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INTRODUGCAO

Resumo

A leptospirose é a zoonose de maior distribuigdo geografica, com estimativa de cerca
de 60.000 mortes por ano. A doenga é causada por bactérias do género Leptospira, que
possui mais de 300 diferentes sorovares e 64 espécies ja identificadas, sendo o ambiente a
principal fonte de contaminag&o. A doenga em humanos apresenta manifestagdes clinicas
variadas e carater bifasico, devendo ser confirmada por meio do diagndstico laboratorial.
O objetivo deste trabalho foi reunir conceitos atualizados sobre a leptospirose humana
e as principais técnicas de diagndstico laboratorial empregadas. A MAT é considerada
o padrao-ouro para o diagnostico da leptospirose, mas devido a baixa sensibilidade na
fase inicial da doenga é necessario o emprego de técnicas mais sensiveis neste perio-
do. Baseado em diversos estudos, as metodologias de PCR, ELISA-IgM e teste rapido
apresentaram sensibilidade satisfatéria nos primeiros dias apés o inicio dos sintomas.
Na segunda semana, a MAT apresentou 100% de sensibilidade, mantendo sua alta
especificidade em ambas as fases. No geral, os testes soroldgicos de ELISA-IgM e teste
rapido apresentaram resultados satisfatérios como métodos de diagnéstico precoce,
principalmente tratando-se de locais com pouca infraestrutura, diferente dos laboratérios
de referéncia onde é possivel empregar as técnicas de PCR e MAT.
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sobretudo em cidades com condigdes inadequadas de
saneamento basico, como esgoto a céu aberto e lixdes, que

Aleptospirose € uma das zoonoses de maior distribui-
¢ao geografica presente em praticamente todo o planeta.
Estima-se que a cada ano ocorram 1,03 milhdo de casos
e 58.900 mortes, o que torna a leptospirose uma das zoo-
noses mais prevalentes no mundo.®" Além disso, dados do
Ministério da Saude mostram que, no Brasil, no periodo de
2007 a 2019, foram registrados 48.670 casos confirmados
de leptospirose humana e 4.287 ébitos, sendo notificada a
maior incidéncia da doenga nas regides Sul e Sudeste.?

A doenca é causada por espiroquetas invasivos per-
tencentes ao género Leptospira, sendo o ambiente conta-
minado a fonte de infecg¢ao indireta para o homem e outros
mamiferos.® A leptospirose humana torna-se epidémica
nas estacdes chuvosas, quando podem ocorrer enchentes,

propiciam a contaminagao da agua com urina de roedores,
principalmente o Rattus norvegicus (ratazanas), que habitam
comumente esses ambientes.®

O diagnéstico da leptospirose baseia-se principalmente
no teste sorolégico pela reagcao de microaglutinagéo, que é
a técnica reconhecida como padrao-ouro pela Organizagao
Mundial da Saude (OMS) e pelo Ministério da Saude, pela
alta sensibilidade e especificidade, porém é limitada a centros
de referéncia. O tratamento € baseado na antibioticoterapia,
a qual apresenta maior eficacia nos primeiros dias apos
inicio dos sintomas.®

A eficacia do tratamento para a leptospirose depende
principalmente do diagndstico precoce da doenga, o que tem
levado a busca por técnicas laboratoriais mais modernas
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que oferegam um resultado rapido e confiavel, permitindo
que a terapia antimicrobiana seja iniciada em tempo habil
para garantir sua eficiéncia.®

OBJETIVO

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de reunir
conceitos atualizados sobre a leptospirose humana e as
principais técnicas de diagndstico laboratorial empregadas,
ampliando a compreensao a respeito da doenca e do seu
agente, além de fornecer informagdes importantes sobre a
escolha do melhor método diagndstico levando em consi-
deracéao a caracteristica bifasica da doenga em humanos.

METODOLOGIA

O presente artigo de revisao foi constituido a partir de
pesquisa bibliografica baseada em artigos cientificos con-
tendo os dados mais relevantes para este trabalho. Abusca
foi realizada através da ferramenta de pesquisa PubMed,
utilizando os termos leptospirose, leptospiras, taxonomia,
ambiente, diagndstico laboratorial, PCR, MAT, ELISA-IgM
e teste rapido, contemplando artigos dos ultimos 10 anos,
além de revisdes classicas citadas em diversas publicacoes
em leptospirose.

