(/ t"téuf— -%Q/DQ

WILLIAM SAAD HOSSNE
Coordanador ds CONEP/CNEMS
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»an and Sanford 1. Weill Institutional Review Board

fedical College _ Mail: 1300 York Avenue, Box 5 Phone: 212 821-0577, 0518
New York, NY 10021 Fax: 212 821-0580, 0660
Office: 425 East 61st Street, DV-301 ' E-mail: irb@med.cornell.edu

New York, NY 10021

Date: ~ May 10, 2005

To: Albert Ko, M.D.

From: David A. Behrman, D.M.D., Chairman ﬁ' |
Re: Continuing Review - Protocol # 0402-247

Your protocol entitled "Natural History Of Urban Leptospirosis.", which was up for
continuing review at the May 9, 2005 meeting of The Committee on Human Rights in
Research (IRB #1) was approved by the Board for a period of 12 months (expiring May
8, 2006).

We enclose your consent form stamped accordingly.

Investigators must notify the NYPH/WMC IRB in writing within § working days of the
occurrence of all SERIOUS and/or UNEXPECTED adverse events (AE’s) in NYPH-
WMC research subjects, whether or not the events are considered study related. In
addition there may be reporting requirements of the study sponsor and/or regulatory
agencies. The reporting requirements of the different bodies may differ both with regard
to what events must be reported and the required timing of reports. You must acquaint
yourself and abide by all reporting requirements applicable to this study. Provide the
IRB with copies of all adverse event reports, which you submit, to the sponsor or to a
regulatory agency.

The IRB office is in receipt of your HIPAA form(s). You will be receiving a disposition
letter from the IRB Research Privacy Coordinator in the near future.
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Histéria Natural da Leptospirose Urbana: Estudo Longitudinal
prospectivo em uma Comunidade de Alto Risco Durante Epidemias
Urbanas em Salvador, Bahia.

Protocolo de Coleta de Sangue

Objetivo: Disponibilizar o material necessario a uma coleta de sangue segura,

minimizando os riscos de danos aos participantes.
" Serarealizada APENAS se o individuo referir febre por mais de dois dias, exceto

para as cem coletas randomizadas.

Responsaveis pela execugdo: Ana Carla, Analéa e Rldalva
Material Necessario:

* caixa para coleta com dispositivo de * caneta para escrita em tubos,
Seguranca, * recipiente apropriado para descarte de
* galeria para tubos de coleta, material pérfuro-cortante.

* garrote,

* bolas de algodao,
* alcool a 70%,

* tubos descartaveis para coleta sem
ED.TA,

* adaptador para agutha,

* agulhas descartaveis 21G para

vacutainer,
* butterfly descartavel nimero 23,

* seringas descartaveis de 10ml,

* Amiillaomns ACVO
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Procedimento:

- solicitar que o individuo fique em posicao confortavel, preferencialmente sentado;

- explicar o procedimento, esclarecendo duvidas;

- calgar luvas descartaveis,

- preparar a seringa ou vacutainer identificando os mesmos com etiquetas

elaboradas de acordo com a seguinte padronizagao preestabelecida: cddigo do.

estudo (L20), niimero do domicilio seguido de ntimero do participante, zona e setor.
——---Exemplo: L20-1503-01, Z=13, S=01 onde, L20 =cddigo do estudo; 1503=numero——— -

do domicilio, 01= nimero do participante, zona =13 e setor =01.

