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Pellizzaro, M. Determinacéo de areas de risco de leptospirose humana a partir do
diagnéstico molecular em ratos (Rattus norvegicus). Botucatu, 2018. 55p.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de
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RESUMO

A leptospirose é a zoonose que mais acomete pessoas em todo o mundo. A
infeccdo € causada pela bactéria Leptospira spp. e os ratos urbanos (Rattus
norvegicus) sao os principais reservatérios. Os principais fatores de risco séo:
chuvas, alagamentos, enchentes, presenca de lixo, esgoto ndo canalizado, baixa
infraestrutura e baixas condi¢des socioecondmicas. O objetivo deste estudo foi
determinar areas de risco para vigilancia da leptospirose humana, analisando a
prevaléncia de Leptospira spp. em ratos e dados do ambiente. Utilizando
informacdes contidas em bancos de dados oficiais e com base na literatura foram
determinados os fatores de risco para leptospirose humana em Curitiba-PR.
Foram determinados locais para captura dos ratos e coletados rins para analise
molecular. A maioria dos setores foi classificado como de baixo risco de
transmissao de leptospirose (17/112; 15,17%). Os fatores de risco mais
frequentemente encontrados foram area inundavel, esgoto a céu aberto e lixo
acumulado. A chance dos setores com alto risco de transmisséo foi 1,27 vezes
maior que em setores de baixo risco. Foram capturados 25 ratos e a frequéncia
de Leptospira spp. foi 17,39% e 68% em soro e rim, respectivamente. Os
principais fatores de risco associados aos roedores foram auséncias de
abastecimento de agua, rede ligada a esgoto, pavimentacdo e com reclamacéao
de roedores. Este estudo refor¢ca a importancia da melhoria dos servicos de
infraestrutura, diminuindo o contato das pessoas com a bactéria, bem como

estratégias de manejo adequado para esses roedores.

Palavras chave: Leptospira spp., fatores de risco, rato de esgoto.
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Pellizzaro, M. Risk areas determination for human leptospirosis by molecular
diagnosis in rats (Rattus norvegicus). Botucatu, 2018. 55p. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade

Estadual Paulista.
ABSTRACT

Leptospirosis is the most common zoonosis in the world. Bacteria of the
Leptospira spp. genus are the causative agents, and urban rats (Rattus
norvegicus) are its main reservoir. Rain, flooding, garbage, absence of sanitary
sewage, low socioeconomic and infrastructure conditions are the major risk
factors human infection. This study aimed to define the risk areas for human
leptospirosis, by analyzing Leptospira spp. prevalence in rats and environmental
data. Official data information and literature were used to determine leptospirosis
risk factors in Curitiba-PR. Rats were captured at previously determined sites.
Kidney samples were collected and molecular tests were performed. Most of the
census tracts were classified as low-risk to human leptospirosis (95/112;
84.82%). Risk factors associated with higher frequency of infection were flood
area, open sewage, and accumulated garbage. The odds ratio in high-risk census
tracts was 1.27 times higher than low-risk areas. Twenty-five rats were captured
and the Leptospira spp. frequency was 17.39% and 68% in serum and kidney,
respectively. The main risk factors associated with the presence of rodents were
lack of adequate water supplies and sanitary sewage, unpaved streets, and
rodent complaint. This study reinforces the importance of adequate infrastructure
services in order to reduce human exposure to the bacteria, as well strategies of

rodent control.

Key words: Leptospira spp., risk factors, Norway rats.



CAPITULO 1

INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose que acomete pessoas de maneira
acidental. Estima-se que 350-500 mil humanos adoecam com a forma grave da
doenca anualmente no mundo (AHMED et al., 2012). Acredita-se que esses
dados sejam subestimados devido ao baixo diagnostico e falta de notificacédo
(ADLER, 2015). No Brasil, cerca de 3.600 casos sao registrados por ano,
principalmente nas regides sudeste e sul, com 375 6bitos em média (BRASIL,
2014). A doenca em humanos tem relacdo direta com populacdes
desfavorecidas, onde as condi¢cfes de infraestrutura sdo precarias e aumentam
0s riscos de contato dos humanos com roedores, considerados 0s principais
reservatorios de leptospirose urbana (BHARTI et al., 2003; REIS et al., 2008;
FELZEMBURGH et al., 2014; ADLER, 2015).

A vigilancia epidemioldgica da doenca permite estabelecer os fatores
predisponentes e determinantes para sua ocorréncia e determinar as acfes de
controle e prevengao (BRASIL, 2014). Os principais fatores associados sao
moradias precarias, esgotos a céu aberto, baixas condi¢des sanitérias, periodos
chuvosos e alagamentos, encontrados principalmente em areas de ocupacao
irregular, como favelas, nos centros urbanos (FELZEMBURGH et al., 2014;
MWACHUI et al., 2015). As precarias condi¢cdes de moradia aumentam o risco
de exposicao a Leptospira spp. entre as pessoas que vivem no mesmo ambiente
gue um paciente sabidamente doente (MACIEL et al., 2008). Ainda, a interacéo
da urbanizacdo exagerada e as mudancas climaticas aumentaram o risco de
incidéncia da doenca e da ocorréncia de surtos (LAU et al., 2010). O crescimento
das favelas também favoreceu as condi¢Oes para a transmissao de doencas
transmitida pelos roedores. Estima-se, de modo preocupante, que até 2030 a
populacdo vivendo em condi¢Bes vulneraveis devera ultrapassar 2 bilhdes de
pessoas (COSTA et al., 2015a), e deste modo devera ocorrer um aumento no

numero de agravos a saude publica.

Os ratos sdo os principais reservatérios da doencga, pois eliminam

bactérias viaveis na urina, contaminando o ambiente, por tempo indeterminado



(LEVETT, 2001; BHARTI et al., 2003), sem necessariamente adoecerem.
Atualmente o manejo de roedores em centros urbanos é deficiente e ndo existe
uma solucao eficaz a curto ou longo prazo para diminuir a infestacdo desses
animais, especialmente em areas de ocupacdo irregular (BRASIL, 2002; FARIA
etal., 2008; COSTA et al., 2014a). Apesar de reservatorios, a presenca de roedor
e nao indica necessariamente risco (OLIVEIRA et al., 2009). Outro fator
importante € a técnica utilizada para deteccao da Leptospira spp. em ratos, pois
como sdo reservatorios assintomaticos, na maioria dos casos ndo produzem
anticorpos. Deste modo, a deteccdo molecular da bactéria nos rins € a melhor
maneira de estimar a prevaléncia do agente nestes animais (LEVETT, 2001;
PICARDEAU, 2013).

Neste contexto, o presente estudo utilizou dados oficiais para estabelecer
areas de baixo e alto risco para leptospirose humana, nos quais amostras de
soro e rins de ratos dessas areas foram analisadas para comparar a ocorréncia

de Leptospira spp. nos diferentes cenarios de risco dentro de um mesmo bairro.

REVISAO DE LITERATURA

1. LEPTOSPIRA E LEPTOSPIROSE

A leptospirose € atualmente a zoonose mais distribuida no mundo.
Estima-se que mais de um milhdo de casos ocorram anualmente, com mais de
50.000 mortes por ano (COSTA et al.,, 2015a; TORGERSON et al., 2015). H4
aproximadamente duas décadas, a doenca estava associada a exposi¢cao
ocupacional e rural, porém emergiu como doenca preocupante no ambiente
urbano, especialmente em paises em desenvolvimento, devido a ocupacao
desordenada das cidades, tornando o ambiente adequado para disseminacao
de roedores e as doencas associadas (KO et al., 1999). Atualmente, mais de um
bilh&o de pessoas vivem em ambiente considerado de favela, onde epidemias

de leptospirose tém sido reportadas (HAGAN et al., 2016).

