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SANTOS, Andréia Carvalho. Diagnoéstico soroldgico da leptospirose: Beneficio da
amostra aguda tardia na confirmacdo dos casos. Dissertacdo (Mestrado)-Fundagao
Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisa Gongalo Moniz, Salvador, 2011.

RESUMO

A confirmacao da leptospirose utilizando o Teste de Aglutinagdo Microscopica (MAT)
requer amostras da fase aguda e convalescente para identificar soroconversao ou
aumento de quatro vezes nos titulos. A Organizacio Mundial de Satde (OMS)
recomenda que a coleta da amostra convalescente seja realizada >14 dias apds a coleta
da amostra aguda. No entanto, a dificuldade na coleta de amostras convalescentes
impede a confirmagao dos casos e € uma das principais causas para sub-notificagao da
leptospirose. Este estudo investigou a viabilidade da coleta de uma amostra de soro
aguda tardia de casos internados com leptospirose e avaliou se a andlise sorologica desta
amostra pode melhorar a eficiéncia do protocolo de confirmag¢do diagnostica de
leptospirose. De 2003 a 2009, uma vigilancia hospitalar ativa em Salvador-Brasil,
identificou prospectivamente pacientes hospitalizados com suspeita clinica da
leptospirose. Trés amostras de sangue foram coletadas para cada caso: uma amostra
aguda precoce, uma amostra aguda tardia e uma amostra convalescente, coletadas
respectivamente nas primeiras 24 horas apds hospitalizac¢do, e 4 e >14 dias depois da
coleta da primeira amostra. Os pacientes identificados tiveram o diagnostico de
leptospirose confirmado por soroconversdo, aumento de quatro vezes de titulos, ou
titulo tnico >1:800 no MAT. O desempenho diagnostico do MAT e do ELISA IgM na
avaliagdo combinada das amostras aguda precoce e aguda tardia foi comparado ao
desempenho da avaliacdo das amostras aguda precoce e convalescente que segue a
recomendacdo de testagem da OMS. Nos confirmamos 643 (68%) dos 938 casos

suspeitos. A coleta de amostra convalescente foi possivel para 63% dos pacientes



confirmados, e 55% dos pacientes suspeitos. Em contraste, a amostra da fase aguda
tardia foi coletada para 77% e 66% dos pacientes confirmados e suspeitos,
respectivamente. Para os 302 casos confirmados que tiveram as trés amostras de soro
coletadas, a sensibilidade do MAT e do IgM-ELISA na anélise das amostras aguda
precoce e tardia foi de 97% (1C95%, 94-99%) e 96% (93-98%), respectivamente, em
comparagao aos resultados da analise das amostras aguda precoce e convalescente. Em
contraste, considerando apenas as amostras agudas destes 302 pacientes, a sensibilidade
do MAT e do IgM-ELISA foi de 44% (38-50%) e 75% (69-79%), respectivamente.
Amostra aguda tardia e convalescente foi obtida dos casos suspeitos de leptospirose que
evoluiram para 6bito de 32% e 6%, respectivamente. Os resultados indicam que a coleta
e o teste soroldgico da amostra aguda tardia de pacientes hospitalizados por leptospirose
¢ viavel e melhora a eficiéncia dos atuais protocolos de confirmagdo laboratorial de

casos de leptospirose.

Palavras chave: Leptospirose, diagndstico soroldgico, teste de microaglutinagdo, IgM-

ELISA, amostra aguda tardia.
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ABSTRACT

Confirmation of leptospirosis with MAT requires evaluating acute and convalescent-
phase sera samples to identify seroconversion or fourfold rise in titers. Current World
Health Organization (WHO) protocols recommend that convalescent samples are
collected with >14days after the acute sample collection. However, the difficulty in
collecting convalescent samples hampers case confirmation and is a major cause for
leptospirosis under-reporting. This study evaluated feasibility of collecting a late acute-
sera sample from hospitalized cases of leptospirosis and determined to serological
analysis of this sample can improve the efficiency of the protocol to confirm the
diagnosis of leptospirosis. From 2003 to 2009, active hospital-based surveillance in
Salvador-Brazil prospectively identified hospitalized cases of patients with clinical
suspicion of leptospirosis. Three blood samples were collected for each case: an early
acute sample, a sample of late acute and convalescent sample collected during the first
24 hours after hospitalization 4 and > 14 days after the first sampling, respectively. The
identified patients were diagnosed with leptospirosis by seroconversion, fourfold rise in
titers, or a titer >1:800 in the MAT. The diagnostic performance of the MAT and IgM
ELISA in the combined sample of early acute and late acute sample performance was
compared to the early assessment of acute and convalescent samples following a WHO
recommendation for testing. We confirmed the leptospirosis diagnosis in 643 (68%) of

938 suspected cases. Convalescent-phase samples were collected from 63% of the



confirmed patients, but in only 55% of the suspected cases. In contrast, the late acute
phase sample was collected for 77% and 66% of confirmed and suspected patients,
respectively. Among the 302 confirmed cases which all three samples were obtained,
the sensitivity of MAT and IgM-ELISA was 97% (IC95%, 94-99%) and 96% (93-98%),
respectively, when results of early and late acute-phase samples were evaluated in
comparison to the results of the early acute and convalescent samples. In contrast, the
sensitivity of MAT and IgM-ELISA was 44% (38-50%) and 75% (69-79%),
respectively, when only a single early acute-phase sample was evaluated. Late acute-
phase and convalescent-phase samples were obtained from 32% and 6% of the
suspected leptospirosis and deaths, respectively. These findings indicate that collection
and serologic testing of a late-acute-phase sample among hospitalized patients with
suspected leptospirosis may significantly increase the efficiency of protocols for

laboratory case confirmation.

Keywords: Leptospirosis, serological diagnosis, microagglutination test, IgM ELISA,

late acute-phase sera.
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1. REVISAO DE LITERATURA
1.1 APRESENTACAO

A leptospirose ¢ uma zoonose de ampla distribuicdo mundial, causada por
espiroquetas do género Leptospira (WHO, 2003; MCBRIDE et al., 2005; FAINE,
1999). E considerada uma doenga emergente e um grave problema de saude publica. A
incidéncia ¢ maior nas regides tropicais onde possui condi¢cdes favordveis para
transmissdo tais como, infraestrutura sanitaria precaria e alta taxa de colonizagdo renal
dos roedores (LEVETT, 2001; BHARTI et al., 2003). A infec¢do é usualmente
adquirida através do contato direto das lesdes na pele ou mucosa com a urina de animais
portadores ou indiretamente pela exposicdo a agua ou solo contaminado com a urina de
um animal infectado (LEVETT, 2001).

A infeccdo apresenta um amplo espectro de sintomas, que podem variar de uma
doencga febril autolimitada at¢ uma forma mais grave, com comprometimento renal e
hemorragias (BHARTI et al., 2003). Como a maioria dos casos de leptospirose se
apresenta inicialmente como uma doenca febril inespecifica, frequentemente ha
confusdo com outras doengas infecciosas, como a dengue (LEVETT, 2000) e outras
viroses (VINETZ, 2001). Devido as dificuldades em diagnosticar a doenga com base na
apresentagdo clinica, o diagnostico laboratorial ¢ necessario para a confirmagdo dos

casos (YERSIN et al.,1999).

1.2 .ASPECTOS HISTORICOS
A leptospirose foi inicialmente descrita em 1886, e chamada de “Doenca de
Weil” por Adolf Weil na Alemanha, que a caracterizou como uma doenca infecciosa

que causava ictericia, esplenomegalia, e comprometimento renal (FAINE, 1999;
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LEVETT, 2001). A bactéria foi isolada pela primeira vez por Inada e colaboradores
(1916) no Japao. Estes pesquisadores realizaram experimentos utilizando cobaias,
isolando o microorganismo destes e realizando observacdes anatomicas e patologicas
(INADA et al., 1916). Analisando o tecido dos animais, evidenciaram a presen¢a de um
espiroquetideo, que deram o nome de Spirochoeta icterohaemorragiae (INADA et al.,
1916). Dois anos depois do isolamento do agente etiologico, Ido e colaboradores (1917)
estudaram o papel do rato como carreador da bactéria demonstrando que este era um
portador cronico e que através do contato com a urina contaminada as pessoas poderiam
ficar doentes (IDO et al., 1917).

Em 1924, Noguchi isolou espiroquetas de pacientes que supostamente tinham
febre amarela (NOGUCHI et al., 1924). A confusdo diagnostica ocorreu devido a
dificuldades nos métodos diagndsticos e semelhanca da apresentacdo clinica das

doengas.

1.3 MICROBIOLOGIA
O agente etioldgico da leptospirose ¢ uma espiroqueta, que compartilha sua

forma espiralada com outras espiroquetas como Borrelia burgdorferi e Treponema
pallidum. Pertencem ao filo Spirochaetes e ao género Leptospira (LEVETT, 2001).

Podem medir de 10 a 20 um de comprimento com espessura aproximada de 0,1
até 0,15 um (Figura 1). Estas possuem flexdes em uma ou ambas as extremidades, dois
flagelos periplasmicos com inser¢des polares localizados no espaco periplasmico
(FAINE, 1999).

As leptospiras sdo bactérias Gram-negativas, possuem uma arquitetura de

dupla-membrana, uma interna associada com a parede celular de peptideoglicanos, e
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uma externa composta por fosfolipidios e lipopolissacarideos (LPS) que exerce papel na
classificacdo sorologica de leptospiras em diversos sorovares (VINH et al., 1986).

As leptospiras sdo visualizadas apenas por microscopia de campo escuro,
contraste de fase ou impregnacdo por prata (FAINE, 1999). Elas fazem respiragao
aerobica obrigatoria e necessitam de temperatura entre 28°C e 30°C e pH de 7,2 a 7,6
para melhor crescimento. O crescimento em cultura € fastidioso (4 a 15 semanas), sendo
necessario o uso de meio enriquecido com albumina bovina e 4acido graxos de cadeia

longa (JOHNSON & FAINE, 1984; ELLIgNGHAUSEN & MCCULLOUGH, 1965).

Figura 1: Micrografia eletronica de Leptospira interrogans, obtida de um paciente com

leptospirose grave em Salvador. Fonte: Sciense Daily (2007)

1.4 TAXONOMIA E CLASSIFICACAO

A partir da década de 60, convencionou-se classificar as leptospiras com base
em sua patogenicidade em duas espécies: Leptospira interrogans que agrupou todos os
mais de 250 sorovares patogénicos divididos em 24 sorogupos, € a Leptospira biflexa
que abrangeu as leptospiras de vida livre (saprofitas) com mais de 60 sorovares

(LEVETT, 2001).
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Devido a necessidade de estudos taxondmicos e o surgimento de novas técnicas,
principalmente as de biologia molecular, essa classificagao vem sofrendo modificagdes.
Com base na classificacdo molecular de hibridizacio DNA-DNA, foram identificadas
20 espécies e 04 genomospécies (YASUDA et al., 1987; RAMADASS et al, 1992;
PEROLAT et al., 1998; LIU et al., 2006). A classificagdo mais recente agrupa as
leptospiras saprofiticas em 7 espécies (Leptospira biflexa, Leptospira wolbachii,
Leptospira kmetyi, Leptospira meyeri, Leptospira vanthielii, Leptospira terpstrae €
Leptospira yanagawae) e o grupo de patogénicas em 8 espécies (Leptospira
interrogans, Leptospira kirschneri, Leptospira borgpetersenii, Leptospira santarosai,
Leptospira noguchii, Leptospira weilii, Leptospira alexanderi e Leptospira alstoni) (Ko
et al., 2009). Outras 5 espécies (Leptospira inadai, Leptospira broomii, Leptospira
fainei, Leptospira wolffii e Leptospira licerasiae), foram classificadas como
pertencentes ao grupo intermediario devido ao seu eventual comportamento patogénico

(LEVETT, 2001; BHARTI, 2003).

1.5 EPIDEMIOLOGIA

Uma variedade de sorovares pode causar infeccdo em humanos, no entanto, em
geral existe a predomindncia de poucos ou de um sorovar em cada regido, pais ou
situacdo epidemiologica (LEVETT, 2001; BHARTI et al., 2003).

Os diferentes sorovares das leptospiras podem apresentar preferéncia por
hospedeiros especificos (THIERMANN et al., 1984), por exemplo os ratos Rattus
Norvegicus (hospedeiro de manuten¢do) servem de reservatdrio para o sorovar
copenhageni (SCIALFA et al., 2010) e os ratos de casa (Mus musculus) carreiam o

sorovar ballum (SILVA et al., 2010).
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Os animais sdo reservatorios essenciais para permanéncia da transmissao da
infeccdo na natureza, sendo os seres humanos considerados apenas hospedeiros
acidentais (BHARTI et al., 2003). Os hospedeiros mais importantes sdo: roedores
peridomésticos, caes, eqiiinos, suinos, bovinos, caprinos ¢ marsupiais (JORGE et al.,
2011; WASINSKI et al., 2011). A urina do animal infectado pode ser eliminada no solo
ou em aguas contaminadas possibilitando a existéncia de varios padroes de transmissao
para o homem.

