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RESUMO

AVALIACAO DE TESTES SOROLOGICOS PARA O DIAGNOSTICO DA
LEPTOSPIROSE NA FASE AGUDA. BALBINO LINO DOS SANTOS. A
leptospirose € uma zoonose de ampla distribuigdo mundial. A leptospirose grave pode
estar associada com alta letalidade, caso néo seja tratada adequadamente. O diagndstico
da doenga ¢ geralmente realizado por métodos soroldgicos, e o teste de
microaglutinagdo (MAT) € o ensaio soroldgico preconizado pela Organiza¢do Mundial
de Satde (OMS) como teste padrdo ouro no diagnéstico da leptospirose. Entretanto,
este teste consome tempo e requer equipamentos caros € treinamento especializado. Um
grande nimero de testes rdpidos para triagem de casos de leptospirose tem sido
desenvolvido e avaliado. Avaliar o desempenho de cinco testes para o diagnostico da
leptospirose aguda: um ELISA IgM da Biomanguinhos (EIE BM); um ELISA IgM da
Panbio (EIE PB); um lateral flow da Zephyr (LF); um dri-dot da Biomeriéux (Dot) e
um dip-s-tick da Panbio (DPS). O desempenho de cada teste foi comparado com o
corrente teste padrdo ouro. Um painel de 188 soros de 138 casos confirmados para
leptospirose € um painel de 80 soros de individuos sadios foram testados pelos ensaios.
Dentro do painel de soros dos casos de leptospirose, 138 soros representavam a fase
aguda e 50 soros a fase convalescente. Dentre os soros de fase aguda, 72 tinham menos
que sete dias de sintomas e 66 tinham sete dias ou mais de sintomas. As amostras dos
casos pertenciam a pacientes com suspeita de leptospirose, admitidos em hospital de
referéncia em Salvador, no periodo de janeiro de 2000 a junho de 2005. Os soros de
individuos sadios foram fornecidos pelo hemocentro de Salvador. Os ensaios foram
realizados seguindo o protocolo elaborado pelo fabricante do teste. A sensibilidade e
especificidade de cada ensaio foram calculados usando tabela de contigéncia dois por
dois, com 95% de intervalo de confianga, usando o software Epi Info versdo 6.04. A
concordancia entre os ensaios foi determinada pelo indice kappa (k). Considerando os
soros de fase aguda randomizados, sensibilidade obtida para detec¢do de casos de
Leptospirose foi de 84,2 para o LF; 80% para o Dot; 72,3% no DPS; 79,2% no EIE
BM; 87,5% no EIE PB e 68,8% no MAT. Nos soros de fase aguda precoce (< 7 dias de
sintomas), a sensibilidade foi de 71,4% para o LF; 50% para o Dot; 32,9% para o DPS;
54,2% para o EIE BM; 66,7% para o EIE PB e 45,8% para o MAT. A especificidade
encontrada foi de 95% para os testes LF, Dot e EIE BM; 100% para o DPS e MAT; e
87,5% para o EIE PB. Todos os testes apresentaram boa concorddncia quando
comparados com 0 MAT na fase aguda randomizada, entretanto o DPS foi o unico teste
que mostrou pobre concordéancia na fase aguda precoce. Nas amostras analisadas, o LF
mostrou melhor sensibilidade como ensaio de triagem na fase aguda precoce da doenga,
e foi o unico teste que apresentou a melhor concordancia quando comparado ao teste
padrdo ouro nesta mesma fase. Os testes avaliados, com exce¢do do EIE PB,
apresentaram boa especificidade (>90%). E importante ressaltar que os resultados
apresentados neste estudo sdo validos apenas para amostras provenientes da regido de
Salvador-Ba, destacando assim, a importancia de se avaliar os testes no cendrio onde
eles serdo utilizados.

PALAVRAS-CHAVE Leptospirose, Diagndstico, Sorologia.



ABSTRACT

EVALUATION OF SEROLOGY TESTS FOR THE DIAGNOSIS OF ACUTE
PHASE LEPTOSPIROSIS. BALBINO LINO DOS SANTOS. Leptospirosis is a
zoonosis with a worldwide distribution. Severe leptospirosis is associated with a high
mortality when not treated. Diagnosis of the disease is generally through serological
methods and the microagglutination test (MAT) is the serology assay recognised by the
World Health Organisation (WHOQ) as the gold standard for diagnosis of leptospirosis.
However, this test is time consuming and requires expensive equipment and specialist
training. A large number of rapid tests for screening leptospirosis cases have been
developed and evaluated. To evaluate the performance of five tests for the diagnosis of
acute phase leptospirosis: the Bio-Manguinhos EIE-IgM-Leptospirose ELISA (EIE
BM); the Panbio IgM ELISA (EIE PB); the Zephyr lateral flow (LF); the Biomeri€éux
Dri-Dot (Dot) and the Panbio Dip-S-tick dot ELISA (DPS). The performance of each
test was compared to the gold standard MAT. A panel of 189 sera from 139 confirmed
cases of leptospirosis and a panel of 80 sera from healthy individuals were tested with
each of the assays. In the sera from leptospirosis cases there were 139 acute phase sera
and 50 sera from the convalescent phase. Within the acute phase sera group 72 had less
than 7 days of symptoms and 66 had 7 or more days of symptoms. The samples relating
to leptospirosis cases came from patients admitted to the reference hospital in Salvador
during the period January 2000 to June 2005. The sera from healthy individuals were
supplied by the Salvador Blood bank. The sensitivity and specificity for each assay
were calculated using 2 x 2 contigency tables, with 95% confidence intervals using Epi
Info software version 6.04. the concordance between tests was determined using the
kappa index (k). Based on randomised acute phase sera, sensitivity obtained for the
detection of leptospirosis cases was 84.2% for the LF; 80% for the Dot; 72.3% for the
DPS; 79.2% for the EIE BM; 87.5% for the EIE PB and 68.8% by the MAT. In early
acute phase sera (<7 days of symptoms), the sensitivity was 71.4% p for the o LF; 50%
for the Dot; 32.9% for the DPS; 54.2% for the EIE BM; 66.7% for the EIE PB and
45.8% for the MAT. The specificity was 95% for the LF, Dot and EIE BM tests; 100%
for the DPS and the MAT; and 87.5% for the EIE PB. All of the tests presented good
concordance when compared to the MAT with randomized acute phase sera however,
the DPS was the only test that demonstrated poor concordance in early acute phase sera.
In the samples analyzed the LF demonstrated the best sensitivity of an assay for
screening in the early acute phase of the illness and was the only test with a good
concordance with the gold standard during the same phase. The tests evaluated, with the
exception of the EIE PB, presented good specificity (>90%). It is important to
emphasize that the results presented in this study are valid only for samples for the
region of Salvador, Bahia, stressing the importance of evaluating tests in the scenario
where they will be utilized.

KEYWORDS Leptospirosis; Diagnosis; Sorology.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 DEFINICAO E ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA LEPTOSPIROSE HUMANA

A leptospirose € uma antropozoonose causada por bactérias do género Leptospira, que
apresenta uma ampla distribui¢do mundial, sendo atualmente reconhecida como uma doenga
infecciosa emergente (WHO 1999; VIJAYACHARI et al. 2002). Ela comumente ocorre em
regides tropicais e subtropicais, principalmente em zonas rurais, embora atualmente ja tenha sido
relatado um crescente aumento no nimero de casos em areas urbanas. A Leptospira interrogans
“senso lato” € a espécie patogénica que tem afetado o homem em todos os continentes. O
espectro da leptospirose no homem € extremamente amplo, variando desde uma infecg¢do sub-
clinica até uma sindrome grave com envolvimento de varios orgdos e alta letalidade (FARR
1995; KO et al. 1999; LEVETT 2001; NASCIMENTO et al. 2004; NATARAJASEENIVASAN
et al. 2004).

A transmissdo para o homem pode ocorrer através do contato direto ou indireto com urina
de animais infectados. Os animais, incluindo o0 homem, s8o classificados dentro de dois grupos de
hospedeiros: os hospedeiros de manutengdo, nos quais a infecgdo € endémica e é usualmente
transmitida de animal para animal por contato direto com a urina contaminada. Neste grupo, a
infec¢do € usualmente adquirida em idade precoce, e os animais mantém naturalmente uma
infec¢dio cronica nos tubulos renais. O outro grupo compreende os hospedeiros acidentais ou
incidentais (tal como o homem), que sfo infectados pelo contato indireto com os hospedeiros de
manutengdo. Os hospedeiros cronicos podem ser animais selvagens ou animais domésticos,
especialmente os roedores e pequenos marsupiais, gados, porcos, ovelhas e cdes. A extensdo com
que a infecgdo € transmitida depende de muitos fatores, incluindo o clima, a densidade
populacional e o grau de contato entre os grupos de hospedeiros (LEVETT 2001).

A gravidade da doenga varia principalmente com o sorovar de Leptospira infectante. As
mais importantes associagdes conhecidas no mundo s@o os sorovares Hardjo com gados; Pomona
com porcos, gados e roedores; e os sorovares Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Bataviae,

Autumnalis, Australis e Javanica com ratos e pequenos roedores. A importincia de determinada

espécie animal como reservatorio varia de acordo com o padréo epidemiolégico de transmissao,



12

z

no entanto, o rato é considerado globalmente o reservatdrio mais importante (FAINE 1999;

LEVETT 2001).

Os periodos de chuva associados as enchentes e condigdes precarias de saneamento
contribuem significativamente para surgimento de casos de leptospirose em regides endémicas. A
infecgdo pode estar relacionada as exposi¢des ocupacionais, recreacionais ou mesmo cotidianas
(FAINE 1999; LEVETT 2001; MAJED et al. 2005). Em paises desenvolvidos, embora
considerada uma doenga rara, a leptospirose estd muito associada as atividades recreacionais,
como a pratica de esportes aquaticos, incluindo natagdo, canoagem entre outros. Em 1998 na
regido de Springfield — Illinois, foi relatada a ocorréncia de casos de leptospirose entre
competidores de triathlon, onde cerca de 5% dos participantes foram laboratorialmente
confirmados para a doenga (HAAKE et al. 2002; MORGAN et al. 2002). Entretanto, nas regides
onde a doenga € comum, as atividades ocupacionais, sobretudo aquelas associadas a pobreza, sdo
consideradas um significante fator de risco para o homem (KO et al. 1999; MCBRIDE et al.
2005). O contato direto com animais infectados € responsavel pela maioria das infec¢es em
profissionais da area veterinaria e fazendeiros. Por outro lado, o contato indireto tem sido
relacionado com a infecgdo de trabalhadores da area agricola, pesqueira, da mineragdo, militares
e aqueles envolvidos na manutengio de canais de esgotos (LEVETT 2001). Nos paises em
desenvolvimento, por exemplo, onde a ocorréncia de epidemias da doenga esta muito relacionada
a estagdes chuvosas e enchentes, tém sido relatadas fortes associagBes das atividades
ocupacionais com a ocorréncia de infecgdes, principalmente nas popula¢Bes que moram em
favelas, que somado as precédrias condi¢Ses de saneamento, tém criado um novo ambiente
favoradvel a transmissdo da leptospirose. Além disso, o crescente aumento demografico,
principalmente com a migracéo de pessoas do campo para as cidades, tem contribuido fortemente
para o crescimento do nimero de favelas, fornecendo condi¢bes étimas para a proliferagdo de
roedores e conseqiiente aumento do risco de exposi¢do. Atividades cotidianas, como jardinagem
e andar com os pés descalgos também representam fatores de risco importantes para adquirir
leptospirose (PLANK et al. 2000; LEVETT 2001; NATARAJASEENIVASAN et al. 2004).

Surtos da doenga tém sido relatados em vdrios paises no mundo, como [ndia, Coréia,
China, Nicaragua (TREVEJO et al. 1998; BHARADWAI et al. 2002; VIIAYACHARI et al.

2004), e em importantes cidades brasileiras como Salvador, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Belo
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Horizonte e Florianépolis (KO et al. 1999; KUPEK et al. 2000; BARCELLOS et al. 2001;
COSTA et al. 2001; DE FIGUEIREDO et al. 2001; ROMERO et al. 2003).

Cerca de um bilhdo de pessoas no mundo residem em favelas urbanas (MCBRIDE et al.
2005), onde as precarias condi¢gdes sanitarias fornecem um ambiente propicio a proliferagdo de
roedores, que sdo importantes reservatorios na transmissdo da doenga. Cerca de 10.000 casos de
leptospirose sdo notificados por ano em todas as grandes metrépoles do mundo (KO et al. 1999).
No Brasil, durante o periodo de 1985 a 1997, foram notificados cerca de 35.400 casos de
leptospirose, com uma taxa de letalidade média igual a 12,5%. No ano de 1996, ocorreram duas
grandes epidemias da doenga, afetando os municipios do Rio de Janeiro com 1732 casos
notificados e 51 ébitos, e a cidade de Salvador, que apresentou uma incidéncia de 12,5 casos por
100.000 habitantes (KO et al. 1999; TASSINARI et al. 2004; MCBRIDE et al. 2005).

O aumento do nimero de surtos de leptospirose no mundo, principalmente as grandes
epidemias urbanas, que tém atingido importantes cidades da América Latina, é preocupante.
Poucos trabalhos tém apresentado propostas preventivas que sejam capazes de diminuir o

impacto da doenga (TASSINARI ez al. 2004).

1.2 ASPECTOS DA BIOLOGIA E ASPECTOS TAXONOMICOS

A Leptospirose ¢ causada por espiroquetas do género Leptospira, que sdo as (nicas
espiroquetas patogénicas que podem viver livremente no ambiente fora dos animais.
Morfologicamente, este género é composto por organismos helicoidais, usualmente medindo de 6
a 20pm de comprimento, ¢ 0,1um de didmetro. Estas possuem ganchos em uma ou ambas as
extremidades; dois filamentos axiais (flagelos periplasmicos) com inser¢des polares localizados
no espago periplasmico; e sdo visualizadas por microscopia de campo escuro. As leptospiras tém
tipicamente uma estrutura de membrana dupla compartilhada com outras espiroquetas, onde a
membrana plasmaética e a parede celular de peptideoglicano estdo intimamente associadas com
uma membrana externa. O lipopolissacarideo (LPS) das leptospiras ¢ similar aquele das bactérias
gram-negativas, porém € menor a atividade endotdxica. S3o organismos aerobicos obrigatorios,
que apresentam um 6timo crescimento em temperaturas que variam de 28 a 30° C, e em pH que

varia entre 7,2 a 7,6. Produzem catalase e oxidase e seu crescimento ideal leva de 6 a 14 dias,
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sendo varidvel em meio liquido. Acidos graxos de cadeia longa sdo tnica fonte de carbono
utilizada, e sdo metabolizados por beta-oxida¢do (LEVETT 2001).