- para criangas menores de oito anos utilizar, preferencialmente, scalp (“butterfly”);

- identificar veia a ser puncionada;

- garrotear o brago, tendo cuidado para nao lesar o local;

- realizar antissepsia no local da pungao;

- retirar capa da agulha;

- retrair a veia quatro centimetros antes do local da pungéo;

- puncionar a veia com agulha inicialmente a quarenta e cinco graus e depois

paralela a pele, o bisel deve estar voltado para cima;

- retirar o garrote assim que o sangue comecar a fluir,

- reposicionar cuidadosamente a agulha se o sangue estiver fluindo de forma lenta,

caso nao obtenha sucesso, retirar apenas com parte do tubo preenchida;

- coletar 10ml de sangue; é aceitavel uma coleta minima de 7ml (sangue) sendo 5ml

(soro) para adultos e 4ml (sangue) sendo 2ml (soro) para criangas;

- ndo conseguindo-se coletar a quéntidade satisfatéria citada, deve-se tentar nova

pungao. Se esta também nao for satisfatéria, deve-se agendar retorno para outra

puncao;

- apds pungao com sucesso, solicitar que o paciente abra a mao do membro

puncionado, se estiver fechada;
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- retirar a agulha;

- pressionar levemente o local puncionado com algodao;

- solicitar que o individuo mantenha o algodao até que o local pare de apresentar
sangramento;

- no caso da seringa, depositar o sangue coletado em tubo vacutainer;

- desprezar seringas e agulhas em recipiente com paredes rigidas; As agulhas
devem ser introduzidas em recipiente préprio para descarte e NUNCA encapadas.
As luvas e algodao devem ser descartads em saco para lixo hospitalar e

" desprezados na FIOCRUZ(LPBM);
- desprezar bolas de algodao em saco plastico para lixo hospitalar;

- guardar os tubos em galeria apropriada;

- retirar luvas;

- desprezar luvas e seus invélucros em saco plastico para lixo hospitalar;

- fechar caixa de coleta;

- explicar a familia que primeiro serdo coletadas amostras de toda a comunidade

para entao serem distribuidos os resultados.

Elaborado por Ridalva Dias Martins Felzemburgh e revisado por Albert Icksang Ko
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PROTOCOLO PARA PROCESSAMENTO E RECEPGCAO DAS AMOSTRAS

Cadigo: FIOCRUZ / GLP 026 Versdo: 2
Criado por: Modificado por:
Balbino Lino dos
Santos
Data de criagao: Fevereiro, 05/2004 Ultima modificagao:
Aprovacao e controle de qualidade: Albert |. Ko

I. Palavras chave:
Processamento
Recepgéo
amostras

Il. Propésito:

Centrifugar, aliquotar e armazenar as amostras de pacientes de Pau da Lima, e recepcionar estas
amostras no LPBM —~ CPqGM, apés seu processamento.

lll. Materiais:

Luvas

Amostras de soros

Lista de etiquetas para eppendorfs

Racks de tubos para armazenamento das amostras
eppendorfs

Freezer -20°C

IV. Equipamentos:
+ Centrifuga de alta rotagéo.

V. Descricao das atividades 1 — Processamento

Confeccao de etiquetas e identificagdo de Tubos Matrix e eppendorfs:

- Apos a conferéncia das amostras recepcionadas no laboratério, a xerox da ficha de
identificacdo dos pacientes que acompanha as amostras devera ser enviada para o
setor de epidemiologia, onde sera feita a confecgdo e impressdo das etiquetas. As
etiquetas impressas serdo enviadas ao laboratério, onde serdo conferidas junto a
ficha de identificacdo dos pacientes, para posteriormente usa-las na identificagdo dos
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- |dentificar com as étiquetas de congelamento impressas 05 tubos Matrix® e 02
eppendorfs pequenos.

Processamento dos Soros:

- Centrifugar Amostras 1500rpm / 10 minutos.

- Organizar tubos, apés centrifugados, em rack apropriada.

- ArlﬂiggptAar S0r0s, s’eguindo a ‘ordem de orrgar_n‘i;agéo dos Vtubos.

- Apés aliquotagem, os soros aliquotados e os codgulos serdo armazenados em freezer, segundo a
descrigdo de congelamento abaixo.