ETIOLOGIA

O agente etioldgico da leptospirose pertence ao género
Leptospira, que compreende um grupo heterogéneo de espé-
cies patogénicas e saprdfitas. Sao espiroquetas que exibem
uma forma em espiral longa, fina (0,1 a 0,2um de diametro
e 6 a 20um de comprimento) e flexivel, sendo altamente
moveis e apresentando uma ou ambas as extremidades
em forma de gancho.® Sao bactérias aerdbias obrigatorias,
com crescimento fastidioso in vitro, e podem ser cultivadas
em meios liquidos, semissolidos e solidos, sendo o meio
Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) o mais
frequentemente utilizado. Atemperatura ideal para o cultivo
situa-se na faixa de 28°C-30°C e o tempo de geragdo em
cultura ou em modelos animais é de 6 a 8 horas.®

As leptospiras apresentam dois flagelos situados no
periplasma que sao responsaveis pela motilidade e com-
postos pelas proteinas FlaA e FlaB.® A bactéria apresenta
uma estrutura de dupla membrana, na qual a membrana
citoplasmatica e a parede de peptideoglicana estéo intima-
mente associadas e envolvidas pela membrana externa.
Nesta estrutura, o lipopolissacarideo (LPS) constitui o
principal antigeno para Leptospira, o qual apresenta uma
baixa toxicidade para células animais, quando comparado
ao LPS das bactérias Gram-negativas.® Isto ocorre porque
0 LPS das leptospiras difere da macromolécula tipicamente
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encontrada nas bactérias Gram-negativas no que diz respeito
as atividades bioldgicas, propriedade que possivelmente esta
relacionada com a estrutura unica do lipidio A do género
Leptospira.”)? Qutras estruturas presentes na membrana
externa sao as lipoproteinas (LipL32, LipL21, LipL41, por
exemplo), proteinas integrais de membrana e sistemas
proteicos de secregdo (T2SS, por exemplo).®

Desde 1907, apds sua descri¢cdo original por Stim-
son, o género Leptospira foi dividido tradicionalmente em
dois grupos: saprdfitas (Leptospira biflexa) e patogénicas
(Leptospira interrogans). O conceito evoluiu e essas duas
espécies foram submetidas a dois esquemas de classifica-
¢ao, um baseado na sorologia, onde o sorovar representa
a unidade taxondmica basica, e outro baseado na analise
do DNA, o qual utiliza a taxonomia molecular para identi-
ficar espécies.® A classificagdo sorolégica baseia-se na
reatividade de antigenos de superficie contra anticorpos
especificos, sendo o LPS o antigeno responsavel pela
diversidade entre os sorovares.® Por essa classificagédo
ja foram identificados mais de 300 sorovares, sendo a
maioria patogénicos, agrupados em quase 30 sorogrupos,
utilizando o Teste de Aglutinacdo Microscopica e o Teste
de Aglutinagao-Absorgao Cruzada.®

Esquemas de classificagdo molecular envolvem estu-
dos em analise filogenética e consideram também o nivel de
patogenicidade de cada espécie: saprdfitas —presentes no
ambiente e ndo causam infecgao; intermediarias — possuem
baixa viruléncia e estao relacionadas a doenca branda;
patogénicas — virulentas e causam infecgdo."® O estudo
mais recente, baseado em sequenciamento de whole-ge-
nome e gendmica comparativa, revelou a existéncia de 64
espécies agrupadas em dois clados principais: saproéfitas
e patogénicas (inclui espécies responsaveis por doenca
em homens e animais e espécies ambientais que ainda
ndo tiveram sua viruléncia elucidada). Estes clados séo
subdivididos em quatro subclados: P1 — Espécies patogé-
nicas; P2 — anteriormente descritas no grupo intermediario;
S1 — 21 espécies anteriormente classificadas no grupo
saprofita; S2 — 05 espécies incapazes de estabelecer o
processo infeccioso em modelos animais, porém exibem
caracteristicas de crescimento in vitro similares as de
espécies patogénicas.("

