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I1. RESUMO

TRANSMISSAO PERI-DOMICILIAR E FATORES DE RISCO PARA AQUISICAO DE
LEPTOSPIROSE DURANTE EPIDEMIAS URBANAS EM SALVADOR, BAHIA.

ELVES ANDERSON PIRES MACIEL. INTRODUCAO - A leptospirose ¢ causada por
espiroquetas patogénicas do género lepfospira. Estima-se que apenas 10% dos casos
clinicos evoluam para formas graves. Tradicionalmente, a leptospirosis € considerada uma
doenga esporadica associada com fatores de risco profissionais e atividades recreacionais,
porém, no Brasil, epidemias urbanas anuais tem emergido. Nesse cenario, fatores de risco
para leptospirose, associados ao trabalho e ao ambiente peri-domiciliar foram
identificados. OBJETIVOS - 1-Avaliar a exposi¢cdo prévia a leptospiras patogénicas, no
nivel comunitario, e investigar fatores de risco para infecgdo prévia por leptospira; 2-
Determinar a existéncia de transmissdo peri-domiciliar da leptospirose, no cenario das
epidemias urbanas. METODOS: Um estudo de caso-controle comparando a taxa de
infeccdo prévia por leptospira (titulo reciproco no MAT > 25) entre contactantes
domiciliares de casos graves de leptospirose e individuos vizinhos controle
RESULTADOS - Foi observada uma elevada prevaléncia de infecgdo prévia na populagao
deste estudo, 10%. Além disso, mulheres e criangas na comunidade sdo expostos a
leptospirose, diferindo dos casos graves, em que mais de 80% s3o homens adultos, ndo
sendo conhecidos os fatores determinantes desta discrepancia. A comparagdo da taxa de
infec¢do prévia por leptospira (titulo reciproco no MAT > 25) nos contactantes
domiciliares de um caso indice de leptospirose grave e contactantes domiciliares de
individuos controle sadios mostrou que entre 63 contactantes domiciliares de 20 casos
indice e 182 individuos controle vizinhos, de 52 domicilios, 27% (17) e 4% (7)
apresentaram evidéncia sorologica para uma infecgdo por Leptospira (OR ajustado 8.38,
95% CI 2,68-26.25). CONCLUSOES - Foi observa uma elevada prevaléncia (7,5%) de
infecgdo prévia por leptospira na populagdo estudada. Mulheres e criangas sdo expostos
igualmente, na comunidade. Fatores de risco ocupacionais e associados ao ambiente peri-
domiciliar foram identificados. Contactantes de casos indice tiveram mais que 5 vezes 0
risco de uma infecg¢do prévia do que seus vizinhos controle, indicando a importéncia da
transmissdo no ambiente peri-domicilar.

Palavras-chave: Leptospirose; Transmiss@o peri-domiciliar; Epidemias Urbanas.
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III. ABSTRACT

PERI-DOMICILIARY  TRANSMISSION AND RISCK  FACTORS FOR
LEPTOSPIROSIS AQUISITION DURING URBAN EPIDEMICS IN SALVADOR,
BAHIA ELVES ANDERSON PIRES MACIEL INTRODUCTION - Leptospirosis 1s
caused by eight species of pathogenic espirochetes of the genus Leptospira. Only 10% of
clinical leptospirosis evolves to sever forms, leading to underestimate of the impact of
disease. Leptospirosis is considered traditionally a sporadic disease associated with
occupational and recreational risk factors and settings, however, in Brazil, annual urban
epidemics have emerged. In this setting, work as well peri-domiciliary related risk factors
for leptospirosis were identified. OBJECTIVES — 1-Evaluate previous exposition to
pathogenic Leptospiras in community, and investigate risk factor for previous leptospira
infection; 2-Determine the occurrence of peri-domiciliary transmission of leptospirosis, in
the setting of urban epidemics. METHODS: A case-control study comparing the rate of
previous leptospira infection (MAT reciprocal title > 25) in household contacts of severe
leptospirosis index cases and neighborhood control individuals. RESULTS - Was
observed a high seroprevalence of 10% for previous infection in the community. In
addition, women e children in the community are exposed, differing of severe
leptospirosis, for which more than 80% are adult men, not been identified the determinants
of this discrepancy. The comparison of the rate of previous infection for leptospira (MAT
reciprocal title > 25) in household contacts of severe leptospirosis index cases and
household contacts of healthy control individuals, showed that, among 63 household
contacts of 20 index cases and 182 neighborhood control individuals from 52 households,
27% (17) and 4% (7) had serological evidence for a prior leptospira infection (adjusted OR
8.03, 95% CI 2.44-26.39). CONCLUSIONS - Was observer a high (7.5%) prevalence of
previous leptospira infection in study population. Women and children are exposed equally
in community. Occupational and peri-domiciliary risk factors were identified. Index
control contacts had a risk to previous infection 5 times more high than yours
neighborhood controls, indicating the significance of transmission in peri-domiciliray
environment. .

Key-words: Leptospirosis; Peri-domiciliary transmission; Urban epidemics.




IV. REVISAO DA LITERATURA

4.1. Aspectos Historicos

As primeiras descrigdes de sindromes febris ictéricas compativeis com leptospirose
estdo presentes nos relatos de Hipocrates, no entanto apenas no ano de 1886, a sindrome de
ictericia associada a faléncia renal e fendmenos hemorragicos foi reconhecida como uma
entidade clinica distinta por Adolf Weil (Faine et al., 1999).

A identificagio do agente causal s6 ocorreu varios anos apos a descrigdo da doenga,
provavelmente devido a necessidade de meios de cultura especificos e ao crescimento lento
das espiroquetas, fazendo com que estas figurem entre as altimas formas bacterianas a
serem reconhecidas como patogenos (Faine et al., 1999). Apenas em 1907, usando a
técnica de Levaditi, que havia recentemente sido descrita para coloragdo de espiroquetas
em tecido, Stimson identificou o que ele denominou de ?2Spirochoeta interrogans, devido
as extremidades em forma de gancho, no rim de paciente que se acreditava ter falecido por
febre amarela (Stimsom, 1907). Esse engano fez com que Inada et al. fossem por muitos
anos reconhecidos como os descobridores do agente causal da doenga de Weil, pois
mostraram a capacidade patogénica para “guinea pig” do organismo que isolaram em 1914
e denominaram “Epirochaeta icterohaemorrhagiae” (Faine ef al., 1999; Kobayashi, 2001).

O mesmo grupo de pesquisa japonés, liderado por Inada, identificou o papel do rato
como reservatorio da Leptospira. Essa descoberta permitiu, nos anos posteriores, a
compreensdo dos principios epidemiologicos da transmissdo, além da identificagdo de

varios reservatorios animais, tanto domésticos quanto silvestres, e finalmente o

entendimento da leptospirose como uma zoonose de ampla distribuigio (Faine et al., 1999).



O mesmo grupo de pesquisa japonés foi o primeiro a cultivar com sucesso leptospiras e a
cepa isolada em 1914 de paciente com doenca de Weil foi designada Ictero No. 1 (ATCC
43782), sendo atualmente a cepa de referéncia do género Leptospira (Kobayashi, 2001).
Por fim, um fato importante foi a passagem do Dr. Nogushi pela Bahia na década de
20 (Froes, 1924), onde veio para comprovar a etiologia da febre amarela pela Lepfospira
icteroides , a qual tinha isolado em pacientes supostamente com febre amarela (7yphus
amarill) em Guayaquil, Equador. Provavelmente, devido a apresentagdes clinica
semelhante ¢ com as limitadas ferramentas diagnosticas disponiveis a época, casos de
doenga de Weil foram confundidos com febre amarela, explicando o engano cometido

(Faine er al., 1999). No entanto, o Dr. Nogushi fez excelente descrigdes dos aspectos

microscopicos da Leptospira, os quais sdo validos até os dias atuais (Faine ef al., 1999).

4.2. Bacteriologia e Biologia

A familia Leptospiraceae pertence a ordem Spirochaetales e, atualmente, € dividida
em trés géneros: Leptospira, Leptonema e Turneria (Faine et al.: 1999). Tradicionalmente,
o género Leptospira tem sido classificado em duas espécies, L. interrogans e L. biflexa,
contendo as cepas patogénicas e saprofitas, respectivamente (Faine, 1982). A diferenciag@o
fenotipica ¢ baseada na capacidade da L. biflexa crescer a 13°C e na presenga de 8-
azaguanina (Faine, 1982; Faine et al., 1999; Levett, 2001). Além disso, a L. interrogans é
classificada em mais de 200 sorovares com base nas diferengas antigénicas do
lipopolissacarideo (LPS), e, esses por sua vez, sio agrupados em 24 sorogrupos de acordo

com as semelhangas antigénicas compartilhadas pelos sorovares (Faine, 1982; Faine et al.,

1999, Levett, 2001). Nesse sistema de classificacdo, a unidade taxonémica basica € o



sorovar, o qual, de acordo com a revisio de 2002 para nomenclatura dos sorovares de
Leptospira pelo “Committee on the Taxonomy of Leptospira of the International Union of
Microbiological Societies”, deve ser escrito ndo italicizado e com a primeira letra
maiuscula, por exemplo: Leptospira interrogans serovar Icterohaemorrhagiae (International
Leptospirosis Society). Essa classificagdo tem sido util para fims epidemiologicos, uma vez
que determinados sorovares parecem adaptados a determinados reservatorios, por exemplo,
L. interrogans sorovar copenhageni infecta preferencialmente ratos, enquanto L.
interrogans sorovar canicola, os cdes. (Faine, 1982; Faine ¢t al., 1999, Plank & Dean,
2000; Levett, 2001; Vinetz, 2001).

Inicialmente proposta por Yasuda et al (1987), a classificacdo genotipica baseada na
hibridizagdo do DNA (acido desoxirribonucléico) propde atualmente a existéncia de 17
genomoespécies de leprtospira (Brenner ef al., 1999, Levett, 2001, Vinetz, 2001). Em
adicao, um estudo da estrutura genética do género Lepltospira, usando “multilocus enzyme
electrophoresis” (MEE), confirmou a classificagido genotipica discriminando entre espécies
patogénicas e saprofiticas, além de individualizar um terceiro grupo de espécies
fenotipicamente intermediarias (L. inadai e L. fainei) (Letocart‘er al., 1999). Porém, ndo
existe uma correlacdo estrita entre as espécies definidas geneticamente e 0s sorovares ou
sorogrupos, podendo um mesmo sorovar ou sorogrupo pertencer a espécies distintas (Faine
et al., 1999; Levett, 2001). Por causa da deficiéncia de concordancia com a classificagio
fenotipica, ja2 amplamente utilizada, e por estar disponivel atualmente apenas em
laboratorios de pesquisa, a classificagdo genotipica, apesar de taxonomicamente solida,
ainda ndo assumiu importancia para clinicos e epidemiologistas (Faine et al., 1999; Plank
& Dean, 2000; Levett, 2001; Vinetz, 2001). No entanto, novas metodologias de tipagem

molecular, como exemplificado pela identificagdo de 11 genomoespécies e 16 sorogrupos



de Leptospira com um ensaio de PCR (reagdo em cadeia da polimerase) baseado em um
tinico “primer” dirigido para um novo elemento repetitivo identificado em L. interrogans
sorovar Copenhageni (iRep) (Barocchi er al, 2001), estdio sendo desenvolvidas e

eventualmente podem tornar-se padrdo em laboratorios de referéncia (Vinetz, 2001).
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Figura 2. Modelo esquematico dos aspectos
Figura 1. Microscopia de varredura de L.

microscopicos da superficiec de Lepospira
interrrogans (fonte: CDC, Atlanta, USA)

(fonte: (Charon & Goldstein, 2002)

Morfologicamente, as leptospiras sdo altamente espiraladas, com extremidades em
forma de gancho, possuindo didmetro de 0,1 pm e comprimentq de 6-20 um (Figura 1). A
ultra-estrutura é composta por uma membrana plasmatica, uma parede celular composta de
pedtidoglican justaposta a membrana plasmatica, de maneira semelhante as bactérias Gram-
positivas e diferindo das Gram-negativas, e, mais externamente, uma membrana externa
(figura 2) (Zuerner et al., 2000; Charon & Goldstein, 2002). Entre a membrana externa e a
parede celular, existe um espago periplasmatico, onde localizam-se os dois flagelos da
bactéria, os quais tornam-na extremamente movel. A estrutura do flagelo ¢ similar aquela

de outras bactérias Gram-negativas, cada um tendo origem em uma das extremidades da



bactéria e dirigindo-se em dire¢do ao centro da mesma por aproximadamente 0,18 nm
(Faine ef al., 1999; Levett, 2001; Charon & Goldstein, 2002).

