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VANAT, Niara. Pesquisa de anticorpos contra Leptospira spp em pacientes com
insuficiéncia renal cronica e doadores de sangue. 2012. 55f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia Animal — Area de concentracio Sanidade Animal). — Centro de Ciéncias Agrarias.
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2012.

RESUMO

A leptospirose € causada por uma espiroqueta da familia Spirochaetaceae do género
Leptospira, classificada de duas maneiras: sorolégica e genotipica. A doenga ocorre em todo o
mundo, sendo considerada emergente em alguns paises e com risco potencial a satde publica
e veterinaria. A transmissdo para 0 homem ocorre direta ou indiretamente por diferentes
espéecies de mamiferos como: roedores, bovinos, suinos, caninos e animais silvestres. A
sintomatologia da doenca pode variar de quadros menos graves, como um resfriado, até os
mais graves com faléncia renal e hepatica. Em muitos casos a leptospirose humana leva a uma
insuficiéncia renal aguda (IRA) e em casos raros a IRA progride para uma insuficiéncia renal
crénica (IRC). Como a incidéncia da leptospirose em humanos é subestimada, este estudo
teve como objetivos determinar a prevaléncia de 179 pacientes com IRC e de 483 doadores de
sangue com anticorpos contra Leptospira spp, determinar o sorovar mais provavel e
identificar variaveis associadas ao risco. Para detectar os anticorpos foi realizada a prova de
soroaglutinacdo microscopica com 22 sorovares de Leptospira de referéncia. Os resultados
encontrados foram submetidos ao teste Qui-quadrado ou Exato de Fisher. Dos 179 pacientes
com IRC 12 (6.7%) foram reagentes na SAM e 483 doadores de sangue, sete (1.45%) foram
reagentes. Dentre as amostras reagentes, 18 (94.75%) apresentaram anticorpos apenas contra
um sorovar de Leptospira e em uma amostra (5.25%) nédo foi possivel identificar o sorovar
mais provavel. Os sorovares Canicola, Hardjo, Pyrogenes, com titulos entre 100 e 400, foram
encontrados com maior freqiiéncia. A presenca de insuficiéncia renal crénica (p= 0.001), ter
trabalhado em propriedade rural (p= 0.004), o baixo grau de escolaridade (p= 0.001), ou ter
morado em propriedade rural (p= 0.022), ter acima de 50 anos de idade (p= 0.014), ser do
sexo masculino (p= 0.044) e profissdes com risco de exposi¢do (p= 0.01), foram consideradas
varidveis associadas a presenca de anticorpos contra Leptospira spp.

Palavras-chave: Leptospirose. Homem. Sorovares. Variaveis. Rim.



VANAT, Niara. Antibodies against Leptospira spp in patients with chornic renal failure
and blood donors. 2012. 55f. Dissertation (Master in Animal Science — Concentration area in
Animal Sanity) — Center for Agricultural Sciences. State University of Londrina, Londrina,
2012,

ABSTRACT

Leptospirosis is caused by spirochete Leptospira gender and Spirochaetaceae family,
classified of two ways: serological and genotypic. The disease occurs worldwide and it is
considered emerging in some countries offers potential risk to public health and veterinary
medicine. Transmission to humans occurs directly or indirectly by different mammals species
such as: rodents, cattle, pigs, dogs and wild animals. The disease symptoms varies from forms
less severe, as a cold, to most severe renal failure and liver. In many cases human
leptospirosis leads to acute renal failure (ARF) and in rare cases the ARF progress to chronic
renal failure (CRF). The incidence of leptospirosis in humans is underestimated, so the
objectives of this study were determined the prevalence of 179 patients with chronic renal
failure and in 483 blood donors with antibodies against Leptospira spp, determine the most
frequent serovar and identify variables of risk. To detect antibodies microscopic agglutination
test (MAT) was performed with 22 reference Leptospira serovars. The epidemiological
variables were obtained through questionnaire and the results submitted to univariate analysis.
From the 179 patients with CRF, 12 (6.7%) were reactive in the MAT and from 483 blood
donors, seven (1.45%) were reactive. Among the reagents samples, 18 (94.75%) had
antibodies against one serotype of Leptospira and one sample (5.25%) was not possible to
identify the most frequent serovar. The serovars Canicola, Hardjo, Pyrogenes with titers
between 100 and 400, were found with more frequently. The presence of chronic renal failure
(p=0.001), low educational level (p=0.001), have worked on farm (p= 0.004) or have lived in
farm (p= 0.022), have over 50 years of age (p= 0.014), males (p= 0.044) and work in
occupations with exposure risk (p= 0.01), were considered variables associated with the
presence of antibodies against Leptospira spp.

Keywords: Leptospirosis. Man. Serovars. Variables. Kidney.
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1 ARTIGO DE REVISAO

A Leptospirose no Homem

VANAT, Niara. A leptospirose no homem. Dissertacao de Mestrado em Ciéncia Animal—
Area de concentracdo Sanidade Animal. Centro de Ciéncias Agréarias — Universidade Estadual
de Londrina, 2012.

Resumo: A leptospirose é causada por uma espiroqueta da familia Spirochaetaceae do género
Leptospira, classificada de duas maneiras: soroldgica e genotipica. A doenca ocorre
mundialmente, sendo transmitida para o homem direta ou indiretamente por espécies de
mamiferos. A soroprevaléncia na populacdo humana depende do reservatorio animal presente,
dos sorovares que ele alberga, das condi¢cBes ambientais, da ocupacdo e das préaticas
agropecuarias. A leptospirose pode ser diagnosticada por técnicas diretas ou indiretas, sendo
de dificil isolamento em meios de cultura. O emprego da PCR no diagndstico da leptospirose
em amostras clinicas vem se desenvolvendo desde a decada de 1990. Apesar da bibliografia
que descreve a incidéncia da leptospirose em diversos paises, a doenga é considerada sub-
diagnosticada, pois apresenta diferentes quadros clinicos que muitas vezes ndo s&o
caracteristicos. Dependendo do sorovar infectante 0s pacientes podem desenvolver desde
formas menos graves a formas fatais. Em muitos casos a leptospirose humana leva a uma
insuficiéncia renal aguda (IRA) que pode progredir para insuficiéncia renal cronica (IRC).
Futuros estudos que englobem a geografia, clima e fendbmenos ambientais associados a
leptospirose humana e animal sdo importantes para que se possa verificar a ocorréncia e as
mudancas epidemioldgicas dessa doenca infecciosa emergente.

Palavras-chave: Leptospira. Human. Serovar. Epidemiology.
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VANAT, Niara. Leptospirosis in humans. Dissertacdo de Mestrado em Ciéncia Animal-
Area de concentracdo Sanidade Animal. Centro de Ciéncias Agréarias — Universidade Estadual
de Londrina, 2012.

Abstract: Leptospirosis is caused by spirochete of Leptospira gender and Spirochaetaceae
family, classified of two ways: serological and genotypic. The disease occurs all around the
world and it is transmitted to humans directly or indirectly by mammals species. The
seroprevalence in human populations depends of the animal reservoir present, the serovar
carried with it, environmental conditions, occupation, and farming practices. Leptospirosis
can be diagnosed by direct or indirect techniques and the isolation in culture media is
difficult. The PCR for diagnosis of leptospirosis in clinical samples has been used since
1990s. Although the literature describing the incidence of leptospirosis in many countries, the
diseases is considered underdiagnosed, because it has different clinical features that often are
not characteristic. Depending on the serovar infecting patients may develop from less severe
forms to fatal forms. In many cases human leptospirosis leads to acute renal failure (ARF)
that can evolve to chronic renal failure (CRF). Future studies covering the geography, climate
and environmental phenomena associated with human and animal leptospirosis, are important
to verify the occurrence and epidemiological changes of this emerging infectious disease.

Keywords: Leptospirosis. Man. Risk factors. Epidemiology.
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Etiologia

A leptospirose é causada por uma espiroqueta da familia Spirochaetaceae
género Leptospira (FAINE, 1998; CARTER; WISE, 2004) e é considerada uma zoonose de
ocorréncia mundial, com excecdo da Antértica (ADLER; MOCTEZUMA 2010). Apresenta
alta prevaléncia em paises de clima tropical chuvoso, com pH do solo neutro ou alcalino
(ACHA; SZYFRES, 2001; LEVETT, 2001) e ocorre em qualquer época do ano, mas em
regides de clima temperado o0s casos sdo mais freqlientes nos meses quentes e em regides de
clima subtropical e tropical os casos ocorrem durante os periodos de chuva (FAINE, 1982).

