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| RESUMO

INTRODUCAO: A Leishmaniose Visceral (LV) ou Calazar, considerada uma doenca
negligenciada pela OMS, tem se disseminado rapidamente na Bahia por conta do processo
de urbanizacdo. O municipio de Camacari, localizado na regido metropolitana de
Salvador-Bahia, tem se mostrado como &rea endémica da doenca. Portanto, torna-se
essencial obter informacdes acerca da distribuicdo da infeccdo por Leishmania sp. para o
fornecimento de subsidios para o controle dessa epidemia pela comunidade local.
OBJETIVOS: 1) identificar a prevaléncia da infec¢do por Leishmania donovani sugerida
pelo ELISA com antigenos rK39 e rK26 e/ou intradermorreagdo de Montenegro, em
individuos residentes em Pé de Areia, municipio de Camacari; 2) descrever o perfil
demogréafico dos individuos incluidos no estudo; 3) fornecer pressupostos para as
autoridades locais para a ado¢do de medidas preventivas de controle da infecgdo por
Leishmania sp na comunidade estudada. METODOLOGIA: Realizou-se um inquérito
soroldgico entre janeiro e fevereiro de 2011 em 206 individuos residentes em Pé de Acreia,
municipio de Camacari-BA para pesquisa de anticorpos contra Leishmania donovani.
Como instrumentos, adotou-se o ELISA-indireto com antigenos rK-39 e rK-26, e a
intradermorreagdo de Montenegro (IDRM) com solucdo de leishmanina de L.
amazonensis. RESULTADOS: Cerca de 51% dos individuos apresentaram positividade
em algum dos testes realizados; o coeficiente de prevaléncia de infeccdo foi maior no
grupo de individuos com idade < 17 anos; O ELISA com rK26 se sobressaiu na
identificacdo sugestiva de individuos com infeccdo por Leishmania sp. DISCUSSAO E
CONCLUSAO: a alta prevaléncia da infeccdo por Leishmania sp. em Pé de Areia nos
induz a classifica-la como novo foco epidémico; a faixa etaria mais acometida pela
infeccdo foram individuos jovens; o ELISA com rK39 e rK26 mostraram-se boas
ferramentas para inquéritos soroldgicos; esse trabalho teve um impacto positivo em Pé de

Areia uma vez que permitiu identificar focos sugestivos de infecgéo.

PALAVRAS CHAVES: Leishmania, Técnicas Imunolégicas, Epidemiologia.




11 OBJETIVOS

1.1 PRINCIPAL

Identificar a prevaléncia da infec¢do por Leishmania donovani sugerida pelo ELISA
com antigenos rk39 e rk26 e intradermorreacdo de Montenegro em individuos residentes em

Pé de Areia, municipio de Camagari, regido metropolitana de Salvador-BA.

11.2 SECUNDARIOS

1. Descrever o perfil demografico dos individuos incluidos no estudo;

2. Fornecer pressupostos para as autoridades locais para a ado¢éo de medidas preventivas

de controle da infecg&o por Leishmania sp na comunidade estudada.



I1l. FUNDAMENTACAO TEORICA

I11.1 Introducéo

A Leishmaniose Visceral (LV) ou Calazar € uma protozoonose causada por espécies do
complexo Leishmania donovani. A Leishmania infantum (denominada Leishmania chagasi na
América Latina) é uma espécie predominante na Europa, Norte da Africa, América do Sul e
América Central, enquanto que a L. donovani prevalece no Leste da Africa, india e Oriente
Médio ( 18, 20, 29). Existem dois tipos de LV. A primeira, zoondtica, ocorre nas areas onde 0
agente etioldgico é a Leishmania infantum (ou Leishmania chagasi) e sua transmissdo se da
do animal reservatorio para o vetor e deste para 0 homem. A segunda, antroponotica, é
transmitida do homem para o vetor e deste para 0 homem e prevalece nas areas afetadas pela
L. donovani. (14)

A LV era caracterizada como uma uma doenca eminentemente rural, porém mais
recentemente tem atingido areas urbanas de médio e grande porte, caracterizando-se como um
problema de saude pablica no nosso pais e em outras areas do continente americano. Na area
urbana, a principal fonte de infeccio é o cdo (Canis familiaris). (21) E uma zoonose tipica das
areas tropicas, onde os insetos dos géneros Lutzomyia nas Américas e Phlebotomus no Velho
Mundo s&o os documentados vetores que transmitem a doenga ao homem. (2)

As leishmanias sdo parasitas intracelulares obrigatérios que residem na forma de
amastigotas dentro do sistema fagocitico mononuclear - sobretudo nas células de Kupffer do
figado, células reticulares e macréfagos do baco, medula 6ssea e dos linfonodos - dos
mamiferos susceticeis (ex: homem). No trato digestivo dos vetores invertebrados, os
fleb6tomos, as leishmanias se desenvolvem até atingirem a sua forma flagelada denominada

promastigota. (2)

I111.2 Panorama da Leishmaniose Visceral

A LV é considerada uma doenca negligenciada pela OMS e sua incidéncia global €
estimada em 200.000 a 400.000 casos por ano. Mais de 90% dos casos de LV ocorrem em
seis paises: india, Bangladesh, Sud&o, Sul do Sudéo, Etidpia e Brasil. (1)

No Brasil, os primeiros casos de leishmaniose visceral foram identificados por Penna em
1934 (25). Atualmente, a LV € uma doenca endémica, embora haja surtos frequentes, e esta
presente em 21 estados e 5 regides brasileiras. No periodo entre 2006 e 2010, foram



registrados 18.168 casos de LV no pais e em 2011 a incidéncia da doenca foi de 2,0 casos por
100.000 habitantes. Em 2010, a regido Nordeste representou 47,1% dos casos, seguidas pelas
regides Norte (10,8%), Sudeste (17,8%), Centro-Oeste (8,6%) e Sul (0,1%). (22)

A migracdo e o processo de urbanizagéo sdo os principais fatores de risco para a expansao
da LV, tornando esta zoonose um crescente problema de salide publica em diversos locais do
mundo. Grandes cidades brasileiras, tais como: Fortaleza, Jacobina, Jodo Pessoa, Natal,
Petrolina, Sao Luis, Sobral, Teresina e, mais recentemente, Salvador tém sido afetadas pela
doenca. (30) Na Bahia a doenca era restrita a regido central do estado, Chapada Diamantina,
até os anos 60. A partir dai espalhou-se rapidamente, atingindo regiGes costeiras e periferia
das grandes cidades, locais onde a priori eram considerados inadequados para a distribuigédo
do vetor Lu. longipalpis. (25) Em 1991, Cunha e cols. identificaram um novo foco de LV em
Monte Gordo, distrito pertencente ao municipio de Camacari, € sua expansdo para a area
metropolitana. Apos esse estudo, outros casos foram identificados proximos a Salvador —
Lauro de Freitas, Barra do Jacuipe e Areia, com casos suspeitos em Itapua. (15)