VI. Descricao das atividades 2 — Congelamento de amostras

- As amostras de soro aliquotadas nos tubos Matrix® de 1,4mL deverdo ser organizadas em caixas de
congelamento Matrix® especificas para os tubos, seguindo ordem de IDNQ e data de coleta da lista de
identificacdo de pacientes, e posteriormente armazenadas em freezer a ~ 20°C. As amostras de soro
aliquotadas em tubos de 0,6mL deverdo ser organizadas em caixas de congelamento, seguindo
ordem de IDNO e data de coleta, e posteriormente armazenadas a —20°C e —70°C da seguinte forma:

a) 05 de 1,4mL p/ estocagem no Freezer a (-20°C).

b) 01 de 0,6mL em freezer a —20°C p/ realizacédo de Testes Sorolégicos (MAT e
ELISA).

c¢) 01 de 0,6mL em freezer a —70°C p/ realizagéo de Testes de Biologia Molecular (PCR).

- Apbs completar a caixa de congelamento dos tubos Matrix e dos eppendorfs, fazer mapa das caixas
em fichas especificas e arquivar.

- As fichas de identificag@o de pacientes devera ter os campos correspondentes a data, hordrio de
recepcao e processamento, congelamento das amostras, n® da caixa, n® de aliquotas e n® do freezer
na qual a amostra foi armazenada, preenchidos.
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PROVA DE MICROAGULUTINACAO (MAT) PARA DIAGNOSTICO DE LEPTOSPIROSE

TITULACAO
Codigo: FIOCRUZ / GLP 0108 Versao: 1
Criado por: Modificado por:
‘ Adriano Queiroz
| Data de criagdo: Fevereiro, 20/ 2004 Ultima modificago: 1
Aprovagao e controle de qualidade: Albert |. Ko

0. Palavras chave:
Microaglutinagao
Leptospira

I. Raciocinio:

O teste de Microaglutinagdo (MAT), é o teste sorolégico basico para diagnéstico e classificag@o. Neste
método, misturam-se iguais volumes de, diluicdes seriadas do soro e cultura .de leptospiras, em
microplacas ou em tubos de vidro. A mistura do soro e do antigeno reage por um periodo de uma
hora e meia a 4 horas, em temperatura ambiente. Tipicamente a mistura pode ser incubada em estufa
bacterioldgica BOD a uma temperatura de 28 a 30°C. O resultado é obtido ao se estimar a proporgéo
de Leptospiras aglutinadas com relagéo a de Leptospiras livres depois do periodo de incubagéo, o
grau de aglutinagdo e o titulo final da aglutinagdo, “cut-off’, séo determinados por exame das
amostras em microscépio de campo escuro. A leitura do teste é subjetivo e é feito pela determinagéo
do numero Leptospiras livres ndo aglutinadas. A idade e a densidade dos antigenos s&o outras
variaveis que podem afetar a reprodutibilidade dos resultados. Antigenos derivados de culturas velhas
& ou com altas concentragdes de leptospiras, reduz a sensibilidade, o qual pode ser otimizado com
antigenos com baixa densidade de leptospiras.

E recomendado que as culturas tenham entre 4 e 14 dias de repique em meio liquido, ter sido
incubada entre 28 e 30°C e ter densidade de 1-2 x 10° Leptospiras / ml. Os antigenos devem também
estar livre de contaminantes e “conglomerados’, resultado de auto-aglutinagéo entre as Leptospiras. A
densidade é determinada por comparagdo a uma escala de McFarland, que tem turvagtes
equivalentes as diluigdes a que as culturas devem ser submetidas para que a cultura tenha uma
concentragdo referente a 0,5 da escala de McFarland.

