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SACRAMENTO, Gielson Almeida do. Avaliacdo do padrdo sazonal da infeccédo
assintomatica por Leptospira spp. e das formas graves da leptospirose. 61 f. il.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia em Saude e Medicina Investigativa) — Fundacgao
Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo Moniz, Salvador, 2016.

RESUMO

INTRODUCAO E OBJETIVO: A leptospirose é uma zoonose, causada pela bactéria
Leptospira, de ampla distribuicdo e elevado impacto a saide humana. As epidemias de
leptospirose no Brasil acontecem a cada ano em areas urbanas durante o periodo de
chuvas sazonais. Porém ndo existem estudos que avaliem se as formas assintomaticas
e/ou subclinicas seguem este padrdo estacional relacionado a precipitacdo. O objetivo
deste trabalho € determinar a incidéncia de infeccdo assintomatica e de leptospirose grave
durante diferentes periodos de precipitacio em Salvador. METODOLOGIA:
Realizamos cinco inquéritos soroldgicos estacionais em uma coorte com 3176 habitantes
na comunidade de Pau da Lima, Salvador — Bahia, para identificar infeccOes
assintomaticas por Leptospira spp (2013-2015). Identificamos as novas infeccbes por
soroconversao ou aumento de quatro vezes no titulo pelo teste de micro aglutinacéo
(MAT), entre um periodo estacional chuvoso e outro. A incidéncia de casos
hospitalizados de leptospirose na cidade de Salvador foi identificada através de vigilancia
ativa no Hospital Couto Maia no mesmo periodo da coorte. Comparamos as incidéncias
de infeccBes assintomaticas e casos hospitalizados durante quatro periodos de
seguimento: Fevereiro a Setembro 2013, Setembro a Marco de 2014, em seguida no
periodo de Marc¢o a Agosto de 2014 e Agosto de 2014 a Marco de 2015. RESULTADOS:
Durante o periodo do estudo identificamos 249 casos de infeccOes assintomaticas e 196
casos de leptospirose grave. A incidéncia de infeccBes assintomaticas foi maior no
periodo de precipitacdo chuvosa menor, usando regressao linear simples, 6.84 (1C95%,
5.61 - 8.24); 4.09 (IC 95%, 3.18 - 5.18), quando comparada com o periodo de alta
precipitacdo de chuvosa, 4.92 (1C95%, 3.85-6.19); 2.93 (IC 95%, 2.16- 3.88). Entretanto,
o periodo considerado chuvoso esteve significativamente associado a aumento na
incidéncia de leptospirose grave; 3.44 (1C95%, 2.77— 4.22) no primeiro periodo chuvoso
e 1.50 (1C95%, 1.07—.04) no seguinte periodo. CONCLUSOES: O padréo estacional
pluviométrico apresentado no estudo para infecgBes assintomaticas e casos hospitalizados
sugerem uma perspectiva inédita no ponto de vista da infeccdo assintomatica, trazendo
com isso, uma nova lacuna na compreensdo atual sobre a transmisséo da leptospirose a
ser preenchida e na progressao da gravidade da doenca.

Palavras-chave: Leptospira, Sazonalidade, Leptospirose, Pluviometria,

Comunidade carente urbana.



SACRAMENTO, Gielson Almeida do. Seasonal pattern assessment in asymptomatic
Leptospira spp. and in severe forms of leptospirosis. 61 f. il. Dissertagdo (Mestrado em
Biotecnologia em Salde e Medicina Investigatica) — Fundagdo Oswaldo Cruz, Instituto
Goncalo Moniz, Salvador, 2016.

ABSTRACT

INTRODUCTION AND AIM: Introduction and aim: Leptospirosis is a zoonosis caused
by Leptospira bacteria, and has a wide distribution with a high impact to human health.
Outbreaks of leptospirosis in Brazil occur each year in urban areas during the rainy
season. However, there are no studies to assess whether the asymptomatic and/or
subclinical follow this seasonal pattern related to precipitation. The aim of this study is
to determine the incidence of asymptomatic infection and severe leptospirosis. during
different periods of rainfall in Salvador. METHODOLOGY: We conducted five
seasonal serosurveys in a cohort of 3176 inhabitants in the community of Pau da Lima,
Salvador-Bahia to identify asymptomatic infections by Leptospira (2013-2015). We
identified infections by seroconversion or by fourfold increase in the titer observed with
the microscopic agglutination test (MAT), between the rainy season and another seasonal
period. The incidence of hospitalized cases of leptospirosis in the city of Salvador was
identified through active surveillance in the Hospital Couto Maia during the same period
as the cohort. We compared asymptomatic infection and incidence of hospitalized cases
during four periods; February to September 2013, September to March 2014, then the
period of March to August 2014 and August 2014 to March 2015. RESULTS: During
the period of the study we identified 249 cases of asymptomatic infections and 196 cases
of severe leptospirosis. Using linear regression, the incidence of asymptomatic infections
was identified as higher during the period of lower rainfall, using linear regression, 6.84
(IC 95%, 5.61 - 8.24); 4.92 (IC 95%, 3.85-6.19) compared with the period of higher
rainfall 4.09 (1C 95%, 3.18 - 5.18); 2.93 (IC 95%, 2.16-3.88). However, the rainy period
considered was significantly associated with the number of severe cases of leptospirosis,
3.44 (1C 95%, 2.77— 4.22) in the first rainy period and 1.50 (IC 95%, 1.07-2.04) in the
following. CONCLUSIONS: The seasonal pluvimetric pattern presented for
asymptomatic infections and hospitalized cases in the study suggests a novel perspective,
exposing a gap in the current knowledge of leptospirosis on subclinical transmission of
leptospirosis and progression of disease severity.

Key word: Leptospira, Seasonality, Leptospirosis, Pluviometry, Urban slums.
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1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTO HISTORICO

A leptospirose, doenca causada pela bactéria do género Leptospira, foi
incialmente conhecida como “infecgdo ictérica” €, na China antiga era também conhecida
como ictericia da colheita do arroz. Historicamente, a doenga acometia principalmente
agricultores de arroz, militares, trabalhadores em redes de esgoto, mineiros e outras
profissdes em contato com agua (FAINE et al., 1999).

A sindrome clinica foi descrita pela primeira vez no comego de 1800. Entretanto
Adolf Weil (1886) na Alemanha foi o primeiro a caracterizar o quadro renal tipico da
doenca. Apo0s esta primeira caracterizacdo, quadros clinicos similares foram descritos em
varios paises da Europa e outras regides evidenciando uma ampla distribuicdo da doenca
(LEVETT, P N, 2001; BHARTI et al., 2003).

A bactéria do género Leptospira foi isolada de pacientes em 1915 por Ido, Inada
e colaboradores no Japdo (IDO, 1917; NOGUCHI, 1918). Simultaneamente, Hilbener e
Frome na Alemanha reportaram o isolamento do agente etiolégico em cobaias infectadas
com tecidos de pacientes com leptospirose. Ehrenberh, em 1938, criou o termo
Spirochaeta, devido a forma alongada e espiralada da bactéria e de grande comprimento
(IDO, 1917). Noguchi em 1918 observando diferencas morfoldgicas em microrganismos
estudados, propde o nome Leptospira. Os pesquisadores japoneses denominaram este
organismo como Spirochaeta icterohaemorrhagiae, ja Hiberner e Reiter denominaram,
por sua forma nodal de Spirochaeta nodosa (NOGUCHI, 1918). Johnson e Harris, em
1967, descreveram a diferenciacdo entre Leptopira saprofiticas e patogénicas
(JOHNSON; HARRIS, 1967).

