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DAMIAO, Alcinéia Oliveira. Caracterizacdo das leptospiras isoladas dos pacientes
atendidos no Hospital Couto Maia. 100 f. Il. Dissertacdo (Mestrado) — Fundagao
Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas Goncgalo Moniz, Salvador, 2015.

RESUMO

A leptospirose € uma zoonose de distribuicdo mundial, com 1,2 milhdes de casos
registrados a cada ano. De 1996 a 2013, o grupo de pesquisa de leptospirose do
CPgGM, realiza uma vigilancia ativa no Hospital Couto Maia em Salvador-Ba,
onde foi recrutado 4612 casos suspeitos para leptospirose. Destes 4612 foi
confirmado o diagnéstico de 1853 (40%) utilizando pelo menos um dos trés
meétodos de diagnostico (MAT, Hemocultura, gPCR). Dentre os casos confirmados,
1759 (95%) foram confirmados pelo MAT. A sensibilidade do MAT foi diferente
entre as amostras aguda e convalescente, sendo 60% na fase aguda e 97% na
fase convalescente. O sorogrupo Icterohaemorrhagiae foi o mais prevalente (90%)
dos casos confirmados para MAT. Durante o periodo do estudo foram coletadas
1133 hemoculturas e destas 203 (18%) foram positivas, sendo possivel isolar
leptospiras de 93/203 (45%) das hemoculturas, as quais foram soro-agrupadas
com soros heterolégos de coelho. A concordancia entre o sorogrupo encontrado
no MAT e na soro-agrupagem foi de 80%. Os achados mostram que existe uma
concordancia significante entre o sorogrupo encontrado pelos dois métodos, o que
indica que o painel de cepas utilizado no MAT apresenta uma 6tima cobertura para
0S sorogrupos prevalentes na regido. A predominéncia de um sorogrupo facilitou
guanto a tomadas de decisfes para prevencao e controle, assim como facilita para

o desenvolvimento de novos testes de diagndstico e vacinas mais direcionados.

Palavras-chave: Leptospirose, Sorogrupo, MAT, Hemocultura,

Icterohaemorrhagiae.



DAMIAO, Alcinéia Oliveira. Characterization of isolated leptospires of patients seen
at the Hospital Couto Maia. 100 f. Il. Dissertagdo (Mestrado) — Fundacao Oswaldo
Cruz, Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador, 2015.

ABSTRACT

Leptospirosis is a re-emerging zoonotic disease of global importance, with 1,2
million cases reported each year. Diagnosis of leptospirosis is often difficult given
the nonspecific disease presentation. In order to compare the performance of the
two gold standard diagnostic tests for leptospirosis, the group enrolled 4612
patients with suspected leptospirosis during active surveillance at the state
infectious disease reference hospital, Hospital Couto Maia, in Salvador, Bahia
between 1996 and 2013. Of these, was confirmed Leptospira infection in 1853
(40%) using at least one of three diagnostic methods (microagglutination (MAT),
blood culture, and gPCR). Was confirmed 1759 (95%) cases using only the MAT
assay, and identified the serogroup Icterohaemorrhagiae as the infective agent in
90% of MAT positive samples. It was determined the sensitivity of the MAT was
60% for acute phase samples and increased to 97% for convalescent samples.
Within this study period, it was possible to collect 1133 blood cultures and was
isolated leptospires from 93 of 203 (45%) of blood cultures, and determined the
serotype using heterologous rabbit sera. The concordance between the infective

serogroup identified using hemoculture and MAT

techniques was 80%. This result indicates that the panel of 11 strains used in the
MAT represents a majority of the infective serogroups causing disease in our study
population. The predominance of a single serogroup in symptomatic cases informs
the development of new diagnostic tests and novel vaccines to prevent leptospirosis

in Brazil.

Keys word: Leptospirosis, Serogroup, Diagnosis, MAT, Blood -culture,

Icterohaemorrhagiae
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1 INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose causada por uma espiroqueta patogénica do
género Leptospira, que, fora do hospedeiro, sobrevive melhor em ambientes
quentes e Gmidos (LEVETT, 2001, BHARTI et al., 2003). E estimado o registro
de 1,2 milhdes de casos a cada ano, em especial em paises com clima tropical
ou subtropical (HAGAN et al., 2013).

A leptospirose apresenta uma variedade de mecanismos de transmissao, com
varios hospedeiros, e um grande numero de sorovares patogénicos. A doenca
se manifesta de véarias formas clinicas, desde a forma assintomética até formas
graves fatais. Na maioria dos casos, a falta de sintomas especificos dificulta o
diagnéstico precoce, sendo confundida com outras doencas febris (LEVETT,
2001; KAWAGUCHI et al., 2008; TANGKANAKUL et al., 2000).

Tradicionalmente a leptospirose era considerada uma doenca de padréo rural
ou ocupacional (MYERS, 1979), associada ao trabalho em lavouras de arroz ou
em algumas profissbes que implique exposicdo a ambientes ou a animais
contaminados, como trabalhadores de minas, acougueiros e agricultores
(FAINE, 1982; NAJERA et al., 2005;). Porém, recentemente a leptospirose
tem sido associada a alteragbes demograficas, ambientais e climaticas (KO et
al., 1999), tais como: exposi¢cdes recreacionais (WEIR, 2000), eco-turismo
(LESHEM et al., 2010; STERN et al., 2010), pratica de atividades esportivas
(WEIR, 2000; HAAKE et al., 2002; MORGAN et al., 2002), eventos climaticos
extremos, como diluvios, responsaveis por epidemias urbanas, como por
exemplo nas Filipinas, em 2009, (AMILASAN et al., 2012) e na Austrélia, em
2011 (SMITH et al., 2013).

Atualmente a leptospirose tem sido descrita predominantemente nos grandes
centros urbanos, associada a transicdo demogréfica, causada pela rapida
urbanizacdo, crescimento exacerbado das comunidades carentes em paises
em desenvolvimento (UN-HABITAT, 2010). Em 2001, o numero total de
moradores em comunidades carentes no mundo situava-se em cerca de 924
milhGes de pessoas, 0 que representa 32% da populagéo urbana mundial (UN-
HABITAT, 2003). Nos ultimos anos o niumero de moradores em comunidades

carentes tem triplicado, alcancando 2,6 bilhbes de pessoas (UN-HABITAT
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2010). Condicdes precarias de moradia fazem com que os moradores das
comunidades carentes figuem mais expostos aos agentes causadores de

doencas zoondticas como, por exemplo, as leptospiras. (REIS et al., 2008).

No Brasil, entre o periodo de 2008 a 2012, foram confirmados uma média de
3.670 casos de leptospirose por ano, ficando a Bahia entre a 8% e 112 posicao
em numero de casos confirmados (Tabela 1) (SINAN 2014). Em Salvador-Ba
mais de 50% da populacéo reside em comunidades carentes (SECOMP, 2005),
um ambiente propicio para adquirir a leptospirose (FELZEMBURGH et al.,
2014), por exemplo, um estudo realizado em uma comunidade carente de
Salvador demonstrou que 15,4% dos participantes tiveram infec¢éo prévia por
leptospirose, com maior risco para as pessoas que residiam em casas
proximas a esgoto aberto, proximo a acumulo de lixo ou que possuiam baixa
renda, além disso em um outro estudo realizado em Salvador foi encontrada
uma correlacao positiva entre infec¢éo por Leptospira e baixo nivel educacional
(REIS et al., 2008; DIAS et al., 2007).