A bateria a ser usada deve conter uma variedade de sorovares que é esperado estar presente no
local de origem do soro. Cepas isoladas no local devem ser incluidas na bateria. Caso néo seja
conhecido o(s) sorovar(es) mais prevalente(s), & recomendado que seja usado uma bateria com os
sorovares que sdo recomendados pela OMS. Nao mais que um sorovar representante de cada
sorogrupo precisa ser incluido.
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Nesta etapa (titulacéo), todos os soros que foram positivos na triagem (soros que tiveram 2 ou 3
cruzes de aglutinag@o), serdo titulados, com o objetivo de determinar qual o titulo maximo de
anticorpos contra Leptospira o soro apresenta. Em sintese, o soro sera diluido de forma seriada e na
razao de 2, 1:100, 1:200, 1:400, (...) 1:51200, e misturado com iguais volumes dos antigenos contra
os quais eles foram positivos na triagem. As diluicdes s&o consideradas positivas enquanto tiverem

duas cruzes de agiutinagéo.

Em geral, sangue para sorologia deve ser colhido tdo logo que possivel. Uma segunda amostra deve
ser colhida 3-4 semanas apos a infecgéo, ja que os testes podem ser negativos nas fases iniciais da
doencga. O caso suspeito sera confirmado de acordo com os critérios:

Critério 1 — Titulo unico igual ou superior a 1:800
Critério 2 — Havendo soros pareados, se tiver soro-converséo ou aumento do titulo de 4x entre o soro

agudo e o soro convalescente.

O diagnéstico laboratorial devera ser sempre acompanhado da clinica do paciente, juntos pode-se
interpretar com mais seguranga se o paciente esta ou ndo com Leptospirose.

Il. Propésito:

Titular todos os soros que foram positivos na triagem, diluindo-os na razé@o de 2 a partir da diluigéo
inicial de 1:100 até 1:51.200.

lil. Materiais:

Luvas

Laminas de vidro novas e lavadas

Laminulas de vidro novas

Pipetas Pasteur de vidro novas de 25cm, lavadas e autoclavadas.

Pipetas sorologicas descartaveis de 5 ou 10ml

Pipetas automaticas P100, P200 e P1000

Pipeta automatica multi-canal

Ponteiras amarelas estéreis com capacidade 20 a 200ul

Ponteiras azuis estéreis com capacidade 200 a 1000ul

Canaletas para pipetas multi-canal.

Cémara de Petroff-Housser

Tubos de vidro sem rosca de 12ml para diluir o soro e a cultura.

Filtros Swinnex

e Membrana Millipore de 0,22um e 25 mm de diametro

e Seringa de 10ml para filtrar os soros previamente diluidos

o Microplacas de ELISA de 96 pogos com fundo chato.

e Alca de platina adaptada para fazer pequenas bolinhas na hora da leitura da
microaglutinacdo

o Alcool a 70% para assepsia

¢ Hipoclorito de sédio a 5% para descarte dos materiais contaminados

IV. Reagentes:
s Meio liquido EMJH de Leptospira
¢ PBS 1x



Ymgf] Mmoo e Projeto: Histéria Natural da Leptospirose Urbana: Estudo Longitudinal prospectivo
em uma Comunidade de Alto Risco Durante Epidemias Urbanas em Salvador, Bahia.

J FIOCRUZ
50O Ido Cruz

Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

e Uma bateria de culturas da OMS selecionadas como antigenos
s Soros testes

V. Equipamentos:

s Microscopio de campo escuro adaptado com objetiva de 10x, 20x, 40x

e Fluxo [aminar para manipulagéo das culturas e distribuicdo dos meios

» Estufa bacteriolégica BOD de 28°C a 30°C para incubagéo das culturas e da microplaca.
s Microcentrifuga de alta rotacao.

Vi. Recomendagdes acerca de materiais, reagentes e equipamentos

» A manipulagéo das culturas e das solugbes previamente estéreis devemser

feitas de forma asséptica no fluxo laminar para evitar o risco de
contaminagoes.

VIl. Descri¢ao das atividades 1 — Preparo dos soros

Selecionar os soros a serem testados que s&o os positivos na triagem.