Existem duas formas de classificacdo do género Leptospira; a classificagdo
soroldgica e a classificacdo genotipica (LEVETT, 2001), ambas reconhecem espécies
patogénicas e saprofitas, mas ndo existe concordancia entre a classificagdo das espécies nas
duas formas, ou seja, um mesmo isolado pode pertencer a espécies totalmente distintas de
acordo com o tipo de classificagdo (FERESU et al. 1999; BRENNER et al., 1999). Pela
classificacdo soroldgica existem duas espécies, a Leptospira interrogans (patogénica) com
250 sorovares e a Leptospira biflexa (ndo patogénica) com 45 sorovares (VIJAYACHARI et
al., 2008) e pela classificacdo genotipica 6 espécies sapréfitas e 13 patogénicas com 260
sorovares (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

Epidemiologia

Em alguns paises a leptospirose € considerada uma doenga emergente com
risco a saude publica e veterinaria, principalmente pelo aumento dos casos em paises
desenvolvidos e subdesenvolvidos que estdo associados a grandes catastrofes como enchentes
e ciclones (BRANDLING-BENNETT; PINHEIRO, 1996; BHARTI et al., 2003;
VIJAYACHARI et al., 2008; HARTSKEERI et al., 2011). Entretanto, poucos paises tém um
sistema de notificacdo eficiente, portanto a incidéncia precisa permanece incerta
(HARTSKEERI et al., 2011). Estima-se que a anualmente a cada 0.02 a 1 em 100.000
habitantes é infectado em areas de clima temperado e 10-100 a cada 100.000 em é&reas de
clima tropical umido (PAVLI; MALTEZOU, 2008). Regides altamente endémicas podem
apresentar uma incidéncia de 500 casos em 100.000 anualmente (PEREZ et al., 2011).

A transmisséo para o homem ocorre direta ou indiretamente por diferentes
espécies de mamiferos como roedores, bovinos, suinos, caninos e animais silvestres. A forma

direta ocorre através do contato do homem com tecidos, secre¢es ou pela urina de animais
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portadores para o novo hospedeiro (VIJAYACHARI et al.,, 2008) e a indireta atraves da
contaminacdo do ambiente por urina (FAINE, 1994). A transmissdo entre humanos €
extremamente rara, mas pode acontecer por via congénita (FAINE et al., 1999; FAINE,
1998).

Como a fauna difere de acordo com a regido existe uma variabilidade
distinta de leptospiras albergadas em diferentes reservatorios que podem infectar o homem
(VINETZ, 2001), portanto a soroprevaléncia na populacdo depende do reservatorio animal
presente, dos sorovares que ele alberga, das condi¢cdes ambientais, ocupagdo e préaticas
agropecuérias (BHARTI et al., 2003).

Os sorovares sao mantidos na natureza por hospedeiros definitivos (de
manutencdo) ou acidentais e tanto animais domésticos como silvestres podem ser hospedeiros
de manutencdo (THIERMANN, 1984). Dentre esses animais 0s bovinos séo considerados
reservatorios do sorovar Hardjo; os ovinos dos sorovares Hardjo e Pomona; os suinos do
sorovar Pomona, e os cdes do sorovar Canicola (BARCELLOS et al., 2003; BHARTI et al.,
2003; OLIVEIRA; NETO, 2004). Os roedores sinantrépicos das espécies Rattus norvegicus
(ratazana de esgoto), Rattus rattus e Mus musculus também sdo reservatdrios de alguns
sorovares de leptospiras (MINISTERIO DA SAUDE, 2005). Segundo Athanazio et al. (2008)
as especies do género Rattus sdo importantes reservatdrios dos sorovares Icterohaemorrhagiae
e Copenhageni e espécies do género Mus dos sorovares Ballum, Arborea e Bim.

Hartskeeri et al. (2011) relataram que 0s sorovares estdo em constante
adaptacdo a novos hospedeiros que podem albergar varios sorovares distintos. Castro et al.
(2011) demonstraram a ocorréncia do sorovar Autumnalis em cdes e humanos e consideraram
gue as espécies tiveram a mesma fonte de infec¢do ou o céo foi a fonte de infec¢do ao homem
(CASTRO et al., 2011). Thornley et al. (2002) verificaram alta incidéncia da leptospirose em
pessoas que trabalham no processamento de carne, fazendeiros e trabalhadores rurais e entre
os profissionais que desenvolviam suas atividades ocupacionais em florestas. Repetti (2010)
ao pesquisar 0os moradores da area rural do municipio de Jataizinho (PR), verificou uma
prevaléncia de 12.07% de reagentes contra os sorovares de Leptospira spp, que foi associada
ao contato com animais em diferentes praticas de manejo.

Problemas socio-econdmicos como a distribuicdo geografica e social,
fatores ocupacionais e culturais aumentam os riscos de infeccdo (FAINE et al., 1999). Nos
centros urbanos os roedores (ratos e ratazanas) sdo importantes fontes de infecgédo ao homem,
pois estdo amplamente distribuidos (PAVLI; MALTEZOU, 2008; SPOHR, 2009). Faine et al.

(1999) concluiram que morar em areas rurais ou em regides sujeitas a inundacdes sdo fatores
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de risco importantes para a doenga.

O ambiente rural esta associado ao risco para a leptospirose, pois a
implementacao de préaticas agropecudrias tem modificado a relacdo de equilibrio entre a fauna
e a flora ao longo dos anos, levando ao aumento da concentragdo de animais domésticos e
silvestres (hospedeiros suscetiveis a leptospira) convivendo em um habitat comum, o que
favorece a transmissdo ao homem (KATZ et al., 2011). Segundo Faine et al. (1999) a
leptospirose esta associada a atividades ocupacionais, como: agricultura, pecuaria,
silvicultura, construcdo de estrada, magarefes, manipuladores de comida e animais,
veterindria, inspetores pecuaristas, trabalhadores de esgoto e agougueiros; e atividades de
recreacdo, como; nadar em rios, canoagem, pigueniques, camping, caca, caminhada em mata,
entre outras.

No estado do Rio Grande do Sul (RS) a maioria (69%) dos casos de
leptospirose sdo de pessoas provenientes de area rural, esta prevaléncia estd associada as
atividades em plantacGes de arroz (SILVA et al., 2009).

O aquecimento global e o aumento das chuvas contribuem para o aumento
dos casos de leptospirose, pois as mudancas ambientais levam a migragéo de animais que sdo
hospedeiros naturais, porém fatores politicos e econdmicos que resultam em uma maior
exposi¢do do homem a doenga também podem contribuir (HARTSKEERI, et al. 2011).

No Hawai (USA), Katz et al. (2011) ao estudarem casos que ocorreram
entre 1999-2008, verificaram uma mudanca sazonal (verdo para inverno) na incidéncia da
doenga e do sorogrupo infectante (icterohemorrhagiae para australis). Da mesma forma na
Nova Zelandia também ocorreu uma inversédo dos sorovar prevalente, houve uma diminuicéo
da incidéncia por L. borgpetersenii sv. hardjo e L. interrogans sv. pomona e aumento pelo
sorovar L. borgpetersenii sv. ballum (THORNLEY et al., 2002).

Na Alemanha entre os anos 1998 e 2003, Jansen et al. (2005) verificaram
um aumento de 0,06 por 100.000 casos de leptospirose relacionados a exposicao residencial, a
ocupacdo e a atividades de lazer. Esses pesquisadores alertaram que as recentes mudancas nos
padrdes de transmisséo da leptospirose, parcialmente causada por uma populagdo de ratos em
expanséo e ao ressurgimento da leptospirose canina, pode facilitar a propagacéo da doenca em
paises de clima temperado.

Segundo Bharti et al. (2003) a atividade ocupacional era considerada a
principal variavel relacionada ao risco de leptospirose ao homem, mas recentemente outras
atividades estdo sendo descritas. Atualmente a popularizagdo das viagens internacionais

principalmente para paises tropicais como o Sudeste da Asia e América Latina levou ao
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aumento da ocorréncia de leptospirose em paises industrializados (PAPPAS et al., 2008;
PAVLI; MALTEZOU, 2008). Geralmente estas viagens estdo ligadas a atividades de lazer
que oferecem risco de infeccdo (PAPPAS et al.,, 2008; PAVLI; MALTEZOU, 2008;
HARTSKEERI et al., 2011).

Em 1998 ocorreu um dos maiores surtos de leptospirose nos EUA que
demonstrou o risco ocupacional e recreacional em pessoas que praticavam atividades em
colecdes de agua doce nos Estados Unidos principalmente ap6s a estacdo de chuvas fortes. De
876 atletas que participaram de uma competicdo de tridtlon no Lago de Springfield (Illinois),
foram contactados 834 e desses: 98 (12%) relataram que ndo estavam se sentindo bem. Das
474 amostras obtidas 52 (11%) deram positivas para leptospirose. Residentes das
proximidades também foram testados e 14 (6%) dos 248 testados foram positivos. Nesse surto
a ingestdo de &gua do lago foi considerado o principal fator de risco para a infecgdo
(MORGAN et al., 2002). Segundo Haake et al. (2002), o tempo e o0 grau de imersdo em &gua
contaminada pode predispor a infeccdo, especialmente quando o homem apresenta
machucados na pele ou expGe a conjuntiva.

Na Maléasia Oriental em setembro de 2000 foi relatada a infeccdo por
leptospirose em dois homens que participaram de atividades como: expedi¢cdo em caverna,
canoagem, mergulho, mountain bike e caminhada na mata na regido (HAAKE et al., 2002).