Nas comunidades carentes de Salvador o Rattus novergicus é o principal
reservatorio das leptospiras e o sorovar Copenhageni é o mais predominante
(KO et al., 1999; GOUVEIA et al., 2008; FELZEMBURGH et al., 2014). Nestes
hospedeiros a manutencdo da infeccdo resulta em uma colonizacdo tubular

renal cronica, sem causar doenca aparente (DUTTA, 2005). Estudos

7
demonstram que ratos infectados experimentalmente podem excretar até 10
Leptospiras/ml de urina durante meses sem sinais clinico de infeccédo
(MONAHAN et al., 2008; BONILLA et al., 2005).

No Brasil observa-se uma maior incidéncia da leptospirose durante a época de
chuvas intensas e inundagbes, levando ao aumento da transmissao e surtos
sazonais (KO et al., 1999; BARCELLOS, 2000; KUPEK, 2000).
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Tabela 1- Numero de casos confirmados de leptospirose, por estado, segundo
ano de primeiros sintomas. Brasil (2008- 2012).

ANO

ESTADOS 2008 2009 2010 2011 2012
Sao Paulo 561 798 763 947 725
Santa Catarina 916 405 401 688 402
Rio Grande do Sul 387 444 439 534 262
Acre 36 66 43 126 240
Espirito Santo 134 230 229 290 230
Parana 196 186 258 452 210
Rio de Janeiro 187 303 255 411 173
Minas Gerais 61 93 82 105 117
Pernambuco 175 199 230 377 115
Para 120 99 76 127 97
Bahia 108 156 196 166 91
Amapad 83 91 57 93 78
Amazonas 40 60 33 72 67
Ceara 79 303 32 133 57
Alagoas 60 75 71 85 46
Sergipe 70 50 70 51 33
Goids 8 8 6 3 19
Maranhdo 55 56 34 45 18
Distrito Federal 22 32 31 11 18
Paraiba 12 13 7 26 15
Rio Grande do Norte 14 39 17 35 13
Ronddnia 15 21 11 56 9
Mato Grosso 13 1 3 8 6
Mato Grosso do Sul 5 3 2 0 4
Tocantins 0 1 0 3 4
Piaui 5 16 1 1 3
Roraima 3 1 1 0 3
TOTAL 3365 3749 3348 4845 3055

Fonte: Ministério da Saude / SVS — Sistema de Informacgdo de Agravos de Notificagdo (SINAN)

O quadro clinico inicial da doenga é inespecifico, com grande diversidade de

sintomas tais como, febre, dor de cabeca e dores musculares, podendo ser
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confundida com outras doencas como: febre da dengue, gripe, febre tifoide e
encefalite viral (ELLIS et al., 2008; FLANNERY et al., 2001). Dificuldade em
diagnosticar a doenca na fase inicial contribui para a evolugcdo das formas
grave, tais como, doenca de Weil e a sindrome hemorragica pulmonar
associada a leptospirose (LPHS), as quais apresentam taxas de mortalidade
elevadas 10% e 50% respectivamente (KO et al., 2009; GOUVEIA et al., 2008;
MAROTTO et al., 1999).

1.1 AGENTE ETIOLOGICO
1.1.1 Classificacdo das leptospiras

O agente etioldgico da leptospirose é uma bactéria do género Leptospira,
pertencente & ordem Spirochaetales, familia Leptospiraceae, (FAINE et al.,
1999; BHARTI et al., 2003). As leptospiras apresentam expressao diferenciada
de lipopolissacarideos (LPS) de superficie, as quais sado agrupadas em mais de
260 sorovares. Esses sorovares apresentam diversidade antigénica entre si,
devido a diferenca entre os carboidratos que compdem a cadeia lateral dos
LPS (PEREIRA et al, 2000; VINETZ, 2001; ADLER et al, 2010;
EVANGELISTA et al.,, 2010). Sorovares antigenicamente relacionados estao
agrupados em 24 sorogrupos (VINETZ, 2001; EVANGELISTA et al., 2010).

Recentemente o género Leptospira foi classificado em 20 espécies, dividido em
9 espécies patogénicas (L. alexanderi, L. alstoni, L. borgpetersenii, L.
Interrogans, L. kirschneri, L. kmetyil, L. noguchii, L. santarosai, e L. weilii) 5
espécies intermediarias, as quais a patogenicidade ainda ndo esta clara (L
inadai, L. fainei, L. broomii, L. licerasiae, e L. Wolffi) e 6 espécies saprofiticas
(L. biflexa, L. meyeri, L. yanagawae, L. terpstrae, L. vanthielili e L. wolbachii)
(LEVETT, 2001; BRENNER et al., 1999; ADLER et al., 2010). As espécies que
estdo mais associadas a doenga em humanos séo L. interrogans, L. kirschneri
e L. borgpetersenii (BRENNER et al., 1999; BULACH et al., 2006). Muitos
sorovares de Leptospira sdo comumente associados a determinados

reservatorios animais como mostra a Tabela 2 (BHARTI et al., 2003).
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No Brasil, os sorovares de maior importancia sédo Icterohaemorrhagiae e
Copenhageni, que possuem o rato como o seu principal reservatorio (KO et al.,
1999).

Tabela 2 — Nome dos hospedeiros de manutencdo e respectivos sorovares

mais comuns de Leptospira spp.

Hospedeiro de manutencao Sorovar (es)
Suinos Pomona, Tarassovi, Bratislava
Bovinos Hardjobovis, Pomona
Equinos Bratislava
Caninos Canicola
Ovinos Hardjobovis
Ratos Icterohaemorrhagiae, Copenhageni
Camundongos Ballum, Arborea, Bim
Marsupiais Grippotyphosa
Morcegos Cynopteri, Wolffi

Fonte: Adaptada por Baharti 2003.

1.1.2 Morfologia e biologia das Leptospiras

As leptospiras sdo espiroquetas extremamente moveis, flexiveis, e com forma
helicoidal (Figura 1). Possuem extremidades encurvadas em forma de ganchos
tipicos, apresentam dois flagelos periplasmaticos axiais, se movimentam por
rotacdo, e seu tamanho normalmente € de 0,1 a 0,15 um de espessura por 6,0
a 12,0 ym de comprimento. Sdo bactérias obrigatoriamente aerdbias e,
crescem numa temperatura de 28° a 30°C e pH 7,2 a 7,6, e se reproduzem por
fissdo binaria (RITCHIE, 1965; FAINE et al., 1999; BHARTI et al., 2003).
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Figura 1: Agente etiolégico da Leptospirose. Microscopia eletrdnica de varredura da
Leptospira spp. Em células MDCK (A) e em meio de cultura formando biofilme (B).
Cortesia Claudio Pereira Figueira.

Semelhante a outras bactérias gram-negativas, as leptospiras apresentam LPS
em sua membrana externa, o qual apesar de sua menor endotoxidade quando
comparada com outras bactérias constitui o principal antigeno. Este LPS ajuda
na ativacao do receptor Toll like 2 (TLR2) ao invés do TLR4, o receptor classico
de LPS (HAAKE et al., 2010; WERTS et al., 2001).

Outras proteinas estruturais e funcionais também fazem parte de sua
membrana externa, sendo a maioria destas lipoproteinas, como por exemplo a
Leptospiral Major Outer Membrane Protein (LipL32), presente apenas nas
leptospiras patogénicas, a Leptospiral immunoglobulin-like protein A (Lig A) e
Leptospiral immunoglobulin-like protein B (Lig B) que estdo associadas a
viruléncia, a OmpA-like Protein (Loa 22), que juntamente com a LipL32 séo as
mais abundantes na membrana externa, dentre outras como a LipL21 e LipL41
(CULLEN et al., 2005; FIGUEIRA et al., 2011; HAAKE et al., 2010).