111.3. Formas clinicas da Leishmaniose Visceral

A infeccdo pelo L. donovani pode gerar trés tipos de resposta no organismo parasitado: 1)
reacdo local com destruicdo do parasito fagocitado; 2) fagocitose por histiocitos e interacdo
parasito-hospedeiro com persisténcia do parasito no organismo de forma latente e por tempo
indeterminado — infeccdo assintomatica; 3) fagocitose e multiplicacdo dos parasitos dentro
dos macrofagos com disseminacgdo para o sistema mononuclear fagocitério, determinando, na
dependéncia de fatores de risco associados, um espectro de doenca variavel, que vai de
formas subclinicas (oligossintomaticas) até a sindrome completa ou calazar propriamente dito
— forma cléssica. (2)

Dessa forma, individuos que apresentam anticorpos contra Leishmania spp. podem ser
divididos em quatro grupos de acordo com a sua evolugéo clinica: i) um grupo que permanece
assintomatico (23.2%), ii) outro que desenvolve a doenca dentro de semanas apés a detecgdo
da infeccdo pela sorologia (17.4%), iii) um terceiro que desenvolve a forma subclinica da
doenca evoluindo em seguida para a doenca (média de cinco meses) (15.1%) e iv) um altimo
grupo que desenvolve a forma subclinica, porém resolvem os sintomas espontaneamente apds
um periodo prolongado (média de 35 meses). (3)

Vérios estudos tém documentado que a maioria dos individuos que vivem em éarea

endémica apresenta evidéncias de infeccdo pelo L. donovani - sorologia positiva ou teste



intradérmico reator — sem histéria de doenca clinica aparente, caracterizando uma infec¢do
assintomatica. (2)

Individuos com o calazar classico apresentam, apos um periodo de incubacao que dura em
torno de 2 a 6 meses, sintomas e sinais de infec¢do sistémica persistente (incluindo febre,
fadiga, fraqueza, perda de apetite e perda de peso) e a invasdo parasitaria do sangue e do
sistema reticulo-endotelial (em geral o sistema fagocitico), apresentando linfonodomegalia,
esplenomegalia e hepatomegalia. A febre estd comumente associada a calafrios e pode ser
intermitente. A fadiga e a fraqueza sdo agravadas pela anemia, causada pelo estado
inflamatorio persistente, hiperesplenismo e em alguns casos por sangramento. (14)

Com o avanco da doengca a esplenomegalia pode agravar-se, causando distenséo
abdominal e dor, a qual pode ser potencializada por eventual hepatomegalia. Sintomas e sinais
de co-infeccdo bacteriana como pneumonia, diarréia ou tuberculose pode confundir o quadro
clinico no momento do diagndstico inicial. Os doentes frequentemente aguardam semanas a
meses para procurar assisténcia médica, podendo vir a ébito por co-infeccdo bacteriana,
sangramento macico ou anemia severa. (14)

Existe também a forma aguda disentérica da leishmaniose visceral com uma grande
semelhanca no quadro séptico, com febre alta, tosse e diarréia acentuada. As alteracOes
hematoldgicas sdo discretas e a hepatoesplenomegalia ndo € expressiva; muitas vezes o figado
é de tamanho normal e o bago ndo ultrapassa 5 cm de megalia. A histdria, mesmo imprecisa,
ndo ultrapassa dois meses de evolucdo. Confunde-se com febre tifoide, maléria,
esquistossomose mansonica, doenca de Chagas aguda, toxoplasmose aguda, histoplasmose e
outras doencas febris agudas que cursam com hepatoesplenomegalia. A caracteristica
marcante é a elevacao de globulinas com grande quantidade de anticorpos especificos IgM e
IgG anti-leishmania. O encontro de parasito no mielograma nao é tdo habitual como nos
casos de calazar classico, apesar de um intenso parasitismo esplénico e hepatico. (2)

A forma subclinica ou oligossintomatica da leishmaniose visceral estd bem elucidada na
literatura e caracteriza-se por sintomas inespecificos, tais como mal-estar, febre baixa,
diarréia, adinamia e tosse intermitentes associados a hepatomegalia discreta e esplenomegalia
eventual.(3) Essa é a forma mais frequente da doenca em areas endémicas. (2) A desnutri¢do é
um dos fatores de risco para o desenvolvimento de doenca potencialmente fatal. Observou-se
niveis elevados de desnutricdo pré-infeccdo em criancas que desenvolveram a forma classica
da doenca. Essa relacdo ndo foi identificada naquelas que desenvolveram a forma subclinica.
(12)



I11. 4. Diagnostico Laboratorial

O diagnostico acurado da LV possui extrema importancia no controle e eliminacdo do
parasito. Até muito recentemente, esse diagnostico era complexo e invasivo (exame
microscopico direto de aspirado de baco, linfonodos ou medula déssea), porém o avancgo
tecnoldgico permitiu o desenvolvimento de novas ferramentas diagnosticas capazes de avaliar
de maneira eficiente a presenca da doenga, e subsidiar estratégias racionais de controle. (27)

Como a apresentacdo clinica da LV é pouco especifica, os testes confirmatérios sao
essenciais para identificar os individuos que necessitam de tratamento. Esses testes devem
possuir alta sensibilidade (>95%), uma vez que a LV é uma condigdo potencialmente fatal,
como também alta especificidade, posto que as drogas utilizadas no tratamento da doenca sdo
toxicas. ldealmente, o teste diagnostico deve ser capaz de distinguir a doenca aguda da
infeccdo assintomatica, pois nenhuma droga conhecida atualmente € segura o suficiente para
tratar infeccOes assintomaticas. Além disso, esses testes devem ser simples e acessiveis. (14)

O diagnostico laboratorial da leishmaniose visceral se constitui fundamentalmente de
trés grupos de exames: i) exames parasitologicos - demonstracdo direta do parasito,
isolamento em cultivo in vitro (meios de cultivo) e isolamento em cultivo in vivo (inoculagdes
animais e xenodiagnostico); ii) testes imunoldgicos — teste intradémico, testes soroldgicos e
deteccdo de antigenos por sondas de DNA e PCR; iii) exames complementares - exames
hematoldgicos, bioquimicos e histopatolégicos. (6)

