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RESUMO

Ha anos, estudos tém ilustrado as dificuldades no diagnostico diferencial entre
leptospirose e dengue, seja devido a semelhanca do quadro clinico, ou mesmo a
sobreposicao dos periodos de maior ocorréncia de ambas as enfermidades. Esse
estudo buscou identificar casos de leptospirose humana no municipio de S&o Paulo
pela deteccao da infeccao leptospirica em pacientes com suspeita clinica de dengue
que nao tiveram confirmacgdo da infeccao viral. Para as analises, foram utilizadas de
forma inédita, amostras de coagulo sanguineo, obtidos ap0s utilizacdo do soro dos
pacientes para a realizacéo do teste de ELISA para detec¢do da proteina NS1, capaz
de identificar pacientes com infec¢cdo aguda pelo virus da dengue. Entre agosto e
setembro de 2023, 200 amostras de coagulos sanguineos foram selecionadas para
investigacdo da presenca de DNA leptospirico. A selecéo foi feita com base no Distrito
Administrativo da residéncia dos pacientes (DA) de acordo com estudo recente que
identificou os DAs com maior probabilidade de apresentar casos subnotificados. Os
coagulos sanguineos foram descongelados e separados do gel apds centrifugacéo
por dois minutos com o tubo invertido. Apds a recuperacao, foi realizada a quebra
mecanica do coagulo adaptando a metodologia proposta por Tas (1990) e em seguida,
a amostra foli tratada e entéo, foi realizada a extragdo do DNA para realizagéo da PCR.
Apos reacdo de amplificacdo de fragmento do gene 16S, foram identificadas 7
amostras positivas (3,5%; 1C95% 1.6%-6.7. Todos os controles positivos do processo
de extracdo foram positivos a PCR, com bandas Unicas e intensas. Embora o baixo
namero de pacientes positivos tenha impossibilitado a identificacdo de areas de risco
para o0 subdiagnéstico da enfermidade, os resultados indicam a viabilidade da
deteccdo molecular de leptospiras em coagulos sanguineos, sinalizando uma
abordagem alternativa e viavel para o diagndstico precoce e a estimativa do
subdiagnéstico da leptospirose. Reforcam também a necessidade de aprimorar
métodos diagndsticos precisos para orientar intervencfes clinicas e autoridades
sanitarias na prevencao e tratamento da leptospirose humana.

Palavras-Chave: Leptospirose, Dengue, Deteccdo Molecular, Coagulo Sanguineo,
Subdiagndéstico, PCR, qPCR, Epidemiologia.



ABSTRACT

For years, studies have illustrated the difficulties in the differential diagnosis between
leptospirosis and dengue, whether due to the similarity of the clinical picture or the
overlap of the peak periods of both diseases. This study aimed to identify cases of
human leptospirosis in the municipality of S&o Paulo by detecting leptospiral infection
in patients with clinical suspicion of dengue who did not have confirmation of viral
infection. For the analyses, samples of blood clots, obtained after using the patients’
serum for the ELISA test to detect NS1 protein, capable of identifying patients with
acute dengue virus infection, were used in an unprecedented way.

Between August and September 2023, 200 samples of blood clots were selected to
investigate the presence of leptospiral DNA. The selection was based on the
Administrative District of the patients' residence (DA) according to a recent study that
identified the DAs with the highest probability of presenting underreported cases. The
blood clots were thawed and separated from the gel after centrifugation for two minutes
with the tube inverted. After recovery, mechanical disruption of the clot was performed
adapting the methodology proposed by Tas (1990), and then the sample was treated,
followed by DNA extraction for PCR. The selection of the blood clot samples was based
on a study conducted by Esteves, which mapped the DAs with the highest number of
underreported cases in the city of S&o Paulo in 2019.

One of the study's objectives was to identify regions of the municipality with a higher
occurrence of underdiagnosed cases through spatial distribution analysis of confirmed
cases and spatial risk analysis. For this purpose, some data were retrieved from the
Matrix database (LABZOO), such as the patient's SINAN number and NS1 protein
ELISA results. Data related to the patient's epidemiological and sociodemographic
characteristics were obtained from the SINAN database. The location data (latitude
and longitude or ZIP code) were retrieved from the Zoonosis Surveillance Division
(DVZ) system.

After amplification reaction of the 16S gene fragment, 7 positive samples were
identified (3.5%; 95% CI 1.6%-6.7%). All positive controls from the extraction process
were positive for PCR, with single and intense bands.