1.2 PATOGENIA DA LEPTOSPIROSE

Os hospedeiros de leptospiras podem ser divididos em dois grupos:
hospedeiros de manutencédo (reservatorios) e hospedeiros acidentais

(incidentais). Os hospedeiros de manutencdo sdo 0s responsaveis por manter
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0 patdgeno na natureza atraves da infeccao cronica dos tubulos renais, sendo
0s microrganismos eliminados pela urina (leptospiraria), por um periodo de
tempo variavel que pode chegar a mais de um ano (BABUDIERI 1958;
CORDEIRO etal., 1981; LEVETT, 2001).

O processo patogénico da leptospirose € complexo. Os principais fatores que
colaboram intensamente com a penetragcao das leptospiras nas mucosas e pele
lesada séo a motilidade e morfologia desse agente (LIAO et al., 2009; LI, 2010;
LUX etal., 2001; ROSEY et al., 1996).

A motilidade parece ser um dos principais fatores para a rapida disseminacéo
da Leptospira. Analises gendmicas indicam que, pelo menos 80 genes
identificados pelo sequenciamento do genoma estdo relacionados com a
motilidade e quimiotaxia (YURI et al., 1993; REN et al., 2003).

Assim como em outras doencgas, para que ocorra a infeccdo € necesséria a
adesdo do microrganismo aos tecidos do hospedeiro, a qual é mediada pelas
proteinas de superficie, que sdo expressas durante a infeccdo. Leptospiras
patogénicas interagem com a maioria dos componentes da matriz extracelular,
e outros componentes do hospedeiro tais como laminina, colageno tipo | e 1V,
fibronectina celular e plasmatica, fibrinogénio, elastina, adesinas e
proteoglicanos (BARBOSA et al., 2006; BREINER et al., 2009; CHOY et al.,
2007). ApGs a infeccdo segue-se uma rapida disseminacdo e multiplicacdo da
bactéria no sistema vascular do hospedeiro e ap6s 48 horas pode-se isolar a
leptospira em praticamente todos os érgaos e tecidos, incluindo rins, figado,
baco, sistema nervoso central, olhos, trato genital e liquido cefalorraquidiano
(BAROCCHI, et al.,, 2002; LOURDAULT et al.,, 2009; ATHANAZIO et al.,
2008; RATET et al., 2014).

A leptospirose apresenta duas fases: fase aguda ou septicémica e fase imune
(FARR, 1995). A fase aguda tem duracédo de aproximadamente 4 a 7 dias de
sintomas, enquanto a fase imune inicia-se a partir do 7° dia de sintomas
(Figura 2). Definir os fatores que influenciam a variabilidade do tempo de
incubacédo bem como a gravidade da doenca continua sendo um desafio, pois
ainda ndo se sabe com clareza quais sdo esses fatores, acredita-se que

estejam relacionados a caracteristicas de viruléncia do organismo, a dose de
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in6culo durante a infeccdo, a caracteristicas da resposta imune do hospedeiro
Ou uma interagdo entre estes fatores. Sabe-se que a interacdo entre esse
fatores resulta em faléncia hepatorenal, hemorragia pulmonar, ou morte em 5%
a 25% dos casos graves (FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001; BHARTI et al.,
2003).

Testes baseados em antigenos ou DNA bacteriano

< > Testes baseados em anticorpos
< >
-~
IgG ’o‘
R
/ -,
/

Leptospiremia
.
Titulos de Anticorpos

i
0 14 21 28

Figura 2: Cinética da infec¢do por Leptospira no sangue

Nos primeiros dias de infeccdo ocorre a leptospiremia, onde é possivel encontrar
antigenos ou DNA leptospiral no sangue. Logo ap6és a infec¢éo ocorre a migracao das
leptospiras para os 6rgaos alvo. Os niveis de anticorpos IgM tornam-se detectaveis
por volta do 5° dia e posteriormente por volta do 7° dia comeca a ocorrer a producéo
de IgG.

Fonte: Adaptado Picardeau, 2014.

Segundo alguns autores, a resposta inflamatéria € um fator altamente relevante

na gravidade da leptospirose. Estudos realizados pelo grupo de pesquisa em
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leptospirose do Centro de Pesquisa Gongalo Muniz (CPqGM), demonstrou uma
elevacao de oxido nitrico e de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas formas
graves (ARAUJO et al., 2014; MACIEL et al., 2006). Além disso, foi
demonstrado uma associacdo dos niveis elevados de Fator de Necrose
Tumoral Alfa (TNF-a), Interleucina 6 (IL6) e Interleucina 10 (IL10) nas formas
graves, associadas ao aumento de letalidade (TAJIKI et al., 1996; REIS et al.,
2013).

Durante o processo de patogénese da infeccdo por Leptospira, 0s 0rgaos mais
acometidos sdo o pulméo, o figado e os rins. Nos pulmdes o principal dano
associado a leptospirose é a hemorragia intra-alveolares, que leva o paciente a
apresentar um quadro de insuficiéncia respiratoria (NALLY et al., 2004,
PEREIRA et al., 2005; GOUVEIA et al., 2008). O dano hepatico ocorre devido a
perda na arquitetura celular tecidual, onde € possivel notar a presenca de
células de Kupffer aumentadas, inflamacéo, necrose e, em algumas situacées
a presenca de células apoptéticas (NALLY et al., 2004; VAN DEN INGH et al.,
1986). Os rins aos serem colonizados desenvolvem nefrite tubulo-intersticial,
necrose tubular, inflamacéo local, edema intersticial com infiltrado celular, além
de hemorragias (SANTOS et al., 2010; NALLY et al., 2004; VAN DEN INGH et
al., 1986; SITPRIJA et al., 1980; YANG et al., 2001).

1.3 ASPECTOS CLINICOS

As manifestacdes clinicas variam desde as formas leves, até as formas graves
(LEVETT, 2001). Na forma leve a maioria das infeccfes € subclinica ou de
baixa gravidade e a resolucdo coincide com o aparecimento de anticorpos. Ela
se caracteriza pela elevada diversidade de sinais e sintomas, tais como: febre,
cefaleia, mialgias, dores abdominais, anorexia e conjuntivite. (LEVETT 2001;
BALASSIANO et al., 2011).

A forma grave apresenta geralmente insuficiéncia renal aguda e hemorragia o
gue caracteriza a sindrome de Weil, assim como pode também estar associada
a sangramento pulmonar macico mais conhecido como sindrome de

hemorragia pulmonar grave (SHPS) com uma letalidade >50%, e algumas
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vezes presenca de o6bito nas primeiras 24 horas de internamento, por asfixia
causada por profusa hemorragia bronco-pulmonar (GOUVEIA et al., 2008;
NICODEMO et al., 1997; GONCALVES et al., 2006; YERSIN et al., 2000). As
manifestacdes pulmonares incluem tosse, dispnéia e hemoptise (SPICHLER et
al., 2008).