A infeccdo é causada por bactéria espiroqueta do género Leptospira spp.,
que possuem aproximadamente 0,1 pm de didmetro, de 6-10 um de



comprimento, podendo serem maiores em culturas laboratoriais (LEVETT, 2001;
ADLER, 2015). Estruturalmente, possuem camadas de lipopolissacarideos, que
sao a base para categorizar o género em 24 sorogrupos e mais de 250 sorovares
reconhecidos atualmente (EVANGELISTA e COBURN, 2010; ADLER, 2015),
relacionado ainda a viruléncia de cada sorovar. Os sorovares antigenicamente
similares sdo agrupados n0s mesmos sorogrupos, por conveniéncia, apesar de
ndo possuirem, necessariamente, relacdo taxonémica. Diversos isolados de um
mesmo sorovar podem pertencer a diferentes espécies genotipicas de
leptospiras e, deste modo, ndo € possivel determinar a espécie envolvida na
infeccdo apenas com exames sorologicos (LEVETT, 2001; EVANGELISTA e
COBURN, 2010; ADLER, 2015).

As pessoas se infectam pelas membranas mucosas ou lesdes na pele
guando expostas a urina de animais infectados ou indiretamente a partir do solo
ou 4gua contaminados com a urina de animais (BHARTI et al., 2003; ADLER e
MOCTEZUMA, 2010; MWACHUI et al., 2015). Grupos de individuos sao
considerados de risco, devido a maior chance de entrarem em contato com a
urina, tais como: veterinarios, funcionarios de abatedouros, trabalhadores rurais
e laboratoristas, entre outros. O risco varia de acordo com a prevaléncia da
doenca no local e a frequéncia de exposicdo (ADLER, 2015). A maioria das
infeccbes podem ser prevenidas usando equipamentos individuais de protecao.
Ha relatos de surtos ocorrendo apds atividades recreativas e esportes aquaticos
(BARTHI et al., 2003), e esse tipo de exposi¢ao se tornou importante nos ultimos
anos, devido ao aumento da popularidade dessas atividades e a facilidade de

viajar para lugares que possibilitem tais praticas esportivas.

A doenca apresenta duas manifestacdes principais, sindrome
hemorragica pulmonar e doenca renal, com taxa de mortalidade de 10 e 70%,
respectivamente (COSTA et al., 2015a). Os dados associados a leptospirose séo
subestimados pela falta de diagndstico ou similaridade com outras doencas
agudas febris, como dengue, Zika e malaria (LAROCQUE et al., 2005; COSTA
et al., 2015a). Estudos sobre a confirmagéo laboratorial de leptospirose humana
estimam que em praticamente 50% dos casos suspeitos ndo séo realizados

testes laboratoriais para confirmar o diagnéstico (COSTA et al.,, 2015a). Os



dados de morbidade descritos na literatura referem-se a doenca grave e

representam somente 5-15% das infec¢des clinicas (COSTA et al., 2015a).

Pesquisas realizadas no Brasil, revelaram que a ocorréncia de casos
graves da doenca esta associada com deficiéncias de infraestrutura como
localizac&o da residéncia proximo a esgotos abertos e lixo acumulado, areas de
risco de enchente e &reas com alta infestacao de roedores (MACIEL et al., 2008;
REIS et al., 2008; COSTA et al., 2014a, 2014b; FELZEMBURGH et al., 2014).
Apesar de areas urbanas com alto risco de transmisséo de leptospirose serem
geralmente caracterizadas por baixas condicGes sociais e de saneamento, a
variabilidade espacial de caracteristicas ambientais e sociais é extremamente
heterogénea (REIS et al., 2008; FELZEMBURGH et al., 2014).

A incidéncia de leptospirose também é influenciada por fatores climaticos,
como chuva, umidade e temperatura (LAU et al., 2010; MWACHUI et al., 2015;
HAGAN et al., 2016). Em condi¢cdes adequadas de temperatura e umidade, as
bactérias podem sobreviver por meses em agua e solo (LEVETT, 2001;
MWACHUI et al., 2015). Em paises tropicais, como o Brasil, chuva forte,
alagamentos e enchentes estdo associados ao aumento do risco de exposicao
a Leptospira spp. (LAU et al., 2010; COSTA et al.,, 2015a; MWACHUI et al.,
2015). Por outro lado, em paises desenvolvidos, o risco relacionado a exposicao
a agua estad associado a atividades recreativas (MWACHUI et al., 2015). As
epidemias urbanas de leptospirose, que estdo associadas as fortes chuvas,
atingem principalmente, moradores de favelas, devido as condi¢gdes ambientais
inadequadas de saneamento e drenagem, somado a alta infestacéo de roedores
(KO et al., 1999).

Acredita-se que os dados de prevaléncia da doenca sejam subestimados,
pois a maioria das pessoas adoecem apds retornarem aos seus paises de
origem, e muitos casos de surtos acabam nao sendo identificados e notificados
(ADLER, 2015). A falta de estimativas confiaveis do impacto da leptospirose tem
levado a diversos esforcos para criar barreiras de prevencédo e controle da
doenca. E considerada uma doenca importante no contexto da satde Unica (do

inglés, one health), visto que € um problema de saude animal, de ordem global,



com impacto socioecondmico no mesmo cenario onde ocorrem 0S Cas0S
humanos (COSTA et al., 2015a).

2. VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA

A lei organica da saude no Brasil (BRASIL, 1990) define vigilancia
epidemioldgica como “...conjunto de acdes que proporciona o conhecimento, a
deteccdo ou prevencdo de qualquer mudanca nos fatores determinantes e
condicionantes de saude individual ou coletiva, com a finalidade de recomendar
e adotar medidas de prevencdo e controle das doencas ou agravos”. As
informacBes sobre doencas e agravos coletadas durante acfes de vigilancia
epidemiologica permitem que os profissionais de saude planejem e decidam

sobre a execucado de controle e prevencao de maneira eficaz.

Os principais objetivos da vigilancia epidemiolégica na leptospirose séo
monitorar a ocorréncia da doenca em areas de risco, investigar os surtos,
identificar os sorovares, direcionar acOes de controle e prevencdo em
localidades onde as pessoas tém maior risco de adoecer e evitar 6bitos (BRASIL,
2014).

Os critérios epidemioldgicos para determinacdo de casos suspeitos de
leptospirose humana tém relacdo a exposicdo a situacdes que favorecam a
infeccdo pelo agente, 30 dias antes do inicio dos sinais e sintomas, como:
exposicdo a enchentes, lama, esgoto, lixo, entulho e moradia em area de risco.
A notificacdo € obrigatoria e registrada no Sistema de Informacao de Agravos de
Notificacdo (SINAN), utilizando ficha propria, para que as acfes de vigilancia

epidemioldgica sejam desencadeadas.

A vigilancia epidemioldgica da doenca no Brasil classificou Curitiba como
area endémica para leptospirose humana no ano de 2008, quando o Ministério
da Saude definiu as cidades prioritarias para a vigilancia e controle da doenca,
gue ainda permanecem: Sao Paulo, Rio de Janeiro, Recife, Salvador, Belém,
Belo Horizonte e Manaus. No ano de 2015, a taxa de incidéncia de leptospirose

em Curitiba foi de 5,95 e a letalidade de 9,82% (14/142), significativamente maior



guando comparada aos dados do Brasil, no qual a taxa de incidéncia é 1,73 e
letalidade de 7,41% (SINAN, 2016).

A Unidade de Vigilancia de Zoonoses, da Prefeitura Municipal de Curitiba,
atua nas areas de ocupacao irregular e nos locais mapeados como prioritarios
no enfrentamento da leptospirose humana na cidade, realizando acfes de
prevencao da transmissdo da doenca aquelas pessoas consideradas em risco.
O servigo da prefeitura ainda dispde de solicitacdo de desratizacdo em bueiros
para controle de roedores e disseminacdo da leptospirose, que pode ser
solicitado por qualquer municipe pele telefone central da prefeitura (#156). Apos
essa solicitacdo, a equipe de técnicos da Unidade de Vigilancia em Zoonoses se
desloca ao local, verifica as condi¢des predisponentes a presenca dos roedores,
faz orientacdes e aplica rodenticidas dentro dos bueiros da regido. A equipe de
vigilancia da leptospirose na cidade conta com 5 técnicos para atender toda
regido e o numero de solicitacfes para o servi¢o de desratizacdo ocupa o tempo
que deveria ser utilizado para vigilancia de areas prioritarias para leptospirose.
Com a sobrecarga do servico, as areas com necessidade de atencdo no
municipio sdo negligenciadas. Atualmente, as areas consideradas de risco no
municipio sdo mapeadas de forma manual e a analise de dados ndo conta com
as técnicas adequadas. Por comunicacdo de interesse, 0 municipio tem
participado de diversos treinamentos para melhorias do servico de vigilancia de
leptospirose, incluindo o geoprocessamento dos bancos de dados e a andlise

das areas de risco.