Na Nicaragua, em pacientes com leptospirose com quadro de hemorragia
pulmonar Trevejo et al. (1998) ndo encontrou correlacdo entre a doenca e a presenca de ratos
em casa, andar pela lama ou morar em casa de ch&o batido, mas encontrou correlagdo com
agua contaminada.

Um estudo realizado em Sao Paulo (Brasil), com casos que foram
reportados ao Sistema de Informacéo de Agravos de Notificagdo (SINAN) entre 1998 e 2006
demonstrou que a ocorréncia de leptospirose na regido ndo estd ligada a atividades
ocupacionais e sim ao contato com agua contaminada durante os periodos de chuva e com
fatores socioecondmicos, mostrando que a incidéncia da doenca pode ser um importante
indicador social (SOARES et al., 2010).

No Rio de Janeiro (Brasil) casos que foram reportados a Secretaria de Saude
entre 1997 e 2002, mostraram que a maioria dos doentes eram de regifes mais pobres. Houve
uma correlacdo do numero de casos com as estacbes de forte chuva, porém na analise
estatistica ndo houve associacdo ao fator socioecondémico ou a fatores ambientais
(TASSINARI et al., 2008).



19

Diagndstico

Métodos de diagndstico direto e indireto sdo utilizados para o diagnostico da
leptospirose, nos métodos diretos o agente etioldgico é visualizado em microscopia de campo
escuro, em microscopia de luz apds coloracao especifica ou pela imunohistoquimica (FAINE
et al,, 1999; LEVETT, 2001). A presenca da leptospira no organismo € detectada
indiretamente por testes de sorodiagnosticos como o enzyme-linked immunoabsorbent assay
(ELISA) e a prova de soroaglutinagdo microscépica (SAM) (LEVETT, 2001).

A SAM ¢é realizada com microrganismos vivos e a reacdo baseia-se na
deteccdo de anticorpos que reagem contra antigenos de superficie encontrados na Leptospira
(FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001). E recomendada pela OMS como o teste padréo ouro da
leptospirose devido a sua sensibilidade e especificidade (FAINE et al., 1999; LEVETT,
2001).

O isolamento da leptospira em meios de cultura (EMJH) € dificil e pode
levar semanas para se observar crescimento, porém é considerada definitiva no diagndstico da
leptospirose (SANTA ROSA et al.,, 1980; VASCONCELLOS et al., 1997; FAINE et al.,
1999).

A utilizacdo da PCR para o diagndstico da leptospirose em amostras clinicas
vem se desenvolvendo desde a década de 1990 (ADLER; MOCTEZUMA, 2010). Este
método de diagndstico pode ser realizado em diferentes amostras bioldgicas (humor aquoso,
urina, soro sanguineo, liquor e tecidos) (MERIEN et al., 1993; BAL et al., 1994; BROWN et
al., 1995; ROMERO et al., 1998; BROWN et al., 2003). A sensibilidade da PCR varia com o
tempo de estocagem da amostra, o material bioldgico selecionado, o protocolo de
amplificacéo utilizado, a padronizagdo dos reagentes e com a escolha do primer (VELOSO et
al., 2000).

As proteinas de superficie Lig e LipL32 s@o conhecidas como fatores de
viruléncia nas leptospiras patogénicas (KO et al., 2009). Baseado nessa caracteristica
Palaniappan et al. (2005) desenvolveram o par de primers Ligl e Lig2 que amplifica uma
fracdo dos genes ligA e ligB da Leptospira spp. Segundo Jouglard et al. (2006) as protocolos
de PCR que utilizam esses primers tém baixa sensibilidade no estagio inicial da doenca. Os
protocolos que utilizam os primers baseados na LipL32, descritos por muitos autores,
possuem maior sensibilidade e especificidade no diagnostico precoce da leptospirose.
(JOUGLARD et al, 2006; BONFIM; KOURY, 2006; BOURTHY et al., 2011,
THAIPADUNPANIT et al., 2011).
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Sinais Clinicos

Apesar da ampla bibliografia que descreve a incidéncia da leptospirose em
diversos paises, Bharti et al. (2003) acreditam que a leptospirose é subdiagnosticada, pois o
conhecimento sobre os diferentes quadros clinicos da doenca € escasso e a incidéncia baseia-
se apenas nos casos hospitalizados (HARTSKEERI et al., 2011).

A gravidade das manifestacdes clinicas pode variar de acordo com a dose
infectante, viruléncia do sorovar, suscetibilidade do hospedeiro e os 6rgdos afetados na
doenga (FAINE, 1982). Dependendo do sorovar infectante os pacientes podem desenvolver
formas fatais ou intrataveis com ictericia, hemorragia, faléncia renal ou hepatica, meningite
ou formas menos graves que variam desde uma infeccdo sub-clinica a febre alta, dor muscular
(FAINE et al., 1999). Em regides endémicas sinais subclinicos sdo comuns e 0s casos de
infeccdo manifestam apenas sinais leves que se recuperam sem complicacdes (BHARTI et al.,
2003; VIJAYACHARI et al., 2008).

A doenca sisttmica no homem ¢é caracterizada por febre, insuficiéncia renal
e hepética, manifestagdes pulmonares e falha reprodutiva (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).
A forma mais severa é bifasica que se caracteriza inicialmente por infeccdo aguda com a
presenca da leptospira no sangue e fluido cérebro-espinhal, levando a febre, meningites e
leptospirdria (FAINE, 1982). Laboratorialmente alteracbes como: trombocitopenia, aumento
das enzimas hepaéticas, proteindria, hematuria e aumento da concentracdo de creatinina sdo
encontradas (JAUREGUIBERRY et al., 2005).

Em muitos casos a leptospirose humana leva a insuficiéncia renal aguda
(IRA) pela hipotensdo e hipovolémia ou principalmente pela acdo direta das leptospiras no
epitélio renal (ABDULKADER; SILVA, 2008). Na IRA causada por Leptospira interrogans
sorovar Icterohaemorrhagiae os principais fatores relacionados a patogénese das lesbes estdo
ligados a presenca dos microorganismos e / ou a sua viruléncia, incluindo produtos liberados
por lise (ALVES et al., 1987).

Yang et al. (2001) relataram IRA em pacientes com alteragdo no tubulo
proximal e acidose tubular renal causada pelo sorovar Bratislava, espessamento do ramo
ascendente da al¢a de henle do néfron e também funcédo tubular normal em pacientes com o
sorovar Shermani. E possivel que endotoxinas da bactéria afetem varios segmentos do néfron
dependendo do sorotipo e da concentracdo de bactérias, causando disfuncdo generalizada do
rim (YANG et al., 2001).

A ocorréncia de insuficiéncia renal crénica (IRC) apés um quadro de IRA
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foi descrita por Atasoyu et al. (2005). Eles relataram o caso de um homem que mesmo apos o
tratamento com antibiotico e hemodialise continuou apresentando alteracdes renais que
aumentaram progressivamente. Foram realizadas duas biopsias renais, a primeira 3 semanas
apos o tratamento revelou uma infiltracdo de linfécitos no intersticio, atrofia tubular e fibrose
intersticial. Ap6s 7 semanas a segunda bidpsia mostrou um aumento gradativo da atrofia
tubular e fibrose intersticial. Abdulkader e Silva (2008), também encontraram as mesmas
alteracdes renais em um paciente acompanhado apds a ocorréncia de IRA por leptospirose que

apresentou IRC alguns meses depois.

Controle

Para implantar medidas eficazes de controle da leptospirose € necessario
conhecer as caracteristicas eco-epidemioldgicas e culturais de uma comunidade
(VIJAYACHARI et al., 2008).

O controle da populacdo de roedores, da exposicdo a contaminacao
ambiental (urina, secrecBes, excrecdes ou agua e areas inundadas), a utilizagdo equipamentos
de protecdo, a higiene na atividade ocupacional e a vacina¢do dos animais domésticos, sao
medidas de controle da infeccdo em humanos (FAINE, 1982). Entretanto torna-se mais dificil
nos casos onde o homem tem um contato préximo com animais domésticos e silvestres
(FAINE, 1998).

Ao longo dos anos autores tem demonstrado mudangas significativas
relacionadas a epidemiologia da leptospirose, ressaltando a importancia de estudos que

esclarecam a dinamica da doenca distinta a cada regido.
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2 OBJETIVOS

2.1 — OBJETIVO GERAL

- Determinar a prevaléncia de pacientes com insuficiéncia renal crénica e

doadores de sangue com anticorpos contra Leptospira spp.
2.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Determinar o0s sorovares mais provaveis.

- Identificar varidveis associadas a presenca de anticorpos na populacéo

estudada.



27

3 ARTIGO PARA PUBLICACAO

Pesquisa de anticorpos contra Leptospira spp em pacientes com insuficiéncia renal

crbnica e doadores de sangue

VANAT, Niara. Pesquisa de anticorpos contra Leptospira spp em pacientes com
insuficiéncia renal cronica e doadores de sangue. Dissertacdo de Mestrado em Ciéncia
Animal-Area de concentracdo Sanidade Animal - UEL, 2012.