1.4 DIAGNOSTICO LABORATORIAL E CARACTERIZACAO DAS
LEPTOSPIRAS

As técnicas utilizadas para o diagnostico da leptospirose podem ser indiretas,
baseada na deteccdo de anticorpos (testes soroldgicos) e técnicas diretas
baseadas na deteccdo de antigenos, e ou acidos nucleicos (testes
moleculares). O teste de diagnostico a ser utilizado dependera de varios
fatores, tais como, viabilidade financeira, precisdo do diagndstico, a viabilidade
técnica e prética, e a necessidade de um resultado mais rapido (FAINE et al.,
1999; PICARDEAU et al.,, 2014; PICARDEAU, 2013). Os métodos mais
utilizados sdo o enzyme linked immuno sorbent assay (ELISA) e o teste de
Aglutinacdo Microscopica (MAT=microscopic agglutination test) ambos
sorolégicos (FAINE et al., 1999).

No Brasil, o Ministério da Saude considera como caso confirmado de
leptospirose humana aqueles que preenchem o0s seguintes requisitos: (1°)
isolamento de Leptospira a partir de sangue, urina ou liquor, (2°) MAT com
soroconversao ou com evidencia de aumento de quatro vezes ou mais no
titulo, (3°) MAT com titulo igual ou superior a 1:800, quando nao houver
disponibilidade de duas ou mais amostras. Titulos menores (entre 100 e 800)
poderdo ser considerados de acordo com a situagao epidemiologica do local,
(4°) ELISA IgM ou Soro Aglutinagdo Macroscopica positivo, quando néo for
possivel realizar a MAT, (5°) exame imunohistoquimico em casos nao

confirmados que evoluiram para 6bito (BRASIL, 1995).
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1.4.1 Cultura

Durante a fase aguda da doenca a carga bacteriana no sangue varia de 10 a
10° Leptospira por mL (AGAMPODI et al., 2012), o que permite o isolamento
durante os primeiros 7 a 10 dias da doenca. O isolamento pode ser feito
também a partir de LCR, tecidos e urina (TRUCOLLO et al., 2001; BROWN et
al., 2003). O meio de cultura com o material inoculado precisa ser analisado em
microscopio de campo escuro, semanalmente por um periodo de até trés
meses (KATZ et al., 2003; LEVETT, 2003; MCBRIDE et al., 2005). A grande
vantagem do isolamento € que permite um diagndstico definitivo, na
identificacdo do sorogrupo e sorovar, sugerindo o provavel reservatorio
responsavel pela disseminacdo no ambiente (KATZ et al.,, 2003; LEVETT,
2003; MCBRIDE et al., 2005).

A cultura para isolamento (considerado pelo Ministério da Saude o padréo ouro
para leptospirose) sé permite a confirmacdo dos casos positivos apos algumas
semanas, proporcionando sempre um diagnéstico retrospectivo (MERIEN et al.,
1995; FAINE et al, 1999). Esse processo demorado do isolamento €
decorrente principalmente da baixa taxa de crescimento de leptospiras, que na
maioria das vezes, esta aliada a contaminacdo do meio com outros
microrganismos de crescimento mais rapido, assim como rigorosa exigéncias
da cultura in vitro desta bactéria (VALVERDE et al., 2008).

1.4.2 Teste de Aglutinacdo Microscopica (MAT)

O MAT é considerado o padrao de referéncia para diagnostico sorolégico da
leptospirose, devido a sua alta sensibilidade e especificidade (CUMBERLAND
et al., 1999; COLE et al.,, 1973). Através do MAT é detectado anticorpos
aglutinantes no soro tanto da classe IgM como 1gG (LEVETT, 2003; FAINE et
al., 1999). A leitura da MAT é realizada em microscopio de campo escuro e 0
ponto final é a maior diluicdo do soro para o qual 50% ou mais de aglutinacao
ocorre (AHMAD et al., 2005). Seus critérios padrdo para positivos sao:
soroconversao (conversdo de sorologia negativa para um titulo = 1:100) e
quatro vezes aumento de titulo de anticorpos (LEVETT, 2003; FAINE et al.,
1999).
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O MAT permite presumir o sorogrupo infectante responsavel pela infeccéo, a
partir do sorogrupo que apresentou o maximo titulo (LEVETT 2003; KUSUM et
al., 2005), porém esta metodologia apresenta algumas limitaces como mostra
a Tabela 3 (CRODA et al., 2007; WHO 2003; FAINE et al., 1999).

O MAT é uma exame dificil para controle e realizacéo e de dificil interpretacao,
devido ao alto grau de reacdo cruzada que ocorre entre os diferentes
sorogrupos, especificamente em amostras de fase aguda (AHMAD et al.,
2005).

1.4.3 Ensaio Imuno-Enzimatico (ELISA)

O ELISA é uma ferramenta de diagnéstico util na vigilancia da leptospirose
urbana. O ELISA é menos complexo e mais sensivel do que o MAT na fase
inicial da doenca, apesar de ser menos especifico em decorréncia da
persisténcia de anticorpos IgM anti leptospira por muitos meses apoés
recuperagéo da leptospirose (MCBRIDE et al., 2007; AHMAD et al., 2005;
WAGENAAR et al., 2004).

Em comparagdo com o MAT, a sensibilidade do ELISA IgM na amostra aguda,
em especial com mais de sete dias geralmente € alta, podendo variar de 40% a
70%, enquanto na amostra convalescente pode alcancar > 94% (BAJANI et
al., 2003; SMITS et al., 2001).

Em um estudo realizado pelo grupo de pesquisa em leptospirose do CPqGM,
foi validado o ELISA IgM com antigeno bruto de Leptospira Interrogans
(sorovar Copenhageni), demonstrando uma sensibilidade de 54% para
pacientes de fase aguda com menos de sete dias de sintomas, enquanto o
MAT apresentou uma sensibilidade de 46%. Em pacientes com mais de sete
dias de sintomas a sensibilidade do ELISA aumentou para 79,2% (MCBRIDE et
al., 2007).
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1.4.4 Teste Rapido DPP (Dual Path Plataform)

A utilizacdo do teste rapido no diagnéstico das doencas infecto parasitarias é
muito importante para uma intervencao terapéutica especifica na fase inicial da
doenca. O grupo de pesquisa em leptospirose do CPqGM desenvolveu um
teste rapido através de uma parceria entre a FIOCRUZ e as Universidades
Americanas: Cornel, Berkeley, UCLA, e com a empresa Chembio e mais
recentemente com a Universidade de Yale. Este teste possui concentracdes
elevadas de proteinas recombinante rLig, as quais sdo marcadores

fundamentais no diagndstico sorologico da leptospirose na fase aguda.

Este novo método de diagnostico, apesar de dar uma resposta rapida, em
apenas 15 minutos, ainda apresenta uma sensibilidade baixa quando a
amostra é coletada com menos de sete dias de sintomas. Em um estudo
realizado em Salvador com amostras de pacientes com leptospirose grave e
leve o DPP apresentou uma sensibilidade de 77% e 60% respectivamente.
Porém o0 mesmo apresenta uma boa sensibilidade com amostras
convalescentes sendo 98% para leptospirose grave e 50% para leptospirose
leve (NABITY et al., 2012).

Tabela 3 — Limitacdes dos testes soroldgicos MAT e ELISA.