3. ROEDORES NA DISSEMINACAO DA LEPTOSPIROSE

No ambiente urbano, duas espécies de ratos, Rattus norvegicus
(ratazana de esgoto) e Rattus rattus (rato de telhado) s&o os principais
reservatorios de Leptospira spp. (COSTA et al., 2014). Alguns sorovares de
Leptospira spp. tém maior afinidade por algumas espécies animais, no entanto
roedores, especialmente os sinantrépicos, sdo reconhecidos por servirem como
hospedeiros assintomaticos e de manutencdo, ja que as bactérias podem
colonizar os rins desses animais por tempo indeterminado, sendo eliminadas
pela urina (LEVETT, 2001; BHARTI et al., 2003; HIMSWORTH et al., 2013b). Na



cidade de Salvador, de 7 a 82% dos ratos de esgoto capturados sao
reservatorios de leptospiras (FARIA et al., 2008; COSTA et al., 2014b).

Estudos realizados no Brasil demonstraram a importancia dos roedores
sinantropicos como carreadores de leptospiras nos centros urbanos. Na cidade
de Salvador, a prevaléncia encontrada foi de 63,1% (53/84) e, somente 0 sorovar
Copenhageni, foi implicado na infeccao dos ratos (COSTA et al., 2014). Outro
estudo mostrou prevaléncia de 36,2% (17/47) em ratazanas (R. norvegicus) no
Rio de Janeiro e o sorovar mais comum foi o Icterohaemorrhagiae (MARTINS e
LILENBAUM, 2013). Em Curitiba, estudo recente demonstrou prevaléncia de
23,8% (15/63) nos ratos, com predominéncia do sorovar ndo patogénico Patoc
(PELLIZZARO et al., 2017).

No Brasil, os programas de controle de roedores empregados pelas
prefeituras, como tentativa de reduzir a incidéncia de leptospirose, séo baseados
na aplicacdo de rodenticida quimico no ambiente (BRASIL, 2002, 2014). Além
do alto custo, a eficacia é duvidosa, pois ndo leva em consideracao os problemas
de infraestrutura e magnitude da infestacéo de roedores nas favelas (COSTA et
al., 2014). Estudo conduzido em Salvador, Bahia, sugere que quatro marcadores
de infestacdo de roedor (fezes de rato, tocas, acesso a agua e buracos em
parede) sejam utilizados para determinar o local ideal para as acdes de controle
de ratos, para aumentar a eficacia dos programas e diminuir 0os custos e a

contaminagao ambiental dos rodenticidas (COSTA et al., 2014).

4. FATORES DE RISCO PARA TRANSMISSAO DA LEPTOSPIROSE
URBANA

A leptospirose € um importante problema de saude emergente em centros
urbanos, especialmente em paises em desenvolvimento, devido a expansao
desordenada que favoreceu ambiente favoravel para a disseminacdo da
Leptospira spp. provenientes de ratos (KO et al., 1999; MCBRIDE et al., 2005).
Os casos de leptospirose em favelas estdo associados a periodos chuvosos,
saneamento deficiente, infraestrutura precaria e alta infestacdo de roedores.

Fatores de risco conhecidos sdo proximidade de residéncia a esgotos abertos,



lixo acumulado, areas com ocorréncia de alagamento associados a presenca de
roedores (COSTA et al., 2014b, 2015a; MWACHUI et al., 2015).

Estudos realizados em Salvador, BA (FELZEMBURGH et al.,, 2014;
HAGAN et al., 2016), demonstraram que adultos jovens (15-34 anos), do sexo
masculino e pessoas de baixo poder aquisitivo sdo grupos em vulnerabilidade.
Além disso, individuos expostos a lama contaminada tem alta chance de
infeccdo. O poder aquisitivo foi um fator importante para infeccéo por Leptospira
spp., no qual pessoas com menor renda tem mais chance de se infectarem e
adoecerem (FELZEMBURGH et al.,, 2014). Pessoas que trabalham com
reciclagem e na construcdo civil também apresentam alto risco de infecc¢éo,
devido a exposi¢cdo a lama e material contaminado com urina de rato. Todos
esses fatores sdo relacionados a condicbes sociais e a0 comportamento
individual que intensificam o contato com ambiente contaminado (HAGAN et al.,
2016).

5. DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA LEPTOSPIROSE

O diagndstico da leptospirose pode ser realizado de diversas maneiras:
testes sorolégicos, com detecgéo de anticorpos; evidéncia do DNA da bactéria,
por meio de testes moleculares; pela cultura ou ainda, observacgéo de Leptospira
spp. na urina (BHARTI et al., 2003). A maioria dos casos séo diagnosticados por
meio de testes sorolégicos. O diagndstico bacteriolégico € laborioso, pois as
leptospiras requerem meio de cultura especifico e o tempo para isolamento €
muito longo. As técnicas moleculares tém sido muito utilizadas nas ultimas
décadas por serem relativamente rapidas e confirmatérias, desde que se use

amostra biolégica adequada ao momento da infeccédo (PICARDEAU, 2013).

A classificacdo das leptospiras podem ser realizadas por meio de
sorogrupos e sorovares ou pela identificacdo das espécies pelo DNA. As duas
classificagbes apresentam pouca relagdao (ADLER, 2015). A estrutura de
lipopolissacarideos (LPS) é o que determina o sorovar (diversidade antigénica),
gque categoriza entdo as espécies de leptospira em 24 sorogrupos com mais de
250 sorovares (EVANGELISTA e COBURN, 2010). Por outro lado, a analise

filogenética do gene 16S rRNA divide as leptospiras em trés grupos:



patogénicas, saprofitos e intermediarias (EVANGELISTA; COBURN, 2010;
ADLER, 2015).

O teste de soroaglutinacdo microscopica (SAM) é o método de
diagnéstico utilizado com mais frequéncia na rotina e considerado o padrdo ouro,
pois apresenta alta sensibilidade e especificidade (BHARTI et al., 2003), mas
que serd influenciado pelo estdgio da infeccdo no animal (ADLER, 2015). O
diagndstico apropriado depende da utilizagdo de sorovares frequentes na regiao
de estudo e da experiéncia na interpretacéo dos resultados (BHARTI et al., 2003;
PICARDEAU, 2013). A técnica consiste em diluir e incubar o soro suspeito com
uma variedade de cepas (sorovares) e, quando 50% das leptospiras aglutinam,
comparadas ao controle, a amostra é considera positiva (PICARDEAU, 2013).
Uma amostra considerada positiva deve ter aumento de quatro vezes o titulo
inicial ap6s 15-21 dias (amostras pareadas), ou converter de negativo para
positivo com titulo =2 1:100 (LEVETT, 2001; BHARTI et al., 2003; ADLER, 2015).
Ainterpretacéo é dificil devido a possibilidade de ocorréncia de reagdes cruzadas

(aglutinacao) entre sorovares (LEVETT, 2001).

O diagndstico molecular é rapido e direto, e baseia-se na utilizacdo da
técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional ou quantitativa.
O teste € mais fidedigno nos estagios iniciais da doenca, e diferencia espécies
patogénicas e nao-patogénicas (BHARTI et al., 2003; ADLER, 2015;
WAGGONER e PINSKY, 2016). A detecc¢éao objetiva os genes-alvo conservados
em todas as espécies da bactéria, patogénicas ou ndo, como o 16S rRNA, secY
e gyrB. Ainda é possivel utilizar a deteccdo de genes especificos de leptospiras
patogénicas, como o lipL32 e o Ifbl (WAGGONER e PINSKY, 2016). E possivel
utilizar sangue, urina, liquido encéfalo-raquidiano e humor aquoso no diagndstico
molecular (PICARDEAU, 2013; WAGGONER e PINSKY, 2016).

