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RESUMO

A leptospirose, doenca infecciosa aguda grave, é causada por bactérias do género
Leptospira, que sdo transmitidas ao homem através do contato direto ou indireto com a
urina de animais infectados. E uma zoonose de ampla distribuicio mundial, apresentando-
se de forma endémica em algumas localidades e epidémicas quando fatores climéticos e
ambientais sdo favoraveis a disseminacdo da bactéria no meio ambiente. E considerada
um problema de salde publica, principalmente no Brasil, por ser uma doenca
subnotificada e até mesmo negligenciada, apresentando um padrdo endémico que varia
de acordo com as caracteristicas de cada regido do pais, como o0 que ocorre no municipio
de Manaus, onde ha presenca de fatores predispostos para a ocorréncia da doenca, aliados
a questdes da vulnerabilidade social. Neste sentido, este estudo teve como objetivo
analisar o perfil epidemioldgico da leptospirose em profissionais de limpeza urbana do
municipio de Manaus, Amazonas. Por ser considerada uma doenga de risco ocupacional,
atinge diferentes categorias profissionais, principalmente as que estdo em contato direto
com residuos contaminados. Através da realizacdo do Teste de Aglutinacdo Microscépica
(MAT), observamos uma soroprevaléncia de infeccdo por Leptospiras de 15% nessa
populacdo, além da prevaléncia do sorogrupo Icterohaemorrhagiae, nas amostras
analisadas. Para tracar o perfil epidemioldgico da leptospirose entre os participantes do
estudo, foram realizadas analises descritivas e multivariadas, sobre os fatores de riscos
analisados. Vale ressaltar que inquéritos soroepidemioldgicos sdo importantes
ferramentas utilizadas na satde publica para implementacdes de estratégias de prevencao

e controle diante das doencas infecciosas.

Palavras-chaves: Leptospirose, Epidemiologia, Prevaléncia, Fatores de risco e

Diagnostico.



ABSTRACT

Leptospirosis, a severe acute infectious disease, is caused by bacteria of the genus
Leptospira, which are transmitted to humans through direct or indirect contact with the
urine of infected animals. It is a zoonosis with a wide worldwide distribution, appearing
endemic in some locations and epidemic when climatic and environmental factors are
favorable to the spread of the bacteria in the environment. It is considered a public health
problem, mainly in Brazil, as it is an underreported and even neglected disease, presenting
an endemic pattern that varies according to the characteristics of each region of the
country, such as what occurs in the municipality of Manaus, where there is presence of
predisposing factors for the occurrence of the disease, combined with issues of social
vulnerability. In this sense, this study aimed to analyze the epidemiological profile of
leptospirosis in urban cleaning professionals in the city of Manaus, Amazonas. As it is
considered an occupational risk disease, it affects different professional categories,
especially those who are in direct contact with contaminated waste. By performing the
Microscopic Agglutination Test (MAT), we observed a seroprevalence of Leptospira
infection of 15% in this population, in addition to the prevalence of the
Icterohaemorrhagiae serogroup, in the samples analyzed. To outline the epidemiological
profile of leptospirosis among study participants, descriptive and multivariate analyzes
were carried out on the risk factors analyzed. It is worth highlighting that
seroepidemiological surveys are important tools used in public health to implement
prevention and control strategies against infectious diseases.

Keywords: Leptospirosis, Epidemiology, Prevalence, Risk factors and Diagnosis.
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1 INTRODUCAO

A leptospirose € uma doenca infecciosa causada por bactérias do género
Leptospira, pertencentes a ordem Spirochaetales e a familia Leptospiraceae (LEVETT,
2015). E causada por uma bactéria helicoidal (espiroqueta), no qual se conhecem 17
espécies patogénicas, sendo a mais importante, a L. interrogans. A unidade taxonémica
basica é o sorovar (sorotipo) (PICARDEAU, 2017). Existem mais de 300 sorovares,
identificados cada um com seus hospedeiros preferencias, ainda que uma espécie animal

possa albergar um ou mais sorovares (BRASIL, 2017).

As leptospiras acometem diversos animais domesticos e selvagens que atuam
como reservatorios para a persisténcia dos focos de infeccdo. Nas areas urbanas, 0s
roedores sinantrépicos sdo os principais disseminadores da doenca, pois sdo capazes de
abrigar as bactérias nos rins de forma assintomatica, sendo apenas portadores
(THIBEAUX et al., 2018). A transmisséo ocorre de modo acidental por meio do contato
direto ou indireto com a urina de animais infectados, sendo uma das zoonoses de maior
distribuicdo geografica no mundo, predominante em regides de clima tropical e paises em
desenvolvimento, por sua relagdo direta com fatores comportamentais e socioambientais
(HAAKE; LEVETT, 2015).

A ocorréncia da doenca é cosmopolita, sendo variavel em diferentes partes do
mundo, podendo ser observada tanto de forma esporadica quando endémica. A incidéncia
anual estimada de leptospirose ultrapassa 1 milhdo de casos no mundo, com
aproximadamente 59.000 mortes (COSTA et al., 2015). Nos paises em desenvolvimento,
a doenca é associada a veiculacao hidrica, os surtos estdo relacionados principalmente as
atividades ocupacionais, elevada densidade demografica da populacdo, precérias
condigdes de saneamento basico, além do fator climético (LEE et al., 2018).

Nos paises desenvolvidos esta relacionada a grupos de riscos, como veterinarios,
mineiros, agricultores, trabalhadores de saneamento/esgoto, de matadouro, de pecuéria e
até mesmo militares, alem de algumas atividades de lazer que incluem, canoagem,
jardinagem, golfe, natacdo (DAY; CALDERWOOD, 2018). No Brasil, a leptospirose é
considerada um problema de saude publica, principalmente por ser uma doenca

negligenciada, com uma distribuicdo endémica, tornando-se epidémica nas capitais e



regides metropolitanas, principalmente durante os periodos chuvosos, onde ha uma

elevacdo nos nimeros de casos da doenca (BRASIL, 2017).

De acordo com dados do Ministério da Saude (2022) sobre o levantamento
epidemioldgico da leptospirose no pais, no periodo de 2010 a 2020, foram confirmados
39.270 casos da doenca, com uma média anual de 3.734 casos, apresentando variagdes
entre 1.276 casos (2020) e 4.390 casos (2011). Nesse mesmo periodo houve registros de
3.419 Obitos, com média de 321 obitos/ano e uma letalidade média de 8,7%, com um
coeficiente médio de incidéncia de 2,1/100.000 habitantes, com predominio em areas

urbanas.

Na regido amazonica, a estrutura ecoldgica e o clima tropical sdo favoraveis a
disseminacdo das leptospiras e consequentemente a ocorréncia da leptospirose,
principalmente por suas condic¢Ges de temperatura e umidade, caracteristicas préprias da
zona equatorial (BRASIL, 2017). A cidade de Manaus, capital do estado do Amazonas,
assim como outras cidades da regido, apresenta caracteristicas ecoldgicas e ambientais
bastante favoraveis a disseminacdo da bactéria. O periodo intenso de chuvas na regido foi
previamente associado ao aumento do nimero de casos de leptospirose, indicando forte
associacdo entre a elevacdo dos indices pluviométricos com o aumento do nimero de
casos. Por ser uma doenca subnotificada, os dados oficiais nao revelam a real magnitude
do problema enfrentado em Manaus (HOMEM, 2001).

A leptospirose tem sido considerada historicamente como uma doenca de risco
ocupacional (AGAMPODI et al., 2014) demonstrando que o ambito profissional é de
suma relevancia para a epidemiologia da doenca (BRASIL, 2010). A maioria dos casos
de leptospirose ainda ocorrem entre individuos que trabalham ou residem em ambientes
com pouca, ou nenhuma infraestrutura sanitaria e até mesmo que sao expostos a urina de
roedores (BRASIL, 2019).

Algumas profissdes sdo mais favoraveis ao contato com a Leptospira, como
profissionais de limpeza urbana, desentupidores de esgotos, catadores de materiais
reciclaveis, bombeiros, agricultores, tratadores de animais pescadores, médicos
veterinarios dentre outros, devido a realizacdo de suas atribui¢cbes em locais provaveis de

infeccdo pela bactéria (LARA et al., 2014). Sendo assim, o servi¢o de coleta de lixo e



limpeza das vias urbanas, expdem diariamente os profissionais a situagOes de
vulnerabilidade, devido a falta ou uso inadequado de equipamento de protecdo individual
(EPI), facilitando a probabilidade de adquirirem infeccdo por leptospiras, além da

exposicdo aos riscos pelo contato direto com materiais contaminados (MCBRIDE, 2005).

Portanto, estudos epidemioldgicos sobre a leptospirose humana séo ferramentas
essenciais para se obter informacdes para a implementacdo de estratégias de prevencéo e
controle da leptospirose nessa populacdo de grande vulnerabilidade. Conhecimento
epidemiolodgico pode ainda auxiliar no diagndstico e consequentemente na eficacia do
tratamento individual. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi realizar um estudo
soroepidemioldgico de leptospirose em profissionais de limpeza urbana do municipio de

Manaus, Amazonas.

2 PROBLEMATICA

A leptospirose é considerada um problema de salde pablica, por ser uma doenca
bastante disseminada e negligenciada, apresentando carater endémico em algumas
regides, tornando-se epidémica, em algumas épocas do ano, com altos indices de casos
da doenca, principalmente em areas com precarios investimentos em infraestrutura
sanitaria, aglomerados populacionais, presenca de roedores e até mesmo exposi¢cdo
ocupacional, aumentando a vulnerabilidade dessa populacdo a suscetivel infeccdo por
Leptospiras (BRASIL, 2017).

No Brasil, a transmissao do agente etioldgico no meio é facilitada devido a grande
populacdo de roedores, considerados importantes disseminadores das bactérias no meio,
acumulo de lixo, devido a precariedade em investimentos como saneamento bésico e pelo
clima tropical Umido. Esses fatores, aliados as estagdes chuvosas e as inundacdes,
favorecem a disseminacdo e a persisténcia das Leptospiras em vérias regides do pais.
(BARCELLOS et., 2008).

Em Manaus, assim como em outras cidades da regido norte, a exploséo
demogréfica e o crescimento desordenado da cidade resultaram em problemas
socioambientais, que contribuiram para reducdo da qualidade de vida da populacéo, com

reflexos diretos nas condi¢des de saude, higiene e moradia. Além disso, os periodos de



chuva forte e constante que causam enchentes e inundacGes aumentam o risco de
contaminacgdo por parte da populacdo em risco. Em tais situacdes, a urina dos ratos,
presentes essencialmente em bueiros, valas e esgotos, misturam-se a enxurrada e a lama,
elevando assim o risco de transmissdo ao ser humano. Segundo a experiéncia da
vigilancia epidemioldgica no Brasil, dentre as principais ocorréncias epidemioldgicas,
apos as inundagOes, destaca-se: o0 aparecimento de surtos de doencas infecciosas,

particularmente a leptospirose e de doencas de transmissao hidrica (BRASIL, 2019).

Visando essa vertente foi abordada a seguinte pergunta norteadora: Qual o perfil
epidemioldgico da leptospirose em profissionais de limpeza urbana do municipio de
Manaus? Para responder a essa pergunta fez-se necessario obter mais informacdes sobre
os fatores de risco associados a doenca a fim de evitar seu grande impacto na saude
publica. Nesse sentido, os resultados desta pesquisa poderdo revelar novos fatos e obter
informacdes para a implantacdo de estratégias de prevencdo e controle da leptospirose

nessa populacédo de grande vulnerabilidade.

Embora haja uma vasta literatura sobre leptospirose humana no Brasil, existe uma
deficiéncia de estudos na cidade de Manaus sobre inquéritos que avaliam a incidéncia e
prevaléncia dessa doenca e sua relagdo com aspectos sociais e espa¢o urbano, em especial,
os casos envolvendo profissionais responsaveis pela limpeza urbana da cidade. Por ser
uma doenca negligenciada, esse projeto visa tracar o perfil epidemioldgico da
leptospirose, bem como, analisar os fatores de riscos associados a doenca em profissionais
de limpeza urbana. Um melhor entendimento da ocorréncia da infeccdo por Leptospira
nesta cidade, permitira a revisdao das medidas de controle que beneficiard ndo s6 os

responsaveis pela coleta de lixo urbano, bem como toda populacdo exposta.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar o perfil epidemiologico da Leptospirose em profissionais de limpeza urbana do

municipio de Manaus-AM.
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3.2 Objetivos especificos

e Determinar a soroprevaléncia de infeccdo por Leptospira em profissionais da
limpeza urbana do municipio de Manaus.

e Identificar o sorogrupo prevalente entre os profissionais envolvidos no estudo.

e Identificar fatores de riscos ambientais e sociais para a presenca de anticorpos

aglutinantes contra a Leptospira entre os profissionais.

4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Historico

A leptospirose humana foi mencionada pela primeira vez por volta de 1880, no
Cairo, Egito, pelo médico militar francés Larey, através da observacdo de manifestacdes
clinicas em combatentes, como febre e ictericia, cujas causas eram desconhecidas. Em
1883, uma descricao semelhante foi realizada por Landauzy, através da observacdo dos
sintomas de funcionarios da limpeza de esgoto em Paris, a qual denominou “Tifo

Hepético grave” (FAINE et al., 1999).

A descricdo da doenga ocorreu pela primeira vez em 1886, pelo médico
patologista alemdo Adolf Weil, em Heidelberg. Weil ficou conhecido por descrever
detalhadamente a sintomatologia de 4 casos clinicos em seres humanos da doenca,

denominando-a como “ictericia infecciosa” (SIMOES et al., 2016).

Em 1887, Goldschimidt, utilizou pela primeira vez o termo “Sindrome de Weil”,
considerada a forma mais grave da leptospirose humana, sendo bastante relacionada com
doenca ocupacional, ja que nesse periodo, a maioria dos afetados era trabalhadores da
limpeza de esgotos das grandes cidades (WHO, 2003). Atualmente os casos de
leptospirose, denominados por Sindrome de Weil, apresentam como manifestacfes
clinicas, complicagbes multiorganicas, cursando com ictericia clinicamente manifesta,
quadros de insuficiéncia renal aguda e acometimento pulmonar, presentes geralmente o0s

sorovares Icterohaemorrhagiae e Copenhageni (FAINE et al., 1999).
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Em 1907, Simon visualizou pela primeira vez a Leptospira (bactéria espiroqueta,
causadora da leptospirose), em cortes histolégicos de um rim humano, supostamente
acometido por febre-amarela, utilizando da coloracao de prata, foi possivel a identificacdo
de espiroquetas nos tubulos renais. Simon observou que esses organismos apresentavam
forma espiralada, possuindo ganchos em suas extremidades e na forma de pontos de
interrogacdo, sendo denominadas por ele como Espirochaeta interrogans (FAINE;
STALLMAN, 1982).

O agente etioldgico causador da leptospirose foi isolado pela primeira em 1914,
no Japdo, por Inada e colaboradores. Através da inoculacdo de sangue de pacientes com
Sindrome de Weil em cobaias foi possivel comprovar a natureza contagiosa da doenca,
demonstrando ser causada por bactérias espiroquetas, as quais denominaram de
Spirochaeta icterohaemorrhagica. Em 1917, a equipe japonesa demonstrou que os ratos
eram considerados portadores renais da Leptospira, possibilitando a investigacdo sobre o
ciclo de transmissdo da doenca (SAMBASIVA et al., 2003).

No Brasil, os primeiros trabalhos sobre leptospirose foram publicados em 1917,
por Aragdo, apds identificar a presenca de Leptospira Icterohaemorragica, ao estudar
seis ratos na cidade do Rio de Janeiro (OLIVEIRA, 2008). Em 1963, estudos publicados
por Magaldi sobre incidéncia, prevaléncia e distribuicdo da leptospirose, alertaram para
tendéncia de proliferacdo da espirogueta no pais, demonstrando como o Brasil era
suscetivel para proliferacdo da Leptospira (BARBOSA, 1972). Porém, foi a partir de
1942, que as primeiras relagdes entre animais domésticos e roedores foram estabelecidas,
demonstrando a importancia desses animais quanto reservatdrios naturas das Leptospiras
(AZEVEDO; PALMEIRO, 1972).

4.2 Agente etioldgico

4.2.1 Taxonomia

A leptospirose é causada por bactérias pertencentes a ordem Spirochetales e a

familia Leptospiraceae que compreendem o género Leptospira (LEVETT, 2001).

Segundo GOMES (2015), o género Leptospira foi divido tradicionalmente em duas
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espécies, levando em consideracdo caracteristicas fenotipicas, relagdo sorolégica e
patogenicidade, sendo elas: Leptospira interrogans e Leptospira biflexa.

A L. interrogans, compreende todas as cepas patogénicas e a L. biflexa
compreende todas as cepas saprofiticas isoladas do ambiente, geralmente ndo associadas
a doencga. Atraves da identificacdo por meio de aspectos soroldgicos, as espécies sdo
divididas em varios sorovares, com grupos que apresentam antigenos semelhantes
(BRITO; DIAMENTE; LOMAR, 2009).

Os sorovares que apresentam similaridades antigénicas foram agrupados em
sorogrupos, sendo que atualmente ja foram descritos mais de 250 sorovares patogénicos,
distribuidos em aproximadamente 25 sorogrupos. A classificacdo dos sorovares e
sorogrupos, pode ser baseada através da deteccdo de anticorpos aglutinantes, antigeno
especifico e o teste de aglutinacdo microscépica (MAT). Cepas que apresentam pequenas
diferencas antigénicas, foram classificadas como pertencentes ao mesmo sorovar (WHO,
2003).

De acordo com BRASIL (2016) cada tipo de sorovar tem preferéncia por
determinado hospedeiro e cada hospedeiro pode abrigar mais de um tipo de sorovar. Cada
sorovar pode apresentar diferentes formas clinicas no homem, desde assintomaticas, até
as mais graves, que levam o paciente a Obito. Casos mais graves estdo geralmente
associados com os sorovares Icterohaemorrhagiae e Copenhageni da espécie Leptospira

interrogans.

4.2.2 Morfologia

O agente etioldgico responsavel pela leptospirose € a Leptospira spp., um micro-
organismo aerobico, helicoidal, mével, com uma ou ambas as extremidades encurvadas,
ou em forma de gancho, conforme representa a figura 1. Acomete humanos e animais,
sendo que ambos participam da cadeia epidemioldgica como portadores assintomaticos,
doentes e reservatorios, alem de ser as unicas espiroquetas patogénicas que podem viver
no ambiente livremente fora dos seus reservatorios (ADLER e MOCTEZUMA, 2010).
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Morfologicamente essas bactérias apresentam de 6-20 um de comprimento com
0,1 um de didmetro, possuem dois filamentos axiais (flagelos periplasméticos), com
insercOes polares que se encontram no espaco periplasmatico, possibilitando a execucéo
de 3 tipos de movimentos: ao redor do eixo central, progressivo e circular, sendo os Gnicos
microrganismos que atravessam os filtros com uma porosidade em torno de 0,22 um,
possibilitando sua excrecdo renal (NELSON e COUTO, 2010).

O formato helicoide cilindrico, em conjunto com a movimentacdo dos dois
flagelos periplasmaticos, possibilitam que essas bactérias penetrem ativamente nos
tecidos do hospedeiro, por um movimento denominado de abridor de garrafas (OIE,
2014).

Figura 1- Fotografia de microscopia eletrdnica de Leptospira (adaptado de
https://pt.wikipedia.org/wiki/Leptospira_interrogans).

4.2.3 Fisiologia e metabolismo

As Leptospiras sdo bactérias aerébicas obrigatérias, se reproduzem por fissdo
binéria transversal, apresentam um 6timo crescimento em meios com pH ligeiramente
alcalino (7,2 -7,6), na faixa de temperatura em torno de 28° a 30 °C. Produzem catalise e
oxidase, tendo seu crescimento ideal observado entre 6 e 14 dias, variando em meio
liquido (ABGUEGUEN, 2014).

As bactérias utilizam como Unica fonte de carbono, os acidos graxos de cadeia

longa, e sdo metabolizadas por beta-oxidacdo, se multiplicam lentamente e sdo bastante
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exigentes quanto ao meio de cultura, precisando ser suplementados com soro de coelho e
albumina sérica bovina (BSA) (MURRAY et al., 2004).

As Leptospiras sdo organismos que ndo apresentam resisténcia a desinfetantes
quimicos e sdo facilmente destruidas pela desidratacdo e por altas temperaturas, entre 50°
e 60 °C. Sdo inibidas em pH acido, abaixo de 6.0, porém se adaptam ao frio e sobrevivem
ao congelamento a -80 °C durante meses. O tempo de sobrevidas das bactérias em agua

varia conforme temperatura, pH, salinidade e grau de poluicdo (ADLER et al., 2010).

No meio ambiente, as Leptospiras patogénicas ndo conseguem se multiplicar, mas
podem sobreviver por até 180 dias em agua ou em solo que apresentam um pH alcalino
em torno de 6.8 a 7.4, com salinidade baixa e auséncia de radiacdo ultravioleta. No
entanto, estas bactérias apresentam uma transmissdo facilitada através da agua, o que
confere uma boa adaptacdo ao meio e uma constituicao genética favoravel que lhe permite
sobreviver em diversos ambientes (RADOSTITS et al., 2007).

O genoma das Leptospiras sdo constituidos por dois cromossomos circulares e sdo
considerados grandes quando comparados aos de outras espiroguetas. A dimensao de seus
cromossomos revela alta capacidade de adaptacdo a diferentes hospedeiros e
reservatorios, assim como alta capacidade de sobrevivéncia em diversos ambientes. Além
desses fatores, podem formar agregados celulares e biofilme, caracteristicas que conferem
sua sobrevivéncia fora do organismo hospedeiro (SAMBASIVA et al., 2003).