Tradicionalmente a leptospirose era considerada como uma doenga de padrao
rural ou ocupacional (MYERS & DIAZ, 1979), relacionado ao trabalho em lavouras de
arrozal ou em algumas profissdes que potencializavam exposi¢cdes a ambientes ou a
animais contaminados, como jardineiros, acougueiros e agricultores (FAINE, 1999;
NAJERA et al., 2005). Outro padrio epidemioldgico mais recentemente descrito ¢ o da
ocorréncia da doenca associada a viagens, eco-turismo (LESHEM et al, 2010) e
atividades de aventura (STERN et al., 2010), bem como praticas de atividades
esportivas (SEJVAR, et al., 2003; HAAKE et al., 2002) como evidenciado em um
grande surto que ocorreu entre nadadores que participavam de um triathlon nos Estados
Unidos (MORGAN et al., 2002). Além disso, existem relatos de surtos relacionados a
desastres naturais (CAMPANELLA et al., 1999).

Atualmente, com a expansdo das cidades e deslocamento dos agricultores para
os grandes centros, a leptospirose tornou-se um problema urbano (KO et al., 1999;
BHARADWAJ, et al., 2002). Um bilhdo de pessoas no mundo residem em favelas
(UNITED NATIONS, 2003) com condi¢des de saneamento precario, o que produz uma
condic¢do ecoldgica favoravel para transmissao da leptospirose por roedores (JOHNSON
et al., 2004, THIERMANN et al., 1977). Um estudo realizado em uma comunidade

carente de Salvador revelou que 15,4% apresentavam evidéncia sorologica de infecg¢ao
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prévia por leptospirose, € as pessoas que residiam em casas proximas a esgoto aberto, a
acumulo de lixo ou que possuiam baixa renda apresentaram um maior risco para
infeccdo por leptospiras (REIS et al., 2008).

No Brasil, a leptospirose ocorre de forma endémica em grandes centros urbanos
como Salvador, Sao Paulo e Recife, com um padrao de aumento no niumero de casos e
ocorréncia de surtos apos periodos de elevados indices pluviométricos e inundagdes
(SARKAR et al., 2002; KO et al., 1999; ROMERO et al., 2003; OLIVEIRA et al.,
2009). Em Salvador-BA as epidemias de leptospirose estdo associadas com altos indices
de letalidade (10-15%) e ocorrem principalmente em areas urbanas pobres, com falta de

saneamento basico (CALDAS & SAMPAIO, 1979; KO et al., 1999).

1.6 ASPECTOS CLINICOS

A leptospirose humana apresenta manifestacdes clinicas muito variaveis, com
diferentes niveis de gravidade (ABDULKADER et al., 2002; MAROTTO et al., 1999;
GUIA DE VIGILANCIA, 2009). A maioria das infec¢des caracteriza-se por uma
apresentagdo subclinica ou um quadro clinico discreto e auto-limitado, no qual sdo
geralmente observados sinais e sintomas como cefaléia, mialgia, dor abdominal,
nauseas e vomitos e sufusdo conjuntival (BHARTI et al., 2003). As formas mais leves
da doenga podem ser confundidas com outras doencas febris agudas como influenza,
dengue e hepatites (FAINE, 1999; BHARTI, 2003; SOUZA et al., 2007), devido a
inespecificidade dos sinais e sintomas. Diante disso, muitos casos de leptospirose sdao
sub-notificados (BOVET et al., 1999; ASHFORD et a/.,2002).

As formas graves costumam ter um curso clinico rapidamente progressivo,
caracterizado pelas mesmas manifestagdes vistas nas formas leves, adicionadas a

ictericia, insuficiéncia renal e sangramentos (BHARTI et al., 2003). A insuficiéncia
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renal na doenca grave pode ocorrer dentro de trés a quatro dias apds o inicio da doenga,
onde os pacientes frequentemente apresentam um rapido aumento na creatinina e uréia
sanguinea (MAROTTO et al., 1999). Insuficiéncia renal aguda costuma ser observada
em 50-80% dos pacientes hospitalizados com leptospirose (FARR, 1995; KENNEDY et
al., 1979). A ictericia ¢ determinada pelo aumento dos niveis de bilirrubina sérica,
principalmente na forma conjugada, e costuma ser acompanhada de niveis normais ou
discretamente elevada das transaminases (ABDULKADER et al., 2002).

Outro importante aspecto clinico da leptospirose ¢ a sindrome da hemorragia
pulmonar grave (SHPG), que pode ocorrer mesmo na auséncia de ictericia e
insuficiéncia renal. Séries de casos de pacientes com hemorragia pulmonar grave
associada a leptospirose foram descritas hd algumas décadas na Coréia e na China
(PARK et al., 1989, VIIAYACHARI et al., 2003). Entretanto, a literatura médica sobre
0 assunto cresceu consideravelmente a partir da descricdo de uma epidemia rural de
leptospirose na Nicaragua, em 1995, que teve a hemorragia pulmonar como a principal
complicacdo observada, desacompanhada de outros sinais de gravidade como a ictericia
(TREVEJO et al., 1998). Este padrao clinico apresenta elevada letalidade (>50%)
(NALLY et al., 2004; GOUVEIA et al., 2008) e ¢ considerado emergente em diferentes
partes do mundo onde a doenca ¢ considerada endémica, como na india, Australia e
Brasil (VIJAYACHARI et al., 2003; SIMPSON et al.,1998; DOLHNIKOFF et al.,
2007). Em Salvador, vigilancia epidemiologica ativa realizada no Hospital Couto Maia
desde 1996 identificou a sua emergéncia a partir do ano de 2003 (GOUVEIA et al.,

2008).
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1.6.1.1 FASES DA DOENCA

A doenga pode ser subdividida em 2 fases: a fase aguda também conhecida como
septicémica e a fase imune (FARR, 1995). A fase aguda pode durar de 4 a 7 dias de
sintomas, sendo possivel identificar o agente no sangue ou liquor dos individuos
infectados (FAINE, 1999; LEVETT, 2001). Apos esse periodo inicia-se a fase imune
com inicio no sétimo dia de sintomas, ¢ nesse periodo que se inicia a producao de
anticorpos aglutinantes da classe IgM e IgG (LEVETT, 2001; BHARTI et al.,2003)
(Figura 2). A soroconversdo dos anticorpos IgM pode ocorrer relativamente cedo de 5 a

7 dias apos o inicio da doenga, entretanto, ocorre mais frequentemente apartir de 10 dias

apos o inicio da doenga (Figura 2).
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Figura 2: Resposta sorologica e carga de leptospiras no sangue de acordo com o tempo

de doenga (SLACK, 2010).
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1.6.1.2 Fases da doenca: coleta de amostras para o diagndstico sorolégico

As amostras de sangue coletadas para sorologia da leptospirose devem ser
preferencialmente coletadas em dois momentos da doenga: a primeira amostra na
admissao do paciente no hospital (amostra de fase aguda), e uma segunda, que deve ser
coletada considerando o tempo de doenca em dias e ou intervalo suficiente (entre 7 a 10
dias de doenga) para observar soroconversao. A OMS (Organizagdo Mundial de Saude)
sugere a coleta de uma segunda amostra com intervalo de 14-21 dias entre as coletas
para realizagdo do teste de aglutinagdo microscopica. Para o ELISA IgM, nos casos em
que pacientes suspeitos da doenca nao forem confirmados pelo teste, especialmente se a
coleta da amostra aguda ocorreu antes do sétimo dia do inicio dos sintomas, ¢é
recomendavel a repeticdo com outra amostra coletada apos 7 dias da coleta da primeira
amostra (WHO, 2003).

A avaliagdo sorologica de amostras pareadas ¢ importante para detectar
aumento nos titulos entre duas amostras ou soroconversao. Geralmente, a soroconversao
(primeira amostra negativa e segunda amostra positiva (titulo acima do cut-off) ou um
aumento de quatro vezes ou mais no titulo (primeira amostra com titulo baixo e segunda
amostra com titulo 4x mais elevado) em amostras consecutivas de soro ¢ considerada
uma prova de diagnéstico de infec¢do recente. Um caso com titulo elevado de IgM no
ELISA em uma amostra de sangue, ¢ considerado caso confirmado para leptospirose e

considerado como infec¢do atual ou recente (WHO, 2003).

1.7 DIAGNOSTICO
Os exames laboratoriais sdo extremamente importantes na elucidagcdo
diagnostica de pacientes com suspeita de leptospirose (CUMBERLAND et al.,1999).

Os métodos mais utilizados na investigacao diagnoéstica da leptospirose apoiam-se na
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demonstragdo direta da presenga de leptospiras ou do seu DNA (testes moleculares) nas
amostras biologicas de pacientes, ou na demonstracdo indireta da infeccdo, pela
deteccao de anticorpos especificos contra diferentes epitopos antigénicos presentes nas

leptospiras (VINETZ, 2001).

1.7.1 DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

1.7.1.1 Visualizacio direta em campo escuro

Durante a primeira semana de infec¢do (3-7 dias do inicio dos sintomas)
(Figura 2) as leptospiras podem ser visualizadas por microscopia de campo escuro a
partir da observacdo direta de ldminas confeccionadas com materiais bioldgicos como
sangue, urina, tecidos e LCR (liquido cefalorraquidiano) (FAINE, 1999; KRAMER et
al., 1994). A vantagem da observacao direta ¢ a rapidez e a possibilidade de diagndstico
precoce. No entanto esse método nao ¢ usado com freqii€ncia na rotina clinica devido a
necessidade de técnico treinado e microscopico de campo escuro, além disso, a
subjetividade na leitura ocorre com freqiiéncia. Os principais motivos de confusdo no
diagnodstico sdo os artefatos, redes de fibrina e presenca de células (FAINE, 1999;

AHMAD et al., 2005).

1.7.1.2 Cultura

As leptospiras podem ser isoladas do sangue, tecidos, e LCR durante os
primeiros 7 a 10 dias da doenga e da urina durante a segunda a terceira semana da
doenca. A técnica possui baixa sensibilidade (14,3-50%) e requer de 4 a 15 semanas
para ser finalizada em fung¢ao do crescimento fastidioso das leptospiras (TRUCOLLO et
al., 2001; BROWN et al., 2003). O meio de cultura com o material inoculado precisa

ser submetido a analises por microscopia de campo escuro semanalmente por um
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periodo de até trés meses. Mesmo com as limitagdes listadas acima, o isolamento do
patogeno ¢ importante, pois além de fornecer o diagnéstico definitivo, permite
identificacdo do sorogrupo e sorovar do isolado. Esses dados tém utilidade
epidemiologica por sugeririrem potencial reservatérios animais na natureza, guiando
assim estratégias de controle e prevencao (KATZ et al., 2003;LEVETT et al.,

2003;MCBRIDE et al., 2005).

1.7.1.2.1 Caracterizac¢ao dos isolados de leptospira

A caracterizagdo dos isolados de leptospira pode ser realizada por métodos
sorologicos, e mais recentemente por métodos moleculares (BOURHY et al.,2010;
GALLOWAY & LEVETT, 2010). A caracterizagdo sorologica de isolados de leptospira
em nivel de sorogrupo ¢ realizada através da técnica de aglutinagdo microscépica
utilizando-se anticorpos policlonais produzidos em coelho (FAINE, 1999). A
classificacdo em sorovares ¢ realizada com a mesma técnica listada acima, no entanto
utilizam-se anticorpos monoclonais. O principal desafio na caracterizagdo dos
sorogrupos e sorovares dos isolados ¢ a necessidade de ser realizada em laboratérios de
referéncia que possuam o painel de anticorpos necessarios para caracterizagao do
isolado (TERPSTRA et a.l, 1985).

Tanto com propdsitos clinicos quanto para estudos epidemiologicos e ecoldgicos
da leptospirose, a classificacao de isolados de leptospira através de métodos moleculares
pode permitir maior precisao na determinagdo das fontes de transmissao (CERQUEIRA
& PICARDEAU, 2009). Para tanto, alguns métodos tém sido descritos e avaliados, tais
como: polimorfismo de fragmentos de restricao, ribotipagem, eletroforese em campo

pulsado (HEERRMAN et al., 1991; HEERRMAN et al., 1992 ), 16S RNA, métodos



28

baseados em PCR (RALPH et al., 1993) e mais recentemente, analise da variagao do

numero de repeticdoes em tandem (VNTR) (SLACK et al., 2005; MAJED et al., 2005).