Para a escolha do melhor diagndstico € preciso levar em consideragéo os
estagios da infeccdo. A fase aguda (ou septicémica) dura de 3 a 10 dias e €
quando ocorre multiplicacdo das bactérias no sangue. Por isso, quando se
realiza diagnéstico molecular no sangue, este material deve ser coletado até no
maximo 15 dias apds o inicio dos sinais e sintomas. Em caso de tratamento com

antibioticos, o sangue deve ser coletado até dois dias apos o inicio do
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tratamento. A segunda fase da infeccdo € chamada de fase imune, e inicia em
torno de duas semanas apos a infec¢do, durando cerca de 30 dias (BHARTI et
al., 2003; PICARDEAU, 2013; ADLER, 2015).

6. ANALISE ESPACIAL DE RISCO

A andlise espacial, na epidemiologia, trabalha com dados espaco
temporais que podem ser conectados a dispersao de doencas ou populacdo em
risco (PFEIFFER et al., 2008). Pesquisas que buscam as rela¢gbes entre salude
e espaco sao compostas por caracteristicas de uma populacdo e do ambiente.
Os impactos causados na vida dessas populacdes, por essas caracteristicas,
podem ser avaliados em estudos ecolégicos (BRASIL, 2006). Os estudos
ecoldgicos e as ocorréncias de fendmenos de saude possibilitam encontrar
areas onde ocorrem aglomerados (clusters) de casos de doenca, os fatores de
risco coletivos que expliqguem esses aglomerados e analisar hipoteses com
diferentes bancos de dados (BRASIL, 2006, 2007; PFEIFFER et al., 2008).

O estudo da ocorréncia de doencas utilizando a localizacéo espacial tem
sido muito empregado, quando as causas da hipétese estdo relacionadas ao
ambiente, utilizacdo de servicos de saude ou andlise comportamental dos
usuarios (STIMSON, 1980). Para isso, utilizam-se areas geograficas como
unidades de observacao e as taxas e indicadores epidemiolégicos da doenca
estudada sado calculadas para um periodo, que busca testar uma hipoétese.
Nesse sentido, conhecer o meio urbano onde ocorrera o estudo é fundamental
para compreender 0os processos de saude-doenca, bem como a situacdo da
saude da populacdo estudada, fornecendo subsidios para a gestdo local de

saude na determinada area geogréfica (BRASIL, 2007).

O conjunto de unidades espaciais séo representados por poligonos nos
mapas, denominado de unidade de analise, que serdo confrontados com dados
e calculados os indicadores (BRASIL, 2007). Essas unidades variam de acordo
com a escala de investigacéo: global, regional, local; e com o critério: social,
politico-administrativo e ecoldgico (SANTOS; CHOR; WERNECK, 2010). Para

realizagdo dos calculos, além da unidade de andlise, define-se também as
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variaveis, os indicadores, a natureza das amostras, o0 método de mensuracgéo e

analise, interpretacdo de resultados e, por fim, as inferéncias (BARATA, 1997).

Bairros, quando utilizados como unidades de andlise, apresentam alta
heterogeneidade soécio demogréfica, devido ao grande tamanho (SANTOS;
CHOR; WERNECK, 2010). Por outro lado, setores censitarios sdo a menor
unidade espacial em que um bairro é dividido no Brasil (ACEVEDO-GARCIA,
2001). A utilizagéo desses setores dentro dos bairros, como unidades de analise,
tem sido explorada por se tratarem de areas relativamente homogéneas, pré-
definidas e utilizadas em outros estudos epidemioldgicos, pois foram
desenvolvidos pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (6rgao
de referéncia em estudos populacionais brasileiros) (SANTOS; CHOR;
WERNECK, 2010).

As informagdes para se avaliar os riscos podem ser obtidas de dados
secundarios em estudos ecoldgicos. Fontes de dados de agéncias oficiais do
governo sao interessantes porque sdo os dados de melhor qualidade. A
comparacao dos dados com outros estudos possibilita encontrar dados sobre
populacdo, domicilios, economia, servicos de saude, educacdo, renda,
urbanizacdo, rede pluvial, areas verdes, saneamento basico, entre outros
(BRASIL, 2006).

Os fatores espaciais no risco de infeccdo por Leptospira spp. séo
importantes no microambiente, pois pequenas alteracées no espaco podem ter
influéncia significativa, como medidas de desratizacdo locais, ou alagamentos
pontuais. Esses fatores locais que podem aumentar o risco de uma pequena
parcela de pessoas sao representadas por. vegetacdo, drenagem,
caracteristicas de solo e condicdes para proliferacdo de roedores (TASSINARI
etal., 2008; HAGAN et al., 2016). Por isso, estudos que investiguem as variagdes
em pequena escala do risco de transmissao séo importantes, para que medidas
de intervencdo sejam aplicadas de acordo com a necessidade de cada local e
populacdo (HAGAN et al., 2016).



12

CAPITULO 2

Artigo cientifico submetido na Revista de Saude Publica (USP)

Leptospira spp. detection in rats as early spatial predictor for human

disease in an endemic area

Deteccédo de Leptospira spp. em ratos como preditor precoce da doenca

em pessoas em area endémica
Human leptospirosis predictor by detection in rats

Maysa Pellizzaro!, Camila Marinelli Martins'""", Ana Carolina Yamakawa'V,
Diogo Cunha FerrazV, Vivien Midori Morikawa"'V!, Fernando Ferreira'',

Alexander Welker Biondo', Helio Langoni'

' Department of Veterinary Hygiene and Public Health, School of Veterinary

Medicine, Sao Paulo State University, S&o Paulo, Brazil

' Department of Nursing and Public Health, Ponta Grossa State University,

Parand, Brasil

Il Department of Preventive Veterinary Medicine and Animal Health, School of

Veterinary Medicine, University of S&o Paulo, Sdo Paulo, Brazil

V' Department of Veterinary Medicine, Federal University of the State of Parana,

Curitiba, Parana, Brazil.
V Zoonoses Surveillance Unit, City of Curitiba, Parana, Brazil

VI Department of Community Health, Federal University of the State of Parana,

Curitiba, Parana, Brazil.

Correspondence: Dr. Helio Langoni. Department of Veterinary Hygiene and
Public Health, School of Veterinary Medicine, Sao Paulo State, Prof. Doutor

Walter Mauricio Correa Street, s/n, Botucatu, Sao Paulo, Brazil.
Email: hlangoni@fmvz.unesp.br

Author’s Contribution: Study conception and planning: MP, CMM, ACY, DCF,
VMM, FF, AWB, HL. Data collection: MP, CMM, ACY, DCF, VMM. Statistical
analysis: MP, CMM, FF, HL. Interpretation: MP, CMM, AWB, HL. Preparation



13

and review of the manuscript: MP, CMM, ACY, DCF, VMM, FF, AWB, HL. Final
review and approval: MP, CMM, ACY, DCF, VMM, FF, AWB, HL. Public
responsibility for the content: MP, CMM, AWB, HL.

Conflict of Interest: The authors declare no conflict of interest



14

ABSTRACT
OBJECTIVE

To propose an early spatial predictor tool to human leptospirosis in urban
settings. Also, molecularly access Leptospira spp. in trapped rats, respective
environmental data associated, to proof the methodology.

METHODS

Official city records and previous study were used to select risk factors of human
leptospirosis in an endemic neighborhood of Curitiba, Brazil. Neighborhood
census sectors were divided in high and low-risk areas using the 12 selected
factors: flood area, water supply, water course, green coverage, afforestation,
sewage network, open sewage, open garbage, garbage collection, dumpster,
pavement and rodent complaints. In addition, rats were captured (January to
March 2017) in random pre-determined sites, euthanized and their kidneys
sampled for further molecular diagnosis. Human cases were obtained from

official city records.
RESULTS

Most of the census sectors were classified as low-risk to human leptospirosis
(95/112; 84.8%). No significant statistical differences were found in human case
frequencies between high and low-risk areas. In overall, kidneys from 17/25
(68.0%) trapped rats were positive for Leptospira spp. The main risk factors
associated with rodent presence were lack of adequate water supplies (p=0.04)
and sanitary sewage (p=0.04), unpaved streets (p=0.04), and rodent complaint
(p=0.04).