4.3 Reservatorios

As Leptospiras sdo organismos capazes de infectar uma variedade de mamiferos
selvagens e domésticos, como bovinos, suinos, canideos, equinos, ovinos e caprinos,
tendo uma menor incidéncia em felinos. No entanto, 0s principais reservatorios das
Leptospiras sdo ratos urbanos e até mesmo pequenos roedores silvestres, capazes de
eliminar o microrganismo por meio da urina por toda sua vida, sendo considerados,
portadores assintomaticos universais. Esses reservatorios sdo capazes de excretar altas
concentracdes de Leptospiras no ambiente, cerca de 107 microrganismos por mililitro
(mL), em um periodo constituido por meses apés a infeccdo (DAMASCO; MENEZES;
FRIEDRICH, 2015).
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Os organismos destes animais abrigam as espiroquetas nos tabulos proximais
renais, sendo eliminadas na urina de mais de 160 espécies de mamiferos, incluindo
algumas aves e até mesmo répteis no meio ambiente. Qualquer mamifero pode ser
infectado com um dos 260 sorovares que compdem a espécie patogénica, conhecida como
L. interrogans (VIEIRA; GAMA; COLLARES, 2006). No entanto, a sobrevivéncia
desses animais as Leptospiras se da por mecanismos de tolerancia imunitéria, tornando-
se assintomaticos e eliminando os microrganismos continua ou intermitentemente na
urina (CINCO, 2010).

O reconhecimento de uma espécie animal como reservatorio esta relacionada com
0 padrdo epidemiol6gico de transmissao e nesse caso 0 rato é considerado o reservatério
mais importante para Leptospiras (LEVETT, 2001). Esse mecanismo, em associacdo com
a elevada capacidade de reproducdo dos roedores, o contato mais préximo com o ser
humano, no ambiente doméstico ou peridoméstico, confere a esses reservatorios
importante funcdo diante da manutencdo e disseminacdo dessas bactérias no meio
ambiente (COLLARES et al., 1997).

Os roedores sinantropicos sdo conhecidos como 0s principais reservatorios da
Leptospira no meio urbano, sendo o Rattus norvegicus (ratazanas ou ratos-de-esgoto),
Rattus rattus (rato de telhado ou rato-preto) e Mus musculus (camundongo ou catita).
Esses animais, ao se infectarem, sdo portadores assintomaticos e abrigam as bactérias nos
rins e eliminando-as vivas através da urina no meio ambiente, atuam como veiculo de
contaminacdo para agua, solo e alimentos que entrarem em contato com as espiroguetas
(BHARTHI et al., 2003).

De acordo com JOAQUIM et al., (2016), grande parte dos inquéritos de
investigagBes epidemioldgicas realizadas no Brasil, apontam que o contato direto ou até
mesmo indireto com os roedores sinantropicos estdo relacionados como a principal via

de transmisséo das Leptospiras ao homem.

4.4 Cadeias de transmissao
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A transmisséo da Leptospira pode ocorrer de forma direta ou indireta. A forma
direta ocorre, através do contato com a urina, sangue, tecidos ou 6rgdos de animais
infectados. Ja a forma indireta ocorre através do contato com a agua, solo umido ou
vegetacdo contaminados (RIBEIRO et al., 2003). A transmissdo pode ocorrer através das
mucosas nasal, oral, conjuntival, anal, genital, pele lesionada ou até mesmo com pele
integra se imersa por longos periodos em agua ou lama contaminada (BHARTI et al.,
2003). De acordo com BRASIL (2010) a transmissdo entre humanos é considerada rara e

até mesmo sem muita relevancia epidemioldgica.

A penetracdo da Leptospira acontece por meio da pele ou mucosas lesionadas ou
até mesmo em pele integra se imersa em agua ou lama contaminadas pela bactéria por
longos periodos, demonstrando a importancia do elo hidrico na transmissdo da
Leptospira, ja que a grande maioria das contaminacgdes ocorre pelo meio hidrico (HINES,
2014). Apos a penetracdo ativa nos organismos, as leptospiras atingem a corrente
sanguinea e sao transportadas para todas as partes do corpo, multiplicando-se rapidamente

e rompendo pequenos vasos sanguineos (BIAZOTTI, 2006).

O risco de contrair infeccdo por Leptospiras aumenta consideravelmente quando
comparado as condi¢cdes ambientais, pois sdo favoraveis a disseminacao das bactérias no
meio, principalmente ap6s enchentes em locais onde ha falta de infraestrutura adequada
em saneamento basico. De acordo com DINIZ (2011), o aumento no nimero de casos da
doenca no Brasil, esta relacionado aos periodos chuvosos e mais quentes do ano,
geralmente ocorrendo entre 0os meses de dezembro e marco. As enchentes associadas aos
periodos intensos de chuva e precérias condi¢fes de saneamento basico sdo responsaveis
pelos casos de leptospiroses em regides endémicas, assim como, exposicoes
ocupacionais, recreacionais ou cotidianas também estdo relacionados aos casos de
infeccdo (FAINE, 1999).

Além disso, na zona urbana os grupos populacionais mais propicios a infecgao por
Leptospiras sdo os trabalhadores ou moradores que residem em areas sujeitas a
inundagdes, que se encontram em locais com baixo investimento em politicas publicas,
possivelmente em contato direto ou indireto com a urina de animais infectados. Animais
domeésticos também podem estar associados a essa cadeia de transmissdo, porém 0s

roedores sinantropicos séo considerados o0s principais reservatérios da doenca (CAMPOS
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etal., 2010). Na zona rural, é possivel adquirir leptospirose, através do contato direto com
animais infectados, como bovinos, ovinos, suinos, equinos, cdes e até mesmo animais
silvestres, que eliminam a bactéria pela urina favorecendo a contaminacdo da agua,
alimentos, solo e possiveis contaminagdes ao ambiente (SEGURADO; CASSENOTE;
LUNA, 2016).

Existem também situac6es em que ha maior probabilidade de 0 homem adquirir
infeccdo por Leptospiras, relacionadas a certas praticas ocupacionais em locais propensos
a infeccdo, como os profissionais que atuam nos servicos de limpeza de esgoto e caixa
d’4gua, sanecamento ambiental, catadores de lixo, profissionais de limpeza urbana,
veterinarios, agricultores, pescadores, dentre outros que apresentam contato direto com
ambientes contaminados (BRASIL, 2016).

4.5 Patogenia

Apds a penetracdo do agente pelas mucosas e pele lesionadas, ou até mesmo pele
integra se imersa por longos periodos em agua ou lama contaminadas, as Leptospiras se
dispersam na corrente sanguinea e imediatamente alcancam diversos 6rgédos e tecidos
(KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009). Rapidamente se estabelece uma infeccao
sistémica, pois esses microrganismos sao capazes de atravessar as barreiras epiteliais,
disseminando-se por todo corpo. Entretanto, as Leptospiras apresentam certa predilecdo
por determinados Orgdos como, figado, rins, coracdo e musculatura esquelética
(DIAMENT; LOMAR; BRITO, 2015).

Apds romper com mecanismos de defesa ndo especificos do organismo, as
bactérias ao atingirem a corrente sanguinea multiplicam-se no sangue, na linfa, no fluido
cerebral espinhal e circulam por todos os tecidos, caracterizando a fase aguda da doenca,
conhecida como leptospirémica. Nessa fase os 6rgdos alvos atingidos pelas Leptospiras
sdo rins e figado, podendo desenvolver um quadro clinico com lesdo aguda e insuficiéncia
renal e até mesmo leséo nas células do figado (SILVA, 2007). Na corrente sanguinea,
essas bactérias conseguem driblar as células fagociticas e multiplicar-se a cada 8 horas
(TULSIANI et al., 2010). De acordo com SILVA (2007) durante o periodo de invasao
dos tecidos, a infeccdo por Leptospiras causa um estado de infeccdo generalizada no

organismo.
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A descrigdo clinica dessa fase cursa com lesGes mecanicas em pequenos vasos
sanguineos, o que resulta em hemorragias e até mesmo trombos, ocasionando possiveis
infartes teciduais. O rompimento desses capilares possibilita a migracdo das bactérias
para 0s espacos extracelulares, pela acdo mecanica do microrganismo dentro da parede
dos vasos sanguineos. Esse processo acontece devido aos fatores de viruléncia da
bactéria, como as lipoproteinas e proteinas de membrana externa (FAGUNDES, 2008).
E notado o quadro de ictericia no paciente, principalmente devido & lesdo hepatica,
causada pelo rompimento dos hepatocitos, assim como a insuficiéncia renal, devido a
problemas de filtracdo nos rins, caracterizando o quadro agudo da doenga, com duracao
média de 4 dias, dificilmente persiste até o 7 dia de sinais e sintomas (GARCIA;
MARTINS, 2011).

Com a evolugdo da infec¢do, ocorre o processo de reacdo imunitaria do
hospedeiro, definida como a fase imune ou tardia da doenca. Nessa fase h& notével
crescimento de anticorpos devido a presenca das Leptospiras em locais de dificil acesso
no organismo, formando complexo de bactérias nas camaras do glébulo ocular, interior
dos tubulos renais e do sistema reprodutivo, sendo possivel verificar imunidade humoral
insistente ou em niveis baixos. A presenga desses microrganismos nos tdbulos renais
indica a fase de eliminacdo das leptospiras pela urina, conhecida como leptospirurica, por
volta do sétimo ao décimo dia da doenca (ALCINDO, 2010). A auséncia de fagocitos no
filtrado glomerular possibilita que essas bactérias se multipliguem nos tabulos
contorcidos renais, formando microc6lonias de Leptospiras, eliminadas através da urina
dos reservatorios, por periodos compreendidos entre dias e até mesmo anos (ACHA;
SZYFRES, 2003).

4.6 Imunidade

A imunidade relacionada a leptospirose € do tipo humoral, na qual, anticorpos
especificos opsonizam as Leptospiras, para que neutréfilos e macréfagos realizem a
fagocitose desses microrganismos. S&o digeridas nos vacuolos dos macréfagos e a
fagocitose acontece por acdo dos neutrofilos através da opsonizacgao devido a presenca de
anticorpos (HAAKE et al., 2002).
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Na leptospirose, a resposta humoral é do tipo cléssica, apresentando um pico
inicial de anticorpos da classe IgM, seguido pelo crescimento acelerado de anticorpos da
classe 1gG, sendo que os anticorpos IgG permanecem por muito mais tempo do que 0s
anticorpos IgM. Nas respostas imunoldgicas, os elevados niveis de IgM sdo detectados
durante os primeiros dois meses da infec¢do. J& anticorpos da classe IgG séo observados
por volta do décimo quinto dia apds os primeiros sinais e sintomas da doenca e
permanecem por um periodo de 9 meses, sendo utilizado como um bom marcador
epidemioldgico (SAMBSIAVA et al., 2003).

A fase leptospirémica tem duracdo média de uma semana e sua resolugdo coincide
com o aparecimento de anticorpos. Devido ao aumento na producdo dos anticorpos, as
bactérias sao eliminadas da corrente sanguinea e dos 6rgaos. Apos o periodo de 1 a 3 dias,
sem manifestacdo sintomatoldgica pelo paciente, ocorre a fase leptospirurica,
caracterizada pela eliminacdo das bactérias na urina e o surgimento dos primeiros

anticorpos da classe IgM anti-leptospira (FAINE et al., 1999).

No entanto, todo organismo em contato com ambiente contaminado por
Leptospiras é suscetivel a infeccdo por leptospirose, apds a infeccdo o organismo adquire
imunidade do tipo sorovar-especifica, sendo esse tipo de imunidade especifica por
sorovar. Por isso, 0 mesmo individuo pode desenvolver a doenca mais de uma vez se 0

agente causador for diferente em cada infeccdo (BRASIL, 2016).

De acordo com estudos de EVANGELISTA e COBURN (2010) o principal
mecanismos de imunidade na infeccdo por leptospirose € a chamada resposta humoral,
mediada por anticorpos, atuando nos mecanismos de resisténcia natural. Foram notados
em soros de pacientes que adquiriram as formas graves da doenga, a presenca de
anticorpos das classes IgM e 1IgG, observados mesmo ap6s anos de infeccdo
(CUMBERLAND et al., 2001).

4.7 Manifestacdes clinicas
A leptospirose € uma doenca que apresenta uma grande variedade de

manifestacdes clinicas, desde suas formas assintomaticas até as formas mais graves, que

afetam diversos 6rgdos, podendo levar o paciente a 6bito (ELKHOURY et al., 2009). A
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viruléncia da cepa infectante esta diretamente relacionada a evolucéo clinica da doenga,
assim como aspectos de susceptibilidade do hospedeiro, idade e estado imunolégico, ja
que certos sorovares como Icterohaemorrhagiae e Copenhageni estdo associados aos
casos mais graves da doenca (CHIRATHAWORN; KONGPAN, 2014).

A leptospirose pode apresentar sinais e sintomas comuns, como febre de inicio
abrupto, cefaleia, mialgia intensa, sendo notadamente nas panturrilhas e coxas, calafrios
e sufusdo (derrame) conjuntival. Também pode apresentar sintomas variados como febre
bifasica (dois picos), exantema do palato (caracterizada como uma erup¢do cutanea
localizada no céu da boca), anemia hemolitica, meningite, hemorragia na pele e nas
membranas mucosas, insuficiéncia hepatica e renal, ictericia, confusdo mental e até
mesmo comprometimento pulmonar, com ou sem hemoptise (expectora¢do com sangue
proveniente do pulmé&o) (BRASIL, 2016).

A doenca pode assumir duas formas clinicas distintas: a forma anictérica e a forma
ictérica. Dentro dessas duas formas, é possivel acompanhar duas fases distintas: a fase
leptospirémica/septicémica e a fase leptospirurica/imunoldgica. No processo inicial de
infecgdo, as Leptospiras penetram no organismo, multiplicam-se na corrente sanguinea e
desaparecem gradualmente da circulacdo, migrando para os tecidos. Ao atingirem 0s
tecidos, esses microrganismos irdo se disseminar por diversos 6rgaos, principalmente os
rins, multiplicando-se e causando severas consequéncias as células do epitélio tubular.
Em contrapartida, ocorre a producdo de anticorpos especificos em resposta a imunidade
humoral, e posterior excrecdo da bactéria pela urina, conferindo o desaparecimento dos
sinais e sintoma da doenca (WHO, 2003).

Na forma clinica anictérica, a infeccdo cursa com a fase leptospirémica com
duracdo de 3 a 7. Nessa fase é possivel a detec¢cdo das Leptospiras, nos tecidos e 6rgaos,
a partir do terceiro dia, através do isolamento do microrganismo no sangue do paciente.
A doenca inicialmente manifesta-se pela instalacdo de um quadro febril abrupto, seguido
geralmente por cefaleia, mialgia, especialmente nas panturrilhas, calafrios, prostracéo,
diarreia, nausea, vomito e mal-estar, dor abdominal, dores retro orbitais, fotofobia, bem
como hepatomegalia, sufusdo conjuntival dentre outros sinais e sintomas inespecificos
(LEVETT et al., 2001). O sinal clinico caracterizado por sufusdo conjuntival é descrito

como um achado importante, podendo aumentar a suspeita por leptospirose,
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principalmente em pacientes que apresentam um quadro febril abrupto (DAY;
CALDERWOOQD, 2018).

Na forma clinica ictérica, ocorrem o0s casos mais graves da doenca, descritos na
Sindrome de Weil, cuja evolucdo clinica é do tipo rapida e progressiva, sendo
caracterizada por complicacbes multisistémicas, associadas com a localizacdo das
Leptospiras dentro dos tecidos, cursando com febre, ictericia, insuficiéncia renal aguda,
insuficiéncia hepatica, insuficiéncia pulmonar grave, meningite e hemorragia, podendo

ocorrer também alteragdes no estado de consciéncia (SLACK, 2010).

Segundo EVANGELISTA e COBURN (2010), em todos os 6rgéos afetados pelas
Leptospiras sdo observadas lesbes vasculares e teciduais. A ictericia rubinica tipica dessa
fase se d& em decorréncia da elevacdo dos niveis séricos de bilirrubina, por conta dos
danos hepatocelulares e ruptura das juncgdes intercelulares entre hepatdcitos. Ocorre
elevacdo moderada nos niveis séricos de transaminases e fosfatase alcalina. Nota-se que
a elevacdo das taxas de bilirrubina sérica com taxas normas das transaminases €
caracteristica de leptospirose (AHMED; SHAH; AHMAD, 2005).

A insuficiéncia renal aguda causada pela doenca, na forma ndo-oligurica e até
mesmo hipocalémica, apresenta uma nefrite tubulo-intersticial, com edema intersticial e
infiltrados celulares no tabulo intersticial (YANG; WU; PAN, 2001). Outra complicacéao
importante em decorréncia da doenca € a insuficiéncia pulmonar hemorragica, que
consiste no desenvolvimento de hemorragias intra-alveolar associadas a faléncia
respiratoria (HELMERHORST et al., 2012).

A maioria dos casos de leptospirose apresentam quadros assintomaticos, podendo
surgir sinais e sintomas inespecificos durante o periodo de incubacdo, que variade 7 a 14
dias. Por esse motivo, a doenca apresenta um amplo diagnostico diferencial, sendo
confundida com outras patologias infecciosas, ou até mesmo como “virose”, devido as
suas caracteristicas inespecificas da fase aguda (SEGURADO; CASSENOTE; LUNA,
2016). Mesmo que a maioria dos pacientes infectados apresentam a forma mais branda
da doencga, um conjunto de aproximadamente 5 a 15% desses pacientes, podem evoluir
para casos mais graves (KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009). De acordo com
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DOUDIER et al. (2006) a taxa de mortalidade envolvendo as formas graves da doenca
varia em torno de 15 a 40% dos casos.

4.8 Diagnostico Laboratorial

A leptospirose € inespecifica em seus sinais e sintomas, podendo ser confundida
com outras doengas infecciosas, como dengue, febre amarela, febre maculosa e
hantavirose, por apresentar um amplo quadro de manifestacdes clinicas, que envolvem
febre, cefaleia e mialgia, principalmente no inicio da infeccdo, dificultando seu
diagnostico (BRASIL, 2014). Geralmente, os sinais e sintomas, em conjunto com a
historia epidemioldgica, ndo sao suficientes para diagnosticar a doenca, sendo necessario
a confirmacao laboratorial (KOURY; SILVA, 2006).

Comumente, na fase precoce da doenga, fase conhecida como leptospirémica, as
bactérias podem ser encontradas no sangue, LCR e em diversos 6rgaos e tecidos do
paciente infectado. Na fase tardia, conhecida como fase imune, anticorpos especificos
circulantes podem ser detectados, devendo-se levar em consideracdo a fase em que o
paciente se encontra para escolha do método laboratorial (VIEIRA, 2006).

Quanto aos métodos para diagnostico da leptospirose podem ser realizadas
demonstracgdes diretas, para identificacdo das Leptospiras em amostras de sangue e urina
ou demonstracfes indiretas, por meio da deteccdo de anticorpos especificos contra
Leptospiras (VINETZ, 2001). A confirmacao do diagnéstico da doenca é de fundamental
importancia para a evolucdo do tratamento, a fim de prevenir as manifestacbes mais
graves com acometimento multisistémicos de 6rgdos e tecidos, que podem levar o
paciente a 6bito (KOURY;; SILVA, 2006).

4.8.1 Meétodo direto

O método direto envolve a microscopia, a cultura e amplificagdo do DNA. A
visualizacao direta das Leptospiras pode ser realizada por meio da microscopia de campo
escuro em amostras de sangue e urina, possibilitando a identificagdo de caracteristicas

basicas como morfologia e motilidade. Entretanto, esse método apresenta baixa
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sensibilidade e a identificagdo desses microrganismos so é possivel nos primeiros dias de

infeccdo, durante a fase leptospirémica (LEVETT, 2001).

O isolamento das Leptospiras em meios de cultura sdo considerados padrdo ouro
para o diagnostico direto da leptospirose. Entretanto, por apresentar um crescimento
fastidioso é necessario que os tubos sejam examinados semanalmente por um prazo de
até 13 semanas. Ja que o isolamento da Leptospira possibilita o diagndstico definitivo da

infeccdo, contribuindo para estudos epidemiolégicos e profilaticos (SILVA, 2007).

A técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é um método utilizado para
deteccdo e amplificacdo do DNA especifico das leptospiras do soro, urina, humor aquoso
e tecidos de varios orgaos. Os resultados sdo positivos na fase em que a bactéria esta
presente na corrente sanguinea, por volta da primeira semana de infeccdo. A partir da
segunda semana, as Leptospiras e os fragmentos de DNA, passam a ser encontrados na
urina do paciente. Com a técnica de PCR é possivel realizar a identificacdo do

microrganismo leptospiras antes mesmo da deteccdo dos anticorpos (FRAGA, 2009).

4.8.2 Meétodo indireto

Como método indireto mais utilizado para deteccdo de anticorpos especificos
contra Leptospira, o Teste de Aglutinacdo Microscopica (MAT) é o teste preconizado
pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS), sendo considerado padrdo ouro para o
diagnostico da leptospirose, por ser extremamente sensivel e altamente especifico
(GOMES, 2011). No MAT, as diluicGes seriadas do soro do paciente sdo submetidas a
uma bateria de Leptospiras vivas para observar presenca de aglutinacdo em microscopia
de campo escuro (MONTEIRO, 2003). A técnica requer uma bateria de Leptospiras com
diferentes cepas, para manutencdo da diversidade de estirpes de referéncia, além de

profissionais especializados para realizagdo da técnica (FRAGA, 2009).

O Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica — ELISA IgM é utilizado para deteccéo
de anticorpos IgM especificos anti-Leptospira, utilizando soro sanguineo. Com o ELISA
IgM é possivel diferenciar os anticorpos IgM e 1gG, baseado na especificidade antigeno
e anticorpo e na sensibilidade de reacbes enzimaticas. A sensibilidade do teste esta

relacionada com alguns fatores, o kit utilizado e 0 momento em que a amostra foi
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coletada, sendo possivel a deteccdo dos anticorpos anti-Leptospira a partir da primeira
semana de inicio dos sinais e sintomas. Entretanto, o teste apresenta restri¢des, pois
detecta somente a presenca de anticorpos anti-Leptospira, por esse motivo sua utilizacdo
ndo € recomendada para identificacdo de sorogrupo e nem de sorovar (MELO et al.,
2010).

4.9 Tratamento

O tratamento da leptospirose envolve a administragdo de antibioticos e o uso de
acOes terapéuticas de suporte, importantes para controlar a evolucdo da doenca. O uso de
antibidticos € indica nas duas fases da doenca, precoce e tardia, apresentando uma boa
eficacia na primeira semana de inicio dos sintomas (BRASIL, 2014). A terapéutica
utilizada precisa levar em consideragdo a gravidade da infeccdo e visa, controlar o
processo de infec¢do antes da doenca causar lesGes em 6rgdos como, rim ou figado
(HAAKE; LEVET, 2015). No geral, os casos em que apresentam sintomatologia leve,
devem proceder com tratamento assintomatico, e para 0s casos mais graves sdo indicados
internacOes e tratamento dirigido (KOBAYASHI, 2001).

Na fase precoce da doenca, em que o paciente apresenta sintomatologia leve, séo
recomendados a administracdo de farmacos como amoxicilina (por via oral, de 5 a 7 dias),
doxiciclina (por via oral, de 5 a 7 dias) ou azitromicina (por via oral, por 3 dias) (CUNHA
et al., 2008). Na fase precoce ou tardia, em que 0 paciente apresenta sintomatologia
moderada a grave, sdo recomendados a administracdo de penicilina G cristalina
intravenosa por 7 dias, ampicilina intravenosa por 7 dias, ceftriaxona intravenosa por 7
dias ou até mesmo cefotaxima intravenosa por 7 dias (DAY; CALDERWOOD, 2018).
Durante o periodo de tratamento, pode ocorrer reacdo de Jarish-Herxheimer, devido a
acdo das toxinas liberadas pela lise das bactérias por conta da acdo medicamentosa.
Considerada uma reacgéo rara, apresenta febre, cefaleia, calafrio, mialgia e exantemas,
tendo como tratamento secundario o uso de anti-inflamatdrios para amenizar a reagao
(DAMASCO; MENEZES; FRIEDRICH, 2015).

A conduta terapéutica da leptospirose representa um aspecto importante para a
evolucdo do tratamento da doenca. Em casos de manifestacdes clinicas leves, a conduta

pode ser realizada ao nivel ambulatorial, com tratamento sintomatico, como hidratacéo e
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repouso, estabelecendo um retorno ao hospital a cada dois a trés dias para
acompanhamento clinico do paciente (BRASIL, 2016).

Em caso de manifestacdo clinica moderada a grave € necessario hospitalizacéo
para monitoramento e estabilizacdo clinica. Em quadros de insuficiéncia renal,
recomenda-se a hidratagdo como medida de suporte para o controle do caso. J& em
quadros de insuficiéncia renal oligdrica, recomenda-se a dialise para evitar complicagdes
fatais. Nos casos envolvendo hemorragia pulmonar recomenda-se a ventilacdo mecanica
como medida de suporte, aliada ao internamento em uma unidade intensiva para
acompanhamento do caso (KOBAYASHI, 2001). Outro importante procedimento como
medida terapéutica de suporte, refere-se ao controle das hemorragias, com utilizacdo de
protetores gastricos, assim como reposicao sanguinea e de hemoderivados (DIAMENT;
LOMAR; BRITO, 2015).

4.10 Prevencao

No Brasil, a leptospirose é considerada um problema de salde publica por ser
bastante disseminada, principalmente em épocas de chuva (BRASIL, 2014). Aspectos
sociais e econémicos influenciam diretamente na incidéncia da doenca, principalmente a
auséncia de politicas publicas como saneamento basico, precarias condi¢des de habitacédo
e presenca de roedores infectados pela bactéria. Tais fatores, associados aos periodos
intensos de chuva, favorecem a disseminacdo do agente causador da leptospirose no
ambiente, possibilitando a infeccdo (SOUZA et al., 2011).

As estratégias de prevencdo devem atuar nas fontes de contaminacéo e nos fatores
de riscos e sdo baseadas na vigilancia epidemioldgica e nos mecanismos de transmissao
(PELISSARI et al., 2011). A prevencéo da doenga envolve um conjunto de medidas tanto
sanitarias quanto higiénicas, com a intencdo de conter a disseminacdo das bactérias no
meio ambiente e realizar o controle nos reservatérios, para ser possivel a prevencao
individual e ambiental (GENOVEZ, 2011).

Na prevencdo individual é necessario informar e sensibilizar a populagéo sobre as
formas de transmisséo da doenga, assim como propor melhorias nas condicdes de trabalho

dos profissionais expostos diariamente a residuos propensos a contaminacao, incluindo o
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uso dos equipamentos de protecdo individual (EPI), além de evitar contato com agua e
lama provenientes das enchentes e apos contato com material contaminado lavar bem as
maos (VIEIRA; GAMA; COLLARES, 2006).

Na prevencdo ambiental sdo necessarias acGes que contribuam com a salde
publica, como recolhimento e destino correto do lixo produzido, drenagem nos locais
propicios a inundacdes em épocas de chuvas, construcdo de redes de agua e esgoto

adequada, além de investimentos em saneamento basico (GUIMARAES et al., 2014).

Segundo ESTEVES et al., (2014), o controle dos reservatérios também € uma
importante medida de prevencdo em areas de risco, assim como a identificacdo dos
animais infectados para poderem ser controlados os possiveis surtos da doenca. A
imunizacdo de animais susceptiveis a bactéria também é uma medida que precisa ser
avaliada, j& que reduz a contaminacéo e transmissdo da leptospirose humana. Entretanto,
a imunizacdo em humanos contra leptospirose no Brasil, ainda ndo esta disponivel pelo

Programa Nacional de Imunizac&o do Sistema Unico de Satde (BRASIL, 2014).

A falta de conhecimento sobre os impactos da leptospirose na satde publica acaba
postergando a criacdo de medidas mais efetivas para o controle da doenca, principalmente
a falta de informacGes acerca dos aspectos socioambientais envolvidos nesse processo,
contribuindo para o descaso da doenga (SOUZA et al., 2011). Dessa forma, a educagéo
em salde, apresenta-se como um fator decisivo no controle e preven¢do da doenca, sendo
possivel obter informacdes sobre o problema e buscar solucdes para que a leptospirose

ndo cause tantos impactos negativos na vida da populacdo (BRASIL, 2002).

5 EPIDEMIOLOGIA DA LEPTOSPIROSE

A leptospirose é uma doenca infecciosa de ampla distribuicdo mundial, que afeta
tanto humanos quanto animais, ocorrendo em regides urbanas e rurais de diferentes partes
do mundo (LEVETT, 2001). A epidemiologia da doenga esta associada com a area
geografica, o clima e os fatores de sobrevivéncia do microrganismo no meio ambiente. E
uma doenca de carater sazonal, apresentando maiores picos nos meses do verdo e do

outono, em regides temperadas e em regides de clima quente, o pico de incidéncia dos
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casos ocorre durante os periodos chuvosos, sendo a temperatura um fator importante para
disseminacdo das bactérias (COSTA et al., 2015).

Quando se trata da disseminacdo das Leptospiras, nota-se que a prevaléncia de
sorovariedade das cepas nas regiGes dependem de fatores como, tipos de reservatorios,
condicGes climéticas e geograficas, associadas a fatores ocupacionais e recreativos. Tem-
se notado também surtos da doenca apos periodos intensos de chuva com inundagdes em
diferentes partes do mundo, revelando a importancia do elo hidrico na transmissdo do
agente etiolégico (NETO, 2010).

5.1 Epidemiologia da leptospirose no mundo

A leptospirose € uma doenca endémica na maioria dos paises, podendo ser
notificada durante o ano todo ou apresentar carater sazonal, incidindo principalmente em

épocas de chuva ou em periodos de elevadas temperaturas (WHO, 2003).

Em paises em desenvolvimento da regido da Asia, a doenca é associada a
veiculacdo hidrica, os surtos estdo relacionados principalmente as atividades
ocupacionais, elevada densidade demografica da populacdo, precarias condicdes de
saneamento basico, além do fator climatico (VICTORIANO et al., 2009). Em algumas
regides, como na China, entre os anos de 2005 e 2015 houve uma diminuic¢do dos numeros
de casos da doenca em todo pais, porém a populacdo jovem e na idade produtiva ainda
sdo os mais afetados (DHEWANTARA et al., 2018).

Nos paises considerados desenvolvidos, a doenca esta relacionada aos grupos de
riscos como, veterinarios, mineiros, agricultores, trabalhadores de saneamento, limpeza e
esgoto, de matadouro, de pecuéaria e até mesmo militares, além de algumas atividades de
lazer que incluem, canoagem, jardinagem, golfe e natagéo, devido ao contato direto ou
indireto com &gua, lama e solo contaminados com a urina de animais infectados pela
bactéria (COSTA etal., 2015). Em algumas regides da Europa no século passado, também
houve uma reducéo na incidéncia da doenga e atualmente ainda héa relatos de casos nas
areas urbanas de paises industrializados (DUPOQUEY et al., 2014). Segundo achados

apontados por ALLAN et al. (2015), a leptospirose ocorre com maior frequéncia no
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continente africano do que em outras localidades, com estimativa de 750.000 pessoas
doentes por ano.

Na América Latina, a leptospirose é caracterizada como uma doenca
negligenciada, pois apresenta informagdes irrelevantes nos sistemas de vigilancia e
notificagdo dos casos. Possui uma incidéncia elevada em regides com pouco ou nenhuma
infraestrutura, afetadas pelas inundacbes das fortes chuvas e desastres ambientais.
Considerada também como uma doenca de risco ocupacional, por afetar trabalhadores em
contato direto ou indireto com residuos contaminados com a urina de animais infectados
(SCHNEIDER et al., 2017).

Estimativas globais apontam que anualmente ocorrem mais de 1 milhdo de casos
da doenca e em média 58.900 mortes por leptospirose, sendo que a prevaléncia dos
infectados sdo do sexo masculino, na faixa etaria produtiva predominante entre os 20 aos
49 anos, associados a atividades ocupacionais (DAY; CALDERWOOD, 2018).

5.2 Epidemiologia da leptospirose no Brasil

No Brasil, a leptospirose € uma doenca endémica, porém nos meses de maior
pluviosidade, a doenca se torna epidémica. Apresenta elevada incidéncia de casos nas
capitais e regides metropolitanas, por conta da alta taxa de densidade populacional de
pessoas com baixa renda, aliados as precérias condi¢bes de moradia, falta de
investimentos em politicas publicas, como saneamento basico, escassas redes de esgoto,
acumulo de lixo urbano, propiciando aumento na infestacdo por roedores, favorecendo
assim o contato com humanos. A maioria dos casos relatados da doenca estdo
relacionados as pessoas que moram ou trabalham em regiGes que apresentam tais
caracteristicas (BRASIL, 2016).

Nos anos de 2007 e 2016 a incidéncia média anual de leptospirose no Brasil
atingiu a taxa de 2.0/100 mil habitantes, apresentando uma letalidade anual media de
8,9%. Todos os estados brasileiros apresentaram casos da doenca, porém o0s maiores

indices ocorreram nas regides Sul e Sudeste do pais (BRASIL, 2016).
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Entre o periodo de 2009 a 2019 foram confirmados no pais 41.602 casos de
leptospirose, com 3.583 dbitos e letalidade de 8,6%, apresentando incidéncia em torno de
19,8/100 mil habitantes. No mesmo periodo, a regido Nordeste, apresentou 6.335 casos
confirmados da doenca, com 792 ébitos e letalidade de 12,5%, apresentando incidéncia
de 11,1/100 mil habitantes. Na Bahia foram confirmados 1.327 casos, com 177 o6bitos e
letalidade de 13,3%, apresentando incidéncia de 8,9/100 mil habitantes. Nesse mesmo
periodo, o estado de Sdo Paulo registrou 8.054 casos confirmados da doenca,
apresentando o0 maior numero de casos no pais. J& o maior risco de adoecimento por
leptospirose, foi no estado do Acre, apresentando incidéncia de 445,7/100 mil habitantes
(BRASIL, 2021).

Entre o periodo de 2010 a 2020, foram confirmados no pais 39.270 casos da
doenca, apresentando média anual de 3.734 casos, com variagdes de 1.276 casos em 2020
e 4.390 casos em 2011. Com relagdo ao numero de 6bitos, foram registrados 3.419 ébitos,
apresentando uma média de 321 dbitos/ano e uma letalidade média em torno de 8,7%,
com coeficiente médio de incidéncia de 2,1/100 mil habitantes (BRASIL, 2022).

Registros historicos apontam que o maior nimero de casos da doenca foi
registrado nas regides Sul e Sudeste, entre os casos confirmados, os mais atingidos na
populacdo sdo do sexo masculino (80%) na faixa etéria entre os 20 aos 49 anos (60%).
Nota-se que ndo ha predisposicao relacionada a género ou idade quando se relata infeccdo
pelo agente etioldgico e desenvolvimento da doenca. A maioria dos locais de provavel
infeccdo ocorrem em éareas urbanas (80%), notadamente em ambientes domiciliares
(41%) e até mesmo em localidades de trabalho (17%) (BRASIL, 2023).

No pais, atualmente a leptospirose apresenta taxa de letalidade média de 9%, em
se tratando de casos mais graves, essa taxa pode atingir até 40%, com elevada incidéncia
em determinadas regides (BRASIL, 2023). Estudos apontam que no primeiro trimestre
do ano, grande parte das cidades brasileiras apresentam chuvas intensas, associadas a
precarias condi¢bes de infraestrutura sanitiria e alta infestacdo por roedores,
principalmente nas zonas mais carentes das cidades, configurando o cenéario propicio para

a ocorréncia da doenca.
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De acordo com dados do Sinan, no Brasil, foram registrados 564 casos
confirmados de leptospirose, no periodo de novembro de 2022 a fevereiro de 2023,
indicando associacdo entre os elevados indices pluviométricos com o surgimento dos
casos. Dentre eles, 21,28% pertencem ao estado de S&o Paulo, 17,20% ao estado do
Parang, 15,96% ocorreram em Santa Catarina, 10,28% em Rio Grande do Sul, 9,75% em
Minas Gerais, 4,26% no Rio de Janeiro e 4,08% ocorreram na Bahia (BRASIL, 2023).

No Brasil, segundo dados do Ministério da Saude (2023), até 28 de fevereiro de
2023, ocorreram 1.908 registros de casos suspeitos da doenca na plataforma do Sinan,
destes foram confirmados um total de 224 casos. De acordo com indicios de controle da
leptospirose no pais, as primeiras semanas de 2023, apresentaram um padrdo endémico
da doenca, ja que o nimero de casos notificados e o nimero de casos confirmados da
doenca estdo dentro dos perfis de normalidade — dentro da curva mediana e abaixo do
limite superior. Porém, para cada regido do pais, esse padrdo endémico pode ser

modificado, de acordo com fatores predispostos para a ocorréncia da doenca.

Conforme o Ministério da Saude (2018), o perfil epidemioldgico da populacao
brasileira afetada pela doenca indica maior infeccdo entre adultos jovens,
predominantemente do sexo masculino, moradores das areas urbanas, infectados via
exposicdo ocupacional. A relacdo é que os casos da doenca ocorram devido a exposicédo
direta dessa populagdo com fatores que propiciam a infeccéo, principalmente atividades
ocupacionais e/ou contato com agua e lama contaminadas em épocas chuvosas, com

alertas eminentes de alagamentos e inundacoes.

De fato, algumas atividades ocupacionais acabam facilitando o contato com a
bactéria causadora da leptospirose, principalmente atividades desenvolvidas por
trabalhadores de limpeza urbana das grandes cidades e profissionais de desentupimento
de fossas e esgotos, catadores de lixo, pescadores, bombeiros, veterinarios, agricultores,
dentre outros (BRASIL, 2022).

5.3 Epidemiologia da leptospirose no municipio de Manaus, Amazonas

No municipio de Manaus, assim como em toda a regido norte do pais, as

caracteristicas ambientais e sociais, contribuem para a ocorréncia de casos de
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leptospirose. Porém, a doenca ainda é subnotificada, e os dados oficiais ndo revelam a
real situacéo do problema (FREITAS; GIATTI, 2015).

De acordo com analises de dados secundarias realizadas sobre casos da doenca no
municipio de Manaus, entre os anos de 2000 a 2010, foram registrados 665 casos de
leptospirose, destes 339 foram confirmados e 35 deles evoluiram para 6bito (10,3%).
Sabe-se que os dados oficiais geralmente expressam a forma mais grave da doenca, ja que
a forma mais branda, por apresentar sinais e sintomas inespecificos, pode ter seu
diagnostico confundido com o de outras doencas comuns na regido, sendo assim,
subnotificada (JESUS et al., 2012).

No que se refere ao perfil epidemiol6gico, a maior concentracdo de casos,
registrados juntamente a Obitos, pertencem ao sexo masculino, na faixa etéria dos 14 aos
44,9 anos, tragcando um perfil na capital amazonense com predominancia de adultos
jovens do sexo masculino. A maioria dessa populacdo adquiriu a infec¢do ao realizar
atividades recreativas ou ocupacionais. Sendo que destes, 87,05% possuem apenas o
ensino fundamental completo, convivem em precérias situaces sanitarias e apresentam
uma baixa renda (JESUS et al., 2012).

Estudos realizados por Soares e colaborados (2010), revelam que os indices
pluviométricos elevados na regido sdo um fator importante para o aumento do nimero de
casos de leptospirose. De acordo com dados oficiais, a maioria dos casos é notificada nos
meses em que ha maior concentracdo de chuva, de mar¢o a maio. Sendo que em Manaus,
0 maior nimero de casos ja registrados ocorreu no ano de 2009, quando houve a maior
enchente ja registrada no municipio, com inundacbes em diversas localidades

residenciais, resultando em 63 casos confirmados da doenga.

Quanto a distribuicdo de casos da doenca, todas as zonas apresentaram ocorréncia,
com maior predominancia, respectivamente, na zona sul (26,64%), oeste (23,52%) e leste
(19,72%). Sendo assim, as maiores taxas de soropositividade (73,7%), se concentram em
areas proximas das duas bacias hidrograficas dos rios Sd&o Raimundo e Educandos.
Quando analisada a residéncia da popula¢do com maior incidéncia de casos, percebe-se
que o fator socioeconémico das familias é fator crucial para o risco de exposi¢do ao

agente, ja que sdo moradias localizadas em areas com pouca ou nenhuma infraestrutura,
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aliados a falta de investimentos em politicas publicas, o que favorece o acimulo de lixo
nas principais vias, contribuindo para o aparecimento de roedores, que representam o
principal elo de transmisséo da doenca (FREITAS; GIATTI, 2015).

Manaus, capital do estado do Amazonas, apresenta um cenario endémico para
leptospirose, ja que ha deteccdo de diferentes sorovares em individuos assintomaticos,
apresentando uma prevaléncia de infecgdo em torno de 4,3%, apesar de ser uma das taxas
mais baixas de inquérito sorolégicos no Brasil (com taxas que variam entre 9,7 a 28,5%),
deve ser levado em consideragéo a subnotificacdo dos casos juntamente com a populagéo
a ser avaliada (LIMA et al., 2012).

Sabe-se que as condi¢bes socioambientais da cidade, contribuem diretamente para
a ocorréncia de infeccdo por mais de um tipo de sorovar, que séo evidenciadas ao analisar
a diversidade de reservatorios infectados, o ambiente propicio para circulagdo de
Leptospiras, assim como fatores relacionados a exposicao de dgua contaminada, contato
com a urina de animais infectados, além das condi¢cGes ambientais apresentadas pela
regido e as atividades recreativas e ocupacionais desenvolvidas pela populagcdo (CASTRO
etal., 2011).

Além desses fatores, a subnotificacdo dos casos pode estar relacionada a baixa
procura por parte da populacdo acometida pelos servicos de saude, a demora no
atendimento médico e até mesmo ao despreparo na identificacdo da doenca por falta de
suspeita clinica, ja que esta apresenta um amplo diagnostico diferencial, podendo ser
confundida com outras doencas (FREITAS; GIATTI, 2015).

6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Desenho de estudo
Trata-se de um estudo epidemiologico, transversal, descritivo e de diagnostico, com
abordagem quantitativa, para analisar o perfil soroepidemioldgico da Leptospirose em

profissionais de limpeza urbana do municipio de Manaus-Amazonas.

6.2 Areade estudo
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O estudo foi realizado no municipio de Manaus, localizado no estado do
Amazonas, na margem esquerda do Rio Negro, conforme indica figura 2. Possui area
territorial de 11.401,092 km2, densidade demografica de 181,00 habitante por km? e
populacéo estimada de 2.063.547 habitantes, segundo dados do IBGE (2022).