As leptospiras patogénicas possuem ciclos de vida que incluem animais e
acidentalmente humanos, nos quais produz doenca (FAINE et al., 1999; BHARTI et al.,
2003; KO et al., 2009). A principal via de transmissdo esta associada ao contato com agua
e esgotos contaminados por reservatérios animais (IDO, 1917; NOGUCHI, 1918;
CHANG et al., 1943). Os roedores foram identificados como o0s principais reservatorios
(IDO, 1917). Estes animais apresentam colonizagdo nos rins, e excretam a bactéria no

ambiente através da urina (MONAHAN et al., 2008). Além disso, estes animais estio
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associados a transmissdo aos humanos, observada em estudos ecoldgicos e
epidemioldgicos (FARIA, DE et al., 2008; COSTA et al., 2014; HAGAN et al., 2016).

1.2 CARACTERISTICAS DO PATOGENO

Noguchi descreveu as caracteristicas das Leptospiras, particularmente sua
morfologia helicoidal tipica, e prop6s um novo género, Leptospira (NOGUCHI, 1918).
Este género se divide em dois grupos principais, L. interrogans que compreende as
leptospiras patogénicas e L.biflexa que inclui organismos de vida livre e saprofitas
isolados no meio ambiente (FAINE et al., 1999).

A morfologia do género Leptospira é composta por organismos com extensdo
longitudinal de 6 a 20 micrémetros e transversal de 0,1 micrometros; sao flexiveis,
helicoidais e possuem extremidades em forma de gancho, com flagelos subterminais para
motilidade. Estes organismos sdo visiveis em microscopia de campo escuro e nao sao
corados com corantes convencionais (FAINE et al., 1999).

As leptospiras sdo obrigatoriamente aerobias, crescem numa temperatura de 28°
a 30°C e pH 7,2 a 7,6 e utilizam sais de amdnia como fonte de nitrogénio e, 4cidos graxos
ndo saturados como fonte de carbono (FAINE et al., 1999). O crescimento em meio
liquido apropriado pode ser confirmado sob microscopia, apds um intervalo minimo de 6
a 14 dias ap06s a semeadura, porém este prazo pode variar. Estas caracteristicas permitem
as leptospiras patogénicas sobreviverem dentro e fora de hospedeiros, o que é essencial
para a manutencgéo no ciclo de infeccdo (TRUEBA et al., 2004).

A taxonomia da Leptospira é complexa e tem como base, reacGes sorologicas ou
por métodos moleculares(GANOZA et al., 2006; BACKSTEDT et al., 2015). Os métodos
sorolégicos permitem classificar o organismo em mais de 300 sorovares que por sua vez
sdo classificados em aproximadamente 30 sorogrupos, Os métodos moleculares
classificam leptospiras patogénicas em aproximadamente 20 genomoespecies, algumas

sdo exclusivamente patogénicas, outras saprofitas e outras mistas (PASTUER, 2006)



13

1.3 CICLO DE INFECCAO

As leptospiras colonizam o rim de animais reservatorios de onde séo liberadas no
ambiente através da urina (KO et al., 2009). A lista de animais potencialmente
reservatorios é extraordinariamente diversa e inclui centenas de animais silvestres,
domeésticos e sinantropicos (VIJAYACHARI P, SUGUNAN AP, 2008; OLIVEIRA D.,
2009). Caninos, suinos, bovinos, eqiinos, ovinos e caprinos sdo importantes
reservatorios, porem os roedores sdo considerados 0s principais responsaveis por sua
transmissdo (Figura 1) (KO et al., 1999). O roedor sinantropico R. norvergicus (ratazana
de esgoto) é considerado o principal responsavel pela transmissao do patdgeno em area
urbana (COSTA et al., 2014).

Figura 1. Ciclo de infec¢ao da Leptospira(KO et al., 2009).

. a B
C ¥

A dindmica de transmissdo nos reservatorios até o presente momento € limitado.
Entretanto, alguns autores indicam vias de transmissdo nos roedores sinantrépicos como
a transplacentaria, o aleitamento materno, as vias sexual e ambiental (CASTRO et al.,
2009; COSTA et al., 2014; OLIVEIRA, DE et al., 2016). Esta ultima seria a mais
importante para o homem, e estudos prévios sugerem que a transmissdo ambiental em
humanos esta associada a populagdes com maior colonizacao renal e maior excre¢do de
leptospiras dentre as populacdes de reservatorios (FAINE et al., 1999; ATHANAZIO et
al., 2008). O ser humano € um hospedeiro acidental e a infeccdo acontece ao entrar em
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contato direto ou indireto com ambiente (agua e solo) contaminados pelas excretas de

reservatorios sinantropicos (COSTA et al., 2014).

1.4 EPIDEMIOLOGIA

A leptospirose possui distribuicdo global e é considerada a zoonose mais
difundida mundialmente, sendo descritos mais de um milh&o de casos e 50.000 mortos
por ano (KO etal., 1999; LEVETT, PAUL N, 2001; COSTA et al., 2015). A doenca esta
associada a paises de clima tropical, onde ocorrem aumento na incidéncia e frequéncia de
surtos, que tem sido relacionados a indices pluviométricos elevados, chuvas estacionais
e desastres climéaticos como furacdes e enchentes (PAPPACHAN et al., 2004; GAYNOR
etal., 2007; WEINBERGER et al., 2014).

Tradicionalmente, a leptospirose € considerada uma doenca rural, comumente
associada a agricultores de subsisténcia, no passado, também afetou grupos de risco
especificos como soldados, limpadores de esgotos, catadores, e trabalhadores de
abatedouros (FAINE et al., 1999). Porém, devido as mudancas demograficas desde a
década de 1950, este padrao tem se modificado, atingindo comunidades urbanas carentes
(KO et al., 1999; FELZEMBURGH et al., 2014; HAGAN et al., 2016), o reflexo deste
crescimento desordenado, sem saneamento basico e infraestrutura sanitaria precéria tem
em uma perspectiva populacional que passa de 2.5 bilhdes em 2010 para 5.3 bilhdes até
2050 (UN-HABITAT, 2010) em condicBGes favoraveis para transmissdo, e com alta
infestacdo de roedores reservatérios (FELZEMBURGH et al., 2014; COSTA et al., 2014).
propiciando um significativo aumento do numero de casos de hospitalizagcdo por
leptospirose no mundo e no Brasil consequentemente (VERNE et al., 2012), em periodos
de alta pluviosidade (PAPPACHAN et al., 2004; COSTA et al., 2015).

Na Bahia, esta situacdo se confirma, pois o nimero de casos cresce desde a década
de 90, estudos temporais contribuiram para a identificacdo da soro prevaléncia em
Salvador (DIAS et al.,2007) e de casos hospitalizados e dbito (RIBEIRO, 2008;
GOUVEIA et al., 2008; PAPLOSKI, 2013), inclusive com quadros graves da doenga, no
hospital de referéncia do estado para doencas infectocontagiosas, Hospital Couto Maia
(GOUVEIA et al., 2008).
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1.5 DETERMINANTES DA GRAVIDADE DA DOENCA

A infecgdo por Leptospira patogénica produz inimeros sinais e sintomas clinicos
que, em humanos, podem variar desde uma infeccdo subclinica ou auto referida até
formas graves que sdo potencialmente fatais (GOUVEIA et al., 2008). A forma grave
denominada sindrome de Weil representa entre 5 a 10% do total de casos, com uma taxa
de letalidade variando de 5 a 20%. Ainda, as formas mais graves podem evoluir para
disfuncdo de mdltiplos 6rgaos e sepse, incluindo a hemorragia pulmonar, cuja letalidade
pode chegar a 50% (GOUVEIA et al., 2008).

Existem poucos estudos que avaliem a taxa de infecdo-doenca. Um estudo no
Brasil identificou que 3% da populacdo em &reas de risco € infectada assintomaticamente
a cada ano. Aproximadamente um em 30 dos infectados desenvolve formas leves (febre
e dores musculares) da doenca e 1/191 dos infectados desenvolve formas graves
(FELZEMBURGH et al., 2014). Entre os graves uma fragdo, cerca de 10%, desenvolve
quadros mais graves e morre (GOUVEIA et al., 2008). Entretanto ndo sdo conhecidos 0s
fatores que determinam o adoecimento de algumas pessoas e de outras ndo, ou que
algumas adoecam de forma mais grave.