A taxonomia das leptospiras evolui com implicagdes para o diagndstico e epidemiologia.
A classificagdo ¢ feita com base fenotipica, que é clinicamente a mais usada, e genotipica. Na
classificagdo fenotipica, as leptospiras sdo divididas em sorovares, sendo estes definidos de
acordo com o teste que envolve absor¢do de aglutininas utilizando antigenos e anti-soros
fornecidos pelos centros de referéncia da Organizagdo Mundial de Satde. Existem mais de 250
sorovares de leptospiras, sendo algumas delas saprofitas, pertencentes a espécie L. biflexa, que
compreende as leptospiras ndo patogénicas para o homem e outros animais. Mais de 200
sorovares sdo de leptospiras patogénicas, pertencentes a espécie L. interrogans, que infectam o
homem e outros mamiferos. Os sorogrupos e sorovares da L. interrogans sdo mostrados na
tabela 1. Antigénicamente, estes sorovares estio agrupados em 24 sorogrupos. Embora os
sorogrupos nio tenham reputagio taxondmica, eles sdo uteis na compreensdo da epidemiologia
(VINETZ 2001). A classificagdo genotipica divide as Leptospiras em 17 genomo-espécies
baseadas na hibridizagdo de DNA que mostra a heterogeneidade genética entre espécies (tabela
2). Assim, sorovares patogénicos e ndo patogénicos da classificagdo fenotipica podem ocorrer
dentro de uma mesma espécie na classificagdo genotipica. A classificagdo por genotipagem ¢
taxonomicamente correta e fornece um bom fundamento para uma nova classificagdo. No
entanto, o modelo molecular € incompativel com o sistema de sorogrupos que tém sido
normalmente usado por clinicos e epidemiologistas (LEVETT 2001; VINETZ 2001).



Tabela 1. Sorogrupos e alguns sorovares da espécie L. interrogans sensu lato

Levett (2001).

Sorogrupo Sorovares

Icterohaemorrhagiae, Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Lai, Zimbabwe

Hebdomadis Hebdomadis, Jules, Kremastos
Autumnalis Autumnalis, Fortbragg, Bim, Weerasinghe
Pyrogenes Pyrogenes

Bataviae Bataviae

Grippotyphosa Grippotyphosa, Canalzonae, Ratnapura
Canicola Canicola

Australis Australis, Bratislava, Lora
Pomona Pomona

Javanica Javanica

Sejroe Sejroe, Saxkoebing, Hardjo
Panama Panama, Mangus

Cynopteri Cynopteri

Djasiman Djasiman

Sarmin Sarmin

Mini Mini, Georgia

Tarassovi Tarassovi

Ballum Ballum, Aroborea

Celledoni Celledoni

Louisiana Louisiana, Lanka

Ranarum Ranarum

Manhao Manhao

Shermani Shermani

Hurstbridge Hurstbridge

15

. Adaptado de
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Tabela 2. Genomoespécies de Leptospira e distribuigdo de sorogrupos. Adaptado de Levett

(2001).

Espécies

Sorogrupos

L. interrogans

L. noguchii
L. meyeri

L. wolbachiic
L. biflexa

L. fainei

L. borgpetersenii

L. kirschneri

L. weilii

L. inadai

L. parvac

L. alexanderi

Icterohaemorrhagiae, Canicola, Pomona, Australis, Autumnalis,
Pyrogenes, Grippotyphosa, Djasiman, Hebdomadis, Sejroe, Bataviae,
Ranarum, Louisiana, Mini, Sarmin

Panama, Autumnalis, Pyrogenes, Louisiana, Bataviae, Tarassovi,
Australis, Shermani, Djasiman, Pomona

Ranarum, Semaranga, Sejroe, Mini, Javanica

Codice

Semaranga, Andamana

Hurstbridge

Javanica, Ballum, Hebdomadis, Sejroe, Tarassovi, Mini, Celledoni,

Pyrogenes, Bataviae, Australis, Autumnalis

' Grippotyphosa, Autumnalis, Cynopteri, Hebdomadis, Australis,

Pomona, Djasiman, Canicola, Icterohaemorrhagiae, Bataviae,
Celledoni, Icterohaemorrhagiae, Sarmin, Javanica, Mini, Tarassovi,
Hebdomadis, Pyrogenes, Manhao, Sejroe

Lyme, Shermani, Icterohaemorrhagiae, Tarassovi, Manhao, Canicola,
Panama, Javanica

Turneria

Manhao, Hebdomadis, Javanica, Mini
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1.3 ASPECTOS CLINICOS

A leptospirose € uma zoonose que apresenta um amplo espectro de sintomas, variando desde
uma forma discreta e /ou assintomdtica até a forma grave da doenga, que envolve miultiplos
érgéos e apresenta alta letalidade. Geralmente o periodo de incubagfo varia entre 5 a 14 dias. A
doenga apresenta normalmente duas fases, sendo a primeira septicémica com leptospiremia,
durando cerca de uma semana, e uma segunda fase imune com produgio de anticorpos e

leptospidria (LEVETT 2001).

A leptospirose caracteriza-se por sintomas tais como febre, cefaléia, mialgia, calafrios,
sufusdo conjuntival e menos freqiientemente por meningites, erup¢do cutdnea, ictericia e
insuficiéncia renal (FARR 1995). O curso subseqiiénte da doenca depende do sorovar infectante,
do niimero de Leptospiras infectantes (inéculo), do estado de nutrigdo do paciente e da imediata
atencdo médica disponivel. Cerca de 5% a 15% dos casos progridem com complicagdes graves,
com uma razio de letalidade de 5% a 40% para os casos graves. Em humanos, a leptospirose
grave ¢ frenquentemente causada pelos sorovares do sorogrupo Icterohaemorrhagie, embora
outros sorovares também estejam envolvidos. O sorovar especifico envolvido na infec¢éo
depende largamente da localizagdo geografica e da ecologia local dos hospedeiros de manutengio
(LEVETT 2001). J4 foi relatado que sorovares Icterohaemorrhagie e Copenhageni, que tém como
seu hospedeiro portador o rato, sdo usualmente responsaveis por infec¢des na Europa, enquanto
que no sudeste da Asia, o sorovar Lai é o responsivel predominante. A variabilidade das
manifestagSes pode ser explicada em parte pela viruléncia intrinseca dos diferentes sorovares
(FAINE 1999; VINETZ 2001; NASCIMENTO et al. 2004).

A maioria das infecgGes por leptospiras caracteriza-se por uma apresentagio subclinica ou
com um quadro clinico muito discreto, conhecido como Leptospirose anictérica, no qual sdo
geralmente observados sinais e sintomas como cefaléia, mialgia, dor abdominal, nduseas e
vomito, sufusdo conjuntival e com menos freqiiéncia, a erupgéo na pele. Entretanto, a maioria dos
casos apresenta uma doenga febril de inicio sibito. No inicio da doenga, os sintomas sdo muito
semelhantes aos que ocorrem em muitas outras doengas agudas febris, incluindo influenza,
dengue, hepatites e varias outras doengas agudas de origem viral. A forma anictérica da doenga
dura cerca de uma semana, e sua resolugéo coincide com o aparecimento de anticorpos. A taxa de

letalidade € muito baixa na forma anictérica, entretanto, sdo relatados alguns casos em que a
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letalidade atingiu indices altos, como na epidemia que ocorreu na China em 1965, onde cerca de
2,4% dos pacientes que apresentaram forma anictérica morreram de hemorragia pulmonar
(HALOTA et al. 1992; WHO 1999; LEVETT 2001).

No quadro grave da doenga, representado pela leptospirose ictérica, o curso clinico é
rapidamente progressivo. As complicagdes graves da leptospirose apresentam caréter
multisistémico, e estdo associadas com a localizagdo de leptospiras dentro dos tecidos durante a
fase imune, que ocorre geralmente durante a 2° semana da doenga. Em 1886, foi descrita por
Adolf Weil uma complicagdo grave da doenga, conhecida como “Sindrome de Weil”. Esta forma
¢ caracterizada por suas manifestagGes classicas como febre, ictericia e insuficiéncia renal (FARR
1995; FAINE 1999; LEVETT 2001). A insuficiéncia renal na doenga grave pode ocorrer dentro
de trés a quatro dias apds inicio da doenga, onde os pacientes fregiientemente apresentam um
rapido aumento na creatinina e uréia sanguinea, que acompanha o aumento nos niveis de fosfato,
acido urico e potassio no sangue. Cerca de 16% a 40% dos pacientes que apresentam
insuficiéncia renal aguda (IRA), tem como causa comum a Leptospirose. A ictericia que ocorre
na Leptospirose, nfo estd associada com a necrose hepatocelular, mas ocorre devido hemdlise e
destruigiio de eritrécitos em é4reas de hemorragia, € a fungdo hepdatica retorna ao normal apds
recuperagdo. O aumento dos niveis de bilirrubina sérica com niveis normais das transaminases €
altamente sugestivo de Leptospirose (FAINE 1999; VINETZ 2001).

Outro importante aspecto clinico da leptospirose € a sindrome de hemorragia pulmonar
grave, que apesar de nfio ser muito comum, € causa importante de 6bito em algumas regides e
independe da presenga de ictericia, tendo sido reconhecida em todo o mundo como uma grave
manifesta¢io da doenca e difundido problema de saide publica (TREVEJO et al. 1998;
MAROTTO et al. 1999; VIJAYACHARI et al. 2004; MCBRIDE et al. 2005; SEGURA et al.
2005). Na Nicaragua, uma epidemia que ocorreu entre outubro e novembro de 1995, cerca de
0,7% dos acometidos morreram de hemorragia pulmonar (TREVEJO et al 1998). O
envolvimento pulmonar tem sido previamente observado em outros paises como China e Coréia,
onde os casos foram associados a infec¢dio pelo sorovar Lai do sorogrupo Icterohaemorrhagiae.
Recentemente na India, casos de hemorragia pulmonar foram relatados em pacientes infectados
com o sorovar Valbuzzi do sorogrupo Grippotyphosa (VIJAYACHARI et al. 2003). Os

Sorogrupos Icterohaemorrhagiae e Australis também tém sido relatados em casos de hemorragia
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pulmonar na China, na Coréia ¢ na Australia (SIMPSON et al. 1998; VIJAYACHARI et al.
2003; VIJAYACHARI et al. 2004).

O envolvimento cardiaco com miocardite fatal foi primeiramente descrito em 1935.
Atualmente, a taxa de letalidade por miocardite na leptospirose grave chega a 54%.
Manifestagdes oculares como a sufusdo conjuntival, também tém sido relatadas na leptospirose
grave. Leptospiras podem penetrar no humor aquoso durante a fase septicémica e podem persistir
por vérios meses, levando ao desenvolvimento de uveite latente cronica recorrente (LEVETT
2001; VINETZ 2001).

A forma grave freqiientemente apresenta-se tarde no curso da doenga e contribui para a
alta taxa de letalidade que varia de 5% a 15%. Cerca de 5% a 10% de todos os pacientes com

leptospirose possui a forma ictérica da doenga (FAINE 1999; LEVETT 2001).

1.4 ASPECTOS IMUNOLOGICOS

A leptospirose apresenta basicamente duas fases clinicas (figura 1), sendo a primeira
septicémica, que dura cerca de uma semana, e em seguida a fase imune caracterizada pela
produgdo de anticorpos sorogrupo especificos e excregdo de leptospiras na urina (LEVETT 2001;
HAAKE et al. 2002). A produgdo de complexos imunes além de ser importante no processo
inflamatdrio, estd também correlacionada com a gravidade da doenga (LEVETT 2001).

A imunidade na leptospirose é predominantemente humoral, sendo fortemente restrita
para sorovares homologos, ou a sorovares fortemente relacionados a este antigenicamente. Na
imunidade humoral, anticorpos especificos opsonizam as leptospiras para a fagocitose por
macr6fagos e neutréfilos. As leptospiras sdo digeridas nos vactiolos dos macréfagos, € a
fagocitose pelos polimorfonucleares (PMNs) é aumentada pela opsonizagdo com os anticorpos
(CINCO et al. 1981; CINCO et al. 1996; SAMBSIAVA et al. 2003). A resposta humoral é
classica, com pico inicial de anticorpos da classe IgM, seguido de répida elevagio de anticorpos
da classe IgG que pode persistir por muito mais tempo em relagdo ao IgM. Niveis elevados de
IgM podem ser observados durante os primeiros dois meses da doenga. Resposta para IgG em
Leptospirose ¢ frequentemente irregular e ocasionalmente ndo ¢ detectada. Anticorpos da classe

IgA aparecem cerca de 15 dias ap6s manifestagdo clinica da doenga e podem persistir por cerca
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de nove meses, podendo servir como marcador soroepidemioldgico. Anticorpos género
especificos aparecem primeiro, mas tém rapido declinio, enquanto que os anticorpos sorovar
especificos aparecem tardiamente e tém longa persisténcia (SAMBSIAVA et al. 2003).

A especificidade do sorovar é basicamente conferida pelo LPS (Lipopolissacaridio de
membrana) e por glicoproteinas. Outros antigenos género especificos também tém sido
amplamente descritos, como as OMPs (proteinas de superficie de membrana) de leptospiras, que
tém sido identificadas recentemente em varios trabalhos. Duas destas proteinas, OmpLl1 e
LipL41, sdo altamente conservadas sendo, portanto, fortes candidatas para desenvolvimento de
vacinas, podendo gerar ampla protecdo cruzada (HAAKE et al. 2000; LEVETT 2001). As OMPs
de leptospiras patogénicas, principalmente a LipL32, tém sido associadas com o aumento da
expressdo de TLR2 e com a estimulagdo e liberagdo de uma proteina quimioatratora de
mondcitos (CCL2/MCP-1) em células de tabulos proximal de rins de camundongos, sugerindo
assim que o TLR2 inicia a resposta inflamatoria causada por leptospiras patogénicas em células
epiteliais de tubulos renais (HAAKE et al. 2000; YANG et al. 2006).