CONCLUSIONS

The present study may have offered a new approach to score leptospirosis
transmission risk and compare small areas and their heterogeneity in the same
census sector of endemic areas. Environmental risk factors for Leptospira spp.
transmission within the neighborhood were mainly due to differences in
infrastructure and basic services. To the author’s knowledge, this has been the
first study comparing Leptospira in rats as predictor for human disease in the

urban setting of a major city. Although with low number of trapped rats herein,
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such methodology may be used as basis for more effective interventions, focused
in highly risk areas for leptospirosis prior to human cases, reducing morbidity and

mortality in low-income areas of urban settings of major cities.

Descriptors: leptospirosis epidemiology, risk factors, environmental, spatial
analysis, synanthropic rats, Norway rats, epidemiological surveillance, public

health, urban health, early interventions, preventive medicine.

RESUMO
OBJETIVO

Propor uma ferramenta para estimar precocemente areas de risco para
leptospirose humana em ambiente urbano. Também, investigar Leptospira spp.
por meio molecular em ratos capturados e os dados ambientais associados, para
testar a metodologia.

METODOS

Foram utilizados registros oficiais obtidos na prefeitura e um estudo prévio, para
selecionar os fatores de risco de leptospirose humana em um bairro endémico
da cidade de Curitiba, Brasil. Os setores censitarios do bairro foram divididos em
alto e baixo risco, usando 12 fatores selecionados: abastecimento de agua, curso
de &gua, cobertura verde, arborizacao, rede de esgoto, esgoto a céu aberto, lixo
a céu aberto, acumulo de lixo, cacamba de lixo, pavimentacdo da rua e
reclamacao de roedores. Além disso, foram capturados ratos (janeiro a marco
de 2017) em locais pré-determinados aleatoriamente, seguidos de eutanasia e
coleta de amostras de rim para diagnostico molecular. Os dados de casos

humanos foram obtidos pelo registro oficial da cidade.
RESULTADOS

A maioria dos setores censitarios foram classificados como baixo risco para
leptospirose humana (95/112; 84,8%). Nao houve diferenca estatistica entre a
frequéncia de casos humanos e as areas divididas em alto e baixo risco. No total,
17/25 (68%) ratos foram positivos no diagnéstico molecular de tecido renal. Os

principais fatores de risco associados com a presenca de roedor positivo foram
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abastecimento de agua (p=0,04) e rede de esgotos (p=0,04), auséncia de

pavimentacdo nas ruas (p=0,04) e reclamacéao de roedor (p=0,04).
CONCLUSOES

O presente estudo ofereceu uma nova abordagem para ranquear a transmissao
da leptospirose e a comparar pequenas areas e suas heterogeneidades em um
mesmo setor censitario de areas endémicas. Os fatores de risco ambientais para
transmissao de Leptospira spp. em uma mesma area foram devido a diferencas
de infraestrutura e servicos sanitarios basicos. De acordo com o0 prévio
conhecimento dos autores, este é o primeiro estudo comparando Leptospira spp.
em ratos como preditor da ocorréncia de doenca em pessoas, em ambiente
urbano de uma grande cidade. Apesar do baixo numero de ratos capturados,
essa metodologia pode ser usada como base para intervengdes mais efetivas,
focadas primariamente em areas de alto risco antes da ocorréncia dos casos,
reduzindo, deste modo, morbidade e mortalidade em areas urbanas com

populacao de baixa renda de grandes cidades.

Descritores: epidemiologia da leptospirose, fatores de risco, ambiente, andlise
espacial, ratos sinantropicos, rato marrom, vigilancia epidemiolégica, saude

publica, saude urbana, intervencéo precoce, medicina preventiva.

INTRODUCTION

Leptospirosis has been a reemerging accidental disease with around 350,000-
500,000 severe human cases annually reported worldwide, which may be
underestimated due to inaccurate diagnosis and notification'2. The disease has
been associated to precarious infrastructure and unfavorable socioeconomic
conditions, which may predispose the human contact with Norway rats (Rattus

norvegicus), reportedly the main reservoirs in urban settings®-3.

In Brazil, synanthropic rats have played an important role as Leptospira
spreaders in poor urban areas, particularly slums®, forcing the local city zoonoses
units to routinely use chemical rodenticides for indirectly control of leptospirosis
incidence’®. In addition to insufficient infrastructure and lack of basic sanitation,

other associated risks such as proximity to open sewage, inadequate waste
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disposal, heavy rainfall and flooding areas have reportedly favored the infection®-
11

Microenvironment differences may significantly influence the leptospirosis
transmission due to spatial impact of intervention such as rat and/or flooding
control*>13, Thus, such small measure scale may provide a better understand of
the local disease dynamics and specific approach in a given area's. As rats may
be infected along with the absence on seroconversion and onset disease,
molecular methods such as PCR have been applied for better diagnosis of
Leptospira spp. in rats, either on urine and/or tissues such as kidneys®4.
Although such detection may be used as predictor for human exposure and
disease, particularly in urban low-income areas, no study to date has been
conducted on such microenvironment level. Accordingly, the aim of the present
study was to assess two different risk areas for human leptospirosis using
serosurvey and molecular detection in rats, spatial analysis, public available data

and rodent information.
METHODS

Capture and use of rats herein has been approved by the Ethics Committee on
Use of Animals under protocol number 0034/2017, of the Sdo Paulo State
University (FMVZ, UNESP, Botucatu) which has been authorized the capture,
anesthesia and euthanasia in rodents. Additionally, the study has also been
approved by the Curitiba City Secretary of Health.

1. Study area

The present study has been conducted at the Cajuru neighborhood (96,200
inhabitants), Curitiba (25°25'47"S, 49°16'19"W), the eighth most populous city in
Brazil with approximately 1,751,907 inhabitants. The area has been
characterized by heterogeneous, low-income settlements with endemic and free

areas of leptospirosis and chosen due to recent reports of human leptospirosis.

The census sector (CS) has been defined by the Brazilian Government as “the
territorial unit established for cadastral control, formed by a continuous area
located in a single urban or rural space, with dimension and number of

households which allows their register by one census person”. As the smallest
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official territorial unit with available information of spatial population and social
data, the CS was considered homogeneous and used as the sampling unit
herein. Database was acquired from the Curitiba Institute of Research and Urban
Planning (IPPUC), Brazilian Institute of Geography and Statistics (IBGE) and
Curitiba City Hall.

2. Environmental risk factors

The risk factors for leptospirosis transmission used in the present study have
been determined based on available literature of environmental determinants,
particularly a recent systematic review and meta-analysis which evaluated risk
factors and odds ratios for each factor, according to locality of different

continents??,

Relevant risk factors for urban settings were selected from previous studies in
South America and based on the socio-cultural similarities. As the census sector
(CS) was the sample unit used herein, risk factors related to individual behavior
and rural environment were discharged. Thus, the twelve overall risk factors
included in this study were the flood area (when heavy rain caused floods or
inundations within the CS), water supply (whether the CS was connected to public
water network), water course (whether the CS had any underground waterway),
green coverage (any public space with green coverage), afforestation (any sector
with some tree agglomeration), sewage network (whether the CS was connected
to public sewage network), open sewage (any CS point lacking canalized
sewage), open garbage (any accumulated garbage), garbage collection (whether
the CS has public waste collection), dumpster (whether the CS has public
dumpster), pavement (whether CS streets were pavemented or not, and contact
with mud) and rodent complaints (any CS with previous rodent notification).

A total of twelve respective open-access factors with compatible database to
geographic CS shape files were spatially tested. Risk factors were attributed to
correspondent CS, thus each sector varied on the presence from one to twelve
risk factors. The CS was divided in four categories: area with risk factor and
human leptospirosis cases (A), area with risk factor and without cases (B), area
without risk factors and with cases (C) and area without risk factors and without

cases (D). For analysis purpose, as well as to compare the frequency proportion
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of positive rats and human cases, A and B were considered high-risk areas and

C and D areas with low risk for human leptospirosis transmission.
3. Rodent capture and sample collection

Two census sectors selected by local availability in each of the four areas were
randomly selected, with the trap placement location based on CS size. The
distance of 30 meters between each trap was used, resulting in ten to fifteen

trapping places in the selected CS.

Tomahawk-like traps recommended for small rodents!® were initially left open
with baits for three consecutive days (despite rat entering) to avoid subsequent
trapping failure due to neophobic behavior. Daily inspections were performed,
followed by trap arming and transportation to laboratory (when rats were inside)
at the fifth day. The captures were carried out between January to March 2017.