1.7.1.3 Teste de susceptibilidade antimicrobiana:

Leptospiras sdo sensiveis a antibidticos beta-lactamicos, tetraciclinas,
fluoroquinolonas e estreptomicina. Problemas na determinag¢dao da susceptibilidade
incluem a demora na realizacdo do teste (CHARON et al, 1974), e a dificuldade em
quantificar o crescimento das leptospiras com precisdo. Estas restricdes tém limitado o
desenvolvimento de métodos rapidos e padronizados para testar a susceptibilidade

antimicrobiana das leptospiras (FAINE, 1999).

1.7.2 DIAGNOSTICO MOLECULAR

Outra forma de demonstrar a presen¢a de leptospiras em amostras clinicas € o
uso de testes moleculares baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que
apresentam alta sensibilidade quando comparados aos testes microbiologicos (AHMAD
et al., 2005). Merien e colaboradores (1992), utilizando a PCR convencional em
amostras clinicas de urina, liquido cefalorraquidiano (LCR) e sangue de humanos,
afirmaram que este pode ultrapassar a cultura em sensibilidade, no entanto nao foi
possivel diferenciar leptospiras patogénicas e nao patogénicas (MERIEN ef al, 1992).

Diversos métodos baseados na PCR em tempo real (Real time PCR) foram
introduzidos como uma ferramenta sensivel e especifica para a deteccao de leptospiras
(TRUCCOLO et al., 2001; AHMED et al., 2009). Estudos utilizando PCR em tempo
real através do método SYBR-Green I (alvo g DNA) demonstraram ser esta técnica
capaz de detectar até 50 leptospiras/mL no sangue de pacientes infectados (MERIEN et

al., 2005). Em outro estudo utilizando PCR em tempo real com a metodologia Tagman
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(alvo 16sRNA) foi possivel detectar um minimo de 2 leptospiras/mL no soro e de 10
leptospiras/mLna urina dos pacientes estudados (SMYTHE et al., 2002).
Uma limitagdo da PCR ¢ a possibilidade de resultados falso positivo, decorrentes

de contaminacao durante o processamento, extracdo de DNA ou analise da amostra.

1.7.3 DIAGNOSTICO SOROLOGICO
1.7.3.1 Teste de aglutinacdo microscopica (MAT)

O teste de aglutinagdo microscopica se baseia na antiga prova de aglutinagdo
com lise das células desenvolvida por Martin & Petit (1918) e modificada
posteriormente por Cole e colaboradores (1973). O teste foi descrito logo apds o
primeiro isolamento do organismo (IDO et al., 1916; LEVETT, 2001). Naquela época
poucos sorovares eram reconhecidos, € houve poucas tentativas de padronizar a
metodologia entre os laboratorios. O principal motivo para a auséncia de padronizacdo
era a dificuldade em quantificar com exatiddao a densidade de leptospiras (COLE et al.,
1973). Muitos outros métodos de diagnostico soroldgicos foram desenvolvidos e tém
sido aplicados, mas o0 MAT ainda ¢ considerado o teste soroldgico de referéncia (WHO,
2003).

O MAT baseia-se na identificacdo por microscopia de campo escuro da
aglutinagdo do soro do paciente com antigenos de leptospira (BABUDIERI, 1961).
ApoOs a incubacdo, a mistura soro-antigeno ¢ examinada microscopicamente para
observac¢do de aglutinacdo. Uma reacdo ¢ considerada positiva (Figura 3B) quando
menos de 50% das leptospiras estdo livres, em comparacao a um controle apenas com

antigenos vivos (Figura 3A).
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Figura 3: Ilustracdo de uma reagdo no teste de aglutinacdo microscopica em
microscopia de campo escuro 200X. Figura 3A. Controle negativo ¢ Figura 3B.

Reacdo positiva. Fonte: WHO, 2003.

Considera-se caso confirmado pelo MAT, aquele que apresenta soroconversao,
ou uma variacao soroldgica nos titulos de anticorpos de quatro vezes ou mais. Os casos
que ndo apresentam variacdo soroldgica nos titulos entre duas ou mais amostras
permanecem como casos presuntivos. O provavel sorogrupo infectante é o que
apresenta maior titulo, se mais de um sorogrupo apresentar o maior titulo o resultado ¢
considerado como rea¢do mista € o provavel sorogrupo infectante ndo ¢ determinado
(FAINE,1999).

Essa técnica, detecta tanto anticorpos da classe IgM quanto IgG (FAINE, 1999),
¢ especifica porque os antigenos de superficie que reagem durante a aglutinagdo ndo
sao compartilhados com outros microorganismos.

Outra vantagem deste teste ¢ a capacidade de presumir o sorogrupo envolvido na
infeccdo apartir do sorogrupo que sofreu maxima aglutinacdo com o soro testado.
Viérios estudos avaliaram a capacidade da técnica em predizer o sorovar, no entanto sem
sucesso (LEVETT et al., 2003; KUSUM et al., 2005). Em um estudo realizado por Katz
e colaboradores (2003), o MAT apresentou 44.6% de concordancia entre o sorovar

presumido e aquele confirmado apds sorogrupagem dos isolados (KATZ et al., 2003).
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Uma das limitagdes do teste ¢ a necessidade de ser realizada em laboratorios de
referéncia com pessoal bem treinado e disponibilidade de um painel de leptospiras vivas
que promovam uma cobertura adequada da diversidade antigénica de leptospiras
existentes no local presumivel de ocorréncia da infec¢ao. Por isso, ¢ recomendavel, que
o painel de cepas utilizadas no teste inclua leptospiras de cada um dos 24 sorogrupos de
leptospira, além de isolados do local onde o teste esta sendo realizado (FAINE, 1999).

A principal dificuldade no desempenho do MAT ¢ a necessidade de amostras
pareadas (uma amostra coletada na fase aguda e outra coletada >14 dias apds a coleta da
primeira) (WHO, 2003). Estudos prévios tém mostrado que o MAT possui alta
sensibilidade (>90%) (DE ABREU FONSECA et al., 2006) e alta especificidade
(297%) (CUMBERLAND et al., 1999) em amostras convalescentes de pacientes, no
entanto quando realizado em amostras com menos de 7 dias de doenca a sensibilidade
pode variar de 30 a 48.7% (CUMBERLAND et al., 1999; BAJANI et al., 2003)

(Quadro 1).
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Quadro 1. Sensibilidade do MAT e do ELISA de acordo com o tipo de amostra de soro

testado (Adaptado de MCBRIDE et al., 2005).

Sensibilidade
Cidade (referéncia)  Teste (formato) Padrao Ouro Primeira Segunda Especificidade
Multicéntrico ELISA (Comercial) Cultura+ ou 57%" 84% * 96-99%
(Smits et al., 2001) MAT Soroconversdo no  70% 81% 99-99%
MAT
Barbados ELISA (In house) Cultura+ 52%° 89%" 94%
(Cumberland et al., MAT 29% 63% 97%
1999)
Multicéntrico ELISA (Pan Bio) Cultura+ ou 49% ° 75% © 97%
(Bajani et al, 2003) MAT Soroconversdo no 499, 94% 97%
MAT

“Primeira amostra coletada com 0-10 dias e segunda >10 dias de sintomas, "Primeira amostra
coletada no dia da internagdo e a segunda no quinto dia de hospitaliza¢do, “Primeira amostra

coletada com 0-14 dias e segunda >14 dias de sintomas.

1.7.3.2 Critérios para confirmacio de casos: padrao ouro

A confirmacdo definitiva dos casos de leptospirose ¢ realizada através do
isolamento da bactéria, no entanto em virtude das limitagdes para sua realizacdo, os
testes sorologicos também sao considerados na confirmacao dos casos. Poucos trabalhos
utilizam apenas um resultado de cultura positiva como padrao ouro de confirmagao

(CUMBERLAND et al., 1999). A maioria dos trabalhos utilizam uma combinagdo de

métodos (cultura e sorologia positiva € ou soroconversdao ou aumento de titulo entre
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duas amostras no MAT) como padrao de confirmacao (SMITS et al., 2001; BAJANI et

al.,2003,CRODA et al., 2007, MCBRIDE et al., 2007; EFFLER et al., 2002).

1.7.3.3 ELISA (Ensaio imunoenzimatico)

Devido a complexidade do MAT, testes rapidos € com base em ELISA foram
desenvolvidos. Tanto o ELISA quanto os testes rapidos t€ém como finalidade permitir
um diagnostico mais precoce de forma a antecipar a introdug¢do de tratamento com
terapia especifica (ADLER et al., 1980). Além disso, o ELISA ¢ um teste de facil
execugdo e permite detectar anticorpos mais precocemente que o MAT (AHMAD et
al.,2005; LEVETT et al.,2001, MCBRIDE et al.,2007, TANSUPHASIRI et al., 2005).

A principal diferenga entre os ELISAs empregados no diagnostico da
leptospirose ¢ o antigeno utilizado na etapa de sensibilizagdo das placas teste. Esses
antigenos podem ser extratos bruto de diferentes sorovares ou de apenas um Unico
sorovar, incluindo-se cepas patogénicas e ndo patogénicas (CUMBERLAND et al.,
1999; LEVETT & WHITTINGTON, 1998; LEVETT et al., 2001; EFFLER et al.,
2002).

A utilizag¢do de cepas ndo patogénicas como antigeno visa diminuir os riscos de
contaminagdo acidental para o operador. A principal desvantagem desses testes sdo a
baixa especificidade e reprodutibilidade (BLACKSELL et al., 2006).Varios estudos
avaliaram ELISA IgM utilizando como antigeno L.biflexa Patoc. Em estudo realizado
pelo grupo de Salvador, com amostras randomizadas de pacientes participantes de uma
vigilancia para leptospirose, foi avaliada a sensibilidade e especificidade de 4 testes
diagnosticos para leptospirose (MCBRIDE et a/.,2007). Foi testado um ELISA IgM
(Panbio) com placas sensibilizadas com L.biflexa, e a sensibilidade observada foi maior

(87,5%), quando comparadas com o ELISA de leptospiras patogénicas (79,2%). Em
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contrapartida, a especificidade foi menor (87,5%) quando comparado ao ELISA com
antigeno bruto de leptospiras patogénicas (95%) (MCBRIDE et al.,2007).

Existem trabalhos que utilizam ELISA IgM com cepas patogénicas de dois ou
mais sorovares representantes da regido. ADLER et al. (1980), utilizaram sonicados de
leptospiras pertencentes aos sorovares pomona, Hardjo e copenhageni, frente a
conjugados anti-IgM e anti-IgG humanos. Os resultados foram comparados com o
padrao ouro MAT confirmado. O ELISA IgM demosntrou-se mais sensivel, e além
disso detectou anticorpos IGM mais precocemente do que o MAT (ADLER et al.,
1980).

Um ELISA IgM com antigeno bruto de leptospiras interrogans (sorovar
copenhageni), foi validado pelo grupo de pesquisa de Salvador-BA. Foram utilizadas
amostras randomicas de pacientes atendidos no Hospital Couto Maia. A sensibilidade
em pacientes de fase aguda com menos de 7 dias de sintomas foi de 54% comparado a
46% no MAT, no entanto em pacientes com mais de 7 dias de sintomas a sensibilidade
elevou-se para 79.2% (MCBRIDE et al.2007). Embora possam ocorrer reacdes
cruzadas com outras doengas, como dengue e hepatites, a especificidade pode alcancar
>95% (MCBRIDE et al., 2007).

A sensibilidade do ELISA IgM na amostra aguda geralmente ¢ maior que a
observada no MAT, especialmente entre pacientes com mais de 7 dias de doenga. A
sensibilidade pode variar de 49 a 70% (Quadro 1) (BAJANI et al.,2003; SMITS et al.,
2001). Em amostras convalescentes, a sensibilidade do ELISA pode alcangar >94%
quando comparado com o MAT como referéncia (Quadro 1) (BAJANI ef al.,2003).

Estudos realizados com kits de ELISA IgG observaram sensibilidade de 93,2%
em amostras de pacientes com 10-25 dias de sintomas quando comparados com o

padrao ouro (MAT). Apesar de o ELISA IgG nao ter utilidade significante para a fase
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aguda da doenca, ele pode ser util durante vigilancia epidemiologica ou como um
complemento ao MAT (VANASCO et al., 2007).

