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RESUMO

Objetivou-se com o presente trabalho determinar a presenca de anticorpos anti-Hantavirus e
anti-Leptospira spp. em grupos ocupacionais do municipio de Garanhuns no Estado de
Pernambuco, Brasil. Para a realizacdo da sorologia para hantavirose e leptospirose, foram obtidas
156 e 154 amostras, respectivamente. O método utilizado para a detec¢do de anticorpos 1gG
contra a proteina N do Hantavirus Araraquara foi o ELISA in house e para a sorologia de
leptospirose, utilizou-se a técnica de Soroaglutinacdo Microscopica (MAT). Para analise dos
fatores de risco aplicou-se um questionario com perguntas objetivas. A prevaléncia de anticorpos
anti-Hantavirus foi de 1,9% (3/156; 1.C. 0,4% - 5,5%), com duas amostras reagentes com titulos
de 200 (66,7%) e uma de 400 (33,3%). Todos os individuos sororreagentes para Hantavirus
(100,0%) desta pesquisa eram do sexo masculino e da zona urbana. Em relacdo a idade,
observou-se um maior numero de sororreagentes na faixa etaria entre 18 e 40 anos (p=0,009). A
prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira spp. foi de 5,2% (8/154; I.C. 2,2% - 9,9%), sendo
observada nos participantes da zona urbana uma prevaléncia de 5,7% (5/88; 1.C. 1,8% - 12,7%) e
nos da zona rural 4,6% (3/66; 1.C. 0,9% - 12,7%). Os sorovares mais frequentes foram o
Grippotyphosa (12,5%) na area rural, e na area urbana o Autumnalis (12,5%), enquanto o Wolffi
(25,0%) e o Australis (50,0%) foram verificados tanto na &rea rural como na urbana. Na analise
de fatores de risco ndo foi observada associacéo entre as variaveis estudadas e a sorologia. Este
foi o primeiro estudo realizado no municipio de Garanhuns a relatar a presenca de IgG anti-
Hantavirus em amostras séricas humanas e relatar a presenca de anticorpos anti-Leptospira spp.
em trabalhadores urbanos e rurais do municipio. Estes achados alertam para a atencdo e
realizacdo de pesquisas em areas em que hd uma baixa prevaléncia e até mesmo para areas
silenciosas, pois desta forma medidas de controle e prevencao poderdo ser implementadas com o
intuito de garantir a satde da populacdo exposta.

Palavras-chave: diagnostico, epidemiologia, leptospirose, satde publica, SCPH.



ABSTRACT

The objective of the present work was to determine the presence of anti-Hantavirus antibodies
and anti-Leptospira spp. occupational groups in the municipality of Garanhuns Pernambuco
State, Brazil. To perform the serology for Hantavirus and leptospirosis, 156 and 154 samples
were obtained, respectively. The method used for the detection of 1gG antibodies to Hantavirus
N protein was Araraquara in-house ELISA serology and leptospirosis was used technique
Microscopic Agglutination Test (MAT). To analyze the risk factors applied a questionnaire with
objective questions. The prevalence of anti-Hantavirus Antibodies were 1.9 % (3/156 CI 0.4 %-
5.5%) , with two reagent samples with titers of 200 (66.7%) and 400 (33.3%). All seropositive
individuals to Hantavirus (100.0%) in this study were male and the village. Regarding age, there
was a higher number of seropositive subjects aged between 18 and 40 years (p=0.009). The
prevalence of antibodies to Leptospira spp. was 5.2 % (8/154 CI 2.2%-9.9%), a prevalence of 5.7
% (5/88 CI 1.8 %-12 7 % ) participants was observed in the urban area, and countryside of 4.6%
(3/66 , CI 0.9%-12.7%). The most common serotypes were the Grippotyphosa (12.5 %) in rural
areas and in the urban area autumnalis (12.5 %), while the Wolffi (25.0%) and Australis (50.0%)
were observed both in rural areas as in urban. In the analysis of risk factors, no association was
observed between these variables and serology. This was the first study conducted in the city of
Garanhuns to report the presence of IgG anti-Hantavirus in human serum samples and report the
presence of anti-Leptospira spp. in urban and rural workers of the municipality. These findings
draw attention to the care and conduct research in areas where there is a low prevalence and even
silent areas, because this way of control and prevention measures can be implemented in order to
ensure the health of the exposed population.

Keywords: diagnosis, epidemiology, leptospirosis, public health, SCPH.
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1 INTRODUCAO

A hantavirose é uma antropozoonose viral aguda que pode se manifestar sob diferentes
formas clinicas em infec¢6es humanas, como inaparente ou subclinica, cuja suspeita diagnéstica
é fundamentada nos antecedentes epidemioldgicos, ou ainda de forma grave e bem caracteristica,
como a Febre Hemorragica com Sindrome Renal (FHSR), tipica da Europa e da Asia, e a
Sindrome Cardiopulmonar por Hantavirus (SCPH), detectada somente nas Américas (BRASIL,
2010). Entretanto, uma nova denominacdo para essas doencas tem sido proposta, sugerindo o uso
apenas do termo ‘“doenca por hantavirus” em substituigdo a dicotomia FHSR/SCPH
(RASMUSON et al., 2011; CLEMENT et al., 2012).

A ocorréncia da infeccdo humana por Hantavirus esta relacionada ao contato direto com
0s roedores, principais reservatorios do Hantavirus, essa pode ser contraida em areas rurais com
alta densidade desses animais, devido a presenca de locais propicios a sua habitacdo como 0s
paidis de fazenda ou galpdes para armazenamento de grdos e ainda durante campanhas militares
ou em areas periurbanas com grande aglomeracdo populacional e baixas condi¢cdes sanitérias
(FERREIRA, 2003).

O género Hantavirus, cuja denominacdo deriva de um rio da Coreia, inclui virus
reconhecidos inicialmente nesse mesmo pais e, posteriormente, em extensas areas da Asia e
Europa, com virus isolados em ratos infectados, sendo o Apodemus agrarius o principal
reservatorio na Coreia. Na década de 80 do seculo XX, foi isolado o Seoul virus, circulando em
roedores urbanos — Rattus rattus e Rattus norvegicus (SCHATZMAYR, 2001).

Nas Ameéricas, a hantavirose caracteriza-se como uma zoonose associada aos roedores
silvestres da familia Muridae, subfamilias Sigmodontinae (América do Norte, Central e do Sul) e
Arvicolinae (América do Norte). E considerada uma doenca emergente, cujo agente etioldgico,
pertence a familia Bunyaviridae (BRASIL, 2004).

A leptospirose, por sua vez, também é uma antropozoonose, causada por bactérias do
género Leptospira que pode provocar uma doenca infecciosa febril de inicio abrupto e que,
normalmente, apresenta-se de forma leve (infec¢Ges inaparentes), podendo ainda, evoluir para a
forma grave (HORSCH, 1988).

O género Leptospira apresenta 13 espécies patogénicas com mais de 260 sorovares ja
identificadas (ADLER; MOCTEZUMA, 2010), sendo os roedores sinantropicos das especies
Rattus norvegicus, Rattus rattus e Mus musculus, os reservatorios desse agente, que apds
infectarem-se ndo desenvolvem a doencga e tornam-se portadores, eliminando-o na urina e desta

forma contaminam agua, solo e alimentos (BRASIL, 2009).
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Considerada como uma doenca de risco ocupacional, a leptospirose pode acometer, além
da populacdo residente em areas com aglomeracdo populacional e baixas condi¢des sanitarias
que favorecem a proliferacdo de roedores, os trabalhadores em limpeza e desentupimento de
esgotos, garis, catadores de lixo, agricultores, veterinarios, dentre outros profissionais por
apresentarem maior exposicdo ao agente (BRASIL, 2009).

Algumas situacbes, como as consequéncias do aumento populacional, a urbanizacao
desestruturada com exclusdo social e a ocupacdo de areas naturais, anteriormente ndo ocupadas,
sdo fatores ja conhecidos para a ocorréncia da enfermidade. Trata-se da agdo antropica
desordenada, desestruturando o ecossistema e viabilizando a aproximagdo do proprio homem
com agentes patogénicos desconhecidos. Desta forma, surgem oportunidades para a ampliacao e
utilizacdo do conhecimento multiprofissional, auxiliando na orientacdo as préaticas de prevencéao
da saude, conforme as caracteristicas de cada comunidade (SCHMIDT, 2007).

Tendo em vista que na regido Nordeste do pais, em especial no estado de Pernambuco, na
cidade de Garanhuns, os relatos na literatura sobre a real situacdo da infeccdo por Hantavirus e
Leptospira spp. em humanos sdo escassos. E que, nesta regido ha reservatorios desses agentes,
foi realizado este estudo com o intuito de determinar a prevaléncia das infeccdes e identificar os
possiveis fatores de risco associados, para que, a partir dos resultados obtidos, programas de
promocdo em salde possam ser elaborados com o intuito de minimizar o risco para 0S grupos
ocupacionais e consequentemente garantir uma melhor qualidade de salde da populacdo da

regido em estudo.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Hantavirose
2.1.1 Etiologia

A febre hemorragica epidémica foi detectada pela primeira vez em 1951, em soldados na
Coreia, tendo como principal caracteristica a grave disfungdo renal (SMADEL, 1953). Desde
entdo, muitos nomes foram utilizados para descrever o que parecia se tratar da mesma
enfermidade (febre hemorragica com sindrome renal ou hemorragica nefrose-nefrite na antiga
Unido Soviética e nefropatia epidémica no norte da Escandinavia) (LEE; LEE; JOHSON, 1978).

A descoberta do agente etioldégico da febre hemorragica com sindrome renal foi
concretizada por Ho Wang Lee em 1976, na Coreia (LEE; DALRYMPLE, 2003). Lee et al.
(1978) concerniu o isolamento do agente etioldégico da febre hemorragica da Coreia, 0
Hantavirus hoje conhecido como Hantaan virus, de roedores da espécie Apodemus agrarius.

Ap0s os surtos de doencas respiratorias na regido de fronteira de Nova México, Arizona,
Colorado e Utah no sudoeste dos Estados Unidos (Four Corners), foram iniciadas pesquisas com
casos clinicos e com roedores com o objetivo de identificar a possivel relagdo com Hantavirus.
Nichol (1993) realizou pesquisas em populacdes de roedores da espécie Peromyscus maniculatus
e a relacdo desses com os casos de doencas respiratorias e identificou que, esse roedor da
América do Norte era um possivel reservatério do Hantavirus que, posteriormente foi
identificado como Sin Nombre virus, responsavel por uma grave doenga pulmonar.

O primeiro isolamento do virus do género Hantavirus no Brasil, foi realizado por Leduc
et al. (1985), em ratos da espécie Rattus novergicus, capturados em Belém, estado do Para. Até a
década de 90, existiam apenas dois inquéritos soroldgicos, tanto em roedores (LEDUC et al.,
1985) quanto em humanos (IVERSSON et al., 1994), porém no ano de 1993, no estado de Séo
Paulo, na cidade de Juquitiba, trés pacientes foram diagnosticados com hantavirose (SILVA et
al., 1997).

O género Hantavirus pertence a familia Bunyaviridae e possui 24 espécies oficialmente
identificadas: Andes virus, Bayou virus, Black Creek Canal virus, Cano Delgadito virus,
Dobrava-Belgrade virus, EI Moro Canyon virus, Hantaan virus, Isla Vista virus, Khabarovsk
virus, Laguna Negra virus, Muleshoe virus, New York virus, Prospect Hill virus, Puumala virus,
Rio Mamore virus, Rio Segundo virus, Saaremaa virus, Sangassou virus, Seoul virus, Sin
Nombre virus, Thailand virus, Thottapalayam virus, Topografov virus e Tula virus (ICTV,
2013), além de outras cinco identificadas no Brasil, que estdo associadas a Sindrome
Cardiopulmonar por Hantavirus (SCPH), o Juquitiba/Araucaria (SUZUKI et al., 2004),
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Araraquara (SUZUKI et al., 2004), Laguna Negra (RABONI et al., 2009), Anajatuba (ROSA et
al., 2010) e Castelos dos Sonhos (ROSA et al.,, 2011). Ha dois Hantavirus que s6 foram
identificadas em roedores, o Rio Mearim (ROSA et al., 2005) e Jabora (OLIVEIRA et al., 2012).

Os Hantavirus sdo RNA fita negativa, que possuem o material genético em trés
segmentos: o grande (L) que codifica a proteina L, responsavel pelas fun¢Ges de transcriptase ou
replicase viral; o médio (M), que codifica uma poliproteina que quando clivada, gera as duas
glicoproteinas do envelope (Gn e Gg); e 0 pequeno (S) que codifica a proteina do nucleocapsideo
(ANTIC et al.,, 1992). Segundo 0s mesmos autores, 0 Hantavirus possui areas que sdo
conservadas entre todos os virus do género para a mesma sequéncia de informagé&o.

A sobrevivéncia do Hantavirus no ambiente ainda ndo € completamente conhecida,
supde-se que, em ambiente sob a luz solar, sobreviva até seis horas, enquanto em ambientes
fechados e protegidos da luz solar e acdo dos ventos, pode permanecer ativo no ambiente por até
trés dias. Ainda, conhece-se que esses sdo sensiveis a diversos desinfetantes, tais como:
compostos fendlicos, solucdo de hipoclorito de sédio a 2,5%, lisoférmio, detergentes e alcool
etilico a 70% (BRASIL, 2009).

2.1.2 Epidemiologia

Estudos soroldgicos ja foram realizados em varios paises com o objetivo de determinar a
prevaléncia da infec¢do por Hantavirus. Na Colémbia, Mattar e Parra (2004) determinaram uma
prevaléncia de 13,5% (12/88) em amostras de trabalhadores de 12 comunidades da &rea rural da
Cordoba e Sucre. Anualmente na Russia, cerca de 10.000 a 12.000 casos clinicos de hantavirose
(Puumala virus e Dobrava Belgrade virus), caracterizados por insuficiéncia renal séo relatados
(KLEMPA et al., 2008). Segundo dados do Centro de Controle de Doencas e Prevencdo (CDC),
até dezembro de 2012 foram contados 616 casos da sindrome pulmonar nos Estados Unidos,
com uma mortalidade de 36% (CDC, 2013).

No Brasil, durante o periodo de 1993 a 2013, ocorreram 1.640 casos de hantavirose e 653
Obitos (BRASIL, 2013a; BRASIL, 2013b). Outros estudos soroldgicos foram realizados em
diversos estados do Brasil para determinar a prevaléncia da infeccdo por Hantavirus, conforme

descrito na tabela 1.
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Tabela 1 — Inquéritos sorolégicos humanos, sobre a infecgdo por Hantavirus, realizados no

Brasil.
Autor Ano Estado Prevaléncia (%) Método diagndstico
Hindrichsen et al. 1993 PE 51 ELISA; RIFI.
Iversson et al. 1994 SP 4,0 ELISARIFL
Soroneutralizag&o.
Morales 1999 BA 0,4 ELISA
Holmes et al. 2000 SP 1,2 ELISA
Mendes et al. 2004 MA 13,3 ELISA
Limongi et al. 2009 MG 3,0 ELISA
Medeiros et al. 2010 PA; MT 51 ELISA; RT-PCR.
Souza et al. 2011 SC 3,5 ELISA; RIFI.
Lima et al. 2011 CE LA FLISA
2,8 Immunoblotting
Santos-Junior 2012 AL 4,0 ELISA
Badra et al. 2012 SP 4,7 ELISA
Raboni et al. 2012 PR 2,4 ELISA
Souza et al. 2012 SC 1,9 ELISA; RIFI.
Moreli et al. 2012 BA 0,6 ELISA
Gimaque et al. 2012 AM 0,6 ELISA
Pereira et al. 2012 SC 2,3 ELISA
Santos et al. 2013 MT 13 ELISA
Lamas et al. 2013 RJ 1,6 ELISA

Convencdes: ELISA- Ensaio imunoenzimatico; Imunofluorescéncia indireta; RT-PCR-Transcrigdo reversa- Reacdo

em cadeia da polimerase.
A transmissdo do agente ocorre quando os roedores infectados eliminam o virus na urina,
fezes e saliva e 0s hospedeiros susceptiveis inalam aerossoéis, contendo o agente patogénico,

formado a partir do ressecamento das excrecGes (FERREIRA, 2003).

A evidéncia de possivel transmissdo pessoa a pessoa do Hantavirus Andes, que parece
ser caracteristica somente desse Hantavirus, foi relatada por Padula et al. (1998).
A transmissdo do Hantavirus entre os reservatorios ocorre de maneira horizontal e possui

relacdo direta com a idade. A maior prevaléncia de anticorpos é observada em animais mais
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velhos (SCHMALJOHN; HJELLE, 1997) e mostrou-se associada a fatores de idade e sexo,
sendo mais comum nos adultos (PEREIRA et al., 2007).

Araujo et al. (2012) relataram outras espécies, aléem dos roedores, que também estdo
infectados com Hantavirus, na regido de Mata Atlantica da cidade Biritiba Mirim - SP, ao
detectarem Hantavirus em pulmbes e rins de trés espécies de marsupiais (Micoureus
paraguayanus, Monodelphis lhering e Didelphis aurita), e em duas espécies de morcegos
(Diphylla ecaudata e Anoura caudifer), sugerindo a ocorréncia de transmissao interespécie.

Na China, foi detectada a infeccdo por Hantavirus em morcegos da ordem Chiroptera e
de acordo com Guo et al. (2013), a infeccdo poderia ter ocorrido inicialmente em morcegos
(Chiroptera) ou mussaranho (Soricomorpha), antes de emergir em roedores. Jameson et al.
(2013) relataram uma estirpe de Seoul virus (SEOV) em ratos de estimacdo na Inglaterra e no
Pais de Gales.

Nas Américas, 0 agente possui como reservatorio os roedores silvestres da subfamilia
Sigmodontinae. Varias espéecies de Hantavirus foram reconhecidas no continente americano. O
Sin Nombre virus (SNV) é responsavel pela maioria dos casos de doenca humana na América do
Norte, enquanto na América do Sul outros Hantavirus estdo envolvidos, como o Andes virus na
Argentina e Chile, Laguna Negra no Paraguai, e Rio Mamoré na Bolivia (FERREIRA et al.,
2000).

No Brasil, as espécies de Hantavirus Araraquara e Juquitiba sdo encontradas em biomas
diferentes, de acordo com o habitat do seu reservatério. O Necromys lasiurus, reservatério do
Araraquara, é encontrado nas regides de Cerrado, e o Oligoryzomys nigripes, reservatorio do
Juquitiba, na Mata Atlantica (PEREIRA et al., 2007). No estado do Maranhao foi demonstrada a
ocorréncia de casos de SCPH, tendo como responsavel o Anajatuba virus, que teve identificado
como provavel reservatério o Oligoryzomys fornesi (ROSA et al., 2010). O Castelo dos Sonhos
virus tem como possivel reservatério o rato de arroz (Olygoryzomys utiaritensis), no municipio
de Campo Novo do Parecis em Mato Grosso (ROSA et al., 2011).

No estado de Pernambuco, em Recife e Olinda, no periodo de setembro de 1982 a marco
de 1983, anticorpos anti-Hantavirus foram detectados em roedores Rattus spp. (LEDUC et al.,
1985). Ainda, durante os anos de 2000, 2004 e 2005, no municipio de Triunfo - PE, foram
capturados e testados para deteccdo de anticorpos anti-Hantavirus, roedores de diferentes
espécies, dentre eles o Necromys lasiurus e Oligoryzomys nigripis, e todos foram negativos
(SOBREIRA et al., 2008).

Os casos de hantavirose e o risco de transmissao se concentram em regides que possuem

clima umido, se estendem desde a regido costeira da Mata Atlantica de S&o Paulo, ao sul do Rio
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Grande do Sul e leste do Paraguai e Argentina (DONALISIO; PETERSON, 2011). Para a
ocorréncia dessa enfermidade é necessario a presenca de um dos fatores de risco, como por
exemplo, a presenca do reservatdrio do agente na regido, observado onde ha disponibilidade de
alimento, fator este que explica a sobrevivéncia e circulagdo dos roedores nas regides de cerrado
em periodo seco (maio a outubro). Tal fator pode estar relacionado com a colheita de algumas
culturas como: milho, soja, arroz, trigo, sorgo, aveia, capim braquiaria, capim colonido, cana-de-
acucar, batata doce, mandioca, plantio do pinheiro e eucalipto. No caso da cana-de-agucar
acontece de maneira diferente, o periodo seco é o de colheita da cana, quando ocorrem as
qgueimadas e consequentemente migracdo dos roedores para as margens das culturas, bordas de
mata e locais ocupados pelo homem (DONALISIO et al., 2008).

No Distrito Federal, foi identificado que as alteraces do ecossistema local em virtude do
surgimento de bairros adjacentes as matas e areas com pastagens, além da existéncia de uma
zona rural bastante dinamica, com propriedades que séo destinadas ao cultivo de milho, cana-de-
acucar, soja, capim braquiaria e capim colonido fez surgir condi¢6es propicias para o aumento da
populacdo de roedores silvestres e sinantropicos que passaram a frequentar os domicilios e
paidis, garagens, silos, pocilgas, galinheiros, entre outros (SANTOS; STEINKE; GARCIA-
ZAPATA, 2011).