Na membrana externa da bactéria, localizam-se o lipopolissacarideo (LPS), o qual
ndo ¢ encontrado em outras espiroquetas como 7reponema pallidum (Fraser et al., 1998) e
Borrelia burgdorferi (Fraser et al., 1997), e varias proteinas da membrana externa (OMPs),
que presumivelmente tém importancia na viruléncia (Faine er al., 1999; Cullen et al.,
2002). O LPS da leptospira apresenta um componente KDO (acido 2-ceto-3-deoxioctonico)
similar ao de bactérias Gram-negativas, enquanto o lipideo A apresenta acidos graxos
pentadeacandicos em substitui¢do aos acidos miristico (C14:0) e 3-hidroxi-miristico (3-
OH-C14:0), o que poderia explicar a baixa toxicidade (10 vezes menor) em rela¢do ao LPS
de outros Gram-negativos (Faine ef al., 1999, Zuemer ¢t al., 2000, Werts ef al., 2001). No
entanto, o LPS € o principal componente antigénico da superficie da leptospira (Faine ef al.,
1999). Entre as OMPs caracterizadas até o momento, estio a OMPLI1, provavelmente uma
porina, e varias lipoproteinas (LipL32, LipL41, etc.) (Haake et al., 2000; Cullen et al.,
2002). A combinagdo de OMPL1 e LipL41 mostraram imunoprotecdo sinergistica no
modelo experimental do hamster (Haake et al., 1999). ‘

Do ponto de vista metabolico, as leptospiras sdo organismos aerobios ou
microaerofilos, que crescem bem entre 28 a 30°C. Como fonte energética utilizam apenas a
B oxida¢do dos acidos graxos, o que explica a necessidade de meios contendo lipidios para
0 seu crescimento em cultura (Faine ¢t al., 1999; Levett, 2001).

O genoma da leptospira possui aproximadamente 5.000 kb, apresentando dois
cromossomas, um com 4.400 kb e outro com 350 kb (Zuerner, 1991). Até o momento, a

impossibilidade de manipular geneticamente leptospiras patogénicas, uma vez que nao sao



conhecidos mecanismos de transferéncia horizontal de material genético, tem dificultado o
estudo dos mecanismos patogénicos e a identificagdo de fatores de viruléncia (Zuerner et

al., 2000; Cabello er al, 2001). Porém, o sequenciamento completo do genoma da

-

Leptospira interrogans sorovar Lai pelos chineses (Ren ef al, 2003), abre novas

perspectivas para o estudo da biologia da leptospira.

4.3. Patologia e Patogénese

A patogénese da leptospirose ndo € bem conhecida, apesar do bom entendimento
das alteragdes patologicas determinadas pela leptospirose no homem e em animais
experimentais.

Inicialmente, as leptospiras penetram as barreiras epiteliais do hospedeiro,
principalmente pele lesada e mucosa, e via vasos linfaticos atingem a corrente sanguinea,
de onde disseminam rapidamente para varios 6rgaos e tecidos. Inicialmente, as leptospiras
sdo encontradas no pulmio, depois no figado e bago, locais onde se multiplicam de maneira
exponencial (Faine et al., 1999; Levett, 2001). Apds cairem na corrente sangiiinea,
leptospiras patogénicas, diferindo das nao patogénicas, sdo capazes de escapar da
destruicdo mediada pelos mecanismos imunes inatos do hospedeiro (Faine, 1964;
Marangoni e/ al., 2000). Apos esses estagios iniciais da infecgdo, as leptospiras patogénicas
sobrevivem nos tubulos renais aderidas as células epiteliais tubulares, local onde estdo
protegidas dos ataques do sistema imune do hospedeiro, sendo essa capacidade da bactéria
essencial para que possa ser disseminada no ambiente pelos animais reservatorios (Faine ef

al., 1999; Levett, 2001).



Os mecanismos que permitem a leptospira aderir ¢ atravessar o epitélio ndo sdo
conhecidos, porém, presume-se que sua motilidade e forma facilitem a invasio dos tecidos
(Charon & Goldstein, 2002). Em modelos in vitro, leptospiras patogénicas sdo capazes de
aderir e invadir células epiteliais, endoteliais e fagociticas (Thomas & Higbie, 1990; Merien
el al., 1997), sendo um dos possiveis mediadores da adesdo uma proteina de 36 kDa
presente na membrana externa, a qual tem capacidade de ligar-se a fibronectina presente na
superficie da célula hospedeira (Merien et al., 2000). Utilizando o modelo de monocamada
polarizada de células epiteliais MDCK, demonstrou-se a translocagdo dessa barreira
epitelial, provavelmente por via transcelular, tanto por leptospiras ndo patogénicas quanto
por patogénicas, no entanto, em maior propor¢do e de maneira mais rapida pelas ultimas,
sugerindo que a capacidade de atravessar rapidamente epitélios seja um fator de viruléncia
(Barocchi et al., 2002).

Como € um patogeno eminentemente extra-celular, a resposta imunologica mais
importante ¢ presumivelmente a humoral (Adler & Faine, 1977, 1978), sendo mecanismos
efetores a lise mediada por complemento e a fagocitose facilitada por opsonizagio (Faine ef
al., 1999). No entanto, um papel da imunidade celular nﬁo‘ pode ser afastado, como
sugerem outros autores (Naiman ef al., 2001, Baldwin et al., 2002; Naiman ef al., 2002; De
Fost et al., 2003).

A altera¢do patologica basica da leptospirose € uma vasculite generalizada. Nos
rins, pulmdes e musculo esquelético, os vasos capilares apresentam alteragdes, como
necrose de células endoteliais e alargamento de jungdes intimas entre as células, as quais
podem levar a aumento da permeabilidade capilar com extravasamento de plasma, ou até
células (De Brito et al., 1979). Adicionalmente, vasos sanguineos maiores, inclusive a

aorta, apresentam alteracdes inflamatorias, tanto experimentalmente como em casos



necropsiados (De Brito ef al., 1987). Além disso, disfungdo endotelial, sem expressdo
estrutural, pode ter conseqiiéncias patologicas (Behrendt & Ganz, 2002), sendo um
mecanismo patogénico inexplorado na leptospirose, porém plausivel.

O figado apresenta o classico quadro histologico da leptospirose, caracterizado por
destrabeculag¢do de hepatocitos, com presenga de discreto infiltrado mononuclear no espago
portal, sem necrose proeminente de hepatocitos (Arean, 1962; De Brito ef al., 1967, De
Brito er al., 1970). Também sdo observados corpusculos de Councilman, e tem sido
demonstrado a ocorréncia de apoptose de hepatocitos na leptospirose experimental (Merien
et al., 1998).

Nos rins observa-se, principalmente, nefrite intersticial e necrose tubular aguda. A
nefrite é focal e caracterizada por infiltrado de linfocitos, histiocitos, eosinofilos e raros
plamécitos, com edema, dilatagdo e congestdo endotelial. A necrose tubular aguda é mais
proeminente nos tabulos proximais. Os glomérulos apresentam alteragdes discretas (Arean,
1962; De Brito et al., 1966; Brito et al., 1967).

Nos pulmdes predominam congestdio e hemorragia, com pouco infiltrado
inflamatorio. A hemorragia esta presente no intersticio € nos ;lvéolos, podendo ocorrer
presenga de membrana hialina (Arean, 1962; Silva et al., 2002). Na microscopia eletronica,
as principais alteragdes estdo presentes nas células endoteliais septais, que se apresentam
edemaciadas e com aumento de vesiculas pinociticas, porém sem comprometimento das
jungdes endoteliais (Nicodemo et al., 1997).

Outros orgdos afetados de maneira importante s3o: o coragdo, em que se observa
miocardite intersticial com infiltrado linfomonocitario focal; os muasculos esqueléticos, em
que se encontra necrose hialina de midcitos individuais com infiltrado histiocitario

circunjacente (Arean, 1962; Levett, 2001).



Um fato que, de longa data, tem chamado a atengdo de pesquisadores € relativa
benignidade das alteragdes patoldgicas ou a presenga em nimero reduzido de leptospiras
nos tecidos, quando comparados com as altera¢des funcionais observadas. Isso tem levado
a supor que toxinas da bactéria, ou produtos inflamatorios do hospedeiro sejam os
principais responsaveis pelas alteragdes patologicas na leptospirose (Brito, 1968). Tem se
demonstrado que o peptidoglican € a glicolipoproteina (GLP) da leptospira sdo capazes de
induzir produg¢do de TNFa (fator de necrose tumoral) in vitro (Cinco ef al., 1996, Diament
et al., 2002). Além disso, niveis elevados de TNFa implicam em pior prognodstico na
leptospirose humana (Tajiki & Salomao, 1996), indicando essa citocina como possivel
mediadora da patogénese da doenga.

Uma outra evidéncia para tal hipotese, € que a GLP de leptospira, mais
especificamente sua fracdo de acidos graxos insaturados (Burth er al, 1997), tem a
capacidade de inibir a Na', K'-ATPase, nio so das células tubulares renais (Younes-
Ibrahim er al., 1995), como também de outros tecidos, como cérebro e musculo (Younes-
Ibrahim ef al., 1997). Assim esse mecanismo pode contribuir para a perda de potassio pelos
rins, bem como pelas arritmias cardiacas.

Finalmente, um estudo experimental demonstrou que a fragdo protéica de
membrana externa de leptospiras patogénicas ativa o fator de transcrigdo NF-xB, que por
sua vez aumenta a expressdo de iINOS (oxido nitrico sintetase induzivel), MCP (proteina
quimiotactica para monocitos) e TNFa (Yang et al., 2000), sugerindo algum papel na
nefrite intersticial, caracteristica do envolvimento renal na leptospirose. Mais recentemente,
o mesmo grupo identificou LipL32 como a principal OMP envolvida na ativa¢io da cascata

inflamatoria na nefrite intersticial da leptospirose (Yang et al., 2002).



4.4. Caracteristicas Clinicas.

Na espécie humana, a maioria das infecgdes evolui de forma leve ou assintomatica,
nao sendo muitas vezes reconhecidas clinicamente (Ashford et al., 2000). Uma menor
propor¢do dos expostos, porém constituindo a maioria dos casos diagnosticados, apresenta
doenga de inicio abrupto caracterizada por febre, como unico sintoma ou acompanhado por
cefaléia e mialgia (Berman et al., 1973; Levett, 2001). Entre os casos clinicos, assume-se
que apenas 5 a 10% evoluem para a forma grave (Berman ef al., 1973), caracterizada por
ictericia acompanhada de disfungdo renal, fendmenos hemorragicos, alteragdes cardiacas,
hemodinamicas, pulmonares e do nivel da consciéncia (Edwards & Domm, 1960; Farr,
1995; Ko et al., 1999, Costa et al., 2001). A letalidade para as formas graves varia entre 5%
e 40% (Levett, 2001), podendo ultrapassar 50% nos casos com sindrome de hemorragia
pulmonar/sindrome da angustia respiratoria aguda (SARA) (Marotto et al., 1999).