At the laboratory, rat traps were carefully placed into a plastic box and rats
anesthetized using isoflurane infusion, followed by maintenance with individually
adapted masks. Animals were weighed, sexed, blood samples obtained by
intracardiac puncture followed by euthanasia with potassium chloride overdose

and kidney fragments collected.
4. Leptospira molecular diagnosis

A commercially available kit (lllustra, GE Healthcare, Chicago, IL, USA) was used
for rat kidney DNA extraction. The polymerase chain reaction (PCR) was
performed using a pair of primers who targeted the Leptospira 16S ribosomal
gene, which no differences between pathogenic and saprophytic species, as

previously described!6:17.
5. Statistics

As potential Leptospira carriers, frequencies of positive rodents were exclusively
based on kidney PCR results. Data was analyzed using descriptive statistic and
association with sex and age verified by chi-square or Fisher's exact test, when
applied. The statistical significance was considered when p-value < 0.05.
Association with each risk factor was individually performed and the intensity of
association evaluated by odds ratio and 95% confidence interval using the
software SPSS (2008).
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Geographic coordinates were registered in each place of rodent capture using a
commercial equipment of global positioning system (GPSMAP 64S, Garmin Ltd,
Olathe, KS, USA). Outcome data were plotted in maps to compare the spatial
distribution of human cases in a commercial GIS software (ArcGIS 10.1, Esri,
Redlands, CA, USA).

RESULTS

All 112 census sectors (CS) of the Cajuru neighborhood were considered and
classified, ranging from zero to seven risk factors (Figure 1). CS with up to three
risk factors were considered as low risk and those with four, five or seven factors
as high risk of human leptospirosis transmission. The sum of risk factors per 112
sectors and the distribution in high and low risk of transmission were obtained
and presented (Figure 1). Overall, 17/112 (15.2%) and 95/112 (84.8%) of CS
were classified as high and low risk of transmission, respectively, with a maximum

of 7/12 (58.3%) risk factors simultaneously found in the same census sector.

A total of 42/112 (37.5%) CS were in flood area, only 3/112 (2.6%) had houses
without water supply and 43/112 (38.3%) were located on water course area. In
addition, 26/112 (23.2%) CS had green coverage and 101/112 (90.1%) were
considered forested, 109/112 (97.3%) CS had all houses connected to public
sewage, 44/112 (39.2%) with presence of open sewage, 38/112 (33.9%) with
some point of open garbage, 112/112 (100%) had public garbage collection,
30/112 (26.7%) had local dumpster, 109/112 (97.3%) CS were pavemented and
81/112 (72.3%) presented rodent complaint.

The distribution of human leptospirosis cases in 2014 and 2015 in CS were
assessed and presented (Figure 1), with 2/17 (11.8%) high risk and 9/95 (9.5%)
low risk CS with leptospirosis cases. Although the proportion of cases was higher
among high-risk sectors, no statistical difference was found (p=0.08). The
absence or presence of each risk factor in high and low-risk areas and respective

frequencies were also presented (Table 1).

Rodent traps were placed in a total of 129 different points from 8/112 (7.1%)
randomly selected CS with 25/129 (19.3%) traps successfully captured and 3.16
nights in average for rat trapping (minimum 1 and maximum 10). In overall, 25

rats were trapped, 17 females and 8 males and all Rattus norvegicus species. A
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total of 17/25 (68.0%) rats were positive for PCR amplification of Leptospira.
Although females presented higher frequency than males with 13/17 (76.5%) and
4/8 (50.0%) positive rats, respectively, no statistical difference was observed
(p=0.18). The frequency was higher in older animals than juvenile, with 3/7
(42.9%) and 14/18 (77.8%) of positive rats, respectively, with no statistically
significant difference (p = 0.09).

Frequency of positive rodents in high-risk and low risk areas and stratified

analysis per risk factor were obtained and presented (Table 2).
DISCUSSION

The present study has aimed to provide a comprehensive approach including
reliable bibliography information, official data of spatial population and
epidemiologic information to assess the impact of neighborhood level on human
transmission of leptospirosis. Such methodology may be used or adapted to

different local realities worldwide by both researchers and public government.

The categorization of Cajuru neighborhood in high or low risk areas, accordingly
to Census Sectors (CS) characteristics and absence/presence of environmental
risk factors, has provided a parameter for risk ranking, as such features could
increase the transmission risk!8, which may be useful for specific interventions

and better awareness of population at high-risk'®.

The study stratification in census sectors was worthwhile since that has been the
basic territorial unit used for detailed socioeconomic indicators by the IBGE.
Nevertheless, these data can generate calculation instability due to small
populations with low case number, even gathering cases through years, as
performed herein'®2°, most likely reason why the high-risk CS were not significant

despite having more cases.

Surprisingly, few CS were not completely covered with basic sanitary services,
as water supply and connection to public sewage network. Population living near
to contamination sources, such as open sewage, flood area and accumulated
garbage has been considered at risk in previously studies*1%21. At local level,
have been the main indicators to determine the human leptospirosis

incidence*12.18,
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The high quantity of CS with accumulated garbage (33.92%) was, probably, due
to various families in neighborhood use the recyclables collection for livelihood.
They separated garbage in their own lands or in community sheds and in majority
times in an inadequate way, increasing the chances of attracting rodents. Instead,
garbage in neighbors was not a risk factor in a study performed in Salvador?..
Although, the most studies suggest the association of garbage and increase of

leptospirosis cases*10:11:22,

The pavement absence was used as indicator of contact with mud after rain,
previously described as a risk factor for leptospirosis transmission in an endemic
area, as well as the study area'®?%. The majority of CS had all streets pavement
(97.32%), but in others, several streets had no pavement, mainly in river
proximity, where also occurs frequently floods. When the drainage system of
flood does not sufficiently absorb large rainfall volumes?? exposes population, a

known risk factor?®.

Synanthropic rodents are the main Leptospira spp. reservoir and eliminate them
viable in urine, independently if is a risk area or not. Regardless, people just get
sick when they are exposed to contaminated urine, which is favored by risk
factors presence!®?%22, Rodents’ complaints received by Zoonosis Surveillance
Unit was used as proxy to rats’ presence in our study??23, As expected, the
majority of CS already had rodent complaint (72.32%). Previous study shows that
observe five or more rats in neighborhood was a risk factor to leptospirosis
transmission?!, while see two or more rats was implicated with sera-prevalence
increase®. Thus, control rodents in these high-risk areas can be an important

measure to reduce leptospirosis incidence*®.

Although there were more cases in the high-risk areas, CS separation when
compared to human leptospirosis does not show relation. Thus, we could
suppose that people may have contact with risk factors anywhere in the
neighborhood. Similar results also occurred with data of Leptospira spp. in
captured rats. In any selected area was founded positive rats, these data are
important because despite the rats would disseminate bacteria on environment,
the rodent presence does not indicate risk?2. Whereas most of positive animals

were in high-risk areas, it was not possible to state that animals in these areas
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have a higher positive frequency than in lower risk areas. We hypothesized that
it was easier to capture animals where there was greater food availability and
resources for rats, which in this case was at high-risk areas. As we use CT as
sample unit and not rats, this hypothesis was not tested.

We also hypothesized that there would be positive animals in the four scenarios
and what would define human leptospirosis would be risk factors. However,
contradicting one of our hypotheses, there was no association between risk

factors and cases.

Regarding the positive frequency in rats, we found results similar to previous
studies performed in Salvador, Brazil. They describe frequencies higher than
80% in rats captured in endemic leptospirosis area®#2°. Kidney PCR was better
to detect Leptospira spp. once rats are asymptomatic reservoirs and share the
bacteria through urine.

Despite females had a higher frequency of positives than males, there was no
statistical difference (p=0.18) which was already expected since independently to
sex, the chance to exposure to contaminated environment was the same. This
difference absence was previously described®2426, and just a study describe a
greater positive frequency in females?’. Moreover, the larger number of

researches with rats was using serology diagnosis, less sensible than molecular?.