Resumo: Os objetivos deste trabalho foram determinar a prevaléncia de pacientes com
insuficiéncia renal crénica e doadores de sangue com anticorpos contra Leptospira spp,
determinar o sorovar mais provavel e identificar varidveis associadas ao risco de doenca. Para
detectar anticorpos foi realizada a prova de soroaglutinagdo microscépica (SAM) com 22
sorovares de Leptospira de referéncia. As variaveis epidemioldgicas foram obtidas através de
um questionario e os resultados submetidos a analise univariada. Dos 179 pacientes com IRC
12 (6.7%) foram reagentes na SAM e dos 483 doadores de sangue, sete (1.45%) foram
reagentes. Dentre as amostras reagentes 18 (94.75%) apresentaram anticorpos apenas contra
um sorovar de Leptospira e em uma amostra (5.25%) ndo foi possivel identificar o sorovar
mais provavel. Os sorovares Canicola, Hardjo, Pyrogenes, com titulos entre 100 e 400, foram
encontrados com maior frequéncia. A presenca de insuficiéncia renal cronica (p= 0.001), o
baixo grau de escolaridade (p= 0.001), ter trabalhado em propriedade rural (p= 0.004) ou
morado em propriedade rural (p= 0.022), ter acima de 50 anos (p= 0.014), sexo masculino
(p= 0.044) e profissbes com risco de exposi¢do (p= 0.01), foram consideradas variaveis
associadas presenca de anticorpos contra Leptospira spp.

Palavras-chave: Leptospirose. Homem. Variéveis de risco. Rim.
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VANAT, Niara. Antibodies against Leptospira spp in patients with chronic renal failure
and blood donors. Dissertacdo de Mestrado em Ciéncia Animal-Area de concentracdo
Sanidade Animal - UEL, 2012.

Abstract: The objectives of the present work were to determine the prevalence in 179 patients
with chronic renal failure and in 483 blood donors with antibodies against Leptospira spp,
determine the most frequent serovar and identify variables of risk. To detect antibodies,
microscopic agglutination test (MAT) was performed with 22 serovars of Leptospira
reference. The epidemiological variables were obtained through questionnaire and the results
submitted to univariate analysis. From the 179 patients with CRF, 12 (6.7%) were reactive in
the MAT and from the 483 blood donors, seven (1.45%) were reactive. Among the reagent
samples, 18 (94.75%) had antibodies against one serotype of Leptospira and one sample
(5.25%) was not possible to identify the most frequent serovar. The serovars Canicola, Hardjo
and Pyrogenes with titers between 100 and 400, were found with more frequently. The
presence of chronic renal failure (p= 0.001), low educational level (p=0.001), have worked on
farm (p= 0.004) or have lived in the farm (p= 0.022), have over 50 years of age (p= 0.014),
males (p= 0.044) and work in occupations with exposure risk (p= 0.01), were considered
variables associated with the presence of antibodies against Leptospira spp.

Keywords: Leptospirosis. Man. Risk factors. Chronic renal failure.
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Introducéo

A leptospirose é uma zoonose causada por bactérias do género Leptospira
(FAINE et al., 1999), que ocorrem no ambiente urbano de cidades industrializadas e
desenvolvidas, assim como na regido rural (BHARTI et al., 2003). A prevaléncia da
leptospirose é alta em paises de clima tropical chuvoso, com pH do solo neutro ou alcalino
(ACHA; SZYFRES, 2001; LEVETT, 2001).

A transmissdo para humanos (hospedeiros acidentais) ocorre direta ou
indiretamente por diferentes espécies de mamiferos como: roedores, bovinos, suinos, caninos
e animais silvestres (FAINE et al., 1999). A forma direta ocorre pelo contato do novo
hospedeiro com tecidos, secre¢fes ou urina de animais portadores para 0 novo hospedeiro
(VIJAYACHARI et al., 2008) e a indireta através do ambiente previamente contaminado por
urina (FAINE et al., 1999). A soroprevaléncia em uma populagdo depende da presenca do
reservatorio animal, dos sorovares que ele alberga, das condi¢cbes ambientais, da ocupacéo e
das préaticas agropecuarias (BHARTI et al., 2003).

Monahan et al. (2009) consideram que muitos fatores ainda desconhecidos
relacionados a espécie hospedeira, ao sorovar e a dose infectante determinam se um
hospedeiro sofrera infeccdo aguda ou crénica, enquanto Fraga et al. (2011) suspeitam que o
polimorfismo genético também esteja relacionado. Animais e humanos que sobrevivem a
infeccdo aguda também podem se tornar portadores crénicos mantendo a bactéria no rim ou
trato genital. (FAINE, 1998). Em animais a colonizagdo renal cronica e a leptospirdria
persistente levam a nefrite tabulo intersticial que pode progredir para fibrose e posterior
faléncia renal (MONAHAN et al., 2009).

Em muitos casos a leptospirose humana leva a insuficiéncia renal aguda
(IRA) pela hipotensdo e hipovolémia ou principalmente pela acdo direta das leptospiras no
epitélio renal (ABDULKADER; SILVA, 2008). Segundo Monahan et al. (2009) proteinas de
membrana externa da Leptospira tém um importante papel na alteracdo renal, sendo provavel
que a excrecdo de diferentes proteinas antigénicas da bactéria durante a infeccdo cronica
facilite a colonizacdo do tubulo renal e a leptospirdria persistente. O estado de portador renal
caracterizado pela colonizacéo de leptospiras na superficie das células do tubulo proximal é a
chave da persisténcia e da epidemiologia da leptospirose (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

Como a incidéncia da leptospirose em humanos é subestimada devido a falta
de conhecimento sobre a sua epidemiologia (BHARTI et al., 2003), a investigacdo aleatoria

de soros humanos (IRC e doadores de sangue) é uma importante ferramenta para acdes de
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vigilancia (LANGONI et al., 2010). Portanto este estudo teve como objetivos determinar a
prevaléncia de pacientes com insuficiéncia renal crénica (IRC) e doadores de sangue com
anticorpos contra Leptospira spp, determinar os sorovares mais provaveis e identificar as

variaveis associadas ao risco.

Material e Métodos

Amostragem, Local de Coleta das Amostras e Realizacdo dos Exames

As amostras de soro foram obtidas no Laboratorio de Anélises Clinicas e no
Laboratério de Imunologia ambos do Hospital Universitario — UEL e acondicionadas em
frasco estéril mantidos & -20°C, para posterior realizacdo da sorologia. A amostragem foi
obtida de 179 IRC dependentes e ndo dependentes de hemodialise que apresentavam uma ou
mais patologias concomitantes associadas ou nao ao problema renal, no Hospital de Clinicas
(HC) e Hospital Universitario (HU) da Universidade Estadual de Londrina e de 483 doadores
de sangue do Hemocentro — HU, entre outubro de 2010 e outubro de 2011. Os exames
soroldgicos foram realizados no laboratério de Leptospirose do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva (DMVP) — Universidade Estadual de Londrina (UEL).

Instrumento de Pesquisa

Foram estudadas variaveis epidemioldgicas da leptospirose relacionadas aos
pacientes e doadores de sangue obtidas através de entrevista (Apéndice B).

1. Variaveis comuns relacionadas aos participantes: sexo, idade, grau de
escolaridade, profissdo, hdabitos comportamentais (costume de
pescar/nadar em rios/corregos e passear em propriedade rural), contato
com animal, sintomas de gripe/resfriado no periodo de seis meses
anterior a entrevista.

2. Variaveis relacionadas ao ambiente e moradia: presenca de animal
doméstico, abastecimento de agua, destino de aguas residuais, destino do
lixo, presenca de lotes proximos a moradia, presenca de rio ou corrego
préximo a moradia e presenca de roedores no ambiente domiciliar.

3. Variaveis relacionadas aos pacientes com IRC: tempo da doenga, doencas

concomitantes, hemodialise.
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A profissao dos pacientes e doadores entrevistados foram separadas em dois
grupos: com risco de exposicdo; atividades ocupacionais que tem contato com animais ou
com o ambiente contaminado (ex: profissGes ligadas a agropecuéria, bombeiros, pedreiros) e
sem exposicdo; atividades ocupacionais que desenvolvem suas atividades em um ambiente
restrito e ndo tem contato com o ambiente externo (ex: costureira, comerciante, telefonista,

servigos administrativos, professor).

Prova de Soroaglutinacéo Microscopica (SAM)

A deteccdo de anticorpos contra Leptospira spp foi obtida pela SAM. Para
cada soro foram testados 22 sorovares de referéncia: Australis, Bratislava, Autumnalis, Fort
bragg, Butembo, Castellonis, Bataviae, Canicola, Whitcombi, Cynopteri, Grippotyphosa,
Hebdomadis, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Panama, Pomona, Pyrogenes, Hardjo,
Wolffi, Shermani, Tarassovi, Sentot, mantidas em meio EMJH (DIFCO®-USA) a 28° C por 5
a 10 dias.