111.4.1 Demonstracdo direta do parasito
A visualizacdo microscopica das formas amastigotas do parasito em aspirados de
linfonodos, medula 6ssea ou baco é a forma classica e o padrdo-ouro para o diagnéstico da
LV (14, 23). Nessa técnica o aspirado de tecido ¢ fixado com alcool absoluto em laminas de
microscopia e prossegue-se a uma coloracdo por Giemsa. (26)

Na pratica médica quando o paciente tem uma suspeita de leismaniose visceral, para a
demonstracdo direta do parasito procede-se ao aspirado de medula déssea. Fazem-se duas
laminas e o restante do material reserva-se para inoculacdo em meios de cultivo ou em
animais, se disponiveis. Nos pacientes com forma aguda da doenca, a positividade no
aspirado de medula dssea é de 80-90%. Todavia, nas formas subclinicas é inferior a 10%. A
maior positividade é encontrada no aspirado esplénico, que chega até 100%. No sangue
periférico a positividade € inferior a 30%, exceto nos pacientes co-infectados com o virus da

imunodeficiéncia adquirida (HIV), onde a positividade é superior a 50%. (6)
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A aspiracdo de medula 6ssea é uma técnica dolorida, enquanto que a aspira¢do do baco
estd associada ao risco de hemorragia fatal em mé&os inexperientes. (28) Além disso, a
acuracia do exame microscopico € influenciada pela habilidade do técnico de laboratorio e da
qualidade dos reagentes utilizados. (14)

O cultivo do parasito pode melhorar a sensibilidade na detec¢do do parasito, porém essa
técnica é raramente necessaria na pratica clinica. Sua utilizacdo fica restrita a situagdes
peculiares: obtencdo de parasitos para uso de antigenos no diagnéstico imunologico e
identificacdo de espécie; obter organismos para inoculacdo em animais experimentais; teste de

drogas; suplementar o diagndéstico ou fornecé-lo quando outros métodos falharam. (28)

111.4.2 Testes imunologicos

O imunodiagnostico da LV € divido em trés categorias: i) deteccdo de anticorpo; ii)
deteccdo de antigeno, e iii) teste intradérmico. (28)

Os diversos métodos disponiveis para a deteccdo de anticorpos no soro de pacientes ja
foram aplicados ao diagndstico da leishmaniose. Didaticamente podemos dividi-los em dois
grupos: testes que utilizam antigenos particulados (parasitos inteiros) — reacdo de aglutinagéo
direta (DAT) e reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI); e testes que utilizam extratos ou
fracdes antigénicas especificas — reacdes imunoenzimaticas (ELISA, Micro-ELISA, Fast-
ELISA, Dot-ELISA), testes imunocromatograficos (TRALd, Ensure, Strip tests) e alguns
outros testes ja em desuso (reacdo de fixacdo do complemento, contra-imunoeletroforese e

reacdo de hemaglutinacéo). (6)

111.4.2.1. Deteccéo de anticorpo

111.4.2.1.1. Teste de Aglutinagéo Direta (DAT)

A reacdo ou teste de Aglutinacdo Direta € um dos testes mais simples utilizados no
diagnostico da leishmaniose e, assim como o teste imunocromatografico baseado no antigeno
rk39, foi desenvolvido especificamente para utilizacdo em campo. (6, 14) Esse teste é
sensivel, especifico e menos dispendioso. Adiciona-se o azul brilhante de Coomassie a uma
preparacdo de antigenos de promastigotas e prossegue-se a incuba¢do com 0 soro do
individuo. A aglutinagdo é observada ap06s uma noite inteira de incubacdo. (26) Titulos iguais
ou superiores a 1/3.200 é altamente sugestivo de calazar, porém nos titulos positivos e
inferiores a esse limite, deve-se criteriosamente afastar reatividades cruzadas com outras
doencas, sobretudo doenca de Chagas, tuberculose, hanseniase, leishmaniose tegumentar e

histoplasmose. (2) Uma meta-analise de estudos que utilizaram o DAT mostrou uma
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sensibilidade de 94.8% (95% intervalo de confianca (IC) 92.7% - 96.4%) e uma
especificidade de 85.9% (95% IC, 72.3% — 93.4%) no diagndstico da LV. (13)

O DAT é mais simples que muitos outros testes, mas requer suprimentos como
microplacas e micropipetas, técnicos de laboratdrio treinados e um controle regular de
qualidade. Outras desvantagens séo a necessidade de armazenamento dos antigenos a 2-8 °C
apos descongelamento e um prolongado periodo de incubag&o. (14)

111.4.2.1.2. Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

A RIFI comecou a ser amplamente utilizada no diagndstico da leishmaniose em 1964. Os
promastigotas fixados em [&minas foram os primeiros antigenos utilizados. Entretanto,
amastigostas provenientes de figado e baco de hamsters infectados melhoram a especificidade
do teste. (6) A RIFI tem demonstrado boa senbilidade, porém a necessidade de condicdes

laboratoriais sofisticadas dificultam a sua utilizagdo em campo nas areas endémicas. (28)

111.4.2.1.3. Reac¢des imunoenzimaticas

Na década de 1980, os métodos imunoenzimaticos permitiram uma maior sensibilidade e
especificidade no diagndstico sorolégico do calazar com a utilizacdo de extrato contendo
antigenos de Leishmania sp. O teste de ELISA (Enzyme Lynked Immunosorbent Assay) nas
versdes Fast-ELISA ou Dot-ELISA, é bastante sensivel com os diversos antigenos utilizados.
A especificidade esta na dependéncia dos antigenos utilizados. As fracdes glicoprotéicas sdo
bastante especificas, porém as sensibilidades sdo inferiores aos extratos de antigenos brutos.
Portanto, os testes de ELISA negativos praticamente afastam a possibilidade de calazar se o
doente ndo é portador de SIDA (sindrome da imunodeficiéncia adquirida). Os titulos séo
bastante elevados e normalmente estdo cinco a 10 vezes maiores que o cut off usado nas
leituras espectrofotométricas. (2)

Atualmente, antigenos recombinantes definidos como espécie-especificos tém sido
utilizados nos testes imunoenzimaticos e testes rapidos Dip stick, para diagndstico de campo.
(2) Em 1992, Burns e cols. identificaram uma proteina extremamente sensivel e especifica no
diagnostico da LV: a proteina recombinante (rK39) que contém 39 aminoacidos que se
repetem e que € parte de um proteina predominante em amastigotas de L. chagasi, a LcKin, de
230 kDa. (10). As sensibilidades e especificidades do ELISA-rK39 variam entre os estudos:
Badaro6 e cols. encontraram uma sensibilidade de 99% e especificidade de 100%, no Brasil
(1996); Zijlstra e cols. encontraram uma sensibilidade de 93% e especificidade de 80%, no

Sudao; no Brasil, Braz. e cols encontraram uma sensibilidade de 94,7% e uma sensibilidade
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de 98,2% (2002); Em Bangladesh, Kurkjian e cols. encontraram uma sensibilidade de 97,0% e
especificidade de 98,9% (2005) (5, 9, 17, 31).