O periodo de incubagdo para leptospirose € habitualmente de 7 a 12 dias, podendo
variar entre 2 e 28 dias (Faine et al., 1999). Comumente, o inicio da doenga € abrupto, com
febre, calafrios, cefaléia e mialgia acentuada, sendo mais intensa nas panturrilhas, as vezes
impedindo a deambulagdo. ApoOs essa fase inicial, de aproximadamente 3 a 7 dias,
denominada fase septicémica, uma vez que leptospiras podem ser isoladas do sangue e
liquor, o paciente pode apresentar melhora clinica por 1 a 3 dias, para entdo iniciar a
segunda fase da doenga, a fase imune, em que aparecem anticorpos da classe IgM, ndo
sendo mais possivel isolar leptospiras do sangue. A fase imune dura de 4 a 30 dias, ¢ a
sintomatologia é semelhante a da fase septicémica, porém mais branda. Neste periodo, €

freqiiente ocorréncia de meningite linfomonocitaria (Sperber & Schleupner, 1989). Apos a
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|* semana de doencga, freqiientemente, as leptospiras podem ser isoladas apenas da urina
(Farr, 1995; Levett, 2001 Vinetz, 2001).

Classicamente, as formas clinicas da leptospirose tem sido diferenciadas pela
presenca de ictérica, considerando-se as formas ictéricas da doenga como as formas graves
e com potencial para letalidade (Edwards & Domm, 1960; Farr, 1995). No entanto, novas
apresenta¢des clinicas, como a sindrome de hemorragia pulmonar grave associada a
leptospirose, podem surgir em pacientes sem ictericia (Goncalves et al., 1992; Kuriakose et
al., 1997, Trevejo et al., 1998).

A sindrome de meningite asséptica, caracteristica da fase imune da leptospirose
anictérica, apresenta-se como cefaléia e febre, e as vezes, alteragdo do estado mental
(Sperber & Schleupner, 1989) A maioria (90%) dos pacientes apresenta alteragdes
liquéricas, no entanto, apenas 50% sdo sintomaticos (Edwards & Domm, 1960). Por outro
lado, no Brasil, estudos tém revelado que entre 7% e 39% de casos de meningite asséptica
sdo causados por leptospira (Romero ¢/ al., 1998; Silva et al., 2002).

Diferindo da evolugdo descrita para leptospirose anictérica, pacientes com sindrome
de Weil, apos a fase inicial septicémica, também presente na f‘orma anictérica, evoluem
com comprometimento hepatico, renal e manifestagdes hemorragicas, geralmente sem
periodo de melhora interveniente (Farr, 1995; Levett, 2001).

A alteragdo hepatica é evidenciada, sobretudo, pelo aumento dos niveis de
bilirrubina (principalmente a fra¢do conjugada), sem comprometimento marcante da fungéo
de sintese do figado, observando-se leve elevagdo dos niveis das aminotransferases
(geralmente menor que 500 U/L), e sem sinais de insuficiéncia hepatocelular (Edwards &

Domm, 1960; Farr, 1995). A elevacdo dos niveis séricos da creatinofosfoquinase (CPK)
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pode ajudar no diagnostico diferencial entre leptospirose ictérica de pacientes e hepatite
aguda (Johnson et al., 1975).

A insuficiéncia renal, diferindo da insuficiéncia renal aguda (IRA) de outras
etiologias, apresenta-se principalmente na forma poliurica e normocalémica ou
hipocalémica (Abdulkader, 1997), provavelmente devido a uma disfun¢@o tubular com
baixa absor¢do do ion sodio no tubulo proximal e, conseqiiente, perda de agua e potassio no
néfron distal, acompanhando passivamente o sodio (Seguro et al., 1990, Abdulkader ef al.,
1996). A oliguria, provavelmente é decorrente de hipovolemia, uma vez que responde a
reposi¢do volémica e/ou administragdo de diuréticos em propor¢ao significativa dos casos
(Seguro et al., 1990; Abdulkader, 1997). No entanto, a presenga de oliguria esta associada a
pior prognostico (Abdulkader, 1997; Levett, 2001). Classicamente, a dialise peritoneal tem
sido o tratamento de escolha para a IRA na leptospirose (Edwards ef al., 1990), no entanto,
ensaio clinico realizado recentemente no Vietnam, comparando dialise peritoneal versus
hemofiltragdo, em 70 pacientes com IRA associada com infec¢des diversas, incluindo 8
casos de leptospirose, demonstrou a superioridade da ultima, diminuindo a letalidade, além
de sugerir relagdo custo-beneficio favoravel (Phu ef al., 2002).

Sinais e sintomas pulmonares sio observados com freqiiéncia nos casos de
leptospirose, variando entre 20 e 70%, sendo a maioria consideradas leves (O'neil ef al.,
1991). No entanto, a sindrome de hemorragia pulmonar severa/sindrome da angustia
respiratoria aguda (SARA) chamou a aten¢do mundial pelo recente surto ocorrido na
Nicaragua, sendo a principal manifestagdo clinica dos casos identificados, ndo estando
associada a ictericia ou insuficiéncia renal (Trevejo et al., 1998). Tal “mudanga de padréo
clinico” ja havia sido detectada em epidemias ocorridas no Rio de Janeiro no final da

década de 80 (De Carvalho e7 al., 1992; Goncalves ef al., 1992). Os fatores que determinam
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a evolugdo para hemorragia pulmonar/SARA ndo s3o conhecidos, existindo apenas um
estudo que demonstrou associa¢do independente entre tabagismo (mais do que 20 cigarros
por dia) e a ocorréncia de comprometimento pulmonar na leptospirose (Martinez Garcia e/
al., 2000), talvez porque substincias contidas no tabaco possam causar lesio da membrana
alvéolo-capilar (Donaghy & Rees, 1983). Apesar do uso de ventilagio mecanica invasiva, a
letalidade na sindrome situa-se acima de 50% (Marotto et al., 1999), sendo sugerido que o
uso da abordagem ventilatoria “protetora”, com pequenos volumes correntes € alta pressdo
expiratoria final (PEEP) possa ser benéfica (Amato et al., 1998; Bethlem & Carvalho,
2000).

Em conseqiiéncia as mudangas dos padrdes clinico-epidemiologicos € & maior
disponibilidade e eficacia de métodos dialiticos, as complicagdes pulmonares, cardiacas e
hemorragicas estdo se tornando as causas mais freqientes de oObito na leptospirose, em
substitui¢do a insuficiéncia renal, mais freqiiente no passado (Daher ef al., 1999; Marotto et
al., 1999 Yersin et al., 2000).

O hemograma tipico da leptospirose é representado por leucocitose, neutrofilia e
desvio a esquerda, associados a anemia e plaquetopenia. No entanto, mais da metade dos
pacientes em uma série, apresentavam contagem de leucocitos normal na admissio
hospitalar, mantendo-se contudo a neutrofilia com desvio a esquerda na maioria dos casos
(Nicodemo e al., 1989). Os fatores de coagulagdo apresentam niveis s€ricos normais,
exceto pela eventual diminui¢io do tempo de protrombina, ndo sendo observada sindrome
de coagulagio intravascular disseminada (Edwards ef al., 1986; Nicodemo et al., 1990).

Leptospiras sdo sensiveis a varios antibioticos in vitro (Oie ef al., 1983), no entanto
o papel da antibioticoterapia no tratamento da leptospirose humana ndo esta definido

(Guidugli et al., 2000). A terapia com doxiciclina no inicio (primeiros 4 dias) da doenca ¢
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eficaz, encurtando o curso clinico (Mcclain ef al., 1984). Também a doxiciclina foi eficaz
como profilatico, diminuindo a ocorréncia de infecg¢des sintomaticas, quando utilizada por
curto periodo, numa dosagem de 200mg por semana (Takafuji ef al., 1984; Sehgal ef al.,
2000). Em um estudo conduzido em Sdo Paulo, o uso de doxiciclina em dose unica de
200mg apds exposic¢do de alto risco, diminuiu o nimero de casos sintomaticos, apesar de
ndo ter atingido significincia estatistica, provavelmente pelo pequeno tamanho da amostra
(Gonsalez et al., 1998).

Por outro lado, a terapéutica especifica nas fases avancadas da doenga € controversa.
Um ensaio clinico randomizado, comparando a eficacia de penicilina versus placebo,
demonstrou menor duragdo da febre, normaliza¢do mais rapida dos niveis de creatinina
sérica ¢ menor tempo de hospitalizagdo (Watt ef al., 1988), enquanto outro ensaio clinico
ndo demonstrou um beneficio clinico em pacientes na fase avangada (ictericia em 95,5%
dos pacientes) da doenga (Edwards ef al., 1988). Os dois estudos demonstraram prevengdo
da leptospiruria, no entanto os dois estudos nio mostraram diminui¢do de letalidade, uma
vez que o numero de obitos foi pequeno, ndo ocorrendo nenhum obito no estudo de Watt
(1988). Uma possivel complicagdo da antibioticoterapia na leptospirose € a reagio de
Jarisch-Herxheimer (Vaughan et al., 1994), caracterizada por deterioragdo clinica e quadro
semelhante ao choque séptico, minutos a horas apos o inicio da antibioticoterapia, sendo
desencadeada provavelmente pela liberagdo de antigenos de leptospiras destruidas pela
terapia, e mediada por TNFa (Friedland & Warrell, 1991; Emmanouilides et al., 1994).
Considerando a baixa freqiiéncia da reagdo de Jarisch-Herxheimer, o custo relativamente
baixo do tratamento com penicilina e o potencial beneficio, parece razoavel administrar

terapia com penicilina a todos os pacientes suspeitos de leptospirose grave.
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O diagnostico € dificultado pela apresentagdo clinica inespecifica da leptospirose
nas fases iniciais, quando o uso de antibioticos teria maior efeito, sendo necessaria
confirmagdo laboratorial. No entanto, o teste padrdo-ouro disponivel, 0 MAT, necessita de
amostras pareadas e, devido a dificuldades inerentes ao teste, so € realizado em laboratorios
de referéncia (Faine, 1982; Faine ef al., 1999). Novos testes, como o ELISA IgM, baseado
em antigeno bruto (Cumberland ef al., 1999) ou antigenos recombinantes (Flannery et al.,
2001) sdo mais sensiveis do que o MAT, mas ainda em nivel insuficiente para ajudar nas
decisdes clinicas. QOutros métodos diagnoOsticos, baseados na deteccio de DNA de
leptospira, como por exemplo o PCR, podem tornar-se positivos em fases mais precoces da
doenga, mas ainda ndo sdo disponiveis na pratica clinica, estando limitados a laboratorios

de pesquisa (Merien et al., 1992; Merien et al., 1995).

4.5. Epidemiologia.

A leptospirose € considerada a zoonose de mais ampla distribui¢do mundial, por
causa da habilidade do patdégeno em induzir o estado de portado;—sadio em varias espécies
de animais silvestres e domesticos (Levett, 2001). A transmissdo pode ocorrer por contato
direto com sangue, tecidos, 6rgdos ou urina de animais infectados ou, mais freqiientemente,
por via indireta, através do contato com agua ou solo contaminado com urina dos animais
portadores-sadios. A importancia de determinada espécie animal como reservatorio varia de
acordo com o padrdo epidemiologico de transmissdo, no entanto, o rato € considerado
globalmente o reservatorio mais importante (Faine, 1982; Faine ef al., 1999).