A resposta imune mediada por células ainda tem sido descrita na leptospirose, entretanto
‘existem relatos que afirmam existir um tipo de supressdo desta resposta com diminui¢do dos
linfécitos CD4" (LEVETT 2001). Na resposta mediada por células, as células B ¢ T sdo
estimuladas ap6s a entrada da bactéria no hospedeiro. Estudos tém mostrado que a ativagdo dos
macréfagos na resposta imune inata ocorre através do CD4 e do Toll-Like receptor 2 (VERNEL-
PAUILLAC et al. 2006). As leptospiras sdo fagocitadas por macréfagos e neutrdfilos de
diferentes animais tais como camundongos, coelhos e porcos da india (FAINE 1999). Entretanto,
estudos realizados em gados, camundongos e outros animais tém mostrado que a imunidade
contra a leptospirose ndo € exclusivamente humoral (ALTAVA et al.). Em trabalho realizado
com gados, foi mostrada evidéncia de forte resposta imune do tipo Thl, com altos niveis de
produgdo de IFN-y e envolvimento de células T 8, quando a resposta foi induzida por vacina
monovalente do sorovar Hardjo (BROWN er al. 2003; VERNEL-PAUILLAC et al. 2006).
Alguns trabalhos mostraram significante aumento nos niveis de TNF-o em pacientes com
Leptospirose, sendo os niveis plasmaticos associados com a gravidade da doenga (TAJIKI et al.
1996; VERNEL-PAUILLAC et al. 2006). Em 2005, foi mostrado por Dorigatti et al que
mondcitos humanos produziam Interleucina 6 (IL-6) quando estimulados com glicolipoproteinas

(GLP) de L. interrogans (DORIGATTI et al. 2005). FOSTE et al em 2003 mostraram
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experimentalmente em sangue total humano, que L. interrogans sorovar Rachmati induzia a

produgéo de IFN-y, e que a interleucina 12 (IL-12) derivada de macréfagos era uma das citocinas

responsaveis pelo controle desta produgdo (DE FOST et al. 2003). O IFN-y é uma citocina pro-

inflamatoria, produzida principalmente por células T ativadas e por células NK, e desempenha

uma importante fung@o da defesa contra microorganismos intracelulares, entretanto, foi mostrado

no trabalho de Foste ez al em 2003, uma elevada produgdo desta citocina contra a leptospira, que

como tem sido relatado, trata-se de um patogeno extracelular. Sabe-se que a fungfio da imunidade

mediada por células na defesa do hospedeiro contra a leptospirose ainda é pobremente conhecida.

Tem sido sugerida a participagdo de fatores de ambos, hospedeiro e patégeno, no

desenvolvimento das lesdes provocadas nas células dos tecidos colonizados pelas leptospiras.

Assim, os achados acima contribuem para reforgar a hipétese de que a resposta imune mediada

por células também participa na defesa do hospedeiro contra a leptospirose.
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Figura 1. Fases que caracterizam a Leptospirose € aspectos relevantes dos estagios da doenga.

Adaptado de Levett (2001).
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1.5 PROTEINAS DE MEMBRANA

A membrana externa de leptospiras contém lipopolissacarideos (LPS) e vdrias
lipoproteinas de membrana externa (outer membrane proteins - OMP). O LPS ¢ altamente
imunogénico e responsavel pela especificidade do sorovar (HAAKE 2000; LEVETT 2001).
Viarias OMPs sdo altamente conservadas entre as leptospiras, levando conseqiiéntemente a uma
ampla reatividade cruzada na resposta imune.

A habilidade de sobrevivéncia como organismo livre no ambiente € Unica entre as
espiroquetas invasivas, e presumivelmente reflete expressdo diferencial de proteinas envolvidas
na adaptagio para o ambiente exterior a hospedeiros mamiferos. As proteinas expressas por
leptospiras in vitro podem ser ou ndo expressas durante infecgdo. O entendimento das proteinas
expressas durante infecgdo pode contribuir para a melhor compreensio dos mecanismos
envolvidos na patogénese da leptospirose, bem como para o desenvolvimento de novos métodos
para o sorodiagnéstico e estratégias de imunoprotegdo (HAAKE et al. 2000; GUERREIRO et al.
2001).

O LPS tem sido muito estudado como antigeno de leptospiras, entretanto, variagdo na
por¢do de carboidratos deste antigeno € responsavel pela diversidade antigénica observada a
cerca de sorovares de leptospiras, dos quais cerca de 250 j4 foram identificados. Desta forma, em
vacinas que utilizam extratos de certos sorovares (bacterinas), o LPS nfo tem tido muito éxito em
garantir imunoprote¢do cruzada contra sorovares ndo incluidos na vacina. Além disso, a
variabilidade antigénica do LPS ¢ também um fator limitante para o sorodiagnéstico
(GUERREIRO et al. 2001; HAAKE et al. 2002; NATARAJASEENIVASAN et al. 2004).

Recentes estudos de caracterizagdo molecular tém determinado importantes proteinas da
superficie celular de leptospiras, tais como: GroEL, DnaK, a porina OmpL1, e a lipoproteina
LipL41 e LipL32/MOMP. Estudos tém relatado que a LipL32 € a mais importante proteina de
membrana externa expressa durante a fase precoce da infecgdo, tendo sido considerada como
antigeno protéico imunodominante reconhecido por resposta humoral durante infec¢fio natural. A
lipoproteina LipL36 também € um componente de membrana externa da leptospira, mas sé foi
identificada até entdo, em cultura de organismos “in vitro” (HAAKE 2000; HAAKE et al. 2000;
NATARAJASEENIVASAN et al. 2004). A OmpL1 ¢ uma proteina transmembranica que possui

atividade de porina e tem sido mostrada como um importante imundgeno. GroEL e DnakK, sdo
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proteinas de choque térmico que sfo reguladas pela elevada temperatura encontrada em
hospedeiros mamiferos. Estas proteinas também tém apresentado boa reatividade com amostras
agudas de individuos com leptospirose, entretanto, a GroEL e DnaK t€m apresentado significante
reatividade cruzada com amostras de individuos sadios. A LipL41 € uma lipoproteina exposta na
superficie de membrana de leptospiras patogénicas e tem se comportado também como alvo para
a resposta imune humoral durante infecgdo (HAAKE et al. 2000). A combinagfio de LipL41 e
OmpL1 quando usados na imunizagdo de Hamsters tem conferido ampla protecio para estes
animais, sendo indicados como potenciais candidatos para vacinas (HAAKE 2000; VINETZ
2001).

Muitos testes t€ém sido avaliados para o diagndstico soroldégico precoce da leptospirose,
entretanto, muitos tém mostrado baixa sensibilidade durante a fase aguda da doenga. Desta
forma, o desenvolvimento de testes para o sorodiagnéstico precoce da leptospirose requer a
identificagdio de proteinas expressas durante a fase aguda e durante a fase convalescente da
doenga (NATARAJASEENIVASAN et al. 2004).

1.6 DIAGNOSTICO

A leptospirose apresenta manifesta¢Ges clinicas polimérficas, que na maioria das vezes
dificultam o diagnéstico da doenga. Em decorréncia disso, os exames laboratoriais sdo
extremamente importantes na elucidagdo diagndstica. Comumente, os materiais bioldgicos
usados nos exames laboratoriais sdo amostras de sangue, urina, liquido cefaloraquidiano (LCR),
saliva, tecidos € exsudato peritoneal e pleural. Na fase septicémica da doenga, as leptospiras
podem ser encontradas no sangue, LCR e na maioria dos tecidos. Na fase imunoldgica, ocorre o
aparecimento de anticorpos especificos circulantes e elimina¢do de leptospiras na urina. Desta
forma, na escolha do exame laboratorial, deve ser considerado este comportamento bifasico que a
doenga apresenta (CAMARGO et al. 1992).

Os métodos laboratoriais aplicados no diagndstico da leptospirose apdiam-se na
demonstragdo direta dos antigenos (leptospiras integras), ou na demonstragdo indireta, onde séo
detectados anticorpos especificos contra diferentes epitopos antigénicos presentes nas leptospiras
(VINETZ 2001). O uso da microscopia de campo escuro na investigagéo direta de leptospiras em

amostras de sangue e urina tem sido ainda defendido em algumas regides, particularmente na
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india, apesar de sua baixa sensibilidade e especificidade (FAINE 1999; VINETZ 2001). O
isolamento e cultura de leptospiras sdo considerados como padrdo ouro no diagnéstico direto da
doenga, entretanto a necessidade de meios especificos de cultura e o lento crescimento das
leptospiras nestes meios tornam a metodologia inadequada para a institui¢do de terapéutica. Um
teste promissor candidato a substituir a detecgdo direta do agente em amostras humanas é o
diagnéstico molecular pelo PCR (reagdo de polimerizagdo em cadeia). Numerosos estudos tém
relatado sua alta sensibilidade e especificidade, bem como sua habilidade para diagnosticar
leptospirose em fase aguda. Entretanto, esta técnica ainda nfo tem sido amplamente avaliada em
muitos paises onde a leptospirose ¢ endémica, necessitando ser validada em diferentes condi¢Ges
(BROWN et al. 1995; FAINE 1999; PLANK et al. 2000; OOTEMAN et al. 2006).

Como método indireto na detecgdo de anticorpos especifico contra leptospiras, o teste de
microaglutinagdo (MAT) ¢ considerado padrdo ouro (FARR 1995; FAINE 1999; PLANK et al.
2000; LEVETT 2001), e até o momento € o teste preconizado pela Organizagdo Mundial de
Saude (OMS). Estudos prévios t€ém mostrado que o MAT possui alta sensibilidade (média de
98%) e alta especificidade (97%). Outra importante vantagem deste teste é sua capacidade de
presumir o sorovar ou sorogrupo envolvido na infec¢do. Por outro lado, 0 MAT € uma técnica
dificil de padronizar e requer um painel de leptospiras de diferentes cepas, para promover uma
cobertura adequada da diversidade antigénica representada em determinada 4rea testada. Além
disso, o MAT consome tempo, requer amostras pareadas (uma amostra na fase aguda e outra
cerca de 15 dias apés inicio dos sintomas) e profissionais treinados com conhecimento
especializado (LEVETT et al. 1998; LEVETT et al. 2001; BAJANI et al. 2003; BHARTI et al.
2003). Apesar da alta sensibilidade e especificidade, o MAT nfo é uma metodologia adequada
para o diagndstico precoce da leptospirose, pois além de requerer amostras pareadas para
confirmag¢do de soroconversdo, pode nédo detectar anticorpos especificos na primeira semana,
apos o inicio dos sintomas (VOLINA et al. 1990; LUCCHESI et al. 2004; PALANIAPPAN et al.
2005; OOTEMAN et al. 2006).

Ensaio no formato imunoenzimatico (ELISA) e outros testes soroldgicos para detecgdo de
anticorpos IgM especificos anti-leptospira tém sido descritos. Estes testes tém sido desenvolvidos
como um método alternativo para o sorodiagnéstico de leptospirose, embora o MAT seja ainda o
teste requerido para confirmagdo de casos da doenga (CAMARGO et al. 1992; CINCO et al.
1992; FLANNERY et al. 2001; LEVETT et al. 2001; VITALE et al. 2004). Em estudo realizado
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por BAJANI e cols, em 2003, foi mostrado que um teste comercial ELISA IgM apresentou
sensibilidade de 86,5%, e especificidade de 97% quando comparado com o MAT. Ensaios como
o Lepto DipStick, Lepto Lateral Flow e Lepto Dri Dot t€m sido avaliados como teste de triagem
répida para leptospirose e t€ém mostrado alta concordincia quando comparados ao MAT e ao
ELISA IgM. Estes ensaios ndo requerem eletricidade, possuem baixo custo e podem fornecer
resultados em curto periodo de tempo. Muitos destes ensaios tém utilizado como antigenos o
lisado bruto de célula total de leptospiras, e mais recentemente, proteinas recombinantes da
superficie celular tém sido também utilizadas como antigeno (PLANK et al. 2000; LEVETT et
al. 2001; VIJAYACHARI et al. 2002; BAJANI et al. 2003; BHARTI et al. 2003; SEHGAL et al.
2003; HULL-JACKSON et al. 2006).

A sensibilidade do sorodiagndstico para amostras de fase aguda é muito importante, e
pode contribuir para o correto direcionamento do paciente, mas ainda € preciso um maior
entendimento a respeito de proteinas expressas durante as fases aguda e convalescente da doenga
(YERSIN et al. 1999; EFFLER et al. 2000; BAJANI et al. 2003; SEHGAL et al. 2003;
NATARAJASEENIVASAN et al. 2004).
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2. JUSTIFICATIVA

A leptospirose ¢ uma doenca infecciosa emergente, que tem afetado o0 homem em todos os
continentes, nas areas rurais e recentemente em &reas urbanas. Ela freqiientemente causa um
amplo espectro de manifestagdes clinicas no homem podendo comprometer miltiplos 6rgdos e,
na sua fase aguda, os sintomas e sinais sfio indistingiiiveis de outras infecgdes bacterianas e
virais. Outras doengas infecciosas, como dengue, maldria, influenza e hepatites virais, por
exemplo, podem mimetizar a leptospirose. Assim, a leptospirose se ndo diagnosticada em seu
estdgio precoce, pode comprometer outros sistemas e causar complicagdes fatais, tais como a
hemorragia pulmonar, insuficiéncia renal aguda, insuficiéncia respiratéria aguda, etc (LEVETT
2001; BHARTI et al. 2003).

A necessidade de um novo procedimento diagnostico, que seja rapido, apresente boa
sensibilidade e especificidade na fase aguda da doenga e que possa ser usado no diagnéstico
laboratorial de rotina para detectar casos suspeitos de leptospirose, torna-se muito importante no
panorama atual da doenga, tanto em areas altamente endémicas como nas regides de baixa
endemicidade. Além disso, um ensaio deste tipo ird certamente contribuir para o correto
direcionamento do paciente.

Muitos modelos de ensaio tém sido adotados para o diagnéstico de leptospirose. Como
exemplo, o teste de microaglutinagio (MAT), considerado padrfio ouro, o isolamento e cultura
em meios especificos e os ensaios imunoenzimaticos como os ELISAs e Dot-ELISAs. Entretanto,
alguns destes modelos tém alto custo, e requerem uma série de dilui¢Ges, longos periodos de
incubagdo e treinamento técnico especializado. Além disso, a infra-estrutura laboratorial
adequada e equipamentos sofisticados sdo exigidos por estes modelos.