TESTES LIMITACOES

Sensibilidade baixa na fase inicial
Necessidade de amostras pareadas
Necessidade de ser realizada em laboratério de

referencia com técnicos bem treinados

MAT
Necessidade de painel de Leptospiras vivas
Necessidade de isolado do suposto local onde esta
ocorrendo a infeccao
Apresenta reacao cruzada com outras doencas
ELISA

N&o identifica o sorovar responsavel pela infec¢ao

Fonte: Adaptada por Croda et al., 2007; WHO 2003; FAINE et al., 1999
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4.5. PCR (Polymerase chain reaction)

A técnica de PCR apesar de ter seu uso restrito a area de pesquisa ou de
laboratério de referencia, ela é extremamente Gtil no diagndstico inicial da
doencga, pois detecta microrganismos na fase inicial devido a sua alta
sensibilidade e especificidade (BROWN et al., 1995; OOTEMAN et al., 2006;
POST, 2000; LOUIE et al., 2000; CHU, et al.,, 1998; HEINEMANN et al.,
2000; VINETZ, 2001; WILSON et al., 2002). Atualmente a PCR ¢ utilizada para
detectar inUmeros micro-organismos dentre eles leptospiras patogénicas
encontradas no sangue do paciente durante os primeiros 5 a 10 dias de
sintomas (AHMED et al., 2009).

Vérios pares de primers iniciadores de PCR para a deteccéo de Leptospira tem
sido descritos, alguns baseados em genes alvos especificos (genes rRNA),
elementos repetitivos, ou sequéncias derivadas a partir de bibliotecas
gendmicas (AHMAD et al., 2005; LEVETT, 2001).

Uma nova técnica de PCR tem sido desenvolvida, que é o PCR em tempo real
(Real Time PCR), mais conhecido como qPCR. Esta € uma ferramenta rapida e
sensivel na deteccdo de leptospiras, a qual envolve o uso de marcadores que
intercalam a dupla fita de DNA, como o SYBR Green |, ou 0 uso de sondas
fluorescente como tagman ou fluorescence resonance energy transfer (FRET)
para emitir um comprimento de onda de tamanho especifico para deteccao
(AHMED, et al., 2009; SLACK et al.,, 2007). O gPCR reduz os riscos de
resultados falso-positivos ocorridos por amplificacfes inespecificas, além de
permitir determinar a quantidade do gene alvo e com isso a quantificacdo da
carga bacteriana (AHMED et al., 2009; SMYTHE et al., 2002).

1.4.6 Caracterizacdo dos isolados de Leptospiras

Caracterizar isolado de Leptospira de material clinico é importante para
identificar a provavel fonte de infeccéo, considerando que diferentes sorovares
podem apresentar diferentes hospedeiros especificos. Além disso distingui
casos esporadicos de possiveis surtos (FAINE, 1982; AHMED et al., 2010).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0732889312002180#bb0020
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A caracterizacdo de isolado de Leptospira a nivel de soro-agrupagem é
realizada através da técnica de aglutinagdo microscopica utilizando anticorpos
policlonais produzidos em coelho. Essa caracterizagdo a nivel de sorovar é
realizada da mesma maneira, porém utilizando anticorpos monoclonais. O
procedimento é complexo e sO pode ser realizado por laboratorios que
possuam o painel completo de anticorpos necessario (FAINE et al., 1999). Esta
€ a razdo pela quais varias técnicas moleculares tem sido introduzida como
alternativa para complementar ou substituir os métodos sorolégicos (AHMED et
al., 2010). As técnicas complementares mais utilizadas séo: eletroforese em gel
de campo pulsado (PFGE) (HERRMANN et al., 1992), polimorfismo do
comprimento dos fragmentos de resticdo (RFLP) (ZUERNER et al., 1993),
analises de hibridizacdo DNA-DNA (YASUDA et al., 1987; RAMADASS et al.,
1992; BRENNER et al., 1999).

2 JUSTIFICATIVA

A caracterizacdo do agente etiolégico causador da leptospirose em uma
determinada populacdo € essencial para a identificacdo do reservatério
responsavel pela disseminacdo de Leptospira no ambiente, de modo a
racionalizar as medidas de controle. Estudos comparativos entre resultados de
soro-agrupagem de isolado de Leptospira e sorogrupo detectado no MAT do
paciente o qual foi isolado a Leptospira tem sido pouco descrito na literatura. A
fim de caracterizar os sorogrupos infectantes para todos os casos confirmados
por isolamento de cultura durante 17 anos de Vigilancia, nés soro-agrupamos a
maior parte dos isolados e confrontamos com os resultados do MAT para
verificar se existe concordancia no sorogrupo encontrado na hemocultura e no

MAT, e avaliar o percentual de concordancia entre estes dois métodos.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar se existe concordancia entre resultados de dois testes padréo - ouro
(MAT e Hemocultura) na caracterizacdo dos sorogrupos de Leptospira nos
casos de leptospirose humana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Caracterizar o sorogrupo de Leptospiras isoladas das hemoculturas de

pacientes admitidos no Hospital Couto Maia com leptospirose.

3.2.2 Determinar através do Teste de Aglutinacdo Microscépica (MAT) o
provavel sorogrupo responsavel pela infeccdo nos pacientes admitidos no
HCM.

3.2.3 Verificar se existe concordancia entre os resultados dos isolados de

hemocultura e resultados do MAT quanto ao sorogrupo.
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4 METODOLOGIA

4.1 LOCAL DO ESTUDO, COLETA DE INFORMACOES E DAS AMOSTRAS
BIOLOGICAS

O local do estudo foi em Salvador, uma cidade com uma populacdo estimada
de 2.902.927 habitantes (IBGE, 2014). Neste estudo foram incluidas amostras
coletadas de pacientes atendidos e internados no Hospital Couto Maia, que é
uma unidade de referencia para doencas infecciosas na Bahia, responsavel
pela notificagdo de mais de 95% dos casos de leptospirose em Salvador (KO et
al., 1999; GOUVEIA et al., 2008).

Os casos suspeitos de leptospirose foram identificados por um estudante da
area de saude, responsavel por realizar a vigilancia de segunda a sexta-feira
em horario comercial. Os critérios utilizados para casos suspeitos sao 0s
mesmos utilizados pelo Ministério da Saude: febre com menos de 15 dias,
cefaleia e mialgia associado a: exposicao epidemioldgica de risco para infeccao
por leptospira, ictericia, insuficiéncia renal aguda, ou sangramentos.

Apés identificar os pacientes, foi esclarecido o estudo e o paciente foi
convidado a participar do projeto. Os pacientes que aceitaram participar
assinaram o termo de consentimento, e em seguida nds realizamos a coleta de
sangue total para realizacdo do MAT e hemocultura, e sangue com EDTA para
realizacdo do gPCR. Posteriormente os pacientes foram entrevistados para
coletarmos informacdes sobre dados epidemioldgicos e exposicéo a fatores de
risco. Além disso, foi realizada a revisdo dos prontuarios para coleta de dados
clinicos e laboratoriais.

Como parte do protocolo para 0os casos suspeitos de leptospirose, a equipe de
vigilancia coleta amostras de sangue dos pacientes em trés momentos: na
admissdo hospitalar, 2 a 5 dias ap6s a admissao, e uma terceira amostra é
coletada entre 14 a 56 dias da admissao. Nas situa¢cbes em que o0 paciente tem
alta hospitalar antes da terceira amostra ser coletada, uma equipe da vigilancia
€ enviada ao domicilio do paciente para realizar a coleta, buscar informacdes
sobre dados demograficos, evolucéo clinica e exposicao a fatores de risco.
Estes procedimentos foram aprovados pelo comité de ética (parecer final n°
230/2010).
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4.2 PROCESSAMENTO DAS  AMOSTRAS E CONFIRMACAO
LABORATORIAL

ApoOs a coleta de sangue, as amostras foram transportadas para o Laboratério
de Patologia e Biologia Molecular (LPBM) da FIOCRUZ, em caixa refrigerada
com gelox, apropriada para transporte de material bioldégico. As amostras
coletadas em EDTA foram distribuidas em aliquotas de 250 pyL e armazenadas
em freezer -70°C para posterior realizacdo do gPCR, enquanto as amostras
coletadas em tubo seco foram centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos para
separacédo do soro. Aliquotas de 250 uL foram estocadas em freezers -20°C até
a realizagdo do MAT.