O ambiente ¢é caracterizado como um intermediario vital em relacdo a transmissdo do
patdgeno, enquanto a frequéncia de transmissdo nao é determinada somente pela abundancia de
reservatorios ou a presenca do agente etiolégico, mas por um conjunto de fatores, como o
declinio da biodiversidade, elevacdo de florestas com amplos mastros e folhas, isso atribuindo
mudanca de habitat (REUSKEN; HEYMAN, 2013).

Em humanos, estudos epidemiol6gicos foram realizados para identificar os fatores de
risco associados a infeccdo por Hantavirus. Limongi et al. (2007), identificaram que a faixa
etaria mais acometida foi a de individuos com 20-49 anos (78%), com predominancia do sexo
masculino (65%). A maioria dos casos ocorreu em moradores da zona rural (56,6%) e o contato
com roedores foi relatado em momentos de lazer (35%), no peridomicilio (26%) e em atividades
ocupacionais (39%), sendo que, o maior percentual de casos da SCPH (91%), ocorreu nas
estacdes de outono e inverno (entre maio e julho). Campos et al. (2009), em estudo de casos de
hantavirose em Ribeirdo Preto - SP, relataram uma letalidade de 54,3% com maior
predominancia em individuos do sexo masculino (75,7%), com média de idade de 35,8 anos
(68,5%) e maior incidéncia nos meses de estiagem (abril a setembro).

Rosa et al. (2010) identificaram no Maranhdo uma relagdo de positivos

masculino:feminino de 2:1, em areas urbanas e rurais, além de observarem uma maior exposicao
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em individuos que viviam perto de campos de arroz, que realizavam atividades agricolas e pesca,
tinham roedores silvestres em torno do agregado familiar ou contato com roedores silvestres no
local de trabalho, escola ou ambiente doméstico, além do armazenamento de arroz em casa.
Raboni et al. (2005) no estado do Parana, entre o periodo de setembro de 1998 a janeiro de 2004,
identificaram que a idade dos acometidos foi em media de 31,7 anos e 93,8% eram do sexo
masculino, além de relatarem também que a maioria dos casos foram associados com atividades
rurais (88,7%), 63% dos casos ocorreram em areas de reflorestamento de pinheiro e que 79,5%

dos casos ocorreram entre 0s meses de julho a dezembro.

2.1.3 Patogenia

As hantaviroses, apesar de serem classificadas como sindromes distintas, apresentam uma
caracteristica patogénica comum, ou seja, a lesdo capilar que pode levar a hemorragia e choque
na FHSR ou edema pulmonar e asfixia na SCPH (PLYUSNIN; VAPALATHI; VAHERI, 1996).
Hé& evidéncias da ocorréncia de casos com a manifestacdo clinica das duas sindromes, como
observado na Coreia, um caso de FHSR com coexisténcia da sindrome pulmonar descrito como
hemorragia pulmonar incomum (HONG et al., 2012).

A patogénese da hantavirose ndo depende apenas do hospedeiro e da intensidade da
resposta imunitaria, mas também de fatores virais, como o0s elementos estruturais capazes de
desviar-se da resposta imune antiviral, como por exemplo, a proteina G, (BORGES;
FIGUEIREDO, 2008).

A trombocitopenia e aumento da permeabilidade vascular que ocorrem na SCPH, podem
estar relacionadas com a utilizacdo das integrinas (o, P3) como receptores de superficie celular
por Hantavirus (BORGES et al., 2006). Existem trés pressuposi¢cOes para explicar 0s
mecanismos de aumento da permeabilidade capilar, ou seja, o ataque de células endoteliais
infectadas por linfécitos T citotdxicos especificos para virus (CTLs), o fator de necrose tumoral
(TNF) - a produzido por mondcitos ou macrofagos infectados, e o efeito direto da infeccéo viral
na funcdo de células endoteliais (TERAJIMA et al., 2007). A ativagdo de linfécitos T e a
producdo de citocinas desempenham papéis importantes na patogénese de SCPH, bem como na
disfuncgéo renal (MORI et al., 1999).

A resposta inflamatoria induz a ativagdo do sistema de secrecdo de citocinas, que
interferem na fungdo endotelial e na liberacdo de proteinas (KRAUTKRAMER; ZEIER,;
PLYUSNIN, 2012). As lesdes ocorrem nas células endoteliais do pulmdo resultando em

extravasamento capilar e a redistribuicdo anormal dos fluidos corporais pode ser responsavel
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pela hipovolemia, hipoproteinemia e hemoconcentragdo encontrados na SCPH (SESTARO et al.,
1999).

Saggioro et al. (2007) ap0ds autopsias e realizacdo de andlises de imunohistoguimica e
PCR de pacientes com hantavirose que foram a o6bito, identificaram que tal agente induz uma
miocardite associada a uma disfuncéo cardiaca, conduzindo a uma depressdo e chogque em casos
de hantavirose.

Em geral, as hantaviroses exibem poucas evidéncias histopatolégicas de dano celular, os
0rgdos que mais apresentam lesdo na FHSR sdo a glandula pituitaria e o atrio direito e na SCPH
0s pulmdes (FERREIRA, 2003).

Histologicamente ja foi relatado em pacientes com SCPH, uma moderada pneumonite
intersticial com graus variaveis de congestdo, edema e infiltracdo mononuclear celular nos
pulmdes. No intersticio presenca de células mononucleares, com a aparéncia de imunoblastos,
células inflamatdrias no interior dos alvéolos. Nos vasos pulmonares existiam neutrofilos e

linfdcitos atipicos contidos com a aparéncia de imunoblastos (MORI et al., 1999).

2.1.4 Sinais clinicos e sintomas

O periodo de incubacao da SCPH pode variar de poucos dias a semanas, culminando com
as manifestacOes clinicas iniciais. Podendo ser dividida, clinicamente, em trés fases: a primeira,
denominada de prodrémica, € descrita com ocorréncia de febre ndo elevada, mialgia intensa,
tosse seca, dispneia, vomitos, diarreia e cefaleia. Quando ocorre a evolucdo, a segunda fase
denominada de cardiopulmonar é caracterizada por deterioracdo hemodinamica e respiratoria,
representada por colapso circulatdrio e insuficiéncia respiratoria aguda, edema pulmonar néo
cardiogénico e efusdo pleural é comum nesta fase. A terceira fase é a de convalescenca
(MALHEIROS et al., 2004).

Desde que a FHSR foi identificada, apresenta um conjunto de lesdes e sintomas, em
diversos 6rgdos, como um aumento da permeabilidade capilar, associada com pequenas rupturas
de vasos capilares, producdo de petéquias e ainda hemorragias cutneas extensas, pode afetar os
sistemas urinario, gastrointestinal, endécrino, cardiorrespiratério, sistema nervoso central, com a
ocorréncia de hemorragias petequiais ou extravasamento de sangue em casos mais graves
(GAJDUSEK, 1962).

Os principais sinais clinicos e sintomas observados por Limongi et al. (2007) em 23
pacientes com hantavirose foram: febre e dispneia, mialgias, tosse, hipotensdo, cefaleia,

taquicardia, nauseas/vomitos, dor toracica, dor abdominal, calafrios, sudorese, oliguria, diarreia,
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hemorragia. Cinco casos (22%) apresentaram quadro de choque e insuficiéncia respiratoria antes
da chegada ao hospital, e evoluiram para dbito.

Campos et al. (2009) relataram ap6s o periodo de incubacdo (de dois a 30 dias), febre,
tosse, dispneia, cefaleia, nduseas, vOmitos, indisposi¢cdo, mialgia, diarreia, fendmenos
hemorragicos e adinamia, mantidos por trés a seis dias. A evolugdo para insuficiéncia
respiratoria, hipotensdo arterial e choque, ocorreu 24 a 48 horas ap0s o terceiro ou quarto dia do
surgimento dos sintomas.

Ao analisar 98 casos clinicos confirmados de hantavirose no Parand, no periodo de 1998
a 2004, Raboni et al. (2005), evidenciaram que os sinais clinicos e sintomas mais comuns foram
febre, cefaleia, tosse e mialgia, além de dor toracica, vomito, dispneia e hipotensao.

As manifestacdes iniciais com sintomas inespecificos sdo semelhantes a gripe e, quando
ocorrem complicacBes respiratdrias, os principais diagnosticos diferenciais deverdo incluir
pneumonia bacteriana, influenza, leptospirose, peste pneumdnica, febres hemorragicas virais, e

outras causas de sindrome angustia respiratéria do adulto (FERREIRA et al., 2000).

2.1.5 Diagnostico

O diagndstico da hantavirose deve ser realizado com a avaliacdo dos aspectos
epidemioldgicos associados a exames laboratoriais. A técnica preconizada pelo Ministério da
Saude para sorologia é o teste de ELISA, e para deteccdo do agente etioldgico, utilizam-se as
técnicas de Transcricdo Reversa — Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR) e
imunohistoquimica (BRASIL, 2009). Outros testes podem ser utilizados para sorologia, tais
como imunofluorescéncia ou Western Blot (SESTARO et al., 1999).

O ensaio Western Blot, utilizando antigenos especificos para diferenciar anticorpos IgM e
IgG, obteve resultados semelhantes aos ensaios imunoenzimaticos (FERREIRA, 2003).

O isolamento viral pode ser realizado a partir da inoculacdo do material bioldgico do
paciente com a SCPH ou do roedor, em culturas de células de rim de macaco verde africano
(VERO-E6) (PINCELLI et al., 2003).

Até o sétimo dia, ap0s o inicio dos sintomas, pode ser utilizado o soro, plasma, sangue,
codgulo ou biodpsia de pulméo para deteccdo do agente etioldgico, utilizando-se como técnica a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Para o diagnostico post-mortem as técnicas de PCR e
imunohistoquimica (IHQ), com fragmentos de pulmdo, rim, baco, figado, coragéo, linfonodo,

pancreas, glandulas pituitaria e cérebro podem ser utilizadas (BRASIL, 2009).
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Para ambas as formas da doenca, o teste de ELISA é usado para diagndstico
(FERREIRA, 2003). A proteina N, recombinante expressa do Hantavirus utilizada em testes
imunoldgicos, especialmente ELISA, aumenta a sensibilidade, quando comparado aos antigenos
heter6logos (Seoul, Hantaan, Puumala, Prospect Hill) produzidos em culturas de células VERO-
E6 (FELDMANN et al., 1993).

No Brasil, dois antigenos foram produzidos a partir da proteina N do Hantavirus
Araucaria/Juquitiba e Araraquara, e sao utilizados em ensaios imunoenzimaticos (RABONI et
al., 2007; FIGUEIREDO et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2009). As amostras testadas com o
antigeno Araraquara virus, pelo teste de ELISA, demostraram uma sensibilidade de 97,2% e
especificidade de 100%, um valor preditivo positivo de 100% e um valor preditivo negativo de
98,1%, utilizando amostras testadas com o antigeno Araraquara virus, quando comparados as
testadas com o Andes virus (FIGUEIREDO et al., 2009).

2.1.6 Profilaxia

Medidas profilaticas podem ser adotadas na prevencdo da hantavirose, evitando-se o
contato com roedores selvagens e suas excrecdes. Para eliminar a presenca de roedores nos
domicilios, sdo necessarias modificacGes para impedir o acesso desses e evitar acimulo de
alimentos expostos, como depdsitos de lixo abertos e vasilhas de alimentacdo para animais de
estimacdo (FERREIRA et al., 2000).

Raboni et al. (2012) relataram que no estado do Parana tém sido observadas altas taxas de
degradacdo ambiental e crescimento populacional, considerando, portanto que ha a necessidade
de monitoramento dos impactos das perdas consequentes da biodiversidade na satude humana e
os fatores complexos envolvidos na dinamica da hantavirose na natureza, para que assim seja
possivel o planejamento de ac6es de profilaxia.

O controle de roedores sinantrépicos tem como base o manejo integrado, envolve o
conhecimento de biologia, habitos comportamentais, habilidades e capacidades fisicas do roedor
associado ao conhecimento do meio ambiente onde estdo instalados. Assim, compreende um
conjunto de acdes voltadas ao controle da infestacdo de roedores, como também sobre 0 meio
ambiente que o cerca, praticados de forma simultanea, permitindo o seu controle. Esse manejo
pode ser composto por fases, de inspecdo, identificacdo e medidas corretivas e preventivas
(BRASIL, 2006).

A vigilancia e deteccdo dos possiveis casos de hantavirose sdo ferramentas essenciais

para o diagnostico e tratamento da enfermidade, contribuindo para o controle em areas
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endémicas, além da importancia da constante investigacéo epidemioldgica dos casos suspeitos ja
que existem varios sinais clinicos comuns a outras enfermidades. O Brasil possui 0 Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) que contribui para o monitoramento da
enfermidade pela analise dos dados e investigacdo desses agravos (BRASIL, 2008).

De acordo com a Portaria n°® 104, de 25 de Janeiro de 2011, a hantavirose deve ser
notificada pelos profissionais de salde as Secretarias Municipais e Estaduais de Saude, em, no
maximo, 24 horas a partir da suspeita inicial, e essas, por sua vez, deverdo informar
imediatamente & Secretaria de Vigilancia em Saude/Ministério da Saude, tratando-se, portanto,
de uma doenca de notificagdo compulséria imediata (BRASIL, 2011), cuja notificacdo deve ser
realizada no SINAN.

2.2  Leptospirose

2.2.1 Etiologia

Inicialmente, a doenca foi descrita no homem por Weil em 1886, em Heidelberg, como
uma doenca que evolui com ictericia e esplenomegalia. A etiologia foi conhecida com a
descricdo das leptospiras patogénicas por Inada e Ido (1915) e dois grupos de investigadores
alemé@es. Posteriormente, foram descobertas infeccGes por leptospiras na maioria dos animais
silvestres e de criacdo zootécnica (HORSCH, 1988).

O agente etioldgico da leptospirose é uma bactéria classificada como uma espiroqueta do
género Leptospira. As leptospiras possuem flagelo em suas extremidades, que Ihe conferem
motilidade (PICARDEAU; BRENOT; GIRONS, 2001). Desde a década de 80 do século XX, ja
era compreendida a distin¢cdo da Leptospira interrogans, como patogénica e a L. biflexa como
espécie saprofita (WAITKINS, 1986).

O Subcomité de Taxonomia de Leptospiraceae, em reunido realizada em 2007 no
Equador, decidiram manter os genomas espécies 1, 3, 4 e 5, compreendendo 13 espécies
patogénicas de Leptospira: L. alexanderi, L. alstonii, L. borgpetersenii, L. inadali, L. interrogans,
L. fainei, L. kirschneri, L. licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L. terpstrae, L. weilii, L. wolffi,
com mais de 260 sorovares. As espécies saprofitas sdo: L. biflexa, L. meyeri, L. yanagawae, L.
kmetyi, L. vanthielii e L. wolbachii, com mais de 60 sorovares (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

As leptospiras possuem a forma espiralada, delgadas, podendo ser visualizadas em campo
escuro, por microscopio de contraste de fase ou microscopia eletrénica. Sdo bactérias Gram-
negativas, porém ndo sdo vistas em esfregacos fixados e corados na rotina, podem ser

demonstradas por anticorpos fluorescentes ou por impregnacéo pela prata (LEFEBVRE, 2003).
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S&o micro-organismos aerdbios estritos, que crescem melhor a uma temperatura de 29 a
30°C. O meio tradicional para seu crescimento é soro de coelho em solucBes que variam de
salina normal a misturas de peptonas, vitaminas, eletrolitos e tamp&es. A maioria dos meios sao
liquidos ou semissolidos. Sdo oxidase e catalase positiva e muitas tem atividade de lipase. Ndo
resistem ao ressecamento, congelamento, calor (50°C por 10 minutos), sabdo, acidos biliares,
detergentes, ambientes acidiferos e putrefacdo, podem persistir em um ambiente Umido

temperado em pH neutro a ligeiramente alcalino (LEFEBVRE, 2003).

2.2.2 Epidemiologia

A leptospirose é uma enfermidade de distribuicdo cosmopolita, sendo sua ocorréncia na
regido do Oceano Indico, de forma endémica. A incidéncia média é de nove casos por 100.000
habitantes na Ilha da Reunido e o0s sorogrupos Icterohaemorrhagiae e Canicola sdo
diagnosticados com maior frequéncia. Na Franca continental a incidéncia de casos de
leptospirose € de 0,5 casos por 100.000 habitantes, aproximadamente 300 casos por ano, mas €
10 a 100 vezes maior em territorios franceses ultramarinos (PICARDEAU, 2013).

Em um estudo no nordeste do Ird foi detectado uma frequéncia de anticorpos anti-
Leptospira de 15,79% (45/285) para os sorovares Icterohaemorrhagiae, Hardjo, Grippotyphosa,
Pomona, Canicola e Ballum (SAKHAEE; POUR, 2011). No estado de Veracruz no México, em
pacientes suspeitos de dengue, foi observada uma prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira de
6,4% (SERGIO et al.,, 2012). Em funcionérios de um zooldgico na cidade de Pereira na
Coldmbia, Romero et al. (2011), observaram uma frequéncia de 25% (5/20) de anticorpos anti-
Leptospira, cujos sorovares mais frequentes foram Bataviae, Grippotyphosa, Hurstbridge.

Em 12 pacientes com leptospirose hospitalizados em Taiwan, no periodo de maio de
1996 a agosto de 1999, o sorovar que apresentou maior prevaléncia foi o Shermani (9/12), além
do Bratislava (1/12), Ballum (1/12) e Copenhageni (1/12) (YANG; WU; PAN, 2001).

Em um hospital das Antilhas Francesas (Teaching Hospital of Point-a-Pitre in the French
West Indies), em 50% dos casos dos pacientes admitidos entre 1989 e 1993 diagnosticados com
leptospirose foram identificados os sorovares Icterohaemorrhagiae, Ballum, Canicola, Australis e
Sejroe (DUPONT et al., 1997).

No Brasil, durante o periodo de 1997 a 2011, ocorreram 52.729 casos confirmados e
5.565 Obitos de leptospirose, evidenciando uma letalidade de 7% para a enfermidade e uma
média de 3.849 casos/ano. No Estado de Pernambuco, foram registrados 4.029 casos (7%) com

510 obitos (9,2%) no mesmo periodo, enquanto em 2012 foram notificados 1.194 casos
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confirmados e 99 ébitos em todo o territdrio, sendo 25 casos (2%) e quatro Obitos (4%)
confirmados no Estado de Pernambuco (BRASIL, 2012a; BRASIL, 2012b).

Outros inquéritos sorologicos em humanos foram realizados em algumas regides do pais,
utilizando a técnica de microaglutinacdo (MAT), de acordo com os dados da tabela 2.

Tabela 2 - Inquéritos soroldgicos humanos sobre a infeccdo por Leptospira spp., realizados no

Brasil.
Autor Ano Estado Prevaléncia (%) Sorovar predominante
Pereira; Andrade 1990 RJ 25,5 Icterohaemorrhagiae; Djasiman.
Tavares-Neto et al. 1996 MG 46,7/19,3 Patoc; Panama; Ausiralis
Icterohaemorrhagiae.
Almeida et al. 1994 RS 10,4 Castellonis; Australis.
Gongcalves et al. 2006 PR 4,0 Hardjo; Wolffi; Castellonis.
Aguiar et al. 2007 RO 10,2 Patoc.
Langoni et al. 2008 SP 23,53 Bratislava; Cynopteri.
Langoni et al. 2010 SP 1,33 Icterohaemorrhagiae; Panama.
Gongcalves et al. 2013 PR 12,1 Hardjo; Castellonis.

Em relacdo aos sorovares, em pesquisa realizada com casos de Séo Paulo, no periodo de
1986 a 1989, foi relatado os sorovares Copenhageni, Canicola, Castellonis e sorogrupo Pomona
com sorovar ndo identificado (SAKATA et al., 1992). No estado de Pernambuco foi relatado
Copenhageni, Icterohaemorragiae e Tarassovi (ALBUQUERQUE FILHO et al., 2011). Em
Uberlandia/MG, foram identificados os sorovares Canicola, Hardjo, Tarassovi, Wolffi e
Grippotyphosa (CASTRO et al., 2011).