Alguns modelos imunocromatograficos, que utilizam antigenos brutos e/ou recombinantes
da bactéria, oferecem vantagens devido & sua simplicidade metodoldgica, ao curto tempo de
execucgdo e a rapidez proporcionada na leitura dos resultados, além de apresentarem satisfatdria
sensibilidade e especificidade relatada na fase precoce da doenga.

Portanto, prop3e-se neste trabalho, avaliar o desempenho de cinco modelos de teste, sendo
dois testes rapidos (lateral flow e dri-dot), um teste no formato dipstick e dois ELISAs IgM, para

triagem de casos de leptospirose na fase aguda.
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Avaliar o desempenho de cinco ensaios sorologicos para o diagnostico presuntivo de
leptospirose na fase aguda, utilizando amostras provenientes de um banco de soros da populagéo
de Salvador, Bahia.

3.2. ESPECIFICOS

e Investigar a presenga de imunoglobulinas IgM especificas contra antigenos de leptospiras em
amostras de soro, utilizando os testes de ELISA de captura IgM desenvolvido pela PANBIO e
ELISA IgM desenvolvido pela Biomanguinhos - FIOCRUZ.

® Determinar as probabilidades de desempenho para os testes Lateral Flow, Dri Dot, DipSTick
e ELIS4s na triagem de casos de leptospirose na fase aguda e na fase convalescente da
doenga, utilizando amostras de soro coletadas durante vigildncia hospitalar e controles de

doadores sadios de banco de sangue da cidade de Salvador — BA.

e Comparar os resultados obtidos pelos testes avaliados com os resultados do teste de
microaglutinagdo (MAT), considerando o titulo de 1:100 como critério de triagem de casos
agudos pelo MAT.

e Determinar a concordincia para os testes avaliados na triagem de casos agudos de

leptospirose.
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4. MATERIAL E METODOS

Este projeto integra a colaborag@o entre o Laboratério de Patologia e Biologia Molecular
do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz / FIOCRUZ - BA (LPBM / CPqGM) e o Instituto de
Tecnologia em Imunobiol6gicos — Biomanguinhos / FIOCRUZ - RJ.

O CPqGM, local de execugdo do projeto, ¢ uma das unidades da Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), localizada no municipio de Salvador-BA. Este 6rgdo do Ministério da Satde
desenvolve importantes pesquisas na area da satide. Os cursos de especializagio e pds-graduagio
deste centro contribuem para a formagdo de pesquisadores e professores do mais alto nivel. O
CPqGM forneceu todo suporte laboratorial requerido para execugdo deste projeto.

A Biomanguinhos, também unidade da Funda¢io Oswaldo Cruz, est4 localizada na cidade
do Rio de Janeiro-RJ. Esta unidade tem como prioridade a pesquisa para desenvolvimento de
vacinas e reagentes para diagnostico. A participagdo de Biomanguinhos neste projeto, foi com o
fornecimento da quantidade necessaria de Kits ELISA IgM da Biomanguinhos para diagndstico
de leptospirose.

' Os outros testes diagnodsticos avaliados neste projeto foram doados pelas empresas
produtoras ZEPHYR Ltd, Verna Goa, india; BIOMERIEUX Ltd, Boseind, Boxtel, The
Netherlands e PANBIO Ltd, Brisbane, Queensland, Austrélia.

4.1. DESENHO DO ESTUDO

Estudo de avaliagdo de ensaios de triagem (screening), usando amostras de casos
confirmados para leptospirose e amostras de individuos sadios como controle negativo.
4.2. POPULAGCAO DE ESTUDO

Neste projeto foram utilizados dois grupos distintos de amostras. O primeiro grupo foi
composto por amostras de casos confirmados para leptospirose, contidas num banco de soros,

pertencentes a pacientes que participaram de vigilancia epidemioldgica ativa, que vém sendo

mantida num Hospital de referéncia para Leptospirose, localizado na cidade de Salvador, desde
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janeiro de 2000. Para este grupo de amostras, foram selecionados randomicamente soros de
pacientes confirmados laboratorialmente com leptospirose, obedecendo aos seguintes critérios de
inclusdo:

a) Amostras de pacientes hospitalizados entre janeiro de 2000 e julho de 2005.

b) Apresentagdo clinica compativel com leptospirose.

c) Pacientes confirmados laboratorialmente pelo teste de microaglutinagdo (MAT). Para

este teste, os critérios de confirmagio sdo:

c.1) Uma tnica amostra de soro que tenha apresentado no MAT um titulo > 1:800.

c.2) Aumento de 4 vezes ou mais no titulo entre as amostras pareadas. As amostras de
soros pareadas foram coletadas da seguinte forma: a primeira amostra coletada na fase
aguda, ou seja, na admissdo do paciente no hospital, e a segunda amostra coletada na fase
tardia da doenga ou fase convalescente, que corresponde ao fim da hospitalizagio.

c.3) Presenga de soroconversio entre as amostras pareadas, difmido como um titulo
negativo no MAT (< 1:100) na amostra de fase aguda, € um titulo > 1:200 na amostra de
fase tardia ou convalescente.

Neste primeiro grupo de amostras, foram selecionadas randomicamente da soroteca, 99
soros de fase aguda, 39 soros de fase aguda de pacientes que apresentaram menos de sete dias de
sintomas e 50 soros de fase tardia ou convalescente, que obedeciam os critérios de inclusio
acima. Dentro do grupo de 99 soros de fase aguda, 50 deles formavam pareamento com os 50
soros de fase tardia ou convalescente.

O segundo grupo foi composto de amostras de soro de voluntarios sadios, fornecidas pela
Fundagfio de Hematologia ¢ Hemoterapia da Bahia — HEMOBA. Neste grupo, foram

selecionadas randomicamente 80 amostras de um banco de 153 soros.

4.2.1. CARACTERIZACAO DA POPULACAO

A caracterizagdo da populagdo foi baseada em alguns dados epidemioldgicos, alguns
sinais, sintomas e achados laboratoriais que foram obtidos através de entrevista (Anexo I)
realizada durante vigilancia hospitalar e através de consulta de dados dos pacientes cadastrados
no hospital. Os questiondrios aplicados durante entrevista apresentavam perguntas relevantes ao

diagndstico clinico da leptospirose.
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Para andlise destes dados, usou-se o teste paramétrico #-Student’s para comparagdo das
médias e das proporgdes das varidveis consideradas entre os grupos de amostras com menos de
sete dias de sintomas e com sete dias ou mais de sintomas. Resultados significantes foram

admitidos para uma probabilidade inferior a 5% (p<0.05).

4.3. DEFINICAO SOROLOGICA DE CASOS
4.3.1. TESTE DE MICROAGLUTINACAO (MAT)

Na confirmagfio laboratorial de infecgdo por leptospirose pelo MAT, é importante a
realizag@o do teste para amostras pareadas, onde a primeira amostra deve ser coletada na fase
aguda da doenga, que corresponde ao inicio dos sintomas, e a segunda amostra coletada numa
fase mais tardia ou convalescente, cerca de 15 dias ap6s inicio dos sintomas. Os critérios para
confirmagio de caso sdo: |

a) Titulo no MAT > 1:800 em pelo menos uma amostra de soro.

b) Aumento de 4 vezes ou mais no titulo entre as amostras pareadas.

c) Presenca de soroconversdo entre as amostras pareadas, difmido como um titulo
negativo no MAT (< 1:100) na amostra de fase aguda, e um titulo > 1:200 na amostra de

fase tardia ou convalescente.

43.2. ENSAIO IMUNOENZIMATICO (EIE) IGM PARA LEPTOSPIROSE, DA
BIOMANGUINHOS.

Os casos positivos pelo ELISA IgM foram determinados pela comparagdo das densidades
6ticas (DO) das amostras com o valor da DO obtida para o cut of dos soros controles de IgM.
Assim, a amostra foi definida como positiva quando apresentava a razdo DO amostra / DO cut of

> 1,2 vezes o valor da DO cut of , e negativa quando esta razio foi < 1,2.



31

4.3.3. ENSAIO IMUNOENZIMATICO (EIE) ELISA IGM PARA LEPTOSPIROSE, DA
PANBIO.

Os casos positivos pelo ELISA IgM PANBIO foram determinados pela comparagdo das
densidades oticas (DO) das amostras com o valor da DO obtida para o cut of dos soros controles
de IgM. Assim, a amostra foi definida como positiva quando apresentava a razo DO amostra /

DO cut of > 1,1 vezes o valor da DO cuf of , e negativa quando esta razdo foi < 1,1.

4.3.4. TESTE QUALITATIVO PARA DETECCAO DE ANTICORPOS CLASSE IgM ANTI-
LEPTOSPIRA - DIPSTICK TEST IGM DA PANBIO.

Na infecgdo por leptospiras, a presenga de anticorpos IgM especificos em amostras de
sangue ou soro, promove o aparecimento de cor na area do teste que corresponde aos dots de
antigenos provenientes de L. biflexa. Assim, o desenvolvimento de dots roxo-azulados na 4rea do
teste que contém os antigenos foi indicativo de amostra reagente, e a auséncia de cor na area dos
dots foi indicativo de amostra ndo reagente (negativa). O dot referente ao controle positivo deve
apresentar desenvolvimento de cor em ambas as situagles, reagente € ndo reagente, para a

validagdo do ensaio.

4.3.5. TESTE RAPIDO PARA DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-LEPTOSPIRA -
LEPTOCHECK LATERAL FLOW TEST IGM DA ZEPHYR.

Na infecgdo por leptospiras, a presenga de anticorpos IgM especificos em amostras de
sangue ou soro, promove o aparecimento de cor na area do teste que corresponde a banda IgM.
Assim, o desenvolvimento de bandas réseas na area do teste foi indicativo de amostra reagente, e
a auséncia de cor na drea da banda IgM foi indicativo de amostra nfo reagente (negativa). A
banda referente ao controle deve apresentar desenvolvimento de cor em ambas as situagdes,

reagente e ndo reagente, para a validagdo do ensaio.
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4.3.6. TESTE RAPIDO DE AGLUTINACAO DE LATEX -~ LEPTO TEK DRI-DOT DA
BIOMERIEUX.

A presenga de anticorpos especificos em amostras de soro promove aglutinagfo das
particulas de latex. O grau de aglutinagdo das particulas depende do grau de especificidade dos
anticorpos, do estagio da doenga e de outros fatores. Assim, uma forte aglutinaggo visivel apos 30

segundos foi altamente consistente com a corrente ou recente infecgfo por leptospiras.

4.4. PROCESSAMENTO LABORATORIAL

As amostras de sangue, coletadas em Vacutainer®

sem anticoagulantes, foram
centrifugadas a cerca de 1500rpm por 10 minutos. O soro obtido foi aliquotado em tubos

eppendorfs de 1,5mL, e posteriormente congeladas em freezer a -20°C.

4.5. ENSAIOS SOROLOGICOS

As amostras de soros foram descongeladas a temperatura ambiente para realizagdo dos
ensaios soroldgicos. Estes ensaios foram realizados seguindo protocolo pré elaborado e as
instru¢Bes de cada fabricante (Biomanguinhos, PANBIO, BIOMERIEUX e ZEPHYR).

As amostras de soro escolhidas para este trabalho foram analisadas pelos testes ELISA
IgM anti-leptospira da Biomanguinhos (EIE BM), ELISA IgM anti-leptospira da PANBIO (EIE
PB), LATERAL FLOW TEST IgM da ZEPHYR (LF), LEPTO TEK DRI-DOT da
BIOMERIEUX (Dot) e DIPSTICK TEST da PANBIO (DPS). A leitura dos ELISAs foi realizada

em espectrofotdmetro modelo LR 88026 da Molecular Devices, com filtro ajustado para 450nm.
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4.6. PRINCIPIO DOS ENSAIOS SOROLOGICOS

4.6.1. ELISA IGM ANTI-LEPTOSPIRA DA BIOMANGUINHOS.

Neste ensaio, os anticorpos da classe IgM, quando presentes no soro, reagem com
antigenos de L. interrogans adsorvido a fase sélida (superficie de poliestireno da placa). A seguir,
adiciona-se as amostras de soro a serem testadas e os soros controles, devidamente diluidas. Caso
as amostras testadas tenham anticorpos especificos, estes se ligar@o ao antigeno da fase s6lida. Na
etapa seguinte, ao se adicionar uma anti-imunoglobulina IgM humana marcada com a enzima
peroxidase, esta se ligard aos anticorpos IgM caso estejam presentes. A presenga desta reagdo
serd revelada apds adigdo de uma substincia cromégena, tetrametilbenzidina / perdxido de
hidrogénio (TMB/H,0,), que ira formar uma coloragdo azul turquesa nos micropogos reativos.

Finalmente, a adi¢do de um composto 4cido, geralmente acido sulfurico, ira parar a reagdo
€ 0s micropogos reativos irdo apresentar coloragdo amarela, em decorréncia da reag¢do acido —
‘TMB. O desenvolvimento de cor nos micropogos € indicativo da presenga de anticorpos IgM
anti-leptospira na amostra de ensaio. A leitura das microplacas deverid ser realizada em

espectrofotdmetro com um comprimento de onda de 450nm.

4.6.2. ELISA IGM ANTI-LEPTOSPIRA DA PANBIO.

Neste ensaio, os anticorpos séricos da classe IgM, quando presentes no soro, reagem com
antigenos de leptospira adsorvido & fase solida (superficie de poliestireno da placa). O soro
residual € removido por lavagem e ¢ adicionada anti-IgM humana conjugada a peroxidase (HRP).
A presenga da reagdo antigeno-anticorpo serd revelada apds adi¢do de uma substincia
cromogena, tetrametilbenzidina complexada com o peréxido de hidrogénio (TMB/H,0,), que ira
formar uma coloragéo azul nos micropogos reativos.

Finalmente, a adi¢do de um composto 4cido, geralmente acido sulfurico, ird parar a reagio
€ 0s micropogos reativos irdo apresentar coloragdo amarela, em decorréncia da reagdo acido —
TMB. O desenvolvimento de cor nos micropogos ¢ indicativo da presenga de anticorpos IgM

anti-leptospira na amostra de ensaio.
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4.6.3. DIPSTICK TEST IGM DA PANBIO.