Figura 2: Municipio de Manaus, Amazonas, Brasil. Fonte: Google maps, 2022.
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Manaus, capital do estado do Amazonas, esté dividida em seis zonas geograficas:
Centro-Oeste, Centro-Sul, Leste, Norte, Oeste e Sul, distribuidos em aproximadamente
63 bairros (SEPLAN-CTI, 2015). O clima é do tipo equatorial umido, com faixas de
temperatura média anual entre 23,3 e 31,4°, valores minimos e maximos respetivamente.
Apresenta duas estacdes distintas: a chuvosa, que se estende de dezembro a maio, e a seca
entre junho e novembro, com umidade do ar alta e indice pluviométrico médio anual de
2.300 mm (COSTA et al., 2013).

A cidade de Manaus possui condicBes ecoldgicas favoraveis a disseminacdo de
leptospiras e consequentemente a ocorréncia da leptospirose, por suas caracteristicas de
umidade e temperatura, condi¢Ges préprias da zona equatorial (HOMEM, 2001). Além
da implantacdo da Zona Franca de Manaus (ZFM), na década de 1970, que favoreceu ao
crescimento acelerado da populacdo. Como consequéncia da explosdo demografica e
crescimento desordenado, Manaus acumulou problemas socioambientais que
influenciaram diretamente na qualidade de vida da populagdo, como redugdo nas
condicdes de saude, higiene e moradia (VELLOSO, 2002).

Para compor a area de estudo foram selecionadas 4 empresas que prestam servigos

de limpeza urbana na cidade, sendo elas: Mamute, Marquise, Tumpex e Prefeitura,
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empresas com atuacdo predominante no segmento de coleta, transporte e disposicao final
de residuos solidos. Atualmente, o sistema de limpeza publica na cidade movimenta cerca
de 3 mil trabalhadores que atuam com servicos a populacdo, garantindo 0 acesso aos
servigos de limpeza urbana por meio da implementacdo da politica de limpeza publica
em condicBes adequadas através do uso dos seguintes métodos: servicos de coleta,
servicos de limpeza publica realizados diretamente pela secretaria municipal de limpeza

urbana e também por empresas contratadas por licitacdo (SEMULSP, 2023).

6.3 Populacéo de estudo

Para compor a populacéo de estudo, foram convidados profissionais provenientes
das empresas que prestam servicos de limpeza publica na cidade.

Como critério de inclusdo, foram escolhidos apenas os profissionais que
trabalham diretamente na limpeza urbana. A participacdo destes se deu através assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (em anexo), seguido da colheita
de sangue para realizacdo de testes sorologicos e da aplicacdo de questionarios e

entrevistas para tragar o perfil epidemiolégico da leptospirose nessa populacgéo de estudo.

6.4 Selecdo dos participantes

Foram selecionados 719 profissionais, provenientes das empresas acima
mencionadas, que aceitaram participar desta pesquisa. A escolha desses profissionais se
justifica por exercerem suas atividades ocupacionais em ambientes onde a disseminacao
das Leptospiras é facilitada. Sabe-se que a leptospirose é considerada como doenca de
risco ocupacional, por envolver trabalhadores em contato direto ou indireto com residuos

contaminados com a urina de animais infectados (SCHNEIDER et al., 2017).

Para esta selecdo foram realizadas visitas alternadas, durante os meses de abril,
maio e junho do ano de 2019, nos turnos matutino e vespertino, com duragdo de
aproximadamente 3 meses. Os locais escolhidos para selecdo foram sugeridos pelas
proprias empresas, de acordo com seus pontos de coleta, dispondo de ambiente
estratégico para encontro dos participantes e realizacdo das etapas do cronograma,

conforme a Tabela 1.
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Ponto Local de Coleta

Ponto 01 | localizado no Aterro Sanitario — AMO010 — empresa Marquise

Ponto 02 | localizado no Bairro da Paz — empresa Mamute

Ponto 03 | localizado na Balsa do Centro — empresa Mamute

Ponto 04 localizado na Feira da Manaus Moderna — Mamute

Ponto 05 | localizado na Garagem Aparecida — empresa Prefeitura

Ponto 06 | localizado na Garagem Centro — empresa Prefeitura

Ponto 07 | localizado na sede Marquise — Avenida Torquato Tapajos

Ponto 08 | localizado na Ponta Negra — empresa Mamute

Ponto 09 | localizado na Praga da Matriz — empresa Mamute

Ponto 10 | localizado na sede Tumpex — Avenida Torquato Tapajds

Ponto 11 | localizado na Vila Olimpica — empresa Mamute

Tabela 1: Pontos estratégicos para realizacdo das entrevistas e colheita de material.

6.5 Colheita de material biol6gico

Para a colheita do material biol6gico, foi realizado a identificacdo dos
profissionais, através do preenchimento de dados pessoais em protocolos, seguido pela
anamnese realizada pelas profissionais da salde atuantes no projeto aos participantes,
enquanto foram repassadas informacgdes acerca dos procedimentos, incluindo a assepsia

no local de colheita.

Apds o cumprimento dessas etapas foi realizada a colheita de 2 ml de sangue por
puncdo venosa com agulhas hipodérmica estéril de 25x0,7mm acopladas a seringas
descartaveis de 10 ml, sendo as amostras colocadas em tubos com ativador de coagulo +
gel, para que o sangue coagulasse mais rapidamente, e apds a coagulacdo, o gel realizasse

a separacao fisica entre a porcao celular e a liquida — soro, ideal para anélise.

Todas as amostras sanguineas foram armazenadas e transportadas sob condicdes
de biosseguranca, sendo acondicionadas no Laboratorio Geral de Bacteriologia da

Fundag&o Oswaldo Cruz — Instituto Lebnidas e Maria Deane, localizado na Rua Terezina,
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476 — Adriandpolis, Manaus — AM, 69057-070. As amostras foram conservadas em

freezers a uma temperatura de -80 °C para realizagdo de exames sorologicos.

6.6 Questionario

Foram realizadas entrevistas simples, através da aplicacdo de questionarios com
perguntas multifatoriais aos profissionais participantes do estudo sobre indicadores
socioambientais, emprego, ocupagdo e exposicdo a fontes de contaminagdo ambiental
(REIS et al., 2008).

Foi preenchido um questionario epidemioldgico pelos participantes, contendo
variaveis como nome, data de nascimento, sexo, idade, raga/cor, gestagdo, estado civil,
escolaridade, renda familiar, endereco, principal fonte de abastecimento de dgua na casa,
destino do lixo da residéncia, frequéncia de recolhimento do lixo pela prefeitura,
existéncia de lixeiras coletivas e terrenos baldios préximo das residéncias, existéncia de
ratos dentro e préximo das residéncias, funcdo do entrevistado, tempo de trabalho na
empresa, treinamento para assumir cargo exercido, orientacoes e informacdes sobre risco
no trabalho, utilizacdo de equipamentos de protecdo individual — EPIs, mordida de ratos
durante jornada de trabalho, desconforto durante rotina ocupacional, realizagdo das
refeicdes no local de trabalho, lavagem das méos apds término das atividades, infecgdo
por Leptospira, imersdo prolongada em agua ou lama de enchente, banho de rio ou
igarapé, limpeza de fossa/ esgoto / caixa d’agua, presenga ou sinais de roedores no
perimetro domiciliar, ocorréncia de situacdo de risco no local de trabalho, sinais e
sintomas (febre, ictericia, diarreia, alteracdo cardiaca, prostracdo, insuficiéncia renal,

mialgia, dor na panturrilha, cefaleia e outros) e ocorréncia de hospitalizacdo (apéndice).

6.7 Técnicas Laboratoriais
6.7.1 Meio de cultura
O meio de cultura utilizado no estudo foi o EMJH (Ellinghausen — McCullough -

Johnson — Harris) preparado para receber as linhagens das cepas de Leptospira

recomendadas pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS), provenientes do Laboratério
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de Referéncia Nacional de Leptospirose do IOC — Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro,
Brasil.

A preparacdo do meio de cultura seguiu todas as etapas indicadas de acordo com
protocolo padronizado (em anexo), enriquecido com albumina bovina e soro de coelho
inativado a uma temperatura de 56 °C por 30 minutos. De acordo com protocolo, foram
realizados todos os procedimentos indicados para preparacdo do meio, como indica a

figura 3.

Figura 3: Preparacéo do meio de cultura EMJH.

Fonte: Acervo pessoal.

6.7.2 Controle de qualidade para contaminacéo

Dos frascos preparados do meio EMJH, foram retiradas aliquotas de 5 ml para
controle de qualidade e verificagcdo de contaminacédo. Essas aliquotas foram armazenadas
em estudas a 37 °C e observados o meio que esta no tubo a olho nu e campo escuro para
presenca de contaminacgdo, por um periodo de 2 semanas. Ap0s esse prazo, ndo havendo
contaminagdo do meio, considerava-se o lote de meio de cultura ideal para uso, podendo

seguir com a préxima etapa descrita no protocolo.

Para essa etapa foram realizados todos os procedimentos indicados de acordo com

protocolo padronizado (em anexo), como indica a figura 4.
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Figura 4: Meio de cultura armazenado para controle de qualidade.
Fonte: Acervo pessoal.

6.7.3 Controle de qualidade para crescimento de Leptospira.

Para o controle de qualidade para o crescimento de Leptospira foram utilizados 5
mL do meio de cultura EMJH, distribuidos em 38 tubos de Falcon, seguido do repique de
1 mL de cada uma das cepas em duplicatas, provenientes da bateria disponibilizada pelo
Laboratorio de Referéncia Nacional de Leptospirose do I0C — Instituto Oswaldo Cruz,
Rio de Janeiro, Brasil. Ap6s a distribuicdo, as amostras foram incubadas na estufa para

posterior visualizag&o.

Para essa etapa foram realizados todos os procedimentos indicados de acordo com

protocolo padronizado (em anexo), como indica a figura 5.

Figura 5: Preparacéo para controle de crescimento das leptospiras.

Fonte: Acervo pessoal.
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6.7.4 Teste de Aglutinacdo Microscépica (MAT).

Para a realizacdo do diagndstico soroldgico da leptospirose, foi utilizado o Teste
de Aglutinacdo Microscopica (MAT) técnica considerada padréo ouro, para deteccao de
anticorpos circulantes no paciente, utilizado para confirmacéo dos casos de leptospirose,
além de identificar provavel sorogrupo infectante, ja que a técnica consiste em utilizar
um painel de sorovares representantes dos principais sorogrupos circulantes nas
localidades estudadas (OMS, 2003).

As culturas de antigenos vivos utilizadas no MAT devem estar entre quatro a sete
dias de crescimento e apresentar-se livres de auto aglutinacdo (REIS et al., 2008). A
primeira triagem iniciou-se com as dilui¢fes de 1:50 e 1:100 das amostras de soro. Como
critério para amostras positivas foi considerada a presenca de aglutinagdo em mais de
50% das leptospiras. Para os soros no qual foi observado aglutinacdo a uma diluicdo de
1:100, essas amostras eram posteriormente tituladas para determinar o maior titulo de

aglutinacdo.

As amostras utilizadas foram centrifugadas a 12.000 rpm, por 10 minutos, a uma
temperatura de 4° C, para melhor separagdo do soro e do plasma. As amostras foram
acondicionadas em microtubos (eppendorf) de 1,5 ml, devidamente identificadas. A
realizacdo do teste de aglutinacdo microscopica ocorreu no Laboratério Geral de
Bacteriologia da Fundag&o Oswaldo Cruz — Instituto Lednidas e Maria Deane, localizado
na Rua Terezina, 476 — Adriandpolis, Manaus — AM, 69057-070.

Para essa etapa foram realizados todos os procedimentos indicados de acordo com

protocolo padronizado (em anexo).

6.7.5 Antigenos

Para a realizacdo do teste de aglutinacdo microscopica (MAT), foram utilizadas
culturas vivas, compondo uma bateria com 5 antigenos vivos, correspondentes aos
sorovares de Leptospira, apresentados na Tabela 2. A escolha dessa bateria se justifica
devido a estudos realizados por SILVA et al., 2016 no qual foi evidenciado a
soroprevaléncia da leptospirose humana em areas de risco para disseminacdo da doenca
em Manaus, sendo analisadas 1000 amostras de soro sanguineo de pessoas

assintomaticas, moradores de areas que apresentavam condi¢des propicias a infecgao.
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Destas analises, foram identificados os sorovares mais frequentes detectados no
municipio de Manaus. Outro indicador na escolha dos antigenos foram os estudos
realizados por CRUZ et al. (2022), apresentando um estudo de coorte prospectivo na
comunidade de Pau da Lima, favela localizada em Salvador, Bahia, sendo possivel a
identificacdo de um sorovar mais prevalente na regiéo, o sorovar Copenhageni linhagem
Fiocruz L1-130.

As culturas utilizadas no teste devem ser acondicionadas em meio de cultura
EMJH enriquecido com suplementos (REIS et al., 2008). Para o teste 5ml do meio de
cultura foram armazenados em tubos Falcon (15ml) juntamente com as culturas,

incubados a 28 °C em estufa bacterioldgica.

Apo6s controle de qualidade, ndo havendo contaminacdo dos meios de cultivo,
eram realizadas as culturas das leptospiras, atraves do repique de 500 ml da cepa em 5
ml do meio EMJH suplementado, incubadas em estufa a uma temperatura de 28 °C para

crescimento das cepas.

As culturas que apresentavam contaminacdo apds analises macroscopicas e
microscopicas, eram consideradas contaminadas e descartadas. Presenca de floculacdes e
microrganismo eram considerados como critério de contaminag&o.

Tabela 2 — Sorovares de Leptospira utilizados como antigenos no Teste de Aglutinacdo
Microscopica (MAT) realizado segundo protocolo preconizado

CODIGO ESPECIE SOROGRUPO SOROVAR CEPA
(C):OLO%Z L. interrogans Icterohaemorrhagiae Copenhageni L1130
CLEP . . . Hond Ultrich
00002 L. interrogans Canicola Canicola v
CLEP L. interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami A
00003 | - g y
CLEP . : . .

00004 L. kirshneri Cynopteri Cynopteri 3522C
golb%z L.interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae RGA

6.7.6 Preparo dos antigenos

Para preparacdo dos antigenos foram utilizados uma proporcdo de 50 pL de

antigeno para cada soro, totalizando um volume final de 7 ml por antigeno.
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Foram distribuidos em tubos Falcon de 15 ml previamente identificados, 4 ml de

PBS 1X, seguidos de 3 ml da cultura viva, totalizando 7 ml de antigeno.

As diluicBes foram observadas em microscopia de campo escuro, objetiva de 10x,
para verificar a qualidade das amostras. Como critério de rejeicdo, as diluicbes devem
estar sem a presenca de auto aglutinacdo e com Leptospiras livres no meio, sem o0 aspecto

de massa esbranquicada.

Para essa etapa foram realizados todos os procedimentos indicados de acordo com

protocolo padronizado (em anexo).

6.7.7 Preparo dos controles do teste

Os controles foram utilizados para garantir maior confiabilidade ao teste, sendo
realizados a cada triagem, para melhor qualidade dos resultados. Foram utilizados um
pool de amostras positivas e negativas, respectivamente a fim de testar os parametros

analisados.

Para preparacdo dos controles, foram diluidos separadamente em tubos eppendorf
de 15 ml, 18,3 pL do pool de amostras positivas e negativas, respectivamente, sendo
adicionados a 900 pL de PBS 1X. Na distribuicéo para placa controle, foram adicionados
100 pL do controle positivo na linha 1, 50 pL de controle negativo na linha 11 e 50 uL
de PBS 1X nas linhas de 2 a 10 e na linha 12. Apds distribuicdo, foram retirados 50 pL
da linha 1, homogeneizados e diluidos na linha 2 até a linha 10, com o desprezo do
sobrenadante retido na ponteira. Em seguida, adicionados 50 yL de antigenos por linha

da placa, dentro da cabine de seguranca, para posterior analise.

Os controles foram observados em microscopia de campo escuro, nas objetivas de
4x e 10x para verificar presenca ou auséncia de aglutinacdo e assim dar seguimento as

etapas do teste (triagem e titulacdo, respectivamente).

Para essa etapa foram realizados todos os procedimentos indicados de acordo com

protocolo padronizado (em anexo).
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6.7.8 Preparo para Triagem

Para realizacdo da triagem foram distribuidos em placa alta 600 puL de PBS 1X
nos pocos impares (fileiras 1, 3,5, 7, 9, 11) e 300 uL de PBX 1X nos pocos pares (fileiras
2, 4, 6, 8, 10, 12). Em seguida, as placas foram cobertas com papel aluminio e
identificados os pocos em que seriam realizadas as diluicbes. Na sequéncia, foram
diluidos 25 pL de soro nos 600 pL de PBS. Apds homogeneizacao, foram retirados com
0 auxilio da pipeta multicanal 300 uL de amostras dos pocos impares (fileiras 1, 3, 5, 7,

9, 11) e adicionados aos pocos pares (fileiras 2, 4, 6, 8, 10, 12).

Destas diluicdes, foram transferidos 50 puL de cada poco e distribuidos em
microplacas e adicionados 50 ul de antigeno (um antigeno por placa). Cada microplaca
foi preparada para 48 soros, com as diluicbes sequenciais (1:50 e 1:100). Apos
preparacdo, as microplacas foram incubadas a 28° C em estufa bacterioldgica por 1 hora
e 30 minutos, para que houvesse a reacdo antigeno-anticorpo e consequente formacéo de

aglutininas.

Para essa etapa foram realizados todos os procedimentos indicados de acordo com

protocolo padronizado (em anexo).

6.7.9 Preparo para Titulacéo

Para realizacdo da titulacao foram utilizados os soros com resultados positivos na
triagem, testados a uma diluicdo de 1:50 e 1:100, para determinar a titulacdo final das
aglutininas anti-leptospira, em diluicBes seriadas em escala geométrica de razéo dois em

PBS (tampéo fosfato salina).

Para isso, foram diluidos em tubos eppendorf 25 pL do soro em 600 uL de PBX.
Todas as amostras foram homogeneizadas no vortex por cerca de 10 segundos.
Posteriormente foram adicionados nas microplacas 50uL do PBS a partir da 22 linha em
diante e 100 pL da diluicdo no 1° poco da placa para realizar a diluicdo nos pocos
seguintes contendo 50 uL de PBS. Para cada antigeno que o soro foi titulado foi utilizado
uma coluna da microplaca. Apo6s essa etapa, foi adicionado com o auxilio da pipeta

multicanal 50 pL de cada antigeno previamente diluido, nas respectivas colunas
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identificadas nas microplacas, para avaliar a aglutinacdo formada nas titulacdes de 1:100,
1:200, 1:400, 1:800, 1:1.600, 1:3.200, 1:6.400 e 1:12.800.

As microplacas foram incubadas por cerca de 1 hora e 30 minutos, em estufa
bacteriologica, a uma temperatura de 28 °C, para que houvesse a reacdo antigeno-

anticorpo e consequente formacdo de aglutininas.

Para essa etapa foram realizados todos os procedimentos indicados de acordo com

protocolo padronizado (em anexo).

6.7.10 Leitura e interpretacao

As leituras foram realizadas em microscépio éptico LEICA DM 1000, utilizando
adaptador para campo escuro, com lente objetiva de 10x/0.25 para identificar a presenca

de aglutinacdes nas amostras analisadas.

Para a triagem utilizaram-se os seguintes critérios de leitura e interpretacdo: +:
menos de 50% das Leptospiras aglutinadas; ++: 50% das Leptospiras aglutinadas; +++:
mais de 50% das Leptospiras aglutinadas. As amostras que tiveram como resultado duas

ou trés cruzes de aglutinacdo foram tituladas.
Para a titulacdo utilizaram-se os seguintes critérios de leitura e interpretagdo: o
titulo encontrado conforme o pogo onde houve 50% de aglutinacéo, foi definido conforme

a tabela 3.

Tabela 3: Titulos encontrados em pocos até onde houve 50% de aglutinacao.

POCOS TITULOS
1 1:50

2 1:100

3 1:200

4 1:400

5

6

1:800
1:1600
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7 | 1:3200
8 | 1:6400

6.8 Analise estatistica

A anélise dos fatores foi realizada em duas etapas: descritiva e multivariada. Na
analise descritiva, as varidveis foram relacionadas com o fator empresa e descritas
apresentando frequéncia absoluta e relativa. Na analise multivariada, foram realizadas
associacOes entre as variaveis e analise de prevaléncia entre elas, através do teste exato
de Fisher, assumindo um valor de significancia de 5% (p<0,05). Para a realizacéo destas
analises estatisticas foi utilizado o software R 4.2.1 (RCORETEAM, 2022).

Para a realizacdo do Teste de Aglutinacdo Microscdpica foi realizado um sorteio
aleatorio, para obtencdo de uma amostra probabilistica, assumindo que cada individuo
teria a probabilidade igual de ser sorteado. Como critério probabilistico foram utilizadas
as seguintes situacOes, amostra aleatoria simples, assumindo um nivel de confianca de
95% com 5% de erros estabelecidos e uma propor¢do assumida de 50% (RCORETEAM,
2022).

6.9 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo CONEP segundo as normas da Resolucéo 466/12, do
Conselho Nacional de Satde de 12/12/2012 que trata sobre as recomendacdes Eticas e
legais com pesquisas envolvendo seres humanos, com o Numero do CAAE:
96695118.4.0000.5016.

7 Resultados

7.1 Anélise dos fatores de identificacdo dos profissionais

A anélise dos casos sobre o perfil epidemiol6gico da Leptospirose em
profissionais de limpeza urbana, no periodo de abril a junho de 2019 foi feita ap6s a
revisao do banco de dados adquirido atraves de questionarios aplicados aos profissionais

participantes.
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Durante o periodo do estudo, foram entrevistados 719 profissionais, provenientes
das empresas Mamute, Marquise, Prefeitura, Tumpex, dentre essas, a Tumpex foi a
empresa que mais disponibilizou trabalhadores dentro do seu quadro funcional (312/719),
seguida da empresa Marquise (169/719) Mamute (139/719) e Prefeitura (99/719).