A infeccdo ocorre em animais e homens, tratando-se, portanto de uma zoonose
(HORSCH, 1988). Os homens sdo hospedeiros acidentais, e tanto 0 homem, quanto os animais
infectam-se de maneira direta quando entram em contato com urina do reservatorio, ou,
indiretamente, por meio do contato com &gua, solo lamacento ou alimentos contaminados
(WAITKINS, 1986). Frequentemente, a porta de entrada é por abrasfes ou cortes na pele ou
através da conjuntiva, sendo que a infeccdo pode ocorrer também através da pele intacta apds
imerséo prolongada em agua (LEVETT, 2001). As leptospiras ficam abrigadas nos rins dos
reservatorios e dos hospedeiros de manutengdo, sendo eliminada para o ambiente pela urina
(ADLER; MOCTEZUMA, 2010).
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Hé& diferentes espécies de roedores que podem ser reservatérios de sorovares distintos,
sendo os ratos do genero Rattus considerados reservatorios para 0s sorovares dos sorogrupos
Icterohaemorrhagiae e ja os Ballum e os camundongos para o sorogrupo Ballum (LEVETT,
2001). Animais domesticos podem servir como hospedeiros de manutencdo da Leptospira spp.
adaptadas a suas espécies, como por exemplo, o cdo infectado com o sorovar Canicola
(WAITKINS, 1986). Existem adaptacbes de sorovares particulares com certas espécies de
animais, que se comportam como portadores adaptados que mantem a bactéria, e contribuem
para a manutencdo do agente em um determinado local, mas a associagdo ndo é absoluta e a
especificidade dessa manutencéo ndo é conhecida (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

A L. interrogans ja foi isolada de passaros, répteis, anfibios e invertebrados, porém, o
significado epidemioldgico de tais associacdes ndo foi estabelecido (LEFEBVRE, 2003). No
estado do Rio Grande do Sul, foi identificado o gamba da orelha branca, o Didelphis albiventris,
como um reservatério de Leptospira borgpetersenii sorovar Castellonis (JORGE et al., 2012).

A associacdo com o risco ocupacional é relatada, principalmente, nos paises com
atividades de agricultura e pecuaria, e o risco de infeccdo mediada por roedores infectados nos
paises tropicais, onde muitos sorovares podem estar presentes (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).
A ocorréncia maior em paises tropicais pode ser explicada devido, sobretudo, ao maior tempo de
sobrevivéncia de Leptospira spp. no ambiente em condi¢fes quentes e Umidas (LEVETT, 2001).

Nas éareas urbanas, os profissionais mais expostos ao risco de infeccdo, sdo 0s
limpadores de caixas de agua, fossas e valas (AVILA-PIRES, 2006), enquanto na area rural os
que lidam com o gado, como por exemplo, 0os vaqueiros, veterinarios e trabalhadores de
matadouro, estdo mais expostos ao risco de infeccdo (WAITKINS, 1986).

Nos paises em desenvolvimento, onde a leptospirose ocorre de maneira endémica e
epidémica, os fatores de risco ndo estéo relacionados apenas ao risco ocupacional ou lazer, mas,
para a populacdo como um todo. E nos paises em que ocorre aumento da populacdo desordenada
com crescente demografia, 0 homem € responsavel por modificar a area urbana e favorecer a
ocorréncia das formas endémicas e epidémicas da leptospirose (PLANK; DEAN, 2000).

Alguns fatores como mudancas climaticas, resultantes da atividade humana e préticas
de construcdo (como pavimentagdo, por exemplo), podem favorecer a ocorréncia de inundagdes,
0 que facilita a dispersdo de micro-organismos infecciosos a partir do solo ou de esgotos para as
aguas superficias (PLANK; DEAN, 2000). As condigdes ambientais favorecem a transmissao do
agente, possibilitando modificacdes da biologia da populagcdo, comportamento ou ecologia de

espiroquetas e seus hospedeiros no local (BHARTI et al., 2003).
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No Brasil, alguns fatores como éxodo rural e a ocupacdo desordenada das cidades
principalmente em locais proximos a corregos e riachos, além da organizacdo das redes de
saneamento basico, aliados a grande aglomeracdo populacional de baixa renda e infestacbes de
roedores, favoreceram 0 aumento na incidéncia de casos no meio urbano e periurbano
(VASCONCELOS et al., 2012).

Em um estudo da distribuicdo geografica dos casos de leptospirose no Estado de
Pernambuco no periodo de 2001 a 2009, Vasconcelos et al. (2012) relataram que houve um total
de 2.333 casos confirmados, 303 o6bitos e uma letalidade de 13%, sendo a maioria dos casos
oriundos da regido metropolitana do Recife (73,1%). Os autores ainda identificaram que quanto
maior é a densidade demogréafica e quantidade de pessoas com nenhuma escolaridade, maior € o
risco de ocorrer leptospirose (VASCONCELOS et al., 2012).

Os individuos do sexo masculino sdo os mais acometidos pela leptospirose, fato este,
observado em diferentes estados do Brasil: Rio de Janeiro (ANDRADE; BRANDAO, 1987),
Bahia (COSTA et al., 2001), Minas Gerais (FIGUEIREDO et al., 2001), Sdo Paulo (SOARES et
al., 2010), Amazonas (JESUS et al., 2012) e Pernambuco (VASCONCELOS et al., 2012).

Em S&o Paulo, no periodo de 1998 a 2006, a maioria dos casos de leptospirose foi do
sexo masculino (80,4%) e 45,4% eram da faixa etéria entre 20 a 39 anos e estes ocorreram
mesmo fora do periodo de enchentes, em locais com condi¢bes de moradia deficientes (SOARES
et al., 2010). No periodo de 1996 a 2009, no municipio do Rio de Janeiro, Oliveira et al. (2012),
relataram que foram confirmados 2.756 casos de leptospirose e 249 Gbitos, além de observarem
também que a maior incidéncia de leptospirose nesse periodo ocorreu em areas mais sujeitas a

inundacdes, que possuiam maior parte da populacdo de baixa renda.

2.2.3 Patogenia

A infeccdo ocorre quando as bactérias do género Leptospira penetram no organismo
através de cortes ou abrasfes, pode também ocorrer através das membranas mucosas ou pele
umida (ADLER; MOCTEZUMA, 2010). A infeccdo em humanos pode ocasionar desde uma
infeccdo subclinica a uma sindrome grave, afetando varios 6rgdos e com alta mortalidade
(LEVETT, 2001). Cerca de 90% dos casos sdo leves e autolimitados, sem necessidade de
tratamento e resolvem-se somente com a atuacdo do sistema imunolégico (PLANK; DEAN,
2000).

ApoOs a penetracdo das bactérias no organismo, atingem a corrente sanguinea, migram
para outros orgdos, ao chegarem ao figado se multiplicam e alteram a funcéo hepética. Séo

encontradas no sangue e 0Orgaos, aos oito dias apds infeccdo, periodo este denominado de
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bacteremia (HORSCH, 1988). Ocorrendo assim, dano ao endotélio de pequenos vasos
sanguineos que conduzem a isquemia localizada nos 6rgéos, o que resulta na insuficiéncia renal
tubular, necrose hepatocelular e dano pulmonar, meningite miosite e placentite. Hemorragias e
uma deficiéncia de plaquetas podem ocorrer em casos graves (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

As bactérias que possuem uma acdo hematotoxica, dependendo do grau de hemdlise
instaurado podem induzir um quadro patologico grave, com hemoglobinemia, hemoglobindria,
anemia e ictericia. Quando se inicia a producdo de anticorpos, apés a fase septicémica, as
leptospiras sdo destruidas na corrente sanguinea, caracterizada como fase toxica e, depois disso,
alojam-se nos tabulos renais (HORSCH, 1988).

Histologicamente, os rins de individuos infectados podem apresentar uma nefrite
intersticial, que pode ser resultado da presenca do micro-organismo no tecido (BHARTI et al.,
2003).

2.2.4 Sinais clinicos e sintomas

Os sinais clinicos e sintomas iniciais sao dor de cabeca, febre, mal-estar, mialgia, sufuséo
conjuntival e, as vezes, uma erupcdo transitoria. Uma das formas de leptospirose apresenta a
manifestacdo respiratdria, que envolve grave edema pulmonar e hemorragias, que tem sido a
causa de morte em algumas epidemias. Em gestantes, a leptospirose em qualquer forma de
apresentacdo, pode levar a infeccdo uterina e morte fetal (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

Na fase inicial da manifestacdo clinica, diarreia, artralgia, hiperemia, tosse seca,
fotofobia, dor ocular e hemorragia conjuntival, exantema (10-20% dos pacientes),
hepatomegalia, esplenomegalia e linfadenopatia podem estar presentes. Alguns sinais clinicos
podem ajudar a diferenciar a fase precoce da leptospirose de outras doencas febris agudas, como
a sufusdo conjuntival, que é um achado caracteristico da leptospirose observado em cerca de
30% dos pacientes assim como a intensa mialgia, principalmente na regido lombar e nas
panturrilhas. Porém, eles ndo sdo suficientes para diferenciar de outras doencas com sintomas
semelhantes. Na fase tardia grave, a classica sindrome de Weil é caracterizada pela triade de
ictericia rubinica (tonalidade alaranjada muito intensa), insuficiéncia renal aguda e hemorragias
mais comumente pulmonares. Quando ha comprometimento pulmonar, esse se expressa com
tosse seca, dispneia, expectoragdo hemoptoica e, ocasionalmente, dor tordcica e cianose
(BRASIL, 2009).

Como diagnostico diferencial, as seguintes enfermidades devem ser consideradas:
dengue, dengue hemorragica, hantavirose, riquetsioses (PLANK; DEAN, 2000), influenza

(sindrome gripal), doenca de Chagas aguda, toxoplasmose, febre tifoide, hepatites virais agudas,
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febre amarela, maléria, endocardite, pneumonias, pielonefrite aguda, apendicite aguda, sepse,
meningites, colangite, colecistite aguda, sindrome hepatorrenal e sindrome hemoliticouremica
(BRASIL, 2009).

2.2.5 Diagnostico

O método laboratorial de escolha para o diagnéstico depende da fase evolutiva em que se
encontra o paciente. Na fase inicial, as leptospiras podem ser identificadas no sangue por meio
de exame direto, de cultura em meios apropriados, inoculacdo em animais de laboratério ou
PCR, porém o resultado da cultura somente se finaliza ap6s algumas semanas, 0 que garante
apenas um diagnostico retrospectivo. Ja na fase tardia, as leptospiras podem ser encontradas na
urina, cultivadas ou inoculadas. Pelas dificuldades inerentes a realizacdo dos exames
anteriormente citados, os métodos soroldgicos séo eleitos para o diagnéstico da leptospirose e 0s
mais utilizados séo o teste ELISA-IgM e a microaglutinacdo (MAT) (BRASIL, 2009).

Ainda como método diagndstico, gotas de sangue podem ser inoculadas em meios
apropriados, semissolido ou liquido, o EMJH (Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris) ou
Fletcher, durante os sete primeiros dias dos sintomas e como diagndstico post-mortem a
histopatologia e a imunohistoquimica, podem ser realizadas com fragmentos de tecidos como,
cérebro, pulmao, rim, figado, pancreas, coracdo e musculo esquelético (panturrilha), (BRASIL,
2009). Na histopatologia e imunohistoquimica é possivel a visualizacdo de leptospiras ou seus
antigenos em microscopios de campo escuro ou contraste de fase, por meio de colora¢es como
Giemsa, Vermelho Congo e impregnacfes a base de prata, como Levaditi e Warthin-Starry
(GOMES, 2013).

O teste sorolégico padrdo ouro é o teste de aglutinagdo microscépica (MAT). Este
método, no entanto, depende da manutencéo de culturas de sorovares de Leptospira, o que torna
a técnica trabalhosa e onerosa, portanto, limitada a laboratorios de referéncia no diagnostico. A
interpretacdo do resultado da titulagcdo deve ser criteriosa, pois um titulo elevado é indicativo de
uma infec¢do atual ou recente, mas um baixo titulo numa Unica amostra é inconclusivo, visto que
0s anticorpos podem persistir por anos (GUERRA, 2013). Entretanto, apesar das limitacGes a
sensibilidade e especificidade da MAT sdo altas (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

Os testes de ELISA (ensaio imunoenzimatico) foram desenvolvidos utilizando uma
grande variedade de preparacGes de antigeno. No entanto, a sensibilidade e especificidade néo
coincidem com as da MAT. Outros métodos de deteccdo de anticorpos incluem
macroaglutinacdo, aglutinacdo em latex, ensaios de fluxo com pesquisa de IgM (ADLER,;
MOCTEZUMA, 2010).
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O desenvolvimento e validagdo de testes para o diagndstico precoce, como a PCR pode
contribuir para melhorar a capacidade de deteccdo precoce e inicio do tratamento em doentes
(GUERRA, 2013). A PCR ¢é um método de rapida deteccdo do material genético da bactéria,
quando comparado a cultura microbioldgica que necessita de semanas para obtencdo do
resultado (MERIEN, et al. 1992). Para PCR o material de escolha é soro ou plasma, na fase
aguda (BRASIL, 2009).

2.2.6 Profilaxia

Como ndo é possivel a eliminagdo do reservatorio da leptospirose no ambiente, nem
evitar os elevados indices de pluviosidade nas regides de clima tropical, é fundamental a adocao
de medidas higiénico-sanitarias, além da realizacdo do tratamento precoce dos casos detectados.
O saneamento ambiental e a educacdo em saude sdo fundamentais para diminuir os danos
causados pela leptospirose (OLIVEIRA et al., 2009).

Pereira et al. (2007) citam a necessidade de uma politica sanitaria que atue no sentido de
estabelecer um sistema responsavel por recolhimento e tratamento de detritos que permanecem a
beira de rios e lagoas atraindo roedores, drenagem dos leitos fluviais e rede de esgoto.

A realizacdo do manejo integrado para controle dos roedores, baseados na inspecéo,
identificacdo e implementacdo das medidas corretivas e preventivas também é importante para o
controle da doenca, associando-se 0 manejo do ambiente a acdes sobre a populacdo de roedores
(BRASIL, 2006).

A viabilidade do desenvolvimento de vacinas para seres humanos, principalmente para
populacdes de lugares endémicos e carentes, ainda precisa ser estabelecida. Existem alguns
entraves ao desenvolvimento de uma vacina, como a falta de conhecimento dos sorovares que
circulam no local, avaliagdo da seguranca e eficacia da vacina, e seu custo (GUERRA, 2013).

O Ministério da Saude atua na vigilancia dos agravos importantes para saide publica e a
deteccdo de casos é uma das ferramentas importantes para a profilaxia das enfermidades. Através
da Portaria n°® 104, de 25 de Janeiro de 2011, a leptospirose é de notificacdo compulséria as
Secretarias Municipais e Estaduais de Salde, a partir da suspeita inicial, e estas por sua vez
deverdo informar a Secretaria de Vigilancia em Saude/Ministério da Saude (BRASIL, 2011).



30

OBJETIVOS
2.3  Geral
e Realizar uma analise epidemioldgica da infeccdo por Hantavirus e Leptospira spp. em

grupos ocupacionais do municipio de Garanhuns, no Estado de Pernambuco.

2.4  Especificos
e Determinar a prevaléncia de anticorpos anti-Hantavirus e por anti-Leptospira na
populacdo de garis (coleta de lixo, coleta seletiva, capina e varricdo) e trabalhadores
rurais do municipio de Garanhuns no Estado de Pernambuco;
e Identificar os fatores de risco associados a presenca de anticorpos anti-Hantavirus e anti-
Leptospira spp.;
e Determinar a frequéncia dos diferentes sorogrupos de Leptospira spp. Nnos grupos

ocupacionais do municipio de Garanhuns no Estado de Pernambuco.
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Pesquisa de anticorpos anti-Leptospira spp. em grupos ocupacionais do municipio de
Garanhuns, Pernambuco

Resumo

Objetivou-se com o presente trabalho determinar a prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira
spp. em grupos ocupacionais do municipio de Garanhuns no Estado de Pernambuco, Brasil. Um
total de 154 amostras foram colhidas e aplicado um questionario, para a analise dos fatores de
risco. Para o diagndstico soroldgico utilizou-se a técnica de Soroaglutinagdo Microscopica
(MAT). A prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira spp. foi de 5,19% (8/154; I.C. 2,27% -
9,98%), sendo observada nos participantes da zona urbana uma prevaléncia de 5,68% (5/88; I.C.
1,87% - 12,76%) e nos da zona rural 4,55% (3/66; 1.C. 0,95% - 12,71%). Os sorovares mais
frequentes foram o Grippotyphosa (12,5%) na area rural, e na area urbana o Autumnalis (12,5%),
enquanto o Wolffi (25%) e o Australis (50%) foram verificados tanto na area rural como na
urbana. Na analise de fatores de risco ndo foi observada associagdo entre as variaveis estudadas e
a sorologia. Este foi o primeiro estudo a relatar a presenca de anticorpos anti-Leptospira spp. em
trabalhadores urbanos e rurais do municipio de Garanhuns, Pernambuco. Este achado alerta para
a atencdo e realizacdo de pesquisas em areas em que ha uma baixa prevaléncia e até mesmo para
areas silenciosas, pois desta forma medidas de controle e prevencao poderdo ser implementadas
com o intuito de garantir a satde da populacdo exposta.

Palavras-chave: epidemiologia, leptospirose, saude publica

Introducéo

A leptospirose é uma antropozoonose, causada por bactérias do género Leptospira que
pode provocar uma doenca infecciosa febril de inicio abrupto e apresenta-se de forma leve
(infeccdes inaparentes), ou ainda pode evoluir para a forma grave (1).

O género Leptospira possui 13 espécies patogénicas e mais de 260 sorovares ja foram

identificados (2). As diferentes espécies de roedores podem ser reservatdrios de sorovares
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distintos (3). Os homens sdo hospedeiros acidentais, se infectam de maneira direta quando
entram em contato com urina do reservatorio contaminada, ou indiretamente por meio do contato
com agua, solo lamacento ou alimentos contaminados (4).

No Brasil, alguns estudos sorologicos foram realizados para determinar a prevaléncia da
infeccdo por Leptospira spp. em humanos e observou-se uma variagédo de 1,3% a 25% (8-14).

Estudos de prevaléncia sdo realizados para investigacdo da infeccdo em diferentes
partes do mundo, como o realizado no nordeste do Ird, com uma prevaléncia de anticorpos anti-
Leptospira de 15,79% (45/285), para os sorovares Icterohaemorrhagiae, Hardjo, Grippotyphosa,
Pomona, Canicola e Ballum (5). No estado de Veracruz no México foi observada uma
prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira de 6,4% (11/171) (6). Na cidade de Pereira na
Colombia foi detectada uma prevaléncia de 25% (5/20) em funcionarios de um zooldgico e os
sorovares mais frequentes foram Bataviae, Grippotyphosa, Hurstbridge (7).

Em relacdo aos fatores de risco, estudo aponta que éxodo rural e a ocupacao
desordenada das cidades principalmente em lugares proximos a corregos e riachos, além da falta
de organizacdo das redes de saneamento basico, aliados a grande aglomeracdo populacional de
baixa renda e infestacbes por roedores favoreceram o aumento na incidéncia de casos de
leptospirose no meio urbano e peri-urbano (15).

Considerando a importancia e risco ocupacional relacionado a essa enfermidade,
objetivou-se com este estudo determinar a prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira spp. em
profissionais responsaveis pela limpeza urbana, catadores de material reciclado e trabalhadores

rurais do municipio de Garanhuns do estado de Pernambuco, Brasil.

Material e Métodos
O projeto foi submetido & apreciacdo e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

(CEP) da Plataforma Brasil, com nimero CAAE 03798812.3.0000.5207.
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Para realizacdo deste estudo utilizou-se uma analise epidemioldgica descritiva
transversal. Para determinar o tamanho da amostra utilizou-se uma prevaléncia esperada para
infeccdo por Leptospira spp. de 10,4% (9), 0 que determinou uma amostragem minima de 110
amostras, considerando o nivel de confianca de 95% e erro estatistico de 5% (16). Como margem
de seguranca foram colhidas 154 amostras, sendo 95 do sexo masculino e 59 do sexo feminino,
colhidas de profissionais que atuam na zona urbana e rural. Na zona urbana, foram selecionados:
uma empresa terceirizada de limpeza urbana (n = 80) e uma associacdo de catadores de material
para reciclagem (n = 8). Na zona rural, foram amostrados 66 trabalhadores rurais cadastrados no
Posto de Saude da Familia (PSF) localizado no distrito de Sdo Pedro, pertencente a0 municipio
de Garanhuns.

N&o houve critérios de inclusdo ou exclusdo, os voluntarios foram convidados a participar
da pesquisa com antecedéncia e por demanda espontanea e nos dias agendados foram obtidas as
amostras. Antes da colheita das amostras, foi esclarecido sobre os objetivos da pesquisa e 0s que
concordaram em participar, assinaram e receberam uma via do TCLE - Termo de
Consentimento Livre Esclarecido, conforme Resolucdo n° 466/12 do Conselho Nacional de
Saude (17). Foi aplicado um questionario com questdes objetivas que incluia informac6es
demogréficas (sexo, idade, endereco, ocupacdo e tempo exercendo essa atividade) e perguntas
relacionadas aos fatores de risco para a ocorréncia da infeccdo (presenca de roedores em casa ou
no trabalho, destino do lixo, acimulo de lixo proximo a casa). Foram colhidas amostras de
aproximadamente 10 mL de sangue, com seringa e agulha descartaveis. Os tubos identificados
posteriormente foram centrifugadas a 5000 rpm por 10 minutos e as aliquotas de soro em tubos tipo
eppendorfs foram armazenadas a -20° C na Central de Laboratérios de Garanhuns da Unidade
Académica de Garanhuns - CENLAG, até a realiza¢do da sorologia.