Deixar descongelar naturalmente

Centrifugar em 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C

Identificar os tubos com os ndmeros dos pacientes

Colocar 1,96 ml de PBS 1x (1ml com pipeta de 10ml e 0,96 mi com pipeta automética P1000)
Colocar 40 ul do soro com pipeta automatica P100, dando uma dilui¢ao inicial de 1:50.

Filtrar os soros contaminados (turvos) em swinnex com membrana Millipore de 0,22 um de poro
e 25m de diametro, a fim de eliminar detritos e contaminantes que possam interferir na leitura da
aglutinagéo. Essa diluigdo deve ser usada no mesmo dia em que foi preparada.

NonhwN -

VIII. Recomendacdes a cerca do procedimento 1

* A filtrac@o dos soros s6 se faz necessaria se o soro estiver visivelmente contaminado, ou seja, bem
turvo.

s A filtrag&o é procedida acoplando o swinnex ja com o filtro, na seringa de 10 ml, e passando o soro ja
diluido pelo sistema acima descrito.

IX. Descricio das atividades 2 — Distribuiciao dos soros na placa

1. Fazer a identificagdo das placas de microaglutinagao (placas Falcon, 96 pogos, fundo chato, com
tampa), indicando verticalmente os nimeros dos soros em analise € numero correspondente ao
antigeno aglutinados na triagem (Anexo 1). ,

2. Na primeira fileira vertical da placa colocar 100 ul (0,10 mi) da dilui¢o inicial 1:50 do respectivo
S0ro;

3. Colocar 50ul de PBS nos 10 pogos seguidos da placa com auxilio de uma pipeta multicanal;

4. Ainda com a pipeta multicanal, transferir 50 ul da diluigéo inicial do soro de 1:50 pra os pogos
seguintes, homogeneizando 5 vezes vagarosamente para nao formar espuma, até atingir a
diluico final de 1:51.200, desprezando os 50 ul finais;
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X. Recomendacdes a cerca do procedimento 2

e Com relagéo ao item 4, a diluigdo é feita de forma seriada, ou seja, com a mesma pipeta deve-se
transferir 50 pl do soro anterior para o PBS da placa e homogeneizar, seguindo desta mesma
forma para os pogos seguintes.

XI. Descri¢ao das atividades 3 — Distribuicio dos antigenos na placa

Nota: O preparo do ant|geno estd descrito no protocolo GLP 0106

1. Colocar cada um dos antigenos previamente diluidos (ver protocolo GLP 0108) em canaletas
para pipetas multicanal, previamente identificadas.

2. Com a pipeta multicanal, adicionar horizontalmente a todas as diluigbes, 50 pl do antigeno a ser
testado (anexo 1).

3. Agitar as placas com movimentos circulares por aproximadamente 15 segundos.

4. Incubar por 2 horas em estufa bacteriolégica BOD a temperatura de 28 a 30°C.

i
y

XII. Descriciio das atividades 4 - Leitura do teste

A ARG A AR A A0 40 Jh A AL JL. J N N B & J

1. Com alga bacteriolégica apropriada, colher uma algada de todas as diluicdes dos soros testados para
cada antigeno e colocar em uma lamina limpa.

) 2. Analisar ao microscépio de campo escuro, condensador a seco, objetiva de 10X, até qual titulo

ocorre a presenca de aglutinagado de 50% das Leptospiras (2++), e anotar na tabela, a mesma

utilizada na triagem (anexo 2).

) 3. Apéds a leitura desprezar imediatamente as placas e as laminas em solugdo de Hipoclorito de sédio.

Xlll. Recomendagodes a cerca do procedimento 4

O resultado € anotado em tabelas especificas (modelo de tabela — anexo 2);

Nesta etapa é conveniente que duas pessoas trabalhem, uma na preparagdo das amostras na
l&mina e outra na leitura a fim de acelerar esta fase do processo, para que n&o haja grande diferenca
de tempo entre a primeira e a Ultima amostra (o tempo de leitura ndo deve ultrapassar uma hora).