As amostras de soro foram previamente diluidas em solucéo tampéo fosfato
estéril (PBS) pH 7,4 na proporcdo de 1:50, em seguida foi adicionado a mesma quantidade de
antigeno também diluido em PBS, obtendo uma diluicéo final de 1:100. A leitura foi realizada
em microscopio de campo escuro (OLIMPUS - modelo Bx40) (MYERS, 1985). Foram
considerados reagentes os soros que apresentaram aglutinagédo 50% ou mais de aglutinacdo na
diluigdo 1:100 (FAINE et al., 1999) Em seguida as amostras positivas foram diluidas em série
na base dois e avaliadas para determinar a diluicdo maxima positiva. Ao analisar os resultados
foi considerado como sorovar mais provavel aquele que apresentou maior titulo
(VASCONCELLOS etal., 1997).

Andlise Estatistica

As informagOes geradas pelo instrumento de coleta de dados foram
armazenadas e analisadas no programa Epi6 versdo 6.04 (CDC-Atlanta) (DEAN et al., 1994).
A significancia estatistica das varidveis foi verificada utilizando-se o teste Qui-quadrado ou
Exato de Fisher. Como medida de associa¢do adotou-se o Odds Ratio com intervalo de

confianca de 95%. O nivel de significancia determinado foi de 5%.
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Etica

A realizacio deste trabalho foi aprovada pelo Comité de Etica Em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos (CONEP) da Universidade Estadual de Londrina sob o registro
de no 268.

Resultados

Doze (6.7%) pacientes com IRC e sete (1.45%) doadores de sangue foram
reagentes a SAM.

Dentre as amostras reagentes 18 (94.75%) apresentaram anticorpos apenas
contra um sorovar de Leptospira e em uma amostra (5.25%) ndo foi possivel identificar o
sorovar mais provavel. Os sorovares Canicola, Hardjo, Pyrogenes, com titulos entre 100 e
400, foram encontrados com maior frequéncia (Tabela 1).

A presenca de insuficiéncia renal crénica (p= 0.001), o baixo grau de
escolaridade (p= 0.001), ter trabalhado em propriedade rural (p= 0.004) ou ter morado em
propriedade rural (p= 0.022), ter acima de 50 anos de idade (p=0.014), ser do sexo masculino
(p= 0.044) e atuar em profissbes com risco de exposi¢cdo (p= 0.01), foram consideradas

variaveis associadas a presenca de anticorpos contra Leptospira spp.



Tabela 1 — Sorovares mais provaveis e titulos de anticorpos detectados na prova de
soroaglutinacdo microscopica, realizada com 22 sorovares de Leptospira
interrogans em 179 amostras de sangue de pacientes com insuficiéncia
renal cronica (IRC) atendidos no Hospital Universitario e Hospital de
Clinicas da Universidade Estadual de Londrina e 483 Doadores de
Sangue do Hemocentro Regional de Londrina-UEL, entre outubro de

2010 a outubro de 2011.
Titulos
Sorovares Condicdo Sorologicos
IRC Doador Total(%) 100 200 400
Canicola 1 3 21.06 2 1 1
Hardjo 2 1 15.79 2 1
Pyrogenes 3 15.79 1 2
Autumnalis 2 10.53 2
Castellonis 1 1 10.53 1 1
Butembo 1 5.26 1
Copenhageni 1 5.26 1
Grippotyphosa 1 5.26 1
Panama 1 5.26 1
Ndo caracterizado o sorovar mais 1 5.26 1

provavel

33
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Tabela 2 — Resultado das varidveis de risco associadas a leptospirose em pacientes
com Insuficiéncia renal crénica atendidos no Hospital Universitario e
Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Londrina e Doadores
de Sangue do Hemocentro Regional de Londrina-UEL, entre outubro de

2010 a outubro de 2011.
Vanavel Positivos/Total (%) P Odds ratio (IC 95%)
Condicio
Renal cronico 12/179 (6.7%) 0.001 4.89 (1.74-14.10)
Doador 7/483 (1.45%)
Sexo
Masculino 16/393 (4.07%) 0.045 3.76 (1.01-16.59)
Feminino 3/269 (1.12%)
Idade
18— 50 anos 9/489 (1.84%)
>de 50 anos 10/173 (5.78%) 0.014* 3.27(1.2-8.93)
Grau de escolandade
sem estudo e 13/202 (6.44%) 0.001 17.13 (2.32-353.81)
fundamental
Médio 5/210 (2.38%) 0.099* 6.07 (0.69-138.47)
Universitario* 1/250 (0.4%)
Cidade
Londrina e regiio 17/617 (2.76%) 0.37* 0.61 (0.13-4.00)
Outras 2/45 (4.5%)
Residéncia
Rural 3/57 (5.26%) 0.21* 2.05(0.45-7.87)
Urbana 16/605 (2.65%)
Foi Morador de Area Rural
Sim 9/162 (5.56%) 0.021* 3.29 (1.13-9.63)
Niao 8/ 455 (1.76%)



Abastecimento de Agua
Tratada
Nio tratada
Esgoto
Rede Publica
Fossa
Rios/Corregos
Destino do Lixo
Coleta Publica
Lotes vagos

Queimado

Lote Vago Proximo a Casa

Sim

Nio

Rio/Cérrego Proximo a Casa

Sim

Nio

Roedores no Per1 domicilio

Sim

Nio

Possu1 Animais Domésticos

Sim
Nao
Possu1 Cao
Sim
Nio
Profissdo

Com risco de exposicio

18/599 (3%)

1/62 (1.61%)

19/632 (3%)

0/7 (0%)

0/23 (0%)

19/632 (3%)
0/7 (0%)

0/23 (0%)

12/293 (4.1%)

5/330(1.52%)

10/301 (3.32%)

9/361 (2.49%)

13/407 (3.19%)

6/252 (2.38%)

11/412 (2.67%)

8/249 (3.21%)

10/385 (2.6%)

1/28 (3.57%)

13/261 (4.98%)

1.0*

0.06

0.93

0.084

0.98

0.13

0.71

0.86

0.54*

0.01
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1.89 (0.26-39.29)

2.78 (0.89-9.23)

1.34 (0.49-3.68)

1.35(0.47-4.08)

1.35(0.47-4.08)

0.83(0.3-2.3)

0.72 (0.09-15.84)

3.45(1.20-10.32)
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Sem exposi¢io 6/401 (1.5%)
Local de Trabalho
Rural 2/41 (4.88%) 0.33* 1.82 (0.00-8.73)
Urbano 17/619 (2.75%)

Contato com Animal Durante a Atividade Ocupacional

Sim 2/36 (5.56%) 0.28* 2.08 (0.00-10.08)
Niao 17/618 (2.75%)

Trabalhou em Area Rural
Sim 9/141 (6.38%) 0.005* 4.06 (1.39-11.91)
Nio 8/484 (1.65%)

Pesca ou Toma Banho (Rios, Lagos, Barragens)
Sim 8/213 (3.76%) 0.5 1.55 (0.55-4.25)
Nio 11/447 (2.46%)

Passeia em Propriedade Rural
Sim 13/385 (3.38%) 0.36 1.83 (0.59-6.01)

Nio 5/267 (1.87%)
Contato com Amimal Durante a Atividade de Lazer
Sim 11/298 (3.69%) 0.74* 1.63 (0.33-11.01)

Niao 2/87 (2.3%)

*Teste exato de Fisher *Categoria de referéncia para calculo de “Odds Ratio™.

Discussao

O rim é o 6rgdo comumente acometido por diferentes espécies de
leptospiras, pois a bactéria € encontrada principalmente nos tabulos proximais onde consegue
sobreviver e se multiplicar (FAINE, 1982). As alteracdes renais estdo relacionadas a invasao
bacteriana, ao processo inflamatdrio, as alteracbes vasculares, a toxicidade da bactéria e a
fatores ligados ao hospedeiro (VISITH; KEARKIAT, 2005; FAINE, 1982). No homem a
necrose tubular leva a uma insuficiéncia renal aguda (IRA) (VISITH; KEARKIAT, 2005),
mas a possibilidade de ocorrer uma insuficiéncia renal crénica ndo deve ser excluida
(BARBUDO FILHO, 2002).
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Neste estudo foi detectada a maior soroprevaléncia de anticorpos contra
Leptospira spp em pacientes com IRC (6.7%) comparada com o grupo de doadores de sangue
(1.45%), indicando que os pacientes com IRC tém 4,88 vezes mais chance de reagir contra 0s
sorovares de Leptospira spp.

Barbudo Filho (2002) estudando 247 individuos com IRC em hemodialise,
detectou uma prevaléncia de 8 (3.24%) sororreagentes na SAM. Como a insuficiéncia renal
cronica tem diferentes estagios de comprometimento renal (ROMAO JUNIOR, 2004;
MORTARI, 2010) e pacientes em hemodialise possuem uma menor resposta imune celular e
humoral causada pela uremia (SOUZA et al., 2005), a menor prevaléncia encontrada por
Barbudo Filho (2002) pode estar relacionada a populacdo estudada, pois 0 autor estudou
apenas pacientes no estagio final da doenca excluindo os estagios menos graves, enquanto que
neste estudo apenas 12.88% dos pacientes com IRC encontravam-se em hemodialise.