Regard the age categories, juvenile and adults, older animals were more
positivity than younger, but there was no statistical difference (p=0.09) and there
was no possible to conclude more chance to acquiring the Leptospira spp. on
environment. The higher frequencies in adult rats was formerly described, also
without statistical relation, and occurs because longer exposure on contaminated

environment and social living with others®-24.26.28.29,

Positive rodents were founded in both, high and low-risk areas. However, sectors
without water supply, connected sewage network, pavement and previous rodent
complaints showed relation to increase of positive rodents (p=0.04; p=0.04;
p=0.04; p=0.04, respectively). Nevertheless, a higher chance to positive rodents
was not found in CS with these risk factors, however these factors were
associated with human cases increases'!:?225, Similar results may have probably

due to residences located on streets without pavement, which may had also
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lacked sewer and water networks, as such services were usually installed

together.

Our study focused on environmental issues of leptospirosis transmission. It was
a known limitation due to the multifactorial well-described disease. Seasonality
effects and socioeconomic differences were also limitations herein, recognized
as important on disease dynamics*%1%1330  Qther relevant limitation was the
lower number of human leptospirosis used in analysis (just two years), our little

capacity in capture rats, and even the low CS selected.

As limitations, the present study has graded each risk factor for the entire CS,
despite heterogeneity within sector or how many households were under the risk
of such factor. In addition, CS were the smallest available territorial unit but still
large and with variable sizes and populations. In general, the classification of the
risk areas had similar limitations of an ecological study, since individual

characteristics were taken in account.

In conclusion, a model to analyze the different environmental risk factors has
been developed using an already collected public data to measure the relation of
rodents and human cases in each census sectors, comparing slums versus not
slums areas of Curitiba. To the authors' knowledge, this is the first approach
looking to compare contrasting areas in close proximity, even in same large city.
It was demonstrated the great environmental importance in this neighborhood
and was a pioneer research with rats and human leptospirosis in this endemic
city. Our findings, potentially, could provide better knowledge to create and/or
execute intervention programs in high-risk areas, to raise quality’s life of slums

population.
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Figure 1. It was presented the localization of Curitiba city in Brazil and the Cajuru neighborhood. In first neighborhood map was presented the human
leptospirosis cases between 2014-15 distributed at high and low-risk areas. The second map showed the 130-rats capture points randomly selected
in the neighborhood (two census sectors of winch group). The third map presents the 25-location of positive and negative rodents in neighborhood.

All three maps was divided in high and low-risk areas for human leptospirosis transmission in the Cajuru neighborhood according the risk factors
selected in bibliography.
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Table 1. Presence or absence of risk factors on census tract and occurrence of human

leptospirosis cases in 2014 and 2015, in Cajuru neighborhood (Curitiba, Parana, Brazil).

Human leptospirosis cases

Risk factors Frequency (%) p-value OR (CI 95%)
Yes 6/42 (14.3)
Flood area 0.21 2.16 (0.61 — 7.59)
No 5/70 (7.1)
Yes 10/109 (9.2)
Water supply 0.16 4.95 (0.41 — 59.52)
No 1/3 (33.3)
Yes 6/43 (14)
Water course 0.24 2.07 (0.59 —7.27)
No 5/69 (7.2)
Yes 2126 (7.7)
Green coverage 0.67 0.71 (0.14 - 3.52)
No 9/86 (10.5)
_ Yes 8/101 (7.9)
Afforestation 0.04 0.22 (0.05-1.03)
No 3/11 (2.3)
Yes 10/109 (9.2)
Sewage network 0.16 4.95 (0.41 — 59.52)
No 1/3 (33,3)
Yes 5/44 (11.4)
Open sewage 0.65 1.32 (0.37 — 4.63)
No 6/68 (8.8)
Yes 3/38 (7.9)
Open garbage 0.62 0.70 (0.17 — 2.83)
No 8/74 (10.8)
_ Yes 11/112 (9.8)
Garbage collection - -
No -
Yes 2/30 (6.7)
Dumpster 0.49 1.72 (0.35 - 8.48)
No 9/82 (11)
Yes 10/109 (9.2)
Pavement 0.16 4.95 (0.41 - 59.52)
No 1/3 (33.33)
_ Yes 8/81 (9.9%)
Rodent complaint 0.97 1.02 (0.25 - 4.13)
No 3/31 (9.7%)
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Table 2. Presence or absence of risk factors on census tract and occurrence of

Leptospira spp. kidneys’ rats captured in Cajuru neighborhood (Curitiba, Parana, Brazil).

Leptospira spp. in kidneys’ rats

Risk factors Frequency (%) p-value OR (CI 95%)
Yes 15/20 (75)
Flood area 0.13 4.5 (0.57 — 35.15)
No 2/5 (40)
Yes 16/21 (76.2)
Water supply 0.04 0.10 (0.00 — 1.23)
No 1/4 (25)
Yes 10/15 (66.7)
Water course 0.86 0.85(0.15-4.81)
No 7/10 (70)
Yes 8/11 (72.7)
Green coverage 0.65 1.48 (0.26 — 8.26)
No 9/14 (64.3)
_ Yes 7/10 (70)
Afforestation 0.86 1.16 (0.20 — 6.55)
No 10/15 (66.7)
Yes 16/21 (76.2)
Sewage network 0.04 0.10 (0.00 — 1.23)
No 1/4 (25)
Yes 4/6 (66.7)
Open sewage 0.93 2.91 (0.28 — 30.29)
No 13/19 (68.4)
Yes 5/6 (83.3)
Open garbage 0.35 0.70 (0.17 — 2.83)
No 12/19 (63.2)
_ Yes 17/25 (68)
Garbage collection - -
No -
Yes -
Dumpster - -
No 17/25 (68)
Yes 16/21 (76.2)
Pavement 0.04 0.10 (0.00 — 1.23)
No 1/4 (25)
_ Yes 16/21 (76.2)
Rodent complaint 0.04 9.60 (0.80 — 114.17)

No 1/4 (25)
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CAPITULO 3

DISCUSSAO GERAL

Os roedores sé@o os principais reservatorios de sorovares de Leptospira
spp. e as eliminam viaveis na urina, independentemente de estarem em uma
area de risco ou ndo. Mas as pessoas s6 adoecem ao entrarem em contato com
urina contaminada do animal, que é favorecido pela presenca dos fatores de
risco (SARKAR et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2009; HAGAN et al., 2016). Os
dados de solicitacdo do servico de desratizacdo da prefeitura foram utilizados
como indicador para presenca de ratos no local (OLIVEIRA et al., 2009; URIA;
MATEU MAHIQUES; MUGHINI GRAS, 2013). Apesar de as técnicas
moleculares em tecido renal e urina apresentarem maior sensibilidade de
diagnéstico em ratos, comparado com as técnicas soroldgicas, essas como
primeiro acesso a dados em areas sem estudo prévio, podem fornecer

informagdes importantes sobre a contaminagdo ambiental.

O dltimo mapeamento de areas de risco no municipio de Curitiba foi
realizado de modo manual em 2008, conforme os problemas relacionados
daquele momento. Atualmente, no servigo da prefeitura de Curitiba, para definir
area de risco, as equipes se deslocam aos locais com questionarios. Devido a
pouca quantidade de pessoas na equipe, este trabalho foi descontinuado. A
proposta de divisdo dos setores censitarios como alto e baixo risco foi proposta
para otimizar tempo e recursos da equipe, e se valida, expandir para outras

areas.

O setor censitario permite estudar indicadores socioeconémicos em mais
detalhes (GRACIE 2014), pois os dados obtidos pelo IBGE nos censos sao a
melhor aproximagdo sobre a situacdo de um local que € possivel obter sem
identificar a residéncia. Apesar disso, estes dados podem gerar instabilidade nos
calculos pois sé@o populacdes pequenas com baixo nimero de casos, mesmo
agregando casos de diversos anos, como realizado neste trabalho (SANTOS;
CHOR; WERNECK, 2010; GRACIE et al., 2014).



33

Dada a heterogeneidade possivel dentro de cada setor e que o dado
utilizado foi presenca ou auséncia do fator de risco no setor inteiro, ndo é
possivel saber em quantos domicilios o fator estava presente, deste modo, as
heterogeneidades individuais ndo puderam ser avaliadas. Outra questdo é que
o setor € uma grande unidade, e dentro dele pode haver variacdes significativas
e considerar o setor inteiro como risco ou nao risco, pode colocar uma parcela
da populacéo sob vigilancia desnecessaria. Esta é uma importante limitagéo pois
um setor pode ser bastante heterogéneo.