De modo geral a gravidade da doenca em individuos infectados pode depender de
diferentes fatores: o agente (cepas de diferente viruléncia), o tamanho do in6culo (por
exemplo a concentracdo do patdgeno a que uma pessoa foi exposta) ou as caracteristicas
do hospedeiro (imunidade, etc) (FAINE et al., 1999; SANTOS, 2015; Lindow,J,. in
published). Estes podem atuar de forma isolada ou em conjunto. Cepas isoladas de
pacientes de Salvador com formas leve e grave de leptospirose mostraram caracteristicas
genéticas idénticas sugerindo que as diferencas nas formas clinicas nao estdo relacionadas
a variacdes no patégeno (SANTOS, 2015). Os fatores do hospedeiro podem estar
relacionados as diversas formas clinicas, entretanto ainda ndo existem estudos mostrando
estarem associados com a ocorréncia de leptospirose (Lindow,J,. in published). Em
paralelo, indicadores do efeito dose-indculo, como a distancia da residéncia a esgotos
abertos, tem sido identificados como fatores de risco para infeccdo assintomatica e para
formas graves da leptospirose (SARKAR et al, 2002; REIS et al., 2008;
FELZEMBURGH et al., 2014). Porém, existem poucos estudos que avaliem o papel do
inoculo na determinacéo da gravidade desta doenca.
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A leptospirose tem sido associada historicamente com a chuva. O aumento na
incidéncia de casos graves durante as estacdes chuvosas representa um padréo conhecido
mundialmente (KUPEK et al., 2000; PAPPACHAN et al., 2004; DESVARS et al., 2011;
WEINBERGER et al., 2014). Adicionalmente, surtos associados a elevadas precipitagdes
ou eventos climéaticos extremos suportam esta associacdo (MEITES et al., 2004;
PAPPACHAN et al., 2004; SZONYI, 2012; ROTH et al., 2014). Porém nao existem
estudos que avaliem se as formas assintomaticas e/ou subclinicas seguem este padrédo
estacional relacionado a precipitacdo. A caracterizacdo estacional das formas
assintomaticas e graves em conjunto, é importante para determinar se fatores como a
intensidade pluviométrica estdo associados ao aumento na frequéncia de transmissdo, no
aumento das formas graves ou em ambos os eventos. Especificamente, é desconhecido se
fatores climéticos, como precipitacdes sazonais, estdo relacionados a transmissdao da
Leptospira, ou se, adicionalmente, através de uma relagdo dose-indculo, podem

determinar a gravidade do desfecho clinico.

A relevancia da definicdo do papel da transmissdo da doenca na histéria natural
da leptospirose urbana serve para guiar estratégias de prevencdo da transmissdo
assintomatica e das formas graves da leptospirose, e permitird melhorar o entendimento
dos fatores que determinam a progressdo da infeccao para formas graves da doenca. Neste
trabalho pretendemos descrever a influéncia da chuva no risco de infeccdo assintomatica
e de desenvolvimento de formas graves da leptospirose ao comparar as incidéncias de
infeccBes assintomaticas e casos de hospitalizacdo para leptospirose, de acordo com a

sazonalidade média de pluviosidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

e Avaliar a existéncia de um padrédo sazonal na infecgdo assintomatica por Leptospira spp.

e sua relacdo com o padréo das formas graves da doenca.

2.2 ESPECIFICOS

e Determinar a incidéncia de infeccdo assintomatica por Leptospira spp em dois periodos
de alta e dois periodos de baixa pluviometria, através de um estudo de coorte com cinco
inquéritos estacionais em uma comunidade carente de Pau da Lima — Salvador-Bahia.

e Determinar a incidéncia em dois periodos de alta e dois periodos de baixa pluviometria,
de casos hospitalizados de leptospirose identificados em uma vigilancia hospitalar na
cidade de Salvador.

e Avaliar se infeccdo assintomatica e 0s casos hospitalizados seguem padrdes sazonais

similares ou diferentes e sua relacdo com a precipitacao.
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3 MATERIAL E METODOS

A equipe de estudos da leptospirose do Laboratorio de Patologia e Biologia
Molecular (LBPM) do Instituto Gongalo Moniz (IGM) vem desenvolvendo estudos
prospectivos de coorte intitulados “Historia Natural da Leptospirose Urbana” e “Eco
epidemiologia da Leptospirose Urbana” que incluem avaliacGes soroldgicas prospectivas
para avaliar infeccBes por Leptospira em moradores do bairro de Pau da Lima incluidos
no estudo de coorte. Em paralelo, outros projetos do grupo identificam os casos graves
da doenca através de vigilancia hospitalar localizada no Hospital Couto Maia, este,

referéncia em doencas infectocontagiosas no estado da Bahia.

3.1 AVALIACAO DE INFECCAO ASSINTOMATICA POR LEPTOSPIRA

3.1.1 Area de estudo: A area de estudo esta situada no bairro de Pau da Lima.
Amplamente descrita em estudos prévios (RIBEIRO, 2008; REIS et al., 2008;
FELZEMBURGH et al., 2014), a area delimitada para o estudo possui elevada densidade
populacional, evidenciado no ultimo censo realizado pela equipe do laboratério, onde
foram identificadas 3176 pessoas em 0.14km?. Inclui trés vales de caracteristicas
ambientais e geograficas similares e distancia ao fundo do vale de até 35 metros. Possui
baixos indicadores socioeconémicos, por exemplo, baixa renda per capita média, 11% da
populacdo recebe menos de um salario minimo (FELZEMBURGH et al., 2014).
Adicionalmente esta regido sofre de deficiéncias ambientais como falta de saneamento
béasico e elevada infestacdo de roedores. A Fiocruz desenvolve estudos longitudinais nesta
comunidade desde o ano de 2003 (RIBEIRO, 2008; REIS et al., 2008; FELZEMBURGH
et al., 2014; COSTA et al., 2014) que permitiram caracterizar a incidéncia de infeccéo
anual por Leptospira (37,8/1.000 habitantes) e a incidéncia de casos graves (19.8/ 100.000
habitantes) na area do estudo (FELZEMBURGH et al., 2014).

3.1.2 Desenho de estudo: Foi realizado um censo inicial entre Setembro e
Novembro de 2012 para cadastro de todos os residentes da area de estudo. Para avaliar
infeccOes assintomaticas estacionais, foi desenvolvido um estudo de coorte com
avaliagdes sorologicas de todos os individuos que consentiram participa¢do, no periodo

considerado de alta precipitagdo (Agosto a Outubro) e baixa precipitacdo (Janeiro a
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Margo) de 2013 a 2015. Durante estes periodos foram realizados cinco soroinquéritos
com media de duracdo de trés meses, que permitiram a realizacdo de quatro avaliacdes de
seguimento (follow-up) com a determinacédo da incidéncias em cada um deles. A equipe
de campo composta por 12-16 flebotomistas e técnicos da &rea de saude, aplicaram
questiondrio padronizado e coletaram amostras soroldgicas dos individuos que
consentiram em participar do estudo.

Foram considerados participantes da coorte aqueles moradores com idade maior
ou igual a 5 anos, que dormiram mais de 3 noites na residéncia por semana e que tiveram
termo de consentimento livre e esclarecido, assinado. Durante cada visita realizada para
0 soroinquerito, foram coletados dados epidemioldgicos, socio econémicos e uma
amostra de sangue de 10 ml, dos individuos em tubo seco para diagnostico de infeccéo,

respeitando a condicdo de satde do participante.