Para o diagnostico sorolégico empregou-se a técnica de Soroaglutinagdo Microscopica

(MAT) (18), na qual utilizaram-se como antigenos 24 sorovares de Leptospira interrogans vivas
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cultivadas em meio EMJH (Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris), livres de contaminacao
e autoaglutinacdo, sendo eles: Andamana, Australis, Autumnalis, Bataviae, Bratislava, Butembo,
Canicola, Castellonis, Copenhageni, Cynopteri, Hardjo, Hebdomadis, Grippotyphosa,
Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama, Pomona, Patoc, Pyrogenes, Sentot, Shermani,
Tarassovi, Whitcombi e Wolffi (19). Foram considerados positivos 0s soros que apresentaram
aglutinacdo de pelo menos 50% das leptospiras no campo microscopico a partir da diluicdo
1:100 (14). Os reagentes na triagem (1:50), foram submetidos a multiplas diluicdes a partir de
1:100, sendo considerado o maior titulo o ultimo em que ainda foi observada aglutinacdo em
mais de 50% do campo escuro.

Realizou-se a andlise estatistica descritiva para calculos das frequéncias relativa e
absoluta dos resultados obtidos no teste sorologico. Para identificar a associacdo entre as
variaveis epidemioldgicas e exame soroldgico, aplicou-se analise univariada das varidveis de
interesse pelo teste Exato de Fisher e foram submetidas a uma anélise multivariada pelo modelo
regressdo logistica. Para analise dos dados utilizou-se o software Epi Info, versdo 7.1.1.0 -

Centers for Disease Control and Prevention (CDC).

Resultados

A prevaléncia geral de anticorpos anti-Leptospira spp. foi de 5,19% (8/154; I.C. 2,27% -
9,98%), Na area urbana a prevaléncia foi de 5,68% (5/88; I.C. 1,87% - 12,76%) e na area rural
foi de 4,55% (3/66; 1.C. 0,95% - 12,71%).

Observou-se que a prevaléncia em relacdo ao sexo foi de 6,17% (5/81) em trabalhadores
do sexo masculino na area urbana e 14,29% (2/14) na area rural. Para o sexo feminino observou-
se prevaléncia de 1,82% (1/52) na area rural e nenhum reagente na area urbana.

A frequéncia dos sorovares para Leptospira spp. e distribuicdo por area urbana e rural

esta descrita na tabela 1.
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A analise de associacao entre as variaveis epidemiologicas e a sorologia para pesquisa de
anticorpos anti-Leptospira spp. dos participantes da zona urbana, encontra-se disposta na tabela
2. Na area rural ndo foi identificada associacdo entre as variaveis analisadas: acimulo de lixo
préximo a casa (p=1,000) e depdsito de armazenamento de graos (0,457).

Na regressao logistica ndo foi identificada associacéo entre as variaveis analisadas para as

areas urbana e rural e infeccdo por Leptospira spp.

Discussao

A prevaléncia neste estudo é diferente dos resultados obtidos em outros paises, como no
Ird (15,8%) (5) e Colémbia (25,0%) (7). Difere também de outros estudos realizados no Brasil
com prevaléncias variando entre 10,2% a 25% (8, 9, 11, 12, 14).

Estas diferentes prevaléncias podem estar relacionadas as caracteristicas ambientais,
fatores de riscos aos quais, as populacdes que participaram dos inquéritos estavam expostas, area
de estudo, amostragem realizada e tipos de sorovares empregados na sorologia.

A baixa prevaléncia encontrada neste estudo confere com os dados registrados no
Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo (SINAN), onde se constatou a ocorréncia de
trés casos de leptospirose no municipio de Garanhuns, Pernambuco, no periodo de 2007 a 2012.

Ao analisar os sorovares observou-se neste estudo a ocorréncia de Australis, Autumnalis,
Grippotyphosa e Wolffi. Semelhante a este estudo, outros autores também relataram os sorovares
Autumnalis (12), Australis (9), Grippotyphosa (5, 7) e Wolffi (10) como os mais prevalentes.

O sorovar mais prevalente neste estudo foi o Australis, este sorovar é relatado na
literatura como responsavel pela infeccdo em ovinos (20, 21), sendo estes uma possivel fonte de
infeccdo para os reagentes nesta pesquisa, visto que é comum na periferia da cidade a criacdo de

animais de producdo. O sorovar Autumnalis é descrito em estudos de prevaléncia em cées (22,
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23), bovinos (24) e ovinos (20, 21, 25). Observou-se neste estudo que o participnate reagente
afirmou ter contato com cées e residia em um bairro na periferia.

Estes dois sorovares, Australis e Autumnalis foram identificados em dois casos de
leptospirose aguda humana no municipio de Pelotas (RS) (26), o que demonstra a importancia de
conhecer os sorovares presentes nas diferentes areas, pois a depender do sorovar identificado na
regido de estudo, medidas de controle e prevencdo deverdo ser especificas, observando as
particularidades da cadeia de transmissao deste agente.

Em relacdo ao sorovar Wolffi identificado neste estudo, observou-se que um dos
reagentes possuia o habito de tomar banho em locais com agua parada (acudes) e com acesso a
animais de producdo o que provavelmente proporcionou o contato com o sorovar encontrado,
visto que este é relatado principalmente em bovinos, considerados hospedeiros de manutengdo
(27).

De acordo com Waitkins (4) os animais domeésticos podem servir como hospedeiros de
manutencdo da Leptospira spp. adaptadas a suas espécies, como por exemplo, o cdo infectado
com o sorovar Canicola. Existem adaptacdes de sorovares particulares com certas espécies de
animais, que se comportam como portadores adaptados que mantem a bactéria, e contribuem
para a manutencdo do agente em um determinado lugar, mas a associacdo nao é absoluta e a

especificidade dessa manutengdo ndo € conhecida (2).

Ao observar a anélise de associacdo entre as variaveis analisadas e a sorologia néo foi
identificado nenhum fator de risco. Entretanto, observou-se uma maior prevaléncia em
individuos do sexo masculino o que pode estar relacionada ao risco ocupacional, ja que
geralmente as atividades de limpeza urbana sdo realizadas principalmente por homens. Outros
estudos de casos com leptospirose também indicam uma maior ocorréncia da infeccdo em

pacientes do sexo masculino (28, 29, 30, 31, 32, 15).
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Em relacdo ao fornecimento de agua, observou-se uma maior prevalécia nos
trabalhadores que ndo possuiam em suas residéncias agua encanada, observando associacao
significativa na analise univariada (p=0,048). Constatou-se uma maior prevaléncia em
trabalhadores que residiam em casas que alagavam durante as chuvas (12,5%). Estas duas
varidveis estdo diretamente relacionadas com a epidemiologia da doenca, visto que a agua
quando néo tratada pode veicular diversos patdgenos para 0 homem, inclusive a Leptospira spp e
que a leptospirose esta diretamente relacionada com o contato com agua contaminada com urina
dos roedores e de animais infectados durante as enchentes. De acordo com Waitkins (4) os
homens sdo hospedeiros acidentais, e tanto 0 homem, quanto os animais infectam-se de forma
direta quando entram em contato com urina do reservatorio contaminada, ou indireta por meio do
contato com agua, solo lamacento ou alimentos contaminados.

Nédo foi possivel identificar neste estudo associacdo entre as varidveis: presenca de
roedor; trabalho em &reas de esgoto a céu aberto, valas, galerias e esgotos. Segundo Adler e
Moctezuma (2) a associa¢do com o risco ocupacional € relatada principalmente nos paises com
atividades de agricultura e pecuaria e o risco de infeccdo mediada por roedores infectados nos
paises tropicais, onde muitos sorovares podem estar presentes (2). Nas areas urbanas, 0S
profissionais mais expostos ao risco de infeccdo, sdo os limpadores de caixas de agua, fossas e
valas (32), enquanto que na area rural os que lidam com o gado, como por exemplo, 0s

vaqueiros, veterinarios, trabalhadores de matadouro estdo mais expostos ao risco de infecgéo (4).

Nos paises em desenvolvimento, onde a leptospirose ocorre de maneira endémica e
epidémica, os fatores de risco ndo estdo relacionados apenas ao risco ocupacional ou lazer, mas,
para a populacdo como um todo. Ja nos paises onde ocorre aumento da populacdo de forma
desordenada com crescente demografia, 0 homem ¢é responsavel por modificar a area urbana e

favorecer a ocorréncia das formas endémicas e epidémicas da leptospirose (34).
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Alguns fatores como mudancas climaticas, resultante da atividade humana e praticas de
construcdo (como pavimentacdo, por exemplo) podem favorecer a ocorréncia de inundacdes, 0
que facilita a dispersdo de micro-organismos infecciosos a partir do solo ou de esgotos para as
aguas superficias (34). As condigdes ambientais favorecem a transmissdo do agente,
possibilitando modificacbes da biologia da populacdo, comportamento ou ecologia de

espiroquetas e seus hospedeiros no local (35).

No Brasil, alguns fatores como éxodo rural e a ocupacdo desordenada das cidades
principalmente em lugares préximos a corregos e riachos, além da falta de organizagédo das redes
de saneamento basico, aliados a grande aglomeracédo populacional de baixa renda e infestacfes

de roedores propicia 0 aumento de casos no meio urbano e peri-urbano (15).

Para controlar e prevenir esta enfermidade é necessario que se adotem medidas como
educacao em salude, saneamento ambiental, adocdo de medidas higiénico-sanitarias e tratamento
precoce dos casos detectados, visto que ndo é possivel realizar a eliminacdo do principal

reservatorio desse agente (36).

Concluséo

Este foi o primeiro estudo a relatar a presenca de anticorpos anti-Leptospira spp. em
trabalhadores urbanos e rurais do municipio de Garanhuns, Pernambuco. Este achado alerta para
a atencdo e realizacdo de pesquisas em areas em que ha uma baixa prevaléncia e até mesmo para
areas silenciosas, pois desta forma medidas de controle e prevencdo poderdo ser implementadas
com o intuito de garantir a satide da populacgdo exposta.
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Tabela 1 — Distribuicdo da frequéncia dos sorovares das amostras reagentes dos trabalhadores

urbanos e rurais do municipio de Garanhuns, Pernambuco

Titulacdo
Sorovar 100 200 400
Urbana Rural Urbana Rural Urbana Rural

Australis 2 1 - - 1 -
Autumnalis 1 - - - -
Grippotyphosa - - - 1 - -
Wolffi - 1 1 - - -
Total 3 2 1 1 1 -

Tabela 2 Andlise dos fatores de risco associados a infeccdo por Leptospira spp em profissionais
responsaveis pela limpeza urbana, catadores de material reciclado do municipio de Garanhuns do

Estado de Pernambuco, Brasil

ANALISE
VARIAVEL N SOROLOGIA UNIVARIADA P
Reagente OR (I.C. 95%)
Tempo da ocupacao
0
Mepos que 5 anos 60 4 (6,6%) 1,92 (0,20 - 18,09) 1,0000
Mais que 5 anos 28 1 (3,5%)
Qual o horario de trabalho?
Diurno 61 2 (3,2%) -
Noturno 7 2 (28,5%) 11,80 (1,35 - 102,54) 0,0233*
Ambos 20 1 (5,0%) 1,55 (0,13 - 18,09)
Trabalha em terrenos baldios?*
i 0,
Sim 62 2(32%) 0,23 (0,03 - 1,49) 0,1300
Néo 24 3(12,5%)
Trabalha em areas de esgoto a
ceu aberto?!
i 0,
Sim 67 3(4,4%) 0,32 (0,05 - 2,15) 0,2449
Né&o 16 2(12,5%)
Trabalha em lugares como valas,
galerias e esgotos?!
i 0,
Sim 38 1(2,6%) 0,29 (0,03 - 2,77) 0,3776
Né&o 48 4 (8,3%)
Observa roedor no local de
trabalho??
i 0
Sim 66 2(3,0%) 0,18 (0,03 - 1,21) 0,0884
Néo 21 3(14,2%)
Utiliza protecéo no trabalho??
i 0,
Sim 5 4(5,3%) 0,50 (0,50 - 5,04) 0,4738
Né&o 10  1(10,0%)

Participou de treinamento para
iniciar no trabalho??
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Sim 21  1(4,76%)
Né&o 66 4 (6,06%)
Qual a fonte de fornecimento de
agua na residéncia?

0,77 (0,08 - 7,34) 1,0000

Agua encanada 81  3(3,7%) 0,09 (0,01 - 0,71) 0.0487*
Outras 7 2(28,57%) S 1 |
A casa alaga quando chove?
- ()
Sim 8 1(125%) 2,71 (0,26 - 27,73) 0,3863
Néo 80 4 (5,0%)

N - Total de amostras; OR - Odds Ratio(Raz&o de Chance); IC - Intervalo de Confianca; * Associacdo
significativa (P<0,05); * Base utilizada (86);2 Base utilizada (87); 3Base utilizada (85).
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Inquérito soroldgico para Hantavirus em trabalhadores urbanos e rurais em

Pernambuco

Inquérito para Hantavirus

Resumo: Objetivou-se com este estudo determinar a prevaléncia de anticorpos anti-Hantavirus
em profissionais responsaveis pela limpeza urbana (coleta de lixo, capina e varricdo), catadores
de material reciclado e trabalhadores rurais do municipio de Garanhuns do Estado de
Pernambuco, Brasil. Foram obtidas 156 amostras, colhidas de profissionais que atuam em uma
empresa terceirizada de limpeza urbana, catadores de material para reciclagem e trabalhadores
rurais. O método utilizado para a detec¢do de anticorpos IgG contra a proteina N do hantavirus
Araraquara foi o ELISA in house. A prevaléncia de anticorpos anti-Hantavirus foi de 1,9%
(3/156; 1.C. 0,4%-5,5%). Apobs a realizacdo da titulacdo, observou-se duas amostras reagentes
com titulos de 200 (66,7%) e uma de 400 (33,3%). Todos os individuos sororreagentes (100,0%)
eram do sexo masculino e da zona urbana. Em relacdo a idade, observou-se um maior nimero de
sororeagentes na faixa etaria entre 18 e 40 anos (p=0,009). Este foi o primeiro estudo realizado
no municipio de Garanhuns a relatar a presenca de IgG anti-hantavirus em humanos, o que alerta
para uma necessidade de atencdo especial pelas autoridades em Vigilancia Epidemioldgica para
investigacdo da ocorréncia desta enfermidade.

Palavras-chave: diagnoéstico, epidemiologia, SCPH.

Introducéo

A hantavirose € uma antropozoonose viral de curso agudo que pode se manifestar sob
diferentes formas clinicas em infec¢fes humanas: inaparente ou subclinica; de forma grave e
bem caracteristica como a Febre Hemorragica com Sindrome Renal (FHSR) tipica da Europa e

da Asia, ou ainda a Sindrome Cardiopulmonar por Hantavirus (SCPH) tipica das Américas. [1]
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Entretanto, uma nova denominacdo para essas doencas tem sido proposta, sugerindo 0 uso
apenas do termo “doenga por hantavirus” em substituigdo a dicotomia FHSR/SCPH. [2,3]

Nas Américas, a hantavirose caracteriza-se por estar associada aos roedores silvestres da
familia Muridae, subfamilias Sigmodontinae (América do Norte, Central e do Sul) e Arvicolinae
(América do Norte). [4] E considerada uma doenca emergente, cujo agente etioldgico, o
hantavirus, pertence a familia Bunyaviridae. [5] Os roedores infectados eliminam os virus na
urina, fezes e saliva e a transmissdo ocorre quando os hospedeiros susceptiveis inalam aerossois,
contendo o virus, formado a partir do ressecamento das excrecdes. [6]

Segundo dados do Centro de Controle de Doencas e Prevencdo (CDC), até dezembro de
2011 foram relatados 587 casos da sindrome pulmonar nos Estados Unidos, com uma
mortalidade de 36%. [7] Anualmente na Russia cerca de 10.000 a 12.000 casos clinicos de
hantavirose (Puumala virus e Dobrava Belgrade virus), caracterizados por insuficiéncia renal
sdo relatados. [8]

No Brasil, a doenca foi diagnosticada pela primeira vez em 1993, no municipio de
Juquitiba, interior do Estado de S&o Paulo. [4] De acordo com dados atualizados do Ministério
da Saude, em maio de 2013, no periodo de 1993 a 2013 ocorreram 1.640 casos de hantavirose no
Brasil e 653 dbitos. [9,10]

Considerando a escassez de dados sobre relatos de hantavirus no estado de Pernambuco,
objetivou-se com o presente trabalho determinar a prevaléncia de anticorpos anti-Hantavirus em
profissionais responsaveis pela limpeza urbana (coleta de lixo, capina e varricdo), catadores de
material reciclado e trabalhadores rurais do municipio de Garanhuns, Estado de Pernambuco,

Brasil.

Material e Métodos



59

O projeto foi submetido & apreciacdo e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Plataforma Brasil, com nimero CAAE 03798812.3.0000.5207.

Para este estudo foi realizada uma andlise epidemioldgica descritiva transversal no
municipio de Garanhuns, que possui uma populacdo de 129.408 habitantes. [11]

O tamanho da amostra para compor o estudo de prevaléncia foi determinado
considerando-se uma prevaléncia esperada para infeccdo por Hantavirus de 4,0% [12], o que
determinou uma amostragem minima de 60 amostras, considerando o nivel de confianca de 95%
e erro estatistico de 5%. [13] Como margem de seguranca foram obtidas 156 amostras, sendo 97
do sexo masculino e 59 do sexo feminino, colhidas de profissionais que atuam na zona urbana e
rural. Na zona urbana foram selecionadas uma empresa terceirizada de limpeza urbana (n = 80) e
uma associacdo de catadores de material para reciclagem (n = 8). Na zona rural foram
amostrados 68 trabalhadores rurais cadastrados no Posto de Salde da Familia (PSF) localizado
no distrito de Sdo Pedro, pertencente ao municipio de Garanhuns.

N&o houve critérios de inclusdo ou exclusdo, os voluntarios foram convidados a
participar da pesquisa com antecedéncia e por demanda espontanea e nos dias agendados foram
obtidas as amostras. Antes da colheita das amostras, foi esclarecido sobre os objetivos da
pesquisa e 0s que concordaram em participar, assinaram e receberam uma via do TCLE — Termo
de Consentimento Livre Esclarecido, conforme Resolugdo n°196/96 do Conselho Nacional de
Salde. [14] Foi aplicado um questionario com questdes objetivas que incluia informacoes
demogréficas (sexo, idade, endereco, ocupacdo e tempo exercendo essa atividade) e perguntas
relacionadas aos fatores de risco para a ocorréncia da infeccdo (presenca de roedores em casa ou
no trabalho, destino do lixo, uso de equipamento de protecdo, acimulo de lixo préximo a casa).
Foram colhidas amostras de aproximadamente 10 mL de sangue, com seringa e agulha

descartaveis. Os tubos identificados posteriormente foram centrifugadas a 500 rpm por 10 minutos e as
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aliquotas de soro em tubos tipo eppendorfs foram armazenadas a -20° C na Central de Laboratorios
de Garanhuns da Unidade Académica de Garanhuns - CENLAG, até a realizacdo da sorologia.

O método utilizado para a deteccao de anticorpos 1gG contra a proteina N do hantavirus
Araraquara foi o ELISA in house, conforme protocolo descrito por Figueiredo et al. [15] e
adaptado por Santos Janior. [12] Esse ensaio foi realizado utilizando-se uma proteina
recombinante do hantavirus brasileiro Araraquara. [16] As amostras foram testadas em
duplicata, e as amostras positivas foram repetidas, sendo que apos a confirmacéo do resultado
foram entdo tituladas. Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram titulo > 200.
[17] Utilizou-se como controle positivo uma aliquota de soro de um paciente sabidamente
reagente para 1gG, e como controle negativo, aliquota de soro de um individuo sabidamente
negativo.

Realizou-se a andlise estatistica descritiva para calculos das frequéncias relativa e
absoluta dos resultados obtidos no teste sorologico. Para identificar a associacdo entre as
variaveis epidemioldgicas e exame soroldgico para os participantes da zona urbana, aplicou-se
analise univariada das variaveis de interesse pelo teste Exato de Fisher, utilizando o programa

Epi Info, versdo 3.5.1 - Centers for Disease Control and Prevention (CDC).

Resultados

A prevaléncia de anticorpos anti-Hantavirus foi de 1,9% (3/156; I.C. 0,4% -5,5%).
Apbs a realizacdo da titulacdo, observou-se duas amostras reagentes com titulos de 200 (66,7%)
e uma de 400 (33,3%).

Em relacdo ao local de trabalho, dois (66,7%) deles trabalhavam na empresa
terceirizada de limpeza urbana (capinacédo e oficina da empresa), e um (33,3%) na associagdo de

coleta de material para a reciclagem; 66,7% (2/3) trabalham em areas de esgoto a céu aberto.
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A andlise de associacdo entre as variaveis epidemiologicas estudadas e a sorologia para
pesquisa de anticorpos anti-Hantavirus encontra-se disposta na tabela 1. Nao foi possivel realizar
estudo de associacdo para os participantes da zona rural, pois 100,0% nédo reagiram no teste

soroldgico.

Tabela 1 — Distribuicdo das frequéncias relativa e absoluta, segundo o resultado e as variaveis do questionario

aplicado aos trabalhadores da zona urbana, do municipio de Garanhuns, Pernambuco.