A grande questédo concernente a taxonomia em Lep-
tospira € que nao ha correlagéo entre as classificacbes
sorolégica e genética, pois alguns sorogrupos incluem
cepas de até seis espécies diferentes, caracterizando a
complexidade deste género bacteriano.!® No entanto, é
possivel identificar um determinado sorovar circulante e
assim contribuir com os dados epidemioldgicos de uma
dada regido, empregando-se tanto os métodos soroldgicos
de referéncia quanto os moleculares, como por exemplo
o PFGE (do inglés, Pulsed Field Gel Electrophoresis).?
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LEPTOSPIRAS E O AMBIENTE

As leptospiras patogénicas colonizam os rins dos reser-
vatorios (varias espécies de mamiferos) e sao eliminadas
através da urina diretamente no ambiente, onde sobrevivem
por longos periodos que podem variar de poucas horas a
varios meses, dependendo da espécie do sorovar e das
caracteristicas da matriz ambiental.®

Os mecanismos que permitem a persisténcia de
leptospiras patogénicas em ambientes aquosos, fora do
hospedeiro, ainda sdo pouco conhecidos. Alguns estudos
demonstraram que o ambiente viscoso favorece a perma-
néncia das leptospiras no solo, tornando-o potencialmente
infectante, e como outras espiroquetas, as leptospiras
podem alterar sua morfologia de acordo com as condi¢des
ambientais, incluindo agregagao celular.® A aderéncia é
uma estratégia de sobrevivéncia bacteriana, caracteristica
do biofilme, representando um importante fator que pode
estar envolvido na persisténcia das leptospiras fora do
hospedeiro.('?

A formagéao de biofilme ja foi identificada (in vitro)
para o género Leptospira, e pode conferir a capacidade de
sobrevivéncia em diversos ambientes, mesmo sob escassez
de nutrientes, tanto para as saprofitas quanto para as pato-
génicas.™ A persisténcia de cepas virulentas no ambiente
(solo ou agua) exerce um papel importante, pois constitui
uma fonte de patégenos potencialmente infectantes naquele
local." Apos as fortes chuvas, as leptospiras virulentas
presentes no solo entram em suspensao, juntamente com

outras particulas, tornando aquele ambiente aquoso uma
fonte de contaminag&o para o homem e os animais.('®

MANIFESTAGOES CLINICAS DA LEPTOSPIROSE

Ainfeccao por bactérias do género Leptospira pode ser
assintomatica ou produzir uma ampla variedade de sinais
e sintomas que se confundem com outras doengas febris.
©® Evidéncias soroldgicas de infecgdo sdo encontradas em
15% a 40% dos individuos que foram expostos, mas nao
desenvolveram a doencga.® Nos casos sintomaticos de
leptospirose, as manifestagdes clinicas variam de leve a
moderada ou grave, podendo ser fatais. Mais de 90% dos
individuos sintomaticos apresentam a forma mais branda
e, geralmente, anictérica, enquanto a forma grave com
ictericia ocorre em 5% a 10% dos pacientes infectados.®

A forma mais severa da doenga, com danos sistémi-
cos que incluem injuria vascular, hepatica, renal, pulmonar
e musculo-esquelética, é conhecida como a Sindrome de
Weil.(® O periodo de incubagéo é de uma a duas semanas,
podendo variar de 2 a 30 dias. Nesses casos, a leptospirose
em humanos apresenta um carater bifasico, mas a distingdo
entre a primeira e a segunda fase nem sempre ¢é tdo evi-
dente. A primeira fase, ou fase de bacteremia, corresponde
a disseminacao das bactérias no sangue e em outros liqui-
dos corporais, com duragao de 4 a 7 dias. A segunda fase,
ou fase imune (Figura 1), inicia-se com o aparecimento de
anticorpos e posterior eliminagdo das bactérias na urina de
forma intermitente, tendo duragao de 10 a 30 dias.("®
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Figura 1. Esquema representando as fases da leptospirose e o emprego das técnicas de diagnéstico laboratorial

mais adequadas. Adaptado de Goarant, 2016.('9
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PATOGENESE