3.1.3 Identificacdo prospectiva de infeccéo por Leptospira: Foi utilizado o teste
de micro aglutinacdo (MAT) que é considerado o método sorolégico padrdo “ouro” para
o diagndstico da leptospirose e a classificacdo do provavel sorovar infectante (FAINE et
al., 1999). Foi Utilizado um painel com duas cepas de referéncia, L. interrogans sorovar
Copenhageni, cepa L1 130 e L.kirschneri sorogrupo Cynopteri cepa 3522C. A escolha
deste painel foi definida apds a confirmacdo da infeccdo por estes sorovares serem
presentes em mais de 90% das amostras da coorte (Dados ndo publicados). As amostras
foram triadas em dilui¢des com titulos >1:50 e quando aglutinadas, foram avaliadas para
determinacdo de seu maximo titulo.

A auséncia de sintomas clinicos que levassem o participante a ser hospitalizado
foi considerada como fator determinante para denominar infecgdo assintomatica e/ou
subclinica. que foi definida como a ocorréncia de soroconversdo entre o teste MAT
negativo para um titulo (1:50) ou aumento de quatro vezes no titulo da MAT entre

amostras consecutivas desses pacientes.

3.2 VIGILANCIA DE CASOS GRAVES DE LEPTOSPIROSE

3.2.1 Area de estudo: Para este desfecho a area de estudo foi a cidade de Salvador.

3.2.2 Identificacdo de casos de leptospirose grave: Com inicio em 1996, a equipe da

Fiocruz montou um programa para vigilancia aprimorada para 0s casos suspeitos de
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leptospirose admitidos no Hospital Couto Maia e vem desde entéo identificando pacientes
com suspeita clinica da doenca. Esta vigilancia permanece atualmente ativa. Quando €
confirmada a suspeita de leptospirose em um paciente que apresenta os critérios para
inclusdo no estudo (descritos abaixo), este individuo é convidado a integrar o estudo, e
quando aceita ele assina um termo de consentimento livre e esclarecido. A equipe obtém
informacdes clinicas e laboratoriais na vigilancia, e epidemioldgicas nos domicilios dos
casos confirmados, pois séo realizadas visitas domiciliares ap6s a alta médica. Além
disso, é feita coleta de sangue para avaliacdo sorolégica na fase aguda, aguda tardia e
convalescente, para confirmagédo laboratorial de leptospirose. As visitas domiciliares
realizadas apés a alta hospitalar, tem o objetivo de mapear seu local de residéncia e
identificar fatores epidemiologicos peridomiciliares (KO et al., 1999; GOUVEIA et al.,
2008).

Foram incluidos no estudo pacientes do municipio de Salvador, com suspeita
clinica para leptospirose e que atenderam aos seguintes critérios de inclusdo: forte
suspeita clinica para leptospirose, como febre aguda associada com qualquer
sangramento; insuficiéncia renal aguda; ictericia; ou lesdo hepatica aguda com
transaminases <1.000 U / L(NABITY et al., 2012); ter idade > 5 anos e termo de
consentimento livre e esclarecido assinado (GOUVEIA et al., 2008).

Os casos de leptospirose foram confirmados laboratorialmente através dos
seguintes critérios: A) Resultado do teste Elisa IgM reagente B) MAT realizada com
amostra aguda com titulagdo maior ou igual 1:800 e/ou soroconversao ou aumento de
quatro vezes no titulo da MAT entre as amostras aguda e convalescente (utilizando um
painel de referéncia com 10 cepas de oito sorogrupos) C) Isolamento de leptospira em
culturae D) PCR positiva para detec¢do do DNA bacteriano (KO et al., 1999; GOUVEIA
et al., 2008).

a. Dados pluviométricos

Dados de pluviosidade foram coletados da estagdo meteorologica do Instituto de
Meio Ambiente e Recursos Hidricos da Bahia (INEMA), situada na Avenida Mario Leal
Ferreira(Paralela), no Parque de Exposi¢cdo da Bahia. Adicionalmente, outra estacdo
meteoroldgica foi instalada na unidade de emergéncia de Sdo Marcos para medir a

densidade de chuva na area de estudo.
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b. Plano de Analise

Os célculos das incidéncias de infec¢bes no estudo de coorte foram realizados de
forma sazonal para cada periodo de seguimento. Os cinco inquéritos soroldgicos
realizados entre 2013 e 2015, permitiram avaliar quatro periodos, estes periodos foram
denominados de seguimento (follow-up), e foram definidos inicialmente através da
mediana entre as datas de coleta em cada inquérito soroldgico e, dessa forma foram
calculadas e descritas as incidéncias por seguimento. Adicionalmente foram refeitas as
analise por pessoa — ano, como forma de estabelecer uma incidéncia fidedigna para cada
seguimento. E dividido pelo total de individuos seguidos por periodo (tabela 1),
multiplicado por 100 habitantes, sendo descrito o risco relativo estratificado por sexo e
idade (Tabela suplementar 4-7).

A incidéncia de casos hospitalizados de leptospirose foi calculada através do
numero de casos confirmados laboratorialmente (como descrito acima), adicionalmente
foi usada a base do SINAN para os casos de Salvador, dividido pela populagéo de
Salvador (IBGE 2014), e multiplicado por 100.000 habitantes. Em analise complementar
(tabela suplementar S2), da data de internamento foram subtraidos 15 dias para calcular
desta forma a data estimada da infeccdo (KO et al., 2009). Este calculo também foi
realizado para estimar periodos estacionais no calculo da incidéncia de infecgdo
assintomatica e casos graves. Foi estimada a média mensal de chuva para o periodo
avaliado, utilizando os dados diarios da estacdo meteorolégica do INEMA e de Pau da
Lima.

O uso do software Redcap (HARRIS et al., 2009) como base de armazenamento
dos dados e controle da seguranca da informacdo, e minimizacdo de possiveis erros de
digitacdo foram controlados com dupla digitacdo. O ambiente R (TEAM, 2011),
apresenta pacotes especificos para as analise de dados epidemioldgicos, sendo usado o
pacote EPIR, para analises epidemioldgicas univariada e/ou multivariada, bem como, foi
utilizado o pacote GGPLOT para plotagem das figuras e representacGes graficas.

A regressdo linear foi feita para correlagdo entre a intensidade de chuva e
ocorréncia de casos hospitalizados e infeccdo subclinica usando o modelo linear de
analise. O modelo linear generalizado (GLM) e o modelo de equacdo estimada de
generalizagdo (GEE), foram utilizados para analises individuais. As variavéis sexo e faixa
etaria foram usadas no modelo GLM e GEE, para avaliar quanto chuva influenciaria na

anélise multivariada.



22

c. Consideragdes éticas

Os dados analisados no presente estudo, fazem parte de um maior que foi
aprovado nos comités de ética em pesquisa do IGM-Fiocruz, e Universidade de Yale
(HIC#1006006956), EUA, além da Comissio Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).
Todos os procedimentos da pesquisa seguiram os termos da resolucdo 466 de 2012 do
Conselho Nacional de Saude sobre pesquisa em seres humanos. A participacao no projeto
foi voluntaria, apds todos serem esclarecidos sobre os objetivos e procedimentos do
estudo, bem como dos riscos inerentes a sua participacdo. Todos participantes ou
responsaveis legais dos menores de idade assinaram um Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido.
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4 MANUSCRITO
Inesperada elevacdo na incidéncia de leptospirose subclinica durante o periodo inter

epidémico em Salvador, Brasil.

Artigo a ser submetido para publicagéo

Resumo
Casos de leptospirose grave ocorrem durante o periodo de alta pluviometria, embora

existam poucos estudos para avaliar a influéncia da ocorréncias de chuva nas infeccdes
subclinicas. Quando sdo comparadas as incidéncias de casos graves hospitalizados 4.09
(1C95%, 3.18-5.18) e a ocorréncia de infeccdo subclinica 6.84 (IC 95%, 5.61-8.24) com
0 padrdo de precipitacdo, detectamos uma alta incidéncia de infec¢do subclinica durante
0 periodo “seco”. Este padrdo sugere uma lacuna na compreensdo atual sobre a

transmissdo de leptospirose subclinica e na progressao da gravidade da doenca.