ELISA Total
Variaveis Reagente N&o reagente ota Valor de p
FA FR. (%) FA FR. (%) FA F.R. (%)
Sexo
Masculino 3 3,7 78 96,3 81 100,0 0.777
Feminino - - 7 100,0 7 100,0 ’
Idade (anos)
Entre 18 e 40 2 37,7 51 96,3 53 100,0 0.009%
Entre 41 e 60 - - 32 100,0 32 100,0 ’
Acima de 60 1 33,3 2 66,7 3 100,0
Ja trabalhou na limpeza de
lugares como valas, galerias e
esgotos?
Sim 3 7,9 35 92,1 38 100,0 0.082
Né&o - - 48 100,0 48 100,0 ’
Ja observou a presenca de
roedores nos locais de
coleta/varricao®
Sim 2 3,0 64 97,0 66 100,0 0.568
N&o 1 4,8 20 95,2 21 100,0 ’
Jéa foi mordido por roedores
Sim - - 11 100,0 11 100,0 0.666
Né&o 3 3,9 74 96,1 77 100,0 ’
Existe depdsito ou acumulo de
lixo proximo a sua residéncia
Sim 1 4,0 24 96,0 25 100,0 0.638
Né&o 2 3,2 61 96,8 63 100,0 ’

*Base utilizada = 86; "Base utilizada = 87 *Associacao significativa

Discussao

A prevaléncia encontrada neste estudo € semelhante a outras pesquisas descritas na
literatura, como a sorologia realizada em 2006 no municipio de Uberlandia (MG), onde foi
detectado uma prevaléncia de 3% (12/400). [18] No estado de Alagoas inquérito soro-

epidemioldgico realizado no ano de 2012 demonstrou que 4,0% (4/250) dos trabalhadores rurais
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do municipio de Coruripe possuiam anticorpos anti-Hantavirus. [12] Outro inquérito realizado
em quatro cidades do Estado do Amazonas, no periodo de 2007 a 2009, demonstrou uma
positividade de 0,6% (10/1.731) [19] e em llhéus (BA), em doadores de sangue, no periodo de
Julho de 2008 a Dezembro de 2009, constatou uma prevaléncia de 0,6% (3/500). [20] Entretanto,
difere da pesquisa realizada em Marcelandia (MT), que detectou uma prevaléncia de 13% (7/54)
[21], onde casos da sindrome cardiopulmonar por hantavirus séo comumente registrados.

No estado de Pernambuco, uma pesquisa realizada em pacientes suspeitos de
leptospirose do Hospital Oswaldo Cruz e da Universidade Federal de Pernambuco, em Recife,
determinou uma prevaléncia de 9,6% (15/156) de anticorpos anti-Hantavirus, destacando-se que
dois desses pacientes apresentaram anticorpos IgM, o que caracterizou casos como agudos. [22]

A diferenca deste estudo com os outros realizados no Brasil pode estar relacionada ao
plano amostral utilizado nos diferentes estudos; [18, 19] condi¢des ecoldgicas nos diferentes
estados, onde ja € comprovada a circulacdo viral; grupo populacional estudado; métodos de
diagnostico, e diferentes pontos de corte adotados pelos autores. [18, 19, 21]

A presenca de reservatorios € necessaria para que ocorra a transmissdo do agente para
humanos. Neste sentido, Leduc et al. [23] detectaram anticorpos anti-Hantavirus em 6% (2/36)
de roedores sinantropicos (Rattus rattus e R. novergicus) capturados nas cidades de Recife-
Olinda, no Estado de Pernambuco. Em outro estudo realizado também em Pernambuco, ndo foi
detectada a presenca de anticorpos em 218 roedores capturados do municipio de Triunfo. [24] De
acordo com Raboni et al. [25] a presenca de roedores sorologicamente positivos, por si s6 nao é
um indicativo suficiente para indicar uma determinada area como risco, porém outros fatores
como sazonalidade, densidade populacional dos roedores e habitos do comportamento humano
devem ser incluidos nas analises de risco. A hantavirose possui Varios aspectos que merecem ser
melhor elucidados e a investigacdo de fatores ecoldgicos e ambientais é necesséaria para um

melhor entendimento sobre o comportamento da doenga. [26]
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Em relacdo a titulacdo observou-se que 100,0% dos reagentes apresentaram titulos
baixos (200 e 400). Em individuos clinicamente saudaveis, Frey et al. [27] descrevem que a
infeccdo clinicamente inaparente varia em diferentes areas e populacdes das Américas, por duas
hipdteses propostas, a primeira que as estirpes na América do Sul sdo de menor patogenicidade,
e a segunda de que ocorra a existéncia de ao menos dois fatores, a natureza da exposicdo e a
construcdo genética da populacdo hospedeira.

Né&o foi observada associagéo significativa entre a sorologia para hantavirus e a variavel
sexo. Todos os individuos sororreagentes (100,0%) dessa pesquisa eram do sexo masculino.
Esses achados sdo semelhantes aos relatados em outras pesquisas [18, 20, 21] e podem estar
relacionados ao risco ocupacional, j& que geralmente homens desempenham atividades como
armazenamento de alimentos (gréos) e limpeza de galpdes, limpeza de terrenos, coleta de lixo,
capinacdo tanto em areas urbanas quanto em areas rurais. [21]

Em relacdo a faixa etaria, observou-se associacdo significativa nesta pesquisa. Dados
semelhantes foram descritos por Moreli et al. [20], onde os individuos sororreagentes
apresentaram idades entre 26 e 37 anos. Gimaque et al. [19], contudo, ndo relataram diferenca
significativa entre faixas etéarias distintas dos participantes do estudo. Estudo realizado na
Colémbia indicou uma prevaléncia maior nos grupos etarios mais jovens. [28] A maior
ocorréncia de anticorpos em pessoas com a faixa etaria entre 18 a 40 anos pode estar relacionada
as atividades desenvolvidas por esse grupo, uma vez que estdo inseridos na populacdo
economicamente ativa.

Observou-se que 100% dos reagentes foram procedentes da zona urbana, fato este
provavelmente relacionado a exposicdo destes trabalhadores ao lixo durante suas atividades,
varrigdo ou capinagdo em areas abertas. Na area rural estudada, observou-se que os trabalhadores
ndo exerciam atividades relacionadas as atividades de risco para infecgdo, como a varredura a

seco em galpBes de armazenamento de ragdo, ou paids e ainda em casas abandonadas proximo a
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mata silvestre, plantio e colheita em locais infestados por roedores. [29, 30] Para Badra et al.
[17] é dificil separar exposi¢cdes urbanas e rurais, porque muitos habitantes urbanos possuem
pequenas propriedades rurais proximas a cidade onde eles mantém atividades agricolas,
aumentando a possibilidade de contato com roedores ou suas excrecfes. Além disso, até mesmo
as pessoas que vivem e trabalham em areas urbanas podem ter acesso a fazendas para fins de
recreacéo, tais como pesca durante a semana.

No Brasil, a infeccdo por hantavirus esta predominantemente relacionada a atividade
agricola, especialmente nas pequenas cidades, ocorre pelo habito da limpeza de galpdes de
armazenamento de grédos rurais. Outras formas ralacionadas a transmissdo da infec¢éo, ocorrem
pelo contato direto com roedores infectados ou atividades de lazer, como a pesca, a caca ou
camping. [4]

De acordo com Peters e Khan [31], a ocorréncia da hantavirose depende do estreito
contato com roedores, como em areas periurbanas onde ocorre aglomeracdo populacional e
baixas condi¢des higiénico-sanitarias; nesses locais, os domicilios, geralmente encontram-se
infestados de roedores, compartilhando ambiente e alimento com seres humanos.

Entretanto, apesar da baixa prevaléncia determinada neste estudo sugere-se que a
vigilancia epidemioldgica fique atenta aos novos casos de SPCH na regido do estudo,
capacitando os profissionais da salde para um diagndstico preciso e confiavel. De acordo com
Figueiredo et al. [32] para o controle da hantavirose € necessario divulgar informacdes sobre esta
doenca aos diversos segmentos da sociedade, principalmente aos profissionais de salde
(médicos, médicos veterinarios, biologos, biomédicos, técnicos de laboratorios), liderancas
politicas e lideres das comunidades, enfatizando que é uma doenga de notificacdo compulsoria.

No municipio de Garanhuns ainda ndo foram realizados estudos sobre a ocorréncia de
anticorpos anti-hantavirus em roedores. Além da sorologia, estudos edafo-climaticos com

isolamento viral sdo necessarios para identificar as variaveis ecoldgicas e as variantes virais que
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circulam na regido, o que contribuird para o entendimento da cadeia epidemioldgica da

hantavirose na regiao.

Concluséo

Este foi o primeiro estudo realizado no municipio de Garanhuns a relatar a presenca de
IgG anti-hantavirus em amostras séricas humanas, o que alerta para uma necessidade de atencao
especial pelas autoridades em Vigilancia Epidemioldgica para investigacdo da ocorréncia dessa
enfermidade na regido.
Considerac0es éticas

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de ética da Plataforma Brasil,

com o numero de protocolo CAAE 03798812.3.0000.5207.
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6 CONCLUSAO

Este foi o primeiro estudo realizado no municipio de Garanhuns a relatar a presenca de
IgG anti-Hantavirus em amostras séricas humanas e relatar a presenca de anticorpos anti-
Leptospira spp. em trabalhadores urbanos e rurais do municipio. Estes achados alertam para a
atencdo e realizacdo de pesquisas em areas em que ha uma baixa prevaléncia e até mesmo para
areas silenciosas, pois desta forma medidas de controle e prevencdo poderdo ser implementadas
com o intuito de garantir a satide da populacgdo exposta.

Diante os resultados obtidos sugerem-se capacitaches pelos oOrgdos de salde aos
profissionais de salde e aos grupos ocupacionais sobre a cadeia epidemioldgica da hantavirose e

leptospirose.



71

APENDICE 1
Termo de consentimento livre e esclarecido
COMITE DE ETICA EM PESQUISA UNIVERSIDADE DE
PERNAMBUCO/PROPEGE/UPE
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Resolucdo n° 196/96 — Conselho Nacional de Saude

Sr.(a) foi selecionado e estd sendo convidado para participar da pesquisa intitulada:
“Soroprevaléncia e fatores de risco associados a infec¢do por Hantavirus e Leptospira spp. em
garis e trabalhadores rurais do municipio de Garanhuns no Estado de Pernambuco” , que tem
como objetivo: realizar um estudo soro-epidemioldgico da infec¢do por Hantavirus e Leptospira
spp. em garis e em trabalhadores rurais que residam no municipio de Garanhuns, do Estado de
Pernambuco. Este € um estudo baseado em uma abordagem pessoal, utilizando como método a
coleta de amostra de sangue e aplicacdo de um questionario. A pesquisa tera duracdo de dois
anos, mas esta etapa sera realizada em um Unico momento, uma Unica coleta e somente um
questionario.

Suas respostas serdo tratadas de forma andnima e confidencial, isto €, em nenhum momento
sera divulgado o seu nome em qualquer fase do estudo. Os dados coletados serdo utilizados
apenas NESTA pesquisa e os resultados divulgados em eventos e/ou revistas cientificas.

Sua participacdo é voluntéria, isto é, a qualquer momento vocé pode recusar-se a responder
qualquer pergunta ou desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa ndo trara
nenhum prejuizo em sua relacdo com o pesquisador ou com a instituicdo que forneceu os seus
dados, como também na que trabalha.

Sua participacdo nesta pesquisa consistira em responder as perguntas a serem realizadas sob a
forma de questdes de mdltipla escolha, sob a forma de entrevistas e permitir a coleta de sangue
através da venopuncéo.

Sr. (a) ndo tera nenhum custo ou quaisquer compensacdes financeiras. A coleta de sangue por
se tratar de um procedimento invasivo, mesmo sendo realizada por pessoal técnico preparado e
material especifico e esterilizado, apresenta riscos minimos como infeccdo, hematomas e
pequenos sangramentos. Como beneficios, depois de esclarecido se ha infeccdo por Hantavirus
e/ou por Leptospira spp., € possivel a implementacdo de medidas de educacdo em saude que
possam contribuir com a populacéo, em especial os garis e trabalhadores rurais que devido as
suas atividades e ao ambiente onde desempenham as mesmas, estdo mais susceptiveis a
ocorréncia de enfermidades como estas pesquisadas e tantas outras que quando € possivel
caracteriza-las epidemiologicamente, pode-se identificar os principais fatores de risco para a
ocorréncia e educar a populacdo para sua prevencao.

Sr.(a) receberd uma cdpia deste termo onde consta 0 ndimero do telefone do pesquisador
responsavel, e demais membros da equipe, podendo tirar as suas dividas sobre o projeto e sua
participacdo, agora ou a qualquer momento.

Esta pesquisa foi submetida ao Comité de FEtica em Pesquisa Universidade de
Pernambuco/PROPEGE, fone (81)3183-3782, por meio da Plataforma Brasil, do Ministério da
Saulde e aprovada sob o protocolo n°. CAAE: 03798812.3.0000.5207 e parecer consubstanciado
do CEP n° 79157,

Desde ja agradecemos!

Prof.Dr. José Wilton Pinheiro Junior Mestranda: Gesika Maria da Silva
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Contato: (87) 3761-0882 r. 254 Contato: (87) 3761 0882 r. 254

Garanhuns, __ de de 2012.

Declaro estar ciente do inteiro teor deste TERMO DE CONSENTIMENTO e estou de acordo em
participar do estudo proposto, sabendo que dele poderei desistir a qualquer momento, sem sofrer
qualquer puni¢do ou constrangimento.

Participante da Pesquisa:

(assinatura)
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APENDICE 2

Questionério para investigacao dos fatores de risco da hantavirose e leptospirose (GARIS)
em Garanhuns — PE

Identificacédo do trabalhador

Nome: Amostra n®: ‘ ‘

Idade:  Sexo: M ( )F () Fone: ()

Endereco: ,n°

Municipio: Bairro: Zona: ( )urbana ( )rural

Ocupacdo: a) coleta de lixo: () b) varricdo: ( )  c) capinacgdo: ( ).
Ha quanto tempo? ( )até 1ano ( )dela?2anos ( )de2a5anos ( ) maisdeb5
anos

Investigacao epidemioldgica

1. Qual a frequéncia da coleta de lixo? ( ) Diaria ( ) 1x ao dia ( ) 2x ao dia ( )
Outros:

2. Qual o horério de trabalho? ( ) Matutino ( ) Vespertino ( ) Noturno

3. Qual o local de trabalho? ( ) Centro ( ) 1 Bairro: ( ) Mais de 1
bairro: ( ) Cidade toda

4. Jaesteve em terrenos baldios para realizar coleta? Sim () Nao ( )

5. Tem contato com animais (caes/gatos) durante coleta? ( ) Cdes ( ) Gatos ( ) Né&o

6. Coleta/varricdo em areas com esgoto corre a céu aberto? ( ) Sim () Nao

7. Jatrabalhou na limpeza de lugares como valas, galerias, esgotos? () Sim () Nao

8. Ja observou a presenca de roedores nos locais de coleta/varri¢do? () Sim () Néo

9. Jéa foi mordido por roedores? ( ) Sim ( ) Nao

10. Utiliza alguma protecdo no trabalho? () Sim ( ) Nao

Em caso positivo, qual (is)? ( ) Bota ( ) Luva ( ) Macacdo ( ) Gorro ( ) Oculos
11. Participou de treinamento para o trabalho? ( ) Sim () Néo

12. Qual o destino final do lixo coletado? ( ) Lixdo ( ) Aterro
a) Acompanha o caminhdo da coleta até o destino final? ( ) Sim ( ) Néo
b) Se sim, observou roedores no aterro? () Sim () N&o
13. Existe deposito ou acumulo de lixo proximo a sua residéncia? ( ) Sim () Nao

14. Qual a fonte de fornecimento de 4gua na sua residéncia? ( ) COMPESA ( ) Pogo



Caso seja proveniente de poco, realiza tratamento? ( ) Sim () Néo
15. A sua casa alaga quando chove? () Sim ( ) Néo

16. O banheiro da moradia é: ( ) Interno ( ) Externo

17.Conhece alguma doenca transmitida por roedores? Sim (
Qual?

) Nao
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Identificacédo do trabalhador

Nome: Amostra n®: ‘

Idade:  Sexo: M ( )F () Fone: ()

Endereco: ,n°

Municipio: PSF:

Ocupagéo: a) Tratador de animais: () b) Plantio e colheita: ( ) c) Vaqueiro: ( )

Ha quanto tempo exerce essa atividade? ( )até 1ano ( )1la2anos ( )2a5anos ( ) maisde

5 anos
Investigacdo epidemioldgica

1. Qual o destino do lixo na propriedade?

( )Coleta ( )Enterra ( )Queima ( )valas ( ) Acumulo e queima ( )

Outro:
Com que frequéncia? ( ) 1x por semana ( ) > que 1x por semana ( ) > 30 dias
2. Existe acumulo de lixo préximo a sua casa? ( ) Sim ( ) Néo

3. A agua de sua casa € proveniente de: ( ) COMPESA () Poco () Cacimba ( )

Acude

4. Recebe tratamento? ( ) Sim ( ) Ndo Qual? ( )Cloro ( )Outros ( )1x por semana ( )1x

por més

5. Existe deposito de armazenamento de alimentos/graos? ( ) Sim () Nao — Caso nao ir

para pergunta 9.

6. Ja observou a presenca de roedores nos depdsitos? () Sim () Nao

7. Nos depésitos ja observou a presenca de excreta de roedores (fezes)? Sim () Né&o ()

Teve contato? ( ) Sim () Nao

8. Realiza a limpeza dos depdsitos?( ) Sim ( ) Ndo Como? () Varrigdo a seco ( ) Agua e

sabdo ( ) Agua, sabdo e desinfetante

8.1 Utiliza méascaras durante a limpeza? ( ) Sim ( ) Nao e botas? ( ) Sim ( ) Néo

9. Jatrabalhou em lugares de armazenamento de alimentos? ( ) Sim () Nao

9.1. Existia roedores nesse ambiente? ( ) Sim ( ) Né&o
10. Proximo & sua casa ja observou roedores? () Sim () N&o

11. Ja foi mordido por roedores? ( ) Sim ( ) Né&o



12. Cria animais na propriedade? ( ) Sim ( ) Né&o

() Suinos ( ) Bovinos () Ovinos ( ) Caprinos ( ) Cdes/ gatos

Qt.

13. Ja teve contato com agua parada na propriedade? ( ) Sim () Nao

14. O banheiro da moradia é: ( ) Interno ( ) Externo

Conhece alguma doenca transmitida por roedores? ( ) Sim ( ) Néo
Qual?
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ANEXO 1

Normas do Periddico PLOS Neglected Tropical Diseases

Preparation of Research Articles

PLOS Neglected Tropical Diseases publishes original research articles of importance to the
NTDs community and the wider health community. We will consider manuscripts of any length;
we encourage the submission of both substantial full-length bodies of work and shorter
manuscripts that report novel findings that might be based on a more limited range of
experiments.

The writing style should be concise and accessible, avoiding jargon so that the paper is
understandable for readers outside a specialty or those whose first language is not English.
Editors will make suggestions for how to achieve this, as well as suggestions for cuts or
additions that could be made to the article to strengthen the argument. Our aim is to make the
editorial process rigorous and consistent, but not intrusive or overbearing. Authors are
encouraged to use their own voice and to decide how best to present their ideas, results, and
conclusions. Although we encourage submissions from around the globe, we require that
manuscripts be submitted in English. Authors who do not use English as a first language may
contact us for additional information. As a step towards overcoming language barriers on
acceptance of the paper, we encourage authors fluent in other languages to provide copies of
their full articles or abstracts in other languages. We will publish these translations as supporting
information and list them, together with other supporting information files, at the end of the
article text.

Cover Letter

Please include a cover letter explaining why this manuscript is suitable for publication in PLOS
Neglected Tropical Diseases. Why will your research paper inspire the NTDs community, and
how will it drive the understanding of NTD pathobiology, epidemiology, prevention, treatment,
control, or policy?

If your study addresses an infection that is outside our detailed scope, you must first send a pre-
submission inquiry indicating why you consider the infection to be a neglected tropical disease.

Electronic Formats
Our submission system supports a limited range of formats for text and graphics. The following

file formats/types and manuscript information are required before submission. If you are
concerned about the suitability of your files, please contact us at plosntds [at] plos.org.

Manuscript and Table Files

Avrticles can be submitted for review in DOC, DOCX, RTF, or PDF. Any articles that have been
prepared in LaTeX will be accepted for review, but only in PDF format. After acceptance, only
text files (RTF or DOC) of the revised manuscript and tables can be accepted for use in the
production process.

Math Equations and DOCX


http://www.plosntds.org/static/scope
http://www.plosntds.org/static/guidelines#presubmission
http://www.plosntds.org/static/guidelines#presubmission
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If your manuscript is or will be in DOCX and contains equations, you must follow the
instructions below to make sure that your equations are editable when the file enters production.

If you have not yet composed your article, you can ensure that the equations in your DOCX file
remain editable in DOC by enabling “Compatibility Mode” before you begin. To do this, open a
new document and save as Word 97-2003 (*.doc). Several features of Word 2007/10 will now be
inactive, including the built-in equation editing tool. You can insert equations in one of the two
ways listed below.