O DipSTick foi obtido pela Panbio Ltd, Windsor - Australia. O ensaio foi realizado de
acordo com protocolo de fabricagdo da Panbio. Este teste utiliza uma técnica de Dot-ELISA,
onde antigenos de L. biflexa sorovar Patoc 1 sdo impregnados em dot nas fitas de nitrocelulose
(figura 2a). As amostras sdo diluidas (1:200) e incubadas a 50°C por 10 minutos com a fita de
nitrocelulose, em cubetas contendo solugdo diluente que acompanham o kit. Em seguida, a fita é
lavada em solugfo tamp3o, e incubada em mais 3 cubetas diferentes contendo solugdo que acelera
a reagdo (enhancer), conjugado ¢ uma solug@o reveladora. O tempo total de incubagio foi de
aproximadamente 43 minutos. Ao final do periodo de incubagdo, a fita dipstick € lavada em
tamp@o e secada ao ar, para depois proceder-se a leitura. A intensidade da mancha (Dot) revelada
na fita ¢ comparada com um padréio de intensidade que varia de 1+ a 4+. Uma intensidade > 2+ ¢

considerada positiva.

'4.6.4. LEPTOCHECK LATERAL FLOW TEST IGM DA ZEPHYR.

Este teste utiliza o pricipio imunocromatografico, com um unico duplo sitio de
imunoensaio numa membrana (figura 2b). A amostra testada flui através da membrana montada
no dispositivo apropriado. Uma solugfo de conjugado anti-IgM humano forma um complexo com
anticorpos da classe IgM na amostra. Este complexo se move na membrana para a janela do
dispositivo que contém o antigeno género especifico de leptospiras imobilizado na membrana, e
que ¢ amplamente reativo com o complexo anticorpo — conjugado. A reagdo ird desenvolver uma
banda de coloragdo vermelha purpura na regido T dos dispositivo, confirmando um resultado
positivo. Os complexos que ndo se ligaram especificamente ao antigeno, continuam a correr
através da membrana, e irfo se ligar na regido C do dispositivo, que contém imobilizado na
membrana anti-anticorpos de coelho, formando também uma banda de coloragdo vermelha
purpura. A banda formada na regifo C € o controle, e devera desenvolver coloragdo em ambas as

situagOes, reagente e ndo reagente, para validagdo do ensaio.
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4.6.5. LEPTO TEK DRI-DOT DA BIOMERIEUX.

O Lepto Tek Dri Dot consiste de particulas de latex coloridas ativadas com um antigeno
de leptospira amplamente reativo, que € secado sobre um cartdo de aglutinagdo (figura 2¢). O
ensaio ¢ baseado na ligagdo de anticorpos especificos anti-leptospira, presentes na amostras de
soro, com o antigeno, causando uma fina e granular aglutinag¢@o que tende a depositar-se na borda
da gota da amostra usada. A aglutinagdo e indicativo de amostra positiva. Quando anticorpos ndo
especificos estdo presentes, a suspensd@o fica homogénea e ndo ocorre aglutinagdo. Neste caso a

amostra € negativa.

Figura 2. Testes rapidos avaliados: a) DipStick, mostrando a esquerda um teste positivo e a
direita um teste negativo para anticorpos anti-leptospira; b) Lateral Flow, mostrando a esquerda
um teste negativo e a direita um teste positivo para anticorpos anti-leptospira; c¢) Teste de
macroaglutinagdo em Latex, que mostra a esquerda auséncia de aglutinagéo e a direita a presenca

de aglutinag@o.
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4.7. CONSIDERAGCOES METODOLOGICAS PARA ANALISE DOS DADOS

O desempenho de um teste diagnéstico depende da sua validade ou acuracia, ou seja, do
grau em que o teste € capaz de determinar o verdadeiro valor do que estd sendo medido.

Para determinar a validade dos testes rdpidos, os resultados destes testes foram
comparados com os resultados do teste de microaglutinagdo (MAT), considerado o teste “Padrio-
Ouro”. Os ELISAs analisados neste trabalho também foram comparados com o padrfo ouro.
Como mencionado anteriormente neste capitulo, as amostras de casos de leptospirose foram
confirmadas laboratorialmente pelo MAT, baseado nos critérios de confirmagéo do teste também
mencionado. Entretanto, para a comparagdo dos testes avaliados na triagem de casos agudos,
adotamos o titulo de 1:100 como ponto de corte na triagem de casos agudos pelo MAT. Ressalto
que o titulo adotado ¢ também recomendado pela Organizagdo Mundial de Saide (OMS).

A partir da comparagdo dos resultados, foram determinadas a sensibilidade e
especificidade de cada ensaio, calculados usando a tabela de contigéncia 2x2 (quadro 1). O
intervalo de confianga admitido para sensibilidade e especificidade foi de 95%, e os intervalos
foram estimados pelo teste de Fleiss com 95% de confianga. Foi utilizado o teste do Qui-
quadrado (¥2) para comparar propor¢des. O software EPI INFO6 versdo 6.04 foi usado para os
calculos destes parametros. Em cada ensaio, a sensibilidade e a especificidade foram calculadas
para cada grupo de amostras analisadas (soros agudos randomizados; soros agudos com < 7 dias
sintomas; soros agudos com > 7 dias de sintomas; soros convalescentes ¢ soros de individuos

sadios do Hemocentro da cidade de Salvador - BA).

Quadro 1. Validade de um teste diagnostico.

Teste analisado Teste (Padrio-Ouro) Total Parcial
Presente Ausente

+ VP (verdadeiro positivo) | FP (Falso positivo) VP+FP

- FN (Falso negativo) VN (verdadeiro negativo) | FN+VN

Total Parcial VP+FN FP+VN Total
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e A sensibilidade (VP / VP+FN) é definida como a capacidade do teste em detectar
os individuos verdadeiramente positivos.
e A especificidade (VN / FP+VN) ¢ definida como a capacidade do teste em detectar

os verdadeiros negativos.

O indice de concordancia Kappa (k) foi utilizado para determinar a concordéancia entre os
ensaios avaliados (quadro 2). O software EPI INFO 6 versdo 6.04 foi usado para calcular o
indice Kappa. O valor de kappa superior a 0.61 indica boa concordéancia entre os testes, enquanto
o valor inferior a 0.41 indica pobre concordancia (quadro 3). O coeficiente de correlagdo de
Pearson (r) foi calculada usando o software Bioestat 3.0, para avaliar o grau de correlagéo

existente entre os ELISAs da Biomanguinhos e da Panbio.

Quadro 2. Determinagfio da concordancia entre testes diagndsticos.

Teste Total Parcial
Positivo Negativo

Positivo a b a+b

Negativo c d c+d

Total Parcial atc b+d (atb+c+d)

O indice Kappa (k) é uma medida muito utilizada para expressar a confiabilidade de um

teste, por ser um indicador de concordancia ajustada, pois leva em consideragéo, a concordincia
devido a chance (LANDIS et al. 1977; KRAEMER et al. 1988).

O indice Kappa ¢ estimado como:

k =Po—~Pe/ 1-Pe, sendo:
Po= Propor¢do de concordéncias observadas: a+d / a+b+c+d.
Pe= Proporgdo de concordancias esperada: [(a+b)(a+c)] + [(c+d)(b+d)]/ (atbtc+d)®.

Os valores de (k) e suas respectivas interpretagdes sdo mostradas na quadro 3 abaixo.



Quadro 3. Escala de concordancia do Kappa.

Kappa Concordancia
<0,00 Nenhuma
0,00-0,20 Fraca

0,21 -0,40 Sofrivel

0,41 - 0,60 Regular

0,61 - 0,80 Boa

0,81 - 0,99 Otima

1,00 Perfeita

Adaptado de Landis & Koch, Biometrics, 1977 (LANDIS et al. 1977).
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5. RESULTADOS

Neste estudo avaliamos o desempenho de cinco ensaios sorolégicos (01 Lateral Flow, 01
Dri-Dot, 01 DipStick e 02 ELISAs IgM) para o diagnéstico de Leptospirose aguda. O nimero de
soros avaliados para cada ensaio sorolégico estd apresentado na tabela 3. Para os ELISAs
Biomanguinhos e Panbio, foram avaliados todos os soros disponiveis. Entretanto, devido ao
volume insuficiente de soros, foi avaliado para os testes rapidos Lateral Flow, Dri-Dot e
DipStick, apenas 136, 136 e 135 soros de fase aguda, respectivamente. As amostras de soros dos
casos de Leptospirose foram coletadas de pacientes com suspeita da doenga e que foram
internados num hospital de referéncia da cidade de Salvador — BA. Como controle negativo, 80
soros de doadores sadios do banco de sangue da cidade de Salvador — BA, foram inclusos no
estudo. Para o ensaio DipStick, foi avaliado somente 79 soros do grupo de controles sadios, pois

uma aliquota de soro foi insuficiente (tabela 3).

Tabela 3. Nimero de soros avaliados pelos ensaios sorolégicos.

N° testado
Grupo de soros “LF “ Dot “DPS “EIEBM “EIEPB “MAT
testados (n°)
Fase aguda (n=138) 136 136 135 138 138 138
Fase convalescente 50 50 50 50 50 50
(n=50)
Doadores sadios do 80 80 79 80 80 80

banco de  sangue
(n=80)

? LF: Lateral Flow da Zephyr; Dot: Dri-Dot da Biomeriéux; DPS: DipStick da Panbio; EIE BM e
EIE PB: ELISAs IgM da Biomanguinhos e da Panbio, respectivamente; MAT: teste “padrio
ouro” de microaglutinagéo.

Nos grupos de fase aguda e de doadores sadios, algumas amostras de soro foram
insuficientes para serem avaliadas com todos os testes. Contudo, a diferenga entre 0 nimero de

amostras testadas entre os ensaios para um mesmo grupo néo foi significante (p>0,05).
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Pudemos coletar € analizar neste trabalho alguns dados epidemiologicos (sexo e idade),
sinais, sintomas e os achados laboratoriais dos casos confirmados para leptospirose (tabela 4).
Acerca dos 138 pacientes casos confirmados para a doenga, cerca de 91% representavam o sexo
masculino com média de idade de 33 (+ 12) anos (tabela 4). Para as mulheres, a média de idade
foi de 41 (= 14) anos (dado ndo mostrado na tabela 4), diferindo estatisticamente da média
encontrada nos homens (p=0,0279). Estratificando os 138 casos em amostras agudas em grupos
com menos de 7 dias de sintomas e > 7 dias de sintomas, observamos que em ambos os grupos o
sexo masculino prevaleceu (>85%) em relagéo ao sexo feminino e a média de idade foi superior a
30 anos (tabela 4). A média de idade nestes grupos para o sexo feminino foi de 27 (& 15) anos e
46 (£ 11) anos para os individuos com menos de 7 dias de sitomas e > 7 dias de sintomas,
respectivamente (dados ndo mostrados na tabela 4). No grupo com menos de 7 dias de sintomas
ndo houve diferenca estatistica entre as médias de idade comparadas (p=0,6309), enquanto que
no grupo com 7 dias ou mais de sintomas, as médias de idade entre os sexos diferiram
estatisticamente (p=0,0296).

Com relagdo aos sintomas e sinais apresentados pelos 138 pacientes com leptospirose,
febre (95%) e ictericia (83%) foram os sintomas mais freqiientes (tabela 4). Apenas 5% dos 138
casos de leptospirose apresentaram hemorragia pulmonar e 45% de 98 casos da doenga
apresentaram sufusio conjutival (tabela 4). A média de dias de sintomas para os 138 casos de
leptospirose foi de 7 (= 4) dias, sendo que para o grupo com menos de 7 dias, a média foi de 4,8
(£ 1) dias, e para o grupo > 7 dias, a média foi de 10 (+ 3) dias (tabela 4).

Os achados laboratoriais avaliados aqui foram a contagem de leucdcitos, os niveis das
transaminases (TGO e TGP), os niveis de uréia sérica e creatinina sérica. Em 136 casos de
leptospirose, os leucécitos apresentaram média de 13,9x10°/mm’® de sangue. Nos grupos com
menos de 7 dias e > 7 dias de sintomas, a média na contagem de leucécitos foi de 13,3x10*/mm’
e 14,7x10*/mm’ de sangue, respectivamente (tabela 4). Os niveis médios de TGO e TGP foram
respectivamente iguais a 105,9 (+ 142) UI/L e 74,1 (= 97) UI/L. A uréia e creatinina séricas
apresentaram niveis médios de 111,8 (+ 67) mg/dL e 3,3 (+ 2) mg/dL, respectivamente (tabela
4). Dentre os pacientes hospitalizados, 16% foram submetidos a dialise intraperitoneal, 98% se

recuperaram (tiveram alta do hospital) e apenas 2 (1%) casos foram a ébito (tabela 4).



Tabela 4. Dados sobre sexo, idade, sintomas e sinais, achados laboratoriais ¢ hospitalizaggo

dos casos confirmados para leptospirose.
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Agudos com <7
dias de sintomas (n=72)

Agudos com > 7

dias de sintomas (n=66)

a

Nuamero (%) ou

a

Nuamero (%) ou

n Total (n=138)

média *(DP) média °(DP)
Sexo e Idade
Masculino 72 69 (96) 66 57 (86) 138 126 (91)
Idade 72 30,3 (x11) 66 36,5 (£12) 138 33,0 (£12)
Sintomas e sinais
Dias com sintomas 72 4,8 (1) 66 10,0 (£3) 138 7 (4)
Febre 71 68 (96) 66 63 (95) 137 131 (95)
Ictericia 72 57 (79) 66 58 (88) 138 115 (83)
Hemorragia pulmonar 72 5() 66 23 138 7(5)
Sulfusfo conjutival 50 21 (42) 48 23 (48) 98 44 (45)
Achados laboratoriais
Leucécitos (x 10°/mm®) 70 13,3 (£5) 66 14,7 (£6) 136 13,9 (£6)
“ TGO (UI/L) 71 114,6 (=155) 65 96,3 (£125) 136 105,9 (£142)
“ TGP (UI/L) 71 78,3 (=101) 65 69,5 (£92) 136 74,1 (£97)
Uréia (mg/dL) 24 103,9 (£66) 18 122,3 (£76) 42 111,8 (x67)
Creatinina (mg/dL) 24 2,9 (£2) 18 3,8 (£2) 42 3,3 (£2)
Resultado da hospitalizagio
Recuperado 71 69 (97) * 66 65 (98) 137 134 (98)
Obito 71 2(3) 66 0(0) 137 2(1)
Dialise 71 12 (17) 66 10 (15) 137 22 (16)

“Numero total de observagdes.
* (DP)= Desvio padrio.
“ TGO e TGP: Transaminases

"1 individuo foi transferido para outra unidade hospitalar.
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O nimero de soros reativos para os ensaios sorologicos avaliados, ¢ mostrado na tabela S.
Dentre os 96 soros randomizados de fase aguda, 95 foram testados pelos ensaios Lateral Flow
(LF) e Dri-Dot (Dot), sendo 80 e 76 soros reativos respectivamente; 94 pelo DipStick (DPS),
sendo 68 soros reativos; e 96 pelos ELISAs Biomanguinhos (EIE BM) e Panbio (EIE PB), sendo
76 e 84 soros reativos respectivamente. Os 50 soros de fase convalescente foram testados pelos 5
ensaios avaliados, sendo 41 reativos para o Lateral Flow, 42 para o Dri-Dot, 40 para o DipStick,
48 para o ELISA da Biomanguinhos e 46 para o ELISA da Panbio. No grupo de doadores do
banco de sangue, 4 amostras foram reativas para o Lateral Flow, Dri-Dot e ELISA da
Biomanguinhos, e 10 foram reativas para o ELISA da Panbio. Mesmo sabendo que o MAT ¢
considerado o teste soroldgico padriio ouro para a confirmag@o de casos da doenga, observou-se
que em amostras sorologicas de fase aguda, ao considerarmos como ponto de corte o titulo de
1:100, apenas 66, 33 e 54 amostras foram positivas para os soros agudos randomizados (n=96),
agudos com < 7 dias de sintomas (n=72) e agudos com > 7 dias de sintomas (n=66),
respectivamente.