Testes de ELISA que utilizam como antigeno proteinas recombinantes que
apresentam um papel na patogénese da doenca tem sido desenvolvidos e avaliados com
objetivo de aumentar a sensibilidade diagnostica, especialmente nos primeiros dias da
doenga (CRODA et al., 2007). O desempenho de testes utilizando a proteina GroEL nao
foram encorajadores (FLANNERY et al., 2001). No entanto outras proteinas como
LipL32 e imunoglobulin-like (Lig) apresentaram resultados promissores
(MATSUNAGA et al., 2003; KOIZUMI&WATANABE, 2004).

Em um estudo realizado na india utilizando a proteina recombinante Lipl32 para
um Dot-ELISA, a sensibilidade encontrada foi de 96% e especificidade de 91% em
amostras coletadas com menos de 7 dias de sintomas (DEY et al., 2008). Em outro
estudo utilizando proteina recombinante imunoglobulin-like (Lig) em um ELISA
imunoblot a sensibilidade e especificidade chegaram a (>90%) (CRODA et al., 2007).

Mesmo com desempenho satisfatorio, o ELISA utilizando proteina
recombinante ainda ndo se encontra disponivel para laboratérios de rotina clinica,

especialmente pela dificuldade de produgdo em larga escala de proteina.

1.7.3.4 OUTROS TESTES

Vérios outros testes soroldgicos foram desenvolvidos, como a reagao de
hemaglutinagio indireta, Lepto-disptick e dot-ELISA (SMITS et al., 2000; BRANDAO
et al., 1998; CHIRATHAWORN et al., 2007).

O teste de hemaglutinagdo indireta foi descrito por muitos autores como uma

técnica rapida, pratica e com alta sensibilidade e especificidade. O teste desenvolvido
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pelo Centro de controle de zoonoses demonstrou 92% de sensibilidade e 95% de
especificidade (AHMED et al, 2005). No entanto, os resultados sao controversos, visto
que em varios estudos a sensibilidade do teste ndo chega a 50% (LEVETT et al, 2001;
BAJANI et al, 2003). Portanto esse teste nao ¢ indicado para triagem de casos de
leptospirose.

Os testes rapidos Lepto-disptick e lateral-flow sdo considerados mais
promissores para utilizagdo na rotina clinica, e reconhecimento precoce de casos. No
entanto, tais testes tém exibido sensibilidade variavel conforme a localidade em que
foram avaliados (SEHGAL et al., 2003;YERSIN et al., 1999; VIJAYACHARI et al.,
2002).

Um estudo que avaliou oito testes rapido para o diagndstico da leptospirose na
fase aguda da doenca identificou sensibilidade de: 29% na hemaglutinag@o indireta,
34% a 52% em diferentes tipos de lepto-disptick, 40% na imunofluorescéncia IgM, 36%
e 48% em dois ELISA IgM indireto e 48% em um ELISA seriado. O teste com maior
sensibilidade encontrada nesse estudo foi a aglutinacdo em latex com 86% (EFFLER et
al., 2002).

Outra técnica aplicada a detec¢do de anticorpos ¢ a contra-imunoeletroforese, no

entanto ela ndo foi padronizada e ndo ¢ amplamente utilizada (AHMED et a/, 2005).

1.8 MANEJO TERAPEUTICO

A antibioticoterapia estd indicada em qualquer estagio da infec¢ao, no entanto
sua eficacia parece ser maior quando iniciada até o quarto dia de doenga. A terapia de
suporte ¢ fundamental para as complicacdes como insuficiéncia respiratoria aguda e

hemorragia pulmonar.
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Em casos hospitalizados s3o indicadas medidas como: reposi¢cdao
hidroeletrolitica, assisténcia cardiorrespiratoria, transfusdes de sangue e derivados,
nutricdo enteral ou parenteral e protecao gastrica. O acompanhamento do volume
urinario e da funcao renal ¢ fundamental para se indicar o inicio precoce de didlise, o

que reduz o dano renal e a letalidade da doenca (GUIA DE LEPTOSPIROSE, 2009).

1.9 PREVENCAO

A prevencao da leptospirose ¢ baseada no controle de animais reservatorios por
meio de medidas de saneamento ambiental e ado¢ao de medidas de prevengao pessoal
como a protecdo de pessoas contra o contagio direto com animais ou indiretos com
ambientes contaminados por Leptospira.

Pessoas com exposigdes de alto risco, como trabalhadores em campos inundados
devem ser orientados a evitar o contato direto com 4dgua potencialmente contaminada ou
lama, e quando ndo for possivel evitar o contato devem usar equipamentos de prote¢ao
individual, como sapatos de borracha e luvas. Em caso de existéncia de lesdo na pele, o
trabalhador deve proteger o local ferido do contato com ambiente potencialmente
contaminado e de potenciais reservatorios.

Agdes como o saneamento basico, esgotamento sanitério e coleta do lixo, devem
ser feitas para evitar a proliferacdo de roedores € a contaminagao do solo e das aguas.
Além disso, ¢ importante a conscientizagdo da populagdo sobre mediadas de prevengao
e controle.

O diagnostico precoce também € de extrema importancia para definicdo do
manejo clinico e diminuigdo de casos que necessitam de internagdao em leitos de unidade

intensiva e do numero de Obitos.
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2. HIPOTESE

Nos hipotetizamos que:

e O protocolo de avaliagdo soroldgica combinada de amostras de soro coletadas na
fase aguda precoce e aguda tardia da doenca apresentam sensibilidade mais
elevada quando comparados a dois diferentes padroes de referéncia (MAT e

hemocultura) para o diagnostico da leptospirose.
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3. JUSTIFICATIVA

As duas técnicas mais utilizadas na confirmagao laboratorial dos casos de
leptospirose sdo o ELISA IgM e o MAT (CRODA et al., 2007; BRANDAO et al.,
1998). Apesar de o ELISA exibir algumas vantagens em relagdo ao MAT, como
rapidez, facilidade na execugdo e interpretagao, ele nao € considerado como método de
referéncia no diagndstico da doenca por ndo garantir que a presenga de anticorpos
contra leptospira se deva a doenga atual. Em contraste, o0 MAT permite observar
soroconversdao ou aumento de titulo contra sorogrupos de lepospira entre amostra de
soro aguda e convalescente e, por isso ¢ considerado como método definitivo na
confirmacao do diagnoéstico de leptospirose (WHO, 2003).

De acordo com a recomendacao da OMS, a coleta da amostra convalescente
deve ser feita 14 a 21 dias apds a coleta da amostra aguda. Entretanto, nem sempre a
coleta de uma amostra convalescente ¢ possivel por motivos como, Obito ou alta
hospitalar antes do intervalo recomendado para coleta da amostra, o que dificulta o uso
do MAT como teste de referéncia para confirmacdo diagnostica da leptospirose
(DASSANAYAKE et al, 2009). Além disso, a necessidade de uma amostra
convalescente coletada 14 dias apds a coleta da amostra aguda impede que o
diagnostico definitivo da doenga seja feito em tempo habil para auxiliar tanto no manejo
clinico do paciente quanto na investigacdo de surtos. Uma possivel alternativa para
ampliar a oportunidade de emprego do MAT na confirmagdo definitiva de casos de
leptospirose seria reduzir o intervalo entre a coleta das duas amostras de soro.
Entretanto, apenas um estudo avaliou a sensibilidade do MAT quando realizado em
amostras pareadas coletadas com um intervalo menor. Em Barbados, Cumberland et al.
(1999) demonstraram que a avaliagdo de uma amostra aguda tardia coletada cinco dias

apos a coleta da amostra aguda precoce tinha uma sensibilidade de 63% pelo MAT e de
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89% pelo ELISA no diagnostico de pacientes (hospitalizados) com a suspeita da doenca
utilizando hemocultura como padrao ouro (CUMBERLAND et al., 1999).

Nos pretendemos investigar a viabilidade e desempenho do uso de amostras de
soro agudo pecoce e agudo tardio no diagnostico por MAT e ELISA de pacientes com
leptospirose confirmada por métodos de referéncia (hemocultura ¢ MAT realizado em
amostra aguda precoce e convalescente) identificada prospectivamente através de uma

vigilancia hospitalar de base populacional na cidade de Salvador.
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4. OBJETIVO GERAL

Avaliar o desempenho do MAT e ELISA IgM no diagnostico da leptospirose
utilizando uma amostra de sangue aguda precoce e uma aguda tardia coletadas
com intervalo entre as coletas de cinco dias em comparacdo a hemocultura e
MAT realizado em amostra aguda precoce e amostra convalescente coletadas

com o intervalo tradicionalmente recomendado de >14 dias.

4.1 Objetivos especificos

e Determinar se 0 MAT da amostra aguda tardia pode melhorar a eficiéncia
dos protocolos de confirmacdo diagndstica de pacientes hospitalizados

por leptospirose.

e Determinar se o ELISA IgM da amostra aguda tardia pode melhorar a
eficiéncia dos protocolos de confirmagdo diagnostica de pacientes

hospitalizados por leptospirose.
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5-METODOS

5.1 Desenho do estudo

5.1.1 Vigilancia para leptospirose: Desde 1996, um estudo de vigilancia hospitalar
ativa de base populacional realiza inclusdo prospectivamente de pacientes com suspeita
de leptospirose em Salvador, Bahia. A vigilancia ¢ realizada no Hospital Couto Maia,
unidade de referéncia para doengas infecciosas na Bahia e responséavel pela notificagao
de mais de 95% dos casos de Salvador (KO et al., 1999). Nosso estudo foi um corte
transversal dos pacientes com suspeita de leptospirose e identificados por esta vigilancia

no periodo de 2003 a 2009.

5.1.2 Populagdo estudada: Foram incluidos no estudo residentes de Salvador,
hospitalizados com manifestagdes clinicas sugestivas de leptospirose como febre,
cefaléia e mialgia, associados a ictericia ou insuficiéncia renal, ou sangramentos. Esses
pacientes foram identificados através de revisao do livro de registros do hospital, e
convidados a participar do estudo mediante assinatura de termo de consentimento livre e
esclarecido (Anexo I). Dados demogréficos e sobre a apresentacdo e evolugdo clinica
foram coletados através de entrevistas com questiondrios padronizados e revisdes de
prontudrio (Anexo II). Foram excluidos do estudo pacientes que durante a
hospitalizagdo receberam diagnostico clinico ou confirmagao laboratorial ou radioldgica

para outra doenca.

5.1.3 Coleta de amostras: Para confirmacdo soroldgica dos casos suspeitos de
leptospirose, a equipe de vigilancia coletou sempre que possivel amostra de sangue dos
pacientes em trés momentos: nas primeiras 24h apos a admissdo hospitalar (amostra

aguda precoce), quatro dias apds a coleta da amostra aguda precoce (amostra aguda



43

tardia) e quatorze a vinte e um dias apds da coleta da amostra aguda precoce (amostra
convalescente). Variacdes no momento da coleta das amostras aguda precoce, aguda
tardia e convalescente aconteceram para alguns pacientes. Nas situagdes em que o
paciente recebeu alta hospitalar antes de completar quatorze dias da data de coleta da
amostra aguda precoce, uma equipe da vigilancia visitou o paciente em seu domicilio
para coleta da amostra convalescente. As amostras de sangue foram centrifugadas a
14.000 RPM por 10 minutos para separacdo do soro que foi entdo aliquotado e
preservado congelado a -20°C até a realizagdo dos testes sorologicos.

Adicionalmente aos métodos soroldgicos, sempre que possivel, a vigilancia coletou
amostra de sangue nas primeiras 24h da admissdo hospitalar para realizacdo de
hemocultura para leptospira. A hemocultura foi realizada a partir da semeadura de duas
gotas de sangue total em tubos com meio de cultura EMJH liquido e semi-solido a
0,1%. Os tubos foram mantidos em estufa a 28°C e examinadas semanalmente por
dezesseis semanas através de microscopia de campo escuro para observar crescimento

de leptospira.