Controles da reagao:

Controle positivo: deve-se incluir um soro positivo (pool de soros positivos), de preferéncia para
mais de um sorovar, em todas as reac;oes e 0 mesmo de ser processado da mesma forma que as
amostras.

Controle negativo interno ou “sem soro”: para cada cepa de Leptospira, utiliza-se 50 ul de PBS
+ 50 pl do antigeno.

Controle negativo: deve-se incluir um soro negativo, em todas as reagdes e o mesmo de ser
processado da mesma forma que as amostras.
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XIll. Responsaveis
Técnicos que cuidam e ddo manuteng&o as culturas de Lepfospiras.

XIV. Anexos

~ [Anexo “Nome " Cédigo
1 Figura ilustrativa da disposigéo e distribuicdo dos soros e dos | Nao se aplica
antigenos na placa de microaglutinacao
2 Tabela modelo para anotag&o dos resuitados da leitura Nao se aplica
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o ..0..Palavras chave:

Microaglutinacéo
Leptospira
Soroprevaléncia

|. Raciocinio:

O teste de Microaglutinacdo (MAT), & o teste soroldgico basico para diagnéstico e classificagcdo. Neste
método, misturam-se iguais volumes de, diluigées seriadas do soro e cultura de [eptospiras, em
microplacas ou em tubos de vidro. A mistura do soro e do antigeno reage por um periodo de uma
hora € meia a 4 horas, em temperatura ambiente. Tipicamente a mistura pode ser incubada em estufa
bacteriolégica BOD a uma temperatura de 28 a 30°C. O resultado é obtido ac se estimar a proporgéo
de Leptospiras aglutinadas com relagéo a de Leptospiras livres depois do periodo de incubagéo, o
grau de aglutinagdo e o titulo final da aglutinagado, “cut-off', sdo determinados por exame das
amostras em microscopio de campo escuro. A leitura do teste & subjetivo e & feito pela determinagao
do numero Leptospiras livres ndo agiutinadas. A idade e a densidade dos antigenos sdo outras
variaveis que podem afetar a reprodutibilidade dos resultados. Antigenos derivados de culturas velhas
e ou com altas concentragdes de leptospiras, reduz a sensibilidade, o qual pode ser otimizado com
antigenos com baixa densidade de leptospiras. :

E recomendado que a culturas tenham entre 4 e 14 dias de repique em meio liquido, ter sido incubada
entre 28 e 30°C e ter densidade de 1-2 x 10° Leptospiras / ml. Os antigenos devem também estar
livres de contaminantes e “conglomerados”, resultado de auto-aglutinagdo entre as Leptospiras. A
densidade & determinada por comparagdo a uma escala de McFarland, que tem turvagbes
equivalentes as diluigbes a que as culturas devem ser submetidas para ter uma densidade referente a
0,5 da escala de McFariand.

A bateria a ser usada deve conter uma variedade de sorovares que € esperado estar presente no
local de origem do soro. Cepas isoladas no local devem ser incluidas na bateria. Caso ndo seja
conhecido o(s) sorovar(es) mais prevalente(s), € recomendado que seja usado uma bateria com os
sorovares que sdo recomendados pela OMS. NZo mais que um sorovar representante de cada
sorogrupo precisa ser incluido.

Em estudos da comunidade as pessoas cujos soros sdo coletados nao sdo casos clinicos, sendo
portanto pessoas saudaveis. Em estudos de soroprevaléncia, a MAT serve de instrumento para
detectar exposicbes recentes, casos incidentes, ou exposi¢cées antigas, casos prevalentes, de
pessoas que, embora nunca tenham tido Leptospirose, podem ter sido exposta ao agente etioldgico
da doenga, levando-a a desenvolver anticorpos, na maioria das vezes, com titulos inferiores a 1:100.
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A leitura se da baseado na quantidade de Leptospiras livres em comparagdo com as que estado
aglutinadas, que por sua vez é estimada em cruzes, sendo: +++ quando 100% das leptospiras est&o
aglutinadas; ++ quando 50% das leptospiras estdo aglutinadas; + quando menos que 50% das
leptospiras estéo aglutinadas. Serdo considerados as aglutinagdes iguais ou superiores a ++.