Palavras Chave: Leptospiroses, Leptospira, comunidade carente urbana, Infeccdes

estacionais, Infeccbes assintomaticas.
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Abstract

Symptomatic leptospirosis cases occur following periods of heavy rainfall. However,
there is a lack of studies evaluating how rainfall influences leptospirosis infection or
disease severity. When we compared the incidence of hospitalized cases 4.09 (IC 95%,
3.18-5.18) and subclinical infections 6.84 (IC 95%, 5.61-8.24), we detected an
unexpected pattern of higher subclinical infection during the dry seasons when compared
to rainy seasons. This pattern suggests a gap in our current understanding of leptospirosis

transmission and progression of disease severity.
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Introduction

Leptospirosis, a leading zoonotic cause of global morbidity and mortality, causes over
1.03 million leptospirosis cases and 58,900 deaths annually, primarily in populations
residing in resource-poor settings (1-3). The spirochetal agent is a diverse group of
Leptospira species capable of colonizing a wide variety of animal hosts, including rats
(3). While previously considered a rural disease, urbanization has shifted the leptospirosis
to cities, where epidemics occur annually and are strongly associated with rainfall and
flooding events (4-6).

In Salvador, the third largest city in Brazil, a single strain, L. interrogans serovar
Copenhageni, causes the majority of leptospirosis cases (7). Transmission occurs
primarily in the household environment through direct contact with water or soil
contaminated with rat urine, the principal reservoir host for the bacteria (5, 8-10). While
distance to open sewers, mud, and flooding are risk factors for leptospirosis transmission
(7), no study has determined whether rainfall affects the severity of leptospirosis
infection. Since leptospirosis outbreaks are traditionally associated with flooding, we
assessed how rainfall specifically influences leptospirosis transmission in endemic areas.
We therefore compared the seasonal incidence of subclinical Leptospira infection among
a cohort of urban slum dwellers to the seasonal incidence of citywide hospitalized
leptospirosis cases and evaluated their associations with rainfall. This enabled us for the
first time to directly compare seasonal patterns of subclinical leptospirosis incidence and

severe disease in an endemic setting.
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The Study

To ascertain serologic evidence of Leptospira subclinical infection, we conducted a
two year (February 2013-March 2015) prospective cohort study in the Brazilian urban
slum of Pau da Lima (13°32°53.47” S; 38°43°51.10” W) in Salvador. The study site,
described previously (11), has physical and socioeconomic features similar to urban
slums throughout Brazil and other developing countries (7). The participants were
included in the study cohort if they resided within 35m of the valley bottom, were at least
five years old, slept on average three nights per week within the study area, provided
written informed consent, and serum was successfully collected at one of the four follow-
up events during the study period. We defined a completed follow-up event as collection
of two consecutive serum samples from a participant. During the study period, 3,716
residents met the criteria for inclusion in the cohort study and 2,421 were successfully
recruited for the first follow-up period. Table 1 describes the number of participants that
successfully completed a follow-up event and the number of participants that were lost-

to-follow up.

We determined the titers of agglutinating antibodies against two pathogenic
Leptospira strains, L. interrogans serovars Copenhageni and Icterohaemorrhagiae, using
the Microscopic Agglutination Test (MAT). We defined an infection event as an MAT
titer increase from negative to >1:50 (seroconversion) or a four-fold increase in MAT titer
between sequential paired samples, and when agglutinated were determined its highest

title.

To compare the temporal relationship between incidence of subclinical Leptospira

infection and incidence of hospitalized leptospirosis cases, we defined four-time periods
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based on the four cohort study follow-up surveys. We defined each period using the date
when the median numbers of participants were enrolled, which corresponded to two wet
seasons, and two dry seasons (vertical lines Fig 1A &B). Variation in the duration of the
study periods occurred due to differing enrollment times. The mean number of days
between sero-surveys was 185 days. However, each of the time periods captured the
months when traditionally rainfall is heaviest (April to July, rainy season) and lightest
(September to December, dry season) respectively (Fig 1A). We obtained rainfall
information (mean rainfall) for the four follow-up periods from weather stations
maintained by the Brazilian Institute for the Environment and Water Resources (Instituto
do Meio Ambiente e Recursos Hidricos) located in Canabrava community 1.6 km from
the Pau da Lima study site (12).

To identify patients with hospitalized leptospirosis, we analyzed data from two
sources. First, our study team in Salvador, Brazil conducts active surveillance for
hospitalized leptospirosis cases through a state-run infectious-disease hospital. Secondly,
we searched the Brazilian Ministry of Health, Sistema de Notificacdo de Agravos
(SINAN), which records all probable cases of leptospirosis recorded at other city
hospitals (cases from SINAM were included in order to recruit leptospirosis cases that
were hospitalized in others hospitals than the state-run infectious-disease hospital). We
identified patients according to surveillance case definitions and defined cases of
leptospirosis based on laboratory confirmation using previously described methods (3, 5,
13): “confirmed” cases had one or more positive laboratory test for leptospirosis;
“probable” cases, identified at the reference hospital, had clinical suspicion, but no
laboratory confirmation (Fig 1B).

Consistent with patterns observed previously in Brazil (4, 5) and elsewhere (2, 6, 14),

mean monthly rainfall (Figure 1A) was significantly associated with monthly hospitalized
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leptospirosis cases (Figure 1B, 2B). Higher follow-up period hospitalized leptospirosis
cases incidence also corresponded to the follow-up period with the heaviest rainfall
(period 1), and decreased during drier seasons (periods 2 and 4) (Fig 1C, 1D, 2A and

Table 2).

To assess the correlation of rainfall on the risk of subclinical Leptospira infection, we
calculated the cumulative amount of rainfall each study participant was exposed to
between each of the paired sero-survey events. When we analyzed the association
between subclinical infection and cumulative rainfall by period (Table S1), we
surprisingly found that Leptospira infection was negatively associated with rainfall
(Table 2). Indeed, the highest incidences occurred during the dry seasons (periods 2 and
4) (Figure 1C, 1E, 2C and Table 2). This finding is starkly contrasted to patterns we and
others have identified for hospitalized leptospirosis (2, 4-6, 14).

The period of leptospiremia (between 7-14 days) may introduce a bias in the
identification of the infection period for each individual (both subclinical infections and
hospitalized cases). To address this concern we subtracted 15 days to each serum
collection date (to correct for infection period) and repeated these aggregated analysis
obtaining a similar pattern as described above (Table S2).

Additionally, we confirmed those aggregated results by assessing the association
between exposure to rainfall and Leptospira subclinical infection at individual level. We
used a generalized estimating equation accounting for dependency at the individual,
across the four repeated measures (or time periods) and controlling for gender and age.
These individual analyses also identified a negative association between the level of
rainfall and Leptospira subclinical infection (Table S3), supporting the findings from the

aggregated analyses (Figure 2C and Table 2).
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Finally, the individual analysis, stratified at seasonal level, shown a demographic
profile for subclinical infection and severe cases similar to results previously published
(5, 7, 11). Briefly, increasing age and male gender were significantly associated with
Leptospira subclinical infection and males older than >25 year had higher incidence of

severe leptospirosis in all periods (Table S4-7).

Conclusions

Leptospirosis is traditionally associated with heavy rainfall and flooding events both
in Brazil (4, 5) and worldwide (2, 6, 14). Our findings support that hospitalized
leptospirosis cases follow rainfall events. However, we found that rainfall was slightly
negatively associated with rainfall. This trend may indicate that specific reservoir host,
immunogenic factors, or changes in population behavior may drive subclinical infection,
rather than significant rainfall events. Previous studies support that rat abundance does
not change seasonally (15), however rat movement may increase during dry periods
resulting in persistent shedding of the bacterium in the environment and continual, low-
level exposure for urban slum-dwellers. Alternatively, during heavy rainfall the rain may
diffuse Leptospira from the soil and concentrate the bacteria, resulting in flooded areas
where transmission events of larger inoculums could occur, thus increasing the risk of
severe disease. Additional studies are needed to assess the specific contribution of human
immunogenic and reservoir host factors that influence disease severity.