A importancia do ambiente nos arredores da residéncia, para transmissao
de leptospirose em ambiente de favela, em paises em desenvolvimento ja foi
descrita e os fatores de risco associados sao determinantes na infeccdo humana
(MACIEL et al., 2008).

CONCLUSOES GERAIS

A leptospirose € uma zoonose negligenciada em grandes centros, que
afeta grupos de risco, normalmente marginalizados e vivendo em condi¢cGes
sanitarias precarias. E um problema com efeitos na satide animal, humana e
ambiental, manejavel com abordagens relacionados a saude Unica (One Health).
Determinar aonde a transmissdo estd ocorrendo em uma comunidade é
essencial para criar e implementar intervencdes efetivas nesses locais. Ainda é
necessario aplicar e validar a metodologia descrita, em outras areas. Porém, com
a validacdo da classificacdo de risco por setor censitdrio em um bairro,
possibilitara direcionar os trabalhos das prefeituras em locais pontuais e tornara
o servico de vigilancia mais eficaz.

Apesar das limitacdes, esta é a primeira abordagem utilizando diferentes
cenarios de transmissao de leptospirose dentro de um mesmo bairro, diminuindo
os erros relacionados a comparacdes entre areas distintas. Foi demonstrado que
neste bairro, dentro das areas de risco, 0s principais fatores de risco, colocando
a populacdo em perigo de infeccdo sdo as areas inundaveis, abastecimento de
agua, esgoto a céu aberto, domicilio ligado a rede de esgoto, pavimentacao e
reclamacao da presenca de roedores.
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Estes fatores podem ser manejados para melhoria das condi¢des de vida
de populacdes que vivem em condicdes insalubres nas favelas e outras areas
de ocupacéo irregular ou inadequadas. Os investimentos publicos em melhorias
de infraestrutura nesses locais podem ser direcionados a realocacao de familias
que vivem em areas de alagamento, sistema de esgotamento sanitario,
abastecimento de agua, drenagem de chuva, pavimentacao das ruas, manejo de
roedores e destinacdo adequada do lixo. No caso da comunidade estudada,
legalizar os servicos de reciclagem, para que as pessoas trabalhem na
separacao do lixo de maneira adequada, prevenindo a infeccéo.

Outras andlises sdo necessarias para melhor descrever o padréo de
infeccdo neste bairro, assim como validar a divisdo em areas de risco alto e
baixo, e deste modo implementar acdes de prevencao efetivas para esta e outras

grandes popula¢des marginalizadas que vivem nas periferias e favelas.
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ANEXOS

Anexo | — Atestado de aprovacgao de projeto de pesquisa na CEUA.

UNIVERSDADE ESTADUAL PAULISTA "\VA fmvz - unes

u n es p"a’ “JULIO D MESQUITA F& HO™

Fasa2a30 ta Weoicing Waiiakbna ¢ Toutacna
Corgasm 30 Doocam

ATESTADO

Atesto que o Projefo "Vigilancia epidemioldgica e determinagdo de areas de risco
de leptospirose humana a partir do diagnéstico molecudar e sorolgico de ratos
urbanos (Rattus norvegicus)” Protocolo CEUA 0034/2017 |, a ser conduzido por
Maysa Pelizzaro, responsavelorientador Helo Langoni, para fins de pesquisa
cientificalensino - enconfra-se de acordo com 0s preceitos da Lei n® 11.794, de 08
de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de jubho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagic Animal -
CONCEA.

Finalidade PESQUISA CIENTIFICA
Vigéncia do projeto 15803/2017 a 15/10/2017
Nome Comum/ Espécie / RATO / RATTUS NOVERGICUS / N&o se
Llnhagom apica
Raca Nao se aplica
N° de animais machos 60
N° de animais fémeas 60
N° de animais sexo indefinido 0
Peso médio de animais machos| 300g
Peso médio de animais fémeas 300g
Peso médio de animais sexo 0
indefinido
Idade 0 ano(s) e 1 mes(es) e 0 dia(s).
Procedéncia Animais sinantrépicos

Projeto de Pesquisa aprovado em renunido da CEUA em 09/03/2017

PROF*. ASS. DR". IBIARA COﬁREIA DE LIMAALMEIDA PAZ
Prasidents da CEUA da FMVZ, UNESP - Campus de Bobucaty

Factbdads de Madiiom Vel hicn n Zootecrin
Secao Tecrica Acadebca
Ruw Prod. De. Waltw Maurcio Coms s
UNESP - Cantpes O BetucutnSF - Cop 18818587
(14) 3880-2176 - st v e cmmnp br - waenelinre 2 cmwenp e
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Anexo Il — Autorizacdo para realizacdo do projeto de pesquisa pela

Prefeitura de Curitiba.

PREFEITURA MUNICIPAL DE CURITIBA
SECRETARIA MUNICIPAL DA SAUDE
CENTRO DE SAUDE AMBIENTAL
UNIDADE DE VIGILANCIA DE ZOONOSES

INFORMACAO

A Prefeitura Municipal de Curitiba, em parceria com a Universidade Federal do
Parana e a Universidade Estadual Paulista, esta promovendo um estudo de pesquisa
de zoonoses em ratos urbanos, com o objetivo de avaliar a presenga e sanidade de
roedores sinantropicos.

Suas agbes envolvem captura dos roedores sinantropicos com uso de
armadilhas dispostas em areas do bairro Cajuru, pelo periodo de no minimo 12
horas, e elaboragéo de um questionario epidemiolégico com a populagéo.

A realizagdo do presente estudo, foi autorizada pela Secretaria Municipal da
Salde.

Curitiba, 20 de janeiro de 2017.

i e me
{ !
Vivien Midori Morikawa

Coordenadora
Unidade de Vigilancia de Zoonoses

T e Dl . .

Y

Rua Lodovico Kaminski. 1381 - Caiua/CIC - CEP 81260-040 - Curitiba

Telefone: (41) 3314-5210 zoonoses@sms.curiti .pr.
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Anexo Il — Termo de consentimento para colocacéo de armadilhas nas

residéncias dos moradores.

5g 2 I} UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
unesp” UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIC DE MESQUITA FILHO"

PREFEITURA MUNICIPAL DE CURITIBA CURITIBA

£u,

, RG: esiou sendo comidado 3
participar de um estudo 02 pasgquisa 02 ZDONOSEs 2m ralds Urdanos, cujos Objetives & jJustincativas s30:
avalar 3 presenga e sanidade oe roedores sinantropicos.

A minha paricipagdo no referdo estudo sera no sentido de permitir que os pesquisadores
£nMVOIVidos No referldo projeto posicionem uma armading pra redores Nas dependencias de seu domiciio
ou comércio, durante um perlodo de aproxdmadamente 12 horas.

Recebl, por outro i3do, 05 esdarecimentos necassanos sobre 0s possivels desconfortos e
rscos decomenies 0o 2studo, levando-se em conta que & uma pesquisa, & 05 resultados positivos ou
negativos somante serdo obidos apds 3 sua realizacdo.

Estou clente de que minha privacidads sera respeiiaca, ou S8J3, MEU NOME OU QUAKIUE outro
0ado ou elemento qua possa, de quaiquer forma, me identificar, sera mantdo em sigio.

Também ful INformado 02 que POSS0 Me FEcusar 3 participar 0o estudo, oU Tetrar meu
cONsENtMEND 3 qUAKJUST MOMENTD, S2m Precisar justinear.

AS pesquIs300ras envolvidas com o rfendo proleto s30: Madica Veterinara Maysa Pellzzaro
{41 29213-1251) e Ana Caroina Yamakawa (41 93878-2336) e com eias poders! manter contato pelos
teiefones SUpracitacos.

Enfim, tendo 0o orentado Quanto 30 teor de 1000 0 agu Mendionado e compraendido 3
natureza o objetivo do |3 refendo estudo, manifesto mau Ivre consentimento em participar, estando
totaimente ciente ge que N30 ha nenhum vAor ecoNAMICO, 3 FEcEDEr OU 3 Pagar, por minha participac3o.

Curttiba, de de 2017.

Assinatura

Toynae Pallupare
AsSinatura da pesquIS3tora responsavel




