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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de efetuar o diagnéstico precoce do teste de
aglutinagdo microscopica (MAT) utilizando-se como antigeno leptospiras saprofitas sorovar Patoc
(MAT-Patoc). Neste contexto, os resultados obtidos em amostras de soro de casos confirmados
de leptospirose foram comparados com aqueles obtidos no teste ELISA IgM. Cento e cinquenta e
oito amostras colhidas na fase aguda da doenga foram analisadas pelo MAT-Patoc. Os soros com
titulos = 50 foram considerados reagentes. A sensibilidade do MAT-Patoc e do ELISA-IgM foi de
13,29 % e 28,48 %, respectivamente. Nos sete primeiros dias da doenca, o0 MAT-Patoc foi capaz de
detectar 12,29 % dos casos, enquanto o ELISA-IgM detectou 24,59 %. O MAT-Patoc foi reagente
em amostras de casos cujos provaveis sorogrupos infectantes foram Icterohaemorrhagiae, Cynopteri
e Ballum. Em conclusdo, a utilizagdo do teste MAT-Patoc apresentou menor sensibilidade no
diagndstico quando comparado ao ELISA-IgM, embora tenha sido reagente em algumas amostras
com resultado ndo reagente. O MAT-Patoc deve ser utilizado em combina¢do com ELISA-IgM para
melhorar a sensibilidade do diagndstico de leptospirose na primeira fase da doenga, com subsequente
confirmagdo pelo MAT de referéncia.

Palavras-chave. leptospirose, ELISA-IgM, MAT, sorovar Patoc.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the early detection of antibodies by the microscopic
agglutination test (MAT) using saprophytic leptospira serovar Patoc (MAT-Patoc), in serum
samples from patients with confirmed leptospirosis. The obtained results were compared with those
found in ELISA-IgM. A hundred fifty-eight serum samples collected from patients in acute phase of
illness were analysed by MAT-Patoc. Samples with titers > 50 were considered positive. The sensitivity
of MAT-Patoc and IgM-ELISA was 13.29 % and 28.48 %, respectively. In the first seven days of
the disease, MAT-Patoc was positive in 12.29 % of the cases, while the IgM-ELISA was positive in
24.59 %. The MAT-Patoc was positive in sera from confirmed cases, and the infecting serogroups
were Icterohaemorrhagiae, Cynopteri and Ballum. In conclusion, the use of MAT-Patoc test showed
lower sensitivity for diagnosing leptospirosis when compared with ELISA-IgM, although positive
reactivity was found in some samples with negative results. The MAT-Patoc should be used in
combination with ELISA-IgM to improve the sensitivity of the diagnosis of leptospirosis in the first
phase of the disease, with subsequent confirmation by standard MAT.
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INTRODUCAO

A leptospirose ¢ uma zoonose de importancia
mundial causada por espiroquetas patogénicas do
género Leptospira spp. A doenga, em humanos,
pode manifestar-se de varias formas, desde quadros
assintomaticos até formas severas e potencialmente
fatais'*. A forma grave da doenga ocorre em apenas
5a 10 % dos individuos infectados, porém, a maioria
dos casos tem apresentacdo clinica inespecifica,
frequentemente confundida com outras doencas
febris, tais como dengue e febre amarela'’. Assim,
testes diagndsticos que detectem a doenga
precocemente sio necessarios para auxiliar
na identificagdio de casos clinicos. A cultura
para leptospirose consiste em isolar leptospiras
diretamente do sangue e/ou do liquido
cefalorraquidiano (LCR) colhidos na primeira
semana de sintomatologia e semeados em meios de
cultura especificos. Porém, devido ao crescimento
lento das leptospiras, o resultado pode demorar até
quatro meses. Além disso, a cultura possui baixa
sensibilidade diagndstica devido ao periodo critico
de coleta e da presenca de contaminantes que
acabam inibindo o crescimento de leptospiras"*~.

Varios testes moleculares, tais como reagdo
em cadeia da polimerase (PCR) e PCR em tempo
real, tém sido desenvolvidos para a deteccio
precoce de leptospiras®®.  Porém, como ha
dificuldades referentes a suspeita de caso no
inicio da doenga e a sensibilidade da PCR diminui
a medida que o paciente evolui para as fases
tardias da leptospirose, os testes soroldgicos sao os
métodos de escolha, sendo os mais comumente
utilizados o teste de ELISA-IgM e o teste de
aglutinacao microscépica (MAT)'>!.