During our investigation, rainfall decreased throughout the study period, without a
marked rainy or dry season, typical in tropical regions (Fig. 1C). While we identified an
association between rainfall, subclinical leptospirosis infection, and hospitalized cases, a
longer study period is necessary to identify seasonal trends in leptospirosis infection.

At the onset of this study, we anticipated identical patterns between hospitalized
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leptospirosis cases and infections. Our findings indicate that leptospirosis infection and
hospitalized cases have distinct transmission dynamics, which could influence
measurements of disease burden. While this study does not specifically assess sub-clinical
symptomatic infection, it provides further evidence that the burden of leptospirosis is
greatly underestimated, and physicians should be aware that leptospirosis infection may
present clinically year-round regardless of rainfall events. Furthermore, the unexpected
high incidence of subclinical Leptospira infection during the periods of low rainfall
indicates a critical gap in our current understanding of leptospirosis transmission and

progression of disease severity.
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Table 1: Description of 2,421 cohort participants according to their participation during the four prospective seasonal follow- up periods, at

the urban slum study site, from 2013-2015.

Follow-Up 1 Follow-Up 2 Follow-Up 3 Follow-Up 4
Season Rainy Dry Rainy Dry
Time period ggbter%berzmglo- September 10, 2013 March 14, 2014 - Aug 8, 2014 -
P 205’3 ! - March 14, 2014 Aug 8, 2014 March 3, 2015

Completed 1601 1492 1602 1401
follow-up

No follow-up 651 608 356 617
Not found 250 281 112 314
Refusal to participate 171 158 71 125
Moved 230 167 166 174
Mental incapacity 0 2 2 1

Death 0 0 5 3
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Table 2: Incidence for hospitalized cases of leptospirosis and cumulative incidence of subclinical Leptospira infection among a cohort of

urban slum dwellers and the mean rainfall during the four follow-up periods.

Time Period Season Mean Rainfall Incidence of subclinical Incidence of leptospirosis
(SD) Leptospira infection per 100 hospitalized cases per 100,000
(95% CI) (95% CI)
Follow-Up 1 Rainy 165.3(186.30) 4.10(3.18 - 5.19) 3.44(2.77 - 4.22)
Follow-Up 2 Dry 120.1(92.35) 6.84(5.61 - 8.24) 1.72(1.26 — 2.29)
Follow-Up 3 Rainy 135.9(98.53) 2.94(2.17 - 3.89) 1.50(1.07 — 2.04)
Follow-Up 4 Dry

76.7(53.08) 4.93(3.85 - 6.19) 0.86(0.54 — 1.29)
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Figures:

Figure 1: Differing temporal patterns of rainfall, subclinical leptospirosis
infection, and hospitalized cases in Salvador, Brazil from February 2013 — March 2015.
(A) Mean monthly rainfall - Mean monthly rainfall in Salvador, Brazil during study
period (vertical lines represent the four follow-up time periods), (B) No. of probable, and
confirmed hospitalized leptospirosis cases by month in Salvador, Brazil - cases reported
by month reference hospital throughout Salvador, (C) Mean monthly rainfall by follow-
up group— Mean rainfall recorded in Canabrava by month during each follow-up period.
Data represents the mean + standard deviation, (D) Incidence of hospitalized cases -
incidence of all hospitalized cases of leptospirosis for each follow-up period, (E)
Cumulative incidence by follow-up period: Pau da Lima cohort - Cumulative incidence

of subclinical leptospirosis for each follow-up period.

Figure 2: The association between the mean monthly rainfall and incidence of
hospitalized leptospirosis cases and subclinical incidence of Leptospira infection. (A)
Mean monthly rainfall vs. hospitalized leptospirosis incidence - evaluation of the
association between the incidence of hospitalized cases and mean rainfall for the four
follow-up periods. (B) Mean monthly rainfall vs. the number of hospitalized cases per
month — relationship between of the number of hospitalized leptospirosis cases and mean
monthly rainfall by month. (C) Mean monthly rainfall vs. cumulative leptospirosis
incidence - examination of the relationship between subclinical Leptospira infection
incidence among cohort participants and mean monthly rainfall for the four follow-up

periods.



Figures
1Ae 1B

00 -

200 -

Rainfall mm

100 -

Jan2013 ~

No. of suspected and confirmed leptospirosis cases

0=

205

No. of cases

10—

Mean montly rainfall

DooBnnnnnnTTIIITE T TTDO0D

RREREIRERRRIRRIRIRINAENERA

5535338533588 5:5338523555%
Month

by month in Salvador, Brazil

l l
Case type
Confirmed

. Probable

- Unconfirmed

1500 1000 R it-1 =00

el el D e e e e Tt e e the o the the the the h §
V™ PR P G P g e g g W GV T W G g

SRRRRRRRRIRIRIRIIRRR
]~ >Q =
EB838553385338885553283

Month

2014
2014

33



34

Figures1CeD

Mean monthly rainfall by cohort group

2D ) —
200

Season

all {(mm)

<
-
L]
-
=
=

Mean monthly cummulative rainf

| I | |
Follow-Up 1 Follow-Up 2 Follow-Up 3 Follow-Up 4
Cohort group

Incidence of hospitalized Cases

Season

. .

Incdence per 100000

I i [ I
Follow-Ugp 1 Fellow-Up 2 Faollow-Up 3 FallawUp 4

Time penod



Figure 1E

Incdence per 100

Cumulative incidence by serosurvey:
Pau da Lima cohort

I i [ [
Follow-Ugp 1 Follow-Up 2 Fallow-Up 3 FallawUp 4
Cohort group

35



Figures 2A, 2B and 2C
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Table S1: Distribution of infections detected in each follow-up period by soroconversion or 4-fold increase of the paired title.

Follow Up 1 Follow Up 2 Follow Up 3 Follow Up 4
Feb 2, 2013 - Sep 10, Sep 10, 2013 - March 14 March 14, 2014 - Aug 8, Aug 8, 2014 - March 3,
Dates 2013 , 2014 2014 2014
Season Rainy Dry Rainy Dry
Study Population
(CH) 1610 1491 1600 1401
all positives (+) 66 102 47 69
Seroconversion
(SC) 50 93 36 55
Four-Found Title
(FFT) 16 9 11 14
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Table S2: Incidence for hospitalized leptospirosis and cumulative incidence of subclinical Leptospira infection among a cohort of urban

slum dwellers and the mean cumulative rainfall during the four follow-up periods.

Dates (-15 days/person) Cumulative Citywide Hospitalized Surveillance Community Cohort
Rainfall
Follow-Up Total (SD) No. Cases Cumulative No. Infected Cumulative
Period* Incidence/ 100,000 (Uninfected) Incidence /100
(95% CI) (95% CI)
Period 1 2/2/2013 - 1256.65 88 3.29 44 511
9/10/2013 (130.44) (2.67 - 4.01) (817) (3.74 - 6.80)
Period 2 9/10/2013 - 806.89 46 1.72 74 8.60
3/14/2014 (207.38) (1.26 — 2.29) (787) (6.81-10.67)
Period 3 3/14/2014 - 925.17 40 1.50 18 2.09
8/8/2014 (163.10) (1.07 - 2.04) (835) (1.24 - 3.28)
Period 4 8/8/2014 - 565.20 23 0.86 42 4.88
3/3/2015 (108.15) (0.54 - 1.29) (819) (3.54 - 6.54)
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Table S3: Generalized Estimating Equation evaluating the association of age, gender, and period and rainfall as an interaction term on leptospirosis

infection assuming a dependence on the individual level across the four repeated measures.

Variable Odds Ratio
(Lower Estimate — Upper Estimate)
Period
Period 1 Ref
Period 2 0.91 (0.48-1.73)
Period 3 0.24 (0.12-0.45)
Period 4 0.35 (0.16 - 0.78)
Age 1.02 (1.01-1.03)
Gender 1.98 (1.37-2.88)

Rainfall (m) 0.25 (0.10-0.62)
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Supplemental Material - Relative risk from subclinical infection and severe cases stratified by sex and age by time period.