Os dados apontaram que houve o predominio do sexo masculino conforme a
(tabela 4) segundo as empresas participantes, a Marquise foi a empresa com maior
numero de profissionais do sexo masculino (98,2%). Em relacdo sexo feminino, o

predominio foi da prefeitura do estado com (64,6%).

Tabela 4: Analise da quantidade de funcionarios por empresa, através da Frequéncia Absoluta
(F.A) e Frequéncia Relativa (F.R)

Empresa MAMUTE MARQUISE PREFEITURA  TUMPEX

Sexo F.A F.R F.A FR FA FR F.A F.R  Total
Feminino 40 28,8% 3 18% 64 64,6% 12 3,8% 119
Masculino 99 71,2% 166 98,2% 35 354% 300 96,2% 600

O fator idade foi dividido em categorias para melhor entendimento, assim a maior
frequéncia dos funcionarios com idade inferior a 20 anos foi da Mamute (1,4%), entre 21
até 49 anos, Marquise (91,7%), e maior de 50 anos Prefeitura (49,5%) (Tabela 5).

Tabela 5: Analise da quantidade de funcionarios por faixa etaria, através da Frequéncia Absoluta
(F.A) e Frequéncia Relativa (F.R)

Empresa MAMUTE MARQUISE PREFEITURA  TUMPEX

Idade F.A F.R F.A FR FA F.R F.A F.R Total
Até 20 Anos 2 1,4% 2 12% O 0,0% 2 0,6% 6
De 21 até 49 Anos 124 89,2% 155 91,7% 50 50,5% 269 86,2% 598
Acima de 50 Anos 13 94% 12 7,1% 49 495% 41 13,1% 115

Ao analisar o fator escolaridade, o maior indice de profissionais que possuem
apenas o ensino fundamental foi da Prefeitura (61,6%), ensino médio da Marquise
(56,8%), ensino superior da Prefeitura (1,0%), e sem escolaridade também pertencentes
a Prefeitura (7,1%) (Tabela 6).

Tabela 6: Analise da quantidade de funcionarios por escolaridade, através da Frequéncia Absoluta
(F.A) e Frequéncia Relativa (F.R)
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Empresa MAMUTE MARQUISE PREFEITURA TUMPEX
Escolaridade FA FR FA FR FA F.R FA FR Total
Ensino fundamental (1°grau) 83 59,7% 70 414% 61 61,6% 162 51,9% 376
Ensino médio (2° grau) 52 374% 96 56,8% 30 30,3% 145 46,5% 323
Ensino Superior 1 07% O 0,0% 1 1,0% 0 0,0% 2
Sem escolaridade 2 14% 3 1,8% 7 7.1% 5 1,6% 17

Os profissionais foram classificados quanto as zonas de moradia e o maior
quantitativo com relacéo as empresas, foi observado que: A empresa Mamute foi mais
prevalente nos seguintes lugares: Cacau Pereira (0,7%); Iranduba (0,7%); zona leste
(30,9%). A Prefeitura: Zona Oeste (25,3%); Zona Sul (15,2%). Tumpex: Zona centro-
oeste (8.3%). Marquise: Zona norte (63,3%); Zona centro-sul (4,7%). (Tabela 7).

Tabela 7: Andlise da quantidade de funcionérios por zonas de moradia, através da Frequéncia
Absoluta (F.A) e Frequéncia Relativa (F.R)

Empresa MAMUTE MARQUISE PREFEITURA TUMPEX

Zona FA FR FA FR FA FR FA FR Total
Norte 49 353% 107 63,3% 26 26,3% 141 452% 323
Sul 9 65% 4 24% 15 152% 12 3,8% 40

Leste 43 309% 33 195% 28 283% 67 215% 171
Oeste 28 20,1% 14 83% 25 253% 52 16,7% 119
Centro-Sul 0 00% 8 4,7% 3 3,00 11 35% 22

Centro-Oeste 8 58% 3 18% 2 20% 26 83% 39

Iranduba 1 07% 0 0,0% 0 0,0% 2 0,6% 3

Cacau Pereira 1 07% O 0,0% 0 0,0% 1 0,3% 2

7.2 Andlise dos fatores de riscos sociais e ambientais

Ao analisar o tempo de servico na mesma fungdo entre os entrevistados, foi
possivel observar que a maioria dos funcionarios da Mamute possuem de 0 a 1 ano
(38,2%) e de 1 a 5 anos (61,8%). De 5 a 10 anos pertencem a empresa Tumpex (34,5%).
Acima de 10 anos pertencem a Prefeitura (94,9%) (Tabela 8).

Tabela 8: Andlise da quantidade de funcionarios por tempo de funcéo, através da Frequéncia
Absoluta (F.A) e Frequéncia Relativa (F.R)



47

Empresa MAMUTE MARQUISE PREFEITURA TUMPEX

Tempo de funcao FA FR FA FR F.A F.R F.A F.R Total

Oalano 42 382% 55 32,5% 0 0,0% 23 74% 120
1a5anos 68 618% 61 36,1% 2 2,0% 102 32,9% 233
5a 10 anos 0 00% 45 26,6% 3 31% 107 34,5% 155
Acima de 10 anos 0 0,0% 8 4,7% 93 949% 78 252% 179

Ao investigar se os funcionarios obtiveram algum tipo de treinamento e
orientagdes acerca dos fatores de riscos existentes no local de trabalho antes de assumir a
funcéo, foi observado que a Prefeitura foi a empresa que menos deu treinamento aos seus
funcionarios (70%), e a que menos orientou 0s seus empregados quanto aos riscos
inerentes a sua profissdo (53,5%). Avaliando a disponibilidade de equipamentos de
protecdo individual (EPIs) para os funcionérios no local de trabalho, a Prefeitura também
foi a empresa que menos disponibilizou EPIs a seus colaboradores (79,8%). (Tabela 9)

Tabela 9: Analise da quantidade de funcionarios por realizagdo de treinamentos, recebimento de
orientagdes e utilizacdo de EPIs, através da Frequéncia Absoluta (F.A) e Frequéncia Relativa
(F.R).

Empresa MAMUTE MARQUISE PREFEITURA TUMPEX

Treinamento FA FR FA FR FA F.R FA F.R Total
Sim 65 46,8% 154 91,1% 29 29,3% 257 82,4% 505
Né&o 74 532% 15 89% 70 70,7% 55 17,6% 214

Orientagéo sobre o0s riscos FA FR FA FR FA F.R FA F.R Total

Sim 92 66,2% 164 97,0% 46 46,5% 296 94,9% 598
Né&o 47 338% 5 3,00 53 53,5% 16 51% 121
Utilizacao do EPIs FA FR FA FR FA F.R FA F.R Total
Sim 129 92,8% 161 953% 20 20,2% 305 97,8% 615
Né&o 9 65% 8 47% 79 79,8% 7 22% 103

Quanto as andlises sobre mordeduras por ratos durante jornada de trabalho, foi
observado que a maioria dos funcionarios da empresa Tumpex admitiram que foram

mordidos por algum tipo de rato durante o periodo de trabalho (6.1%) (Tabela 10).
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Tabela 10: Anélise da quantidade de funcionarios por mordeduras por ratos, através da Frequéncia
Absoluta (F.A) e Frequéncia Relativa (F.R).

Empresa MAMUTE MARQUISE PREFEITURA TUMPEX

Mordedura de ratos FA FR FA FR FA F.R FA FR T?ta
Sim 8 586 3 18% 5 51% 19 61% 35
Nio 131 942% 166 982% 93  93.9% 293 939% 683

Ao analisar se os profissionais sentiram ou ndo algum desconforto durante ou
depois do trabalho, os resultados apontaram que os profissionais da empresa Mamute,
apresentaram os maiores indices de desconforto durante sua jornada (48,9%). J& 0s
funcionérios da empresa Tumpex, relataram ndo sentir nenhum tipo de desconforto

durante sua jornada (56,1%) conforme indica a tabela 11.

Tabela 11: Analise da quantidade de funcionérios quanto ao desconforto, através da Frequéncia
Absoluta (F.A) e Frequéncia Relativa (F.R).

Empresa MAMUTE MARQUISE PREFEITURA TUMPEX

Desconforto no trabalho FA FR FA FR FA F.R FA FR Total
Sim 68 489% 81 479% 47  475% 137 439% 333
Né&o 70 50,4% 88 52,1% 52 52,5% 175 56,1% 385

Ao perguntar se os profissionais tinham o habito de se alimentar durante e no
proprio local de trabalho, os que mais indicaram que “sim” foram da empresa Tumpex
(86,2%), ja os que mais indicaram que “ndo” foram da empresa Prefeitura (43,4%).

Sobre os profissionais que informaram ndo lavar as maos ap6s o término do
trabalho, a maior frequéncia apresentada foi da empresa Mamute (34,5%), j& 0s que
afirmaram lavar as maos apés término da sua rotina foram da empresa Marquise (89,9%)
(Tabela 12).

Tabela 12: Andlise da quantidade de funcionarios quanto ao habito de se alimentar no local de
trabalho e habitos de lavar as méos, através da Frequéncia Absoluta (F.A) e Frequéncia Relativa
(F.R).

Empresa MAMUTE MARQUISE PREFEITURA TUMPEX

Alimenta-se durante o

FA FR FA FR F.A F.R F.A F.R Total
trabalho
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Sim 89 64,0 109 64,5% 56  56,6% 269 86,2% 523

Néo 50 36,00 60 355% 43 434% 43 13,8% 196

Higienizagdo dasmaosapos A pr EA ER FA FR FA FR Total

exposicao
Sim 91 655% 152 89,9% 76 76,8% 272 87,2% 591
Néao 48 345% 17 101% 22 222% 40 12,8% 127

Ao analisar se os profissionais ja haviam sido acometidos por leptospirose em
algum momento de sua trajetéria ocupacional, o maior indice de profissionais que

indicaram ter contraido a doenca foi da empresa Tumpex (3,8%) (Tabela 13).

Tabela 13: Anélise da quantidade de funcionarios quanto a leptospirose, através da Frequéncia
Absoluta (F.A) e Frequéncia Relativa (F.R).

Empresa MAMUTE MARQUISE PREFEITURA TUMPEX

Teve leptospirose FA FR FA FR FA FR FA FR Total
Sim 2 14% 1 0,6% 2 20% 12 38% 17
Nao 137 98,6% 168 99,4% 94 949% 300 96,2% 699

Quando analisado o destino do lixo, a maioria dos profissionais que indicaram ter
seu lixo colocados diretamente na cagcamba/depdsito foram da empresa Mamute (5,0%),
dos que indicaram ter seu lixo enterrado ou queimado foram da empresa Tumpex (1,6%),
entre os que afirmaram ser jogado no quintal, rua ou estrada foram da empresa Mamute
(2,2%), entre os que afirmaram ser recolhido pelo servigo de limpeza urbana foram da
Prefeitura (99%), conforme indicado na tabela 14.

Tabela 14: Analise da quantidade de funcionarios quanto ao destino do lixo, através da Frequéncia
Absoluta (F.A) e Frequéncia Relativa (F.R).

Empresa MAMUTE MARQUISE PREFEITURA TUMPEX Total
Destino final do lixo FA FR FA FR FA F.R FA FR FA F.R
E colocado na cagamba/depésito 7 50% 5 3,0% 1 1,0% 4 1,3% 17 2,4%
E enterrado/queimado 0 0,0% 1 06% O 0,0% 5 1,6% 6 0,8%
E jogado no quintal/rua/estrada 3 22% 0 00% O 0,0% 2 06% 5 0,7%

E recolhido pelo lixeiro/prefeitura 129 92,8% 163 96,4% 98 99,0% 301 96,5% 691 96,1%
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Ja ao analisar a frequéncia em que o lixo é recolhido, o maior indice para

recolhimento de 03 a 06 vezes por semana, foi da empresa Mamute (5,8%), os que

indicaram ser recolhido de 1 a 2 vezes por semana, foram da empresa Prefeitura (9,1%),

dentre os que afirmaram ser diariamente, foram da empresa Marquise (93,5%) e dentre

0s que informaram ser recolhido em intervalos maiores que uma semana, foram da

empresa Mamute (1,4%) (Tabela 15).

Tabela 15: Andlise da quantidade de funcionarios quanto a frequéncia de recolhimento do lixo,
através da Frequéncia Absoluta (F.A) e Frequéncia Relativa (F.R).

Empresa MAMUTE MARQUISE PREFEITURA  TUMPEX Total
Total 139 169 99 312 719
::i;‘f)q”enc'a decoletado -, rp  EA FER FA FR FA ER  Total
Diariamente 118 849% 158 935% 88  88.9% 291 93.3% 655 91.1%
De 03 a 06 vezes 8 58% 6  3.6% 1 10% 9 29% 24 33%
De 1 a 2 vezes por 11 79% 3 18% 9  91% 11 35% 34 4.7%
Semana

Com intervalo maior de 2 14% 2 12% 1 10% 1 03% 6 08%
uma semana

Quando analisado a existéncia de lixeira coletiva proximo das casas, a maioria dos

funcionarios que indicaram ‘“sim”, foram da empresa Mamute (39,6%), ja os que

indicaram “ndo”, foram da empresa Prefeitura (77,8%) (Tabela 16).

Tabela 16: Andlise da quantidade de funciondrios quanto a existéncia de lixeiras coletivas, através
da Frequéncia Absoluta (F.A) e Frequéncia Relativa (F.R).

Empresa MAMUTE MARQUISE  PREFEITURA TUMPEX Total
Lixeira coletiva F.A F.R F.A F.R F.A F.R F.A F.R F.A F.R
Sim 55 39,6% 45 26,6% 22 222% 86 27,6% 208 28,9%
Nao 84 604% 124 73,4% 77 77,8% 226 72,4% 511 71,1%

A presenca de terrenos baldios proximos da residéncia também foi questionada,

dentre os profissionais que indicaram “sim” foram da empresa Tumpex (34%), e os que

afirmaram “nao” foram da empresa Marquise (76,9%) (Tabela 17).

Tabela 17: Anéalise da quantidade de funcionarios quanto a existéncia de terrenos baldios, através
da Frequéncia Absoluta (F.A) e Frequéncia Relativa (F.R).

Empresa MAMUTE MARQUISE PREFEITURA TUMPEX Total
Terreno baldio FA FR FA FR FA FR FA FR FA F.R
Sim 45 32,4% 39 23,1% 33 33,3% 106 34,0% 223 31,0%
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Nao 94 67,6% 130 76,9% 66 66,7% 206 66,0% 496 69,0%

Quando analisada a existéncia de ratos no interior das casas, a maioria dos
funcionarios que afirmaram, foram da empresa Prefeitura (66,7%), j& a maioria dos que
negaram foram da empresa Marquise (40,8%). Quando questionada a existéncia de ratos
proximos as casas, a maioria dos profissionais que disseram “sim” foram da Prefeitura

(81,8%), e dos que indicaram “ndo” foram da empresa Marquise (32,5%) (Tabela 18).

Tabela 18: Andlise da quantidade de funcionarios quanto a existéncia de ratos no interior e
préximos das residéncias, através da Frequéncia Absoluta (F.A) e Frequéncia Relativa (F.R).

Empresa MAMUTE MARQUISE PREFEITURA TUMPEX Total

Ratos nointeriordacasa F A FR FA FR FA FR FA FR FA F.R
Sim 88 63,3% 100 59,2% 66 66,7% 195 62,5% 449 62,4%
N3o 50 36,0% 69 40,8% 32 32,3% 117 37,5% 268 37,3%

Ratos no proximo da FA FR FA FR FA FR FA FR FA FR

casa
Sim 102 73,4% 114 67,5% 81 81,8% 225 72,1% 522 72,6%
Nao 37 26,6% 55 32,5% 18 18,2% 87 279% 197 27,4%

Quando analisado os fatores de exposicao aos riscos, a maioria dos profissionais
que indicaram ficar imersos por longos periodos em agua ou lama, foram da empresa
Mamute (47,5%), a maioria dos que ndo possuem esse contato, foram da empresa Tumpex
(95,2%). A maioria dos que afirmaram tomar banho de rio, cérrego ou igarapé, foram da
empresa Mamute (33,1%), ja a maioria dos que ndo possuem esse contato, foram da
empresa Tumpex (90,7%) (Tabela 19).

Tabela 19: Analise da quantidade de funcionarios quanto a exposicéo aos fatores de riscos, através
da Frequéncia Absoluta (F.A) e Frequéncia Relativa (F.R).

Empresa MAMUTE MARQUISE PREFEITURA TUMPEX

Imerséo prolongada FA FR FA FR FA FR FA F.R Total
Sim 66 475% 27 160% 13 131% 15 48% 121
Né&o 73 525% 142 84,0% 78 788% 297 952% 590

Banho de rio, cérrego, lagoa ou
represa

FA FR FA FR F.A FR FA F.R Total

Sim 46 33,1% 16 95% 16 162% 29 93% 107
Né&o 92 66,2% 153 90,5% 75  758% 283 90,7% 603
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Dentre a maioria dos que indicaram realizar limpeza de fossa, caixa de gordura ou
esgoto, foram da empresa Mamute (32,4%) e a maioria dos que ndo realizam esse tipo de
atividade, foram da empresa Marquise (96,4%) (Tabela 20).

Tabela 20: Anélise da quantidade de funcionérios quanto a limpeza de fossa, caixa de gordura e
esgoto, através da Frequéncia Absoluta (F.A) e Frequéncia Relativa (F.R).

Empresa MAMUTE MARQUISE PREFEITURA TUMPEX

Limpeza de fossa, caixa de

gordura ou esgoto FA FR FA FR FA FR FA FR Total
Sim 45 324% 6  3,6% 6 61% 19 6,1% 76
Nao 94 67,6% 163 964% 86 869% 293 939% 636

Quando avaliado se nas residéncias havia sinais da presenca de roedores (urina e
fezes), dentre os que afirmaram, a maioria foi da empresa Tumpex (36,9%), e dos que
ndo afirmaram, a maioria foi da empresa Mamute (78,4%) (Tabela 21).

Tabela 21: Andlise da quantidade de funcionarios quanto a presenca de roedores, através da
Frequéncia Absoluta (F.A) e Frequéncia Relativa (F.R).

Empresa MAMUTE MARQUISE PREFEITURA TUMPEX
local com sinais de FA FR FA FR FA FR FA FR Total
roedores

Sim 30 216% 46 272% 15 152% 115 369% 206
Nio 1090 784% 123 72.8% 77 77.8% 197 631% 506

Ao analisar a presenca de lixo em terrenos baldios perto das residéncias, a maioria
dos profissionais que disseram “sim” foram da empresa Marquise (21,9%), ja a maioria

dos profissionais que disseram “ndo”, foram da empresa Prefeitura (86,9%) (Tabela 22).

Tabela 22: Analise da quantidade de funcionarios quanto a presenca de lixo em terrenos baldios,
através da Frequéncia Absoluta (F.A) e Frequéncia Relativa (F.R).

Empresa MAMUTE MARQUISE PREFEITURA TUMPEX
Terreno baldio com FA FR FA FR FA FR FA FR Total
lixo/entulho

Sim 22 158% 37 219% 6  61% 46 147% 111
N3o 117 842% 132 781% 86 869% 266 853% 601

Dentre os que realizaram a limpeza de caixas d’agua, a maioria foram da empresa
Marquise (7,1%), ja a maioria dos que nao realizaram esse tipo de atividade foram da
empresa Tumpex (95,5%%) (Tabela 23).
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Tabela 23: Andlise da quantidade de funcionarios quanto a limpeza de caixas d’agua, através da
Frequéncia Absoluta (F.A) e Frequéncia Relativa (F.R).

Empresa MAMUTE MARQUISE PREFEITURA TUMPEX
limpeza de caixa d'agua FA FR FA FR FA FR FA FR Total
Sim 7 500 12 7,1% 1 1,0 14 45% 34
Néao 132 95,0% 157 929% 91 91,9% 298 955% 678

Quando analisado os sinais e sintomas apresentados pelos profissionais durante
sua jornada de trabalho, a maioria dos que apresentaram a varidvel “febre” foram da
empresa Mamute (51,1%). A maioria dos que apresentaram “ictericia” foram da empresa
Mamute (12,9%). A maioria dos que apresentaram quadro de “diarreia”, foram da
empresa Prefeitura (34,3%). A maioria dos que apresentaram “alteragdes cardiacas”,
foram da empresa Mamute (12,2%). A maioria dos que apresentaram sintomas
relacionados a “insuficiéncia renal”, foram da empresa Mamute (6,5%). A maioria dos
que apresentaram estado de “mialgia”, foram da empresa Mamute (43,2%). J4 a maioria
dos que apresentaram sintomas como ‘“dores na panturrilha”, foram da empresa Mamute
(43,9%), assim como a maioria dos que apresentaram sinais de “cefaleia” também foram
da empresa Mamute (53,2%) (Tabela 24).

Tabela 24: Analise da quantidade de funcionarios quanto aos sinais e sintomas apresentados,
através da Frequéncia Absoluta (F.A) e Frequéncia Relativa (F.R).