O teste ELISA-IgM é um método de triagem,
genero-especifico, que detecta anticorpos mais
precocemente que o MAT, a partir do sexto dia
apos o inicio dos sintomas'>. O MAT é um método
considerado como padrdo-ouro recomendado
pela Organizagdio Mundial da Satde (OMS), que
fornece o provavel sorogrupo infectante e utiliza
leptospiras  vivas, potencialmente patogénicas,
para a realizagdo do teste, oferecendo risco ao
operador e necessitando de técnicos especializados
e treinados para proceder a leitura em microscopia
de campo escuro®’. Técnicas alternativas tém sido

estudadas a fim de oferecer maior rapidez, seguranga
e precocidade para o diagnéstico laboratorial da
leptospirose'*". Estudos demonstraram que cepas
de leptospiras saprofitas podem aglutinar com soros
contendo anticorpos contra leptospiras patogénicas,
sendo o sorovar Patoc o mais utilizado em testes
para o diagnoéstico da leptospirose humana®**

O objetivo desse trabalho foi avaliar a
precocidade do MAT utilizando leptospiras
saprofitas  pertencentes ao  sorovar  Patoc
(MAT-Patoc), comparando com  resultados

obtidos pelo teste ELISA-IgM, em amostras de
soro de casos de leptospirose, previamente
confirmados pelo MAT de referéncia, colhidos na
fase aguda da doenga.

MATERIAL E METODOS

Amostras clinicas

Foram utilizadas amostras de soro colhidas
na fase aguda da doenga de 158 casos de leptospirose
confirmados pelo MAT, recebidas pelo Instituto
Adolfo Lutz (IAL) Central, no periodo de janeiro
de 2004 a abril de 2011, e estocadas a -20 °C.

Os dados dos pacientes, tais como as datas de
coleta do material e apari¢do de primeiros sintomas,
foram obtidos a partir de informagdes presentes
nas fichas de notificagao.

MAT

O MAT utilizado na confirmacio dos casos,
foi realizado segundo Faine et al’ utilizando
sorovares representantes dos principais sorogrupos
de leptospiras circulantes em Sao Paulo, Brasil:
Australis,  Autumnalis,  Bataviae,  Canicola,
Castellonis, Copenhageni, Cynopteri, Djasiman,
Grippotyphosa, Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae,
Javanica, Panama, Patoc, Pomona, Hardjo, Sejroe,
Pyrogenes, Tarassovi e Wolfii. Todas as cepas foram
mantidas em meio de cultura liquido Elinghausen
McCullough Johnson Harris - EMJH (Difco, Sparks,
MD, USA), com repiques semanais e incubagao
de 28-30 °C.

Os casos foram considerados confirmados
quando apresentaram soroconversdo, ou  seja,
primeira amostra negativa e segunda amostra
com titulo > 200, em amostras pareadas de soro,
sendo uma coletada na fase aguda e a outra na
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fase de convalescenga. O provavel sorogrupo
infectante foi o que apresentou o maior titulo
e quando dois ou mais sorogrupos apresentaram
o major titulo, foi considerado inconclusivo.

MAT-Patoc

O MAT-Patoc foi realizado utilizando
como antigeno Leptospira biflexa sorovar Patoc
cepa Patoc 1.

Foram utilizados controles positivo e
negativo. Os soros foram triados e quando
reagentes, foram titulados em  diluigdes
seriadas de razao 2. O tituto foi
determinado pela reagao onde houve aglutinagéo de
pelo menos 50 % das leptospiras em comparagao ao
controle negativo.

Leptospira  biflexa sorovar Patoc cepa
Patoc 1 foi mantida em meio de cultura liquido
Elinghausen McCullough Johnson Harris - EMJH
(Difco, Sparks, MD, USA), com repiques semanais e
incubagéo de 28-30 °C.

O MAT-Patoc foi considerado reagente
quando apresentou titulo > 50.

ELISA-IgM

O teste Elisa-IgM foi realizado conforme
instrugoes do fabricante (Panbio Pty Ltd, Australia).
Os resultados foram considerados reagentes, nao
reagentes e inconclusivos segundo calculo do
cut off fornecido pelo kit e pelos valores de
absorbancia de cada amostra de soro.

Resumidamente, adicionou-se 100 pL de
amostras de soro, controles positivo e negativo e
calibrador de cut off, diluidos a 1:100 em diluente
de amostra, em placa de ELISA com
96 micropogos revestidos com leptospiras.
A placa foi incubada durante 30 min a 37 °C.