Table 4. Description of the rainy season pattern the cohort study at Pau da lima by gender and age.

Follow- up 1 Follow- up 1
Leptospirosis Infection (N = 66) Leptospirosis Hospitalized Case (N = 92)
No. Infections (%) Relative Risk (95% CI) No. Cases (%) Relative Risk (95% CI)
Risk Factor

Male Gender 38 (57.6%) 1.85 (1.15, 2.99) 79 (85.9%) 6.94 (3.86, 12.48)
Age Group

5- 14 11 (16.7%) Ref 1 (1.2%) Ref

15-24 11 (16.7%) 1.28 (0.56, 2.93) 14 (15.2%) 11.59 (1.52, 88.14)

25-34 13 (19.7%) 1.63 (0.74, 3.60) 28 (30.4%) 19.76 (2.69, 145.26)

35-44 12 (18.2%) 2.09 (0.93, 4.65) 28 (30.4%) 26.07 (3.55, 191.64)

45 - 55 8 (12.1%) 1.98 (0.81, 4.85) 7 (7.6%) 8.29 (1.02, 67.37)

>55 11 (16.7%) 3.26 (1.44, 7.35) 13 (14.1%) 13.90 (1.82, 106.28)




Table 5. Description of the dry season pattern the cohort study at Pau da lima by gender and age.

Risk Factor

Follow- up 2

Leptospirosis Infection N = 102

No. Infections (%) Relative Risk (95% CI)

No. Cases (%)

Follow- up 2
Leptospirosis Hospitalized Case N = 46

Relative Risk (95% CI)

Male Gender

Age Group
5-14
15-24
25-34
35-44
45-55
>55

53 (52.0%)

17 (16.7%)
14 (13.7%)
23 (22.5%)
21 (20.6%)
13 (12.7%)
14 (13.7%)

1.48 (1.02, 2.15)

Ref
1.19 (0.60, 2.38)

2.01 (1.09, 3.70)
2.35 (1.26, 4.36)
2.23 (1.11, 4.49)
2.69 (1.36, 5.31)

35 (76.1%)

2 (4.3%)
9 (19.6%)

10 (21.7%)

12 (26.1%)
6 (13.0%)
7 (15.2%)

3.63 (1.85, 7.16)

Ref
3.73(0.80, 17.24)

3.53 (0.7, 16.11)
5.59 (1.25, 24.97)
3.55 (0.72, 17.60)
3.74 (0.78, 18.02)
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Table 6. Description of the rainy season pattern the cohort study at Pau da lima by gender and age.

Follow- up 3 Follow- up 3
Leptospirosis Infection N = 47 Leptospirosis Hospitalized Case N = 40

No. Infections (%) Risk Ratio (95% CI) No. Cases (%) Risk Ratio (95% ClI)
Risk Factor

Male Gender 29 (61.7%) 2.05 (1.15, 3.67) 36 10.28 (3.66, 28.89)
Age Group

5-14 5 (10.6%) Ref 0 Ref

15-24 8 (17.0%) 1.90 (0.63, 5.76) 9 (22.5%) 15.73 (0.92, 270.24)

25-34 14 (29.8%) 3.69 (1.34, 10.13) 9 (22.5%) 13.41 (0.78, 230.43)

35-44 12 (25.5%) 4.02 (1.43, 11.26) 8 (20%) 15.83 (0.91, 274.29)

45-55 5 (10.6%) 2.40 (0.70, 8.18) 8 (20%) 20.13 (1.16, 348.73)

>55 3 (6.4%) 1.69 (0.41, 7.00) 6 (15%) 13.90 (0.78, 246.80)




Table 7. Description of the dry season pattern the cohort study at Pau da lima by gender and age.
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Follow- up 4

Leptospirosis Infection N = 69

No. Infections (%)

Risk Ratio (95% CI)

No. Cases (%)

Follow- up 4
Leptospirosis Hospitalized Case N = 23

Risk Ratio (95% CI)

Risk Factor
Male Gender 43 (62.3%) 3%? (1.34, (91.30/02)1 12.00 (2.81, 51.16)

Age Group

5.14 7 (10.1%) Ref 0 Ref
15-24 10 (14.5%) fé%% (0.70, (17.4% )4 7.45 (0.40, 138.39)
25.34 18 (26.1%) 8%57? (1.48, (13.0% )3 4.94 (0.26, 95.66)

35-44 12 (17.4%) 7?297? (116, ( 43.50/01)0 19.56 (1.15, 333.74)
45-55 6 (8.7%) 6?213 0.72, (17.4% )4 10.66 (0.57, 197.93)
>55 16 (23.2%) 5.85 (2.46, 2 (8.7%) 5.35 (0.26, 111.39)

13.92)
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5 DISCUSSAO GERAL

Poucos estudos tem tentado avaliar a associacdo sazonal da chuva entre os
diferentes desfechos clinicos da leptospirose. Este é o primeiro estudo a realizar uma
avaliacdo prospectiva estacional da infeccdo assintomatica por Leptospira.
Adicionalmente a comparacdo da ocorréncia de casos assintomaticos com a ocorréncia
de casos graves hospitalizados de leptospirose permitiram obter resultados inovadores
sobre os determinantes climéaticos desta zoonose.

Foram observadas incidéncias subclinicas mais elevadas durante o periodo de baixa
precipitacdo (seco) em relacdo ao periodo de alta precipitagdo (chuvoso). Estes dados
contrastaram com o padrdo de leptospirose grave classico observado em Salvador e em
outros locais do mundo (PAPPACHAN et al., 2004; GAYNOR et al., 2007; LAU et al.,
2012). A avaliacdo estacional permitiu também comparar e discutir que a transmissdo
nesta area € maior ao que havia sido previamente observado em estudos anuais (HAGAN
etal., 2016). Estes achados permitirdo a definicdo de novas hipdteses sobre a transmissao
da leptospirose nas comunidades carentes urbanas e sua relacdo com a precipitacdo na
determinacéo da gravidade do desfecho da doenca.

Contrério a nossa hipétese inicial, no periodo seco o padrdo de incidéncia de
infeccdo assintomatica foi maior que no periodo chuvoso, para isso, foi analisado de
forma individualizada controlando os efeitos da chuva sobre o risco de infeccdo/doenca,
ajustando também para um possivel viés de observacdo, foram ajustadas ndo apenas a
mediana da data de coleta dos grupos, mais também ajustado os intervalos de avaliacdo
em 15 dias anterior a data de coleta para controle do periodo de leptospiremia, e ainda
assim o comportamento das incidéncias de infeccdo e casos graves foi o0 mesmo. Né&o
existem outros estudos de infec¢do assintomatica realizados em periodos estacionais para
comparar com nossos achados, e o padrdo encontrado é oposto ao observado nos
desfechos graves da leptospirose, onde o nimero de casos é consideravelmente maior na
estacdo chuvosa (PAPPACHAN et al., 2004; CHADSUTHI et al., 2012; WEINBERGER
et al., 2014). Outras doencas zoonoticas, como dengue, febre amarela, hantavirose,
também possuem um padrao estacional de doenca associado a chuva (ENGELTHALER,
1999; Hll et al., 2012; KOUADIO et al., 2012).

NOs propomos trés hipoOteses (ainda que prematuras) para tentar explicar este
fendmeno, as quais devem ser testadas no futuro. Na primeira hip6tese, sugerimos que o

aumento da atividade de roedores no periodo seco poderia justificar a maior transmissao
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neste periodo, 0 que nao ocorre no periodo de alta precipitacdo, onde os animais migram
para areas mais altas dos vales. Um estudo realizado na mesma area mostrou que a
abundancia de roedores ndo mudou nas estagdes chuvosa e seca (PANTI-MAY et al.,
2016). Entretanto, os moradores relatam que no verdo a atividade (movimento) de
roedores € visivelmente maior. Esta mudanca na atividade dos roedores reservatorios
poderia estar associada a uma maior dispersdo de leptospiras no momento da excregao
(COSTA et al., 2015). Atualmente, a equipe esté realizando estudos da atividade de
roedores para testar esta hipotese.