A prevaléncia de anticorpos contra Leptospira spp nos doadores de sangue
(1.45%) é semelhante &s detectadas por Barbudo Filho (2002) e Langoni et al. (2010) que
detectaram uma prevaléncia de 1% e 1.33% respectivamente, em doadores de sangue. Esta
semelhanca entre os resultados pode estar relacionada aos mesmos fatores epidemioldgicos e
culturais os quais a populacdo em geral esta exposta.

Segundo Oliveira et al. (2009) o saneamento ambiental, a educacdo, a
informacdo e a comunicacdo sao fatores sociais importantes que influenciam na incidéncia da
leptospirose nos centros urbanos. Portanto este estudo demonstrou que o baixo grau de
escolaridade (sem estudo ou ensino fundamental) foi associado a presenca de anticorpos
contra Leptospira spp. Moreira (2006) ao estudar casos de leptospirose que ocorreram em
hospitais de Fortaleza — CE verificou que 53.8% dos casos haviam cursado ou cursavam 0
ensino fundamental. Em Salvador — BA, de 1.016 pacientes internados com leptospirose no
Hospital Couto Maia, 1993 e 1997, com idade igual ou superior a 18 anos 93% néo cursaram
0 segundo grau (COSTA et al., 2001).

Houve diferenca significativa quanto a idade acima de 50 anos, enquanto na
literatura a maioria dos autores descreveram que a principal faixa etaria associada ao risco de
leptospirose esta entre 20 e 50 anos (PEREIRA, 2005; MEITES et al., 2004; KEENAN et al.,
2010). Essa diferenca encontrada na idade pode estar relacionada a populacdo estudada, pois
neste trabalho a maioria dos reagentes contra Leptospira spp foi detectada em pacientes com
IRC com idade média de 63 anos e segundo Lei et al. (1998) a IRC ocorre principalmente em

pessoas com idade avangada.
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O sexo masculino associado a presenca de anticorpos contra Leptospira spp.
também foi descrito por Bovet et al. (1999), Leal-Castellanos et al. (2003), Katz et al. (2011).
Os autores afirmaram que o homem estd mais exposto ao ambiente contaminado em suas
atividades ocupacionais do que as mulheres.

Faine et al. (1999) afirmaram que h& uma associacdo de risco para
leptospirose em atividades ocupacionais, principalmente entre pessoas que trabalham em
contato com animais ou ambiente contaminado. Este trabalho também demonstrou que
atividades ocupacionais com exposi¢cdo ao ambiente contaminado e/ou contato direto com
animais estiveram associadas a presenca de anticorpos contra Leptospira spp. Faine (1998)
descreve que no contato direto e indireto com animais provaveis portadores da Leptospira spp
ha fatores que determinam o risco da leptospirose mediante o grau de exposi¢do, como: o
namero de animais, a quantidade de leptospiras eliminadas pela urina, o volume de urina e o
contato com &gua contaminada.

Ter morado ou trabalhado em zona rural também foi associado a presenca
de anticorpos contra Leptospira spp. Covic et al. (2003), em estudo retrospectivo,
demonstraram que 31% dos casos de leptospirose com insuficiéncia renal aguda (IRA) foram
residentes de zona rural. Repetti (2010) ao estudar moradores rurais do municipio de
Jataizinho (PR) verificou que 12.07% foram reagentes contra Leptospira spp. Faine (1982) e
Katz et al. (2011) consideraram que a implementacdo de praticas agropecuarias no ambiente
rural tem modificado ao longo dos anos a relacéo de equilibrio entre a fauna e a flora, levando
ao aumento da concentracdo de animais domésticos e silvestres (hospedeiros suscetiveis a
leptospira) convivendo em um habitat comum, o que favorece a transmissédo da leptospira ao
homem.

Segundo Levett (2001) é necessario conhecer 0s sorovares prevalentes e 0s
hospedeiros de manutencdo em diferentes ecossistemas para que se possa entender a
epidemiologia da doenca que € distinta a cada regido. Neste trabalho mais de 50% dos
reagentes na SAM apresentaram anticorpos contra os sorovares Canicola, Hardjo e Pyrogenes.
Autores também relataram no homem a ocorréncia de anticorpos contra o sorovar Canicola
descrito por Morgan et al. (2002), o sorovar Hardjo por Gongalves et al. (2006) e contra os
sorovares Canicola e Pyrogenes por Trevejo et al. (1998), Bharti et al. (2003), Hartskeeri et al.
(2011). Tais autores relataram que 0s sorovares estdo em constante adaptacdo a novos
hospedeiros e, como a fauna difere de acordo com a regido, existe uma variabilidade distinta
de leptospiras albergadas em diferentes reservatdrios que podem levar a infeccdo humana. Na

regido norte do Parana o sorovar Canicola ja foi isolado de bovinos e suinos, sendo o sorovar
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mais frequente isolado de cées na regido (FREITAS et al., 2004; ZACARIAS et al., 2008).
Segundo Trevejo et al. (1998) e Leal-Castellanos et al. (2003) a presenca de cdes nao
vacinados no ambiente peri-doméstico € um importante fator de risco para a leptospirose ao
homem. Os bovinos séo hospedeiros de manutencdo do sorovar Hardjo (BHARTI et al., 2003)
e a presenca desses animais proximos a moradia do homem foi associada a leptospirose
ocupacional (LEAL-CASTELLANOS, 2003; SUGUNAN et al., 2009). No Brasil o sorovar
Pyrogenes ja foi isolado do rato de agua (Nectomys squamipes) (SANTA ROSA et al., 1980)
e segundo Levett (2001) diferentes espécies de roedores sdo hospedeiros de manutengdo de
sorovares distintos e contribuem para a contaminagéo ambiental.

Neste trabalho os titulos de anticorpos encontrados variaram entre 100 e
400, resultados também encontrados por Gongalves et al. (2006) em magarefes de um
frigorifero na regido Norte do Parand. Os autores sugerem que estes titulos indicam contato da
populacdo estudada com alguns sorovares de leptospira ou uma infeccdo ocorrida ha algum
tempo. Segundo Faine et al. (1999) apds o contato ou a infeccdo por leptospiras as
imunoglobulinas no homem podem persistir por meses ou anos, demonstrando que houve
contato prévio ou infecgdo assintomatica (TREVEJO et al., 1998; BOVET et al., 1999,
VIJAYACHARI et al., 2008).

Os pacientes com IRC reagentes na SAM apresentavam-se com uma ou
mais patologias concomitantes associadas ou ndo ao problema renal, por isso ndo foi possivel
afirmar que a leptospirose pode ser uma causa de insuficiéncia renal cronica neste estudo, mas
a maior prevaléncia de anticorpos contra Leptospira spp nesse grupo comparada com 0 grupo

de doadores de sangue demonstrou a necessidade de estudos que esclarecam esse resultado.
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4 CONCLUSAO

1. Houve diferenca estatistica significativa (p=0.001) na prevaléncia de
reagentes & SAM entre pacientes com insuficiéncia renal cronica (6,7%) e
os doadores de sangue (1,45%).

2. Canicola, Hardjo, Pyrogenes, foram 0s sorovares mais provaveis
encontrados em mais de 50% das amostras reagentes.

3. A presenca de insuficiéncia renal crénica, ter trabalhado em propriedade
rural ou ter morado em propriedade rural, ter acima de 50 anos de idade,
ser do sexo masculino e profissdes com risco de exposicdo, foram
consideradas varidveis associadas a presenca de anticorpos contra

Leptospira spp.
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APENDICE A

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

“PESQUISA DE ANTICORPOS CONTRA LEPTOSPIR 4 SPP EM PACIENTES COM
INSUFICIENCIA RENAL CRONICA E DOADORES DE SANGUE ”

Prezado Senhor (a):

Estamos convidando-o(a) a participar da pesquisa “Prevaléncia de Anticorpos Contra
Leptospira spp em Humanos Com Insuficiéncia Renal Cronica Atendidos no Hospital
Universitario e Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Londrina, PR”, com o objetivo
de detectar anticorpos comtra sorovares de Leprospira em humanos com diagndstico de
mnsuficiéncia renal cronica (IRC) e em doadores de sangue do hemocentro e identificar as
variaveis de nisco para leptospirose na populagdo estudada.

Sua participagdo consiste em permitir a aquisicdo de uma aliquota de 500 ul de soro a
partir da coleta de sangue realizada para os exames de rotina solicitados pelos médicos do setor
de nefrologia ou pelo hemocentro e responder um questionario com perguntas relacionadas a
epidemiologia da leptospirose.

Declaro que as informagdes fornecidas sdo confidenciais e que, quando divulgados os
resultados, o serdo de forma geral. garantindo seu anonimato.