Verificou-se, no entanto, que o antigeno rK39 € indicado para detectar antigenos
circulantes presentes em leishmaniose visceral clinicamente manisfesta (doenca ativa). Os
individuos com infeccdo assintomatica eventualmente sdo negativos. Portanto, anticorpos
anti-rk39 presentes no soro de pacientes suspeitos de LV sdo indicativos de doenca em
atividade ou replicacao de parasitos. (6)

Em 1999, Bathia e cols. clonaram dois outros antigenos da L. chagasi: o rK9 e o rK26.
(8) Estes antigenos apresentaram elevada sensibilidade e especificidade na deteccdo de
anticorpos especificos no soro de portadores de infeccdo por Leishmania spp. e, por
conseguinte, reconheceram anticorpos no soro de pessoas com infeccdo inaparente. (6) A
utilizacdo do antigeno rK26 foi portanto sugerida em conjunto com o rK39 para o diagnostico

efetivo, ndo invasivo, e acurado da LV (8).

111.4.2.1.4. Testes Imunocromatograficos

Testes utilizando sistemas enzimaticos com proteina A ligada a corantes especificos, tém
sido empregados para realizacdo de teste por imunocromatografia ou Dot-ELISa em papéis, o
que possibilita a utilizacdo destes testes nas areas endémicas. (6)

Em 1998, o rK39 foi adaptado para um teste imunocromatografico denominado TRALd
(Teste Rapido Anticorpo L. donovani), com sensibilidade e especificidade no campo de 94%.
Sundar e cols., 1998, encontraram uma sensibilidade de 100% do TRALd em pacientes com

calazar na India. (6)

Diversos estudos tém sido realizados no intuito de comparar as diversas ferramentas
diagnosticas existentes para a deteccdo da LV. Uma metanalise recente comparou o teste
imunocromatogréafico com rK39 e o ELISA-rK39 com as técnicas DAT, RIFI e p-ELISA
(ELISA com uma preparacdo de antigeno promastigota). Concluiu-se que o teste
imunocromatografico com rK39, o ELISA-rK39 e o DAT sdo as melhores opgbes para a
implementacdo de um diagnostico réapido, facil e eficiente da LV. (19)

Vale ressaltar, contudo, que os testes baseados na detec¢do de anticorpos possuem
algumas limitagdes no diagndstico da LV: séo incapazes de identificar a recidiva da doenca,
uma vez que a resposta com anticorpos tende a persistir (embora com niveis mais baixos)
apos a cura; infeccbes assintomaticas, com testes sorolégicos positivos, sdo muito comuns em

areas endémicas. (29)
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111.4.2.2. Detec¢do de antigeno

Os testes para detec¢do de antigeno também tém sido avaliados e, teoricamente, eles
deveriam ser mais especificos que aqueles que detectam anticorpos, uma vez que eles evitam
reacOes cruzadas e podem distinguir infeccGes ativas de infeccdes passadas. Além disso, esses
testes parecem estar bem relacionados com a resposta ao tratamento (teste de cura) (14). O
mais estudado € o teste de aglutinacdo com latex do Calazar (Katex), que detecta um antigeno
da leishménia na urina de pacientes com LV. (1) No entanto, o Katex ainda deve ser
aprimorado. (14)

Devido as limitagdes inerentes as técnicas de deteccdo de parasitos, novas abordagens
tém sido desenvolvidas desde os anos 80, como a hibridizacdo do DNA. Embora esses
métodos tenham uma sensibilidade consideravel, o seu uso tem sido embargado na rotina
devido a complexidade do processo de hibridizacdo do DNA. (28) O advento da utilizacdo da
reacdo em cadeias de polimerase (PCR) tem permitido a amplificacdo de DNA e
consequentemente viabilizado um instrumento diagnéstico espécie-especifico para o
diagnostico das doencgas infecciosas. (6) Apesar das altas sensibilidade e especificidade, o
teste ainda precisa ser adaptado para campo. Além disso, a demonstracdo frequente dos testes
PCR-positivos em individuos infectados assintomaticos em areas endémicas impossibilita o
uso clinico dessa ferramenta nessas situacdes. (29) No entanto, é possivel que o PCR venha a
se constituir num método padrdo-ouro para o diagnostico da leishmaniose. (6)

111.4.2.3. Teste intradérmico (reacéo de Montenegro)

A avaliacdo da hipersensibilidade retardada de pacientes com leishmaniose é um método
simples e bastante Gtil no diagnostico da leishmaniose tegumentar. Contudo, na leishmaniose
visceral, a resposta de hipersensibilidade retardada a antigenos de leishméania é quase sempre
negativa na fase aguda da doenca e perdura negativa em média até 12 meses apds o
tratamento. (6)

No contexto da LV, o teste de Montenegro € capaz de detectar exposicdo a L. donovani.
Vaérios estudos tém documentado que a maioria dos individuos que vivem numa area
endémica apresenta evidéncias de infecgdo pelo L. donovani sp., sem historia de doenca
clinica aparente. Esses estudos chamam atencdo para a elevada taxa de individuos
sorologicamente positivos ou reatores no teste intradérmico sem evidéncias de doenca. Pelo
menos 30% dos adultos que vivem nas areas endémicas tém intradermorreacdo de

Montenegro (IDRM) fortemente positiva sem historia de doenca prévia. (24)
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IV METODOLOGIA DA PESQUISA

IVV.1. Desenho do estudo

Este € um estudo de corte transversal realizado na coorte intitulada “Estudo
Epidemiologico da Leishmaniose Visceral Humana Assintomatica e Sub-Clinica no
Municipio de Camacari — BA: um modelo de intervengdo” atualmente em andamento no

Hospital das Clinicas, Salvador-BA, e sob a coordenacgédo de Dr. Roberto Badaro.

IV.2. Amostragem e Amostra

Nesse estudo foram selecionados todos os 206 individuos pertencentes e presentes nas 94
residéncias sorteadas para comporem a pesquisa.

Para definicdo da amostra de 94 domicilios, assumiu-se uma prevaléncia esperada de
10% e nivel de confianca de 95% para a populacdo de Pé de Areia, que segundo informacgoes
da 12 DIRES (2008) possuia 3.364 habitantes. Por calculo amostral, obteve-se o valor minimo
do tamanho da amostra (203 individuos) para a presente pesquisa. O erro assumido para a
prevaléncia esperada foi 4% acrescida de 20% para possiveis perdas, e o efeito de
delineamento 50%.