Empresa MAMUTE MARQUISE PREFEITURA TUMPEX

Febre FA FR F.A F.R F.A FR FA FR Total
Sim 71 511% 56 33,1% 32 32,3% 118 37,8% 277
Né&o 68 489% 113 66,9% 64 64,6% 194 62,2% 439
Ictericia FA FR F.A F.R F.A FR FA FR Total
Sim 18 129% 5 3,0% 7 71% 10 32% 40
Né&o 121 87,1% 164 97,0% 89 89,9% 302 96,8% 676
Diarréia FA FR F.A F.R F.A FR FA FR Total
Sim 44 31,7% 46 27,2% 34 343% 87 279% 211
Né&o 95 68,3% 123 72,8% 62 62,6% 225 72,1% 505

AlteracOes cardiacas F.A F.R F.A F.R F.A FR FA FR Total

Sim 17 122% 16 9,5% 12 121% 15 4,8% 60
Né&o 122 87,8% 153  90,5% 84 84,8% 297 952% 656
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Prostacéo FA FR F.A F.R F.A FR FA FR Total
Sim 60 432% 40 23,7% 26 26,3% 91 29,2% 217
Néo 79 56,8% 129 76,3% 70 70,7% 221 70,8% 499
Insuficiencia Renal FA FR F.A F.R F.A FR FA FR Total
Sim 9 65% 0 0,0% 4 40% 5 16% 18
Né&o 130 935% 169 100,090 92 92,9% 307 98,4% 698
Mialgia FA FR FA F.R F.A FR FA FR Total
Sim 60 432% 24 14,2% 23 232% 41 13,1% 148
Né&o 79 56,8% 145 85,8% 73 73,7% 271 86,9% 568
Dor na panturrilha FA FR F.A F.R F.A FR FA FR Total
Sim 61 439% 47 27,8% 24 242% 55 17,6% 187
Né&o 78 56,1% 122 72,2% 72 72,7% 257 82,4% 529
Cefaléia FA FR FA F.R F.A FR FA FR Total
Sim 74 532% 82 48,5% 50 50,5% 161 51,6% 367
Né&o 65 46,8% 87 51,5% 46 46,5% 151 48,4% 349

Quando analisado se os profissionais ja foram hospitalizados por conta de algum

desses sinais e sintomas, a empresa que apresentou a maior frequéncia entre o0s

profissionais foi a Tumpex (17,9%). Por fim, quando questionados sobre casos anteriores

de leptospirose, tanto entre os profissionais quanto seus familiares e vizinhos, a maioria

dos que afirmaram pertencem a empresa Prefeitura (8,1%) e dentre a maioria dos que nao

afirmaram pertencem a empresa Mamute (96,4%) (Tabela 25).

Tabela 25: Analise da quantidade de funcionarios quanto a hospitalizagdo e casos anteriores de
leptospirose, através da Frequéncia Absoluta (F.A) e Frequéncia Relativa (F.R).

Empresa MAMUTE MARQUISE PREFEITURA TUMPEX
T F. F. F. F. Tota

Esteve hospitalizado A F.R A F.R A F.R A F.R |

Sim 20 %4 96 154% 15 1520 56 0 117
% %

Nao 116 83,5 143 84,6% 76 76,8% 256 82,1 591
% %

Casos anteriores de F. F. F. F. Tota

leptospirose A FR A FR A FR A FR I

Sim 5 36% 7 41% 8 8,1% 13 42% 33

Nao 134 96,4 162 959% 84 84,8% 299 95,8 679

%

%
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7.3 Andlise do Teste de Aglutinacdo Microscépica

Das 719 amostras coletadas, foram realizadas a sorologia de 385 profissionais,
sorteados aleatoriamente conforme o critério estatistico apresentado anteriormente. Na
triagem, as amostras que apresentaram 50% das Leptospiras aglutinadas ou mais de 50%
das Leptospiras aglutinadas foram tituladas. Na titulac&o, o titulo foi definido conforme

0 pogo em que foi observado 50% de aglutinacao.

Partindo dos critérios supracitados, obteve-se uma soroprevaléncia de infeccao
por Leptopiras em profissionais de limpeza urbana de 15%, através do teste exato de
Fisher (Tabela 26).

Tabela 26: Anédlise quantitativa quanto a soroprevaléncia de infecgdo, através da Frequéncia
Absoluta (F.A) e Frequéncia Relativa (F.R), por meio do teste exato de Fisher.

Leptospirose F.A FR

Sim 56 15%

Né&o 329 85%
Total 385 100,0%

J& as amostras sororreagentes apresentaram 0s seguintes sorogrupos infectantes,
respectivamente, Icterohaemorrhagiae (L1-130) (60.7%), Autumnalis (Akiyami A)
(3.6%), Canicola (Hond Ultrich 1V) (3.6%), Cynopteri (3522C) (16,1%),
Icterohaemorrhagiae (RGA) (7.1%) e sorogrupo misto — reagiram a mesma titulacéo para

mais de um sorovar (8.9%) (Tabela 27).

Tabela 27: Analise quantitativa quanto ao sorogrupo infectante, através da Frequéncia Absoluta
(F.A) e Frequéncia Relativa (F.R).

Amostras: 385 p-valor' <0,001
Teste de Fisher Sim Nao Total

sorogrupo infectante F.A F.R F.A F.R F.A F.R
0 O 0,0% 329 100,0% 329 85,5%
Cynopteri (3522C) | 9 16,1% 0 0,0% 9 2,3%
Autumnalis (Akiyami A) | 2 3,6% 0 0,0% 2 0,5%
Canicola (Hond Ultrich IV) | 2 3,6% 0 0,0% 2 0,5%
Icterohaemorrhagiae (L1-130) | 34 60,7% 0 0,0% 34 8,8%
MISTO (mais de um sorovar) | 5 8,9% 0 0,0% 5 1,3%
Icterohaemorrhagiae (RGA) | 4 7,1% 0 0,0% 4 1,0%

Total 56 100,0% 329 100,0% 385 100,0%
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7.3.1 Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Linhagem L1-130

Das 385 amostras, 45 delas foram sororreagentes para cepa L1-130, sendo que,
desse total, 12 amostras reagiram a uma titulacdo 1:50 (26,7%), 8 reagiram a uma
titulacdo 1:100 (17,8%), 9 reagiram a uma titulacdo 1:200 (20,0%), 10 reagiram a uma
titulacdo 1:400 (22,2%), 5 reagiram a uma titulacdo 1:800 (11,1%) e 1 reagiu a uma
titulacdo 1:3200 (2,2%) (Tabela 28).

Tabela 28: Analise quantitativa quando analisado isoladamente o sorovar infectante L1-130,
através da Frequéncia Absoluta (F.A) e Frequéncia Relativa (F.R).

Amostras: 385 p-valor' <0,001
Teste de Fisher Sim Nao Total
L1- 130 F.A F.R F.A F.R F.A F.R
0 0 0,0% 340 100,0% 340 88,3%
50 12 26,7% 0 0,0% 12 3,1%
100 8 17,8% 0 0,0% 8 2,1%
200 9 20,0% 0 0,0% 9 2,3%
400 10 22,2% 0 0,0% 10 2,6%
800 5 11,1% 0 0,0% 5 1,3%
1600 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
3200 1 2,2% 0 0,0% 1 0,3%
Total 45 100,0% 340 100,0% 385 100,0%

7.3.2 Autumnalis, Autumnalis, Linhagem Akiyami - A

Das 385 amostras, 8 delas foram sororreagentes para cepa Akiyami - A, sendo
que, desse total, 5 amostras reagiram a uma titulacdo 1:50 (62,5%), 2 reagiram a uma
titulacdo 1:200 (25,0%) e 1 reagiu a uma titulacdo 1:400 (12,5%) (Tabela 29).

Tabela 29: Anélise quantitativa quando analisado isoladamente o sorovar infectante Akiyami A,

através da Frequéncia Absoluta (F.A) e Frequéncia Relativa (F.R).

Amostras: 385 p-valor’ <0,001
Teste de Fisher Sim Nao Total
Akiyami A. F.A F.R F.A F.R F.A F.R

0 0 0,0% 377 100,0% 377 97,9%

50 5 62,5% 0 0,0% 5 1,3%

100 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%

200 2 25,0% 0 0,0% 2 0,5%

400 1 12,5% 0 0,0% 1 0,3%

800 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%

1600 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
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3200 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%

Total 8 100,0% 377 100,0% 385 100,0%

7.3.3 Canicola, Canicola, Linhagem Hond Ultrich IV

Das 385 amostras, 4 delas foram sororreagentes para cepa Hond Ultrich 1V, sendo
que, desse total, 1 amostra reagiu a uma titulacdo 1:100 (25,0%), 1 reagiu a uma titulacéo
1:200 (25,0%), 1 reagiu a uma titulacdo 1:400 (25,0%) e 1 reagiu a uma titulacdo 1:800
(25,0%) (Tabela 30).

Tabela 30: Andlise quantitativa quando analisado isoladamente o sorovar infectante Hond Ultrich
IV, através da Frequéncia Absoluta (F.A) e Frequéncia Relativa (F.R).

Amostras: 385 p-valor' <0,001
Teste de Fisher Sim Nao Total
Hond Ultrich IV F.A F.R F.A F.R F.A F.R
0 0 0,0% 381 100,0% 381 99,0%
50 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
100 1 25,0% 0 0,0% 1 0,3%
200 1 25,0% 0 0,0% 1 0,3%
400 1 25,0% 0 0,0% 1 0,3%
800 1 25,0% 0 0,0% 1 0,3%
1600 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
3200 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
Total 4 100,0% 381 100,0% 385 100,0%

7.3.4 Cynopteri, Cynopteri, Linhagem 3522C

Das 385 amostras, 16 delas foram sororreagentes para cepa 3522C, sendo que,
desse total, 8 amostras reagiram a uma titulagdo 1:50 (50,0%), 4 reagiram a uma titulagéo
1:100 (25,0%), 1 reagiu a uma titulagcdo 1:200 (6,3%), 2 reagiram a uma titulacdo 1:400
(12,5%) e 1 reagiu a uma titulacdo 1:800 (6,3%) (Tabela 31).

Tabela 31: Analise quantitativa quando analisado isoladamente o sorovar infectante 3522C,

através da Frequéncia Absoluta (F.A) e Frequéncia Relativa (F.R).
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Amostras: 385 p-valor' <0,001
Teste de Fisher Sim Nao Total

3522C F.A F.R F.A F.R F.A F.R
0 0 0,0% 369 100,0% 369 95,8%

50 8 50,0% 0 0,0% 8 2,1%

100 4 25,0% 0 0,0% 4 1,0%

200 1 6,3% 0 0,0% 1 0,3%

400 2 12,5% 0 0,0% 2 0,5%

800 1 6,3% 0 0,0% 1 0,3%

1600 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%

3200 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
Total 16 100,0% 369 100,0% 385 100,0%

7.3.5 Icterohaemorrhagiae, Icterohaemorrhagiae, Linhagem RGA

Das 385 amostras, 19 delas foram sororreagentes para cepa RGA, sendo que,
desse total, 7 amostras reagiram a uma titulacdo 1:50 (36,8%), 4 reagiram a uma titulagédo
1:100 (21,1%), 5 reagiram a uma titulacdo 1:200 (26,3%), 2 reagiram a uma titulacao
1:400 (10,5%) e 1 reagiu a uma titulacdo 1:800 (5,3%) (Tabela 32).

Tabela 32: Andlise quantitativa quando analisado isoladamente o sorovar infectante RGA, através

da Frequéncia Absoluta (F.A) e Frequéncia Relativa (F.R).

Amostras: 385 p-valor' <0,001
Teste de Fisher Sim Nao Total

RGA F.A F.R F.A F.R F.A F.R
0 0 0,0% 366 100,0% 366 95,1%

50 7 36,8% 0 0,0% 7 1,8%

100 4 21,1% 0 0,0% 4 1,0%

200 5 26,3% 0 0,0% 5 1,3%

400 2 10,5% 0 0,0% 2 0,5%

800 1 5,3% 0 0,0% 1 0,3%

1600 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%

3200 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
Total 19 100,0% 366 100,0% 385 100,0%

8 DISCUSSAO

Os achados relativos a idade com faixa etaria de 21 até 50 anos foram de 94,1%,
associados a escolaridade, com maior incidéncia de 61,6% com perfil inferior a 06 anos

de escola. O perfil achado € analogo ao de outros estudos em percepg¢éo de risco, visto
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que, a cidade de Manaus, tenha os identificadores de escolaridade mais baixos
(ABINADER; GARNELO, 2015).

Os riscos inerentes a fungdo tanto sociais quanto ambientais sao mais frequentes
no primeiro ano de trabalho, com 94,9%, revelando a importancia de se realizar
treinamentos antes de assumir o cargo. No entanto, os fatores de riscos poderdo estar
relacionados principalmente a limpeza urbana e coletas de lixo na cidade de Manaus. E
os profissionais que ndo utilizam os EPIs, mesmo com o treinamento, muitos destes
apresentam resisténcia a0 uso e pensam que nunca uma contaminagdo por riscos

bioldgicos ou outros podera acontecer com os mesmos (BELARMINO et al., 2022).

O contato direto com mordeduras foi de 6,1%, que levara esses profissionais da
limpeza urbana a unidade de salude de referéncia para o atendimento e se preciso 0
internamento para tratar da infe¢do. Corroborando a luz da literatura, que esses acidentes
acontecem no periodo em que a leptospirose aumenta, quando ocorre a elevacgdo do indice
pluviométrico, acarretando enchentes (SANTOS SILVA et al., 2022).

Os funcionarios que tiveram maior desempenho em habito de se alimentar no local
de trabalho e habitos de ndo lavar as maos foram de 89,9%, observando a importancia de
introduzir habitos de higiene, pois a falta deles possibilita que microrganismos sejam

levados a boca, olhos, e nariz atraves das mucosas (ROCHA, 2019).

Os profissionais de limpeza urbana que informaram ter contraido leptospirose
durante sua trajetdria profissional, 0 maior indice apresentado foi 3.8%. O manejo dos
residuos solidos esta corroborando com SNIS (2018b), diz que 89,9% da populacdo é
atendida por servico de coleta regular, entretanto o déficit de 10,1% no atendimento,
representa 20.893.719 milhdes de habitantes em categorias de exposicao a estes produtos,
revelando uma problematica que os sistemas de saneamento brasileiro tem na sua
histdria, a vulnerabilidade ambiental, que se diferencia pelos danos materiais e imateriais
em consequéncia de fatores do ambiente em que o sujeito esta inserido (SILVA et al.,
2022).

A prefeitura de Manaus teve o maior recolhimento do lixo, onde 99% foram

destinados aos aterros sanitarios e controlados pelos 6rgédos responsaveis. Corroborando
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com o estudo Costa et al. (2022), comenta que segundo a Associacdo Brasileira de
Empresas de Limpeza Publica e Residuos Especiais (ABRELPE) em 2020, o Brasil
recolheu 10 milhdes em uma década de residuos solidos, passando para 33 milhGes de
toneladas por ano. Em contrapartida, o montante de residuos segue para unidades
improprias, como lixdes e aterros controlados. Além disso, cresceu, mais de 25 milhdes
de toneladas por ano para 29 milhdes de toneladas. Apesar que o recolhimento durante a

semana subiu de 3 a 6 vezes no total de 93,5 de lixo recolhido semanalmente.

Com relacdo a coleta por lixeira seletiva e dados das empresas que fizeram parte
da pesquisa, 77,8% informaram que a prefeitura tem o maior déficit neste tipo de
recolhimento. Por outro lado, o municipio de Manaus dispde de 23 Pontos de Entrega
Voluntaria (PEVS) que estdo localizados em grandes supermercados da cidade como:
grupo Nova Era, DB, Atacaddo, Carrefour, Veneza, Yroyak, Assai, Patio Gourmet,
Vitoria, Atack e outros que formam a cadeia produtiva da coleta seletiva. Segundo Brasil
(2022), comenta sobre a implantacdo da coleta seletiva de residuos sélidos urbanos é de
responsabilidade dos municipios, titulares dos servigos publicos de limpeza urbana e de
manejo de residuos solidos pela Politica Nacional de Residuos Sélidos, firmado no art.
36, inciso 11, que deverdo estabelecer nos Planos Municipais de Gestdo Integrada de
Residuos Sélidos as metas de reducdo, reutilizacdo, coleta seletiva e reciclagem, com
vistas a reduzir a quantidade de rejeitos encaminhados para disposi¢éo final.

A presenca de 34% desses terrenos baldios proximos da residéncia também foi
questionada durante a coleta de dados, por muitas vezes sendo destinados neste local,
uma lixeira viciada, apesar de horéarios e dias estabelecidos para o recolhimento do lixo
doméstico. Silva et al. (2022), comenta que a presenca de lixeiras viciadas € uma das
formas irregulares de descarte do lixo nas ruas. 1sso acontece pelos préprios moradores,
cientes do que acontece quando o lixo é desprezado proximo de suas residéncias, podendo
ocasionar 0 mau cheiro e a proliferacdo de animais indesejados. No bairro Crespo uma

lixeira viciada teve que ser interditada pela prefeitura de Manaus.

Em contrapartida, em 81,8% das casas, os funcionarios da limpeza urbana
confirmam a presencga de ratos, principalmente nas ruas com bueiros sem telas de
protecdo. Silva et al. (2022), aponta que o descarte irregular ocasiona 0 aumento de

roedores nas residéncias, pois 0s mesmos sO aparecem onde tem sujeira e restos de
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alimentos, sem contar que esses residuos, em periodos chuvosos, podem ser levados para

cursos d’agua e igarapés aumentando o risco de contaminagéo por leptospirose.

Os riscos por contaminacdo e exposicdo aos roedores no periodo chuvoso,
acumulo de 4gua e lama nas ruas e ao entorno das casas chegam a 47,5% assim como 0s
que passam muito tempo em rios, cOrregos e igarapés aumentando o risco de
contaminacdo nao so pela leptospirose mais por outras doencas de pele. Doengas (2019),
relata a importancia de saneamento basico de qualidade e eficaz no periodo chuvoso para

evitar a proliferacéo de roedores nestes momentos criticos.

Os profissionais de limpeza urbana também tém uma contribuicdo de 32,4% da
limpeza de fossa, caixa de gordura ou esgoto diariamente. Para Macedo (2022), é muito
importante as agdes de limpeza urbana juntamente com a empresa de abastecimento de
agua e tratamento de esgoto para assegurar a higiene adequada e o conforto para
sociedade. Ao ter saneamento basico de qualidade e equipes habilitadas para lidar com o
tratamento de &gua e esgoto, compativel com os padrdes de coleta, tratamento e
disposicdo adequada dos esgotos e dos residuos sélidos; drenagem urbana de aguas
pluviais e controle ambiental de roedores, insetos, helmintos e outros vetores e
reservatorios de enfermidades. E mesmo assim a existéncia de roedores nestes locais

foram de 83,7% nas residéncias do municipio de Manaus.

Funcionarios da limpeza urbana que entraram em contato com agua contaminadas
pelos roedores apresentaram sinais sintomas como febre, diarreia, alteracdes cardiacas,
prostracdo, insuficiéncia renal, mialgia, cefaleia onde foram notificados 17,9% de
internacOes hospitalares (DIZ, 2020). Ja Coelho, Jesus Alves e Farias (2019), diz que
esses, S840 0s mesmos sinais e sintomas citados pelos autores desse estudo que tiveram a
maior ocorréncia, com 82,85%, no Bairro de Baixada Santista — S&o Paulo e a necessidade
de qualificar esses profissionais da limpeza urbana rotineiramente para diminuir 0s riscos

ocupacionais entre eles e exigir o cumprimento do uso dos EPIs.

Goncalves (2020), corrobora com estudos de que o teste sorologico padrdo ouro
para leptospirose consiste na observacdo, por meio de microscopia de campo escuro, da
aglutinacdo entre antigeno e o anticorpo, onde o antigeno seré a propria Leptospira. Por

este motivo, se faz necessario ter um panorama de cepas dos principais sorogrupos



62

existentes, além dos que normalmente estdo presentes em animais e reservatdrios de

determinadas regides.

Cruz et al. (2022), mostra na sua pesquisa que as coletadas de sangue foram
enviadas ao laboratorio onde os soros foram obtidos apds a centrifugacdo e processados
quanto a presenca de anticorpos aglutinantes contra Leptospira por meio do teste de
aglutinacdo microscopica. A MAT foi realizada com L. interrogans sorovar Copenhageni
linhagem Fiocruz L1-130, sorovar mais prevalente na regido da Bahia. A triagem foi
realizada empregando a técnica de dilui¢6es 1:50 e 1:100 no soro. Uma amostra positiva
foi determinada quando a aglutinacéo foi observada em mais de 50% das leptospiras em
comparagdo com o controle sem soro, a mesma encontrada nesta pesquisa conforme a
Tabela 3. Se os soros fossem positivos na dilui¢do de 1:100, a amostra era titulada para

determinar o maior titulo de aglutinacéo.

Cruz et al. (2021), comenta sobre a presenca de anticorpos aglutinantes anti-
Leptospira que foi utilizada como marcador de infec¢do prévia na comunidade de Pau da
Lima em Salvador (BA), onde ocorreu o estudo por mais de 20 anos. Por este motivo, 0s
achados corroboram com esta pesquisa, ja que reduziram os painéis de cepas devido ao
conhecimento do agente etioldgico e dos reservatorios circulantes. Estudos anteriores
mostraram que mais de 90% dos casos graves de leptospirose e 90-98% das infec¢bes na
comunidade estéo relacionados a L. interrogans sorovar Copenhageni. Além disso, 80%
dos ratos capturados na comunidade tiveram cultura positiva para leptospirose, sendo o

sorovar Copenhageni o tnico isolado (HAGAN et al., 2016).

Segundo estudos apontados por KARPGAM; GANESH (2020) o foco do trabalho
foi compreender o papel dos anticorpos aglutinantes na imunidade naturalmente adquirida
contra a infeccdo, tendo como base as analises estatisticas, acerca dos sorovares mais
prevalente nos locais de estudo, assim como apresentado nesta pesquisa, visto que, foram

identificados anteriormente os sorovares mais prevalentes na regiao.