As hemoculturas foram realizadas a partir da semeadura de duas gotas de
sangue total em 2 tubos com meio de cultura liquido Ellinghausen,
MacCullough, Johnson & Harris (EMJH) e 1 um tubo com meio semi-sélido
EMJH. Os tubos foram mantidos em estufa de CO2 nas temperaturas entre
28°C a 30°C e examinados semanalmente por 3 meses em microscopio de

campo escuro para observar crescimento de leptospiras

4.2.1 Teste de Aglutinacao Microscopica (MAT)

Os soros de cada paciente coletados nas 3 fases (aguda precoce, aguda tardia
e convalescente) foram testados com uma bateria de 9 sorovares:
Copenhageni cepa Fiocruz L1 130 (cepa isolada localmente no ano de 1996),
Canicola cepa H. Ultrech, Copenhageni cepa M20, Patoc cepa patocl,
Autumnalis cepa Akiyami A, Ballum cepa MUS 127, Grippothyphosa cepa
Duyster, Shermani cepa 1342 k, Cynopteri cepa 3522C, e Tarassovi cepa
Perepelistin. Essa bateria foi selecionada com base em estudos prévios
realizados na cidade de Salvador, onde foi testada uma bateria estendida de 25
sorovares, e a partir dai foi possivel selecionar a bateria reduzida utilizada
neste trabalho, a qual representa 98% das reacfes de aglutinacdo positivas
(KO et al., 1999).

Devido ao fato da Patoc aglutinar em mais de 50% dos casos de leptospirose,
0s casos confirmados ou provaveis por Patoc, foram testados por uma outra

bateria composta por mais 20 sorovares: Bratislava cepa Jez Bratislava,



32

Castellonis cepa Castellon 3, Bataviae cepa Van Tienen, Celledoni cepa
Celledoni, Cynopteri cepa 3522C, Djasiman cepa Djasiman, Hebdomadis cepa
Hebdomadis, Icterohaemorragiae cepa RGA, Coxi cepa Cox, Louisiana cepa
LSU 1945, Panama cepa CZ 214K, Pomona cepa Pomona, Pyrogenes cepa
Salinem, Hardjo cepa Hardjoprajitno, Wolffi cepa 3705, Shermani cepa 1342 K,
Tarassovi cepa Perepelicin, Canalzonae cepa CZ 188, Mini cepa Sari, e 0
isolado VIGI 4135 (Isolado de Salvador do sorogrupo Shermani).

Para realizacdo do teste de MAT, os soros foram diluidos em PBS 1X a uma
diluicdo inicial de 1:50 e em seguida foram distribuido um volume de 50 pl em
microplacas de poliestireno, uma microplaca para cada antigeno, num total de
11 microplacas. Os antigenos utilizados estavam com cerca de 4 a 7 dias de
crescimento e livres de auto-aglutinacdo ou contaminacdo. Essas culturas
foram diluidas em PBS 1X a 1:4 e avaliadas quanto a sua concentracéo
adequada de cultura-PBS, na qual as leptospiras ficam livres, sem aspecto de
massa esbranquicada, e sem sobrepor uma a outra. Para cada microplaca foi
adicionada o mesmo volume de antigeno, portanto a diluicdo final do soro foi
de 1:100.

As placas foram incubadas por 1h 30min a uma temperatura de 28° a 30° C e
em seguida foi realizada a leitura em um microscépio de campo escuro.

Os soros que apresentaram uma aglutinagdo >50% das leptospiras para o
titulo de 1:100 foram testados com diluicdo seriada de duas vezes para

obtencdo do méximo titulo.

Os resultados foram classificados em: confirmados, ndo confirmados e
provaveis, seguindo 0s seguintes critérios:

v' Confirmados: Pacientes que tiveram titulo = 1:800 em pelo menos uma
amostra de soro, aumento de 4 vezes no titulo entre as amostras
pareadas, e soroconversao de 0 para titulo = 1:200 entre as amostras
pareadas.

v" Nao confirmados: Pacientes que nao apresentaram titulo em nenhuma
das amostras.

v" Provaveis: Pacientes que apresentaram titulo inico de 1:200 ou 1:400.

O sorogrupo presuntivo foi aquele que apresentou o maior titulo no MAT.

Para realizacdo do teste os soros foram descongelados apenas uma vez.
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4.2.2 Isolamento de Leptospiras nas hemoculturas

Durante o processo de isolamento as hemoculturas foram acompanhadas por 3
meses, e em caso de ter ocorrido o crescimento de Leptospiras, as mesmas
foram cultivadas em meio EMJH e congeladas em meio EMJH com DMSO,
em freezer -70°C para posteriormente serem soro-agrupadas. Essas
Leptospiras foram identificadas de acordo com o numero do paciente para a

qual a bactéria foi isolada.

4.2.3 Soro-agrupagem para caracterizacao dos isolados de leptospiras

Um vez por ano os isolados obtidos no respectivo ano sdo descongelados e

mantidos em meio liquido EMJH, até obter um crescimento de 105 a 107
células/ml para serem caracterizados quanto ao sorogrupo.

A caracterizacdo dos isolados se deu por método sorolégico de
microaglutinagdo (reagcdo do isolado com anticorpos policlonais) utilizando
soros de coelho para os seguintes sorogrupos: Australis, Autumnalis, Bataviae,
Canicola, Ballum, Celledoni, Icterohaemorrhagiae, Cynopteri, Djasman,
Grippothyphosa, Hebdomadis, Javanica, Panama, Pomona, Pyrogenes, Sejroe,
Shermani, Tarassovi, Mini, Lousiana. Foi considerado o sorogrupo prevalente

aguele que apresentou o maior titulo de aglutinacao.
4.2.4 Real time - gPCR

Foi realizada a extracdo de DNA utilizando o kit de extracdo da Quiagen
(QlAamp® DNA Mini and Blood Mini Handbook). Um volume de 200 ul de
sangue total foi adicionado a 200 pl de tampao de eluigdo para lise das
amostras, em seguida foi incubado a uma temperatura de 56° C por 10
minutos. Apo6s o periodo de incubacdo todas as etapas seguintes foram
realizadas conforme as instru¢des do fabricante.

Para a amplificacdo do DNA foi utilizado iniciadores especificos a fim de
amplificar um fragmento do gene rrs 16S do genoma de Leptospira spp.

(MERIEN et al., 1992). Para a reagcao de amplificacdo parcial do gene rrs 16S
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foram utilizados os “primers forward” (LipL32-45F) e “reverse” (LipL32-286R)
(FAM-Lip L32-189P-BHQ1) ( STODDARD et al., 2009).

A reacao mix foi realizada em um tubo estéril de 1,5 ml onde foram adicionados
0s seguintes itens: 12.5 pl de Super Mix Invitrogen, 4.5 ul H,O ultra pura, 1.25pl
Primer For (10uM), 1.25 pl Primer Rev (10uM), e 0.5 pl LipL32-189 Probe
(5uM). O mix foi distribuido em placas Opticas MicroAmp (Applied Biosystems
Catalogo n° 4344906). Para cada pogo foi adicionado 20 ul da reagéo e 5 pl de
DNA extraido. As placas foram seladas com adesivo apropriado para a placa
MicroAmp e conduzida ao termociclador. As amostras foram testadas em
duplicata e para cada placa foi realizada a curva padrdao em duplicata e cada
coluna tinha um controle negativo do template (NTC), com 5 pl de agua
ultrapura.