Os hospedeiros podem ser divididos em de manutengo e incidentais. Os

hospedeiros de manuteng¢@o sdo aqueles capazes de carrear cronicamente leptospiras nos
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tibulos renais, como por exemplo, Rattus sp. O homem ¢é considerado hospedeiro
incidental, uma vez que pode adquirir a infecgao de varios outros hospedeiros, mas ndo se
torna portador cronico, apesar de relatos esporadicos de transmissdo inter-humana. Como
mencionado previamente, o conhecimento dos sorovares prevalentes em determinada
regido ¢ importante para a identificagdo dos reservatérios e, em conseqiiéncia, a
compreensio da epidemiologia da doenga em dada regido (Faine, 1982; Faine ef al., 1999).
Habitualmente, os ratos sdo hospedeiros de manuten¢do para os sorogrupos Ballum e
Icterohaemorrhagiae, e camundongos apenas para o Ballum. Em relagdo aos animais
domésticos: bovinos albergam os sorovares Hardjo, Pomona e Grippotyphosa; porcos,
carream Tarassovi ou Bratislava; ovinos, Hardjo e Pomona; e cdes, o sorovar Canicola
(Levett, 2001).

Pela exposicdo a estes reservatorios ou ambiente contaminado pelos mesmos, varias
categorias ocupacionais sdo reconhecidas como expostas a maior risco de infecg¢do pela
leptospira. Por exemplo, o contato direto com animais infectados constitui a maior fonte de
infec¢do para fazendeiros, veterinarios e agougueiros. Enquanto, o contato indireto €
importante para trabalhadores da limpeza urbana, mineiros, solda(‘ios e plantadores de arroz
(Faine er al., 1999; Levett, 2001).

Trés padrdes epidemiolégicos foram definidos por Faine ef al. (1999). O primeiro €
aquele de climas temperados, onde a infeccdo ocorre por contato direto com animais
infectados, em criagdes de porcos e gado. O segundo, de regides tropicais, em que 0s
principais reservatorios sdo os roedores, animais de criagdo € o cdo, sendo a exposi¢io
humana decorrente da ampla contaminagdo ambiental, principalmente nas estagdes

chuvosas. O terceiro acontece no ambiente urbano, sendo a infec¢do por leptospira
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adquirida através de contato indireto, em ambiente contaminado por roedores, e
determinada pela falta de infra-estrutura urbana.

Nos paises desenvolvidos, a doenga ocorre de forma esporadica e no ambiente rural,
sendo adquirida principaimente no ambiente ocupacional (Ciceroni et al., 2000; Holk et al.,
2000; Thornley et al., 2002). Em paises asiaticos, como India, Tailindia e China, tem
predominado epidemias rurais associadas a periodos de alta intensidade pluviométrica
(Kuriakose et al., 1997, Tangkanakul ez al., 2000; Chaudhry ef al., 2002), com mais de
14.000 casos notificados no ano 2000 na Tailandia (Phraisuwan ef al., 2002).

Além disso, surtos associados com desastres naturais, como o ocorrido na
Nicaragua em 1995, em seguida chuvas torrenciais € alagamentos, em que mais de 2000
casos de doenga febril aguda foram avaliados, com 15 mortes atribuidas a sindrome de
hemorragia pulmonar severa (Trevejo ef al., 1998), e surtos associados a esportes aquaticos,
como triatlon, tem chamado a atengao mundial como novas formas de ocorréncia da
leptospirose (Haake et al., 2002; Morgan et al., 2002).

No Brasil, os primeiros registros da leptospirose datam das décadas de 10 a 40, em
Sao Paulo, Porto Alegre e Parana (Correa, 1975). Subseqﬁente;mente, surtos urbanos vém
sendo relatados nas grandes cidades brasileiras (Azevedo & Corréa, 1968, Correa, 1975;
Andrade & Brandao, 1987; Kupek ez al., 2000).

Na Bahia, os primeiros casos foram observados na década de 20, quando o Dr.
Nogushi, tentando demonstrar a causa da febre amarela, isolou leptospiras do sangue de
pacientes com sindrome de Weil, diagnosticados erroneamente como casos de febre
amarela (Froes, 1924). Nos anos 50, Andrade & Oliveira (1954) descreveram um caso fatal
de sindrome de Weil, e demonstraram a presenga de leptospiras em 20% dos R. norvegicus

capturados na cidade de Salvador, sugerindo, j& naquela época que a leptospirose fosse uma
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doenca sub-diagnosticada em nosso meio. Apenas na década de 70, os estudos conduzidos
por Caldas e cols. (1978; 1979) demonstraram a ocorréncia epidémica da leptospirose em
Salvador, descrevendo a apresentagio clinica e sugerindo um papel adicional do cdo como
potencial reservatorio.

Atualmente, em Salvador, as epidemias vém se apresentando de forma sazonal, em
surtos repetidos a cada ano, durante os periodos de maior intensidade pluviométrica,
principalmente nos meses de abril a agosto (Figura 3), sendo responsaveis por cerca de 300
casos internados anualmente no Hospital Couto Maia (centro de referéncia para doengas

infecciosas do Estado da Bahia).
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Figura 3. Distribui¢do mensal de casos graves de leptospirose identificados durante a vigilancia

hospitalar, cm Salvador, ¢ média mensal de chuvas, entre margo de 1996 ¢ margo de 2001.

Em 1996, estudo de vigilancia ativa no Hospital Couto Maia revelou que houve
predominancia do sexo masculino (80%) e de pessoas adultas (média de idade 35,9 + 15,2
anos). A incidéncia de casos graves foi de 12,5 casos/100.000 habitantes e a média de dias
de hospitalizagdo foi de 10 dias, sendo a taxa de letalidade de 15%, ocorrendo 50% dos

obitos nas primeiras 48 horas de internagio (Ko ef al., 1999).
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Em Salvador, o agente etiologico responsavel pelas epidemias urbanas fot a L.
interrogans sorovar Copenhageni, uma vez que em 90% (173/190) dos casos confirmados
laboratorialmente ou provaveis, os maiores titulos no MAT foram contra o sorogrupo
icterohaemorrhagiae. Além disso, entre 15 isolados de Lepfospira em cultura, 13 foram do
sorogrupo icterohaemorrhagiae e 1 sorogrupo canicola, enquanto 1 ndo pode ter o
soroagrupo determinado. Todos os isolados do sorogrupo icterohaemorrhagiae foram
tipados como sorovar Copenhageni (Ko ef al., 1999).

Como o rato doméstico é um reservatorio habitual de leptospiras no ambiente
urbano (Pereira & Andrade, 1988; Vinetz ef al., 1996), durante a epidemia de 1998 em
Salvador, foi desenvolvido estudo para avaliar a taxa de portadores-sadios, entre ratos
capturados dentro de um raio de 10 metros do peri-domicilio de individuos identificados
como casos de leptospirose grave. Entre os 142 Rattus norvegicus capturados, 114 (80%)
apresentaram cultura de urina ou rim positiva para L. itcrohaemorrhagiae (Faria, 2000.).
Todos os isolados foram do sorovar Copenhageni. Além disso, todos os isolados dos ratos
apresentaram um unico padrdo de “fingerprint” no PCR, o qual foi idéntico ao padrao dos
isolados dos pacientes com leptospirose severa (Ferrer, 2000), in;iicando que os ratos foram
o reservatorio da transmissio para humanos de um grupo clonal de cepas do soravar
Copenhageni na cidade do Salvador.

Em estudo caso-controle, conduzido subseqientemente durante a epidemia de 1998,
identificou-se: a) moradia em proximidade a esgoto a céu aberto (“Odds ratio” pareado
[OR] = 5,15, intervalo de confianga 95% [CI] = 1,80-14,74); b) observagdo de ratos no
peri-domicilio (OR = 4,49, 95% CI = 1,57-12,83), c) observagio de grupos de cinco ou

mais ratos (OR = 3,90, 95% CI = 1,35-11,27) e d) exposigdo a ambiente contaminado no
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local de trabalho (OR = 3,71, 95% CI1 = 1,35-10,17), como fatores de risco independentes
para a aquisigdo de leptospirose (Sarkar et al., 2002).

Esses dados sugerem que o ambiente peri-domiciliar, contaminado pela urina dos
ratos infectados, seja um local importante para a transmissdo da leptospirose durante as

epidemias urbanas.
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V. OBJETIVOS

5.1. Geral

1. Pesquisar exposi¢io prévia a leptospiras patogénicas, em nivel comunitario, e

investigar possiveis fatores de risco associados a infec¢do prévia por leptospira.

5.2. Especificos

1. Avaliar a prevaléncia de exposi¢do a leptospiras patogénicas em um estudo de
soroprevaléncia nos domicilios selecionados de bairros da cidade de Salvador

com alta incidéncia de casos de leptospirose grave;

2. Estimar o risco de transmissdo peri-domiciliar da leptospirose, pela comparagdo
taxa de infec¢@o prévia nos contactantes dos casos indices de leptospirose grave

LY

em relagdo aos membros dos domicilios controles vizinhos; e

3. Determinar, através de analise tipo caso-controle, fatores associados com

infecgdo prévia por leptospiras patogénicas.
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V1. RACIONAL E RELEVANCIA

Em estudo de vigilancia hospitalar, conduzido em Salvador durante a epidemia de
1996, a incidéncia de casos graves de leptospirose foi de 12,5 casos/100.000 e taxa de
letalidade foi de 15%, ocorrendo 50% dos dbitos nas primeiras 48 horas de internagéo (Ko
et al., 1999). Estes dados mostram que, devido a rapidez da ocorréncia dos obitos apos a
internagdo, qualquer medida terapéutica teria pouco impacto na mortalidade, indicando que
as intervengdes precisam ser focalizadas em prevengéo.

Apesar do maior impacto da leptospirose ser decorrente das formas graves, as quais
estdo associadas a letalidade e morbidade elevadas (Ko ef al., 1999; Costa ef al., 2001),
estima-se que apenas 10 a 15% dos casos clinicos evoluam para formas graves (Berman ef
al., 1973; Faine et al., 1999). Além disso, dados de soroprevaléncia provenientes de
diversos paises apontam para uma propor¢do ainda maior de infecgdes assintomaticas €
sub-clinicas (Everard et al., 1985; Everard et al., 1990; Childs et al., 1992; Faine ef al.,
1999; Ashford er al., 2000; Levett, 2001; Laras et al., 2002). Portanto, o impacto da
leptospirose urbana, detectado através da vigilancia hospitalar pa;a casos graves, deve estar
sendo sub-estimado.