A primeira etapa na patogénese da leptospirose € a
penetracdo através da barreira tecidual, que é facilitada por
abrasdes na pele e pelo contato direto com as mucosas da
conjuntiva ou cavidade oral.”? Nos periodos chuvosos onde
ocorre a imersdo em aguas de enchentes ou até mesmo
nas atividades recreativas aquaticas, o contato com aguas
contaminadas torna-se um fator de risco para infecgéo,
principalmente pela exposigao das mucosas.(”

Atransmissao pode acontecer pelo contato direto com
um hospedeiro infectado, porém € mais comum através
do solo e da agua contaminados com urina de animais
colonizados pelas leptospiras. No entanto, atividades que
envolvem manejo de animais infectados também s&o um
risco de desenvolver a leptospirose.(®

A segunda etapa na patogénese é a disseminagao
através da corrente sanguinea. Apos atravessar a pele,
leptospiras patogénicas seguem pela circulagédo sangui-
nea e persistem nesta via durante a fase de leptospiremia
(bacteremia), diferente de outros espiroquetas patogénicos
como B. burgdorferi e T. pallidum, os quais estabelecem a
infecgdo na pele.?”

Os mecanismos envolvidos na patogénese da lep-
tospirose podem ser relacionados tanto aos efeitos diretos
das leptospiras no hospedeiro, quanto a resposta imune a
infeccdo. Um mecanismo importante de viruléncia é a moti-
lidade, que permite a migracao dessas bactérias através de
meios viscosos, sendo importante no inicio da infecgéo e
na sua disseminacgéo desde o sitio de entrada até os alvos
dentro do hospedeiro.('®

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

A leptospirose nao pode ser diagnosticada com base
apenas em fundamentos clinicos devido a variabilidade nas
manifestagdes sintomaticas, as quais se assemelham a
outras enfermidades, o que torna necessaria a confirmagao
por meio do diagnéstico laboratorial.®

Segundo Adler (2010), o critério para considerar um
resultado indicativo de infeccdo recente por Leptospira
spp. € aceito como um titulo 2400 de aglutinacéo de lep-
tospiras na MAT, na presenca de sinais clinicos e histéria
epidemioldgica, ou pelo aumento de quatro vezes no titulo
entre amostras pareadas.®

Nos primeiros dias da doenga, o diagndstico envolve a
detecgao direta de Leptospira spp. em fluidos como sangue
e liquor, pelo cultivo em meio especifico (em geral, utiliza-se
o meio EMJH) ou a detecgao indireta pela técnica da PCR
(do inglés polymerase chain reaction), pois nesta fase inicial
as leptospiras circulam na corrente sanguinea. A partir da
segunda semana, elevam-se os niveis de anticorpos das
classes IgM e IgG (Figura 1), aumentando a sensibilidade
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dos testes soroldgicos, sendo a técnica de aglutinagéo
microscopica (MAT — do inglés Microscopic Aglutination Test)
o método padrao-ouro para investigacao da leptospirose
em humanos e animais.®

1. Cultura

Os principais meios de cultura desenvolvidos para o
género Leptospira séo o Korthof, Fletcher e Ellinghausen-Mc-
Cullough-Johnson-Harris (EMJH), sendo este ultimo o mais
utilizado na rotina de isolamento de leptospiras. Com o intuito
de minimizar a contaminagé&o do cultivo a partir de amostras
clinicas, principalmente nos casos de urina, o antibidtico
5-fluorouracil pode ser empregado na preparagéo dos meios.'®

As leptospiras podem ser recuperadas de amostras
de sangue e liquor, na fase aguda da doenca. No caso de
isolamento a partir de amostras de urina, esta deve ser
coletada na segunda semana apés o inicio dos sintomas.
®) A duragao da excregdo destas bactérias na urina pode
ocorrer por semanas, porém € necessario alcalinizar o pH
da amostra, a fim de garantir a viabilidade das bactérias.”