Na segunda hipdtese sugerimos que a concentracdo de leptospiras no solo é mais
homogénea no periodo seco. Estudos ndo publicados do grupo (Casanovas-Massana et al,
em publicacdo) indicam que as leptospiras no solo de Pau da Lima sdo carreadas pela
agua da chuva, acarretando sua maior concentracdo na parte mais baixa do vale. Assim,
durante o periodo seco poderia acontecer do solo apresentar maior concentracao dispersa
de Leptospira, e este fato poderia estar associado a um maior risco de infec¢do subclinica.

Na terceira hipétese propomos que pode existir mudanga no comportamento dos
residentes com relacdo a prevencdo da leptospirose nas diferentes estagdes. Um estudo
sobre conhecimento, atitudes e préaticas sobre leptospirose neste bairro mostrou que 0s
residentes possuem maior preocupacdo com relacdo a leptospirose durante o periodo
chuvoso (NAVEGANTES DE ARAUJO et al., 2013). Inclusive, ndo é incomum a crenga
popular de que os roedores sé urinam (e consequentemente liberam leptospiras) durante
periodos de chuvas fortes.

Entretanto, apesar destas hipdteses possuirem embasamento cientifico, este ainda
ndo estd publicado, para explicar as mudancgas sazonais de ocorréncia de infeccdo
assintomatica por Leptospira e sdo, portanto, especulativas. Assim, serdo necessarios
estudos de fatores de risco estratificando entre estacGes para poder identificar os
determinantes socioambientais da transmissdo. Estudos prévios mostram que os fatores
de risco para infecgcdo assintomatica e doenca sdo similares (proximidade a esgotos,
infestacédo de ratos e pobreza) (MACIEL et al., 2008; REIS et al., 2008; SARKAR et al.,
2012; COSTA-etal., 2012; FELZEMBURGH et al., 2014; HAGAN et al., 2016). Contudo
a contribuicdo deles nas diferentes estacGes devem ser ainda determinadas.

As principais limitacbes para estabelecer uma relagdo causal estiveram
relacionadas as alteragdes no padréo climéatico, com a elevacédo das precipitacGes fora do
periodo esperado, 0 que restringiu a nossa capacidade de determinar periodos classicos

de chuva e seca. Porém as avaliacGes utilizando o nivel de precipitacdo, permitiu obter
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medidas de correlacdo entre precipitacdo e transmissdo da leptospirose. O estudo
apresentou 18% de perda de seguimento. A principal causa de perda de seguimento
(>80%) foi mudanca para fora da area de estudo, especialmente homens de mais de 20
anos (o grupo de maior incidéncia para infec¢do assintomatica). Assim, as estimativas
gerais de incidéncias podem ter sido subestimadas.

Um desafio do estudo e a determinacdo do momento de infeccdo subclinica nos
participantes da coorte. Neste trabalho foi utilizada a técnica de MAT que é a metodologia
padrdo ouro para estudos de coorte (FAINE et al., 1999). Devido ao periodo de
leptospiremia, de 7-14 dias desde o dia da infeccdo, que é o periodo necessario para
producdo de anticorpos identificAveis pela MAT, pode ter acontecido viés de
identificacdo do periodo de infeccdo em um grupo de individuos da coorte ou da
vigilancia. Entretanto a correlacdo elevada entre incidéncia de casos graves e precipitacdo
mostrou um padrdo consistente com 0s humerosos estudos previamente publicados (KO
etal., 2009; WEINBERGER et al., 2014). Adicionalmente, corroboramos nossos achados
com outras duas analises. Primeiro, corrigimos a possivel data de infec¢do subtraindo 15
dias do momento de coleta da infecgdes subclinicas e da data de hospitalizagdo nos casos
graves e repetimos as analises obtendo o mesmo padrédo que sem a corre¢do. Segundo,
realizamos analises de nivel individual, controlando por fatores demogréficos, e
novamente encontramos a mesma associa¢do que durante as andlises agregadas. Em
conjunto, estas estratégias provem suporte aos achados deste trabalho sugerindo que
infeccdes subclinicas e casos graves possuem diferentes dinamicas com relacdo a
precipitacao.

A incidéncia de leptospirose grave mostrou um padréo tipico, com aumento no
periodo chuvoso e diminuicdo no periodo seco. Este padrdo tem sido observado em
ambientes urbanos e rurais de todos os paises onde a doenca tem sido estudada (KO et
al., 1999; SPICHLER et al., 2008; CHADSUTHI et al., 2012; WEINBERGER et al.,
2014; LALL et al., 2016)

Para entender o padrdo inesperado de infeccdo pela bactéria, na forma
assintomatica, e se estava relacionado a caracteristicas demograficas como sexo e faixa
etaria, foi realizado andlises estratificadas para estas caracteristicas de forma a
suplementar os achados. Homens adultos entre 15 e 49 anos apresentaram taxas elevadas
independentemente da estacdo do ano, na infec¢do subclinica. Estes dados sdo
concordantes com estudos previamente publicados em avaliagdes anuais (RIBEIRO,
2008; PAPLOSKI, 2013; HAGAN et al., 2016). No entanto, individuos com mais de 50
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anos apresentaram maiores incidéncias também, o que ndo tinha sido previamente
relatado. Estudos epidemioldgicos direcionados a este grupo de homens mais velhos

devem ser realizados para entender os fatores de risco na transmisséo desta zoonose.



o1
6 CONCLUSAO GERAL

Os achados descritos neste trabalho indicam associagao positiva entre os niveis de
precipitacdo e a incidéncia de casos hospitalizados por leptospirose em Salvador,
adicionalmente, observando género como fator descritivo e suplementar ao projeto, o
sexo masculino continua sendo o mais incidente na evolugdo para as formas graves, como
observado em muitos estudos prévios, e indicando a emergente necessidade de politicas
publicas com o foco no saneamento basico como forma de minimizar exposi¢do a
bactéria.

Nossos dados indicam que baixos niveis de precipitagdo estiveram associados a
maiores incidéncias de leptospirose subclinica. Com isso, se faz necessario avaliar este
novo padrdo de infeccdo assintomatica e seus fatores de risco no periodo inter —
epidémicos como forma de entendimento dos determinantes para progressao de gravidade
da doenca e medidas de intervengdes ambientais agora voltados ao periodo de menor

precipitacao.
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Abstract

Background

The rapid spread of Zika virus in the Americas and current outbreak of microcephaly in Bra-
zil has raised attention to the possible deleterious effects that the virus may have on
fetuses.

Methodology/Principal Findings

We report a case of a 20-year-old pregnant woman who was referred to our service after a
large Zika virus outbreak in the city of Salvador, Brazil with an ultrasound examination that
showed intrauterine growth retardation of the fetus at the 18" gestational week. Ultrasound
examinations in the 2™ and 3" trimesters demonstrated severe microcephaly, hydranence-
phaly, intracranial calcifications and destructive lesions of posterior fossa, in addition to
hydrothorax, ascites and subcutaneous edema. An induced labor was performed at the
32nd gestational week due to fetal demise and delivered a female fetus. ZIKV-specific real-
time polymerase chain reaction amplification products were obtained from extracts of cere-
bral cortex, medulla oblongata and cerebrospinal and amniotic fluid, while extracts of heart,
lung, liver, vitreous body of the eye and placenta did not yield detectable products.

Conclusions/Significance

This case report provides evidence that in addition to microcephaly, there may be a link
between Zika virus infection and hydrops fetalis and fetal demise. Given the recent spread
of the virus, systematic investigation of spontaneous abortions and stillbirths may be war-
ranted to evaluate the risk that ZIKV infection imparts on these outcomes.
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