If you have already composed your article as DOCX and used its built-in equation editing tool,
your equations will become images when the file is saved down to DOC. To resolve this
problem, re-key your equations in one of the two following ways.

1. Use MathType to create the equation. MathType is the recommended method for creating
equations.
2. Go to Insert > Object > Microsoft Equation 3.0 and create the equation.

If, when saving your final document, you see a message saying “Equations will be converted to
images,” your equations are no longer editable and PLOS will not be able to accept your file.

LaTeX

Articles prepared in LaTeX may be submitted in PDF format for use during the review process.
After acceptance, however, .tex files and formatting information will be required as a zipped file.
Please consult our LaTeX Guidelines for a list of what will be required.

Tables

Tables must conform to our Guidelines for Figure and Table Preparation and placed at the end of
the article DOC or RTF file. Accepted LaTeX submissions only should have table files—which
must also conform to these guidelines—uploaded individually into the online submission system.

Figure Files

Graphics files can only be submitted in EPS or TIF format. For the article to be accepted for
publication, the author will need to supply high-resolution versions of the figures. When
preparing your figures, please ensure that the files conform to our Guidelines for Table and
Figure Preparation.

If you are uploading your files in EPS format, please use the "create outlines" option under the
type menu in Illustrator so that all text and fonts appear as intended in print. If you need
additional help with figure preparation, please contact figures [at] plos.org.

Authors are encouraged to provide a striking image to accompany their article, if one is
available. This image may be chosen to highlight the article on our journal Web site.

PLOS does not accept vector EPS figures generated using LaTeX. We only accept LaTeX
generated figures in TIFF format. Export your LaTeX files as PDFs, and then open them in
GIMP or Photoshop and save as TIFF. In general, Figures must be generated in a standalone


http://www.plosntds.org/static/latexGuidelines
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http://www.plosntds.org/static/figureGuidelines
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graphics application such as Adobe Illustrator, InkScape, PyMol, MatLab, SAS, etc. Please see
our Figure Guidelines for more information.

PLOS applies the Creative Commons Attribution (CC BY) license to all figures we publish,
which allows them to be freely used, distributed, and built upon as long as proper attribution is
given. Please do not submit any figures that have been previously copyrighted unless you have
express written permission from the copyright holder to publish under the CC BY license.

Financial Disclosure

This section should describe sources of funding that have supported the work. Please include
relevant grant numbers and the URL of any funder's Web site. Please also include this sentence:
"The funders had no role in study design, data collection and analysis, decision to publish, or
preparation of the manuscript.” If this statement is not correct, you must describe the role of any
sponsors or funders, and amend the aforementioned sentence as needed.

Competing Interests

The submitting author is asked at submission to declare, on behalf of all authors, whether there
are any financial, personal, or professional interests that could be construed to have influenced
the paper. The information entered here will appear in the published version, so please do not
include the same in the manuscript file.

Reviewers are also asked to declare any interests that might interfere with their objective
assessment of a manuscript. Any relevant competing interests of authors must be available to
editors and reviewers during the review process and will be stated in published articles. Read
more about PLOS's Competing Interests Policy.

Abbreviations

Please keep abbreviations to a minimum and define them upon first use in the text. Non-standard
abbreviations should not be used unless they appear at least three times in the text.

Nomenclature

The use of standardized nomenclature in all fields of science and medicine is an essential step
toward the integration and linking of scientific information reported in published literature. We
will enforce the use of correct and established nomenclature wherever possible:

o We strongly encourage the use of Sl units. If you do not use these exclusively, please
provide the Sl value in parentheses after each value.

e Species names should be italicized (e.g., Homo sapiens) and the full genus and species
must be written out in full, both in the title of the manuscript and at the first mention of
an organism in a paper; after that, the first letter of the genus name, followed by the full
species name may be used.

o Genes, mutations, genotypes, and alleles should be indicated in italics. Use the
recommended name by consulting the appropriate genetic nomenclature database, e.g.,
HUGO for human genes. It is sometimes advisable to indicate the synonyms for the gene
the first time it appears in the text. Gene prefixes such as those used for oncogenes or
cellular localization should be shown in roman: v-fes, c-MYC, etc.


http://www.plosntds.org/static/figureGuidelines
http://www.plosntds.org/static/license
http://www.plosntds.org/static/competing
http://www.bipm.org/en/si/
http://www.genenames.org/index.html
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e The Recommended International Non-Proprietary Name (rINN) of drugs should be
provided.

Accession Numbers

All appropriate datasets, images, and information should be deposited in public resources. Please
provide the relevant accession numbers (and version numbers, if appropriate). Accession
numbers should be provided in parentheses after the entity on first use. Suggested databases
include, but are not limited to:

o ArrayEXxpress

« BioModels Database

« Database of Interacting Proteins

o DNA Data Bank of Japan [DDBJ]

e DRYAD
o EMBL Nucleotide Sequence Database
e GenBank

o Gene Expression Omnibus [GEO]
e Protein Data Bank

e UniProtKB/Swiss-Prot

o ClinicalTrials.gov

In addition, as much as possible, please provide accession numbers or identifiers for all entities
such as genes, proteins, mutants, diseases, etc., for which there is an entry in a public database,
for example:

e Ensembl
o Entrez Gene
o FlyBase
e InterPro

e Mouse Genome Database (MGD)
e Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)
e PubChem

Providing accession numbers allows linking to and from established databases and integrates
your article with a broader collection of scientific information.

Organization of the Manuscript

Most articles published in PLOS Neglected Tropical Diseases are organized into the following
sections: Title, Authors and Affiliations, Abstract, Author Summary, Introduction, Methods,
Results, Discussion, Acknowledgments, References, Figure Legends, and Tables. Uniformity in
format facilitates the experience of readers and users of the journal. To provide flexibility,
however, the Results and Discussion can be combined into one Results/Discussion section. All
manuscripts must contain line numbers. Although we have no firm length restrictions for the
entire manuscript, we urge authors to present and discuss their findings concisely.

Title (150 characters)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene
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http://www.plosntds.org/static/guidelines#FigureLegends
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The title should be specific to the study yet concise, and should allow sensitive and specific
electronic retrieval of the article. It should be comprehensible to readers outside your field.
Avoid specialist abbreviations if possible. Titles should be presented in title case, meaning that
all words except for prepositions, articles, and conjunctions should be capitalized. If the paper is
a randomized controlled trial or a meta-analysis, this description should be in the title.

Examples:

o Climate Change and Spread of Lymphatic Filariasis in Sub-Saharan Africa
e A Cluster-Randomized Controlled Trial of a Nurse-Led Deworming Program for Soil-
Transmitted Helminths

Please also provide a brief Short Title of no more than 50 characters (including spaces).
Authors and Affiliations

Provide the first names or initials (if used), middle names or initials (if used), surnames, and
affiliations—department, university or organization, city, state/province (if applicable), and
country—for all authors. One of the authors should be designated as the corresponding author. It
is the corresponding author's responsibility to ensure that the author list, and the summary of the
author contributions to the study are accurate and complete. If the article has been submitted on
behalf of a consortium, all consortium members and affiliations should be listed after the
Acknowledgments.

(For authorship criteria, see Supporting Information and Materials Required at Submission)
Abstract

The abstract succinctly introduces the paper. We advise that it should not exceed 250 — 300
words. It should mention the techniques used without going into methodological detail and
summarize the most important results with important numerical results given. The abstract is
conceptually divided into the following three sections with these headings: Background,
Methodology/Principal Findings, and Conclusions/Significance. Please do not include any
citations in the abstract. Avoid specialist abbreviations.

Author Summary

We ask that all authors of research articles include a 150- to 200-word non-technical summary of
the work, immediately following the Abstract. Subject to editorial review and author revision,
this short text is published with all research articles as a highlighted text box.

Distinct from the scientific abstract, the author summary should highlight where the work fits in
a broader context of life science knowledge and why these findings are important to an audience
that includes both scientists and non-scientists. Ideally aimed to a level of understanding of an
undergraduate student, the significance of the work should be presented simply, objectively, and
without exaggeration.

Authors should avoid the use of acronyms and complex scientific terms and write the author
summary using the first-person voice. Authors may benefit from consulting with a science writer
or press officer to ensure that they effectively communicate their findings to a general audience.
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Examples are available at:
Pseudogenization of a Sweet-Receptor Gene Accounts for Cats' Indifference toward Sugar

A Hybrid Photoreceptor Expressing Both Rod and Cone Genes in a Mouse Model of Enhanced
S-Cone Syndrome

Life in Hot Carbon Monoxide: The Complete Genome Sequence of Carboxydothermus
hydrogenoformans Z-2901

Introduction

The introduction should discuss the purpose of the study in the broader context. As you compose
the introduction, think of readers who are not experts in this field. Include a brief review of the
key literature. If there are relevant controversies or disagreements in the field, they should be
mentioned so that a non-expert reader can delve into these issues further. The introduction
should conclude with a brief statement of the overall aim of the experiments and a comment
about whether that aim was achieved.

Methods

This section should provide enough detail for reproduction of the findings. Protocols for new
methods should be included, but well-established protocols may simply be referenced. Detailed
methodology or supporting information relevant to the methodology can be published on our
Web site.

This section should also include a section with descriptions of any statistical methods employed.
These should conform to the criteria outlined by the Uniform Requirements, as follows:
"Describe statistical methods with enough detail to enable a knowledgeable reader with access to
the original data to verify the reported results. When possible, quantify findings and present them
with appropriate indicators of measurement error or uncertainty (such as confidence intervals).
Avoid relying solely on statistical hypothesis testing, such as the use of P values, which fails to
convey important quantitative information. Discuss the eligibility of research participants. Give
details about randomization. Describe the methods for and success of any blinding of
observations. Report complications of treatment. Give numbers of observations. Report losses to
observation (such as dropouts from a clinical trial). References for the design of the study and
statistical methods should be to standard works when possible (with pages stated) rather than to
papers in which the designs or methods were originally reported. Specify any general-use
computer programs used."

Results

The results section should include all relevant positive and negative findings. The section may be
divided into subsections, each with a concise subheading. Large datasets, including raw data,
should be submitted as supporting files; these are published online alongside the accepted article.
The results section should be written in past tense.

As outlined in the Uniform requirements, authors that present statistical data in the Results
section, should "...specify the statistical methods used to analyze them. Restrict tables and
figures to those needed to explain the argument of the paper and to assess its support. Use graphs
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http://www.plosgenetics.org/perlserv/?request=get-document&doi=10.1371/journal.pgen.0010011#toclink1
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as an alternative to tables with many entries; do not duplicate data in graphs and tables. Avoid
nontechnical uses of technical terms in statistics, such as "random" (which implies a randomizing
device), "normal,” "significant,” "correlations,” and "sample." Define statistical terms,
abbreviations, and most symbols."

Discussion

The discussion should be concise and tightly argued. It should start with a brief summary of the
main findings. It should include paragraphs on the generalisability, clinical relevance, strengths,
and, most importantly, the limitations of your study. You may wish to discuss the following
points also. How do the conclusions affect the existing knowledge in the field? How can future
research build on these observations? What are the key experiments that must be done?

Acknowledgments

People who contributed to the work, but do not fit the criteria for authors should be listed in the
Acknowledgments, along with their contributions. You must also ensure that anyone named in
the acknowledgments agrees to being so named.

Details of the funding sources that have supported the work should be confined to the funding
statement provided in the online submission system. Do not include them in the
acknowledgments.

References

Only published or accepted manuscripts should be included in the reference list. Papers that have
been submitted but not yet accepted should not be cited. Limited citation of unpublished work
should be included in the body of the text only as “unpublished data.” All “personal
communications” citations should be supported by a letter from the relevant authors.

Style information:

e PLOS uses the numbered citation (citation-sequence) method and first five authors, et al.

» References are listed and numbered in the order that they appear in the text.

« Inthe text, citations should be indicated by the reference number in brackets.

o The parts of the manuscript should be in the correct order before ordering the citations:
body, boxes, figure captions, tables, and supporting information captions.

o Abstracts and author summaries may not contain citations.

e Journal name abbreviations should be those found in the NCBI databases:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nimcatalog/journals.

Because all references will be linked electronically as much as possible to the papers they cite,
proper formatting of the references is crucial. For convenience, a number of reference software
companies supply PLOS style files (e.g., Reference Manager, EndNote).

Published Papers
1. Hou WR, Hou YL, Wu GF, Song Y, Su XL, et al. (2011) cDNA, genomic sequence cloning
and overexpression of ribosomal protein gene L9 (rpL9) of the giant panda (Ailuropoda
melanoleuca). Genet Mol Res 10: 1576-1588.
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Note: Use of a DOI number for the full-text article is acceptable as an alternative to or in
addition to traditional volume and page numbers.

Accepted, unpublished papers
Same as above, but “In press” appears instead of the page numbers.

Electronic Journal Articles

1. Huynen MMTE, Martens P, Hilderlink HBM (2005) The health impacts of globalisation: a
conceptual framework. Global Health 1: 14. Available:
http://www.globalizationandhealth.com/content/1/1/14. Accessed 25 January 2012,

Books
1. Bates B (1992) Bargaining for life: A social history of tuberculosis. Philadelphia: University
of Pennsylvania Press. 435 p.

Book Chapters

1. Hansen B (1991) New York City epidemics and history for the public. In: Harden VA, Risse
GB, editors. AIDS and the historian. Bethesda: National Institutes of Health. pp. 21-28.

Figure Legends

The aim of the figure legend should be to describe the key messages of the figure, but the figure
should also be discussed in the text. An enlarged version of the figure and its full legend will
often be viewed in a separate window online, and it should be possible for a reader to understand
the figure without switching back and forth between this window and the relevant parts of the
text. Each legend should have a concise title of no more than 15 words that can stand alone,
without the use of figure part labels. The overall legend itself should be succinct, while still
explaining all figure parts, symbols, and abbreviations. Avoid lengthy descriptions of methods.

Tables

All tables should have a concise title. Footnotes can be used to explain abbreviations. Citations
should be indicated using the same style as outlined above. Tables should not occupy more than
one printed page; larger tables can be published as online supporting information. Tables must be
cell-based; do not use picture elements, text boxes, tabs, or returns in tables. Please ensure that
the files conform to our Guidelines for Figure and Table Preparation when preparing your tables
for production.

Tables should be placed at the end of the manuscript file, rather than uploaded separately into the
submission system.

Multimedia Files and Supporting Information

We encourage authors to submit essential supporting files and multimedia files along with their
manuscripts. All supporting material will be subject to peer review, and should be smaller than
10 MB in size because of the difficulties that some users will experience in loading or
downloading files of a greater size.
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Supporting files should fall into one of the following categories: Dataset, Figure, Table, Text,
Protocol, Audio, or Video. All supporting information should be referred to in the manuscript
with a leading capital S (e.g., Figure S4 for the fourth supporting information figure). The
numbered title and caption for each supporting information file should be included in the main
article file, after the titles and captions for the main figures.

Supporting files may be submitted in a variety of formats, but should be publication-ready, as
these files are not copyedited. Carefully consider whether your supporting information needs to
be searchable and/or editable, and choose the most suitable format accordingly. See the
Supporting Information Guidelines for more details about our requirements for supporting
information and multimedia files.

9. Submission of Research Manuscripts
Are You Ready to Submit Your Manuscript?

We have provided an author checklist to help you prepare your materials for submission and to
make the online submission process as straightforward as possible. Please take the time to look
through the list before submitting your article.

If you are submitting a revised manuscript, you will have been given substantial guidance by the
editors. We have provided a checklist for revised manuscripts.

Electronic Submission

Detailed instructions for submission can be found on the PLOS Neglected Tropical Diseases
Manuscript Submission and Peer Review Web site. Files are uploaded individually and are
combined into a single PDF file, which must be approved by the author at the end of the
submission process.

Text files can be submitted in DOC or RTF format. Please convert LaTeX files to one of the
acceptable formats.

Graphics files can only be submitted in EPS or TIF format. If possible, please label all figures
with a standard font such as Arial or Times New Roman. Please read the Guidelines for Figure
Preparation before submitting figures.

10. Other Types of Articles
Articles for the Magazine Section

In addition to publishing original research papers, PLOS Neglected Tropical Diseases will have
an engaging magazine section with dedicated editors. Articles in the magazine section will
mostly be commissioned, but we welcome your ideas for articles. If you would like to write a
magazine-section article, please submit a presubmission inquiry or a full submission. If you wish
to submit a full submission, please note that you must submit your manuscript as a "Research
Article" - please kindly make a note in the "Comments™ box of your submission form and we
will change the article categorization for you.
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http://www.editorialmanager.com/pntd
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Word counts for magazine-section articles are given in the descriptions below. Very long
documents can be hosted as supplementary files (Supporting Information) with the magazine-
section articles.

Editorial

These 600- to 800-word articles are written in-house by the Editor-in-Chief or a member of the
Editorial Board.

Viewpoints

Viewpoints are opinion pieces grounded in evidence. The word limit is 1,500 words. Authors are
encouraged to cite up to 15 references in support of their key assertions, and to use a logical
structure for their piece. We encourage all authors to include a display item (a figure, photo, or
illustration), which will be published under the Creative Commons Attribution License. Please
see Guidelines for Table and Figure Preparation.

Debate

The Debate highlights topical, emerging, or controversial issues in the NTDs field, such as
controversies about the best treatment or prevention approach. Debates will be commissioned
from two or more authors with differing points of view. Each author has up to 800 words and 10
references to outline their initial viewpoint, and then 400 words and 5 references to respond to
the opposing viewpoint. We encourage each author to include a display item (a figure, photo, or
illustration), which will be published under the Creative Commons Attribution License. Please
see Guidelines for Table and Figure Preparation.

Policy Platform

These articles provide a platform to discuss specific policies that could improve the lives of those
at risk of, or affected by, the NTDs. New and specific policy proposals that arise from high-level
national or international meetings will be considered for this section, but we will not publish
traditional "meeting reports.” These articles are usually 2,000 words, with up to 25 references. In
very exceptional circumstances (i.e., when the article is of particular public-health importance),
we will give authors a higher word limit, but this must be negotiated with the editors ahead of
writing the article. We encourage all authors to include 3-5 display items (figures, photos,
illustrations), which will be published under the Creative Commons Attribution License. Please
see Guidelines for Table and Figure Preparation.

Review

In these articles, the author reviews the best available evidence on a topic relevant to the NTDs
community. Authors must include a short abstract and a brief "Methods™ section that tells readers
how they searched and appraised the literature in preparing the review. The word limit is 3,000
words, with 50-80 references. In very exceptional circumstances (i.e., when the article is of
particular public-health importance), we will give authors a higher word limit, but this must be
negotiated with the editors ahead of writing the article. Authors must include two boxes:

e A box that lists the 3-5 key learning points in their review
o A box that lists the 5 key papers in the field
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We encourage all authors to include 3-5 display items (figures, tables, photos, or illustrations),
which will be published under the Creative Commons Attribution License. Please see Guidelines
for Table and Figure Preparation.

Expert Commentary

In this article, we commission an expert to comment on a Research Article published in PLOS
Neglected Tropical Diseases. The author will usually be the Academic Editor who oversaw the
peer review of the Research Article, or one of the peer reviewers. The word limit is 1,000 words,
with up to 15 references. We may also commission expert commentaries on research papers in
other journals, provided that these papers are freely available online. We encourage all authors to
include a display item (a figure, photo, or illustration), which will be published under the
Creative Commons Attribution License. Please see Guidelines for Table and Figure Preparation.

From Innovation to Application

These short articles (1,000 words, 10 references) discuss new technologies, such as drugs,
vaccines, and diagnostics, relevant to NTDs. Authors are asked to take an objective and critical
view, and they should include a box that lists up to 3 advantages and 3 disadvantages of the new
technology. We will ask for a second box or table depending on what kind of tool is described
(for example, if the tool is a new diagnostic tool, we will ask for a table that gives the sensitivity
and specificity of the new tool compared with the existing gold standard). Authors with
competing interests related to the technology (e.g., financial ties) will not be allowed to write for
this section. We encourage all authors to include a display item (a figure, photo, or illustration),
which will be published under the Creative Commons Attribution License. Please see Guidelines
for Table and Figure Preparation.

Photo Quiz

These articles provide question-and-answer challenges that illustrate a key clinical issue in the
diagnosis, management, or prevention of a neglected tropical disease. Submissions should follow
this format:

Case Discussion and Question

1. Initial brief presentation of a clinical case with key images that invite a diagnosis
from the reader.

2. The question portion may state the history of the case and note the findings and
the outcome, but it should not provide the diagnosis. The case presentation and
question should be written in a single paragraph of no more than 150 words and
should be accompanied by no more than 2 images/figures. Please see Guidelines
for Table and Figure Preparation.