5.2 Confirmacao laboratorial dos casos:

5.2.1 Teste de aglutina¢do microscopica (MAT): Para realizacio do MAT, os soros
foram diluidos a 1:50 e 50 ul dispostos em microplacas de poliestireno identificadas
com os numeros dos soros dos pacientes no estudo. Um painel composto por 6 das 23
cepas de referéncia recomendadas pela OMS, mais uma cepa isolada de um paciente de
Salvador no ano de 1996 foram utilizados como antigeno (Tabela 1). Os sorogrupos
presentes neste painel representam 96% dos sorogrupos das 63 cepas de leptospira
isoladas de pacientes incluidos nesse estudo. Para a formagdo da bateria de cepas

utilizadas no teste, foi realizada uma avaliagdo prévia de 4 anos (1996-2000) com a
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bateria completa de 23 sorogrupos, dessa avaliacdo foi retirada as cepas que tiveram
frequéncia minima de 5%. As culturas das cepas utilizadas no MAT estavam com cerca
de 4 a 7 dias de crescimento e livres de auto-aglutinagdo ou contaminagdo. As culturas
foram diluidas em PBS 1X a 1:4 e avaliadas quanto adequacdo da sua concentragao
cultura-PBS. Distribuiu-se 50ul da solug¢dao cultura-PBS em cada pogo das placas ja
contendo os soros previamente diluidos, resultando uma concentragao de 1:100. Quando
observada aglutinacdo de >50% das leptospiras para o titulo de 1:100, os soros foram
testados com dilui¢des seriadas de duas vezes para obtencdo do titulo maximo. Os
critérios de confirmacdo do diagndstico de leptospirose pelo MAT utilizados no estudo
foram: presenca de soroconversao ou aumento de 4 vezes no titulo entre duas amostras
de soro, ou titulo > 1:800 em pelo menos uma amostra de soro. Foram considerados
casos provaveis os pacientes que apresentaram titulo entre 1:200 e 1:400 em pelo menos
uma amostra. O sorogrupo presuntivo foi determinado pela cepa que apresentou maior
titulo no MAT e as reagdes mistas foram consideradas quando a amostra do paciente

reagiu com titulo maximo igual para mais de uma cepa de sorogrupos diferentes.

Tabela 1. Listas das cepas, sorogrupos e sorovaes utilizados para realizacdo do MAT no

estudo.

No. Cepa Sorogrupo Sorovar

1 Fiocruz L1 130  Icterohaemorrhagiae =~ copenhageni
2 M20 Icterohaemorrhagiae ~ copenhageni
3 Hond Ultrecht Canicola canicola

4 Akiyami A Autumnalis autumnalis

5 MUS 127 Ballum ballum

6 Duyster Grippotyphosa grippotyphosa
7 Patoc 1 Semaranga patoc
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5.2.2 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) IgM para leptospirose: Os ELISAs para
leptospirose foram realizados com o Kit de ELISA IgM indireto fornecido por
biomanguinhos/Fiocruz segundo descricdo de uso do fabricante. A leitura das
microplacas foi realizada em espectrofotometro com um comprimento de onda de
450nm. A razado entre as densidades 6ticas (OD) obtidas para o soro dos pacientes ¢ a
média da OD dos soros controles foram usados para definir reatividade no ELISA IgM.
Assim, a amostra foi definida como reagente quando apresentava a razao OD da
amostra / OD do controles > 1,2, e ndo reagente quando esta razdo foi < 1,2. Esse
calculo foi realizado através de uma programacdo realizada no espectrofotdometro

TECAN.

5.2.3. Sorogrupagem dos isolados: Todos os isolados obtidos através das hemoculturas
foram testados por MAT contra 20 soros hiper-imunes pertencentes a 20 sorogrupos
distintos. O sorogrupo do isolado foi definido como sendo aquele cujo soro reciproco

apresentou maximo titulo.

5.2.4. Sorotipagem: Foi utilizado um painel com 4 anticorpos monoclonais para
identificagdo de sorovares do sorogrupo Icterohaemorragiae através da MAT com
diluigdes seriadas que variaram de 1:100 a 1:51.200. O anticorpo Mab F70 C24
apresentava reacao especifica contra o sorovar copenhageni, o C14-10 contra sorovar
Icterohaemorragiae, Mab F12 (C3-11 contra sorovares Icterohaemorragiae e
copenhageni ¢ o Mab F89 Cl12 contra sorovares de outro sorogrupo que nao
Icterohaemorragiae. Para determinacdo do sorovar foi considerado o maior titulo no
anticorpo especifico. Os sorovares dos isolados que ndo pertenciam ao sorogrupo

Icterohaemorragiae ndo foram determinados.
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5.3 ANALISES ESTATISTICAS

5.3.1 Determina¢do do desempenho do diagndstico sorolégico com uso das
amostras aguda precoce e aguda tardia: Para determinar a sensibilidade do uso das
amostras aguda precoce e¢ aguda tardia para o diagnéstico de leptospirose por MAT e
ELISA, foi avaliado apenas o grupo de pacientes em que foi possivel coletar as 3
amostras de soro. A sensibilidade do MAT para o uso de amostras aguda precoce e
aguda tardia foi determinada pela razdo entre o nimero de vezes em que se confirmou o
diagnostico de leptospirose pelo MAT realizado nas amostras aguda precoce e tardia
conforme os critérios de confirmagdo previamente definidos em comparacdo a dois
diferentes critérios de certeza diagnostica: 1) soroconversdo, aumento maior ou igual a
quatro vezes entre os titulos ou titulo > 1:800 em pelo menos uma das amostras quando
se testava as amostras aguda precoce e convalescente; e 2) hemocultura positiva para
leptospira. A sensibilidade do ELISA para o uso de amostras aguda precoce e aguda
tardia foi determinada pela razdo entre o numero de vezes em que se confirmou o
diagnostico de leptospirose pelo ELISA realizado nas amostras aguda precoce e tardia
conforme os critérios de confirmagdo previamente definidos em comparacdo aos
mesmos dois critérios de certeza diagndstica. O valor preditivo negativo do MAT e do
ELISA quando testadas as amostras aguda precoce e aguda tardia foram mensurados
para determinar a frequéncia com que um resultado negativo no MAT ou no ELISA
realizado nas amostras aguda precoce e tardia poderia predizer corretamente que o

resultado permaneceria negativo ap6s o teste por MAT da amostra convalescente.

5.3.2 Analises estatisticas: As analises estatisticas foram realizadas utilizando o

programa Epi Info para Windows v3.2 (CDC, Atlanta, GA, USA) . Foram calculados
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intervalos de confianca de 95% para as medidas de sensibilidade e valores preditivos
negativos. As caracteristicas dos casos foram descritas através de frequéncias para
variaveis categoricas, e através de médias e desvio padrao ou medianas e intervalo
interquartil (IIQ) para varidveis continuas paramétricas e ndo paramétricas,
respectivamente. Para comparagdo das proporcdes foi utilizado o teste chi-quadrado.
Para comparagdo das varidveis continuas foi utilizado o teste de Wilcoxon rank-sum e t
de student. Um valor de p < 0.05 em um teste bicaudal foi utilizado para definir

diferengas estatisticamente significantes.
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6- RESULTADOS

Pacientes

No periodo do estudo, a vigilancia identificou 938 pacientes com suspeita
clinica de leptospirose. A idade média dos pacientes foi de 35+15 anos e a maioria era
do sexo masculino (85%). A maioria dos pacientes apresentavam manifestacdes clinicas
de gravidade no momento da admissdo hospitalar, sendo as mais frequentes a presenca
de ictericia (85%), 66% e 53% dos pacientes apresentavam creatinina >2 mg/dL e uréia
>100 mg/dL, respectivamente), taquipnéia (>28/min; 27%) e hemoptise (23%) (Tabela
2). A admissdo em unidade de terapia intensiva foi necessaria para 30% dos pacientes,
enquanto que didlise e transfusdo sanguinea foram realizadas em 24% e 15% dos
pacientes, respectivamente. A taxa de letalidade observada foi de 16% (Tabela 2). As
manifestagdes clinicas iniciais dos pacientes que tiveram as trés amostras de sangue
coletadas foram semelhantes aquelas observadas nos pacientes em que pelo menos uma
das amostras ndo foi coletada. Entretanto, a evolucdo clinica dos pacientes que tiveram
as trés amostras de sangue coletadas foi menos grave do que a evolugdo nos pacientes
em que pelo menos uma das amostras nao foi coletada (frequéncia de admissao em UT],
25% vs. 33%, respectivamente; letalidade, 2% vs. 26%, respecivamente (Tabela 2). Os
pacientes com as trés amostras coletadas foram mais frequentemente confirmados pelo
MAT e tiveram mais frequentemente o ELISA IgM reagente (Tabela 2). No entanto, a

frequéncia de positividade na hemocultura foi semelhante entre os dois grupos.
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Tabela 2. Caracteristicas dos pacientes com suspeita clinica de leptospirose incluidos
no estudo, de acordo com o nimero de amostras de sangue coletadas, Salvador, 2003-

2009 (n=938).

Niimero de amostras coletadas Total n=938 Valor P°
Trés (n=362) Duas ou menos
Caracteristicas (n=576)"
No. N (%) ou No. N (%) ou No. N (%) ou
Media +DP Media +DP Media +DP

Idade (anos) 361 35+15 575 35+15 936 35+15 1,00
Sexo 362 306 (84) 575 484 (84) 937 790 (85) 1,00
Manifestacées na admissiio

Dias de sintomas 355 6+3 563 6+4 918 6+3.5 0,50
Sufusdo conjuntival 278 71 (25) 368 102 (28) 646 173 (27) 0,57
Ictericia 360 299 (83) 569 490 (86) 929 789 (85) 0,16
Freqiiéncia respiratoria >28 320 88 (27) 457 132 (29) 777 220 (28) 0,63
Hemoptise 304 65 (21) 329 80 (24) 633 145 (23) 0,54
Oliguria 290 119 (41) 304 112 (37) 594 231 (39) 0,33
Creatinina >2mg/dL 346 225 (65) 426 275 (65) 772 500 (65) 1,00
Uréia >100 mg/dL 347 184 (53) 430 228 (53) 777 412 (53) 1,00
Intervencdes terapéuticas

Unidade de terapia intensiva 361 91 (25) 571 189 (33) 932 280 (30) 0,01
Transfusdo de sangue 360 61 (17) 570 81 (14) 930 142 (15) 0,31
Dialise 361 82 (23) 571 146 (25) 932 228 (24) 0,54
Evolucio

S.H.P.§° 340 17 (5) 484 64 (13) 824 81 (10) 0,01
Obito 360 7(2) 573 148 (26) 933 155 (16) 0,01
Diagnoéstico laboratorial

Confirmagio pelo MAT? 362 302 (83) 554 329 (60) 916 631 (69) 0,01

Confirmagao pela cultura 150 36 (24) 125 27 (21) 275 63 (22) 0,40
Reagentes no ELISA IgM* 362 312 (86) 531 399 (72) 893 711 (80) 0,01
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“Inclui pacientes com coleta de apenas amostra aguda precoce (n=183), de amostra aguda precoce e aguda
tardia (n=226), de amostra aguda precoce e amostra convalescente (n=121), e sem coleta de amostra
(n=40).
PUtilizamos o chi-quadrado para variaveis categoricas e t de student para as variaveis continuas (valor P
<0.05).

‘Sindrome da hemorragia pulmonar severa. “Teste de aglutinagio microscopica (MAT) e ELISA IgM.
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Coleta das amostras
Dos 938 pacientes identificados pela vigilancia, foi possivel coletar trés amostras de
sangue de 362 (40%) pacientes, amostras aguda precoce e aguda tardia de 226 (25%),
amostras aguda precoce e convalescente de 121 (13%), e amostras aguda tardia e
convalescente de 6 (2%). Para 183 (20%) pacientes s6 foi possivel coletar a amostra
aguda precoce e para 40 (4%) ndo foi possivel coletar nenhuma amostra (Tabela 3).
Tabela 3. Confirmagao laboratorial dos 938 pacientes com suspeita clinica de

leptospirose de acordo com tipo de soro coletado.

Critério de Numero de pacientes de acordo com o tipo de soro coletado
confirmagao
Aguda precoce/ Aguda Aguda Aguda tardia/ Aguda Nenhuma Total
Aguda tardia/ precoce/ precoce/ convalescente precoce (n=40) (n=938)
convalescente convalescente Aguda (n=6) (n=183)
(n=362) (n=121) tardia
(n=226)

Numero (%)

Confirmados 302 (83) 97 (80) 180 (80) 5(83) 58(32) 12) 643 (68)
Aumento de titulo® 232 (77) 66 (68) 139 (77) 1(20) 0 (0) 0 (0) 438 (68)
Titulo > 1:800 70 (36) 31(32) 41(23) 4 (80) 47 (81) 0 (0) 193 (32)
Cultura® 36 (10) 2(2) 12 (5) 0 (0) 12 (6) 13) 63 (7)
Provaveis® 3(1) 2(2) 5(2) 0 (0) 30(17) 0 (0) 40(4)
Nio confirmados’ 57 (16) 22 (18) 41(18) 1(17) 94(51) 40 (98) 255 (27)

Nota. MAT teste de aglutinagdo microscopica .