Apés lavagem com solugao salina tamponada com
fosfato contendo 0,05 % de Tween 20, adicionou-se
100 pL de anticorpo anti-IgM humano conjugado
com peroxidase e incubou-se durante mais
30 min a 37 °C. Apods lavagem, adicionou-se
100 pL de substrato de tetrametilbenzidina/perdéxido
de hidrogénio (cromdgeno TMB) e incubou-se a
temperatura ambiente durante 10 min. A reagao foi
interrompida com 100 uL de acido fosférico 1 M.
A absorbincia de cada pogo foi medida a um
comprimento de onda de 450 nm.

RESULTADOS

De 158 amostras de soro colhidas na fase
aguda da doenca, 21 e 45 apresentaram resultados
reagentes nos testes de MAT-Patoc e ELISA-IgM,
respectivamente. A  sensibilidade dos testes
comparada ao método de referéncia MAT foi de
13,29 % para o teste de MAT-Patoc e de 28,48 %
para ELISA-IgM.

De 99 amostras que apresentaram resultado
nao reagente no ELISA-IgM, 12 apresentaram
resultado reagente no MAT-Patoc; 14 amostras
que apresentaram resultado inconclusivo no
ELISA-IgM, apresentaram resultado nao-reagente
no MAT-Patoc. A comparagdo entre os resultados
dos testes MAT-Patoc e ELISA-IgM esta descrita
na Tabela 1.

Dos 158 casos de leptospirose
analisados, 0s provaveis SOrogrupos
infectantes foram Icterohaemorrhagiae (50,0 %),
Cynopteri (6,3 %), Autumnalis (50 %),
Sejroe (3,1 %), Hebdomadis (3,1 %), Canicola
(1,8 %), Pyrogenes (1,8 %), Australis (1,8 %),
Ballum (1,2 %), Grippotyphosa (0,6 %), Tarassovi
(0,6 %), Celledoni (0,6 %) e Djasiman (0,6 %).

Tabela 1. Comparagdo dos resultados dos testes MAT-Patoc e ELISA-IgM em 158 amostras colhidas na fase aguda

de casos confirmados de leptospirose

ELISA IgM MAT-Patoc Total
Reagente Nio reagente
Reagente 9 36 45
Inconclusivo 0 14 14
Nao reagente 12 87 99
Total 21 137 158
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Em 22,7 % dos casos nao foi possivel
determinar o provavel sorogrupo infectante,
sendo considerados inconclusivos.

As 21 amostras que apresentaram

resultado reagente no MAT-Patoc eram de casos
que tinham como provavel sorogrupo infectante
Icterohaemorrhagiae (57,1 %), Cynopteri (4,7 %)
e Ballum (4,7 %), além de 33 % cuja determinacgao
do sorogrupo foi inconclusiva. De acordo com as
informacbes  encontradas nas  fichas de
notificagdo, 122 amostras foram coletadas do
1° ao 7° dia de doenga. Dessas, 15 (12,29 %)
apresentaram resultado reagente no MAT-Patoc
e 30 (24,59 %) apresentaram resultado reagente
no ELISA IgM (Tabela 2).

Das amostras reagentes no MAT-Patoc,
15 amostras apresentaram titulo de 50, cinco
amostras titulo de 100 e uma amostra titulo de 200.

DISCUSSAO

A leptospirose é considerada uma zoonose
emergente, devido ao aumento da incidéncia e a
ocorréncia de epidemias em todo o mundo, tanto
em paises desenvolvidos quanto naqueles em
desenvolvimento®?.

O diagnoéstico precoce da leptospirose é
de extrema importancia, ja que os sintomas podem
ser confundidos com o de outras doencas febris.
Além disso, acredita-se que o tratamento no
periodo inicial da doenca possa beneficiar o
paciente evitando a evolugdo para a forma grave
da doenga. O diagnostico laboratorial é baseado
principalmente em técnicas sorologicas como
ELISA-IgM, teste género especifico utilizado em
amostras colhidas na fase aguda da doenca e o

Tabela 2. Positividade dos testes MAT-Patoc e ELISA-IgM de acordo com o nimero de

dos sintomas

MAT, teste padrdo ouro que proporciona resposta
a partir da primeira semana da doenga. O MAT
é o teste utilizado para confirmar os casos de
leptospirose e fornece o provavel sorogrupo
infectante por utilizar um painel de sorovares
representantes  dos  principais  sorogrupos
circulantes.