3. Similar to the Clinical Symposium manuscripts, authors must obtain written
consent from the patient using our consent form (also available in French,
Portuguese, and Spanish).

o Answer/Discussion. The Answer section should give the diagnosis, followed by a
discussion of the most relevant clinical issues (no more than 1,200 words).

o Key Learning Points. Authors must include a box that lists 3-5 key learning points of the
case, similar to other clinical sections of PLOS Neglected Tropical Diseases.

o References. No more than 10 references.
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Symposium

This section has four sub-types: Laboratory Symposium; Clinical Symposium; Control
Symposium; Social, Cultural, Economic Symposium

In each case, the article begins by presenting a short "real-world" problem or challenge, and then
uses this problem as the basis for an educational piece of up to 2,000 words, with 25 references.
Further details for each type of symposium are given below:

Laboratory Symposium

These are problem-based learning articles, up to 2,000 words long. They begin with a description
of a "real-world" problem (not a hypothetical one), which will be in the form of a set of
laboratory results (e.g., microscopy, hematology results, drug susceptibility tests, alternative
diagnoses) that are interesting, illuminating, or unusual and that will appeal to the journal’s
wider audience. This is then followed by a tutorial in the form of a series of questions and
answers that help readers make sense of, and learn from, this set of laboratory results. Authors
must include a box that lists the 3-5 key learning points of the article. We cannot publish any
data that would identify a patient unless we have the patient’s written consent, using our consent
form (also available in French, Portuguese, and Spanish). We encourage all authors to include 3-
5 display items (figures, photos, illustrations), which will be published under the Creative
Commons Attribution License. Please see Guidelines for Table and Figure Preparation.

Clinical Symposium
There are two types of article that we will publish in the Clinical Symposium section:

Case-based learning articles, up to 2,000 words long. These begin with a description of how the
patient presented, under the heading "Description of Case." This is then followed by a tutorial in
the form of clinical questions and answers interspersed with further details of the case. An
example of how this type of article is structured is at
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pmed.0020229. The title should succinctly describe the
problem but should not reveal the diagnosis (e.g., "A 17-Year-Old with Gradual Onset
Blindness" or "A 45-Year-Old Woman with Chronic Itching™). Authors must obtain written
consent from the patient using our consent form (also available in French, Portuguese, and
Spanish). Authors must include a box that lists the 3-5 key learning points of the article. We
strongly recommend that authors include examples of the patient’s investigations (e.g., imaging,
electrocardiograms, a video of the patient’s clinical signs), all of which will be published under
the Creative Commons Attribution License.

Case reports, up to 1,000 words long. Case reports will not be commissioned. To inquire about
submitting a case report, please e-mail plosntds [at] plos.org. Authors must obtain written
consent from the patient using our consent form (also available in French, Portuguese, and
Spanish). We will publish only cases that contain a valuable lesson or clinical reminder, and
authors must include a box that lists the 3-5 key learning points of the article. An example of
how case reports in PLOS Neglected Tropical Diseases should be structured is at
http://dx.doi.org/doi:10.1371/journal.pmed.0010015. We strongly recommend that authors
include examples of the patient’s investigations (e.g., imaging, electrocardiograms, a video of the
patient’s clinical signs), all of which will be published under the Creative Commons Attribution
License. Please see Guidelines for Table and Figure Preparation.
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ANEXO 2

Normas da Revista Panamericana de Salud Publica

A Revista Panamericana de Salud Publica / Pan American Journal of Public Health é a
principal revista de informacdo técnica e cientifica da Organizacdo Pan-Americana da Saude -
OPAS, substituindo os antigos Boletin de la Oficina Sanitaria Panamericana e Bulletin of the
Pan American Health Organization. A revista € um importante veiculo para divulgar os
avangos mais recentes da pesquisa em salde publica nas Américas, em funcdo dos objetivos
fundamentais da OPAS: promover as acfes e coordenar os esforcos dos paises da Regido para
preservar a salde, combater as doencas, prolongar a vida e estimular a melhoria da qualidade
fisica, mental e social de seus habitantes.

A Revista objetiva divulgar informaces de interesse para a saude publica, sobretudo as
relacionadas com os programas de cooperacdo técnica da Organizacdo, bem como noticias sobre
politicas, acdes e resultados da propria OPAS e dos Estados Membros na busca por melhorar as
condicdes de saude e fortalecer o setor de salide em todo o hemisfério.

Critérios para a aceita¢do de manuscritos

A RPSP/PAJPH reserva todos 0S direitos legais de
reproducdo de seu conteudo. Os manuscritos aprovados para publicacdo somente sdo aceitos com
o0 entendimento de que ndo tenham sido publicados, parcial ou totalmente, em nenhuma outra
parte e de que ndo o serdo republicados sem a autorizacdo expressa da OPAS. Os artigos serdo
considerados simultaneamente para publicagédo em inglés, espanhol ou portugués (ver secdo I1.C
- Idioma).

A selecdo do material proposto para publicacdo se baseia nos seguintes critérios gerais: grau de
prioridade do tema para a Organizacdo e os Estados Membros; solidez cientifica, originalidade,
atualidade e oportunidade da informacdo; possibilidade de que a experiéncia descrita seja
aplicavel em ambito regional e ndo somente no lugar de origem; respeito as normas de ética
médica no que se refere a experimenta¢do com seres humanos e animais; respeito pelos Estados
Membros e pelos povos que representam; variedade dos temas e da procedéncia geografica da
informacdo. A aceitacdo ou recusa de um manuscrito depende de um processo de selecdo
objetivo que esta descrito mais adiante (ver secdo 11.0 - Processo de sele¢éo).

Enfatiza-se especialmente a importancia de que o trabalho tenha uma apresentacdo apropriada
(forma de abordar o problema proposto e plano para alcangar o objetivo do estudo), uma vez que
as falhas nesse aspecto invalidam toda a informacdo e sdo a causa mais frequente da recusa de
manuscritos.

Os manuscritos apresentados em reunides e conferéncias ndo os qualificam necessariamente
como artigos cientificos, ja que ndo se ajustam aos objetivos e estrutura requeridos. Nao séo
aceitos artigos sobre resultados preliminares, mas somente os definitivos. Em geral, tampouco
sdo aceitos artigos destinados a publicacdo em série relacionados a diversos aspectos de uma
Unica investigacéo.

As opinides expressas pelos autores sdo de sua exclusiva responsabilidade, n&o refletindo
necessariamente os critérios nem a politica da Organizacdo Pan-Americana da Saude, nem dos
Estados Membros. A mencédo de determinadas sociedades comerciais ou do nome comercial de
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certos produtos ndo implica que a OPAS os aprove ou recomende preferencialmente a outros
similares.

Conteudo da revista

Os artigos originais sobre saude publica e disciplinas afins formam a parte principal da
RPSP/PAJPH. InformacBes sobre os principios, decisdes e resultados da PAHO também séo
publicadas.

Entre os temas especificos que sdo abordados figuram os de salide materna e infantil doengas
transmissiveis, doencas cronicas, alimentacao e nutricdo, prevencdo de acidentes, saide mental,
salde do trabalhador, saude dos idosos, assisténcia aos incapacitados, saude dental, higiene
ambiental, desastres, saude publica veterinaria, epidemiologia, estatistica sanitaria, informatica,
pesquisa e tecnologia, informacdo cientifica e técnica, administracdo, legislacdo, politicas,
planejamento estratégico, sistemas e servi¢os de saude, recursos humanos, financiamento e
custos, participacdo comunitéria, educacdo para a saude, coordenacdo intersetorial e muitos
outros.

O conteldo é organizado da seguinte forma:

1. Reflexdes do Diretor. A moda de editorial, divulga os principios politicos da Organizago, as
tendéncias atuais e prioridades da saude publica na Regido das Américas.

2. Artigos. Podem ser informes de pesquisas originais, revisdes criticas, revisdes bibliograficas
ou comunicagdes de experiéncias particulares aplicaveis em ambito regional. Ocasionalmente,
sdo publicadas comunicacGes breves com o objetivo de divulgar novas técnicas ou metodologias
ou resultados que oferecam interesse particular.

3. Temas da atualidade. Esta se¢do inclui comentarios de menor extenséo que os artigos, relatos
de experiéncias e acontecimentos nacionais e regionais, informes sobre o desenvolvimento de
projetos e programas, resultados de reunides, simposios e conferéncias nos quais participam a
Organizacdo e os paises membros, bem como outras comunicacgdes relativas a pratica da satde.

4. Instanténeas (somente em espanhol). Nesta secdo aparecem resumos de artigos recém-
publicados em outras revistas destacadas ou em jornais, assim como press releases. Os materiais
sdo selecionados segundo a sua pertinéncia no contexto da salde publica da Regido.

5. PublicacGes. Aqui sdo apresentados pequenos resumos de novas publicagdes, assim como
resenhas esporadicas de livros recém-publicados sobre os diversos aspectos da saude publica e
temas afins. Os leitores sdo convidados a enviar resenhas de obras sobre temas no campo de sua
competéncia, com o entendimento de que a sua publicacédo € responsabilidade da equipe editorial
e dependera em grande medida da observacdo das normas para a redacdo de resenhas. Estas
serdo enviadas por correio sob solicitacao.

6. Cartas. Cartas dirigidas a Redagdo sdo publicadas com a intencdo de esclarecer, discutir ou
comentar de maneira construtiva as idéias expostas na RPSP/PAJPH. Devem ser assinadas pelo
autor, e incluir sua afiliagéo profissional e endereco completo.

Instrucdes para a apresentacdo de manuscritos propostos para publicagdo

A. EspecificacOes
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A RPSP/PAJPH segue, em geral, as normas definidas no documento "Requisitos uniformes para
preparar manuscritos enviados a revistas biomédicas”, elaborado pelo Comité Internacional de
Diretores de Revistas Médicas (5a. ed., 1997). Tais normas sdo conhecidas também como
"normas de Vancouver" (ver Bibliografia).

A seqguir, sdo oferecidas instrucdes praticas para elaborar o manuscrito, ilustradas com exemplos
representativos. Os autores que ndo obedecerem as normas de apresentagdo se expdem a recusa
imediata de seus artigos.

B. Envio do manuscrito

O original, trés cépias e um disquete com o texto completo do manuscrito (ver se¢édo ILE -
Extensédo e apresentacdo) devem ser enviados ao Chefe do Programa de Publicacdes e Servigos
Editoriais (DBI), que acusara o recebimento do manuscrito mediante carta ao autor.

C. Idioma

A RPSP/PAJPH publica artigos em espanhol, inglés e portugués, embora sejam aceitos
manuscritos redigidos em qualquer dos idiomas oficiais da OPAS (inglés, francés, portugués e
espanhol). E recomendado encarecidamente aos autores que escrevam em sua lingua materna; o
uso inadequado de uma lingua estrangeira obscurece o sentido e enfraquece o rigor cientifico.

Os artigos selecionados para a RPSP/PAJPH nem sempre serdo publicados no idioma em que
foram originalmente escritos; o idioma de publicacdo serd decidido segundo a procedéncia do
publico para o qual o contetdo apresente maior interesse cientifico e pratico.

D. Direitos de autor (Copyright)

Cada artigo devera ser acompanhado de uma declaracao especificando que o manuscrito ndo foi
publicado previamente e que ndo sera apresentado a nenhuma outra revista antes de a decisdo da
OPAS ser conhecida. Os autores anexardo ainda uma declaracdo assinada indicando que, se 0
manuscrito for aceito para publicacédo, os direitos de autor pertencerdo a OPAS.

Solicita-se aos autores que incluam informacdes completas sobre qualquer bolsa de estudos ou
subvencdes recebidas da OMS, da OPAS ou de outro organismo para custear o trabalho no qual
0 artigo ¢ baseado.

Os autores assumirdo a responsabilidade de obter as permissdes necessarias para reproduzir
qualquer material protegido por direitos autorais. O manuscrito devera ser acompanhado da carta
original outorgando essa permissao; nela devera ser especificado com exatiddo o ndmero do
quadro ou figura ou o texto exato que serd citado e como serd usado, além da referéncia
bibliografica completa (ver secéo I1.J - Referéncias bibliogréficas).

Somente devem constar como autores aqueles que tenham participado diretamente da pesquisa
ou da elaboracéo do artigo, e que poderdo ser publicamente responsabilizados pelo seu contetdo.
A inclusdo de outras pessoas como autores, por amizade, reconhecimento ou outras razées ndo
cientificas, constitui falta de ética.

E. Extenséo e apresentagdo
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O manuscrito completo nao devera exceder 15 a 20 folhas tamanho carta (8,5 x 11") ou ISO A4
(212 x 297 mm). Estas devem ser datilografadas com tinta preta em um sé lado do papel, com
espaco duplo ou triplo e com margens superior e inferior de cerca de 2,4 cm. As margens direita
e esquerda deverdo medir pelo menos 2,4 cm. As palavras ndo deverdo ser hifenizadas ao final
das linhas. As paginas deverdo ser numeradas sucessivamente. O original devera ser
acompanhado de trés cdpias de boa qualidade. Nao serdo aceitas copias feitas com carbono.

Dé-se preferéncia aos manuscritos preparados em computador ou processador de textos, sendo
que uma versao em disquete (de 3,5" ou 5,25") deve ser enviada junto com a versdo final
impressa. Embora seja aceito qualquer equipamento compativel com IBM ou Macintosh, o
melhor programa é Microsoft Word. O autor deve indicar o programa que foi usado na
elaboragéo do artigo.

N&o serdo aceitos manuscritos que ndo cumpram as especificacdes aqui detalhadas. No caso de
trabalhos ou citagcfes traduzidos, em parte ou na sua totalidade, uma copia do texto no idioma
original devera acompanhar o0 manuscrito.

Os artigos aceitos serdo submetidos a um processamento editorial que pode incluir, se
necessario, a condensacgdo do texto e a supressao ou adi¢cdo de quadros, ilustracdes e anexos. A
versdo editada sera remetida ao autor para sua aprovacao.

F. Titulo e autores

O titulo deve limitar-se a 10 palavras, se possivel, e ndo deve exceder 15. Deve descrever o
conteido de forma especifica, clara, breve e concisa. Palavras ambiguas, jargdes e abreviaturas
deverdo ser evitados. Um bom titulo permite aos leitores identificar o tema facilmente e, além
disso, ajuda aos centros de documentacéo a catalogar e classificar o material com exatid&o.

Imediatamente sob o titulo, deverdo figurar o nome e o sobrenome de cada autor, bem como o
nome da instituicio em que trabalha. A RPSP/PAJPH ndo publica os titulos, distin¢Oes
académicas etc. dos autores.

E preciso informar o endereco completo do autor principal ou daquele que devera se encarregar
de responder toda a correspondéncia relativa ao artigo. Se uma caixa postal for usada, também é
necessario indicar outro endereco onde possa chegar um servico de entrega comercial.

G. Resumo e palavras-chave

Cada trabalho, incluindo as comunicacdes breves, devera ser acompanhado de um resumo — de
cerca de 150 palavras se for descritivo, ou de 250 se for estruturado — que indique claramente:
a) 0s propdsitos do estudo; b) lugar e datas de sua realizacdo; c) procedimentos béasicos (selecdo
de amostras e métodos de observacédo e anélise); d) resultados principais (dados especificos e, se
for o caso, sua interpretacdo estatistica); e e) as principais conclusdes. Deve-se enfatizar os
aspectos novos e relevantes.

Nenhuma informagc&o ou conclus&o que n4o apareca no texto devera ser incluida. E conveniente
redigi-lo em estilo impessoal e n&o incluir abreviaturas, remissfes ao texto principal ou
referéncias bibliograficas.
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O resumo permite aos leitores determinar a pertinéncia do contetdo e decidir se lhes interessa ler
0 documento em sua totalidade. De fato, é a Unica parte do artigo que muitas pessoas Iéem e,
junto com o titulo, a que é incluida nos sistemas de disseminacdo de informacdo bibliografica,
como o Index Medicus.

Depois do resumo, 3 a 10 palavras-chave ou frases curtas devem ser indicadas para fins de
indexacdo em bases de dados como o Index Medicus, cuja lista "Cabecalhos de assuntos
médicos" (Medical Subject Headings) deve servir de guia.

H. Corpo do artigo

Em geral, os trabalhos que apresentam pesquisas ou estudos se dividem nas seguintes se¢des
correspondentes ao chamado "formato IMRED": introducdo, materiais e métodos, resultados e
discussdo. Os trabalhos de atualizacao e revisdo bibliografica costumam requerer outros titulos e
subtitulos de acordo com o contetdo.

No caso das comunicacOes breves, as divisfes habituais deverdo ser suprimidas, mantendo-se
entretanto essa seqiiéncia no texto.

I. Notas de rodapé

Sao as explicagdes que, num tipo de letra menor, aparecem na parte inferior de uma pagina.
Serdo utilizadas para identificar a afiliacdo (instituicdo e departamento) e endereco dos autores e
algumas fontes de informacéao inéditas (ver secdo J.4 - Fontes inéditas e resumos). Essas notas
deverdo ser separadas do texto mediante uma linha horizontal e identificadas por ndmeros
consecutivos ao longo do artigo, colocados como expoentes.

J. Referéncias bibliograficas

Sao essenciais para identificar as fontes originais de conceitos, métodos e técnicas provenientes
de pesquisas, estudos e experiéncias anteriores; para apoiar os fatos e opinides expressos pelo
autor, e orientar o leitor interessado a informar-se com maior detalhe sobre determinados
aspectos do contetido do documento.

Com excecdo dos artigos de revisao bibliografica e das comunicagdes breves, a RPSP/PAJPH
requer no minimo 20 referéncias bibliograficas pertinentes e atualizadas. Os artigos de revisdo
em geral terdo um maior numero de fontes, e as comunicagdes breves, um maximo de 15.

Todas as referéncias devem ser citadas no texto com nimeros consecutivos, entre parénteses, da
seguinte forma:

"Observou-se (3, 4) que..."

Ou:

"Varios autores (1-5) assinalaram que..."

A lista de referéncias deveré ser numerada consecutivamente seguindo a ordem das cita¢fes no

texto. Por sua vez, as fontes bibliograficas consultadas mas ndo citadas no texto serdo
denominadas "bibliografia” e serdo ordenadas alfabeticamente pelo sobrenome dos autores.


http://www.scielosp.org/revistas/rpsp/pinstruc.htm#Fontes%20in%C3%A9ditas%20e%20resumos

94

A lista de referéncias ou a bibliografia devera ser apresentada em folhas separadas, ao final do
artigo, e elaborada de acordo com as normas descritas a seguir.

1. Artigos de revistas. E necessario fornecer a seguinte informagao: autor(es), titulo do artigo,
titulo abreviado da revista em que foi publicado (sublinhado ou em italico); ano; volume (em
nameros ardbicos), nimero (pode ser omitido se a revista tiver paginacdo continua ao longo de
um volume) e paginas inicial e final. Toda a informacdo serd apresentada na lingua original do
trabalho citado. Os seguintes exemplos ilustram o "estilo de Vancouver" para a elaboracéo e
pontuacdo de citacBes bibliograficas que devem ser observadas.

a. Autores individuais. Os sobrenomes e iniciais dos primeiros seis autores deverdo ser
mencionados; se sd0 mais, a expressao "et al." devera ser usada. Exemplos:

Brownie C, Habicht JP, Cogill B. Comparing indicators of health and nutritional status. Am J
Epidemiol 1986;124:1031-1044.

Herrero R, Brinton L, Hartge P, Reeves W, Brenes M, Urcuyo R, et al. Determinants of the
geographic variation of invasive cervical cancer in Costa Rica. Bull Pan Am Health Organ 1993;
27:15-25.

b. Artigos que possuem varias partes

Fitzharding PM, Stevens EM. The small-for-date infant: Il, neurological and intellectual
sequelae. Pediatrics 1972; 50:50-57.

c. Autor corporativo. Se consta de varios elementos, mencionar da maior para a menor. Em
revistas publicadas por organismos governamentais ou internacionais, os trabalhos sem autor
podem ser atribuidos ao organismo responsavel:

Pan American Health Organization, Expanded Program on Immunization. Strategies for the
certification of the eradication of wild poliovirus transmission in the Americas. Bull Pan Am
Health Organ 1993; 27:287-295.

d. Artigo sem autor dentro de uma sec¢do regular de uma revista:

World Health Organization. Tuberculosis control and research strategies for the 1990s:
memorandum from a WHO meeting. Bull World Health Organ 1992;70:17-22.

e. Tipos especiais de artigos e outras comunicagdes. S&o indicados entre colchetes:

Wedeen RD. In vivo tibial XFR measurement of bone lead [editorial]. Archives Environ Health
1990; 45:69-71.

f. Suplemento de um volume:

Maheshwari RK. The role of cytokines in malaria infection. Bull World Health Organ 1990; 68
(suppl):138-144.

2. Trabalhos apresentados em conferéncias, congressos, simpdsios etc. Somente devem
constar nas referéncias se as atas correspondentes tiverem sido publicadas.
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Koeberle F. Pathologic anatomy of entero-megaly in Chagas' disease. Proceedings of the 2nd
biennial meeting of the Bockus Alumni International Society of Gastroenterology, Rio de
Janeiro. 1962;92-103.