O local de estudo tem semelhancas geogréficas e sociodemograficas muito
comuns a outras regides onde a leptospirose é considerada um problema de satde publica.
Além disso, a L. interrogans, espécie relacionada a casos humanos de leptospirose,

apresenta variagdes de cepas que podem levar a diferentes niveis de resposta imune,
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associadas a localizacdo geografica e condi¢des climaticas e ambientais (CRUZ et al.,
2022; JACOB et al., 2018).

9 CONCLUSAO

A leptospirose é uma doenca infecciosa de ampla distribuicdo mundial,
apresentando carater endémico em algumas localidades e até mesmo surtos epidémicos,
de acordo com a sazonalidade da regido. Esta associada a um conjunto de fatores
climéticos e ambientais favoraveis a disseminacdo da Leptospira, bactéria causadora da
leptospirose, no meio ambiente. Por ser uma doenca negligenciada, é considerada um
problema de saude publica em Manaus, estando relacionada principalmente a
vulnerabilidade social.

A presenca de fatores predispostos para ocorréncia da doenca aliados a falta de
saneamento basico na maioria dos bairros da cidade, reflete diretamente na qualidade de
vida dos profissionais atuantes na limpeza urbana. A cidade de Manaus, possui um perfil
epidemiol6gico para leptospirose conforme apresentado neste estudo, com uma
predominancia de adultos jovens, do sexo masculino, em idade produtiva, com ensino
fundamental incompleto e baixa renda. Caracteristicas descritas ao analisar a populagédo
alvo do estudo, os profissionais de limpeza urbana. Também foi possivel identificar a
soroprevaléncia de infeccdo por Leptospira, definida pela presenca de anticorpos
aglutinantes nas amostras testadas, através da Técnica de Aglutinacdo Microscopica
(MAT), no qual foi utilizado uma bateria com 5 antigenos vivos de Leptospiras,
relacionados a cepas circulantes na regido, sendo elas: L1-130, Akiyami-A, Hond Ultrich
IV, 3522C e RGA, compondo um panorama antigénico para o teste. Com a realizacao das
analises laboratoriais empregando o MAT, foi possivel obter uma frequéncia de 15% de
soroprevaléncia nesta populacdo de estudo. Através das analises estatisticas, foi possivel
identificar um panorama dos sorogrupos mais prevalentes entre estes profissionais, sendo
0 Icterohaemorrhagiae (60.7%), o mais frequente quando comparado aos outros
sorogrupos analisados no estudo. Em concordancia, a maioria dos resultados desta
pesquisa revelaram uma relacéo direta entre populacfes em estado de vulnerabilidade e a
ocorréncia da doenga, justificados através das analises descritivas e multivariadas, no qual

foram atribuidos um valor de significancia de 5% nas amostras testadas.
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A anélise dos fatores de riscos ambientais e sociais para presenca de anticorpos
aglutinantes contra a Leptospira, demonstrou que os profissionais de limpeza urbana do
municipio de Manaus, estdo em contato diariamente com a limpeza de caixa de esgoto,
limpeza de coérregos e igarapés, limpeza de caixa d’agua, revelando uma associagdo entre
a varidvel analisada com a leptospirose. Através das analises foi possivel verificar que a
grande maioria dos profissionais das 4 empresas analisadas, ndo receberam treinamento
antes de assumir a funcdo, assim como a ndo utilizacdo de equipamentos de protecdo
individual (EPIs) e até mesmo casos de mordeduras por ratos durante a rotina de trabalho.
Além dessas variaveis, foi possivel identificar que estes profissionais também estdo em
contato com outros fatores propicios a aquisi¢do da infeccdo, como imersdo prolongada
em agua contaminada ou lama, terrenos baldios com presenca de lixos proximos as
residéncias, favorecendo ao aumento de roedores no perimetro urbano, descarte
inadequado do lixo, presenca de roedores dentro das residéncias, assim como, casos de
mordeduras por ratos e presenca de sinais e sintomas caracteristicos para leptospirose.

Portanto, os dados apresentados neste trabalho corroboram com a dindmica do
perfil epidemioldgico da leptospirose em profissionais de limpeza urbana, ja que
inquéritos soroepidemiol6gicos sdo importantes na construgdo de medidas de prevencao
e controle de doencas prevalentes nesta populagéo, a fim de evidenciar fatores que tornam
a leptospirose uma doenca negligenciada que atinge grande parte da populacédo de risco
devido a fatores sociais e ambientais. Além de contribuir com informacGes acerca de
conhecimento epidemioldgico, para implantacdo de politicas publicas e ambientais, que
repercutem na salde da populacéo.
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APENDICE A: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE)

Miristério da Saude
FIOCRUZ |LMD Fiocruz Amazania
Fundacio Oswaldo Cruz

Laboratério Diversidade Microbiana da Amazénia com Importancia para Saude
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Segundo as normas da Resolugao n° 466/12, do Conselho Nacional de Saude de
12/12/2012)

Vocé estda sendo convidado para participar da pesquisa, “Estudo
soroepidemiolégico de leptospirose em profissionais de limpeza urbana do municipio
de Manaus-am”, que tem como objetivo tragar o perfil epidemiolégico da leptospirose em
profissionais de limpeza publica, a fim de subsidiar intervencdes de prevengao na populagao
alvo, no municipio de Manaus- AM. A pesquisa esta sendo desenvolvida pelo ILMD - Instituto
Lednidas e Maria Deane (FIOCRUZ/AM), localizado na rua Teresina, 476, Adriandpolis,
telefone (92) 3621-2323. S&o responsaveis pelo estudo as pesquisadoras Luciete Almeida
da Silva (coordenadora), Katia Maria Lima de Menezes, Lirna Salvioni da Silva e Michele
Silva de Jesus. A Leptospirose € uma doenga causada por bactéria, transmitida ao homem
através da urina de rato ou de outros animais contaminados).

VVocé esta sendo convidado para participar da pesquisa e se vocé aceitar precisa
responder algumas perguntas e permitir a coleta de sangue (2 mililitros) em uma veia do seu
brago, por profissionais capacitados, utilizando matérias descartaveis, obedecendo as normas
da vigilancia sanitaria. A coleta podera causar uma leve dor e uma pequena mancha roxa,
que desaparecera em 03 a 04 dias. Garantimos que o procedimento nao causa dano a saude
e que seu nome nao sera divulgado. A qualquer momento, vocé podera retirar este seu
consentimento e sair do estudo, semm nenhuma penalidade ou prejuizo, puni¢gdo ou atitude
preconceituosa.

Durante o estudo vocé sera acompanhado (a) pelos pesquisadores gue estardo a
disposicdo para qualquer esclarecimentos. Em caso positivo dos exames vocé sera
encaminhado para atendimento na rede do SUS, pela equipe de pesquisa. Vocé tera o direito
de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais da pesquisa. Vocé naoc recebera
dinheiro pela sua participagdo, mas, se tiver qualquer despesa sera ressarcido pelo
orcamento da pesquisa. Qualquer dano que venha a sofrer em decorréncia da sua
participagdo na pesquisa, vocé sera indenizado, podendo ser encaminhado para o ILMD -
Instituto Lednidas & Maria Deane (FIOCRUZ/AM), de modo, que ficara assegurado o seu
direito a indenizacdes e cobertura material para reparagdo a dano, causado pela pesquisa.

Vocé recebera uma via de igual teor deste Termo de Consentimento, onde consta o

contato e assinatura dos pesquisadores envolvidos na pesquisa.
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Ministério da Salde
FIOCRUZ I LMD chruz Amazonla
Fundagdo Oswaldo Cruz

Quando o participante do estudo assina essa carta € porque ele entendeu mesmo
tudo o que foi explicado sobre a pesquisa e pensa que a pesquisa é importante para a saude
publica do municipio e vai querer participar.

Consentimento Pés-informagao:

Eu, , fui muito
bem informado sobre o estudo «Estudo soroepidemiologico de leptospirose em

profissionais de limpeza urbana do municipio de Manaus-am”.
Eu discuti com o (a) pesquisador (a) sobre minha

decisdo em participar deste estudo. Entendi muito bem os objetivos do estudo, os
procedimentos que serao realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.

Ficou claro também que eu n&o terei despesas com a minha participagcdo e que tenho
garantia do acesso aos resultados e de esclarecer minhas duvidas a qualquer tempo.
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a
qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidade ou prejuizo ou perda de

qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

Data / / S

Assinatura do Participante

L e
Assinatura do Coordenador
Pesquisador colaborador Pesquisador colaborador
Pesquisador colaborador Pesquisador colaborador
Pesquisador colaborador Pesquisador colaborador
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APENDICE B: QUESTIONARIO

ENTREVISTA -
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LEVANTAMENTO

EPIDEMIOLOGICO - Leptospirose

1. Nome do entrevistado

2. Data de Nascimento

/ /

3. Sexo 4. 5. raca/cor ( )
( ) Idade
1-branca 2-preta
1. Masc. ( ) | 3—amarela 4- parda
2. Fem 5-indigena 9 -
ignorado

6. Gestante ( )
1 - 1° trimestre 2 - 2° trimestre

7. Estado civil ()

3 - 3°trimestre 1- Solteiro

4 - ldade gestacional ignorada | 2- Casado
3- Divorciado
4- Vilvo

8. Escolaridade: ()

T.sem escolaridade 2. ensino fundamental (1° grau) incompleto 3. ensino fundamental (1° grau) complieto 4.
. 4dig (20 )i | 5 . 4dig (20 ) |

9. Endereco:

Bairro:

Telefone:

10. Qual é a principal fonte de abastecimento
da sua casa?

(. )

1. Agua encanada dentro de casa

2. Agua encanada fora de casa (bica no quintal)

3. Fonte (pogo/bica) de até 100m da casa

4. Fonte (pogo/bica) distante mais de 100m da casa

5. Outro

11. Para onde vai o lixo da sua casa? ( )

E recolhido pelo lixeiro/prefeitura

E enterrado/queimado

E colocado na cagamba/deposito

E jogado no quintal/rua/estrada,
Utilizado como alimento para animais

ko

12. Com que frequéncia o lixo é recolhido pela
prefeitura na sua localidade? ( )
1. Diariamente

2. De 1 a 2 vezes por semana

3. De 03 a 06 vezes

4. Com intervalo maior de uma semana

13. Existe alguma lixeira coletiva proxima a residéncia?

1.Sim 2.Ndo( )

14. Existem terrenos baldios préximos a casa?
1.Sim 2. Nao ( )

15. O participante refere a existéncia de ratos no
interior da casa: ( )
1.Sim 2. Né&o

16. O participante refere a existéncia de ratos proximo a residéncia (

) 1.Sim 2.Né&o

CONDICOES DE TRABALHO

17. Funcgdo:

18. Vocé fez algum treinamento antes de assumir
essafuncdo? ( )

1-Sim 2-Né&o
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19. Vocé recebeu alguma orientacdo ou informacao
sobre 0s riscos existentes no seu trabalho? ()
1- Sim 2 - Néo

20. Voce utiliza equipamentos de protecdo
individual (EPI) ? ( ) 1-Sim 2-N&o

21. Durante o trabalho vocé ja foi mordido por
algumroedor? ( ) 1-Sim 2-Né&o

22. Vocé ja teve algum desconforto antes, durante,
ou depois do trabalho () 1-Sim 2- N&o

23. VVocé tem costume de se alimentar durante o
trabalho? ( ) 1-Sim 2- N&o

24. Vocé lava as maos no término do trabalho? ()
1- Sim 2- Nao

HISTORIA EPIDEMIOLOGICA

25. Vocé ja teve leptospirose? (
Néo

) 1- Sim 2-

26. Se Sim, Quando?

27. situacgdes de risco ocorrida nos 20/30 dias que antecederam os

1. Imersdo prolongada em agua ou lama de enchente
2. Banho de rio, cérrego, lagoa ou represa

3. Limpeza de fossa, caixa de gordura ou esgoto

4. criagdo de animais

5. presenga de animais no domicilio ou peridomicilio
6. local com sinais de roedores

primeiros sintomas - contato / limpeza de:

( )

7. terreno baldio lixo / entulho

8. limpeza de caixa d'agua

9. Armazenamento de gréos/alimentos
10. Plantio/colheita (lavoura)

11. No trabalho

28. VVocé ja teve algum desses sinais e Sintomas ()
Se sim, Quais?

) febre

) ictericia

) congestdo conjuntival
) diarréia

) hemorragia pulmonar
) alteracGes cardiacas

) prostragéo

NN AN AN AN AN

1-sim 2-ndo

) insuficiéncia renal
)mialgia

)dor na panturrilha
)outras hemorragias
)meningismo
)cefaléia

)outros, quais?

AN AN AN AN AN AN

29. Ocorreu hospitalizagdo ( )
1-sim 2 -néo

30. Casos anteriores de leptospirose na residéncia (

1-SIM 2-NAO 9 - IGNORADO

)

Observacoes:




ANEXO A: POP PREPARACAO DO MEIO DE CULTURA

POP DO PREPARO DO MEIO DE CULTURA EMJH

Procedimento 1 - preparacéo de casa EMJH media: tempo estimado 7 horas.

nota: dissolucdo de BSA leva de trés a quatro horas.

Equipamentos:

Agitador magnético
Esferas magnéticas
CSB classe Il

Pipetas automaticas

medidor de pH

Materiais

Pipetas estéreis descartaveis de 2 ml, 5 ml e 25 ml
luvas

Pipetas descartaveis de transferéncia

Frascos de cultura celular de 2L

Tubos estéreis de 50 ml de falcéo

Filtros stericulp 1000mL. 100mL

Pontas de filtro estéreis de 1000ul, 20ul

Reagentes;

70% de alcool

Agua ultra pura autoclavada

10% de NAOH (Sigma, S8045)

Glicerol a 10% (Sigma, 49767)

1 NHCI (Sigma, H1758)

Sulfato de zinco (Sigma, Z475050500G)
Cloreto de calcio (Sigma, C3881-500G)
Cloreto de magnésio (Sigma, M0250-500G)
Cloreto de tiamina (SIGMA, T1270-25G)
Vitamina b12 (SIGMA, V6629-1G)

Sulfato de magnésio hepta-hidratado (Mg SO4, 7H20) (Fisher, BP213-1)
Sulfato ferroso (ferro) (Sigma, F7002-500G)
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o Tween 80 (Sigma, P8074-100ML)

¢ hidrolisado de lactalbumina (Fisher, DF5996170)
e Superdxido dismutase SOD (Sigma, S5395-30KU)
e Piruvato de sédio (Sigma, P8574-100G)

e Soro de coelho (100ml) (Fisher, ICN19135780)

e Leptospira médium base (Difco BD, 279410)

e BSA (Sigma, A4503)

Execucéo:

Nota: Todas as solucdes de estoque devem ser preparadas anteriormente. Filtre cada uma dessas
solucOes de estoque e armazene a 4 ° C até que seja necessario. Melhor se preparado de fresco,

mas pode ser armazenado por até um més.

Solucdes estoque

e Sulfato de zinco (ZnSO, 7H20): dissolva 0,4 mg em 100 ml de agua ultra pura

o Cloreto de célcio (CaC12.2H20): dissolva 1,0 mg em 100 ml de &gua ultra pura

e Cloreto de magnésio (MgC126H20): dissolva 1,0 mg em 100mL de agua ultra pura

e Cloreto de tiamina: Dissolva 0,5 mg em 100mL de &gua ultra pura

e Vitamina B12: dissolva 0,02 g em 100 ml de agua

e Sulfato de magnésio (MgS04.7H20): dissolva 0,3 mg em 100mL de agua

o Glicerol a 10%: dissolva 10 ml de glicerol em 90 ml de &gua ultra pura

e SOD: dissolva 30 mg de SOD em 3 ml de agua ultra pura e faga aliquotas de 100 ul.
Mantenha congelado a -20 ° C

e Soro de coelho: inativar o soro a 56 ° C por 30 minutos e aliquota de 10 ml cada um em

tubos de 15 ml de falc&o.
Essas aliquotas podem ser armazenadas em -20 ° por 6 meses
Prepare e filtre as seguintes solu¢des no dia em que o suplemento for preparado:

e Sulfato ferroso (FeS04.7H20): dissolva 0,5 mg em 100 ml de agua ultrapura e filtro

e Tween 80: dissolva 20 ml em agua ultra pura e filtro de 180 ml
Dissolva a BSA em &gua ultra pura e misture as solucgdes de estoque:

e Adicione 100g de fracdo 5 de albumina bovina muito lentamente a 500mL de &gua

destilada. Mexa lentamente para evitar a formacdo de espuma.

Nota: Levara 3-4 horas para dissolver completamente.
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Quando a BSA estiver totalmente dissolvida, adicione solugdes estoque lentamente, na seguinte

ordem, enguanto mexe. continue mexendo por uma hora.

Tiamina 10mL
CaC12 10mL
MgC12 10mL
ZnS04 10 ml
MnSO4 01 ml
FeSO4 100mL
Vitamina B12 10 ml
Tween 80 (for EMJH) 125mL

Ajuste o pH para 7,4 com NaOH a 10% (filtrado).
Ajuste o volume para um litro com &gua ultrapura da autoclave.
Filtrar (0,22 um) e distribuir assepticamente em aliquotas de 100 ml. Essas aliquotas

podem ser armazenadas a -20 °C por 8 meses

Procedimento 2- Preparacdo da base EMJH:

Pesar 2,3 g de base média de leptospira (Difco BD ref. # 279410)

Adicione 890 ml de 4agua ultra pura estéril autoclavada em frasco de vidro de 1L e mexa.
Adicione 0,9 ml de 10% de glicerol.

Ajuste o pH para 7,4 com IN HCI

Procedimento 3- preparacdo da midia EMJH:

Descongele uma aliquota de 100 ml de suplemento EMJH a temperatura ambiente.
Adicionar a 100 ml de suplemento descongelado:

v 1 gde hidrolisado de lactalbydrumina,

v/ 100 ul SOD

v" 0,04 g de piruvato de sodio.

Misture delicadamente para misturar todos os ingredientes acima.

Adicione 10 ml de soro de coelho inativado pelo calor ao suplemento.

Nota: Apds esse ponto, todos os procedimentos sdo feitos dentro do BSC.

Esterilidade e assepsia

Todos os procedimentos devem ser realizados dentro de uma classe 11 do BSC.

Limpe o fluxo laminar com &lcool a 70% (ou desinfetante adequado antes do uso;
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e Ligue aluz UV por 15 minutos antes e apds o uso.

Adicione 100 ml de suplemento misturado com 10 ml de soro de coelho a 890
ml de base EMJH.

esterilizar através de um sistema de filtro de 0,22 um.

Rotular a midia preparada com data e nimero do lote



85

ANEXO B: POP CONTROLE DE QUALIDADE DO MEIO

Controle de qualidade para contaminacéo:

Pegue 5 ml de midia EMJH em 3 tubos de teste de cada midia de 1L e mantenhaa 37 ° C
para controle de qualidade e verificacdo de contaminacéo

Observe estes tubos uma vez por semana para contaminagao até 2 semanas desde o dia
da preparagdo da midia

Se ndo houver contaminacdo, o lote de midia é bom para uso.

Controle de qualidade para o crescimento de Leptospira:

Pegue 5 ml de meio EMJH em 2 tubos de teste de cada meio de 1 litro e faga uma cultura
em um tubo com a cepa L1-130 para ver o crescimento e a motilidade da leptospira no
meio preparado.

Verifique o crescimento e a motilidade em 1 semana e faga outra cultura em outro tubo
do mesmo lote de midia e verifigue novamente em uma semana.

Se a cultura é boa e a leptospira parece moével e saudavel, a quantidade de midia é boa
para uso posterior.

Dispense 5mL de midia em tubos de 15 ml de falcdo e armazene a 4 ° C. Essa midia é

boa para usar por 8 meses.



86

ANEXO C: POP CONTROLE DE QUALIDADE PARA CRESCIMENTO DA
LEPTOSPIRA

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP

¢+ Controle de qualidade para o crescimento de Leptospira

e Obtencdo de 19 cepas (em duplicata) de Leptospira provenientes do Laboratorio
de Referéncia Nacional para Leptospirose (Colecéo de Leptospira — CLEP) do
Instituto Oswaldo Cruz — RJ/Brasil, armazenadas em tudo com meio EMJH semi-
solido e mantidas em temperatura ambiente.

¢ Visualizar em microscopio de campo escuro cada cepa para verificar se estdo bem
crescidos, se ndo tem autoaglutinacéo, dedris

e Na cabine, distribuir 5 mL do meio EMJH liquido em tubo falcon estéril
(devidamente identificado), seguido do repique de 1 mL da cepa e incubar na
estufa por 7 dias (28° a 30°C).

e No 7° dia, visualizar o crescimento novamente em microscopio de campo escuro.
Em seguida fazer a troca do meio pegando 500 uL e colocar em outro tubo falcon
esteril com meio EMJH liquido.