Para definicdo das residéncias utilizou-se progressdo geométrica, e a identificacdo das
mesmas se baseou na marcacdo feita pela SUCAN situadas no acesso principal das
residéncias; todos os individuos de cada domicilio sorteado presentes no momento da visita
foram convidados a participar da pesquisa; no caso em que ndo houve o aceite de pelo menos
um morador da residéncia, a mesma foi desconsiderada do estudo, e incluiu-se a residéncia
mais préxima, em caso de igualdade de distancias, foi considerada a residéncia a esquerda
(definido por sorteio aleatdrio simples). Ao total, foram entrevistados 206 individuos.

IVV.3.Coleta de amostra sanguinea e aplicacdo do teste de Montenegro

Apdbs concordarem com, e assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido - TCLE
(em anexo), os individuos tiveram duas amostras de sangue colhidas (total de 8mL) e/ou se
submeteram a intradermorreacdo de Montenegro (IDRM), entre janeiro e fevereiro de 2011.

As amostras de sangue foram colhidas em tubo vacutainer® por puncao venosa periférica,
centrifugadas por 10min. a 4000rpm, para entdo ter o soro aliquotado e armazenado em tubos
criogénicos a -20°C para posterior realizacdo de testes sorologicos.
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Para a realiza¢do do teste de Montenegro foi aplicado 0,1 mL de solugéo de leishmanina
(antigeno de Leishmania amazonensis, cepa BA125, 50uL/mL) na intraderme do antebrago

direito dos individuos por meio de seringa de 0,3mL.

IV.4. Interpretacdo da Reacdo de Montenegro

Os individuos que foram submetidos & Reagdo de Montenegro foram classificados em
reator (induracdo >5mm) ou ndo reator (induragdo <5mm, ou auséncia da mesma). Foram
considerados validos todos os resultados obtidos entre 48hs. e 72hs. da data de aplicacdo da

solucéo de leishmanina.

IV.5. Testes soroldgicos: ELISA-indireto com os antigenos rkK39 e rK26

Os niveis de anticorpos 1gG anti-rK39 foram determinados pelo ELISA-indireto
utilizando-se microplacas de poliestireno sensibilizadas com o antigeno rK39 (50ng/poco). O
soro de cada paciente foi diluido em tampdo PBS com Tween 20 0,1% e soro de albumina
bovina 0,1% na concentragdo de 1:100uL. O mesmo foi feito com os controles negativo e
positivo. Foram distribuidos 50uL de soro diluido em cada poco numa frequéncia de: 1 pogo
para o controle positivo(CP), triplicata para o controle negativo (CN) e em duplicata para cada
paciente. As microplacas foram incubadas por 20 minutos em temperatura ambiente e em
seguida lavadas cinco vezes com tampdo PBS com Tween 20 0,05%, pH 7,4, e secadas.
Distribuiu-se 50uL de conjugado de peroxidase (proteina A) diluido 1:10.000uL em cada
poco. As microplacas foram incubadas por 20 minutos e em seguida lavadas cinco vezes com
tampdo PBS com Tween 20 0,05%, pH 7,4, e secadas. Apos a secagem, 50uL de substrato
TMB peroxidase foi acrescentado a cada poco. Estabeleceu-se uma incubagéo de 15 minutos
em temperatura ambiente, para entdo distribuir 50ul. de H2SO4 1N em cada pogo para
interromper a reacdo. Para a leitura das microplacas foi utilizado um espectrofotdometro (ELX
800, BIO-TEK Instruments, Inc.) com filtro de absorbancia de 450nm.

Os anticorpos 1gG anti-rk26 foram determinados pelo ELISA empregando-se 0 mesmo
protocolo utilizado no ELISA-rK39 com a seguinte alteracdo: as microplacas foram

sensibilizadas com o antigeno rK26 na concentracdo de 200ng/poco.

IV.6. Interpretacdo do ELISA-indireto
Os individuos que foram submetidos a coleta de sangue periférico para realizacdo de
ELISA-indireto foram agrupados a partir dos resultados da sorologia em positivos e negativos

para cada ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA-rK39; e ELISA-rK26) no banco de dados.
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A positividade foi definida pela formula: densidade optica do individuo/cut off>1,4; a

negatividade, como: densidade dptica do individuo/cut off<1,4.

IV.7. Anélise estatistica
Para a analise descritiva utilizou-se as medidas de tendéncia central e de dispersao, e
coeficiente de prevaléncia. O banco de dados foi construido no Excel® versdo 2007, e a

analise foi realizada no referido programa.

1V.8. Questdes éticas

A pesquisa “Estudo Epidemiologico da Leishmaniose Visceral Humana Assintomatica e
Sub-Clinica no Municipio de Camacari — BA: um modelo de intervengdo”, a qual este estudo
pertence, apresenta registro 034/2008 no Comité de Etica em Pesquisa do HUPES, e segue as
recomendacdes da Res. CNS 196/96. Os individuos que apresentaram positividade em algum
dos testes, foram encaminhados para avaliacdo clinica e assisténcia médica, se necessaria, no

Servico de Infectologia do HUPES.
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V. RESULTADOS

Dentre os 206 individuos entrevistados, 202 foram incluidos, destes, 60,4% foram do
género feminino, e a idade variou de 2 a 90 anos, com mediana de 32 anos, e média de 36 +
21,5 anos. Ao todo, 197 individuos foram submetidos a sorologia por ELISA com antigenos
rkK39, e rK26 ap6s puncdo venosa, e/ou 190 individuos a intradermorreacdo de Montenegro,
com 115 resultados validos. Cerca de 51% dos individuos (n=103, 1C95% 44,1% — 57,8%)
apresentaram positividade em algum dos testes realizados, o que sugere que 0s mesmos foram

expostos ao Leishmania sp. (Algoritmo 1).

Figura 1 — Algoritmo de identificacdo da infecgdo por Leishmania sp. em individuos residentes
em Pé de Areia, 2010.

Individuos selecionados
nas 94 residéncias, n=206
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positivos
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Sugestéao de n&o-Infeccéo Sugestao de infecgédo por
por Leishmania sp., n= Leishmania sp., n= 103
99

Destes 103 individuos, o coeficiente de prevaléncia de infeccdo foi maior no grupo de

individuos com idade < 17 anos, ¢ entre os individuos com idade entre 33 ¢ 49 anos (Tabela

1).
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Tabela 1 — Coeficiente de Prevaléncia de infeccdo por Leishmania sp. por faixa etéria dos
individuos residentes em Pé de Areia, 2010.