Em contraposi¢do aos padrées epidemioldgicos tradicionais da leptospirose,
considerada zoonose do ambiente rural e aquisi¢do ocupacional (Faine et al., 1999, Levett,
2001), no Brasil, a doenga caracteriza-se pela ocorréncia de epidemias nas grandes cidades,
durante periodos chuvosos (Caldas er al., 1978; Caldas & Sampaio, 1979; Andrade &
Brandao, 1987; Gonsalez ef al., 1998; Ko ¢t al., 1999; Kupek, 2000; Barcellos & Sabroza,

2001). Nesse ambiente de epidemias urbanas, um estudo tipo caso-controle, realizado em

Salvador, demonstrou associagido independente entre presenca de roedores e de esgotos
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abertos no ambiente peri-domiciliar e o risco de aquisi¢do de leptospirose (Sarkar et al.,
2002), apontando este ambiente como um dos locais de transmissdo da leptospirose no
ambiente urbano. Por isso, torna-se prioritaria a determinagdo da importancia do ambiente
peri-domiciliar na transmissio da doenca, para que possam ser identificas medidas

preventivas e para qual ambiente tais medidas devem ser dirigidas.
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Abstract

Leptospirosis is traditionally considered a sporadic disease associated with
occupational and recreational risk factors and settings, however, in Brazil, annual urban
epidemics have emerged. In this setting, work as well as peri-domiciliary related risk
factors for leptospirosis acquisition were identified. To test the hypothesis of peri-
domiciliary transmission, we conducted a case-control study comparing the rate of previous
Leptospira infection (MAT reciprocal title > 25) in household contacts of severe

leptospirosis index cases and neighborhood control individuals. Among 63 household



contacts of 20 index cases and 182 neighborhood control subjects from 52 households, 27%
(17) and 4% (7) had serological evidence for a prior Leptospira infection (adjusted OR
8.38, 95% CI 2.68-26.25). Contacts of index cases had more than 8 times the risk of a prior
infection than their neighborhood controls, indicating the importance of the transmission n

the peri-domicilary setting.

Keywords: leptospirosis, epidemics, household transmission, epidemiology.

Introduction

Leptospirosis, a disease caused by pathogenic spirochetes of genus Leptospira, is
considered the most widespread zoonosis in the world due to the pathogen’s ability to
induce a carrier state in a wide range of wild and domestic animals [1]. Transmission to
humans occurs by direct contact with infected animals or, more frequently, by contact with
environment contaminated with their urine. Leptospirosis has been traditionally a rural-
based disease, associated with occupational activities [2]. However, recent outbreaks
associated with recreational and sport activities [3] and natural disasters [4], demonstrate
the potential of leptospirosis to cause disease in new settings. The epidemiological pattern
of rodent-borne urban leptospirosis, has been considered less important [2], and occurs as a
sporadic disease in US homeless population [5], or associated with emergencies, such as
carthquakes and war, 1n developing countries {2].

Urban epidemics of leptospirosis, transmitted by rats in a setting of urban poverty
and infrastructural deficiencies, has emerged [6, 7]. In Brazil alone, more than 10,000

cases of leptospirosis with a case fatality rate of 10% are reported annually to Ministry of
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Health [8]. These epidemics are associated with severe clinical forms of leptospirosts, for
which the case fatality rate is higher than 10%. In addition, new clinical syndromes, such
as the leptospirosis associated severe pulmonary hemorrhage has emerged during these
epidemics [4, 6, 9].

In the city of Salvador, Brazil, urban epidemics of severe leptospirosis occurs
annually during periods of heavy rainfall [7]. A case-control study, conducted in 1998
eptdemic, identified residence in proximity to an open sewer (matched odds ratio [OR] =
5.15, 95% confidence interval [Cl] = 1.80-14.74), peri-domiciliary sighting of rats (OR =
4.49. 95% CI = 1.57-12.83), sighting groups of five or more rats (OR = 3.90, 95% CI =
1.35-11.27), and workplace exposure to contaminated environmental sources (OR = 3.71,
95% Cl = 135-10.17), as independent risk factors for acquiring leptospirosis [10],
suggesting that the peri-domiciliary environment contaminated by urine of rats i1s a
important site of transmission. To investigate the occurrence of transmission in peri-
domiciliary setting, we developed a case control study comparing the rate of previous
Leptospira infection in household contacts of severe leptospirosis index cases and

neighborhood control individuals.

Methods

Outbreak investigation

An outbreak of leptospirosis was identified in 2001 in Salvador, the third largest city in
Brazil with over 2 million inhabitants, during the rainy season between April and
November. Identification of severe cases of leptospirosis was performed as described by

Sarkar et al [10]. Briefly, patients admitted with physical and laboratory findings
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characteristics of severe leptospirosis were 1dentified through ongoing active surveillance at
the state infectious disease reference hospital in Salvador. Serum samples, collected in
acute and convalescent-phase, were tested by whole leptospira IgM enzyme-linked

immunosorbent assay (1gM ELISA) [11] and MAT [12].

ldentification of index cases and control subjects

A case-control study was conducted between April and November, 2001. During this
period, individuals meeting the surveillance definition of leptospirosis, greater than 12
years of age, and that had a positive anti-leptospiral IgM ELISA reaction in one or more
serum samples were identitied as cases. Cases were located using residential addresses.
One or two control individuals matched for sex and age as each case were selected, who
had not had a febrile illness in the past month, had not received a diagnosis of leptospirosis
in the past year, and were not pregnant. Following the interview of the case, the field team
surveyed households a distance of 5 domiciles from the case household and at every
household thereafter until an appropriate age and sex-matched control subject could be
identified. The second control subject was located in a similar manner, starting S domiciles
from the household of the first control subject. The first control subjects were located an

average of 8 houses domiciles (35 meters) from the case residence and the second control

restdence was an average of 16 domiciles (76 meters) from the case residence

Selection of contacts
Cases and control subjects participating in the case-control investigation were selected for
the peri-domiciliary transmission analysis. The inhabitants of index case households were

defined as index case contacts, and inhabitants of control subjects households as index
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control contacts. Another group of inhabitants of households located in the neighborhood
of an index case were defined as unmatched control neighbors. To identify thus
individuals, the field team surveyed households a distance of 5 domiciles from the case
household, in a direction opposite to the direction of controls subjects domiciles, and at
every household thereafter, until at least one unmatched control neighbor accepted to
participate in study. The second group of unmatched control neighbors were located in a
similar manner, starting 5 domiciles from the household of the first unmatched control
neighbors.  All individuals with S years old or more and living 1n one of households of the
selected groups were invited to participate in the study, and for testing in MAT for
detection of previous leptospiral infection. Children less than 5 years old were not include
because there was none case of severe leptospirosis identified in this age group in a

previous study [7].

Serologic analysis

A microagglutination test (MAT) containing pathogenic reference serovars: Canicola,
Copenhageni, Icterohaemorragiae, and Saxkoebing, and a non-pathogenic /lepftospira
hiflexa serovar patoc were used to detect previous leptospiral infection. The use of this
reduced battery had a 100% concordance with that of the WHO-recommended 18
serogroup battery [12] in Salvador [10]. Serum dilutions of 1:25, 1:50 and 1:100 were

screened, and, if agglutination was observed at a reciprocal titer of 100, sera were titrated to

determine the highest agglutination titer.



Statistical analysis

Data were described by use of proportions with 95% confidence intervals and medians with
range values. To compare categorical variables, and numerical variables, the Xz or Fisher’s
exact test and the non-parametric tests of Mann-Whitney or Kruskall-Wallis were used,
respectively. In a case-control analysis, the risk of peri-domiciliary transmission of
leptospirosis was assessed by calculating the odds ratios (OR) and 95% confidence
intervals (95%C]l) for the proportion of previous leptospiral infection between index case
contacts and control contact subjects (index control contacts plus unmatched control
neighbors). Because of household sampling method, the ORs and the 95%Cl were adjusted
using the CSAMPLE program of the Epi Info (Version 6.04, CDC, Atlanta). Household
was entered as a cluster (primary sample unit), the households in the same neighborhood
were considered as a stratum, and the weight of each cluster (household) in the sample was

the number of inhabitants included in the study.

Results

Outbreak investigation

In Salvador, 121 (89%) of 136 cases identified during 2001 surveillance occurred between
March and October. During 2001, the mean monthly rainfall was 149 mm, with 85% (1526
of 1792 mm) of precipitation occurring between March and October. There were 108
hospitalized cases of leptospirosis that met the surveillance criteria between April and

November, 2001. Of these cases, 9 (8%) died during hospitalization and 62 (65%)



participated in the case-control study. Thirty-seven cases (26%) could not be located

following hospital discharge.

Contact characteristics

Twenty-five index cases, confirmed by MAT, between April and July, 2001 from 30 index
cases included in case-control study during the same period (65 cases identified in
surveillance), were selected for the peri-domiciliary transmission study. Twenty-eight
controls subjects were identified.

Twenty-five index cases, 28 index control subjects and 31 unmatched control
neighbors domiciles were identified. In total, 406 inhabitants from 84 households (4.8
individuals per domicile) were identified. There were 353 contacts (90 index case contacts,
102 index control contacts, and 161 unmatched control neighbors), of them 270 (77%)
agree to participate in study, 50 (14%) were excluded because age less than 5 years old or
were not located after several household wvisits, and 33 (9%) refused to participate.
Stratifying by study group, there was not a significant differen(;e in loses (refuses and
excluded): 16 (19%) in index case contacts, 33 (9%) in index control contacts, and 41
(49%) in unmatched control neighbors (p=0.33). After exclusion of 5 index cases and
yours contacts, 3 index control subjects and yours contacts, and 4 unmatched control
neighbors domiciles, because at least one household in each group (index case, index
control and unmatched control neighbors) was not identified at same neighborhood, 245
contact subjects from 72 households were included in analysis. The included contacts not
significantly differed from those not included by age and sex. There was not significant
differences between index cases and control subjects, considering age, sex, monthly income

(US$), employment, and number of household contacts (Table 1). There were 63 index case
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contacts, 76 index control contacts, and 106 unmatched control neighbors. There was not

difference by age and sex between these 3 groups (table 1)

Household survey for past leptospiral infection

The matching for cases and controls was presumed to control for familiar structure of
households by the presence of an adult man 1in majonty of index cases’ domiciles. Because
there was not difference, in terms of age and sex, between index control subject contacts
and unmatched control neighbors (table 1), they were jointed 1n a group of control contact
subjects further analysis.

The index case contacts had a risk 6 to 9 times higher, depending on a MAT
reciprocal titer cut-off used, than control contact subjects for a previous Leptospira
infection (table 2). This association was observed in different cut off points of MAT, and
was not modified by adjusting for cluster sampling design of study. The risk was specific
for pathogenic /eptospira, and not significant for the non-pathogenic serovar (table 2). The
higher risk for index case contacts remained if only index control subject contacts were

used as comparison group.

Discussion

Brazil had a major demographic transformation in the last 40 years, more than 350%
growth 1n the urban population, which resulted in expansion of urban slums (“favelas™)
without sanitary infra-structure. In combination with seasonal heavy rainfall and flooding,
this produced the conditions for the emergence of rodent-borne urban epidemics of
leptospirosis [7]. Similar social and climatic conditions observed in other Latin American

countries indicate that urban leptospirosis may be a under recognized problem [6, 9].



In this setting of urban cyclic epidemics, the present study identified agglomeration
of risk in household, as indicated by risk 6 times higher of previous leptospiral infection in
the index case contacts subjects.

A host genetic factor associated with susceptibility to leptospiral infection could be
present in families, how has been demonstrated in other infectious diseases [13]. However,
the attributable fraction to host genetic factors are small for acquisition of infection [14],
compared to severity of disease. In addition, none of these factors has been identified until
now 1n leptopirosis [ 1, 2].

Perhaps, socioeconomic status or specific lifestyle, present in households of index
cases, could expose your contacts to leptospirosis. But, these individuals are neighbors
living 1in similar soctoeconomic conditions (table 1) in favelas. Also, lifestyles within
families are typically associated with intra-domiliary habits, and not peri-domictliary.