Obs.: se o crescimento ja estiver bom pode-se expandir fazendo o repique de 500
uL em 2 ou 3 tubos, deixar crescer por 1 semana e congelar em glicerol ou DMSO.

e Parao congelamento é necessario adicionar 1 mL de culturaem 125 uL de DMSO
e congelar em — 70° C (ndo demorar muito para congelar, pois DMSO é toxico

para Leptospira)
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Cepas de referéncia de Leptospira spp.
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CODIGO ESPECIE SOROGRUPO SOROVAR CEPA

CLEP 00001 L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae RGA

CLEP 00002 L. interrogans Icterohaemorrhagiae Copenhageni M 20

CLEP 00003 L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht IV
CLEP 00004 L. kirshneri Grippothyphosa Grippothyphosa Moskva V
CLEP 00005 L. interrogans Pomona Pomona Pomona

CLEP 00006 L. interrogans Australis Australis Ballico

CLEP 00007 L. interrogans Bataviae Bataviae Swart

CLEP 00008 L. borgpetersenii | Ballum Castellonis Castellon 3
CLEP 00009 L. kirshneri Cynopteri Cynopteri 3522 C

CLEP 00010 L. borgpetersenii | Javanica Javanica Veldrat Batavia 46
CLEP 00011 L. noguchii Panama Panama CZ 214K

CLEP 00012 L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem

CLEP 00013 L. interrogans Sejroe Hardjo Hardjoprajitno
CLEP 00014 L. borgpetersenii | Sejroe Sejroe M 84

CLEP 00015 L. biflexa Semaranga Patoc Patoc |

CLEP 00016 L. borgpetersenii | Tarassovi Tarassovi Perepeletsin
CLEP 00017 L. interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami A
CLEP 00018 L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
CLEP 00019 L. interrogans Sejroe Wolffi 3705




ANEXO E: Procedimento operacional padréo — POP Microaglutinagdo para

amostras do soro inquérito

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP

Ministétio da Satde POP MICROAGLUTINACAO PARA (M — L EPTO-11
FIOCRUZ-BA AMOSTRAS DO SOROINQUERITO
Data da Emiss&o: Mar 2013 Data da Vigéncia: Aprovagao:
Emissor: Janet Lindow, PhD 26 abr 2014 Janet Lindow, PhD
Data Revisao: 10 out 2021 Verséo:
Revisor (es): Jaqueline Cruz 06
HISTORICO
VERSAO DATA PAGINA MUDANCA IDENTIFICACAO
01 Fevereiro 2004 | 1-6 Criagé@o do POP FIOCRUZ / GR 07
02 Julho 2010 1-7 Revisao CPqGM-LEPTO-07
03 Abril 2013 1-7 Reviséo (Leitura placa) CPqGM-LEPTO-07
04 Agosto 2015 1-9 Revisdo CPqGM-LEPTO-07
05 Margo 2016 1-9 Reviséo
06 Outubro 2021 Revisdo
COPIAS DISTRIBUIDAS
LOCAL DATA N° DE COPIAS

FIOCRUZ/YALE Pagina 1 de 17




PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP

Ministério da Saide POP MICROAGLUTINAGAO PARA
FIOCRUZ-BA AMOSTRAS DO SOROINQUERITO | 'GM~-LEPTO-1
1. OBJETIVO

O teste de Microaglutinagao (MAT) é o teste sorolégico padrao-ouro para
diagnéstico e classificagdo da Leptospirose, que visa detectar a presenca de
anticorpos que reagem contra antigenos de culturas vivas de Leptospiras em
microplacas.

2. DIVULGACAO

Eletronica em arquivo denominado “POP Microaglutinagcdo para amostras
do soroinquérito na pasta “POP's Lepto” no servidor \lgm-
fs\neb\Laboratério\MRC2\Protocolos.

3. ABREVIACOES
S/A

4. PROCEDIMENTOS

4.2. Cuidados

v" A bateria de cepas de Leptospiras a ser usada como antigeno deve conter
sorovares representativos dos sorogrupos mais predominantes do local de
estudo. Uma ou mais cepa isolada no local deve fazer parte da bateria sempre
que possivel. Caso nao saiba qual o sorogrupo predominante no local de
estudo deve-se usar a bateria recomendada pela OMS;

v Antigenos derivados de culturas velhas e/ou com altas concentragbes de
leptospiras, reduz a sensibilidade, que pode ser otimizada com antigenos com
baixa densidade de leptospiras;

v O repique das culturas devera ser feito de 5 a 7 dias antes do uso. Ver bateria
das culturas em anexo (Tabela 1);
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Ministério da Saide POP MICROAGLUTINAGAO PARA

FIOCRUZ BA AMOSTRAS DO SOROINQUERITO | 'GM~-LEPTO-

v Antes de iniciar o experimento, verificar se as culturas estdo com bom
crescimento (>80 leptospiras no campo) e se estdo com boa motilidade;

v Verificar se as culturas estao livres de contaminantes;

v As culturas deverao ser manipuladas em uma capela de fluxo laminar;

v' Utilizar equipamento de protegéo individual (EPI), tais como luvas
descartaveis e jaleco em todas as etapas do teste;

v Desprezar ponteiras, pipetas Pasteur, etc, em solu¢do de hipoclorito de
so6dio a 2% ou alcool a 70%;

v Desprezar tubos de culturas em sacos de autoclave.

4.3. Vidraria

v Utilizar tubos e placas rigorosamente limpos, pois residuos de detergentes
e/ou substancias oxidantes poderao interferir na reagéo.

4.4. Equipamentos

v Microscépio de campo escuro adaptado com objetiva de 5x, 10x, 20x;

v" Fluxo laminar para manipulagéo das culturas;

v’ Estufa bacteriolégica BOD de 28°C a 30°C para incubagao das culturas e
das microplacas;

v Microcentrifuga de alta rotagéo;

v Vortex adaptado para placa.

4.5. Materiais

v PBS 10x (pH 7.4);

v Agua destilada;

¥v' Amostra de soro do participante do estudo;

v Bateria de cepas adequadas para o local de estudo (ver em anexo tabela
com relagao dos antigenos utilizados);

v Luvas;

v' Laminas de vidro (Corning) novas;

v Pipetas Pasteur descartaveis de 3 mL;
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v Pipetas sorol6gicas descartaveis de 2,5 e 10 mL;

v Pipetador monocanal ajustaveis de 2-20 pL, 20-200 pL e 100-1000 pL;
v Pipeta automatica multicanal 30-300 pL;

v Dispensador Multipette plus (eppendorf);

v Combitip para dispensador Multipette plus (Eppendorf);

v Ponteiras amarelas estéreis com capacidade 20 a 200 pL;
v Ponteiras azuis estéreis com capacidade 200 a 1000 pL;
v Ponteiras com capacidade para 300 pL;

v Canaletas para pipetas multicanal;

v Tubos de 1,5 mL;

v Placa alta 96 pocos;

v Estante para tubos de 1,5 mL;

v Microplacas de ELISA de 96 pogos com fundo chato;

v Alga de platina adaptada para fazer bolinhas;

v Alcool a 70% para assepsia;

v Hipoclorito de sédio a 2% para descarte dos materiais contaminados;
¥ Saco de autoclave;

v Papel toalha;

v Papel absorvente de bancada;

v Caneta para tubos de ponta grossa e fina;

v Gases para limpeza das laminas;

v Balde para descarte de laminas e pipetas.

5. DESINFECCAO
v Utilizar &lcool 70% para esterilizar o fluxo, todo material que entrar no fluxo deve
ser borrifado com é&lcool 70%. Caso retire as méos de dentro do fluxo durante o
procedimento, ao retornar troque de luva ou borrife as méaos com alcool 70% para
evitar contaminacao.
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6. DESCRICAO DAS ATIVIDADES

6.2. Procedimento 1: Confec¢ao dos mapas

v' Retirar os soros da geladeira;

v’ Fazer a chave de identificacao dos soros utilizando o leitor de cédigo de barras;

v" Abrir a planilha fazendo o seguinte caminho: \lgm-
dci\neb\Banco de Dados\BDCONSULTA\

v' A pasta a ser aberta devera ser a do seguimento, por exemplo, L30, L31,

L32 ou L38;

v' Abrir a planilha chamada ID MAT, pegar as amostras e fazer a leitura do cédigo de

barras até completar o total de 48 amostras (figura 1);

B E S5 . Cliave MAT SORONGUERITO -cx 3 - Mot Bxcel " m -5 %
PN PSGNAINCAL | NSRR  LAVOUTDAPAGNA  FCRMULAS  DAD0S  REVISAO  BMBICAD Eatrar

2

Calibr A

" [M

Zas837

ID MAT | TRIAGEM | TITULACA® @

Figura 1: Modelo de preenchimento do mapa

v’ Seguir “POP de Conversdo de Arquivos”, para poder converter os Trackingld em
IDNO;

v Imprimir uma cépia da planilha “ID MAT” e duas da planilha “Triagem” (o numero de
copias da planilha triagem vai depender da quantidade de cepas utilizadas, pois € uma
planilha para cada cepa).
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NOTA: Esta etapa podera ser feita no dia anterior a MAT.
6.3.Procedimento 2: Diluicdo dos soros e distribuicao na placa
v Preparar o PBS 1x da seguinte forma: com uma proveta medir 225 mL de agua
destilada + 25 mL de PBS 10x, completando o volume final para 250 mL;
v' Homogeneizar os soros por dez segundos;
v' Centrifugar por 10 minutos a 1200 rpm;
v Organizar os soros nas racks de 6 em 6 de acordo com a chave;
v Distribuir PBS 1x na placa alta com o auxilio do dispensador (figura 2):
o Nas fileiras (1, 3,5, 7,9, 11), colocar 300 pL.
o Nas fileiras (2,4,6,8,10,12), colocar 150 pL
300 pl de PBS 1x

'
1 2 3 4 6 7 8 10 11 12

A 1 2 3 4 5 6

B T 8 10 11 12

c| 13 14 15 16 17 18

D| 18 20 21 22 23 24

Bl 2 26 27 28 29 30

F| 31 32 33 34 25 36

G| 37 38 39 40 41 42

H| 43 a4 45 46 a7 43

| | | 1 1 1

150 pL de PBS 1x

Figura 2: Distribui¢ao de PBS Ix na placa.

v Cobrir a placa com papel laminado, passar a mao cuidadosamente em cima para
demarcar os pogos;

v/ Com uma caneta de ponta grossa, fazer um risco nas fileiras 2,4,6,8,10,12, a fim de
evitar que esses pogos sejam utilizados na primeira diluicdo dos soros;

v Diluir o soro na placa conferindo com a chave de identificagao;

v Diluir 12,5 pL do soro nos 300 pL de PBS (1:25 final);
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v' Com o pipetador multicanal, encaixar as ponteiras de 200 pL, homogeneizar o (PBS
1x + soro) e depois pegar 150 pL da 12 fileira que tem PBS 1x + SORO e diluir na 22
fileira, onde tem 150 pL do PBS 1x (figura 3);

v Diluir homogeneizando 5 vezes. Utilizar a multicanal Gilson ou Thermofisher o qual
tem capacidade para 300 pL;

v Repetir o procedimento para as fileiras 3, 5, 7, 9, 11.

Pipetar 150 pL

P N Fay Fay N P

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1 2 3 4 5 6
B 8 9 10 11 12
C| 13 14 15 16 17 18
D 19 20 21 22 23 24
Bl 25 26 27 28 29 30
F| 31 32 33 34 25 36
G| 37 38 39 40 41 42
H| 43 a4 45 46 47 48

Figura 3: Exemplo da homogeneizagao.

v' Com a multicanal transferir 30 L para as placas onde seréo colocados os antigenos
(preparar uma placa por antigeno).
NOTA: Cada placa tera 48 soros, com as duas diluigdes sequenciais (1:50 e 1:100).

6.4. Procedimento 2: Preparo dos controles do teste

v' Retirar os controles (positivo e negativo) do freezer de lepto que se encontra
no LPBM;

v’ Deixar descongelar naturalmente;

v' Homogeneizar os controles no vortex;

v |dentificar dois tubos eppendorf de 1,5 mL como CP e CN;

v" Com o auxilio do dispensador, colocar 900 pL de PBS 1x no tubo eppendorf
1,5mL;
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v' Com o auxilio do pipetador monocanal (5-20 pL), pipetar 18,3 pL dos soros
controles e diluir nos 900ul de PBS 1x , obtendo uma diluigdo de 1:50;

v Fechar e homogeneizar os tubos no vortex;

v |dentificar uma placa de ELISA como placa controle. Na linha 1A colocar
como CP (controle positivo), na linha 11 A como CN (controle negativo) e na
linha 12 A como SS (sem soro);

v Identificar as linhas de acordo com a quantidade de antigenos a serem
testados (atualmente utilizamos duas cepas);

v/ Com o auxilio da pipeta multicanal, distribuir 30 uL de PBS 1x nas colunas
de 2a 10 e nacoluna 12;

v Com o auxilio do pipetador monocanal (P-200 pL), colocar 60ul do soro
controle positivo diluido a 1:50 nos pogos da coluna 1;

v" Com o auxilio da multicanal, retirar 30 pL do soro positivo diluido a 1:50 da
primeira coluna e diluir nas demais colunas até a coluna 10, desprezar os 30
uL. Diluir usando apenas o primeiro estagio da pipeta, aspirando e desprezando
vagarosamente para nao formar espuma. Durante a diluicdo aspirar e
desprezar 10 vezes por coluna;

v' Com o auxilio do pipetador monoclonal (P-200 uL), colocar 60 pL do soro
controle negativo diluido a 1:50 nos pogos da coluna 11;

v' Com o auxilio da pipeta multicanal, colocar 30 uL de PBS 1x nos pogos.

v Reservar a placa até colocagdo do antigeno.

6.5.Procedimento 3: Preparo dos antigenos, distribuicdo nas placas e
incubacao

v’ Para preparo dos antigenos, calcular a quantidade dos antigenos com base
na quantidade de soros a serem testados. Para cada soro preparar 30 pL de
cada antigeno. Para uma placa completa de 96 pogos o volume de cada
antigeno é de 2,9 mL, e para a placa controle o volume é de 360 pL, totalizando
um volume final de 3,3 mL por antigeno;
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v Identificar os tubos de 15 mL com o n° do antigeno;

v" No fluxo laminar preparar uma lamina com gotas de cada antigeno e
observar a concentragdo dos mesmos em microscopio de campo escuro,
condensador a seco, objetiva de 10 x;

v" Com a pipeta graduada de 10 mL distribuir PBS 1x nos tubos de antigeno.
O volume de PBS 1x ir4 variar de tubo para tubo a depender da concentragdo
de cada cepa a ser diluida e do volume final de antigeno. Utilizar como base

para diluicao a tabela 1, e ajustar depois se for necessario;

Tabela 1: Diluigdo do antigeno (valor estimado).

VOLUME DO ANTIGENO (mL) | PBS 1x (mL) | CEPA (mL)
3,5 2,0 1,5
7,0 4,0 3,0
10 6.0 4,0

v No fluxo laminar, colocar com pipetas graduadas os antigenos nos
respectivos tubos em quantidades equivalentes a sua diluicéo;

v' Com a alga bacteriol6gica adaptada, colher uma algada de cada antigeno
diluido, e colocar em uma lamina limpa para andlise;

v Observar as diluigbes em microscopio de campo escuro, condensador a
seco, objetiva de 10x, para verificar a qualidade das mesmas, ou seja, nao deve
haver auto aglutinagéo e as leptospiras devem estar livres, sem o aspecto de
massa esbranquicada (figura 4);
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Figura 4: Concentragao ideal do antigeno.

v' Em caso da cultura estar muito densa, esta devera ser diluida com PBS 1x,

até alcangar a concentragéo ideal. Em caso da cultura estar auto aglutinada a

mesma devera ser centrifugada a 1.000 rpm por 1 minuto;

v' Com o auxilio da pipeta multicanal, distribuir por coluna 30 uL de cada

antigeno nas respectivas colunas identificadas nas placas de ELISA;

v Incubar a 30°C por 1:30 hs.

Nota: Preparar sempre 2 mL a mais de cada antigeno, pois ocorre perda

durante a distribuicéo.

6.6. Procedimento 4: Leitura do Teste

v Retirar as placas da estufa;

v' Limpar a placa com uma gases e colocar a mesma no suporte para leitura;

v’ Pegar as planilhas de resultados na prateleira da mesa do microscépio (ver

modelo em anexo) sera uma planilha por antigeno;

v Realizar a leitura em microscépio de campo escuro acoplado para leitura em placa
utilizando a objetiva de 5x;

v Fazer a leitura primeiramente dos controles. Caso o Controle positivo apresente
titulo de aglutinagao inferior a 1:3200 para a cepa L1 130, e/ou controle negativo
apresente aglutinagao, desconsiderar o teste;

v Anotar os resultados da leitura dos controles no local indicado nas tabelas

de resultados;
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v Analisar ao microscopio de campo escuro, condensador a seco, objetiva de
10X, a presenga ou auséncia de aglutinagao, seguindo os critérios abaixo:

+: menos de 50% das Leptospiras estao aglutinadas (figura 05);

++: 50% das Leptospiras estdo aglutinadas (figura 06);

+++: mais de 50% das Leptospiras estdo aglutinadas (figura 07);

Figura 5: (uma cruz) + de aglutinagio Figura 6: (duas cruzes) ++ de aglutinagdo.

Figura 7: (trés cruzes) +++ de aglutinagdo.

v Se a placa controle for aprovada dar continuidade com a leitura das
amostras;

v Anotar os resultados na planilha triagem;

v/ Se as amostras tiverem duas ou trés cruzes de aglutinagdo as mesma
deverao ser tituladas (Procedimento 5). Caso contrario considera-las como

resultado negativo, e liberar os resultados (ltem 7).
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6.7. PROCEDIMENTO 5: TITULACAO

6.7.1. Identificacao das amostras a serem tituladas

v Identificar as amostras a serem tituladas;

v Imprimir a planilha “Titulagdo” seguindo o mesmo procedimento 1 do item
6.2;

v Identificar a placa de ELISA com o n° da chave do individuo na parte superior
e a cepa, na parte inferior da placa conforme figura 8;

N° da chave de identificacdo

Nome ou Numero da cepa

Figura 8: Modelo de como deverd ser a placa par titulagao.

6.7.2. Preparo dos soros e diluicao na placa

v Diluir em eppendorfs 12,5 uL do soro a ser titulado em 300 pL de PBS;

v Homogeneizar essa diluigdo no vortex por 10 segundos e posteriormente colocar 60
pL no 12 poco da placa e sair diluindo nos pogos seguintes contendo 30 pL do PBS.
Para cada antigeno que o soro sera titulado utilizar uma coluna na placa;

6.7.3. Distribuicao dos Antigenos nas Placas e Incubagao

v" No fluxo laminar, colocar cada um dos antigenos previamente diluidos em
canaletas para pipetas multicanal, previamente identificadas;
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v" Com o auxilio da pipeta multicanal, distribuir por coluna 30 pL de cada
antigeno nas respectivas colunas identificadas nas placas de ELISA e incubar a

placa por 1:30 hs;

6.7.4. Leitura

v' Retirar as placas da estufa;

v' Limpar a placa com uma gaze e colocar a mesma no suporte para leitura;

v' Analisar ao microscépio de campo escuro, condensador seco, objetiva de

5x, o titulo encontrado de acordo com o pogo até onde houve 50% de
aglutinagao (utilizar a tabela 2 como base);

v' Fazer a leitura primeiramente dos controles. Caso o Controle positivo apresente
titulo de aglutinagédo inferior a 1:3200 para a cepa L1 130, e/ou controle negativo
apresente aglutinagéo, desconsiderar o teste;

v" Anotar os resultados dos titulos alcangados na planilha da triagem, dos
devidos soros.

Notas: Apds o teste colocar as placas e tubos de diluigdo de molho no
hipoclorito por 24 horas e encaminhar para a sala de esterilizagdo. Guarda os

soros na caixa de origem, em suas devidas posi¢des e congelar novamente.
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Tabela 2: Titulos enconirados de acordo com os pogos até onde houve 50% de aglutinagdo.
POCOS TITULOS
1 50
2 100
3 200
4 400
5 800
6 1600
7 3200
8 6400

7. LIBERAGAO DE RESULTADOS

v' Preencher a planilha de resultados que se encontra nas pastas dos projetos
do Soroinquérito. O caminho eletrénico para a planilhas é:
\\lgm-dc1\neb\Banco de Dados\BDCONSULTA

v' A pasta a ser aberta devera ser a do seguimento, por exemplo, L30 ou L38;

v' Preencher da seguinte forma:

v Copiar e colar da planilha de triagem com o n° dos participantes a coluna
IDNO;

v Na coluna EXECUTOR preencher com as iniciais da pessoa que fez a
leitura da MAT;

v" Na coluna DATA EXEC preencher com a data da realizagéo do teste;

v Os demais campos preencher com os titulos encontrados para cada
antigeno nas suas respectivas colunas, ou preencher com 0 (zero) quando o
resultado for negativo;

v" Na coluna SOROVP (provavel sorovar infectante) preencher com o cédigo
da cepa que apresentar maior titulo. Ver codigo das cepas em anexo;
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v' Apés digitar e conferir os resultados enviar os resultados para Nivison e
Mayara via e-mail (nivisonjr@hotmail.com/maycarvalhods@gmail.com).
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9. ANEXOS

Tabela 4: Lista das cepas utilizadas no MAT.

BATERIA REDUZIDA
Ne Species Serogroup Serovar Strain

1| L. interrogans Icterohaemorrhagiae Copenhageni L1130
2| L. interrogans Canicola Canicola H. Ultrecht IV
3| L. interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami A
4| L. borgpetersenii Ballum Ballum Mus 127
o) L. kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa Duyster
6| L. kirschneri Cynopteri Cynopteri 3522C
7| L. santarosai Shermani LV 3954
8| L. interrogans Icterohaemorrhagiae | Icterohaemorrhagiae RGA

Tabela 5: Cédigo das cepas para liberagao de resultados das amostras do soroinquérito

103

Cddigo da Cepa Sorogrupo Sorovar Cepa
0 Negativo
1 Icterohaemorrhagiae copenhageni L1130
5 Misto
11 Cynopteri cynopteri 3522 C
FIOCRUZ/YALE P4gina 16 de 17




104

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP

Ministério da Saide POP MICROAGLUTINAGAO PARA

FIOCRUZ BA AMOSTRAS DO SOROINQUERITO | 'GM~-LEPTO-

Eu afirmo que li, entendi, concordo e fui treinado (a) com o presente
POP.

NOME ASSINATURA DATA
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