Tabela 5. N° de reagdes positivas observadas em cinco ensaios para detecgdo de anticorpos contra
leptospira, estratificado por grupo de estudo.

N° de amostras de soros reagentes / total n® soros testados (% positivos)

Grupo de estudo

(N° de soros) “EIE BM

"MAT SLF “Dot °DPS

Fase aguda
* Randomizados

“EIE PB

(n=96).
» <7 dias de
sintomas (n= 72)
*>7 dias de
sintomas (n= 66)
Fase
Convalescente
(n=50)
Doadores sadios
de banco de
sangue
(n=80)

66/96 (69)
33/72 (46)

54/66 (82)

50/50 (100)

0/80 (0)

80/95 (84)
50/70 (71)

58/65 (89)

41/50 (82)

4/80 (5)

76/95 (80)
35/70 (50)

60/65 (92)

42/50 (84)

4/80 (5)

68/94 (72)
23/70 (33)

57/64 (89)

40/50 (80)

0/79 (0)

76/96 (79)
39/72 (54)

61/66 (92)

48/50 (96)

4/80 (5)

84/96 (87)
48/72 (67)

63/66 (95)

46/50 (92)

10/80 (12)

? LF: Lateral Flow da Zephyr; Dot: teste de aglutinagdo em Latex Dri-Dot da Biomeriéux; DPS: teste
imunocromatografico DipStick da Panbio; EIE BM: ELISA Biomanguinhos IgM; EIE PB: ELISA

IgM da Panbio.

50 titulo do MAT considerado contra um ou mais sorovares, excluindo Patoc, foi > 1:100.
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A sensibilidade e a especificidade dos ensaios sorolégicos analisados sdo mostradas na
tabela 6. Considerando os soros randomizados de fase aguda, a sensibilidade dos ensaios
avaliados variou desde 72,3% (IC 95%: 62 - 80,8) no DipSTick até 87,5% (IC 95%: 78,8 - 93,1)
no ELISA da Panbio, enquanto que a sensibilidade no MAT nesta fase foi de 68,8% (IC 95%:
58,4 - 77,6), considerando no MAT o titulo 1:100 como ponto de corte para triagem de casos
agudos.

Quando os soros de fase aguda foram estratificados por dias de sintomas apds inicio da
doenga (< 7 dias de sintomas e 2 7 dias de sintomas), a sensibilidade variou desde 32,9% (IC
95%: 22,4 - 45,2) no DipSTick a 71,4% (IC 95%: 59,2 - 81,3) no Lateral Flow para soros com
menos que 7 dias de sintomas desde o inicio da doenca, e 89,1% (IC 95%: 78,2 - 95,1) no
DipSTick a 95,5% (IC 95%: 86,4 - 98,8) no ELISA Panbio para os soros com mais que 7 dias de
sintomas desde o inicio da doenga (tabela 6).

O MAT apresentou baixa sensibilidade quando comparado aos ensaios rapidos avaliados,
variando desde 45,8% (IC 95%: 34,2 - 57,9) para soros de fase aguda com menos que 7 dias de
sintomas, até 81,8% (IC 95%: 70,0 - 89,9) em soros agudos com mais de 7 dias de sintomas apds
inicio da doenga (tabela 6).

Nos soros de fase aguda randomizados, as sensibilidades dos ensaios Lateral Flow, Dri-
Dot, DipSTick e ELISAs Biomanguinhos e Panbio ndo diferiram estatisticamente (p=0,092).
Entretanto, o DipSTick apresentou significativamente baixa sensibilidade em relagdo ao Lateral
Flow e o ELISA Panbio (p=0,019 e 95% IC). Na fase aguda com menos que 7 dias de inicio dos
sintomas, o Lateral Flow foi significativamente mais sensivel em relagdo ao Dri-Dot, DipSTick e
ELISA Biomanguinhos (p<0,001), mas ndo diferiu estatisticamente quando comparado com o
ELISA Panbio (p=0,539).

Quando estratificamos a fase aguda com < 7 dias em intervalos de dias de sintomas (2 a 4
dias; 5 a 7 dias; 8 a 10 dias e 11 dias ou mais), o Lateral Flow, o Dri-Dot e o ELISA Panbio
apresentaram melhor sensibilidade, 50%, 50% e 52% respectivamente, para o intervalo de 2 a 4
dias, entretanto, apenas o Lateral Flow e o ELISA Panbio mostraram melhor sensibilidade no
intervalo de 5 a 7 dias de sintomas, 86.2% e 78% respectivamente (figura 3). No intervalo de 8 a
10 dias de sintomas, a sensibilidade foi superior a 91% para todos os testes. Ambos os testes
Lateral Flow e ELISA Panbio diferiram significativamente dos testes Dri-Dot, DipSTick e

ELISA Biomanguinhos (p<0,05) no intervalo de 5 a 7 dias de sintomas. Entretanto, a
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sensibilidade entre os testes nos intervalos de 2 a 4 dias, 8 a 10 dias e 11 dias ou mais de
sintomas, ndo diferiu significativamente (p>0,05) (figura 3).

O MAT foi significativamente o teste menos sensivel na fase aguda randomica (p<0,05),
embora ndo tenha diferido significativamente do DipSTick, do Dri-Dot e do ELISA
Biomanguinhos, na fase aguda com menos que 7 dias de sintomas (p=0,220), (p=0,619) e
(p=0,317), respectivamente.

Em soros de fase convalescente, a sensibilidade foi alta, variando desde 80% (IC 95%:
65,9 - 89,5) no DipSTick, até 96% (IC 95%: 85,1 - 99,3) no ELISA da Biomanguinhos, enquanto
que para o MAT a sensibilidade foi de 100% (IC 95%: 91,1 - 100,0) (tabela 6). Nesta fase, o
DipSTick foi significativamente o teste menos sensivel quando comparado com o ELISA da
Biomanguinhos (p=0,014) e¢ com o MAT (p=0,037). A sensibilidade ndo diferiu
significativamente entre os ELISAs (p=0,674) e nem entre o MAT e os ELISAs (p=0,701),
embora o ELISA Biomanguinhos tenha apresentado a maior sensibilidade 96% (IC 95%: 85,1 -
99,3) na fase convalescente.

A especificidade encontrada variou desde 87,5% (IC 95%: 77,8 - 93,5) para o ELISA da
' Panbib, até 100% (IC 95%: 94,2 — 100,0) para o DipSTick. A especificidade encontrada para o
MAT foi de 100% (IC 95%: 94,2 — 100,0) (tabela 6). O ELISA Panbio foi significativamente
menos especifico do que o MAT (p=0,001) e do que o DipSTick (p=0,003). A especificidade
entre os ensaios Lateral Flow, Dri-Dot, DipSTick, ELISA Biomanguinhos e MAT, nfo diferiram
significativamente (p=0,0846), embora o0 MAT e o DipSTick tenham apresentado maior
especificidade 100% (tabela 6).
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Tabela 6. Sensibilidade e especificidade de cinco ensaios para detecgdo de anticorpos contra
leptospira, calculado usando tabela de contigéncia 2x2.

% Sensibilidade
(IC 95%)
% Especificidade
Agudo Agudo <7 dias Agudo>7dias Convalescente (IC 95%)

randomizados
ab MAT 68,8 45,8 81,8 100,0 100,0

(58,4-77,6) (34,2-57)9) (70,0 - 89,9) (91,1 -100,0) (94,3 - 100)
aLp 84,2 71,4 89,2 82,0 95,0

(75,0-90,6) (59,2 -81,3) (78,5 - 95,2) (68,1 -91,0) (87,0 - 98,4)
Dot 80,0 50,0 92,3 84,0 95,0

(70,3-87,2) (37,9-62,1) (82,2 -97,1) (70,3 - 92,4) (87,0 -98,4)
aDPS 72,3 32,9 89,1 80,0 100,0

(62,0 -80,8) (22,4-452) (78,2 - 95,1) (65,9 - 89,5) (94,2 - 100)
EIE BM 79,2 54,2 92,4 96,0 95,0

(69,4 -86,5) (42,1 -65,8) (82,5-97,2) (85,1 -99,3) (87,0 - 98,4)
% EIE PB 87,5 66,7 95,5 92,0 87,5

(78,8-93,1)  (54,5-77,1) (86,4 - 98.8) (79,9 - 97.4) (77,8 - 93,5)

“LF: Lateral Flow da Zephyr; Dot: Dri-Dot Latex da Biomeriéux; DPS: DipSTick da Panbio; EIE
BM e EIE PB: ELISA IgM da Biomanguinhos e ELISA IgM da Panbio, respectivamente; MAT:
teste “padrdo-ouro” de microaglutinagio.
* %0 titulo do MAT considerado contra um ou mais sorovares, excluindo Patoc, foi 2 1:100.
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Figura 3. Sensibilidade dos ensaios soroldgicos para o diagnéstico de Leptospirose aguda durante

a primeira semana da doenga.
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Nas figuras 4, 5 e 6, sdo mostradas as densidades Opticas obtidas no ELISA IgM da
Biomanguinhos, para os grupos de amostras avaliados (soros agudos com < 7 dias de sintomas,
soros agudos com 2 que 7 dias de sintomas, soros convalescentes e soros de doadores sadios do
banco de sangue). Acima da linha continua que passa pelo interior dos pontos, estdo
respresentados os soros considerados reagentes, e abaixo da mesma linha, estdo os soros

considerados ndo reagentes no ELISA.
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Figura 4. Densidade Optica das amostras de soro analisadas pelo ELISA IgM da Biomanguinhos
na placa 1. A linha continua no interior dos pontos representa o cut-of x 1.2 do ensaio. Al: soros
agudos < de 7 dias de sintomas; A2: soros agudos > 7 dias de sintomas; B: soros convalescentes e

S: soros de individuos sadios do banco de sangue.
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Figura 5. Densidade Optica das amostras de soro analisadas pelo ELISA IgM da Biomanguinhos
na placa 2. A linha continua no interior dos pontos representa o cut-of x 1.2 do ensaio. Al: soros
agudos < de 7 dias de sintomas; A2: soros agudos > 7 dias de sintomas; B: soros convalescentes e

S: soros de individuos sadios do banco de sangue.



49

1.004
% v A1
© ; s A2
9 0.75
2 : "B
O™ 3
o © 3 A R ¢
T o E A 3¢
55 0503 , 24
73] ] YVy S :’0
[ ] 'v g4 0:’
'g ] v ALh
- *
0.254 Y ¢ .®
b Yo &
v vY A :oo.oo.
one I
0.00
A1 A2 B S
Tipo soro

" Figura 6. Densidade ptica das amostras de soro analisadas pelo ELISA IgM da Biomanguinhos
na placa 3. A linha continua no interior dos pontos representa o cut-of x 1.2 do ensaio. Al: soros
agudos < de 7 dias de sintomas; A2: soros agudos > 7 dias de sintomas; B: soros convalescentes e

S: soros de individuos sadios do banco de sangue.
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Nas figuras 7, 8 e 9, sdo mostradas as densidades Opticas obtidas no ELISA IgM da
Panbio, para os grupos de amostras avaliados (soros agudos com < 7 dias de sintomas, soros
agudos com 2 que 7 dias de sintomas, soros convalescentes e soros de doadores sadios do banco
de sangue). Acima da linha continua que passa pelo interior dos pontos, estéo respresentados os

soros considerados reagentes, e abaixo da mesma linha, estdo os soros considerados ndo

reagentes no ELISA.
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Figura 7. Densidade Optica das amostras de soro analisadas pelo ELISA IgM da Panbio na placa
I. A linha tracejada no interior dos pontos representa o cut-of x 1.1 do ensaio. Al: soros agudos <
de 7 dias de sintomas; A2: soros agudos > 7 dias de sintomas; B: soros convalescentes e S: soros

de individuos sadios do banco de sangue.
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Figura 8. Densidade optica das amostras de soro analisadas pelo ELISA IgM da Panbio na placa
2. A linha tracejada no interior dos pontos representa o cut-of x 1.1 do ensaio. Al: soros agudos <
de 7 dias de sintomas; A2: soros agudos > 7 dias de sintomas; B: soros convalescentes € S: soros

de individuos sadios do banco de sangue.
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Figura 9. Densidade dptica das amostras de soro analisadas pelo ELISA IgM da Panbio na placa
3. A linha tracejada no interior dos pontos representa o cut-of x 1.1 do ensaio. Al: soros agudos <
de 7 dias de sintomas; A2: soros agudos > 7 dias de sintomas; B: soros convalescentes e S: soros

de individuos sadios do banco de sangue.
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Na figura 10 abaixo, é mostrado o grafico Scatter, comparando a mensuragfo de
imunoglobulinas IgM entre os ELISAs da Biomanguinhos e da Panbio. A correlagdo entre os
resultados obtidos pelos dois ELISAs avaliados mostrou-se forte, com um coeficiente de
correlagiio de Pearson (r) igual a 0,729. Na tabela 8, ¢ mostrado a concordancia entre os pares de
testes avaliados, e pode-se observar que a concordancia entre os ELISAs foi de 87%, com um

indice kappa igual a 0,73, indicando uma 6tima concordéancia entre estes testes.
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Figura 10. Scatter grafico comparando a mensuragéo de anticorpos IgM ati-leptospira pelo
ELISA de captura IgM da Panbio (EIE PB) e pelo ELISA IgM da Biomanguinhos (EIE BM). O
eixo das abcissas (x) corresponde a razdo da densidade ptica (DO) das amostras pela DO do cut
of , medidos pelo EIE BM. O eixo das ordenadas (y) representa o valor da unidade Panbio, ou

seja, a razdo entre a DO das amostras pela DO do cut of multiplicado por 10.
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A concordancia entre os testes rapidos e o teste diagndstico “padrio-ouro” (MAT) para as
amostras de fase aguda sdo mostradas na tabela 7. A concordédncia observada na fase aguda com
menos que 7 dias de sintomas variou de 68,5% para o DipSTick até 84% para o Lateral Flow. O
DipSTick foi o unico teste que apresentou pobre concordincia na fase aguda com < 7 dias de
sintomas (k=0.34, Z=5.54, p=0.000), enquanto que os demais ensaios mostraram concordancia de
moderada (k entre 0.41 a 0.60) a boa (k 2 0.61). Na fase aguda randomizada, a concordédncia
observada variou de 85% no DipSTick a 89,1% no Lateral Flow. Nesta fase, a concordéncia foi
considerada boa em todos os testes (k 2 0.61). Na fase aguda com mais de 7 dias de sintomas, a
concordancia também foi considerada como boa entre os testes avaliados e 0 MAT (£ 2 0.61),

variando de 91,1% no ELISA da Panbio até 95,1% no DipSTick (tabela 7).