On the other hand, a previous case-control study demonstrated independent strong
association of open sewers, presence of, and number of rats ‘in the peri-domiciliary
environment with acquisition of leptospirosis in the urban setting [10]. These differences
were observed in neighborhood households distancing less than 50 meters, indicating
micro-environmental conditions present in leptospirosis patients’ households that could
promote infestation of rats, for example open sewers. Consequently, the Rattus norvegicus,
the principal carrier of L. interrogans in urban environment [S], with an average home
range radius of 30 to 50 meters [15], could contaminate differentially the neighborhood’s
favela environment.

This pattern of transmission was not previously described in a search or literature.
In fact, this was not observed in places where the disease is rural-based and endemic, such

as Barbados and Trinidad [16]. Contrasting with the occupational acquisition in traditional



endemic rural-based leptospirosis, the data of present study in combination with
independent strong association of risk factors in the peri-domiciliary environment {10],
indicate this environment as an important site of transmission 1n urban epidemics.

in conclusions, a new pattern of peri-domiciliary leptospirosis transmission,
ocecurring in the urban epidemic setting, in Salvador, Brazil, was identified. This finding,
associated with specific risk factors responsible for acquisition of leptospirosis identified
[10], indicate that public health interventions aimed to reduce the impact of severe
leptospirosis should be tocus on peri-domiciliary environment.
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Table 1. Characteristics of leptospirosis cases, age and sex-matched control subjects,

household contacts of index cases and control subjects, and unmatched control neighbors.

Charactenstics Index cases

(n=20)

Index cases and control subjects

Index control subjects

(n=25)

No. (%) or median (range)

Age (years) * 34.5 (17-64)
Male gender ” 17 (85)

Monthly income (US$) * 63.5 (0-252)
Employed " 17 (85)

No. of household contacts * 3.5 (0-10)

Contacts Index case
contacts
(n=63)
Age (years) 21.0 (5-75)
Male gender " 27 (43)

Index ¢

37.0 (20-68)
22 (88)
84.0 (0-273)
22 (88)

3.0 (0-11)

ontrol Unmatched

subject contacts control neighbors

(n=76) (n=106)
22.0(5-97) 22.5 (5-86)
27 (36) 39 (37)

a Kruskal-Wallys test
b x” or Fisher’s exact test

¢ Mann-Whitney test



Table 2. Prior leptospiral infection among household contacts of index leptospirosis cases and

control subjects.

Reciprocal MAT titer Index case  Control contact OR (95% CI) Adjusted OR (95%

contacts subjects® Cly
(n=63) (n=182)
No. (%)
Against pathogenic
serovar®
> 25 17 (27) 7 (4) 924 (3.36-27.67)  8.38(2.68-26.25)
> 50 13 (21) 7(4) 6.50 (2.25-20.14) 5.64 (1.79-17.81)
> 100 10 (16) 3(2) 8.40(2.28-37.77) 9.40 (2.36-37.47)
Against serovar patocd
=225 95 (14) 22 (12) 1.21 (0.46-2.94) 1.23 (0.38-3.94)
> 50 4(6) 1(1) 12.12 (117-607.53) 7.82 (0.49-124.68)
> 100 1 (1) 0 - ]

Note. MAT= Microagglutination test.

a Control contacts subjects include household contacts of age and sex-matched index
individuals and unmatched control neighbors

b Adjusted for the cluster sample design, that include sampling of household and
neighborhood, and weights were calculated according to the no. of inhabitants for each
household

¢ Pathogenic serovars included: Canicola, Copenhageni, Icterohaemorragiae, Saxkoebing

d Nonpathogenic Leptospira biflexa of the Seramanga serogroup.



VILb. RESULTADOS ADICIONAIS

Durante o periodo do estudo, abril a julho de 2001, foram identificados 406
individuos residindo em 84 domicilios (4,8 moradores por domicilio, variando entre 1 e 13
moradores). Entre os moradores, 38 (9,4%) foram excluidos por serem menores do 5 anos;
36 (8,9%) recusaram-se a participar do estudo; 12 (3%) ndo foram encontrados apds
sucessivas visitas ao domicilio. Dos 320 (78,8%) individuos incluidos no estudo, 25 (7,8%)
foram casos indices; 74 (23,1%) contactantes do caso; 25 (7,8%) controles indices; 76
(23,8%) contactantes do controle e 120 (37,5%) domiciliares controle.

A soroprevaléncia variou entre os grupos do estudo, dependendo do titulo reciproco
do MAT usado como ponto de corte para definir positividade (Figura 4). Por exemplo, para
o titulo reciproco no MAT > 25, observou-se por grupo: contactantes do caso indice 29,7%
(IC95% = 19,7-41,5); controles indice 16% (IC95% = 4,5-36,1); contactantes do controle

9,2% (IC95% = 3,8-18,1) e controles domiciliares 7,5% (IC95% = 3,5-13,8).

[$)]
o
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—/ Cbnt do caso

2 40- 1 Cont. do controle
Py =3 Controle domiciliar
©
8 0 I . Total
=
= 20-
(7]
g I
I

: hall

>=25 >=50 >=100
MAT (Titulo reciproco)

Figura 4. Prevaléncia de infeccdo previa por leptospira por grupo de estudo,
agrupados por titulo reciproco no MAT utilizado como ponto de corte, para 270
individuos, em Salvador, Bahia.
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Para estimar a prevaléncia de infec¢do prévia foram analisados os individuos
controles domiciliares, considerado um grupo mais representativo da comunidade, uma vez
que ndo houve pareamento no momento da selegdo. Nesse grupo a prevaléncia foi de 7,5%
(IC95% = 3,5-13,8), ndo diferindo entre o sexo feminino e masculino, 8% (6/75) e 6,7%
(3/45), respectivamente (p=1,0). Para verificar se mulheres e criangas sdo expostas a
infecgdo por leptospira na comunidade, a prevaléncia de infec¢do previa por leptospira
entre os contactantes foi estratificada por sexo e faixa etaria, mostrando que ambos sdo
expostos em niveis comparaveis aos individuos do sexo masculino (figura 5).

Para identificar fatores associados com infecgdo prévia por leptospira entre os
contactantes (270 individuos), em analise tipo caso-controle, foram comparados os
individuos positivos (MAT > 25) e os negativos, quanto a presenga de fatores de risco em
potencial. As variaveis pesquisadas foram socio-demograficas, exposi¢des ambientais e
presenga de reservatorios, tanto no peri-domicilio quanto no ambiente ocupacional (Anexo

IT — Questionario).

30 >
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= M B Feminino
o 20-
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2
b= -
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514 1524 2534 3544 4554 >=55

Faixa etaria (anos)

Figura 5. Prevaléncia de infec¢do prévia por leptospira,
estratificada por sexo e faixa etaria, para 270 individuos, em
Salvador, Bahia.

* Titulo reciproco no MAT > 25.
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A analise dos dados sdcio-demograficos (Tabela 1), ndo mostrou diferenga no risco de

infecgdo prévia entre os géneros, entretanto, adultos (idade maior ou igual a 21 anos)

apresentaram um risco maior que duas vezes em rela¢do a adolescentes e criangas (OR =

2.5:1C95% = 1,3-5.9).

Tabela 1. Fatores socio-demograficos e exposigdes peri-domiciliares como fatores de risco

potenciais para infecgdo prévia por leptospira (titulo reciproco no MAT > 25) para 270

individuos, em Salvador, Bahia.

Variavel Positivos Negativos OR 95%C]
(N=38) (N=232)
No. de No. (%) No. de No. (%)
respostas respostas
Sexo masculino 38 14 (37) 232 88 (38) 1,1 0,5-2,5
Idade (> 20 anos) 38 27 (71) 232 121 (52) 2,5 1,3-59
Horas em casa/dia (>16 hs) 10 5(50) 80 48 (60) 1,3 0,3-6.,5)
Esgoto a céu-aberto 36 12 (33) 2158 39 (18) 31 1,3-7,8
Contato com agua de esgoto 11 3(27) 85 14 (17) 2,0 0,8-4.8
Contato com lama 11 5 (46) 85 36 (42) 1,6 0,4-6,6
Contato com agua de alagamento 11 4 (36) 85 30 (39) 1.4 0)5-43
Terreno baldio 12 7 (58) 86 41 (48) 1.6 0,6-4,4
Observar de ratos 36 32 (89) 209 174 (83) 1,6 0,5-5,9
Observar > § ratos 35 11 (31) 208 59 (28) 1,0 0,4-2,6

Dos fatores de risco associados ao ambiente peri-domiciliar (Tabela 1), a presenca de

esgoto a céu-aberto aumentou o risco de infecgdo prévia em 3 vezes (OR = 3,1, 1C95% =

1,3-7.8). Também, contatos ambientais,

potencialmente de

risco, ndo foram
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significativamente associados ao risco de infec¢do prévia (Tabela 1). Além disso, a
presenca de roedores. detectada pela observagio pelos moradores, ou pela proximidade do
domicilio a terreno baldio, local de moradia em potencial para roedores, ndo foram fatores
de risco significantes (Tabela 1).

Entre as exposi¢oes relacionadas ao ambiente ocupacional, contato com fontes
potencialmente contaminadas (lama, agua de alagamento e agua de esgoto) nesse ambiente
foram significativamente associadas ao risco de infec¢do prévia (Tabela 2). Enquanto,
como aconteceu no ambiente peri-domiciliar, a presenga de ratos ndo foi associada ao risco

(Tabela 2).

Tabela 2. Exposi¢des ocupacionais como fatores de risco potenciais para infec¢do prévia

por leptospira (titulo reciproco no MAT > 25) para 270 individuos, em Salvador, Bahia.

Variavel Positivos Negativos OR 95%Cl1
(N=38) (N=232)
No. de No. (%) No. de No. (%)
respostas respostas
Contato com lama 16 4 (25) 63 7 (11) 3,8 1,596
Contato com agua de alagamento 16 4 (25) 62 10 (16) 24 1,1-53
Contato com agua de esgoto 18 3(19) 63 5(8) 43 2,2-11,0
Ver ratos no trabalho 20 1(5) 128 16 (13) 03 0,1-2,7
Ver >3 ratos no trabalho 16 1(6) 70 5(7) 0,7 0,1-5,1
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VIII. DISCUSSAO

O padrio de epidemias urbanas associadas a chuvas predomina no Brasil (Ko ef al.,
1999; Barcellos & Sabroza, 2000; Kupek ef al., 2000; Costa ef al., 2001), com até 10.000
casos de leptospirose notificados anualmente (Tavares et al., 2002). Além do numero
elevado de casos, uma letalidade por volta de 10% atesta a importancia da doenga no nosso
meio. No entanto, estima-se que apenas 5 a 15% dos casos sintomaticos evoluam para a
forma grave da doencga (Faine ez al., 1999).

Os dados do presente estudo demonstram uma elevada soroprevaléncia (7,5%),
nessa popula¢do considerada de alto risco (elevada incidéncia de casos graves), revelando a
subestimativa do impacto da leptospirose na comunidade, uma vez que uma propor¢do ndao
conhecida desses individuos pode representar casos sub-clinicos ou com doenga leve, os
quais ndo sdo notificados as Secretarias de Saude. Além disso, diferindo das formas graves,
que acometem principalmente homens adultos, os dados apontam que mulheres e criangas
sdo expostas. Entdo, porque “apenas” homens evoluem para as formas graves? Trés fatores
principais poderiam estar envolvidos: o hospedeiro, o patogeno e o tamanho do inoculo.