Os cultivos em meio semissoélido sdo incubados na
faixa de 28°C-30°C, por varias semanas (6 a 13), ao abrigo
da luz, sendo regularmente examinados ao microscopio de
campo escuro para detecgdo do espiroqueta. Este exame
identifica caracteristicas como morfologia e motilidade, de
modo que sdo necessarias outras técnicas para confirmacao
do género bacteriano e para a identificagdo da cepaisolada.®

O isolamento de leptospiras de espécimes clinicos &
a mais forte evidéncia para a confirmagéao do diagndstico e
permite a posterior identificagdo dos sorovares circulantes
em uma determinada regido.” No entanto, a técnica apre-
senta algumas desvantagens, dentre elas o crescimento
fastidioso (dias a semanas) e a complexidade na tipagem,
que pode demorar até meses e atrasar consideravelmente
o diagnostico.® Contudo, a despeito das dificuldades, este
€ o método que melhor contribui para os estudos epidemio-
I6gicos da leptospirose. Outro detalhe importante € que a
técnica de isolamento deve ser empregada antes do inicio
do tratamento com antibiéticos.™

Um estudo realizado por Boonsilp e colaboradores('®
comparou a sensibilidade de detecgao de Leptospira spp.
empregando as técnicas de cultura e PCR. O estudo foi
conduzido com 418 pacientes apresentando doenga febril
aguda a partir de amostras de sangue coletadas em heparina
e EDTA para os métodos de cultura e PCR (deteccéo do
gene rrs, que codifica o RNA ribossomal 16S), respectiva-
mente. As cepas isoladas foram posteriormente sequen-
ciadas para identificacdo da espécie. Do total de amostras
(418), 39 (9%) foram positivas no cultivo e 81 (19%) foram
positivas na PCR (e negativas na cultura). Os resultados
deste estudo demonstraram que ha uma alta taxa de falso
negativo no exame baseado na cultura, comparando-se
com a PCR. Além disso, especula-se que o pré-tratamento
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com antibioticos pode influenciar na baixa sensibilidade do
isolamento por cultivo.

2. PCR (Polymerase chain reaction — reagao em

cadeia da polimerase)

A técnica da PCR tem sido utilizada para a detecgao
de Leptospira spp. a partir de amostras clinicas por muitos
anos, objetivando o diagndstico precoce da leptospirose,
que deve ocorrer na fase aguda da doenga, ou fase de lep-
tospiremia, o que € crucial para que a terapia antimicrobiana
seja administrada de forma eficaz (WHO, 2003). A utilizagdo
de PCR em tempo real tem sido uma ferramenta de grande
importancia para agilizar o diagnostico da leptospirose,
principalmente na fase aguda da doencga.®

Atualmente, as técnicas de amplificacédo de acidos
nucleicos sao usadas a partir de amostras de sangue, urina
e liquor, e ttm como alvo genes especificos tanto para
detecgao do género Leptospira (ex: rrs e secY) quanto para
espécies patogénicas (ex: Ifb1, lipL32, ligAe ligB), de modo
que DNA de outros espiroquetas, como Borrelia spp., por
exemplo, ndo sdo amplificados.?"??

Além da pesquisa em amostras clinicas, o gene lipL32
tem sido utilizado como alvo para detecgao de leptospiras
patogénicas em amostras ambientais, pois durante o isola-
mento, as amostras (agua e solo) coletadas podem carrear
cepas saprofitas, as quais acabam por se multiplicar mais
rapidamente no meio de cultivo e mascarar a presenga das
patogénicas.(™® A deteccao indireta pela técnica molecular
aumenta a sensibilidade do método, uma vez que este gene
esta presente em todas as espécies patogénicas, porém
ausente nas espécies intermediarias e saprofitas.®?®

Os métodos moleculares, embora promissores, depa-
ram-se com a dificuldade de acesso as plataformas, princi-
palmente quando se trata de ambientes remotos ou rurais,
além da exigéncia de alto nivel técnico para tal metodologia.
(19 Qutra limitagéo do diagndstico da leptospirose baseado
em PCR é a incapacidade de identificar tanto a espécie
quanto o sorovar infectante.(” Entretanto, esta informacgao
pode nao ser significativa para o tratamento individual do
paciente, mas € de grande importancia para a vigilancia
epidemioldgica.” A despeito das limitagdes relacionadas
as técnicas moleculares, a demonstragao da presenga de
leptospiras patogénicas ou de seu DNA, em qualquer um
dos fluidos biolégicos mencionados anteriormente, permite
o diagnostico precoce, definitivo e correto da leptospirose.(?