Caso seu exame seja positivo, o resultado sera encaminhado para o médico ou
setor do Hospital Universitario e Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de
Londrina responsavel pelo seu atendimento.

Informamos que o senhor nio pagara nem sera remmmnerado por sua participagio.

Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa serdo
ressarcidas, bem como serdo garantidas as indemzagdes, quando dewidas e decomentes
especificamente de sua participa¢do na pesquisa.

Garantimos que o senhor tem total liberdade de se recusar a participar da pesquisa, ou
de retirar seu consentimento a qualquer momento, sem que isso traga prejuizos para seu
atendimento ou de seus familiares.

Eventuais duvidas poderdo ser esclarecidas com a pesquisadora Niara Vanat, residente
na rua Pedro Marcos Prado, 345, ap.21, em Londnna-PR, ou pelo telefone (43) 30280853 ou
(43)96250853, ou em consulta a0 Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de
Londnina, na Avenida Robert Kock, n° 60, ou no telefone 3371 — 2490.
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Eu , tendo sido
devidamente informado(a) sobre os procedimentos da pesquisa, e tendo garantida a liberdade de
aceitar ou nio fornecer cualquer tipo de material biologico, de fornecer informagdes e de
recusar em participar da pesquisa ou retirar o consentimento no momento em que desejar, sem

prejuizos pessoais ou para familiares, concordo em participar da pesquisa acima descrita.

Londnina, de de
Assinatura
ou impressdo datiloscopica
Nome completo

Documento

Coordenador Responsavel Pos graduanda / entrevistadora
Prof. Dr. Julio Cesar de Freitas Niara Vanat
(Médico Veterinario) (Médica Veterinaria)
Universidade Estadual de Londrina Universidade Estadual de Londrina (UEL)
(UEL) (43) 30280853, (43) 33714259 ou
(43)3371 4765 (43) 96250853

e-mail: freitasj(@uel.br e-mail: ni_vanat/@yahoo.com.br
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APENDICE B

Questionario Epidemioldgico

Questionario de investigaciao epidemiolagicas da leptospirose em pacientes humanos
insuficientes renais cronicos atendidos no hospital universitario e no hospital de clinicas da
Universidade Estadual de Londrina — UEL.

DADOS PESSOAIS

-sexo: masculmo () femunino ()

-i1dade: 20-30anos() 30-40anos() 40-50anos()  acima de 50 anos ()
RESIDENCIA:

ESCOLARIDADE:

- Ensino fundamental ~ completo ()  incompleto ()
-Ensinomédio  completo ()  mcompleto ()

- Universitano  completo ()  incompleto ()
ANIMALS:

- Vocé tem animais em casa? sum () ndo () camno( ) outros( )

- Seu animal tem contato com outros ammais? sum() ndo ()

- Seu animal esteve doente recentemente? sun() ndo()

- Se SIM, qUAIS eram 08 SIEOMAS?............ooiiiieiieieeeeeee e ce e aeee e s ereeae e e eanane
- Seu animal tem acesso dentrode casa? smum() ndo()

-O seu animal tem contato com: horta() jardim () garagem () terreno abandonado()
areas mnundadas( )

ABASTECIMENTO DE AGUA:

- Sua casa tem agua tratada? s () ndo()

- O reservatorio de agua é coberto? sum() ndo()
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AGUAS RESIDUAIS:

-Destino?  rede publica de esgoto ()  fossa() rios/corregos()  esgoto aberto( )
LIXO:

- Destino?  sistema publico de coleta ()  lotes vagos()

-Armazenamento de lixo?  sacos plasticos ()  caixas abertas ()

-Seu animal tem acesso ao ixodacasaeoudarua? sum() ndo()

LOTES:

-Existem terrenos baldios proximos a casa? sum() ndo ()

-Qual a distancia aproximada? metros.

-Ha ixono terreno? sum() ndo()
AREAS ALAGADICAS
-Existe corrego/rio proximo a casa?  sum() ndo ()

-Qual a distancia aproximada? metros.

ROEDORES:
- Vocé ja encontrou roedores em sua casa? s () ndo ()

- Existem ratoeiras em sua casa? smm() ndo ()

PROFISSAO:

- Qual é sua profissao?

- Onde vocé trabalha?  arearural ()  areaurbana ()
- Tem contato com animais .....sim( )........ndo ()

- Tem contato com lixo......sim ()........ ndo ()

- Tem contato com esgoto ....... % nao( )

- Se sum, ha quanto tempo?

- Alguma vez vocé ja trabalhou em propriedade rural?  sim () ndo ()
HABITOS COMPORTAMENTAIS:

- Vocé pesca ou toma banho?  nos() lagos () barragens () diques()
- Vocé realiza atividades com manipulagdo de solo? sum() ndo ()

- Vocé guarda a comuda dos seus animais em casa? sim () nio ()

- O alimento dos animais é mantido a céu aberto anoite? sim() ndo ()
-Vocé tem alguma tipo de contato com propriedade rural?  sim () ndo ()

- Se sum, vocé tem contato com animais? sim() ndo ()
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- Se sum, quais? bovino( ) caprino( ) suino() eqiino () outros
SAUDE

- Vocé ja fo1 diagnosticado com leptospirose alguma vez? sim ().. ndo ()

- Vocé teve sintomas de resfriado/gripe proximo (anterior) ao aparecimento do problema renal ?
- Se sum, quais desses sintomas vocé teve? febre () dor muscular () diarréia () vonuto( )
dor na batata da perna () Quando?

RENAL CRONICO (COM OU SEM HEMODIALISE)

- Vocé faz ou ja fez hemodialise? sim() ndo()

- Ha quanto tempo vocé faz/fez hemodialise? um meés () 3 meses () 6 meses ()
mais de 6 meses ()

- Quando fo1 o seu diagnostico de nsuficiéncia renal cronica?

- Vocé apresenta outra doen¢a relacionada a mnsuficiéncia renal cronica?




ANEXO

50



ANEXO A

Aprovacio do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos

= |I|T_H’ _—

Fsiadual de Londrina

‘“"ﬂm'-m

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
Universidace Estadual de Londrina/ Hospital Universitdrio Regional Nerts ¢o Parand
Registro CONEP 268

"Parecer de Aprovagao N° 196/10
CAAE N° 0165.0.268.268-10 Londrina, 21 de setembro de 2010.
FOLHA DE ROSTO N° 361302

PESQUISADOR: JULIO CESAR DE FREITAS
CCA/ POS-GRADUAGAO EM CIENCIA ANIMAL

Prezado Senhor:

O “Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade
Estadual de Londrina/ Hospital Universitirio Regional Norte do Parand” (Registro CONEP 268)-
de acordo com as orientagdes da Resoluglo 196/06 do Conseltho Nacional de SaldeMS e
Resolugdes Complementares, avaliou o projeto:

“PREVALENCIA DE ANTICORPOS CONTRA LEPTOSPIRA SPP EM HUMANOS COM
RENAL CRONICA ATENDIDOS NO HOSPITAL UNIVERSITARIO E HOSPITAL DE
CLINICAS DA UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA, PR.”

Situagdio do Projeto: APROVADO

Informamos que devera ser comunicada, por escrito, qualquer modificaclo que no
desenvolvimento da pesquisa, MMMMNCEP&ELMM‘M&MM

Atenciosamente,

o

ProP. Dra. Alexandrina Aparecida Maciel
Coordenadora
Comité de Efica em Pesquisa-CEP/UEL

Camgs Unorai i Bl G Carcn O 78 408, b 18 - Fome 9209 T 0000 PAK - P TH-0008 - Cole Pin] G - CEF MR8 vemst Wit b
Hm&“amhmm--‘mw-hm.mmmm.m
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ANEXO B

Normas para Publicacdo — Memodrias do Instituto Oswaldo Cruz

O manusento (inclundo tabelas e referéncias) deve ser preparado em um software para edigio de textos,
em espago duplo, fonte 12, paginado. As margens devem zer de pelo menos 3 em. As figuras deverio vir
na extensio tiff, com resolugio minima de 300 dpi. Tabelas e legendas de figuras devem ser submetidos
Jjuntos em arquivo umico. Somente figuras deverio ser encaminhadas como arquivo suplementar.

M—— . iy

O manuscniio deve ser apreseniado na segumie ordem:

Titulo resumido: com até 40 caracteres (letras e espagos)

Titulo: com até 250 caracteres

Autores: sem titulos ou graduagdes

Afiliacio institucional: enderego completo somente do autor comrespondente

Resumo: com até 200 palavras (100 palavras no caso de comunicagdes breves). Deve enfatizar novos e
importantes aspectos do estudo ou observagdes.

Palavras-chave: devem ser fornecidos de 3 a 6 termos, de acordo com a lista Medical Subject Headings
(Mesh) do Index Medicus.

Notas de rodape: indicando a fonte de financiamento e mudanga de enderego

Introducao: deve determinar o proposito do estudo. oferecer um breve resumo (e nio uma revisio de
Literatura) dos trabalhos antenores relevantes, e especificar quais novos avangos foram alcangados através
da pesquisa. A introdugdo nio deve inchur dados ou conclusdes do trabalho em referéncia.