3. Livros e outras monografias. Deverdo ser incluidos os sobrenomes e iniciais de todos 0s
autores (ou editores, compiladores etc.) ou o nome completo da entidade coletiva; titulo
sublinhado (ou em italico); nimero da edicdo; lugar de publicacdo, casa publicadora e ano.
Quando procedente, os numeros do volume e as paginas consultadas deverdo ser acrescentados,
assim como a série a que pertence e 0 seu numero correspondente na série.

a. Autores individuais:

Eisen HN. Immunology: an introduction to molecular and cellular principles of immune
response. 5th ed. New York: Harper and Row; 1974: 215-217.

b. Autor corporativo que € também editor:

World Health Organization. The Sl for the health professions. Geneva: WHO; 1977.

c. Como citar um capitulo:

Weinstein L, Swartz MN. Pathogenic properties of invading microorganisms. In: Sodeman WA
Jr, Sodeman WA, eds. Pathologic physiology: mechanisms of disease. Philadelphia: WB
Saunders; 1974:457-472.

d. Como indicar o numero de volumes ou citar um volume em particular:

Pan American Health Organization. Volume IlI: Health conditions in the Americas. 1990 ed.
Washington, DC: PAHO;1990. (Scientific publication 524).

Pan American Health Organization. Health conditions in the Americas. 1990 ed. Washington,
DC: PAHO; 1990. (Scientific publication 524; 2 vol).

e. Como citar um volume que tem titulo proéprio:

World Health Organization, Volume 2: Instruction manual. In: International Classification of
Diseases and Related Health Problems. 10th rev. Geneva: WHO; 1992.

f. Atas publicadas de congressos, simpasios, conferéncias etc.:

DuPont B. Bone marrow transplantation in severe combined immunodeficiency with an
unrelated MLC compatible donor. In: White HJ, Smith R, eds. Proceedings of the third annual
meeting of the International Society for Experimental Hematology. Houston: International
Society for Experimental Hematology; 1974: 44-46.

g. Informes e documentos completos sem autor. Somente serdo oferecidos detalhes sobre
informes escritos que os leitores possam solicitar e obter. E importante indicar o nome exato da
entidade coletiva responsavel pelo documento, titulo completo, cidade, ano e numero. Se
possivel, deve-se dar a fonte do documento. Exemplos:
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National Center for Health Services Research. Health technology assessment reports, 1984.
Rockville, Maryland: National Center for Health Services Research; 1985; DHHS publication no
(PHS) 85-3373. Available from: National Technical Information Service, Springfield, VA
22161.

4. Fontes inéditas e resumos (abstracts). Ndo sdo consideradas referéncias apropriadas os
resumos (abstracts) de artigos, os artigos que ainda ndo tenham sido aceitos para publicacdo, as
teses quando ainda sdo inéditas e os trabalhos ndo publicados mesmo que tenham sido
apresentados em conferéncias. Excetuam-se 0s artigos ja aceitos mas ainda ndo publicados (no
prelo). Se for absolutamente necessério citar fontes inéditas, deve-se menciona-las no texto
(entre parénteses) ou como notas de rodapé. A citacdo no texto deverd ser feita da seguinte
maneira:

Observou-se® que . . .
e ao pé da mesma pagina do manuscrito aparecera a nota correspondente:

! Herrick JB, [and others]. [Letter to Frank R Morton, Secretary, Chicago Medical Society].
Herrick papers. [1923]. Located at: University of Chicago Special Collections, Chicago, Illinois.

No caso de artigos ja aceitos mas ainda ndo publicados (no prelo), deve-se seguir o exemplo:

It has been demonstrated (Little DA, Ecology Center of New York, unpublished observations,
1990) that . . .

5. Comunicagdes pessoais. Devem ser incluidas unicamente quando oferecerem informagéo
essencial ndo obtenivel de uma fonte publica. Somente figuram no texto entre parénteses, sem
nota de rodapé, da seguinte forma:

Dr. D.A. Little (Ecology Center of New York, personal communication, 1991) has pointed out
that . ..

6. Outros materiais. Devem seguir em geral as indicagbes para referenciar um livro,
especificando sua procedéncia (autores ou entidade responsavel), titulo, tipo do material, local de
publicacdo e data. Também devem ser descritos 0s sistemas necessarios para 0 uso de
informacdo em formatos eletrénicos.

a. Videocassetes:

World Health Organization. Before disaster strikes [videocassette]. Geneva: WHO; 1991.

b. Diapositivos (slides):

Sinusitis: a slide lecture series of the American Academy of Otolaryngology—Head and Neck
Surgery Foundation [slide show]. Washington DC: The Academy; 1988. [54 slides and a guide
by HC Pillsbury and ME Johns].

c¢. Programas de computador:
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Wechsler interpretation system [computer program]. Wakefield, Rhode Island: Applied
Innovations; 1983. [1 diskette; 1 guide].

d. Audiocassetes:

Clark RR, et al, eds. American Society for Microbiology prods. Topics in clinical microbiology
[audiocassette]. Baltimore: Williams and Wilkins; 1976. [24 audiocassettes: 480 min;
accompanied by 120 slides and one manual].

e. Bases de dados / CD-ROMs:

Compact library: AIDS [CD-ROM database updated quarterly]. Version 1.55a. Boston:
Massachusetts Medical Society, Medical Publishing Group; 1980. [1 compact disk; operating
system: IBM PC, PS/2 or compatible; 640K memory; MS-DOS 3.0 or later].

f. Sites na Internet:

Pritzker TJ. An early fragment from Central Nepal [Internet site]. Ingress Communications.
Available: http://www.ingress.com/ ~astanart/pritzker/pritzker.html. Accessed 8 June 1995.

g. Materiais instrucionais:

Card No. 8 Use of cervical mucus examination as a method for avoiding pregnancy. In: World
Health Organization and Blithe Centre for Health and Medical Education. Education on family
fertility: instructional materials on natural methods of family planning for use by educators
[pamphlets, cards, and posters]. Geneva: WHO; 1982,

K. Quadros (ou tabelas)

Os quadros sdo conjuntos ordenados e sistematicos de valores agrupados em linhas e colunas.
Devem ser usados para apresentar informacdo essencial de tipo repetitivo — em termos de
variaveis, caracteristicas ou atributos — em uma forma facilmente compreensivel para o leitor.
Podem mostrar frequéncias, relacfes, contrastes, variagdes e tendéncias mediante a apresentagédo
ordenada da informacdo. Devem ser compreensiveis por si mesmos e complementar — nao
duplicar — o texto. Os quadros ndo devem conter excesso de informagdo estatistica porque
resultam incompreensiveis, diminuem o interesse do leitor e podem chegar a confundi-lo.

Cada quadro deve ser apresentado em uma folha separada ao final do artigo, e ser identificado
com um namero correspondente. Devera apresentar um titulo breve e claro de maneira que o
leitor possa determinar sem dificuldades quais dados foram tabulados e o que indicardo, além do
lugar, data e fonte da informac&o. O cabecalho de cada coluna deve incluir a unidade de medida
e ser 0 mais breve possivel; a base das medidas relativas (porcentagens, taxas, indices) deve ser
indicada claramente quando forem utilizadas. Somente devem ser deixados em branco os
espacos correspondentes a dados que ndo séo aplicaveis; se falta informacao porque ndo foram
feitas observacgdes, 0s espacos deverdo ser preenchidos por um pontilhado.

Linhas verticais ndo deverdo ser usadas, assim como somente trés horizontais deverao aparecer:
uma apos o titulo, outra apos os cabecalhos de coluna e a ultima ao final do quadro, antes das
notas, se houver. As chamadas para as notas ao final do quadro deverao ser feitas mediante letras
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colocadas como exponentes, em ordem alfabética; cifras, asteriscos ou outros simbolos quaisquer
ndo deverdo ser utilizados com esse propdsito.

As comunicagdes breves poderdo apresentar até o limite maximo de dois quadros ou figuras.
L. Figuras

As ilustracOes (graficos, diagramas, desenhos lineares, mapas, fotografias etc.) devem ser
utilizadas para destacar tendéncias e ilustrar comparacdes de forma clara e exata. Devem ser
faceis de compreender e agregar informacéo, ndo duplica-la. As figuras deverao ser apresentadas
em forma de desenhos manuais ou fotografias em branco e preto em papel brilhante, ou geradas
por computador. Os desenhos e legendas devem ser bem elaborados para que possam ser
reproduzidos diretamente; deverdo ser enviados entre folhas de papeldo duro que os protejam
durante o transporte. Todas as figuras deverdo ser perfeitamente identificadas no verso. Seus
titulos serdo tdo concisos quanto possivel e, ao mesmo tempo, bastante explicitos. Notas ndo
deverdo ser utilizadas na figura, mas a fonte devera ser indicada no caso de haver sido retirada de
outra publicacdo.

Os titulos de todas as figuras deverdo ser anotados em ordem numérica numa folha separada. Se
houver espaco suficiente, a explicacdo dos graficos ou mapas poderad ser incluida dentro da
propria figura, mas se ndo for possivel, serd incorporada ao titulo da figura. Os mapas e desenhos
apresentardo uma escala em unidades Sl (ver secdo I1.N - Unidades de medida).

As fotografias sdo preferiveis em branco e preto, devendo ter grande nitidez e excelente
contraste, e incluir antecedentes, escala, fonte de origem e data. Cada fotografia deverd ser
identificada no verso com um numero e incluir um titulo claro e breve. Essa informacao devera
ser escrita numa etiqueta adesiva no verso da fotografia.

O excesso de quadros, material grafico ou ambos diminui o efeito que se deseja alcancar. Essa
razdo, mais o fato de que os quadros e ilustracdes sdo custosos e ocupam muito espaco, obriga a
uma selecdo cuidadosa para realcar o texto.

M. Abreviaturas e siglas

Serdo utilizadas o menos possivel. E preciso definir cada uma delas na primeira vez em que
aparecer no texto, escrevendo o termo completo e em seguida a sigla ou abreviatura entre
parénteses, por exemplo, Programa Ampliado de Imunizacdo (PAI). Serdo citadas em espanhol
ou portugués, por exemplo, DP (desvio padrdo) e ndo SD (standard deviation), exceto quando
correspondam a entidades de alcance nacional (FBI) ou sejam conhecidas internacionalmente por
suas siglas nao espanholas ou portuguesas (UNICEF), ou se refiram a substancias quimicas cujas
siglas inglesas estejam estabelecidas como denominagé&o internacional, como GH (hormdnio do
crescimento), e ndo HC. (Ver também a se¢do I1.N - Unidades de medida).

N. Unidades de medida

Deverdo ser usadas as unidades do Sistema Internacional (Sl1), que € essencialmente uma versdo
ampliada do sistema métrico decimal (ver bibliografia).

De acordo com esse sistema, 0s simbolos das unidades nao sdo expressos no plural (5 km e ndo 5
kms), nem sdo seguidos de ponto (10 mL e ndo 10 mL.), salvo se estiverem no final de uma frase


http://www.scielosp.org/revistas/rpsp/pinstruc.htm#Unidades%20de%20medida
http://www.scielosp.org/revistas/rpsp/pinstruc.htm#Unidades%20de%20medida
http://www.scielosp.org/revistas/rpsp/pinstruc.htm#Bibliografia
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e que por razdes ortograficas deverdo leva-lo. Em portugués, os numeros decimais Sa0 expressos
usando-se a virgula. As cifras devem ser agrupadas em trios, dispostos a direita e a esquerda da
virgula decimal, e separados entre si por um espaco simples. Ndo devem ser separados por
nenhum sinal de pontuacé&o.

Forma correta:

12 500 350 (doze milhdes quinhentos mil trezentos cinquienta)
1 900,05 (mil novecentos e cinco centavos)

Formas incorretas:

12,500,350 / 1.900,05 / 1,900.05

O. Processo de selecao

Os manuscritos recebidos passam por um processo de selecdo mediante o sistema de arbitragem
por especialistas na matéria. Numa primeira revisao, é determinado se 0 manuscrito obedece 0s
critérios gerais descritos anteriormente. Na segunda revisdo, sdo examinados o valor cientifico
do documento e a utilidade de sua publicacdo; esta parte é responsabilidade de profissionais
especialistas no tema, que avaliam os manuscritos independentemente.

Na terceira revisdo, baseando-se nos critérios gerais, no valor cientifico do artigo e na utilidade
de sua publicacdo, toma-se uma decisdo que pode ser: recusa, em cujo caso o documento é
devolvido ao autor; aceitacdo condicional, segundo a qual se solicita ao autor para redigir um
novo texto revisado, incorporando os comentarios e recomendacdes dos especialistas; ou
aceitacédo definitiva.Os textos revisados séo submetidos a uma quarta revisao para verificar se as
condicdes e exigéncias feitas na aceitacdo condicional foram cumpridas; se sim, 0 manuscrito é
aceito de forma definitiva; do contrario, é recusado.Toda decisdo é comunicada por escrito ao
autor com a maior rapidez possivel. O prazo depende da complexidade do tema e da
disponibilidade de revisores especialistas.

P. Publicacéo do artigo aceito

Os manuscritos serdo aceitos com o entendimento de que o editor se reserva o direito de fazer
revisfes visando uma maior uniformidade, clareza e conformidade do texto com o estilo da
RPSP/PAJPH.Os manuscritos aceitos para publicacdo serdo editados e enviados ao autor
responsavel pela correspondéncia para que responda as perguntas ou esclareca davidas editoriais,
aprove as correcdes. As provas tipograficas ndo serdo enviadas aos autores, razao pela qual estes
deverdo ler detidamente o manuscrito editado. Recomenda-se enfaticamente a devolucdo do
manuscrito aprovado pelo autor no prazo indicado na carta que o acompanha, para que a
programacdo do numero correspondente da revista possa ser cumprida. Salvo circunstancias
excepcionais, decorrem aproximadamente trés meses entre a data do recebimento do artigo
aprovado pelo autor e sua publicacéo.

Q. Exemplares enviados ao autor

O autor recebera 10 exemplares da revista em que aparece seu artigo tdo logo seja publicada.
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Mumero do Parecer: 139558
Data da Relatoria: 08/11/2012

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de estudo descritivo transversal que busca investigar se ha infegio por hantavirus e por leptospira
=pp. A hantavirose e a leptospirose s3o enfermidades que embora tenham diferengas em sua eticlogia e
cadeia epidemiclagica, ambas tem como reservatdric os roedores e sio enfermidades relacionadas ao risco
ocupacional. O objetivo & de realizar um estudo soro-epidemiolégico da infecgdo por Hantavirus e por
Leptospira spp. em garis e frabalhadores nurais que residam no municipic de Garanhuns, do estado de
Permnambuco. Pretende-se realizar uma analise descrifiva transversal, onde serdo realizadas as coletas de
amosfras de sangue dos garis e trabalhadores rurais e realizadas as provas sorologicas, o ELISA para a
infecgio por Hantavirus e soroaglutinagio microscopica (SAM) para Leptospira spp. Sera aplicado um
questionarie, que busca os fatores de risco para a ocoméncia dessas infecgles. Espera-se caracterizar a
epidemiologia das infecgdes por Hantavinus e Lepiospira em Garanhuns e também relacionar os fatores de
fiSCO responsaveis

pela ocoméncia da infecgio com as condigdes ambientais € o risco ocupacional dos trabalhadores com a
ocoméncia da hantavirose e leptospirose. Paricipara do estudo 3680 sujeitos sendo que 120 garis & 180
trabalhadores rurais. O tamanheo da ameostra para compor o estudo de prevaléncia sera determinado
considerando-se uma prevaléncia esperada

para infecgdo por Hantavirus de 14,3% (CAMPOS, 2002) e por Leptospira de 10.4% (ALMEIDA et al., 1984),

que determinara uma amostragem minima de 188 amostras para pesquisa de Hantavirus e
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144 para Leptospira spp., considerande o nivel de confianga de 85% e erro estatistico de 5%
(THRUSFIELD, 2004).Sem critérics de inclusdo e exclusio.

Objetive da Pesquisa:

Objetivo geral:

Realizar um estudo soro-epidemiclogico da infecgdo por Hantavirus e Leptospira spp. em garis & em
trabalhadores rurais que residam no municipio de Garanhuns, do Estado de Pernambuco.

Objetivos Especificos:

Determinar a prevaléncia da infecgdo por Hantavirus e por Leptospira na populagio de garis responsaveis
pela limpeza urbana e trabalhaderes rurais do municipio de Garanhuns do Estado de Pernambuco;
Identificar os fateres de risco asscciades as infecgdes por Hantavirus e por Leptospira.

Os Objetivos estdo cosrentes com a metodologia a ser utiizada & exequiveis.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

O estudo apresenta riscos aos participantes embora a venopuncio para coleta seja feita por pessoal técnico
preparado (neste estudo o técnico de enfermagem) e com material especifico e esterilizado. Os riscos esta
relacionado com a propria técnica e o manuseio do material bem como a imunidade do paciente. Por se
tratar de um procedimento invasivo os risces minimos como infeccdo, hematomas, sangramento poderdo
ocorrer & foram informados no TCLE.

Conforme descrito no estudo a pesguisa ndo apresenta riscos & populagde participante, visto que, serd
realizada apenas uma coleta de amostra de sangue por uma equipe técnica preparada para tal
procedimento, & aplicado um guestionario que busca informagdes que possam esclarecer o risco de
Avaliagio dos Riscos e Beneficios: infecc3o pelos agentes (Hantavirus e Leptospira spp.). Além, disso os
participantes serdo escarecidos a

respeito do objetivo da pesquisa e assinardo o termo de consentimento livre & esclarecido, sendo mantido o
sigilo das informagdes dos paricipantes.

Beneficios:

Como beneficios, depois de esclarecido se ha infecgo por Hantavirus efou por Leptospira spp., € possivel a
implementagio de medidas de educagio em salde que possam confribuir com a populagdo, em especial os
garis e trabalhadores rurais que devide as suas atividades e ao ambiente onde desempenham as mesmas,
estio mais susceptiveis a ocoméncia de enfermidades como estas pesquisadas e tantas cuiras que quando
& possivel caracteriza-las epidemiclogicamente, pode-se identificar os principais fatores de risco para a
ocomeéncia e educar a populagdo para sua prevengio Quanto aos beneficics descrito € relevants tendo em

vista @05 inimeros fatores que a pesquisa ira propiciar.
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Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de estudo relevante sobre o hantavirus e leptospira spp a ser realizado no Municipio de
Garanhuns, onde a metedologia atende aos objetivos propostos. Estudo tipo descritive e transversal, onde
para analise sorologica sera utilizade o teste de ELISA para infecgdo por hantavirus e socroaglutinagio
microscopica para Leptospira spp.Sera feita analise estatistica descritiva para calculo das frequéncias
relativa & absoluta dos resultados obtidos no teste sorologico. Para identificar os fatores de risco associados
a infecgdo por Hantavirus e Leptospira spp sera realizada uma analise univariada das

variaveis de interesse através do teste qui-guadrado de Pearson, ou Exato de Fisher, quando necessario.
Posteriommente sera feita uma analise multivariada através do modelo de regressao legistica considerando
como variavel dependente o status sorologico do animal (positivo ou negativo). As variaveis independentes
ou explanatdérias consideradas no modelo serdo aguelas gue apresentaram significincia estatistica 0,20.
Essza

probabilidade serd estipulada para que possiveis fatores de risco do evento n3o sejam excluidos da analise.
O programa SPSS for Windows, vers3o 18,0 - Statistical Package for the Social Science, sera utilizado para
a execugio dos calculos estatisticos.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo cbrigatdria:

Trata-se de estudo relevante sobre o hantavirus e leptospira spp a ser realizado no Municipio de
Garanhuns, onde a metedologia atende aos objetivos propostos. Estudo tipo descritive e tramsversal, onde
para anilise soroldgica serd utilizado o teste de ELISA para infeccdo por hantavirus e scroaglutinagio
microscopica para Leptospira spp. Sera feita analise estatistica descritiva para calculo das frequéncias
relativa & absoluta dos resuliades obtidos no teste sorologico. Para identificar os fatores de risco associados
4 infeccdo por Hantavirus & Leptospira spp sera realizada uma andlise univariada das

variaveis de interesse através do teste qui-guadrado de Pearson, ou Exato de Fisher, quando necessario.
Postericrmente sera feita uma analise multivariada atraves do modelo de regressao logistica considerando
como varavel dependente o status sorologico do animal (positive ou negativa).

As variaveis independentes ou explanatorias consideradas no modelo serao aguelas que apresentaram
significincia estatistica 0.20. Essa probabilidade sera estipulada para que possiveis fatores de risco do
evento ndo sejam excluidos da analise. O programa 3PS5 for Windows, versio 15,0 - Statistical Package

for the Social Science, sera utilizade para a execugio dos calculos estatisticos.

Recomendagoes:

Ha TCLE, e esta de acordo. Os objetivos condiz com o apresentado no projeto.
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Apresenta questionarios para aplicagio em garis e trabalhadores rurais em comentarios.
O Cronograma esta ajustado. Apresenta carta de anuéncia.

Projeto pode ser homologado pelo Colegiado do CEP

Conclusdes ou Pendfncias e Lista de Inadequagdes:

Projeto atende aos ajustes solicitados. Esta claro e nao implica em questoes eticas que envolva os sujeitos
& pesquisadores.

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

M3o

Consideragdes Finais a critéric do CEP:

O Pleno acompanha o parecer do relator.

RECIFE, 06 de Mowvembro de 2012

Assinador por:

Melson Rubens Mendes Loretto
[{Coordenadaor)