3. Testes sorolégicos

Devido a baixa sensibilidade do isolamento de leptos-
piras em cultura e das dificuldades técnicas encontradas
em alguns laboratdrios para a realizagéo da PCR, a maioria
dos casos de leptospirose é diagnosticada pela sorologia.
Na primeira fase da doenga, 5 a 7 dias apds o inicio dos
sintomas, os anticorpos da classe IgM ja sao detectaveis.
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A partir da segunda semana, ambas as classes IgM e IgG
podem ser detectadas pelas técnicas sorolégicas.®

3.1. Ensaio de Imunoabsorgdo Enzimatica (ELISA,

do inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

A complexidade do teste de MAT leva ao emprego de
testes sorolégicos mais simples, que podem ser utilizados
na fase aguda da doenga, permitindo o diagnéstico precoce
da leptospirose. ELISA é uma técnica que tem sido ampla-
mente utilizada no diagndstico da leptospirose, pela detecgao
dos anticorpos da classe IgM, que tem maior importancia
quando se trata de amostras coletadas na fase aguda da
doenga, pois este anticorpo esta presente na primeira fase
da resposta imune.

Existem muitos testes ELISA-IgM comerciais e a maior
parte deles utiliza a espécie Leptospira biflexa (saprofita)
para preparacao de antigeno, pois apresenta reagao cru-
zada com espécies patogénicas através de antigenos de
superficie como o LPS, o que torna possivel a detecgéo de
anticorpos gerados contra uma cepa patogénica na amostra
clinica.® Lipoproteinas recombinantes como a LipL32 ou
LigA também foram desenvolvidas como preparagdo de
antigenos para este teste.®

Além da praticidade e reprodutibilidade, outra vanta-
gem do ELISA é que ndo requer a manutengao de culturas
de antigenos vivos, como na MAT, o que é trabalhoso e de
alto custo, restrito a centros de referéncia. Por outro lado,
uma grande desvantagem desta técnica € que, sozinha,
nao pode assegurar o diagnostico final, sendo necessaria
a confirmagéo pela MAT.®

Um estudo realizado por Rosa e colaboradores ?®
demonstrou a eficacia do teste de ELISA-IgM como teste
rapido para detecgao precoce da doencga, devido a alta
sensibilidade, contribuindo para o melhor prognéstico dos
pacientes e diminuindo a letalidade da doencga. Estes
achados sugerem que, embora ndo apresente a mesma
especificidade do padrao-ouro (MAT), o teste pode ser
utilizado como triagem em locais com pouca infraestrutura,
0 que contribui para o diagnéstico precoce da leptospirose.

3.2. Teste rapido

Qualquer esforgo no desenvolvimento de um novo kit
de diagndstico rapido para leptospirose € valioso e significa-
tivo, pois permite o inicio do tratamento de forma adequada,
oferecendo um bom suporte laboratorial. Os kits de teste
rapido para leptospirose disponiveis no mercado também
se baseiam na detecgao do anticorpo IgM, justificando seu
emprego na fase inicial da doenga.®”

Nabity e colaboradores®® realizaram um estudo para
testar a preciséo do teste rapido DPP (do inglés, Dual Path
Platform), em amostras de casos severos e brandos de
leptospirose. A sensibilidade em amostras de soro parea-
das foi de 100% e 73% para doenca severa e branda,
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respectivamente. Na fase aguda o ensaio alcangou a sen-
sibilidade menor para leptospirose severa e branda (85%
e 64%, respectivamente). A sensibilidade do teste também
foi similar ao ELISA-IgM. Os resultados demonstraram que
o teste DPP apresentou uma performance aceitavel para o
diagndstico da leptospirose severa e pode ser facilmente
implementado em hospitais e postos de saude. Contudo,
a precisao do teste pode ser melhorada para os casos de
doenca branda e no estagio inicial, onde os sintomas séo
confundiveis com outras doengas febris, como dengue e
hepatite, em regides de alta transmissao da leptospirose.
Posteriormente, Nabity e colaboradores®® avaliaram
a precisao do teste rapido DPP através de outro estudo,
partindo de trés tipos de amostra: gota de sangue (dedo),
sangue venoso total em EDTA e soro. Os resultados demons-
traram uma sensibilidade para leptospirose classica de
93% para amostras de gota de sangue e 96% para sangue
venoso total, ambos maiores que para o soro. Concluiram,
entdo, que houve uma boa performance do teste DPP para
amostra coletada de forma mais simples (gota), nos casos
de leptospirose classica, o que demonstra a viabilidade de
utilizacao do teste em pequenas unidades de saude.
Outros testes rapidos disponiveis no mercado também
foram submetidos a avaliagdo de precisdo, como o Lepto-
check-WB e o teste ImmuneMed Leptospira IgM Duo Rapid.
Alia e colaboradores®® testaram amostras de pacientes com
suspeita de leptospirose utilizando esses dois kits. Asensibi-
lidade e especificidade gerais foram 47,37% e 80,65% para o
Leptocheck-WB e 21,05% e 90,32% para o teste ImmuneMed
Leptospira IgM Duo Rapid. Comparando os resultados a partir
de amostras positivas previamente confirmadas na MAT, o
primeiro teste mostrou maior sensibilidade (90,72%) do que
o segundo (40,21%), porém os valores de especificidade
foram similares, sendo 82,89% para o primeiro e 88,89%
para o segundo. Com base nos resultados deste estudo, o
teste Leptocheck-WB foi considerado o mais sensivel para
o rastreamento da leptospirose em ambientes hospitalares.