Il. Propdsito:

Fazer uma triagem inicial dos soros coletados na comunidade, testando de inicio os tituios 1:25, 1:50
e 1:100.

lll. Materiais:

Luvas

.o __Laminas de vidronovaselavadas .. ... . e R,

e Laminulas de vidro novas
o Pipetas Pasteur de vidro novas de 25¢m, lavadas e autoclavadas.

e Pipetas sorolégicas descartaveis de 5 ou 10mi

e Pipetas automaticas P100, P200 e P1000

* Pipeta automatica multi-canal

e Ponteiras amarelas estéreis com capacidade 20 a 200ul

¢ Ponteiras azuis estéreis com capacidade 20G a 1000ul

e Canaletas para pipetas multi-canal.

e Camara de Petroff-Housser

e Tubos de vidro sem rosca de 12ml para diluir o soro e a cultura.

Filtros Swinnex

Membrana Millipore de 0,22pm e 25 mm de didmetro

Seringa de 10ml para filtrar os soros previamente diluidos

Microplacas de ELISA de 96 pogos com fundo chato.

Alca de platina adaptada para fazer pequenas bolinhas na hora da leitura da
microaglutinagao

Alcool a 70% para assepsia

« Hipoclorito de sédio a 5% para descarte dos materiais contaminados

V. Reagentes:

Meio liquido EMJH de Leptospira

PBS 1x

Uma bateria de culturas da OMS selecionadas como antigenos
Soros testes

V. Equipamentos: (

¢ Microscopio de campo escuro adaptado com objetiva de. 10x, 20x, 40x

s Fluxo laminar para manipulag@o das culturas e distribuicdo dos meios

o Estufa bacteriolégica BOD de 28°C a 30°C para incubagéo das culturas e da microplaca.
¢ Microcentrifuga de alta rotagéo.

V1. Recomendagdes acerca de materiais, reagentes e equipamentos
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e A manipulagado das culturas e das solugdes previamente estéreis devem ser
feitas de forma asséptica no fluxo laminar para evitar o risco de
contaminacoes.

VIl. Descrigao das atividades 1 — Preparo dos soros

8. Selecionar os soros a serem testados que séo os positivos na triagem.

9. Deixar descongelar naturalmente

10. Centrifugar em 12000 rpm por 10 minutos a 4°C

11. ldentificar os tubos com os nimeros dos pacientes

12. Colocar 1,84 ml de PBS 1x (1ml com pipeta de 10ml e 0,84 ml com pipeta automatica P1000)
13. Colocar 160 ul do soro com pipeta automatica P100, dando uma diluigéo inicial de 1:12,5.

14. Filtrar os soros contaminados (turvos) em swinnex com membrana Millipore de 0,22 um de poro .
e 25m de diametro, afim de eliminar detritos e contaminantes que possam interferir na leitura da
aglutinagéo. Essa diluigo deve ser usada no mesmo dia em que foi preparada.

VIII. Recomendacoes a cerca do procedimento 1

» Afiltragdo dos soros s6 se faz necessaria se o soro estiver visivelmente contaminado, ou seja, bem
turvo. '

+ Afiltrag&o é procedida acoplando o swinnex ja com o filtro, na seringa de 10 ml, e passando o soro ja
diluido pelo sistema acima descrito.

IX. Descricao das atividades 2 — Distribui¢io dos soros na placa

5. Fazer a identificagdo das placas de microaglutinagéo (placas Falcon, 96 pogos, fundo chato, com
tampa), indicando horizontalmente os nimeros dos soros em analise (4 soros por placa), e
verticalmente o nimero correspondente ao antigeno a ser testado (Anexo 1).