Tabela 7. Concordancia dos ensaios sorologicos com o MAT na fase aguda da doenga.

Concordancia * Valor
Teste Grupo pacientes N° de amostras kappa ValorZ p
sorolégico Fase aguda testadas Observada (%)

LF Randomizados 95 89,1 0.78 1045  0.000
< 7 dias sintomas 70 84,0 0.67 8.46 0.000
> 7 dias sintomas 65 92,4 0.85 10.20  0.000

Dot Randomizados 95 86,9 0.74 9.92 0.000
< 7 dias sintomas 70 74,0 0.46 6.27 0.000
> 7 dias sintomas 65 93,8 0.87 10.53  0.000

DPS Randomizados 94 85,0 0.70 9.70 0.000
< 7 dias sintomas 70 68,5 0.34 5.54 0.000
> 7 dias sintomas 64 95,1 0.90 10.82  0.000

EIE BM Randomizados 96 86,4 0.73 9.84 0.000
< 7 dias sintomas 72 75,7 0.50 6.72 0.000
> 7 dias sintomas 66 93,8 0.87 10.58  0.000

EIE PB Randomizados 96 87,5 0.75 9.93 0.000
< 7 dias sintomas 72 77,6 0.55 6.86 0.000
> 7 dias sintomas 66 91,1 0.82 9.98 0.000

“ 0 valor de Kappa > 0.61 é considerado boa concordancia; uma correlagdo de 0.41 a 0.60 ¢
considerado como moderada e quando inferior a 0.41 € considerada como pobre a
concordancia.



Quando os testes avaliados:

Biomanguinhos e da Panbio foram comparados dois a dois, a concordincia entre estas
combina¢des mostraram-se boa, variando desde 83.8% para o par Lateral Flow e ELISA
Biomanguinhos (k=0.67, Z=10.92, p=0.000), a 94% para o par DipSTick e Dri-Dot (k=0.88,
Z=14.33, p=0.000) (tabela 8). Nenhum dos pares de ensaios rdpidos apresentou pobre

concordancia (kappa < 0.40).

Flow, Dri-Dot.

DipSTick e ELISAs da

Tabela 8. Concordéncia entre ensaios sorologicos na deteccdo de anticorpos contra

leptospira.

@ Teste sorolégico N° soros testados Concordancia Valor kappa Valor P
Coincidentes  observada (%) de Z
LF e Dot 260 85,8 0,71 11.51 0.000
LF e DPS 265 87,2 0,74 12.20 0.000
DPS e Dot 265 94,0 0,88 14.33 0.000
LF e EIE BM 266 83,8 0.67 10.92 0.000
LF e EIE PB 266 89,0 0.77 12.66 0.000
Dot e EIE BM 266 87.6 0.75 12.25 0.000
Dote EIEPB 266 86.8 0.73 12.14 0.000
DPS e EIE BM 265 88,3 0,77 12.54 0.000
DPS ¢ EIE PB 265 88,3 0.76 12.77 0.000
EIE BM ¢ EIE PB 268 87,0 0.73 12.06 0.000

“ LF: Lateral Flow da Zephyr; Dot: teste Dri Dot de aglutinagdo em Latex da Biomeriéux;
DPS: teste Dip-S-Tick imunocromatogréafico da Panbio; EIE BM: ELISA Biomanguinhos

IgM; EIE PB: ELISA Panbio IgM.

50 valor de Kappa > 0.61 ¢ considerado boa concordancia; uma correlagdo de 0.41 a
0.60 € considerado como moderada e quando inferior a 0.41 é considerada como pobre a

concordancia.
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6. DISCUSSAO

A ocorréncia de casos de leptospirose é significativamente maior em paises de regides
tropicais e subtropicais. Nos paises pobres, o periodo de chuvas associadas as enchentes e o
crescente numero de favelas nas regiSes urbanas, associados as condi¢es precérias de
saneamento bdasico sdo fatores importantes que contribuem anualmente para o surgimento de
casos de leptospirose. Entre os casos da doenga, cerca de 5 a 15% progridem para a forma grave
de leptospirose, com uma taxa de letalidade que pode chegar a 40%. No Brasil, no periodo de
1985 a 2003 foram notificados cerca de 54.000 casos de leptospirose com uma taxa de letalidade

de 12% (http://portal.saude.gov.br/portal/svs/area). A rapidez no diagnostico e a implementagio

de medidas terapéuticas e preventivas, contribuem para a redugdo da morbidade e mortalidade,

bem como a redugdo da gravidade da doenga.

O diagndstico laboratorial para a leptospirose é de grande importincia, uma vez que a
doenga apresenta manifestagdes clinicas polimoérficas, semelhantes as de muitas outras doengas,
como hepatites, si’ﬁlis, influenza, etc. Entretanto, poucos laboratérios disponibilizam das técnicas
utilizadas no diagndstico da leptospirose. O teste de microaglutinagdo (MAT) e o isolamento em
cultura, que sdo as metodologia consideradas padréo ouro pela Organizagdio Mundial de Satde
(OMS), sdo geralmente usadas em laboratérios de saide publica (LACENs) e centros de
referéncia para a doenga. Muitas regides no Brasil nfo dispdem de laboratérios de satide publica

e t€ém dificuldade para enviar amostras bioldgicas aos laboratorios de referéncia.

Como alternativa ao diagndstico da leptospirose, outras metodologias para o diagnéstico
que s@o menos complexas e mais rdpidas t€ém sido desenvolvidas a avaliadas em varios centros de
pesquisa no mundo. A identificag@o de fatores antigénicos de leptospiras, como as lipoproteinas
de membrana e LPS, e a purificagdo de anticorpos monoclonais especificos contra determinado
antigeno de leptospira, tem fortemente contribuido para o desenvolvimento de testes diagnésticos
nos mais variados formatos, como os ELISAs, os ensaios imunocromatograficos, testes de
macroaglutinagdo como o Létex dridot, entre outros. Entretanto, uma grande variabilidade na
sensibilidade e especificidade tem sido observada para muitos destes testes. A larga diversidade
antigénica acerca das leptospiras patogénicas ¢ um dos principais fatores de complicagdo no

desenvolvimento de testes soroldgicos.


http://Dortal.saude.gov.br/portal/svs/area'
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O répido diagndstico da leptospirose € extremamente importante, porque a
antibioticoterapia se torna mais efetiva quando iniciada precocemente. Assim, neste trabalho,
avaliamos o desempenho de cinco testes para o diagnéstico da leptospirose aguda, sendo trés
testes rapidos (Lateral flow, Dri-dot e Dipstick) e dois testes no formato imunoenzimético
(ELISA).

Analisando alguns dados epidemioldgicos (sexo e idade) e achados laboratoriais dos casos
confirmados que participaram deste estudo (tabela 4), observamos que no grupo de amostras
agudas de individuos que tinham menos de 7 dias de sintomas, o sexo masculino representou a
maioria (96%) dos individuos, com média de idade de 30,3 (=11). No grupo de individuos com 7
dias ou mais de sintomas, o sexo masculino também representou a maioria (86%) dos individuos,
com média de idade de 36,5 (+12). Estudo realizado por Ko e cols em 1999, mostrou
predominéncia de individuos adultos do sexo masculino (79,8%) com média de idade de 35,9
(£15,9) para os casos confirmados de leptospirose, entretanto nenhum estudo mostrou ainda a
existéncia de diferenga de susceptibilidade entre os sexos. Porém, muitos trabalhos t€ém mostrado
que a doenga ocorre predominantemente no sexo masculino (KO et al. 1999; OOTEMAN et al.
2006).

O espectro de sintomas clinicos da leptospirose é amplo, e estende-se desde uma doenga
oligosintomatica a sindrome de Weil, que € caracterizada por suas manifesta¢Ges classicas como
a febre, ictericia e insuficiéncia renal. A maioria dos casos agudos de leptospirose (< 7 dias e > 7
dias de sintomas) apresentou como principais sinais e sintomas, a febre (>95% dos casos) e a
ictericia (>83% dos casos). A sufusdo conjutival, um sinal diagndstico especifico para
leptospirose, foi identificado em 42% dos 50 casos observados com < de 7 dias de sintomas, e em
48% dos 48 casos observados com mais de 7 dias de sintomas. Foi observado também que 5%
dos casos agudos apresentaram hemorragia pulmonar. Ko e cols, em 1999, mostraram também
que febre (93,6%) e ictericia (90,8%) acometiam a maioria dos casos de leptospirose, e a sufusio
conjutival acometia cerca de 21,8% dos casos da doenga. Os sintomas encontrados neste trabalho
corroboram com os principais sintomas caracteristicos da leptospirose aguda descritos na
literatura, tais como febre, cefaléia, mialgia e sufusdo conjuntival. A resolugéo dos sintomas pode
coincidir com a fase imune da doenga, que € caracterizada pelo aparecimento de anticorpos

especificos no sangue acompanhado pela excre¢do de leptospiras na urina, entretanto a febre
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pode recorrer apds uma remissio de 3 a 4 dias, que pode provocar confusdo clinica na distingéo
da leptospirose de outras doengas febris (LEVETT 2001; BHARTI ez al. 2003).

Na leptospirose grave, observa-se comumente uma contagem elevada de células com
elevada sedimentagdo eritrocitica; leucocitose com leve desvio para esquerda; fungéo hepética
com ligeira elevagdo das transaminases (TGO e TGP), bilirrubina, e fosfatase alcalina e fungéo
renal com aumento dos niveis de cretinina sérica (LEVETT 2001). Neste trabalho, mostramos
valores médios elevados na contagem dos leucécitos e nas dosagens de TGO, TGP, uréia e
creatinina sérica, caracteristicos da leptospirose na fase aguda.

Acerca dos indicadores de desempenho avaliados, a sensibilidade para os soros de fase
aguda randomizados variou de 68,8% no MAT a 87,5% no ELISA Panbio. O DipSTick foi o
ensaio rapido de menor sensibilidade (72,3%) para esta fase. A maioria dos testes foi
particularmente pouco sensivel quando amostras de soros com menos de 1 semana de sintomas
foram testadas, sendo que o Lateral Flow apresentou a melhor sensibilidade (71,4%). O Lateral
Flow e o Dri-Dot tiveram mesma sensibilidade (50%) no intervalo de 2 a 4 dias de sintomas,
entretanto, a sensibilidade no intervalo de 5 a 7 dias de inicio de sintomas foi maior para o Lateral
flow (86,2%). Na fase convalescente, a sensibilidade dos testes rapidos foi relativamente alta,
variando de 80% a 96%, enquanto que o MAT apresentou a melhor sensibilidade (100%). Este
aumento gradativo da sensibilidade ja era esperado, pois na maioria das infec¢des por
Leptospiras, os titulos de anticorpos apresentam niveis detectaveis cerca de 5 a 10 dias apds
inicio dos sintomas (WHO 1999).

No teste de microaglutinagdo (MAT), ambos os anticorpos da classe IgM e IgG
aglutinam-se com os antigenos especificos, principalmente quando os soros analisados foram
coletados na fase convalescente da doenga. Testes que detectam anticorpos especificos da classe
IgM, apresentam sensibilidade e especificidade mais baixa quando comparado com o MAT
(SMITS et al. 2000), entretanto, na fase mais precoce da doenga (< 7 dias de sintomas), foi
mostrado que os ensaios que detectam anticorpos IgM especificos apresentaram melhor
sensibilidade quando comparados ao MAT. As baixas propor¢des de sensibilidade encontradas
durante a primeira semana da doenga e o crescimento destas taxas na segunda semana em diante,
reflete de certa forma as fases da doenga, sendo a fase septic€émica na qual encontramos

leptospiras circulantes caracterizando a primeira semana, € a fase imune na qual ocorre a
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produgdio e detecgio de anticorpos caracterizando a segunda semana em diante da doenca
(LEVETT 2001; BHARTI et al. 2003; OOTEMAN et al. 2006).

Estudos prévios tém relatado sensibilidade dos ensaios rapidos variando de 35% a 86%
para soros de fase aguda, e 67% a 100% para soros de fase convalescente (SMITS et al. 2000;
BAJANI et al. 2003). O Lateral Flow tém demonstrado boa sensibilidade (cerca de 70%) quando
testado com amostras de soro coletadas durante a primeira semana (< 7 dias) do inicio dos
sintomas (SMITS e al. 2000; SEHGAL et al. 2003).