Materiais e Metodos: deve oferecer, de forma breve e clara, informagdes suficientes para permutir que o
estudo se)a repetido por outroz pesquizadores. Técnicas padromizadas bastam ser referenciadas.

Etica: 20 descrever experimentos relacionados a temas humanos, indicar se os procedimentos seguidos
estiveram de acordo com o3 padrdes éticos do comuté responsavel por expenmentos humanos
(institucional ou regional) e de acordo com a Declaragio de Helsink: de 1975, revizada em 1983, Ao
relatar expenmentos em amimais, indicar se diretnzes de conselhos de pesqusa institucionals ou
nacionais, ou qualquer lei nacional relativa aos cuidados e 20 uso de amimais de laboratono foram
seguidas.

Resultados: devem oferecer uma descngio concisa das novas mformagdes descobertas, com o minimo
julgamento pessoal. Ndo repetir no texto todos os dados contidos em tabelas e ilustragdes.

Discussao: deve limitar-se ao significado de novas informagdes e relacionar as novas descobertas ao
conhecimento existente. Somente as citagdes indispensaveis devem ser mchuidas.

Agradecimentos: devem ser breves e concisos e se restrngir ao absolutamente necessarno.
Referéncias: devem ser precizas. Somente as citagdes que aparecem no texto devem ser referenciadas.
Trabalhos nio publicados, a ndo ser os ja aceitos para publicagio, nio devem zer citados. Trabalhos
aceitos para publicagdo devem ser citados como "in press”; nesse caso, uma carta de aceitagdo da revista
devera ser fornecida. Dados nio publicados devem ser citados somente no texto como "unpublished
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observations”; nesse caso. uma carta com a permussio do autor deve ser fornecida. As referéncias ao final

do manuscnito devem ser orgamizadas em ordem alfabética de acordo com o sobrenome do pnimeiro autor.

O titulos de revistas devem ser abreviados de acordo com o estilo usado no Index Medicus.
Consultar:http://'www2 bz am poznan pl/czasopisma/medicus php?lang=eng

No texto, usar o sobrenome do autor e a data

Lutz (1910) ou (Lutz 1910).

Com dois autores, a forma &

(Lutz & Neiva 1912) ou Lutz and Neiva (1912).

Quando ha mais que dois autores, somente o pnimeiro é mencionado:

Lutz et al (1910) ou (Lutz et al. 1910).

Nas referéncias, usar o3 seguintes estilos:

Artigo de revista

Chagas C, Villela E 1922. Forma cardiaca da tnpanosomiase amenicana. Mem Inst Oswaldo Cruz 14: 15-
61

Livro ou Tese

Forattini OP 1973. Entomologia Médica. Psychodidae, Phlebotominae, Leishmaniose, Bartonelose, Vol
IV, Edgard Blucher, Sio Paulo, 658 pp.

Morel CM 1983. Genes and Antigens of Parasites. A Laboratory Manual, 2nd ed., Fundagio Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, xxu + 580 pp.

Mello-Silva CC 2005. Controle alternativo ¢ alteragées fisiologicas em Biomphalaria glabrata (Say,
1818), hospedeiro intermediario de Schistosoma mansoni Sambom, 1907 pela agdo do latex de
Euphorbia splendens var. hislopii N.E_B (Euphorbiaceae), PhD Thesis, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, 85 pp.

Capitulo de livro

Cruz OG 1911. The prophylaxis of malana in central and southern Brasil. In R Roszs, The Prevention of
Malaria, John Murray, London, p. 390-398.

Artigo de revista na Internet

Abood S. Quality improvement initiative in nursing homes: the ANA acts in an advisory role. Am J Nurs
[serial on the Internet]. 2002 Jun [cited 2002 Aug 12]:102(6):[about 3 p_]. Available from:
http://www.nursingworld org/ATN/2002/june/Wawatch htm.

Monografia na Internet

Foley KM, Gelband H, editors. Improving palhiative care for cancer [monograph on the Internet].
Washington: National Academy Press; 2001 [cited 2002 Jul 9].

Available from: http://www.nap.edubooks/0309074029 /html/.

Homepage Web site

Cancer-Pam. org [homepage on the Intemet]. New York: Associaton of Cancer Online Resources, Inc.;
©2000-01 [updated 2002 May 16; cited 2002 Jul 9]. Available from: http://www.cancer-pain org/.
Parte de uma homepage Web site

Amencan Medical Association [homepage on the Internet]. Chicago: The Association; ¢1995-2002
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[updated 2001 Aug 23; cited 2002 Aug 12]. AMA Office of Group Practice Liaison; [about 2 screens].
Avalable from:
http-//www.ama-assn.org/ama/pub/category/1 736.html

BASE DE DADOS NA INTERNET

Acesso aberto:

Who's Certified [database on the Intemet]. Evanston (IL): The Amencan Board of Medical Specialists.
©2000 - [cated 2001 Mar 8]. Available from: http://www.abms.org/newsearch.asp

Acesso fechado:

Jablonsk: S. Onhine Multiple Congenital Anomaly/Mental Retardation (MCA/MR) Syndromes [database
on the Internet]. Bethesda (MD): National Library of Medicine (US). ¢1999 [updated 2001 Nov 20; cited
2002 Aug 12]. Available from: http://www . nlm mh gov/mesh/jablonski/syndrome_title html

Parte de uma base de dados na Internet

MeSH Browser [database on the Internet]. Bethesda (MD): National Library of Medicine (US); 2002 -
[cited 2003 Jun 10]. Meta-analysis; unique ID: D015201; [about 3 p.]. Available from:
bttp://www.nlm mh gov/mesh/MBrowser.html Files updated weekly. Updated June 15, 2005
Tlustragoes: figuras e tabelas devem ser compreensivels sem a necessidade de referéncia ao texto.
Figuras: as fotografias devem ser bem nitidas, com alto contraste, ampliadas em preto e branco em papel
bnlhante, se apresentadas limunas, as figuras devem ser numeradas consecutivamente em algansmos
arabicos. As escalas devem ser indicadas por uma linha ou barra na fizura, e referenciadas, se necessano,
na legenda (por exemplo, bar = 1 mm etc.). Liminas e grificos devem ajustar-se tanto em uma coluna (8
cm) ou na largura completa (16.5 cm) da pagina, e devem ser menores que a pagina para pernufir a
mclusio da legenda. As letras e numeros nas figuras devem ter tamanho legivel apos a redugiooua
mmpressdo. [lustragdes colondas somente podem zer aceitas se os autores assumirem os custos. Por outro
lado, uma fotografia colonda ilustra a capa de cada fasciculo de Memonas, e o5 autores sio comadados a
submeter para consideragio da revista itlustragdes com legendas de seus manuscntos que poderdo vira
mlustrar a capa.

- Tabelas: devem complementar, e nio duphcar, o texto. Elas devem ser numeradas em algansmos
romanos. Um titulo breve e descntivo deve constar no alto de cada tabela, com quaisquer exphicagdes ou
notas de rodapé (1dentificadas com letras a, b, ¢ etc.) colocadas abaixo.

Comunica¢des breves: devem ser breves e diretas. Seu objetivo é comunicar com rapidez resultados ou
técnicas particulares. As comunicagdes nio devem ocupar mais do que trés paginas impressas, inchundo
figuras e/ou tabelas. Nio devem conter referéncias em excesso. As referéncias devem ser citadas no final
do texto, usando o mesmo formato para artigos ongmais. Um resumo breve e trés palavras-chave devem
ser apresentados.

Formato alternative: Os manuscnitos podem ser submetidos seguindo o5 "Uniform Requirements for
Manusenpts Submitted to Biomedical Jouwrnals" produzidos pelo Intemational Committee of Medial
Journal Editors, também conhecidos como Vancouver Style. Nesse caso, os autores devem segwir as
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diretnzes da quinta edigio (Annals of Internal Medicine 1997; 126: 36-47, ou no

website http: //www acponline org/journals/resource unifreqr/htm), sendo responsaveis por modificar o
manuscrito onde diferir das mstrugdes aqui apresentadas, se o manuscrito for aceito para publicagio. Os
autores também deverdo seguir o5 Uniform Requirements para quaisquer outras diretrizes omutidas nestas
mstrugdes.

Uma vez que um trabalho seja aceito para publicagio, os autores devem enviar:

uma declaragio de affidavit fornecida pela produgio editonal da revista, assinada por todos os autores.
Autores de diferentes paises ou msttuigdes podem assinar em diferentes folhas que contenham a mesma
declaragio.

uma declaragio de copyright fornecida pela produgio editonal da revista, assinada pelo autor
responsavel pela cormres éncla.

Taxas: a revista nio cobra taxas para publicagio.

Provas: serio enviadas provas tipograficas aos autores para a comregio de erros de mmpressio. As provas
devem retomar para a Produgio Editonal na data estipulada. Outras mudangas no manusento onginal nio

serio aceitas nesta