Apesar de varios testes moleculares, tais
como PCR e PCR em tempo real, terem sido
desenvolvidos para o diagnéstico precoce da
leptospirose, alguns materiais clinicos como
soros nao sao ideais para serem utilizados
nessas técnicas'?”. Esses métodos sdo restritos
a poucos laboratorios devido aos altos custos
e a complexa infra-estrutura necessaria.
Além disso, a sensibilidade diminui a medida
que o paciente evolui para fases tardias
da doenga, periodo em que geralmente o
paciente procura atendimento e ocorre a
suspeita da leptospirose'®'’.

O wuso de leptospiras saprofitas em
testes sorologicos para o diagndstico da
leptospirose tem a vantagem de ndo oferecer
risco ao operador. A demonstracio de que o
sorovar saprofita Patoc era capaz de reagir com
anticorpos contra leptospiras patogénicas fez com
que esta cepa fosse amplamente utilizada em
testes diagndsticos para leptospirose humana®»**.
No presente estudo, o MAT-Patoc foi reagente
em amostras de casos cujos provaveis sorogrupos
infectantes foram Icterohaemorrhagiae, Cynopteri
e Ballum. Assim, o MAT-Patoc pode ser utilizado
na triagem de casos de leptospirose ja que
reage com diferentes sorovares, principalmente
os pertencentes ao sorogrupo Icterohaemorragiae
que é o mais prevalente em nosso meio* .

dias apds o inicio

Dias ap6s o inicio dos . Positividade
sintomas N° de amostras MAT-Patoc (%) ELISA IgM (%)
1-7 122 15 (12,29) 30 (24,59)
8-14 32 6 (18,75) 14 (43,75)
15-22 3 0 (0) 1 (33,30)
>23 1 0 (0) 0 (0)
Total 158 21 (13,29) 45 (28,48)
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De acordo com Levett!, os anticorpos
IgM  tornam-se  detectaveis  durante a
primeira semana da doen¢a, porém ainda
em concentragdes relativamente baixas. Apesar
do ELISA-IgM ter apresentado sensibilidade
maior que o MAT-Patoc, a positividade
de ambos os testes foi baixa, provavelmente
pelo fato de os anticorpos nao estarem
presentes em quantidades suficientes para a
detecgdo por essas metodologias na fase aguda
da doenga.

Sehgal et al** reportaram  uma
sensibilidade do MAT de 41 % nas amostras

coletadas  durante a  primeira  semana
de doenga aumentando para 82 % nas
amostras coletadas entre a segunda e a

quarta semana e 96 % apods a quarta semana
de doenga. Os autores também observaram
que algumas amostras negativas para o MAT,
coletadas até a quarta semana de doenga,
tornaram-se positivas em outra amostra
obtida apds 30 dias do inicio dos sintomas,
confirmando a necessidade de pelo menos
duas amostras pareadas de soro para o
diagndstico correto da leptospirose.

No presente estudo, o teste de MAT-Patoc
apresentou menor sensibilidade em rela¢do ao
ELISA-IgM, com valores de 13,29 % e 28,48 %,
respectivamente. Quando amostras com coleta
até o 7° dia apds o inicio dos intomas foram
analisadas, a positividlade do MAT-Patoc
também foi inferior ao do teste de ELISA-IgM
sendo de 12,29 % e 24,59 %, respectivamente.
Entretanto, por apresentar alguns resultados

reagentes, inclusive com ELISA-IgM nao
reagentes, o MAT-Patoc pode auxiliar na
deteccdo precoce da doenga, aumentando

ainda mais as chances de deteccdo se utilizado
junto com o teste de ELISA-IgM.

Quando o teste de MAT ¢ realizado em
uma unica amostra de paciente com suspeita
de leptospirose e ndo ha possibilidade de
coleta de mais amostras, um titulo > 800
confirma o diagnostico'. Os titulos apresentados
pelo MAT-Patoc foram baixos, variando de
50 a 200, nao sendo possivel a confirmagio
por esse teste de nenhum dos casos deste estudo
utilizando apenas uma amostra.
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Em conclusdo, para o diagnostico precoce
da leptospirose, o teste MAT-Patoc apresentou
resultados reagentes em amostras colhidas na fase
aguda da doenga, inclusive em amostras com
resultado ndo reagente no teste de ELISA IgM,
apesar de ter sido menos sensivel do que este.
Esses resultados evidenciam a necessidade
de mais de um teste de triagem. E importante
ressaltar que o MAT, método de referéncia
recomendado pela OMS, deve ser utilizado para
confirmagio de diagnostico.
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