NI Numero de Coeficiente de
. .. Umero de e R
Faixa etaria individuos |nd|V|du0_s com _ Prevaléncia de
sugestao de infec¢cdo infeccdo (%)[1C]
<17 anos 51 31 60,8 [47,1 - 72,9]
18 - 32 51 23 45,1 [32,3 - 58,6]
33-49 49 26 53,1 [39,4 - 66,3]
> 50 anos 51 23 45,1 [32,3 — 58,6]
Total 202 103 50,9 [44,1 - 57,8]

Nota: IC=Intervalo de Confianca 95%

O ELISA com o antigeno rK26 sobressaiu-se na identificacdo, sugestivo da infeccéo, por
Leishmania sp., seguido do ELISA-rK39 com 39% (n=76/197, IC95% 32,1% — 45,5%), e
IDRM com 25% (n=29/115, 1C95% 18,1% — 33,9%), ver Figura 2.

Figura 2 — Prevaléncia de infectados por Leishmania sp. sugerida pelo ELISA-rK39,
ELISA-rK26, e/ou IDRM em individuos residentes em Pé de Areia, 2010.

Infectados, n= 103

ELISA - rK39 IDRM
n=76/197= 39% n=29/115 = 25%
[32.1 - 45, 118.1-3391

Nao-Infectados,

ELISA — rK26, n= 99 individuos

n=79/197=40,1% [33,5 - 47]

Total de individuos, n= 202
Nota: [Intervalo de Confianga 95%, em %].
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VI. DISCUSSAO

Ateé a decada de 60 a leishmaniose visceral concentrava-se no interior do estado da Bahia,
sobretudo na regido da Chapada Diamantina, onde o clima é quente e seco, e a vegetacdo
xerofila. (25). Em consequéncia das ac¢Ges antrdpicas no meio ambiente, somadas ao raio de
acdo do flebotomineo vetor, numa média de 250 a 500m (atingindo até 1,5Km), a distribuicéo
geogréfica dessa enfermidade tem- se modificado (11). Atualmente a doenca tem alcancado a
zona costeira e periférica das grandes cidades, locais anteriormente inadequados a distribuicédo
do vetor Lu. longipalpis (25). Isso explica a presenca da infec¢do por nos encontrada em Pé
de Areia, regido metropolitana de Salvador.

A prevaléncia e a distribuicdo por faixa etéria da infeccdo humana por Leishmania sp. em
Pé de Areia (51%) nos faz suspeitar que exista ai um novo foco epidémico. No entanto, a
endemicidade deve ser investigada. Os achados da literatura documentam que a maioria dos
individuos que vivem em regido endémica apresenta evidéncias de infeccdo por L. donovani.
Nessas areas verifica-se elevadas taxas de individuos sorologicamente positivos ou reatores ao
teste intradérmico sem evidéncias de Calazar.(2) H& relatos que a proporcdo de
infeccdo/doenca em Jacobina, regido noroeste da Bahia, foi de 18:1 (3) e no estado do Ceara
de 11:1. (16) No estudo realizado em Jacobina, area também endémica para leishmaniose
visceral, a prevaléncia da infeccdo estimada pela sorologia em criangas menores de 15 anos
foi em torno de 34% (86 criangas com positividade na sorologia em >2.500 testadas) (3), ao
passo que em Pé de Areia foi de 63% (27/43 criangas até 15 anos). Embora tenhamos avaliado
um menor tamanho amostral, a confirmacdo de que a prevaléncia da infeccao foi maior entre
criangas nos preocupa, pois € sabido que a baixa idade é um fator de risco para o
desenvolvimento da doenga (3).

Nossos resultados mostraram que o teste com maior capacidade de deteccdo de infectados
foi o ELISA com rK26, 40% (n= 79/197, 1IC95% 33,5% - 47%), seguido pelo ELISA-rK39
(39%, n=76/197, 1C95% 32,1% - 45,5%), e IDRM (25%, n= 29/115, 1C95% 18,1% - 33,9%).
Os achados corroboram com o encontrado na literatura no que diz respeito ao maior poder de
identificacdo da infecgdo por Leishmania sp. dos ELISAs com rK39 e rK26 em comparacéo
com a Intradermorreacdo de Montenegro. (7, 19, 23). Dentre esses, 0 antigeno rK26 é citado
como o mais sensivel na detec¢cdo de pessoas com infeccdo inaparente (8). Os individuos com
sorologia e/ou intradermorreacdo de Montenegro positiva ndo foram submetidos ao teste

padrdo-ouro - demonstracdo direta do parasito - para confirmacdo da infeccdo por L.
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donovani, devido a auséncia de indica¢do clinica. Essa constitui, portanto, a principal
limitag&o deste trabalho.

Esse estudo teve um impacto positivo para a regido de Pé de Areia, municipio de
Camagari, uma vez que permitiu mapear e identificar focos sugestivos de infeccdo por
Leishmania sp. Os governantes locais foram contactados e informados sobre tais focos, o que
propiciou a adogédo imediata de medidas de controle e prevencéo da infec¢do na regido, tais
como a dispersdo de inseticida por meio de veiculo apropriado contra flebétomos nas ruas,
rastreamento de possiveis cdes infectados - principal reservatério do parasita - nas residéncias
investigadas, e mobilizagdo social na comunidade local. Segundo Chappuis e cols., as cinco
principais estratégias para eliminacdo da Leishmaniose Visceral consistem em: i) diagnostico
precoce e tratamento dos casos; ii) manejo do vetor; iii) deteccdo de casos ativos e passivos;

iv) mobilizacdo social e, v) pesquisas cientificas na area (14).
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VII. CONCLUSOES

1. A alta prevaléncia da infeccdo por Leishmania sp. sugerida pela sorologia com ELISA

4.

e/ou pela Intradermorreacdo de Montenegro em Pé de Areia nos induz a classificar
essa area como um novo foco epidémico;

A faixa etaria mais acometida pela infeccdo por Leishmania sp. foi de individuos
jovens com até 17 anos;

O ELISA com os antigenos rK26 e rK39 sobressairam-se na identificacdo de
individuos expostos a Leishmania sp., se comparados ao Teste de Montenegro.
Entretanto, recomendamos o uso combinado das técnicas para identificacdo da
exposi¢do ao parasito em inquéritos soroldgicos em virtude das suas diferentes
populacdes-alvo;