Para a reacdo de gqPCR foi utilizado um termociclador ABI 7500. O primeiro
ciclo de amplificacdo consistiu da desnaturacdo a 95°C por 20 segundos,
seguindo para o0 anelamento e extensdo que ocorreram em 40 ciclos a 95° C

por 3 segundos e a 60°C por 30 segundos.

5 ANALISES ESTATISTICAS

As analises foram realizadas utilizando o programa Epi Info para Windows
v3.5.1 e GraphPad Prism 6. Foi utilizado o programa Red Cap para
armazenamento das informacbes coletadas dos pacientes e resultados
laboratoriais. As figuras e tabelas foram realizados no programa GraphPad
Prism 6.
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6 RESULTADOS

Durante o periodo de margo de 1996 a dezembro de 2013, foram recrutados
4612 pacientes. Destes um total de 1853 (40,1%) dos pacientes foram
confirmados para leptospirose por pelo menos um dos testes utilizados (MAT,
hemocultura, gPCR), 2011 (43,6%) dos pacientes ndo foram confirmados em
nenhum dos testes, e 87(2%) foram considerados provaveis. Um total de
661(14%) dos pacientes ndo foram testados para nenhum dos testes citados
acima, devido a indisponibilidade de amostras. A maioria dos casos 3518/4612
(76%) eram adultos do sexo masculino, com uma média de idade 33 anos. Os
pacientes tinham uma mediana de seis dias de sintomas no momento do

internamento.

Casos por Ano: A média de casos confirmados foi de 112.2 + 26.9 (IQR 91.8-
130.0) pacientes por ano, sendo 1996 o ano que apresentou 0 maior nimero
de casos confirmados e 2012 o menor numero (161 e 67 respectivamente)

Figura 3.

Casos Confirmados no MAT e critérios de confirmacédo: Ao analisar todos
0s casos confirmados (1853), um total de 1759 (95%) foram confirmados no
MAT, a maioria desses confirmados tinham amostra pareada 1427 (81%) e 332
(19%) tinham apenas amostra Unica. Como mostra na Tabela 4, de todos os
pacientes que tinham amostra pareada (2333) um total de 697 (30%) destas
foram confirmados pelos critérios: quatro vezes no aumento do titulo e titulo =
1:800, e 403 (17%) foram confirmados por: soroconverséo e titulo = 1:800. Dos
1759 casos confirmados no MAT, 143 (8%) foram confirmados na cultura, 452
(26%) foram cultura negativa e 1163 (66%) nao tiveram hemocultura coletadas

devido a problemas técnicos.
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Figura 3: Distribuicdo dos casos confirmados, ndo confirmados e provaveis para
leptospirose em Salvador-BA de 1996 a 2013.

Sorogrupo Prevalente no MAT: Resultados falsos negativo podem ocorrer no
MAT se o paciente é infectado com um sorogrupo que néo seja representado
na bateria de cepas utilizadas como antigeno. A comparacdo dos resultados
do teste sorolégico com resultados da soro-agrupagem de isolado € de
fundamental importancia para saber se existe algum sorogrupo na regido que
nao esta sendo identificado no MAT devido a sua auséncia no painel de cepas,
tendo em vista que a identificacdo definitiva do agente infectante requer cultura
positiva e subsequente identificacdo do agente etiolégico. Na auséncia de
cultura positiva, os sorogrupos encontrados no MAT devem ser considerados
presuntivos e nao definitivos. Ao analisar a Tabela 5 nota-se que durante o
estudo o principal sorogrupo infectante identificado no MAT foi
Icterohaemorrhagiae, representando 95% dos 1996 casos confirmados e

provaveis, entretanto ndo € descartada a possibilidade de existir outros
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sorogrupos, considerando que foi identificado outros seis sorogrupos em 109

(6%) dos casos confirmados ou provaveis.

Sorogrupo prevalente nos isolados das Culturas: Em 17 anos de estudo foi
possivel coletar material para hemoculturas de 1133 pacientes, sendo que por
razdes técnicas nao foi possivel realizar hemocultura no periodo de 1999 a
2005. Dos 1133 pacientes coletados, 203 (18%) tiveram culturas positivas, 894
(79%) negativas, seis contaminadas, e em 30 (2,6%) nédo foi possivel concluir o
resultado devido a problemas técnicos. Dentre as 203 culturas positivas foi
possivel isolar 93 (46%), as quais foram soro-agrupadas com Soros
heter6logos de coelhos, sendo o0 sorogrupo mais prevalente o
Icterohaemorrhagiae em 89 (95%) dos isolados. A concordancia entre
sorogrupo encontrado no MAT e sorogrupo encontrado na soro-agrupagem
com soros heterdlogos de coelho foi de 80% kappa= 0,1511 (n=74) p=0,00.
Foram identificados quatro isolados que ndo foram Icterohaemorrhagiae, sendo
dois deles Shermani, um isolado Canicola e um isolado Hebdomadis. Dentre os
76 pacientes com culturas positivas soro-agrupadas e com resultado sorologico
positivo no MAT, 75 (98%) kappa= 0,6607, p=0,00, tiveram o0 sorogrupo

concordante, Tabela 6.

Casos de Leptospirose Provaveis no MAT e Confirmados na cultura ou
gPCR: Um total de 237 pacientes tiveram diagnostico provavel no MAT. Destes
6 (3%) foram confirmados na cultura e 3 (1%) foram positivos no gPCR, sendo
que o qPCR s6 comecou a ser realizado a partir do ano de 2008. Além disso,
um grupo de 40 pacientes foram confirmados sé pela deteccdo de DNA de
Leptospira no gPCR, e negativo nos demais testes. Dos que foram positivos
apenas no gPCR 14(35%) deles tinham apenas a amostra aguda precoce, 0
que talvez possa justificar a auséncia de confirmacdo no MAT, para este grupo.
Um outro grupo de 51 pacientes foram confirmados sé pelo isolamento da
hemocultura, e ndo foram confirmados no MAT, porém 47(92%) deles s6 tinha
coleta do soro agudo precoce, o que poderia justificar a ndo confirmacdo no
MAT. Destes 51 pacientes apenas 7(13%) deles foi realizado o gPCR, e
6(12%) foram positivos. Nao foi possivel realizar os testes para 666 pacientes

devido a indisponibilidade de amostra, Tabela 7.
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O valor preditivo para definicdo de casos positivos ou provaveis da vigilancia foi

de 62% para amostra pareadas, determinado pelo MAT.

A sensibilidade do MAT foi diferente entre as amostras aguda e convalescente,
sendo 60% na fase aguda e 97% na fase convalescente. A maioria dos casos
137 (100%) que eram negativos ao avaliar apenas a amostra aguda, 131 (96%)
apresentaram soroconversdo, se tornando casos positivos quando testados
com a amostra convalescente, reforgcando assim a importancia da amostra

convalescente para confirmacéo de casos Tabela 8.



Tabela 4 - Confirmacgéao sorolégica dos casos de leptospirose pelo MAT, utilizando amostras pareadas e amostra Unica de fase
aguda e fase convalescente, distribuidas de acordo com os critérios de confirmacao utilizados no MAT(1996-2013).