3.3. Teste de Aglutinagdo Microscdpica

(MAT, do inglés Microscopic Aglutination Test)

O MAT é uma técnica baseada na aglutinagéo antige-
no-anticorpo, sendo o teste de referéncia para o diagndstico
da leptospirose, reconhecido como “padrao-ouro”. Esta
técnica detecta anticorpos de ambas as classes, IgM e IgG,
e determina o titulo de anticorpos, diferenciando infecgéo
recente de contato prévio.®

O principio da técnica é simples e consiste na reagéo
do soro-teste com culturas de leptospiras, observando entdo
a formacéo de aglutinagéo ao microscopio de campo escuro
em duas etapas. Na primeira observa-se apenas a formacgao
de aglutinacao e na segunda etapa, os soros s&o diluidos
serialmente para determinagao do titulo (reciproca da dilui-
¢ao). O ponto final de leitura € aquele em que se observa 50%
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de aglutinacao ou de leptospiras livres, quando comparado
ao controle do antigeno (sem soro). Utiliza-se uma bateria de
antigenos vivos, representantes de 19 diferentes sorovares,
recomendados pela OMS.® Este numero € limitado diante
da diversidade de sorovares ja reconhecidos e pode nao
contemplar um sorovar desconhecido em uma determinada
regido. Por conta disso, a cepa sapréfita Patoc | (L. biflexa)
esta incluida na bateria de antigenos, pois apresenta reagdo
cruzada com varios sorovares patogénicos.®"

O MAT néo tem a capacidade de detectar o sorovar
infectante, uma vez que, dentro de um mesmo sorogrupo,
todos os sorovares pertencentes a ele podem apresentar
titulos similares, caracterizando uma reacao inespecifica
em nivel de sorovar.(” Por esta razdo, a interpretacao da
MAT é complexa, em especial na fase aguda da doenca,
onde ocorre alto grau de reagao cruzada entre diferentes
sorogrupos, o que difere da fase convalescente, onde se
observa relativa especificidade de sorogrupo.”

Outro ponto a ser considerado é a dificuldade de
concluir o diagnoéstico da leptospirose pela MAT na fase
inicial da doenca, principalmente porque, em muitos casos,
€ necessaria a andlise de uma segunda amostra, o que se
torna um desafio, uma vez que a maioria dos pacientes
ambulatoriais néo retorna para segunda coleta.®? Além disso,
os demais testes soroldgicos empregados no diagnéstico
laboratorial da leptospirose devem ser comparados a MAT,
avaliando os critérios de especificidade e sensibilidade.®

Niloofa e colaboradores® conduziram um estudo com
pacientes diagnosticados clinicamente para leptospirose e as
amostras foram submetidas aos testes de MAT, ELISA-IgM
e teste rapido (Leptocheck -WB). Nas amostras coletadas
na fase aguda da doenga, a MAT apresentou especificidade
e sensibilidade de 95,7% e 55,3% respectivamente, com-
parando-se com o resultado da MAT total (fase aguda +
fase convalescente — 100%). O teste rapido e o ELISA-IgM
apresentaram sensibilidade similar, comparando-se com a
MAT na fase aguda, apesar do ELISA-IgM mostrar maior
especificidade (84,5%) que o teste rapido (73,3%). Segundo
0s pesquisadores, os resultados indicaram que o ELISA-
-IgM pode ser superior a MAT durante a fase aguda como
método de diagnodstico precoce, e o teste rapido também
apresentou-se adequado para este propdésito.