O conhecimento da distribuicdo geografica da infeccdo por Leishmania sp. em Pé de
Avreia pelos dirigentes locais possibilitou a ado¢do de medidas de prevencéo e controle
na érea, antes negligenciada para o controle do Calazar.
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INTRODUCTION: Visceral leishmaniasis (VL) or kala-azar, considered a neglected
disease by WHO, has spread rapidly in Bahia because of the urbanization process.
Camagari, located in the metropolitan region of Salvador, Bahia, has been shown to be
endemic area of the disease. Therefore, it becomes essential to obtain information about
the distribution of infection by Leishmania sp. for the provision of subsidies to control
this epidemic by the local community. OBJECTIVES: 1) identify the prevalence of
infection with Leishmania donovani suggested by ELISA rK39 and rK26 antigens and /
or Montenegro skin test in individuals from an endemic area of Pé de Areia, Camacari,
2) describe the demographic profile of the subjects included in the study, 3) provide
assumptions for local authorities to adopt preventive measures to control infection with
Leishmania in the studied community. METHODS: We conducted a serological
survey between January and February 2011 in 206 individuals living in Pé de Areia,
Camacari-BA for antibodies against Leishmania donovani. As instruments, we adopted
the indirect-ELISA with antigens rK-39 and rK26, and Montenegro skin test (MST)
solution with leishmanina L. Amazonensis. RESULTS: About 51% of the individuals
were positive in any of the tests, the prevalence rate of infection was higher in the
group of persons aged < 17 vyears; the ELISA with rK26 excelled in identifying
individuals with suggestive infection of Leishmania sp. DISCUSSION AND
CONCLUSION: The high prevalence of infection with Leishmania sp. in Pé de Areia
induces us to classify it as a new epidemic area; young individuals were the most
affected by infection; the ELISA with rK39 and rK26 proved to be good tools for
serological surveys; this study had a positive impact in Pé de Areia because it identified
places of infection.

KEY WORDS: Leishmania, Immunologic Techniques, Epidemiology.
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ANEXO 1 - Parecer do Comité de Etica e Pesquisa

Universidade Federal da Bahia  --.

it | R
Complexo Hospitalar Universitario Prof. Edgard Santos ﬁ’ ':1,1?,
Rua Augusto Viana, s/n -Canela - CEP: 40.110-060 ~ Salvador - Bahia =
Comité de Etica em Pesquisa - CEP
Tel.: (71) 3339-6394  FAX: (71) 3339-6228

FORMULARIO DE APROVAGCAO
PROT. CEP - 034/2008

O Comité de Etica em Pesquisa do Complexo Hospitalar Universitario Professor Edgard
Santos. avaliou 0 Projeto abaixo descrito.

Projeto de Pesquisa:.Estudo Epidemiolégico da Leishmaniose Visceral Humana

Assintomatica e sub-Clinica no Municipio de Camagari-BA
Pesquisador Responsavel: Roberto Badar6
Data do Parecer: 17 de Dezembro de 2008.

Parecer: Projeto Aprovado.

Atenciosamente,

Dr.2 Maria CriZtina Teixeira Cangussu

Coordenadora do CEP/Complexo HUPES
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ANEXO 2 - Questionario utilizado no inquérito

Pesquisa de Leishmaniose Visceral em Pé de Areia

28

Codigo da Casa: LVPA Nome/Apelido do chefe da Familia: Data: / /2011
Endereco com referéncia:
e Casa possui quintal? () Ndo () Sim. Como? cimentado ( ) deterra ( )
e Criaanimais? ( ) Nao () Sim. Quais? cachorro( ) / galinha( ) / porco( ) / gato( ) / coelho( ) / outro( )
e Faz uso de mosquiteiro/inseticida/fumaca para afastar murissoca? () Néo ( )Sim
Membro Nome completo Data de Parentesco Sadio? Historia de Ano do Testes a serem realizados
nasc. (s/n*) | Calazar (s/n) | Calazar HIV IDRM ELISA
01 ()| ) )
02 )1 C) )
03 )1 C) )
04 )1 C) )
05 )1 C) )
06 )1 C) )
07 )1 C) )
08 ()1 C) ()

*Se ndo for sadio, descreva o caso (sinais e sintomas, diagnostico, terapéutica e resposta clinica)

Responsavel pela coleta:

Responsavel pela aplicacao do termo de consentimento/questionério:
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ANEXO 3 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1 - Convite

Vocé estd sendo convidado(a) a participar de um estudo de pesquisa. Antes de decidir, é
importante que entenda o por qué a pesquisa esta sendo realizada e o que ela envolve. Por
favor, dedique um tempo para ler cuidadosamente as informagdes seguintes e discutir isto
com os seus familiares, amigos e seu médico. Se vocé desejar, pode levar esta folha para casa
para pensar melhor. Nos pergunte se houver qualquer coisa que ndo esteja clara ou se vocé
precisar de mais informacdes. Utilize o tempo que for necesséario para decidir se deseja
participar do estudo.

2 - Informacdes Gerais

Titulo do estudo: Estudo Epidemiolédgico da Leishmaniose Visceral Humana Assintomatica
e Sub-Clinica no Municipio de Camacari — BA.

Data: 2009 a 2012

Nome do investigador-principal: Dr. Roberto Badar6

Telefone: (71) 3339-6207

3 - Questdes de Interesse do Paciente:

3.1 - "Qual o propésito do estudo?"*

Determinar a prevaléncia da infeccdo assintomatica por Leishmania donovani e de formas
sub-clinicas de Leishmaniose visceral em Pé de Areia, Camacari-BA; avaliar o impacto do
tratamento precoce das formas sub-clinicas da LVA e, determinar a taxa de co-infeccdo
Leishmania e HIV na populagéo estudada.

3.2 - “O que é Leishmaniose visceral?”

A Leishmaniose visceral é causada pelo protozoario Leishmania spp. e transmitida pelo
mosquito Lutzomya spp. no Brasil, mais conhecido popularmente por mosquito-palha. A
forma clinica classica caracteriza-se por febre, aumento do figado e baco, aumento da
gamaglobulina no sangue, e morte se ndo instituido o tratamento. A forma sub-clinica da
Leishmaniose se caracteriza por presenca de sintomas leves, comuns a varias doencas tais
como diarréia, tosse e fraqueza associadas a aumento do figado e baco. Comumente essa
forma é, em geral, confundida com parasitose intestinal e desnutricdo, todavia tem uma
grande importancia nas areas endémicas, pois se identificadas precocemente o seu tratamento
€ mais simples e evita a evolucao para formas mais graves.

3.3 - ""Por que fui escolhido?"
A sua familia foi escolhida para participar do estudo por residirem em Pé de Areia, serem
vizinhos de pessoas que tiveram Leishmaniose e ndo apresentarem histérico da doenca.

3.4 - "Eu sou obrigado a participar?"'
Vocé pode ou ndo participar da pesquisa. Se quiser participar, devera assinar este formulario
em duas vias e manter uma copia com vocé. Se decidir participar, mas mudar de ideia durante
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a pesquisa, podera sair a qualquer momento sem se desculpar. Isto ndo afetard o cuidado e a
atencdo que seu médico tem dado a vocé.