Status sorologico (MAT) NuUmero de casos
Amostras pareadas  Amostra Unica- fase aguda Amostra Unica- fase convalescente Total®
(n=2333) (n=1524) (n=88) (n=4612)
Confirmado
Total 1427 (61%) 287 (19%) 45 (51%) 1759 (38%)
4x aumento de titulo e titulo Gnico >1:800 697 (30%) e e 697 (15%)
Apenas 4x no aumento do titulo 4(0.2%) e e 4 (0.08%)
4x aumento de titulo e soroconversdo 2(0.1%) e e 403 (9%)
Soroconversao e titulo unico > 1:800 403 (17%) e e 2 (0.04%)
Soroconverséo 94 (4%) e e 94 (2%)
Titulo \inico > 1:800 227 (10%) 287 (19%) 45 (51%) 559 (12%)
Provéavel 38 (1.6%) 179 (12%) 20 (23%) 237 (5%)
Ndo confirmado 868 (37%0) 1059 (69%) 23 (269%) 1950 (429%0)

& MAT resultados n&o foram obtidos para 666 (14%) pacientes devido a falta de amostra.

Tabela 5 - Provavel sorogrupo infectante dos casos confirmados e provaveis pelo MAT em Salvador (1996-2013).

Sorogrupo infectante Numero de casos confirmados e provaveis
presuntivo (%)™ n=1996 (100%)
Icterohaemorrhagiae 1887 (95)

Autumnalis 43 (2.2)

Ballum 2(0.1)

Canicola 30 (1.9)

Grippothyposa 13 (0.6)

Cynopteri 20 (1.0)

Shermani 1 (0.05)

2 Resultados do MAT ndo foram obtidos para 666 pacientes devido a falta de coleta de soro
® MAT foi negativo para 1854 pacientes adicionais
©88 (5%) casos de Icterohaemorrhagiae tiveram reagdo mista com outra cepa



Tabela 6 - Sorogrupo presuntivo no MAT x Sorogrupo de isolados de cultura em Salvador (1996 - 2013).

Sorogrupo infectante
presuntivo (MAT+)
Icterohaemorrhagiae
Canicola
Autumnalis
Cynopteri

Shermani

Misto

MAT negativo

Total

Icterohaemorrhagiae

73
0
0
0
0
1

15°¢

89

Sorogrupo infectante na cultura confirmada?®

0

0
0
0
0
0
1
1

Sorogrupo
nao
Canicola Shermani Hebdomadis determinado

0

N O O B O O O B
B, O O O O O

59
2

5
2
0
4

36

108

Total
culturas
positivas

133

2
5
2
0
5
54
201

&2 culturas nao foram testadas para sorogrupo ou MAT

®Todas as reagées mistas incluem Icterohaemorrhagiae

¢N3o foi coletada a amostra convalescente

Tabela 7 - Comparacao entre os casos confirmados, ndo confirmados e provaveis no MAT e na cultura (1996-2013).

Status Sorologico
(MAT)
Confirmado
Provavel

N&o confirmado
Ndo testado

Total

Numero de
Casos testados

1759
237
1950
666
4612

Cultura Cultura Nao
Confirmada confirmada
(%0) (%0)

143 (70) 452 (50)
6 (3) 30 (4)
51 (25) 405 (45)
3(2) 7(1)

203(100) 894(100)

Cultura Nao
testada
(%0)
1163 (34)

201 (6)
1494 (42)
656 (18)

3515 (100)

40



Tabela 8 - Sorogrupos confirmados e presuntivos para casos de leptospirose em Salvador, estratificados por fase aguda e

convalescente.

Sorogrupo infectante-Cultura confirmada®

Sorogrupo infectante Sorogrupo nédo Total culturas
presuntivo (MAT+) Icterohaemorrhagiae Canicola Shermani Hebdomadis determinado positivas

Aguda

Icterohaemorrhagiae 17 0 1 0 20 38

Canicola 1 0 0 0 0

Autumnalis 0 0 0 1

Cynopteri 0 0 0 1 1

Misto ® 14 0 0 0 5 19

MAT negativo 57 1 0 1 78 137

MAT sem resultado 0 0 1 0 5 5

Total 89 1 1 1 110 203

Convalescente

Icterohaemorrhagiae 42 0 1 0 41 84
Canicola 0 0 0 0 2 2
Autumnalis 0 0 0 0 4 4
Cynopteri 0 0 0 0 2 2
Shermani 0 0 1 0 0 1
Misto ? 21 0 0 0 9 30
MAT negativo 0 1 0 1 4 6
MAT sem resultado 26 0 0 0 48 74
Total 89 1 1 1 110 203

aTodas as reacdes mistas incluem Icterohaemorrhagiae / ° 6 cultura positiva faltam informac@es do sorotipo para cultura e MAT, resultados foram excluidos
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7 LIMITACOES DO ESTUDO

As principais limitacbes do estudo foram: indisponibilidade de algumas
amostras para realizagdo do MAT, falta de coleta de hemocultura em um
determinado periodo devido a problemas técnicos no laboratério, e néo
realizacdo de resultados de gPCR para a maioria dos pacientes, pois devido ao
fato de ser uma tecnologia moderna, antigamente ndo se conservava aliquotas
de sangue total para esse teste. Ainda assim tivemos um numero suficiente de

amostras para fazer as analises e chegar as conclusoes.

8 DISCUSSAO

Os achados de concordancia entre sorogrupos encontrado nos dois testes
(MAT e Hemocultura), sdo semelhantes aos encontrados no Havai, o qual
apresentou uma concordancia de 81% entre os dois métodos (KATZ et al.,
2003).

Diante dos resultados encontrados, foi possivel observar que o0 sorogrupo
prevalente em Salvador-Ba continua sendo Icterohaemorrhagiae em 90% dos
casos confirmados e provaveis no MAT e em 95% dos isolados soro-
agrupados. Este sorogrupo ja era prevalente ha 17 anos, quando Ko et al.,
realizou um estudo em Salvador em 1996 e demonstrou que 90% dos casos
confirmados pelo MAT pertenciam ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae. Esses
achados estdo de acordo também com os dados encontrados por Sakata et al.,
em um estudo realizado em S&o Paulo entre 1986 e 1989, quando demonstrou
que 77,7% dos casos de leptospirose estavam associados com 0 sorogrupo
Icterohaemorrhagiae. Esses dados indicam que o rato continua a ser o

principal responsavel pela disseminacéo das Leptospiras em Salvador.
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9 CONCLUSAO

Nossos resultados indicam que um Unico sorovar de Leptospira Interrogans,
tem sido responséavel pela maioria dos casos de leptospirose notificados desde
0 inicio do nosso estudo em 1996. Esses dados sugerem que para Salvador,
Brasil, teste de diagnostico para sorovar Copenhageni do sorogrupo
Icterohaemorrhagiae, devera ser efetivo na identificacdo dos 95% de todos os
casos notificados. Entretanto, vale ressaltar que resultados de MAT negativo
para Copenhageni ndo descarta definitivamente a possibilidade de ser um caso

de leptospirose por outro sorovar.

Os resultados do nosso estudo ir4 contribuir para o Sistema de Vigilancia e
podera auxiliar no desenvolvimento de teste sorodiagndstico mais especifico,
especialmente para o desenvolvimento de teste rapido para leptospirose,
agilizando o tratamento evitando a evolugao da doencga e consequentemente o

desenvolvimento de desfechos graves.
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