6. Na primeira fileira vertical de cada “coluna” de 3 da placa, colocar 100 pl (0,10 ml) da diluigéo
inicial 1:12,5 do respectivo soro;

7. Colocar 50ul de PBS nos 2 pogos seguidos de cada “coluna” com auxilio de uma pipeta
multicanal;

8. Ainda com a pipeta multicanal, transferir 50 ul da diluigdo inicial do soro de 1:12,5 para os 2
pogos seguintes, homogeneizando 5 vezes vagarosamente para néo formar espuma, até atingir
a diluicao final de 1:50, desprezando os 50 pl finais;

X. Recomendagoes a cerca do procedimento 2

» Com relagéo ao item 4, a diluicao é feita de forma seriada, ou seja, com a mesma pipeta deve-se
transferir 50 pl do soro anterior para o PBS da placa e homogeneizar, seguindo desta mesma

forma para os pogos seguintes.
e Para cada placa serdo testados 4 soros, sendo que cada soro vai utilizar trés fileiras verticais da

placa.
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XI. Descri¢ao das atividades 3 — Distribuicao dos antigenos na placa

Nota: O preparo do antigeno esta descrito no protocolo GLP 0106

5. Colocar cada um dos antigenos previamente diluidos (ver protocolo GLP 0106) em canaletas
para pipetas multicanal, previamente identificadas.

6. Com a pipeta multicanal, adicionar horizontalmente a todas as diluicdes, 50 ul do antigeno a ser

testado (anexo 1).

Agitar as placas com movimentos circulares por aproximadamente 15 segundos.

Incubar por 2 horas em estufa bacterioldgica BOD & temperatura de 28 a 30°C.

o~

-~ XII--Descricao das atividades 4 - Leiturado teste ~

4, Com alga bacterioldgica apropriada, colher uma algada de todas as diluigbes dos soros testados para
cada antigeno e colocar em uma lamina limpa.

5. Analisar ao microscopio de campo escuro, condensador a seco, objetiva de 10X, até qual titulo
ocorre a presenca de aglutinagéo de 50% das Leptospiras (2++), e anotar na tabela (Anexo 2)

6. Apos a leitura desprezar imediatamente as placas e as laminas em solugéo de Hipoclorito de sédio.

7. Os soros que apresentarem titulos de 1:100 devem ser titulados seguindo a descrigdo do protocolo
GLP 0108.

Xlll. Recomendac¢des a cerca do procedimento 4

¢ O resultado € anotado em tabelas especificas (modelo de tabela — anexo 2);

« Nesta etapa é conveniente que duas pessoas trabalhem, uma na preparagdo das amostras na
ldamina e outra na leitura a fim de acelerar esta fase do processo, para que ndo haja grande diferenca
de tempo entre a primeira e a ultima amostra (o tempo de leitura ndo deve ultrapassar uma hora).

e Controles da reacéao:

Controle positivo: deve-se incluir um soro positivo (pool de soros positivos), de preferéncia para
mais de um sorovar, em todas as reagdes e o mesmo de ser processado da mesma forma que as
amostras.

Controle negativo interno ou “sem soro”: para cada cepa de Leptospira, utiliza-se 50 ul de PBS
+ 50 pl do antigeno.

Controle negativo: deve-se incluir um soro negativo, em todas as reagdes e 0 mesmo de ser
processado da mesma forma que as amostras.

Xlll. Responsaveis
Técnicos que cuidam e ddo manutencio as culturas de Leplospiras.

XIV. Anexos
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Anexo Nome Cédigo
1 Figura ilustrativa da disposicao e distribuicdo dos soros e dos | Nao se aplica
antigenos na placa de microaglutinacéo
2 Tabela modelo para anotacdo dos resuitados da leitura N&o se aplica
XV. Referéncias
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Anexo 2
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