*Pacientes foram definidos como confirmados por aumento de titulo quando apresentaram soroconversio
(de ndo regente para >1:200) ou quando apresentaram aumento de titulo maior ou igual que quatro vezes
entre amostras pareadas. ®Dos 938 pacientes, somente 282 tiveram coleta de hemocultura realizada, das
quais 63 (22%) apresentaram crescimento de Leptospira. A maioria (81%) dos pacientes confirmados por
cultura também foram confirmados por MAT. “Pacientes foram definidos como casos provaveis quando o
MAT apresentou titulo em pelo menos uma amostra entre >1:200 e <1:800. 90s pacientes nao

confirmados ndo preencheram critérios para casos confirmados e provaveis.
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Os intervalos entre inicio de sintomas, hospitalizagdo e coleta das amostras
estdo descritos na figura 4. A mediana de dias entre o inicio dos sintomas ¢ a
hospitalizagao foi de 7 (IIQ: 5-9) dias. A mediana de dias entre o inicio dos sintomas e
as coletas das amostras aguda precoce, aguda tardia e convalescente foram de 7 (5-9),
11(9-13) e 29 (22-55) dias, respectivamente. O intervalo mediano entre a hospitalizagao
e as coletas da amostra aguda precoce, da amostra aguda tardia e da amostra
convalescente foram de 1 (1-2), mediana de 5 (IIQ: 4-6) e 22 (IIQ: 16-49) dias,
respectivamente. O intervalo mediano entre as coletas da amostra aguda precoce e da
amostra aguda tardia foi de 4 (3-5) dias. O intervalo mediano entre as coletas da amostra

aguda precoce e da amostra convalescente foi de 21 (14-47) dias (Figura 4).

Mediana dointervalo em dias (intervalo interqu artil)

i !
22516-49'

5(4-6)

l 1(1-2 I

i 648 e 4(35) )
A 21(1447) J
i 7(59) |
i 1913 i
I 29(22.55) T

Figura 4. Intervalos entre inicio de sintomas, hospitalizacdo e coleta das amostras

nos pacientes com suspeita clinica de leptospirose, (N=892).

Confirmacgdo laboratorial
Dos 898 pacientes estudados que tiveram pelo menos uma amostra de sangue

coletada, 643 (68%) foram confirmados por MAT ou hemocultura (Tabela 3). A
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frequéncia de confirmagao diagndstica por MAT ou hemocultura no grupo de pacientes
que tiveram as trés amostras de sangue coletadas (83%, 302 de 362) foi semelhante
aquelas obtidas para os pacientes que sé tiveram coletadas as amostra aguda precoce e
convalescente (80%, 97 de 121) e que so tiveram coletadas as amostras aguda precoce e
aguda tardia (80%, 180 de 226). Entretanto, a frequéncia de confirmac¢do diagndstica
por MAT ou hemocultura foi menor (32%, 58 de 183) para os pacientes que s tiveram
a amostra aguda precoce coletada. Dos 938 pacientes estudados, 63 (7%) tiveram
confirmacdo por hemocultura, entretanto somente 282 pacientes foram submetidos a
avaliagdo diagnodstica por hemocultura, resultando em uma frequéncia de isolamento de

Leptospira spp. de 22% (Tabela 3).

Desempenho do uso das amostras aguda precoce e aguda tardia no
diagndstico sorologico da leptospirose

Para avaliacdo do desempenho do uso da amostra aguda precoce e da
amostra aguda tardia no diagndstico soroldgico da leptospirose foi analisado apenas o
grupo de pacientes que tiveram as 3 amostras coletadas. Os maximos titulos reciprocos
obtidos pelo MAT realizado nas amostras aguda precoce, aguda tardia e convalescente
dos 302 pacientes com as 3 amostras coletadas evidenciou que a distribuicdo de
maximos titulos das amostras aguda tardia diferia daquela observada para as amostras
aguda precoce mas era semelhante aquela observada para as amostras convalescentes
(Figura 5A, B e C). Além disso, enquanto apenas 44% das amostras aguda precoce
apresentaram maximo titulo no MAT >1:800, 93% e 95% das amostras aguda tardia e

convalescente tiveram maximo titulo > 1:800, respectivamente (Figura 5).
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Figura 5: Distribui¢do dos titulos reciprocos
no MAT dos pacientes com suspeita clinica
de leptospirose que tiveram as trés amostras
de sangue coletadas (n=302). As barras
pretas, cinzas e brancas representam reagdes
com titulo >1:800, com titulo entre 1:100 e
1:400, e negativas, respectivamente. As
propor¢des entre parénteses indicam a
frequéncia de casos que apresentaram titulos
reciprocos em uma das trés categorias
descritas anteriormente.

Figura A. Distribui¢do dos casos de acordo
com os titulos reciprocos da amostra aguda
precoce.

Figura B. Distribuicdo dos casos de acordo
com os titulos reciprocos da amostra aguda
tardia.

Figura C. Distribui¢do dos casos de acordo
com os titulos reciprocos da amostra

convalescente.
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Dos 302 pacientes que tiveram as trés amostras coletadas e foram
confirmados por MAT ou hemocultura, 293 (97%) foram confirmados pelo MAT
quando se considerou apenas as amostras aguda precoce ¢ aguda tardia. Em contraste,
somente 132 (44%) foram confirmados pelo MAT quando se considerou apenas o
resultado da amostra aguda precoce (Tabela 4). Dos 48 pacientes que tiveram as
amostras aguda precoce e aguda tardia coletadas e tiveram hemocultura positiva, 45
(94%) foram confirmados pelo MAT realizado nas amostras aguda precoce e aguda
tardia enquanto que apenas 16 (33%) foram confirmados pelo MAT quando se
considerou apenas a amostra aguda precoce (Tabela 4).

Dos 302 pacientes que tiveram as trés amostras coletadas e foram
confirmados por MAT, 297 tiveram as trés amostras testadas por ELISA IgM. Destes,
294 (99%) foram reagentes no ELISA IgM realizado na amostra convalescente, 285
(96%) foram reagentes no ELISA IgM realizado na amostra aguda tardia e 222 (75%)
foram reagentes no ELISA IgM realizado na amostra aguda precoce. Dos 47 pacientes
com cultura positiva e confirmados por MAT na amostra convalescente, 46 (98%)
foram reagentes no ELISA IgM realizado na amostra aguda tardia, enquanto que
somente 32 (68%) foram reagentes no ELISA IgM realizado na amostra aguda precoce

(Tabela 4).
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Tabela 4. Sensibilidade do MAT e do ELISA IgM para os 302 pacientes com as trés
amostras de soro coletadas e confirmag¢dao do diagnostico de leptospirose por MAT

realizado na amostra aguda precoce e convalescente ou cultura.

Amostras de soro testadas Padrio ouro para o diagnoéstico definitvo

Confirmacio por MAT nas amostras Hemocultura positiva (N=48)"

aguda precoce e convalescente (N=302) *

n/N Sensibilidade (IC 95%) n/N Sensibilidade (IC 95%)
Por MAT
Aguda precoce / Aguda tardia 293 /302 97 (94-99) 45/48 94 (83-99)
Apenas aguda precoce 132/302 44 (38-50) 16 /48 33 (20-48)
Por ELISA-IgM
Aguda precoce / Aguda tardia 285/297° 96 (93-98) 46/ 47¢ 98 (89-99)
Apenas aguda precoce 222 /297 ¢ 75 (69-79) 32/474 68 (53-81)

Nota. MAT, Teste de aglutinagdo microscopica.

?Pacientes que apresentaram soroconversdo ou aumento de quatro vezes entre os titulos da amostra aguda precoce e
da amostra convalescente ou que tiveram titulo maximo >1:800.

®Foram incluidos nesse grupo todos os pacientes com as trés amostras coletadas (n=36) (MAT e ELISA confirmado
para todos 36 pacientes) e com amostra aguda precoce e aguda tardia coletada (n=12).° Dados sobre ELISA IgM

indisponiveis para 5 pacientes ¢ Dados sobre ELISA IgM indisponiveis para 1 paciente.

Para avaliar a influéncia da duracdo da doenca na sensibilidade do MAT e
do ELISA realizados nas amostras aguda precoce e aguda tardia, as referidas
sensibilidades foram estratificadas de acordo com o numero de dias entre a data do
inicio dos sintomas e a data da coleta da amostra aguda precoce (Figura 6A). Dos 302
pacientes confirmados por MAT ou hemocultura e com as trés amostras coletadas, foi

possivel obter informagdes sobre dias de sintomas antes da hospitalizagdo para 297



57

pacientes. Destes, somente 8 (3%) tiveram a coleta da amostra aguda precoce realizada
com menos de 4 dias do inicio dos sintomas e somente 15 (5%) tiveram a coleta da
amostra aguda precoce realizada no quarto dia do inicio dos sintomas. Os demais 274
(92%) pacientes tiveram a amostra aguda precoce coletada com cinco ou mais dias de
sintomas, sendo que 113 (38%) tinham mais que sete dias de sintomas.

A sensibilidade para as amostras aguda precoce e aguda tardia comparadas as
amostras aguda precoce e convalescente foi de 88% e 87% no grupo de pacientes que
tinham menos de 4 dias de sintomas no MAT e ELISA IgM, respectivamente. Tanto a
média quanto a mediana de dias entre a coleta das amostras aguda precoce e aguda
tardia foi de 4 (3-5) dias. A partir de quatro dias de intervalo entre o inicio dos sintomas
e a coleta da amostra aguda precoce, a sensibilidade do MAT realizado nas amostras
aguda precoce e aguda tardia se elevou para >95%. A sensibilidade do ELISA IgM
realizados nas mesmas amostras foi de 92-93% quando o intervalo entre o inicio dos
sintomas e a coleta da amostra aguda precoce foi de 4-5 dias e >98% quando o intervalo

entre o inicio dos sintomas e a coleta da amostra aguda precoce foi maior que cinco dias

(Figura 6A).
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Figura 6. Sensibilidade do MAT e do ELISA
IgM realizado nas amostras aguda precoce e
aguda tardia em comparacao ao resultado do
MAT realizado nas amostras aguda precoce e
convalescente.

Figura A. Sensibilidade do MAT e do ELISA
IgM (n=292) estratificada pelo intervalo entre
ao inicio dos sintomas e a coleta da amostra
aguda precoce.

Figura B. Sensibilidade do MAT (n=297) e do
ELISA IgM (n=287) estratificada pelo nimero
de dias entre a coleta das amostras aguda

precoce e aguda tardia.
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Para avaliar a influéncia do intervalo entre as coletas das amostras aguda
precoce ¢ aguda tardia na sensibilidade do MAT e do ELISA realizados nas amostras
aguda precoce e aguda tardia, as referidas sensibilidades foram estratificadas de acordo
com o intervalo em dias entre as coletas destas amostras (Figura 6B). O intervalo entre
as coletas das amostras aguda precoce e aguda tardia foi de 3 a 5 dias para 81% dos
pacientes. A sensibilidade do MAT realizado nas amostras aguda precoce e aguda tardia
foi de 88% e >95% quando o intervalo entre as coletas destas amostras foi <3 dias e >3
dias, respectivamente. A sensibilidade do ELISA IgM realizado nas amostras aguda
precoce e aguda tardia foi >95%, independentemente do nimero de dias entre as coletas
das amostras aguda precoce e aguda tardia. Estratificando os dados conforme o
protocolo de coleta de amostra aguda tardia com intervalo de >4 dias da amostra aguda
tardia, observamos que a média de dias de sintomas nesse grupo foi de 6 dias e mediana
de 6 (4-7), o mesmo resultado de média e mediana foi observado nos pacientes em que
a amostra aguda tardia foi coletada com intervalo de <4 dias da amostra aguda precoce
(dados ndo demonstrados).

Os valores preditivos negativos observados para o MAT e o ELISA IgM
considerando as amostra aguda precoce e aguda tardia em comparagdo as amostras
aguda precoce e convalescente foram de 87% (60 de 69) e 84% (48 de 57),

respectivamente.
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Confirmacgdo por MAT dos pacientes que faleceram

Dos 135 pacientes que faleceram e tiveram pelo menos uma amostra de
sangue coletada, somente 42 (31%) deles foram confirmados por MAT. A
disponibilidade das amostras aguda tardia e convalescente estiveram fortemente
associadas a probabilidade de confirmacao do diagnostico pelo MAT neste grupo de
pacientes (Tabela 5). A frequéncia de confirmagdo por MAT para os pacientes que
faleceram e tiveram coletadas as trés amostras foi de 57% (IC95% 18-90), para os que
tiveram coletadas apenas as amostras aguda precoce e a amostra convalescente foi de
100% (16-100) e para os que tiveram coletadas apenas as amostras aguda precoce € a
amostra aguda tardia foi de 72% (55-86). Em contraste, apenas 11% (5-19) dos
pacientes que tiveram somente a amostra aguda precoce coletada foram confirmados
por MAT.