Em contrapartida, Araghian e colaboradores® reali-
zaram um estudo mais recente comparando as técnicas de
MAT e ELISA-IgM em amostras de pacientes sintomaticos
com suspeita de leptospirose. Os resultados revelaram
uma sensibilidade de 82,4% no ELISA-IgM, comparado a
sensibilidade de 100% na MAT. Os valores de especificidade
mostraram uma diferenca significativa entre os dois métodos
(MAT — 100%, ELISA-IgM — 78,8%), mantendo a categoria
de padrao de diagndstico para a MAT.

Segundo Philip e colaboradores,®? uma forma de
melhorar a eficiéncia no diagnostico da leptospirose &
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associar outra técnica a MAT, quando se trata de amostras
coletadas na fase aguda. De acordo com os resultados
deste estudo, o emprego da técnica de PCR em conjunto
com a MAT aumentou a eficacia no diagndstico da doenga,
comparando-se com o uso das técnicas individualmente.

CONSIDERAGOES FINAIS

Aleptospirose € uma zoonose de distribuicao mundial,
que pode levar ao 6bito, quando ocorrem manifestagcdes
mais severas. Com o intuito de melhorar o prognéstico dos
pacientes e iniciar o tratamento adequado, muitos estudos
tém sido conduzidos para o desenvolvimento de técnicas
mais simples e rapidas, que permitam o diagndstico precoce
e acurado da leptospirose.

Todas as técnicas conhecidas até o momento preci-
sam ser comparadas a MAT, que permanece como o teste
padrao-ouro, reconhecido pela OMS. Contudo, por ser uma
técnica complexa e laboriosa, torna-se inviavel em locais
sem a infra-estrurura dos centros de referéncia.

O emprego de técnicas de diagndstico precoce, quando
ajustadas as diferentes fases da doencga, pode oferecer
bons resultados, permitindo, assim, o inicio da terapia
antimicrobiana dentro do intervalo de tempo em que seja
efetiva, diminuindo, assim, o agravamento dos casos de
leptospirose e possiveis internagdes. Além disso, o conhe-
cimento das técnicas disponiveis e a viabilidade do uso
de cada uma delas, no contexto logistico do laboratério
disponivel para o diagndstico, reflete um melhor manejo
de insumos, equipamentos e mao de obra especializada,
0 que implicara a rapidez e melhoria do diagnéstico bem
como a brevidade do tratamento deste agravo nos casos
positivos, como também a redug¢ado dos indices de 6bitos
por essa enfermidade em nosso pais.

Abstract

Leptospirosis is the most widespread zoonosis, which has a balance of
almost 60,000 deaths per year. Bacteria of Leptospira genus, which has
more than 300 different serovars and 64 species already identified, cause
the disease, being the environment the main source of contamination.
The human disease presents a large set of clinical manifestations,
showing biphasic presentation, the reason why leptospirosis must be
confirmed by laboratory diagnosis. This study aimed to group recent
concepts concerning human leptospirosis and the main diagnosis
techniques employed at the laboratory. MAT is considered the gold
standard for leptospirosis diagnosis, but has low sensitivity on the onset
of disease, leading to the use of techniques with higher sensitivity on
this period. Based on several studies, PCR, ELISA-IgM and rapid test
presented satisfactory sensitivity on the onset of symptoms. In the second
week, MAT showed 100% of sensitivity, maintaining its high specificity
in both phases. In general, the ELISA-IgM and rapid serological tests
showed satisfactory results as methods for early diagnosis, especially in
the case of places with poor infrastructure, different from the reference
laboratories where it is possible to use the PCR and MAT techniques.
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Human leptospirosis; Spirochaetes; Laboratory Diagnosis
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