Em relagdo ao hospedeiro, ndo sdo conhecidos fatores genéticos associados a
susceptibilidade para infec¢do ou gravidade de doenga para a leptospirose. No entanto, em
outras doengas infecciosas existem fatores genéticos que determinam susceptibilidade ou
resisténcia bem conhecidos (Blackwell, 2001; Hogan & Hammer, 2001). Além disso, na
paracoccidioidomicose, uma micose sistémica, parece haver uma associagdo entre a
gravidade e forma clinica com o género do paciente, o que poderia ser decorrente de

influéncias hormonais (Brummer ez al., 1993).
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A viruléncia do patogeno pode determinar a gravidade da doenga apos a infecgdo.
Em regides do mundo onde varias espécies de leptospira sdo implicadas como causa da
leptospirose humana (Edwards ¢f al., 1990; Phraisuwan ef al., 2002), este pode ser um fator
que determina o desfecho clinico. Porém, foi demonstrado que um tnico sorovar de L.
interrogans ¢ o agente causal nas epidemias urbanas em Salvador (Ko efr al, 1999),
tornando a viruléncia do patogeno uma explicagio pouco provavel como causa da
determinagdo do espectro clinico observado.

A transmissio de leptospirose acontece por contato com um ambiente contaminado.
Os resultados de investigagdes de caso-controle em ambientes rurais e urbanas enfatizam a
importancia de exposi¢des ambientais na aquisi¢do de infec¢do por leptospira (Sasaki et al.,
1993; Trevejo et al., 1998; Bovet ef al., 1999, Ko ef al., 1999, Tangkanakul et al., 2000).
Estudos ecologicos mostraram que regides com esgotos abertos, e propensas a inundagdes
apresentam maior risco para leptospirose urbana (Barcellos & Sabroza, 2000, 2001),
sugerindo que estes ambientes podem servir como fontes de transmissdo. Porém, individuos
das mesmas comunidades dos casos sdo frequentemente expostos as fontes de
contaminagdo, embora ndo desenvolvam leptospirose clinica. Portanto, a progressio de
infecgdo para doenca severa pode estar associada com comportamentos de risco que
influenciam o tamanho do inoculo durante as exposi¢des a ambiente contaminado. Porém,
ndo existe qualquer investigagdo epidemiologica que tenha investigado especificamente
esta questao.

Como esperado a soroprevaléncia aumenta com a idade. Quando analisados
possiveis fatores de risco, observa-se que exposi¢do a ambiente contaminado no trabalho
(contato com agua de alagamento, lama ou agua de esgoto) foram associados a infecgdo

prévia por leptospira, o que corrobora os dados do estudo de caso-controle (Sarkar et al.,
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2002). Em relagdo ao peri-domicilio, a presenca de esgoto a céu-aberto mostrou uma
associagdo significante com infecgdo prévia, confirmando os resultados do estudo de caso-
controle. No entanto, a observagio de roedores no peri-domicilio, ndo mostrou significancia
estatistica, provavelmente pela elevada prevaléncia do fator de risco tanto no grupo de
infectados quanto nos nao infectados.

Finalmente, o risco maior do que 5 vezes de apresentar evidéncia para infecgdo
prévia por leptospiras patogénicas, nos individuos que moram no mesmo domicilio que um
caso de leptospirose grave, quando comparados com individuos vizinhos, que ndo tem um
caso de leptospirose grave no domicilio, confirma a importancia do ambiente peri-
domiciliar para a aquisi¢do de leptospirose no cenario de epidemias urbanas. Esta
associagdo permaneceu nos diferentes pontos de corte da MAT, considerando o valor
geralmente aceito em estudos de soroprevaléncia, um titulo reciproco maior ou igual a 100,
e também valores menores utilizados freqiientemente por outros autores (Faine ef al., 1999;
Levett, 2001).

A determina¢do do ambiente peri-domiciliar como o local predominante da
transmissio da leptospirose urbana tem importancia fundamental para a saiide pablica, pois
indica onde as medidas preventivas devem ser dirigidas para diminuir o impacto da doenca.
No entanto, mesmo em locais de alto risco para aquisicdo de leptospirose, existem
diferengas micro-ambientais que determinam tal risco, e a identificagdo de tais diferengas
pode ajudar a focalizar as a¢des preventivas nos grupos sob maior risco dentro das favelas

urbanas.
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IX. CONCLUSOES

Foi observada uma elevada prevaléncia (7,5%) de infec¢@o prévia por leptospira na

populagdo estudada.

Mulheres e criangas sdo expostas a infecgdo por leptospira patogénica igualmente,

na comunidade.

Fatores de risco ocupacionais (contato com ambiente contaminado: lama, 4gua de
alagamento e agua de esgoto) e associados ao ambiente peri-domiciliar (presenca de

esgoto a céu-aberto) foram identificados com infecgdo prévia por leptospira.

Contactantes de casos indice tiveram mais que 5 vezes o risco de uma infec¢do
prévia do que seus vizinhos controle, indicando a importancia da transmissdo no

ambiente peri-domicilar, durante epidemias urbanas de leptospirose.
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ANEXO I - Termo de concentimento

Fundacao Oswaldo Cruz/Ministério da Saide

Consentimento para Investigacio Clinica

Titulo do Projeto: Um Projeto de Leptospirose Epidémica em Salvador, Bahia: Um Estudo
Epidemiologico de Transmisséao.

Nome do Participante do Grupo Controle:
No. Projeto de Pesquisa:

Para ser lido a todos os participantes de grupo controle adultos e responsaveis legais pelos
participantes do grupo controle menores de idade: As informagdes, a seguir, descreverao o
estudo e o papel de vocé / seu filho, como participante. O entrevistador respondera
quaisquer perguntas que vocé/seu filho possa ter sobre este questionario e sobre o estudo.
Por favor, ouga com atengdo e ndo hesite em perguntar qualquer coisa sobre as informagdes
fornecidas.

Proposito_do Estudo: Nos estamos convidando vocé a participar de um estudo que a ser
realizado na Fundagdo Oswaldo Cruz para investigar como as pessoas pegam leptospirose,
ou o que, comumente, € conhecido como "a doenga do rato". Estamos convidando vocé/seu
tilho a participar porque, embora ndo achamos que tem leptospirose, essa doenga é comum
em seu bairro. Para aprender como as pessoas desenvolvem leptospirose precisamos
entrevistar pessoas que tem a doenga e pessoas que ndo tem a doenga. Ao, comparamos as
entrevistas, procuraremos diferengas entre os dois grupos. As informagdes que vocé fornece
podem ajudar-nos a entender como essa doenga € transmitido na comunidade. Usando essa
informagdo, os 6rgdos de saide publica poderdo desenvolver intervengdes para prevenir
esta doenga no futuro.

Procedimentos a serem seguidos: Se vocé/seu filho decidir, voluntariamente, a participar
apos ter lido este termo de consentimento, o investigador perguntara questdes a respeito de
onde vocé/seu filho mora, suas ocupagdes, e suas atividades durante as duas semanas
passadas. Também gostariamos fazer um teste de seu sangue para estarmos certos que vocé
nao teve essa doenga recentemente. Um técnico de laboratorio treinado tirara 5 mililitros (1
colher de cha) de sangue. Pode ser que alguma dor, uma mancha roxa, o mais raramente,
uma infecg@o aparece no local onde o sangue € tirado. Este risco sera minimizado porque
um profissional especializado vai tirar o sangue. Vocé/seu filho pode ndo ser diretamente
beneficiado da participagdo deste estudo. Contudo, quando completado, os resultados serdo
enviados para seu centro de saude para o beneficio de vocé/seu filho no futuro em relagdo
aos cuidados médicos.

Confidencialidade: Suas respostas durante a entrevista, € as informagdes do exame de
sangue serdo confidenciais € apenas vocé/seu filho, ou o responsavel pelo seus cuidados
meédicos no centro de saude ou o grupo do estudo terdo acesso a elas. Vocé/seu filho ndo
sera identificado em nenhum relatério ou publicagdo resultante do estudo.

Participagdo Voluntaria: Sua participagdo ou a de seu filho neste estudo € voluntaria.
Vocé/seu fitho pode recusar-se a participar ou interromper a participagdo em qualquer
momento durante o estudo, se vocé/seu filho assim decidir. Vocé/seu filho nio precisa
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responder a nenhuma questao durante a entrevista ou avaliagdes diarias. Se vocé/seu filho
se recusa a participar do estudo completo ou de parte deste estudo, ndo serdo afetados nos
cuidados presentes ou futuros de forma nenhuma em relacdo ao centro de saiade. A vocé/a
seu filho sera dada uma copia deste documento de consentimento. Vocé/seu filho ndo sera
responsavel por nenhuma despesa associada com este estudo.

Grupo de Contato: Se vocé/seu filho tiver quaisquer questdes futuras sobre sua
participag@o ou a de seu filho, neste estudo, o sobre seus direitos ou os de seu filho como
participantes desta pesquisa, por favor, por-se em contato com Dr. Albert Ko. coordenador
do estudo, ou Dr. Italo Sherlock o Presidente do Comité de Etica, Centro de Pesquisas
Gongalo Moniz, Rua Waldemar Falcao 121, Brotas, Salvador, telefone (071) 356-4320.

Consentimento Eu ouvi e entendi este termo de consentimento. Minhas perguntas foram
respondidas. Eu, voluntariamente, concordo em participar:

Assinatura do participante do estudo Data Hora

k3o Digital do Participante do Estudo

Eu ouvi e entendi este termo de consentimento. Minhas perguntas foram respondidas. Eu,
voluntariamente, concordo gue o paciente do qual sou responsavel legal. participe:

LY

k3o Digital dos Pais ou Responsavel

Assinatura dos pais ou responsavel legal Data Hora
Assinatura da testemunha Data Hora
Assinatura do investigador Data Hora
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Fundaciao Oswaldo Cruz/Ministério da Saude
Consentimento de Menores para Investiga¢ao Clinica

Titulo do Projeto: Um Projeto de Leptospirose Epidémica em Salvador, Bahia: Um Estudo
Epidemiolégico de Transmissdo.

Nome do Participante do Grupo Controle: No. Projeto de
Pesquisa:

Para ser lido para todos os participantes do grupo controle menores de idade: As
informagdes que seguem serdo para um estudo que estamos realizando. O entrevistador
respondera a quaisquer perguntas que tem. Por favor escute cuidadosamente e pergunte
sobre qualquer divida que vocé tenha.

Estamos estudando uma doenga que se chama leptospirose, o “doenga do rato”. Embora
ndo achamos que vocé tenha essa infecgdo, pode ser que tenham outras pessoas em seu
bairro com essa doenca. Estamos pedindo sua ajuda porque estamos procurando
diferencias entre as pessoas que tém leptospirose € as pessoas que ndo tém. NOs
gostariamos de fazer algumas perguntas e também fazer um teste de seu sangue para
estarmor certos que voce ndo teve essa doenga recentemente. Pode ser que aparega alguma
dor, uma mancha roxa, o mais raramente, uma infec¢io no local onde o sangue e tirado.
Esto risco sera minimizado porque um profissional especializado vai tirar o sangue. As
informagdes que nds obtivermos ajudardo a entender e prevenir a doenga no futuro. Se
vOCE e seu paes querem participar, nos fazemos algumas perguntas a vocés. So fazemos
1SS0 se vocé e seus paes estdo de acordo.

Consentimento Eu ouvi e entendi este termo de consentimento. Minhas perguntas foram
respondidas. Eu, voluntariamente, concordo em participar:

Assinatura do participante do estudo Data Hora

540 Digital do Participante do Estudo

Assinatura da testemunha Data Hora

Assinatura do investigador Data Hora
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ANEXO I - Questionario

QUESTIONARIO: Transmissio peridomiciliar de leptospirese —-L14 CONTACTANTES

1. Identificacio ¢ dados demogrificos

-

. Namero do caso indice LVIGH_ | | | |
. Grupo do estudo (1=caso, 2=controlc, 3=contactante do controle. 4=domicilio) ||
. Ordem do controlc/contactante/domiciliar (1=primeiro, 2=scgundo. 8=NSA) ||

. Numero do contactante/domiciliar (1.2 3 4....88=NSA) (.