3.5 - “O que me acontecera se eu participar?"

Vocé estard envolvido na pesquisa por um periodo de dois anos (2009 a 2012), recebera seis
visitas, sendo a primeira para o recebimento deste convite e esclarecimento sobre 0 mesmo e,
as outras quatro para coleta de sangue por puncdo venosa, aplicacdo intradérmica da solucao
de leishmanina (Teste de Montenegro), e leitura do Teste de Montenegro. A ultima visita sera
para recebimento dos resultados dos exames realizados e, esclarecimentos sobre 0 mesmo.
Vocé ndo tera qualquer despesa com a realizagdo dos exames. Caso tenha resultado
soroldgico positivo para Leishmaniose serda encaminhado para o Hospital das Clinicas para
avaliacdo e/ou tratamento gratuitos. Vocé terd apenas despesas com o seu deslocamento para
0 Hospital, caso seja necessario. Esperamos contar com sua frequéncia nas datas previstas e,
caso haja qualquer mudanca que interfira na programacao, avise-nos.

3.6 - ""O que posso e 0 que ndo posso fazer?™
N&o existe nenhuma restricdo quanto ao estilo de vida, dieta alimentar ou tratamento para
outras enfermidades.

3.7 - ""Quais sdo as desvantagens e riscos em se participar do estudo?"'
Pode acontecer de se diagnosticar uma condicdo nao reconhecida por vocé (por exemplo
pressao arterial alta, HIV positivo, etc.). O que podera ser controlado ou ocultado de terceiros.

3.8 - ""Quiais sdo os beneficios em se participar do estudo?"’

E esperado que o resultado dos exames possam ajudar vocé. Mas, isto ndo é garantido. As
informagdes que obtivermos deste estudo poderdo nos ajudar a tratar melhor no futuro de
outro paciente com Leishmaniose. Caso vocé seja portador(a) da leishmaniose nas formas
clinica ou subclinica poderd iniciar o tratamento precocemente. Diminuindo assim, a
possibilidade de agravamento da doenca.

3.9 - ""O que acontece quando a pesquisa termina?"

Vocé tem acesso aos resultados dos exames realizados e recebe esclarecimentos sobre os
mesmos. Ocasionalmente, a empresa que patrocina a pesquisa podera parar o estudo
antecipadamente. Se este for o caso, as causas devem ser explicadas aos pacientes.

3.10 — “E se houver problema?”

N&o foi estabelecida previamente nenhuma compensacdo especial para casos em que o(a)
paciente sinta-se prejudicado(a) por ter participado do projeto de pesquisa. Se for
prejudicado(a) pelo erro ou desatencdo de algum profissional, podera acionar a pessoa na
justica, assumindo o custo normal do processo. Além disso, se desejar apresentar queixa de
qualquer aspecto do modo como foi orientado(a) ou tratado(a) durante a pesquisa, vocé
poder4 manter contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Complexo Hospitalar
Universitario Professor Edgard Santos.

3.11 - ""Minha participagdo nesta pesquisa sera mantida em sigilo?*"

Todas as informagbes coletadas sobre vocé durante a pesquisa serdo mantidas em sigilo.
Qualquer informacao sobre vocé que saia do hospital terd seu nome e endereco removidos, de
forma que vocé ndo podera ser identificado(a).

3.12 - ""O que acontecera aos resultados do estudo da pesquisa?"’
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Serdo publicados em uma revista na area de salde e os participantes poderdo obter uma copia
através da mesma. Vocé ndo serd identificado em qualquer relatério de publicacdo. Qualquer
informacdo sobre vocé que possibilite a sua identificacdo serd mantida em sigilo pelos
pesquisadores envolvidos no estudo.

3.13 - ""Quem revisou o estudo?"’ )
O estudo foi avaliado pelo Comité de Etica em Pesquisa em seres humanos do Hospital
Universitario Professor Edgard Santos.

3.14 - ""Contato para informacao adicional e emergéncias."’
A pesquisadora Zuinara Pereira G. Maia estara a disposicdo através do telefone (71) 8168-
7703 para quaisquer informag0es adicionais ou emergéncias.

3.15 - “Eu serei indenizado?”

N&o foi estabelecido previamente nenhuma compensacdo especial para casos em que o(a)
paciente sinta-se prejudicado(a) por ter participado do projeto de pesquisa. Se for
prejudicado(a) pelo erro ou desatencdo de algum profissional, poderd acionar a pessoa na
justica, assumindo o custo normal do processo. Além disso, se desejar apresentar queixa de
qualquer aspecto do modo como for orientado(a) ou tratado(a) durante a pesquisa, podera
manter contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Complexo Hospitalar Universitario
Professor Edgard Santos, telefone (71) 3339-6394.

4 - Quanto aos Métodos de Pesquisa

Serdo utilizados métodos soroldgicos a partir do ELISA indireto utilizando antigenos bruto e
recombinantes, e, Teste de Montenegro. Todo o material perfuro-cortante utilizado para
coletar seu sangue ou aplicar a solucdo de leishmanina sera estéril e descartavel.

4.1 - Delineamento do estudo
O estudo tem caréter descritivo de cunho epidemioldgico.

1% via para o(a) Paciente
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Numero da identificacdo do(a) paciente neste estudo:

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do estudo: Estudo Epidemioldgico da Leishmaniose Visceral Humana Assintomatica
e Sub-Clinica no Municipio de Camacari — BA.

Data: 2009 a 2012

Nome do investigador-principal: Dr. Roberto Badaro

Telefone: (71) 3339-6207

Antes de assinar este documento, eu fui suficientemente informado(a) sobre o projeto de
pesquisa: 0s objetivos, 0s inconvenientes, os beneficios, 0s perigos e os efeitos colaterais
que podem ocorrer quando eu estiver participando da pesquisa. Eu conversei
diretamente com o(a) pesquisador(a) e ele(a) respondeu todas as perguntas que fiz com
relacdo a pesquisa sem deixar duvidas. Eu sei que posso desistir de participar da
pesquisa a qualquer momento. Aceito participar voluntariamente da pesquisa,
permitindo que meus registros médicos sejam inspecionados por representantes da
empresa que patrocina a pesquisa e por representantes do governo para conferir se o
estudo esté sendo realizado corretamente.

Nome do(a) Paciente Assinatura ou Data
Impressao Digital

Nome do(a) Representante Assinatura Data
do(a) Paciente

Pessoa que apresentou a Assinatura Data
pesquisa se ndo for o
Investigador-principal

Nome do Investigador-principal Assinatura Data

2% via para o Investigador-principal