A probabilidade de confirmagdo pelo MAT nao diferiu quando comparados
o grupo de pacientes que tiveram a amostra convalescente coletada ao grupo de
pacientes que tiveram coletadas apenas as amostras aguda precoce e aguda tardia (P:
0,70; Teste bicaudal de Fisher). Entretanto, a coleta da amostra convalescente so
ocorreu para 9 (6%) dos 135 pacientes que faleceram, enquanto que a coleta da amostra

aguda tardia foi possivel para 43 (32%) destes pacientes.



61

Tabela 5. Confirmagdo diagnoéstica pelo teste de aglutinacdo microscOpica para os
pacientes que evoluiram para 6Obito e tiveram pelo menos uma amostra de sangue

coletada, de acordo com os tipos de amostras coletadas (N=135).

Tipos de amostras Numero de Amostras confirmadas por RR (95% IC)
amostras coletadas
(%) MAT
Numero % (95% 1C)

Aguda precoce / convalescente 2(1) 2 100 (16-100) 9,00 (5,0-16,1)
Aguda precoce / aguda tardia/ 7(5) 4 57 (18-90) 5,1 (2,2-12,3)
convalescente

Aguda precoce /aguda tardia 36 (27) 26 72 (55-86) 6,5 (3,5-12,1)
Apenas aguda precoce 90 (67) 10 11 (5-19) 1,00

Pelo menos uma 135 (100) 42 31 (23-40) -
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Uso da amostra aguda tardia para presumir o sorogrupo associado a infec¢dao

pelo MAT
O sorogrupo da Leptospira associado a infecgdo foi presumido para os 302
pacientes confirmados por MAT ou cultura que tiveram as trés amostras coletadas
usando dois diferentes critérios: os maximos titulos do MAT obtidos para as amostras
aguda precoce e aguda tardia e os maximos titulos do MAT para as amostras aguda
precoce e convalescente. Foi observada uma concordancia de 93% (280 de 302) quando
comparados os sorogrupos presuntivos obtidos para as amostras aguda precoce e aguda
tardia aqueles obtidos para as amostras aguda precoce e convalescente. Dos 302
pacientes confirmados, 288 (96%) reagiram para o sorogrupo Icterohaemorragiae com
base no MAT das amostras aguda precoce e convalescente. Destes, 276 (96%) também
tiveram como sorogrupo presuntivo o sorogrupo Icterohaemorragiae quando se
considerou apenas o resultado do MAT para as amostras aguda precoce e aguda tardia
(Tabela 6). Os resultados de sorogrupagem também revelou que o sorogrupo envolvido
na infec¢do foi o Icterohaemorragiae, todos 63 isolados reagiram esse sorogrupo. A
sorotipagem revelou que todos os isolados pertencem a um tUnico clone do sorovar

copenhageni (dados ndo demonstrados).
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Tabela 6. Sorogrupo presuntivo do MAT realizado nas amostras aguda precoce e

aguda tardia em comparagdo ao sorogrupo presuntivo do MAT realizado nas amostras

aguda precoce e convalescente (N=302).

Sorogrupo presuntivo

Sorogrupo presuntivo pelo MAT realizado nas amostras aguda

no MAT realizado precoce e convalescente
nas amostras aguda (n=302)
precoce e aguda
Icterohaemorragiae  Autumnalis  Grippothyphosa Misto
N (%)

Icterohaemorragiae 276 (95.7) - - 7 (70.0)
Autumnalis 1(0.3) 1(33.3) - 1(10.0)
Grippothyphosa - - 1 (100)
Misto 3(1.0) 1(33.3) - 2 (20.0)
Nao reagente 8(3.0) 1(33.4) - -
Total 288 3 1 10
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Oportunidade para coleta das amostras durante a hospitalizacdo

Para determinar a viabilidade de coletar as amostras aguda precoce, aguda tardia
e convalescente enquanto durante o periodo de internacdo hospitalar, foi avaliada a
duragdo da hospitalizagdo de acordo com a evolugao clinica.

Dos 927 (99% de 938) pacientes em que foi possivel obter informacao sobre a
duracdo da hospitalizagcdo, 773(84%) sobreviveram e 154 (16%) faleceram. Dos 773
pacientes que sobreviveram e tinham informacdes sobre duragdo da hospitalizacao
disponivel, 663 (86%) ficaram internados por cinco dias ou mais e, segundo o protocolo
de coleta de amostras utilizado neste estudo, teriam oportunidade de ter a amostra aguda
tardia coletada durante a hospitalizagdo. Em contraste, apenas 97 (13%) dos pacientes
que sobreviveram ficaram internados por 15 dias ou mais e de acordo com o protocolo
do estudo teriam oportunidade de ter a amostra convalescente coletada durante a
hospitalizagao (Tabela 7).

Dos 154 pacientes que evoluiram para 6bito e tinham informagdes sobre duragao
da hospitalizagcdo disponivel, 49 (31%) ficaram internados por cinco dias ou mais e,
segundo o protocolo de coleta de amostras do estudo, teriam oportunidade de ter a
amostra aguda tardia coletada durante a hospitalizagdo. Em comparacdo, apenas 15
(9%) dos pacientes que sobreviveram ficaram internados por 15 dias ou mais e, portanto
teriam oportunidade de ter a amostra convalescente coletada durante a hospitaliza¢do

(Tabela 7).



Tabela 7. Duragdo da hospitalizagdo dos pacientes com suspeita de leptospirose, de

acordo com a evolucado clinica (n=927).

Duracao de Sobreviventes Obitos Total
hospitalizacao (Dias) (N=773) (N=154) (N=927)*
Numero (%)
0-2 27 (4) 77 (50) 104 (11)
3 18 (2) 17 (11) 35(4)
65 (8) 11(7) 76 (8)
>5 663 (86) 49 (32) 712 (77)
5-14 566 (73) 34 (22) 600 (65)
>15 97 (13) 15(9) 112 (12)

65

“Dados sobre a duragdo da hospitalizagdo s6 foram disponiveis para 927 (98%) dos 938

pacientes incluidos no estudo.
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7. DISCUSSAO

As duas principais limitagdes em diagnosticar os casos de leptospirose sao a
indisponibilidade de um teste laboratorial sensivel na fase inicial da doenga e de
amostras convalescentes para avaliagao sorologica (LEVETT ef al., 2001). A obtengao
da amostra convalescente ainda permanece um desafio, pois os pacientes habitualmente
recebem alta antes de completar o intervalo recomendado para a coleta dessa amostra.
Os pacientes incluidos neste estudo ficaram internados uma mediana de 6 dias, portanto
a coleta da amostra convalescente no hospital ndo seria possivel para a maioria dos
pacientes. NOs coletamos apenas 12% das amostras convalescentes quando o paciente
ainda estava internado. Para coleta das demais amostras foram enviados técnicos
treinados nos domicilios dos pacientes. Essa atividade ¢ trabalhosa e requer recursos
para transporte de equipe ndo sendo disponivel em muitos servigos de vigilancia
epidemiolodgica.

Outros grupos também chamam ateng¢do para a dificuldade de coletar amostra
convalescente. Um estudo realizado num hospital do Sirilanka através de vigilancia
hospitalar deixou de confirmar por MAT em 30% dos casos, pois ndo foi possivel a
coleta da amostra convalescente (DASSANAYAKE et al., 2009). Em um estudo de
avaliagdo de testes diagndsticos para leptospirose, amostras convalescentes foram
coletadas de apenas 8% dos pacientes, € como consequéncia a confirmacao pelo MAT e
ELISA foi de apenas 50% dos casos (OOTEMAN et al., 2005).

Uma estratégia potencial para reduzir este problema seria coletar uma
segunda amostra aguda enquanto o paciente permanece internado no hospital. Esse
protocolo foi utilizado em alguns trabalhos. Durante vigildncia hospitalar para
leptospirose em Barbados foi avaliado a sensibilidade da coleta de uma amostra aguda

tardia no diagndstico de casos confirmados por cultura (CUMBERLAND et al., 1999).
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Este estudo identificou que a sensibilidade do ELISA IgM foi de 52% na amostra da
fase aguda precoce, aumentando para 89% e 93% nas amostra aguda tardia e
convalescente, respectivamente. A especificidade do ELISA IgM e do MAT em todas
amostras coletadas foi alta (94-97%). Outros estudos também utilizaram um protocolo
de coleta de trés amostras de sangue para avaliacao de testes diagnosticos, mas eles nao
tinham como objetivo determinar a sensibilidade do uso da amostra aguda tardia
(LEVETT et al., 1998; LEVETT et al., 2001).

Nosso trabalho demonstrou que a coleta de uma amostra no quinto dia de
hospitalizagdo ¢ uma boa estratégia para diagnosticar os casos de leptospirose. A
confirmac¢do pelo MAT foi similar entre o grupo de pacientes que tiveram coletadas
somente as duas amostras agudas (precoce e tardia) e o grupo de pacientes que tiveram
coletadas as amostras aguda precoce e convalescente. Além disso, a distribuicdo dos
maximos titulos no MAT foi igual para as amostras aguda tardia e convalescente. Nos
demonstramos que para o grupo que teve as trés amostras coletadas, o uso das amostras
aguda precoce e aguda tardia resultou em alta sensibilidade (96-97%) tanto no MAT
quanto no ELISA IgM, usando dois diferentes critérios de confirmagao (amostras aguda
precoce e convalescente confirmadas apenas por MAT ou hemocultura positiva).

Embora somente 32% dos nossos pacientes tivessem as trés amostras coletadas e
pudessem ser incluidas nas andlises de sensibilidade, as caracteristicas clinicas na
admissao hospitalar do grupo com as trés amostras coletadas foram semelhantes as do
grupo que nao teve as trés amostras coletadas, sugerindo que o grupo com as trés
amostras coletadas era representativo para a populagdo estudada.

Muito esforco tem sido feito para desenvolver testes diagnosticos para
leptospirose mais sensiveis na fase aguda da doenga (MCBRIDE et al,

2007b;Z0CHOWSKI et al., 2001; LEVETT et al., 2002;LEVETT et al., 2001; SMITS
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et al., 2001), em especial no formato de teste rapido que seria uma importante
ferramenta para o diagnéstico precoce da doenca. No entanto, a baixa produgdo de
anticorpos na primeira semana da doenca faz do desenvolvimento de testes para uso na
fase inicial da doenca um desafio (SILVA et al., 1995).

Em nosso estudo o ELISA IgM demonstrou uma sensibilidade de 75% na
amostra aguda precoce coletada com até 3 dias de sintomas. Essa observacao também ja
foi documentada anteriormente por outros trabalhos (ZOCHOWSKI et al., 2001;
LEVETT et al., 2002; MCBRIDE et al, 2007a; FONSECA et al., 2006,
HONARMAND et al., 2010).

Os pacientes avaliados nesse estudo tinham uma mediana de 11(9-13) dias de
sintomas até a coleta da amostra aguda tardia. Esse periodo foi suficiente para observar
soroconversdao e 4x de aumento no titulo entre as amostras no MAT. Alguns estudos
observam aumento de sensibilidade da técnica a partir de 9 dias de sintomas e também
conseguem identificar a soroconversdo entre amostras nesse periodo (LEVETT et al.,
2001, MCBRIDE et al., 2007b). Em outros estudos so foi possivel observar aumento de
sensibilidade a partir de 14 dias de doenga (YERSIN et al., 1999, BRANDAO et al.,
1998). A sensibilidade na amostra aguda foi muito baixa, o que ja foi descrito em varios
estudos, principalmente nos primeiros dias da doenca (FONSECA et al.,2006;
BLACKSELL et al., 2006; MCBRIDE et al., 2007b).

O intervalo entre a coleta da amostra aguda precoce e aguda tardia deve ser
preferencialmente maior do que 3 dias. Visto que nos pacientes em que o intervalo foi
de < 2 dias, a sensibilidade foi de 88% no MAT quando avaliamos as amostras aguda
precoce e tardia em comparacao com as amostras aguda precoce e convalescente. Além
disso, o desempenho do protocolo de coleta de amostras ¢ mais eficiente (98%

sensibilidade) em pacientes com 4 dias ou mais. Nao foi observada diferenca na
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mediana e média de dias de sintomas entre os pacientes em que o intervalo entre a
coleta das amostras aguda precoce e tardia foi realizada com <4 dias. Essa observagao
refor¢a que independente do intervalo entre a coleta das amostras aguda precoce e tardia
0s pacientes se encontram no mesmo momento da doenga.

Considerando a duragdo de hospitalizacao dos pacientes que sobreviveram, a
coleta da amostra aguda tardia seria possivel para 86% dos pacientes, pois estes
permaneceram de 5 a 14 dias internados. No entanto, a coleta da amostra convalescente
seria possivel para apenas 13%, pois permaneceram no hospital por 15 dias ou mais.