Ensaios como ELISA-IgM, DipSTick e Dri-Dot tém mostrado sensibilidade muito baixa
(< 68%) em soros com até 7 dias de inicio da doenca (GUSSENHOVEN et al. 1997; SMITS et
al. 2000; VIJAYACHARI et al. 2002; SEHGAL et al. 2003). Vijayachari et al em 2002
relataram nos intervalos de 2 a 3 dias; 4 a 5 dias e 6 a 7 dias de inicio dos sintomas, sensibilidade
de 53,1%, 75% e 83,3%, respectivamente, para um ensaio de Latex (Dri-Dot), e sensibilidade de
28,1%, 54% e 77,8%, respectivamente, para um IgM ELISA. Neste estudo, mostrou-se que nos
intervalos 2 a 4 dias e 5 a 7 dias de sintomas, a sensibilidade foi de 50% e 56,9% para o Dri-Dot,
respectivamente. Para os mesmos intervalos, houve uma variagdo de 44% a 78% para os ELISAs
IgM analisados (figura 3). Para o0 MAT, tém sido relatado sensibilidade de 35% para fase aguda
e 94% na fase convalescente (SMITS et al. 2000; LEVETT et al. 2001). A especificidade
relatada para 0 MAT € de 97% e para os ensaios rapidos de 89% a 98% (BAJANI et al. 2003). O
MAT é considerado o teste padrdo ouro contra o qual sdo comparados os outros ensaios avaliados
(WHO 1999). Na figura 11, Bajani et a/ em 2003, ao avaliarem os testes ELISA IgM,
hemaglutinagdo indireta (IHA), lateral flow (LDS), dip-s-tick (DST) € o0 MAT, mostraram um

perfil de crescimento da sensibilidade muito parecido com o perfil encontrado em nosso trabalho.
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Figura 11. Aumento gradativo da sensibilidade no decorrer dos dias de sintomas.

Adaptado de Bajani ef al, 2003.

Geralmente, na fase precoce da leptospirose (primeira semana), os niveis de anticorpos
especificos ainda ¢ muito baixo e € possivel detectar leptospiras circulantes em amostras de
sangue e liquido cefaloraquidiano (LCR), caracterizando a chamada fase septicémica da
leptospirose (LEVETT 2001). Isso certamente seria uma possivel explicagdo para a baixa
sensibilidade de alguns testes soroldgicos nesta fase. A partir da segunda semana em diante, ja ¢
possivel se detectar niveis elevados de anticorpos especificos, caracterizando a fase imune da
doenga, e fica cada vez mais dificil de isolar leptospiras em cultura de sangue ou de LCR
(BAJANI et al. 2003). Na fase imune, testes soroldgicos apresentam melhor sensibilidade.

A variabilidade na sensibilidade dos testes rapidos, observada nos diversos estudos, pode
ocorrer devido a diferentes definicSes de casos abordados nos estudos. Alguns utilizam como
teste padrdo ouro na defini¢do de casos a cultura e/ou o MAT (EFFLER ef al. 2000; EFFLER et
al. 2002; BAJANI et al. 2003). Além disso, a metodologia usada para selecionar os casos € o
grupo controle também pode influenciar nos resultados (EFFLER ef al. 2000).

No presente trabalho, os casos participantes representavam pacientes com suspeita de
leptospirose, que foram internados no hospital e foram confirmados pelo teste de

microaglutinagdo (MAT), considerado “padrdo ouro”. Todos os casos residiam em regido

endémica para Leptospirose.
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Outro importante fator que contribui para as diferentes probabilidades encontradas € a
variabilidade geografica dos diferentes sorogrupos infectantes, ou seja, a variabilidade das
caracteristicas antigénicas do patégeno causador da infec¢do de um local para outro (EFFLER et
al. 2000; EFFLER et al. 2002). Por isso, se faz necessario validar a acurdcia de um teste no
cenario em que ele serd aplicado.

Os indices de concordancia determinados quando os testes avaliados foram comparados
ao “padrdo ouro” (MAT), apresentou kappa superior a 0,70 para a fase aguda, indicando boa
concordéncia. Bajani et al em 2003, encontraram para os testes dipstick, lateral flow e ELISA
valores de kappa superiores a 0,65 pa fase aguda, indicando também uma boa concordancia
destes ensaios com o MAT. Entretanto, na fase precoce da doenga (até 10 dias de sintomas),
Seghal et al em 2003 mostrou para os mesmos testes uma concordincia que variava entre pobre a
moderada, com indice kappa inferior a 0,45. Resultados semelhantes foram encontrados neste
trabalho, onde a concordéancia para a fase com menos de 7 dias de sintomas variou entre pobre a
moderada, com indice kappa inferior a 0,55, exceto para o teste lateral flow, que apresentou a
melhor concordancia nesta fase, com um kappa igual a 0,67.

 Na Leptospirose grave, a taxa de letalidade € alta, variando entre 5-15%, e apresenta como
importantes causas de morte a insuficiéncia renal aguda e cardiopulmonar (WHO 1999; BHARTI
et al. 2003). Sendo assim, os cuidados médicos e tratamentos apropriados tornam-se efetivos
quando iniciados na fase precoce da doenga. Por isso, existe grande necessidade na validagéo de
testes diagnésticos rapidos, que apresentem boa sensibilidade e especificidade, que possam
reconhecer a leptospirose ainda em sua fase precoce, e que néo necessitem de equipamentos caros
e profissionais treinados. Neste estudo, o teste Lateral Flow mostrou-se o mais sensivel e
especifico na detecgfo dos casos na fase precoce da doenga (< 1 semana de sintomas), quando
comparado com o MAT e com os outros testes rapidos. Entretanto, a avaliagdo do Lateral Flow
em amostras de populagdes de outras regides € muito importante.

Os resultados encontrados neste trabalho caracterizaram bem o desempenho dos testes
avaliados. Entretanto, vale ressaltar a importdncia de se avaliar o desempenho dos ensaios com
amostras de soros confirmadas para outras patologias, como dengue, hepatite e sifilis. Esta
avaliagdo fornecera dados sobre a presenca de reatividade cruzada dos ensaios. No presente
trabalho, ndo foi possivel realizar esta avaliagdo devido a quantidade insuficiente dos testes

doados.
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7. CONCLUSAO

1. Nas amostras analisadas, o teste Lateral Flow mostrou melhor sensibilidade como ensaio
de triagem de casos de Leptospirose na fase aguda precoce da doenga (< 7 dias de
sintomas), embora sua sensibilidade ndo diferisse significaticamente da sensibilidade do
teste Dri-Dot no intervalo de 2 a 4 dias de sintomas.

2. O Lateral Flow foi o unico teste que apresentou a melhor concorddncia quando
comparado ao teste padrdo ouro (MAT), na triagem de casos de Leptospirose na fase
aguda precoce da doenga. Na fase aguda com 7 dias ou mais de inicio dos sintomas, todos
o0s ensaios apresentaram boa concorddncia com o MAT.

3. Em amostras de fase aguda com 7 dias ou mais de sintomas, os testes Dri-Dot, ELISA
IgM Biomanguinhos e ELISA IgM Panbio, mostraram melhor sensibilidade (>90%),
enquanto que na fase convalescente, foram os ELISAs IgM e o teste de microaglutinagao
(MAT) que apresentaram melhor sensibilidade.

4. Os testes avaliados, com excegdo do ELISA IgM Panbio, apresentaram boa especificidade
(>90%).

5. Os resultados apresentados neste estudo sdo validos apenas para amostras provenientes da
regido de Salvador-BA, destacando assim, a importancia de se avaliar os testes no cenario

onde eles serdo utilizados.



63

8. LIMITACOES

v' Em decorréncia do niimero insuficiente de kits diagnésticos doados, ndo foi possivel

avaliar um nimero maior de amostras, bem como avaliar a reatividade cruzada para

outras patologias.

v" Por nio se tratar de um estudo populacional, sendo que as amostras aqui analisadas foram
randomicamente escolhidas e néo refletem a distribui¢do real da doenga na populagdo, e
por ndo ter sido ainda determinado a real prevaléncia da doen¢a na regido de estudo, ndo

pudemos determinar os valores preditivos positivo e negativo neste estudo.
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10.1. MODELO DO QUESTIONARIO DE DADOS PESSOAIS DO PACIENTE
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Estudo de Leptospirose em Salvador — Bahia

Etiqueta Codiﬁcado _

'DG2IND

22 Digitacéo
DDG2IND

PARA PROTEGER A CONFIDENCIALIDADE DO PACIENTE, ESTE QUESTIONARIO DEVE RA SER
DESTACADA PELO'GESTOR DO PROJETO OU INVESTIGADOR PRINEIPAL DEPOIS DA INTERVISTA E
ANTES QUE OS DADOS SEJAM DIGITADOS. TODOS 08 QUESTIONARIO DO MESMO PACIENTE DEVEM TER
UM NUMERO DE IDENTIFICACAO UNICO (VIGD)

Data da Entrevista:

Iniciais do Entrevistador:

I. IDENTIFICACAO:

1.1 | N° IdentificacdoVIGI:

1.2 | No. de Registro no HCMaia:

1.2 Termo de consentimento:

Sim : N3o :

2.1 Nome:

2.2 | Apelido:

2.5 | Telefone (n° e nome de contato):

| I1. ENDERECO:

5.1 Rua/ N°:

52 Ponto de Referencia:

53 Bairro:

54 Cidade:

55 Mora em Pau da Lima/Sao Marcos

Sim : Néo :

56 Mora no Suburbio Ferroviario

Sim : N3o :

] [°]
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10.2. MODELO DO QUESTIONARIO DE DADOS SOBRE A APRESENTAGAO CLINICA

DO PACIENTE

PARTE 1 DO QUESTIONARIO:

Estudo de Leptospirose em Salvador — Bahia:

Apresentacio clinica e diagnodsticos microbiolégico

Etiqueta

Codificado 17 Digitagéo

2% Digitagao

PDG2EPI

DDGEPI

Data da Entrevista:

DGZEPI

Sl

iniciais do Entrevistador:

[ 1. IDENTIFICACAO:

1.1 | Data de

admissdo no HCM:

1.2 | N° de registro no HCM:

1.3 | Idade: -

1.4 | Data de

nascimento:

15 Sexo:

Masculino [ 1 Feminino [0 | N&o sabe [9

[ I1. APRESENTACAO CLINICA E HISTORIA PREVIA:

2.1 | Dias com sintomas: (999=n3o sabe)
2.2 | Febre:
Sim [1] Nio [0 ] Nzo sabe [9 ]
2.3 | TAS: (999= n3o sabe)
2.4 | Ictericia:
Sim [1] Nio [0 | Nzo sabe [9 |
2.5 | Sufusao Conjuntival:
Sim [1] Nio [0 ] NZo sabe [9 ]
2.6 | Dispénia:
sim [1] Nao [0 ] Nao sabe [9 ]
2.7 | Hemoptise:
Sim [1] Nao [0 ] Niosabe [9 ] |
2.8 | Frequéncia Respiratéria (ipm): FR
2.9 | Oliguria OLI
Sim [1] Nao [0 ] Nao sabe [9 ]




III. LABORATORIAIS DAS AVALIACAO INICIAL:
(999= ndo sabe)
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3.1 Leucdcitos: (99999=nao sabe)
Data:

3.2 Hematécrito: (99=ndo sabe)
Data:

3.3 Plaquetas: (999999=ni0 sabe)
Data:

34 | TGO
Data:

3.5 | TGP: (99999=nao sabe)
Data:

3.6 Uréia: (999=n3o sabe)
Data:

3.7v Creatinina:; (999=nao sabe)
Data:

3.8 Potassio: (9,9=nao sabe)
Data:

3.9 | Bilirrubina indireta: (99,9=n&o sabe)
Data:

3.10 | Bilirrubina direta (99,9=nao sabe)

Data:




PARTE 2 DO QUESTIONARIO:
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Apresentacao clinica e diagnésticos microbiolégico

Etiqueta Codificado 1?2 Digitagdo 2% Digitagao
DG2EPI2 | DDG2EPI2
Data de Reviséo: DEEPIZ
Iniciais do Entrevistador: EEPI2
Data de admissdo no HCM:
N° de registro no HCM:
IV. EVOLUCAO CLINICA:
4.1 | Presencga de complicagdes:
HEG]
Hemorragia Gl: Sim |1 Nado |0 N&o sabe |9 HEMP
Hemorragia Pulm Sim 1 Nao 0 Nao sabe |9 ‘
Oliguria Sim 1 Nao 0 Nao sabe | 9 v OUG
Andria Sim [ 1 Nado [0 N&o sabe | 9 ANUR
4.2 | Didlise: DIAL
Sim Nzo [0 | N&o sabe [9 | »
DIALD
Sem sim, quantos dias : '
4.3 | Transfusées (hemacias): TRANSF
Sim Ndo [0 | Naosabe [9 | .
QTRANSF
Sem sim, quantos bolsas: ‘
4.4 | Foi internado em UTI: HGMUTI
Sim Ndo [0 ] N&o sabe [9 |
DIAUTI
Se Sim, quando dias : ,
4.5 | Fez uso de Antibiético Beta-lactamico ATB
Sim Nao Nzosabe [9 | .
Ampicilina: Sim 1 Nao 0 Nao sabe | 9
Penicilina Sim 1 Nao 0 N&o sabe |9
Ceftriaxone Sim 1 Nao 0 Nao sabe |9
Outros Sim 1 Nao 0 Nao sabe | 9
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V. SUMARIO DE EXAMES DURANTE A HOSPITALIZAGCAO:
(999=ndo sabe, 888=n&o se aplica)

5.1 Maximo de uréia:

5.2 | Maximo de creatinina:

5.3 | Potassio: Minimo:

Maximo:

5.4 | Minimo de hematdécrito:

5.5 | Maximo de bilirrubina indireta:

5.6 | Maximo de bilirrubina direta:

5.7 | Maximo de TGO

5.8 | Maximo de TGP

5.9 | Minimode TP

MXBILI

MXTGO
L
MXTGP
MNTP

| VI. ALTA: (999=nd0 sabe, 888=ndo se aplica)

6.1 | Diagnéstico prévio foi Leptospirose:
Sim Nao [0 ] N&o sabe
Se ndo, qual:

[e]

6.2 | Tipo de alta:

Alta Transferencia Obito Nzo sabe |9 ]
Data da alta:

6.3 | Diagnéstico final foi Leptospirose:
Sim Nao [0 ] Niosabe [9 |
Se néo, qual:

6.4 | Evidéncia para outro diagnéstico final:
Sim Nao [0 ] Nao sabe [9 |
Se sim: qual:

6.5 | Caso de Hemorragia Pulmonar:
Sim 1 Nao 0 Néo sabe




	Sã 59 a.

	3. OBJETIVOS

	Tipo soro



	A1	A2	B	S

	Al	A2	B	S

	8. LIMITAÇÕES

	10.	ANEXOS

	Estudo de Leptospirose em Salvador - Bahía

	Estudo de Leptospirose em Salvador - Bahia: Apresentação clinica e diagnósticos microbiológico