N da W N

. Data da cntrevista (dd/mm/aa) !

6. Idade ( = 5 anos): || _|anos
7. Sexo (0=F_ |=M): L

8. Quantas horas por dia fica em casa? || horas
9. Ocupacdo :
9.1. Quantas horas trabalha por dia? | | |horas; Quantos dias por scmana? |__|dias

11. Dados epidemioldgicos e clinicos

1. Teve leptospirose-docnga do rato? (0= nfo. 1= sim. 8= NSA. 9=NS) L
1.1. Sesim.ano: || | | | 1.2. Hospitalizado? (0=ndo. 1=sim) ||
1.3. Local (hospital):
2. Teve dengue? (0= ndo. 1= sim. 8=NSA. 9=NS) ||

2.1. Sesim.ano:| | | | | do ultimo cpisodio

3. Teve febre alta com dores nos musculos ¢ dor de cabega no iltimo ano? ||
(0= ndo. 1=sim, 8= NSA_  9=NS)

4. Procurou ambulatério / urgéncia por causa dc febre alta nos ultimos 5 anos? [
(0= ndo. 1= sim, 8= NSA_ 9=NS) .

4.1. Sc sim. ano do ultimo cpisodio: |

4.2. Local : Diagnostico:

5. V¢ ratos perto de casa (frente ou quintal)? (O=nunca, 1=raramente, 2=as vczces, 3=todos os dias, 9=NS) L
5.1. Sc sim. qual o maior n” de ratos que viu dec uma s vez? |||
Em qual periodo (Dia=1. Noite=2) ||
6. V¢ ratos no trabalho? (O=nunca. 1=raramente, 2=as vezes, 3=todos os dias. 8=NSA. 9=NS) L]
6.1. Sc sim, qual o maior n" de ratos que viu de uma sé vez? |||
7. Exposi¢io a ambicnte contaminado (0= ndo. 1= sim. 8=NSA. 9=NS):

Em geral No trabalho
7.1. Tem contato com lama? || [ |
7.2. Tcm contato com agua de csgoto? |4 ||

7.3. Tem contato com agua de alagamento? || |
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ANEXO I1I - Instrugdes para autores — Journal of Infectious Diseases.

The Journal of Infectious Diseases 2002

Journal of Infectious Diseases
Instructions for Authors

Notice of Page Charges

- Page charges for the regular issue are assessed as follows: $55 per page for the first 6 pages
- and $85 for each additional page. The publisher will bill the author concurrently for page

- charges and reprints. Invited Perspectives, Editorials, and Correspondence related to articles
recently published in the Journal will not be subject to page charges. Inunusual

- circumstances, the Editor may waive page charges.

The Journal of Infectious Diseases (JID) is sponsored by the Infectious Diseases Society
of America. Reports of research related to any aspect of the fields of microbiology and
infection, whether laboratory, clinical, or epidemiologic, will be considered for publication
in JID. Major articles and Concise Communications are, in general, peer reviewed,
correspondence is reviewed by the Editors.

Submission of the Manuscript

All manuscripts submitted to .J//) must be accompanied by a letter declaring that the
manuscript has not been submitted or accepted for publication elsewhere. This letter must
be signed by all authors and must warrant that all authors have seen and approved the
content and have contributed significantly to the work. A similar letter must accompany a
revised submission. Only the corresponding authors of letters to the Editor are required to
sign the covering letter.

In matters concerning what appears to be significant overlap between a manuscript
submitted to JID and another submitted manuscript by the same authors (to this or another
journal) or such overlap between a submitted JID manuscript and one published by this or
another journal, the Editors will ask the corresponding author to respond to the question of
overlap. On the basis of the response, the Editors may choose to consider the manuscript
further, ask for modification of the manuscript, or reject the manuscript; in the latter case,
the Editors will provide the author(s) with a detailed explanation. If the manuscript is
rejected, the Editors may choose to take further action, which could include contacting the
appropriate superior at the home institution and/or suspending publishing privileges in JID
for a designated period of time. If it was found that authors of an article published in JID
had published an overlapping or identical manuscript in another journal, the Editors would
publish an announcement to that effect in JID.
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Written permission must be obtained from all investigators cited in a personal
communication who are not coauthors of the present manuscript and from the copyright
owner if a previously published table or figure is to be reproduced. All letters of permission
should accompany the submitted manuscript. Accompanying the manuscript should be four
copies of "'in press" references and articles by the same authors on the same subject
submitted elsewhere.

Nucleotide sequences must be submitted to the International Nucleotide Sequence
Databases prior to acceptance, and the accession numbers must appear in the final revision
of the manuscript.

Please submit manuscripts to The Editor, Journal of Infectious Diseases, 1910 Fairview
Avenue E., Suite 210, Seattle, WA 98102-3603. Include the complete address, telephone
and fax numbers, and e-mail address of the corresponding author. Each manuscript is
assigned a number; the corresponding author will be notified of receipt of the manuscript
and of the number assigned. This number should be used in all communications. Authors
are encouraged to submit the names, addresses, telephone numbers, and e-mail addresses of
4 persons who potentially could serve as unbiased and expert reviewers for their manuscript,
but .J/D reserves the right of final selection. JIDD will return only the original manuscript and
figures of papers not accepted for publication.

Manuscript Categories

Major Articles describe original investigations that are an important advance in the field
and that have been brought to an acceptable degree of completion. Although there is no
length restriction, the text, tables, and illustrations must be limited to the minimum
necessary for clear and concise presentation.

Concise Communications present a complete study that is narrower in scope than one in
a major article or that represents a new development. Manuscripts that are descriptive or
primarily methodologic in nature, that report results of phase 1 and II vaccine trials, or that
describe in vitro chemotherapeutic studies should, in general, be submitted as Concise
Communications. Concise Communications include an abstract (§150 words) and are
limited to no more than 2000 words of text, two inserts (tables or figures), and 15
references.

Correspondence (letters). Only correspondence that is submitted in reference to a
previous publication in JID (within the preceding 12 months) will be considered. Please
prepare the letter in manuscript format, including a title page. The letter cannot exceed 750
words of text, one insert (table or figure), and 10 references (no acknowledgments). Please
submit one original of the manuscript and a high-density disk for electronic editing; the
program and format must be specified. Only the corresponding authors of letters to the
Editor are required to sign the letter declaring that the manuscript has not been submitted or
accepted for publication elsewhere.

Lrrata and Announcements can be submitted as hard copy with an electronic version, on
a high-density disk, or as e-mail (if no graphics are involved) to
dzmirkes(@u washington. edu.

73



Perspectives are invited and are overviews of articles in JID or of other research in
infectious diseases.

Editorials may be on any aspect of infectious diseases. They are generally invited, but
unsolicited editorials will be considered.

Institutional Reports are summaries of workshops and reports from the National
Institutes of Health or the Centers for Disease Control and Prevention. Page charges may be
required.

Reviews that are primarily basic in nature will be considered by JID. Authors should
contact the Editor in advance of submission, to determine whether a specific topic is deemed
appropriate and timely. Review articles will be peer reviewed.

Supplements are published by JID. Inquiries related to suitability of topic, program
organization, and production should be made in writing to the Editor.

News from the Infectious Diseases Society of America carries announcements of interest
to the members of IDSA.

JID reserves the right to edit for JID style, clarity, precision of expression, and grammar.
Authors review these changes at the galley proof stage but must limit their alterations in
proof to correcting errors and to clarifying misleading statements.

Manuscript Preparation

JID complies with Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals (Ann Intern Med 2000;133:229-31 [editorial]; http//www.icmje.org/, full text),
except reference citations should appear in the text in square brackets (not parentheses).
Text, tables, references, and legends must be double-spaced. Either italics or underlining
can be used (e.g., genus and species names, genes, proteins but not in vivo, in vitro, in situ,
or etal.); see a recent issue of JID for style. '

Submit the original typescript and three copies with four sets of illustrations. Each set of
illustrations (e.g., figures 1-4) should be in an envelope. All pages must be numbered. Order
Major Articles and Concise Communications as follows: title page, footnotes to the title
page, abstract, text, acknowledgment(s), references, figure legends, tables, and figures.
Please include a disk with the text, tables, and figures in separate files.

Title page.  Please supply a running head of not more than 40 characters and spaces, a
title of not more than 160 characters and spaces, the names and affiliations of the authors,
and a word count of the abstract and of the text. The first name of each author should be
spelled out in full; middle initials should be used. If there is potential confusion with respect
to whether the first name presented is actually the last name of the author, please identify the
last name.

Footnote page. Footnotes must include (1) the name, date (month and year), and
location (city, state, and country if not USA) of a meeting at which all or part of the
information has been presented (include an abstract number if possible); (2) a statement that
informed consent was obtained from patients or their parents or guardians and that human
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Statistical analysis.  The statistical analyses used should be identified both in the text
and in all tables and figures where the results of statistical comparison are shown.

Units of measurement.  Use degrees Celsius for temperature. The use of Sl units is
encouraged. All data should be expressed in metric units.

Tables and figures. Data should not be repeated in both a table and a figure.
Abbreviations and acronyms used in tables and figures must be explained in the table
footnotes and figure legends.

Tables are numbered in the order of appearance in the text. Tables should be typed
double-spaced throughout. Vertical and internal rules are not used. Footnotes and
accompanying explanatory material should be kept to a minimum. Footnotes should be
placed below the table and are designated by superscript lowercase letters (listed in order of
location when the table is read horizontally). Each column must have an appropriate
heading, and units of measure must be clearly indicated.

Figures that are line drawings (black and white charts and graphs) may be submitted as
glossy photographs or as high-quality laser prints on bond paper. Each graph or chart should
incorporate a key to the symbols used. Half-tone images (e.g., gels, photomicrographs) must
be submitted as glossy photographs. Each print should be clearly labeled with the first
author's name and the figure number. Authors must pay the full cost for reproduction of
color figures. Photomicrographs should show only the most pertinent area of the material
being studied. A micron bar or appropriate scale marking must appear on the figure.

Style.  Authors are referred to Scientific Style and Format. The CBE Manual for
Authors, Iditors, and Publishers (6th ed. Bethesda, MD: Council of Biology Editors, 1994)
and the Chicago Manual of Style (14th ed. Chicago: University of Chicago Press, 1993).

For commercially obtained products mentioned in the text, list full names of
manufacturers and locations (city, state, and country if not USA). Generic names of drugs
and other chemical compounds should be used.

Nomenclature. 1t is the intent of the Editor to use the latest widely accepted
nomenclature. See Approved Lists of Bacterial Names (amended ed., American Society for
Microbiology, 1989), Bergey's Manual of Determinative Bacteriology (Sth ed., revised,
Williams & Wilkins, 1993) and FEnzyme Nomenclature 1992: Recommendations of the
Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular
Biology on the Nomenclature and Classification of Enzymes (Academic Press, 1992).
Formal terms for virus families, genera, and species should be those approved by the
International Committee on Taxonomy of Viruses: Virus Taxonomy—7The Classification
and Nomenclature of Viruses: Sixth Report of the International Committee on Taxonomy of
Viruses (Springer-Verlag, 1995). This volume also includes standard abbreviations for virus
species. For names and abbreviations of chemical compounds, refer to the Merck Index
(11th ed., Merck, 1989). The Editors appreciate the assistance of authors and readers who
inform them of changes in nomenclature.
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