O sorogrupo presuntivo prevalente na avaliagio pelo MAT foi o
Icterohaemorragiae de acordo com sorogrupagem de isolados. Esse sorogrupo foi
observado em sorogrupagens de 98% dos isolados de leptospira do Hospital Couto Maia
de 1996-2011 (dados ndo publicados). Como hd uma homogeneidade nos sorogrupos de
Leptospira isolados de pacientes de salvador, € como a produgdo de anticorpos pode
variar em funcao da cepa envolvida na infecgao, € possivel que o protocolo de coleta de
amostras proposto nesse trabalho ndo seja valido em outras regides do mundo, onde
existem outros sorogrupos circulantes. No entanto, os estudos conduzidos pelo grupo de
Barbados utilizando a mesma metodologia de coleta de amostras do nosso trabalho, ndo
observou diferenga na sensibilidade da amostra aguda tardia mesmo ocorrendo
infec¢des por leptospiras pertencentes a uma variedade de sorogrupos (LEVETT ef al.,
2001; CUMBERLAND et al., 1999).

Além disso, nosso estudo avaliou apenas pacientes hospitalizados e que foram
internados relativamente tarde no curso da doenga, ja que apresentavam manifestagdes
graves & admissdo. E possivel que nossos resultados ndo sejam validos para pacientes

com quadros clinicos mais leves ou que sejam hospitalizados mais precocemente.
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Mesmo com essa limitagdo, nosso trabalho demonstrou que a coleta antecipada
de amostras se mostrou uma boa estratégia para confirmagao de casos por ELISA e
MAT. Esse trabalho ¢ de extrema importancia para satide publica, pois pode auxiliar no

manejo clinico do paciente e nas agdes de vigilancia, incluindo a investigacao de surtos.
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8. CONCLUSOES

Este trabalho avaliou um novo protocolo de coleta de amostras para
confirmacdo de casos de leptospirose por MAT e ELISA IgM e os resultados
alcancados foram promissores, tanto no que diz respeito a viabilidade de execugdo
quanto a sensibilidade diagndstica.

A utilizagdo da amostra aguda tardia elevou a sensibilidade do MAT de 44%
para 97% e de 75% para 96% no ELISA quando comparadas sensibilidade das amostras
agudas precoce apenas e da combinagdo aguda precoce e aguda tardia, respectivamente.

Para os pacientes que evoluiram para obito esse protocolo ndo demonstrou

um desempenho satisfatorio.
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9. RECOMENDACOES

1. Recomendamos que este protocolo de coleta de amostras que inclui a coleta da
amostra aguda tardia seja avaliado em diferentes localidades do pais para valida-
lo como estratégia de confirmagdo laboratorial da leptospirose em diferentes
contextos epidemioldgicos.

2. Apesar da necessidade de estudos adicionais, em virtude dos resultados
observados e do potencial beneficio da coleta de amostras aguda tardia, sem
acréscimo de riscos ou custos significativos, nds recomendamos o uso desse
protocolo pelas vigilancias epidemiologicas bem como pelos LACENs e outros

laboratorios que assistem pacientes com suspeita de leptospirose.
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ANEXO1

Centro de Pesquisas Gon¢alo Moniz, Fundacio Oswaldo Cruz/Ministério da Saude
Faculdade de Medicina da Universidade de Yale

Consentimento para Menores para Investigacdo Clinica

Titulo do Projeto: Epidemia Urbana de Leptospirose em Salvador, Brazil: Um Estudo da
Apresentacao Clinica e Desenvolvimento de Métodos de Diagndstico
Rapido.

Paciente: N° Projeto de

Pesquisa:

Para ser lido para todos os pacientes menores de idade: Se vocé for o pai ou a mae de uma
crianga ou um adolescente menor de idade que esta convidado (a) a participar deste estudo,
favor notar que “vocé€” neste formulario se refere a seu filho. As informagdes a seguir
descrevem o estudo e o seu papel como participante. O entrevistador respondera quaisquer
perguntas que vocé tiver sobre esse questionario e sobre o estudo de pesquisas. Por favor ouga
com atengdo e nao hesite em fazer qualquer pergunta sobre as informagoes fornecidas.

Nos estamos pedindo para vocé nos ajudar porque vocé tem uma doenga. Muitos sinais desta
doenga sdo similares a doenca causada por ratos que se chama Leptospirose. Nos ndo sabemos
se vocé no momento tem esta doenca. Nos gostariamos de conseguir o maximo de informagdes
possiveis sobre sua doenca para que possamos entender quem tem ou ndo tem Leptospirose.
Essa informacao ajudara a identificar e tratar outras pessoas com essa doenga no futuro.

Se vocé concordar em ajudar, nds faremos a vocé e a seus pais algumas perguntas. Pediremos
pegar uma pequena quantidade de sangue (1/2 de um copinho de café) de seu brago com uma
agulha e isso pode causar alguma dor e talvez, uma pequena mancha. Nos também coletaremos
uma pequena quantidade (uma colher de sopa) de fluido da sua boca and lhe pediremos para
urinar num recipiente para que nds possamos obter uma amostra de sua urina. Pediremos que
vocé retorne para uma breve revisdo em trés a quatro semanas. Pegaremos de novo uma
pequena quantidade de sangue (%2 de um copinho de café) de seu brago com uma agulha quando
vocé voltar para que nos possamos verificar se vocé teve leptospirose. A quantidade de sangue
que nos iremos retirar € pequena e nao vai te prejudicar. Nos so iremos te fazer algumas
perguntas se vocé e seus pais concordarem.

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

Assinatura do Paciente Menor de Idade Data Hora

Impressédo Digital do Paciente

Assinatura da Testemunha Data Hora

Assinatura do Investigador Data Hora
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ANEXO II

FocRuz o Questionario VO1EPI01

Fundag¢ao Oswaldo Cruz . . o exA .
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz PFOJ eto: Vlgllancm
Parte: 1 de 2

N° Vigilancia:

Estudo de Leptospirose em Salvador — Bahia:

Apresentagao clinica e diagnéstico microbiolégico

DGEPI | DDGEPI DG2EPI | DDG2EPI
I. IDENTIFICAGAO:
1.1 | N° de Vigilancia (VIGI): VIGI| L
REG

1.2 | N° de registro no HCM (REG): Y T Y

1.3 | Data de admissao no HCM (DOA): DOA / /
1.4 | Data da Entrevista (DEEPI): PR / /
1.5 | Iniciais do Entrevistador (INEI): INE L]
1.6 | Data de nascimento (DATANASC): I:)A-I-Al\lA/S ¢ /
1.7 | Idade (AGE): AGE I
SEX -

1.8 | Sexo (SEX): Masculino | 1 | Feminino [ 0 | B

II. APRESENTACAO CLINICA E HISTORIA PREVIA: (999=n3o sabe) (888=ndo se aplica)

Ha quantos dias comecaram os sintomas deste doenca?
(Preencher o numero de dias de sintomas até a data da DCS
internagao; se os sintomas foram iniciados no mesmo dia da
internacao preencher com 000; 999=nao sabe)

2.1

Diagndstico prévio foi Leptospirose: DGP

2.2 Lepto Dengue Outro diag. @Néo sabe El |
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Se outro, qual? (DGPD)
| ]

23 Febre: FEB
' Sim Nao [0 | Nao sabe [9 | ||
24 | TAS (999=n30 sabe) s L]
25 Fez uso de antibiético antes do internamento? ATBP
' Sim Nao [0 | Nao sabe [9 | ||
26 Ictericia: ICA
' Sim Nao [0 | Nzo sabe [9 | ||
57 Sufusao Conjuntival: SUFC
' Sim Nao [0 | Nzo sabe [9 | ||
28 Dispnéia: MDYS
' Sim 1 Nao |O Nao sabe |9 |
29 Hemoptise: HOP
' Sim 1 Néo |0 ||
Tipo de hemoptise: TIPOHEMOP
Escarro hemoptico ou hemoptise (<300mL) 0
Hemoptise evidenciada por exteriorizacdo de sangue em 4 ||
2.10 grande quantidade antes da IOT. (>300mL)
Sangue em grande quantidade no tubo orotraqueal 2
Hemoptise macica seguida de exteriorizagdo de sangue 3
em grande quantidade pelo tubo orotraqueal.
NSA (Nao teve hemoptise) 8
211 Frequéncia Respiratoria (ipm): (999=né&o sabe) FR
' I
212 Tosse TOSSEAI
' Sim Nao [0 | Nao sabe [9 | ||
213 Creptos bilaterais: CREPBIAI
' Sim Nao [0 | Nao sabe [9 | ||
214 Oliguria: OLI
' Sim 1 Nado |0 Nao sabe |9 |
III. LABORATORIAIS DAS AVALIACGES INICIAIS: (999= nao sabe)
Leucdcitos: (99,999=ndo sabe) WB(|3 T
3.1 WBCD |
Data: / /
Hematécrito: (99,99=n&o sabe) HTC L]
3.2 HTCD__ —
Data: / /
Plaquetas: (999,999=na0 sabe) PLlAQl L]
3.3 :
PLAQD

Data:

/ /
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TGO(9999=ns0 sabe) TGO L
3.4 TGOD
Data: / /
TGP: (9999=n&0 sabe) TGP L
3.5 —
TGPD
Data: / /
Uréia: (99=nao sabe) UREA
||
3.6 UREAD
Data: / /
Creatinina: (99,99=né&o sabe) CREAl Ll
3.7 P E—
CREAD
Data: / /
. ~ K
Potassio: (9,9=n&o sabe) L L
> Data: KD
: / /
. N ~ BILI
Bilirrubina indireta: (99,99=nao sabe) L]
3.9 BILID__.__
Data: / /
Bilirrubina direta (99,99=nao sabe) BILDl L
3.10 BILDD__. -
Data: / /
CPK (9999=n3ao0 sabe) CPK L
311 CPKD -
Data: / /
IV. INFORMACﬁES SOBRE ATENDIMENTO ANTES DO HCM
41 O Sr. Estava doente ha quantos dias quando procurou DIHAIERID
' atendimento pela primeira vez por causa desta doenca: |||
Antes de ser internado no HCM o Sr consultou algum posto de ATENDPS
4.2 | saude ou pronto atendimento? L
Sim |1 Nao |0 —
43 Se Sim, quantas vezes o Senhor procurou atendimento medico NVATEND

antes de ser internado?
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4.4

Qual foi(foram) a(s) unidades de saide em que o Sr. foi atendido antes de ser internado?
Listar o nome das Unidades de Saude em ordem cronoldgica. SEPARAR USANDO '/ ”
(LATEND)




Ministério da Saide
FIOCRUZ

Fundag¢do Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz
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Questionario VO1INDO1

Projeto: Vigilancia

Estudo de Leptospirose em Salvador — Bahia:

Apresentagao clinica e diagnésticos microbiolégico

DGIND DDGIND DG2IND | DDG2IND

N° de Vigilancia (VIGI): I T

Data da Entrevista (DEIND): / /

Iniciais do Entrevistador (EIND): I

N° de registro no hospital (REG): | | | | | | ||| ||

I. IDENTIFICACAO:

Local de internamento (LOCINTE)
H. Couto Maia |1 | HUPES 3 | H. Geral do Estado 5 | Qutros.
hospitais

1.1 H. Otavio 2 H. Roberto 4 P.A (Pronto 6
Mangabeira Santos atendimento)

Se outros, qual (OUT):
|

1.2 | Termo de consentimento (CONS): Sim II| N&o : @
Nome (NOME):

P2 N ) ) )
| ]

29 Apelido (APE):

[ P S ) e )

05 Telefone (TEL): Y o Y Y Y I Y Y

| Telefone (TEL2): (Y O

II. ENDERECO
Rua / N° (END)

SA e e e e e ]
(Y Y ) ) O I A
Ponto de Referéncia (REF):

52 | e e e ]
N Y ) ) I A
Bairro (BAI):

5.3
|
Cidade (CID):

5.4
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5.5 | Mora no Suburbio Ferroviario (SUF) Sim |I| Nao @
Mora em Pau da Lima/S&o Marcos (PLM): Sim : IIl N&o II'
Se sim, participa do L16? Sim: [1 ] Nao: [0 | NSA
Se sim, faz parte da Subcoorte: sim: [1 ] Nao: [0 | NSA
>0 Se sim, faz parte do Censo 2008 sim: [1 ] Nao: [0 | NSA
Se sim, participa do L28? Sim: [1 ] Nao: [0 | NSA
||

Se sim, qual o IDNO?