Although the low number of positive patients prevented the identification of risk areas
for underdiagnosis of the disease, the spatial analysis did not allow the identification
of risk areas due to the limited number of samples. However, the results indicate the
feasibility of molecular detection of leptospires in blood clots, signaling an alternative
and viable approach for early diagnosis and estimation of leptospirosis underdiagnosis.
They also reinforce the need to improve accurate diagnostic methods to guide clinical
interventions and health authorities in the prevention and treatment of human
leptospirosis, despite the limitations of the techniques used.

Keywords: Leptospirosis, Dengue, Molecular Detection, Blood Clot, Underdiagnosis,
PCR, gPCR, Epidemiology.
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1 INTRODUCAO

A febre constitui um dos sintomas que mais frequentemente motivam a busca
por assisténcia médica no mundo (CRUMP, 2012). As causas de febre podem ser
diversas, e na maioria dos casos, o histérico médico e o exame fisico séo insuficientes

para identificacdo precisa de sua etiologia (HALLIDAY et al., 2020).

Diversos estudos tém ressaltado a relevancia de variados agentes infecciosos
na etiologia da febre aguda. Em trabalho recente de reviséo sistematica da literatura,
Moreira et al. (2020) demonstraram que as causas de febre relatadas com mais
frequéncia foram as infecgdes virais e bacterianas. O virus da dengue se destaca
como o patdgeno mais relevante, seguido por outros arbovirus e hantavirus. J& entre
as bactérias, as mais frequentemente relatadas foram Staphylococcus spp., Rickettsia

spp., e Leptospira spp.

A dengue é uma enfermidade febril ocasionada por um arbovirus, que pode
levar a quadros graves e por vezes fatais. Sua transmissdo é mediada por diversas
espécies de mosquitos fémeas pertencentes ao género Aedes, especialmente pelo
vetor Aedes aegypti (GONCALVES et al., 2020). Dentre seus principais sintomas,
destacam-se febre elevada, mialgia, desconforto retro-orbital, cefaleia, perda de
apetite e aparecimento de erupc¢des cutaneas vermelhas pelo corpo (DOS SANTOS;
HONORIO; NOBRE, 2019).

Segundo estimativas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a ocorréncia
global da dengue varia de 67 a 136 milhdes de casos sintomaticos por ano,
concentrados principalmente na Asia e nas Américas (OPAS/OMS, 2023b). Em 2022,
a Organizacao Panamericana de Saude (OPAS) reportou 4.169.060 casos suspeitos
e aproximadamente 2 milhdes de casos confirmados de dengue somente no
continente americano (OPAS/OMS, 2023a). No Brasil, pais com maior niumero de
casos das Américas, ocorreram 1.450.270 casos provaveis de dengue neste mesmo
periodo, segundo o Boletim Epidemiol6gico do Ministério da Saude (SAUDE, 2023).
Jaem 2023, até o inicio de dezembro houve aumento de 15,8% (1.601.848) nos casos

de dengue, quando comparado ao mesmo periodo de 2022 (1.382.665).

Apesar dos numeros expressivos, grande parte dos pacientes com suspeita de

dengue n&o apresentam diagnostico laboratorial definitivo da infeccdo viral,
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demonstrando que a etiologia da doenca febril, na maioria dos casos, permanece
indeterminada (FORNAZARI et al., 2021). Em 2022, por exemplo, dos 656.023 casos
notificados no estado de Sao Paulo, somente 50,61% (332.033) tiveram o diagndstico
da arbovirose confirmado (CVE, 2023). No municipio de Sdo Paulo, a proporcéo de
casos negativos para dengue entre pacientes com a suspeita da doenca € ainda
maior; em 2022 foram notificados 43.695 casos suspeitos, dos quais somente 11.920
(27,28%) foram confirmados. Ja em 2023, até o inicio de outubro, foram contabilizados
54.440 casos suspeitos, dos quais foram confirmadas infeccdo viral em somente
12.439 (22,85%) (CVE, 2023).

Devido a semelhanca de sintomas entre a dengue e diversas doencas
infecciosas, combinada com a superestimacgéo da doenca em regides tropicais onde
h& a ocorréncia concomitante de outros patdgenos, estima-se que ocorra, em
determinadas regifes, uma subnotificacdo sistematica de varios agentes infecciosos
gue produzem sintomatologia inespecifica e semelhante a provocada pelo arbovirus.
Nesse cenario, destaca-se a leptospirose como um desses agentes (MOREIRA et al.,
2018).

A leptospirose é uma infec¢do bacteriana de natureza zoonética, causada por
espiroquetas helicoidais patogénicas e altamente moveis do género Leptospira
(PICARDEAU, 2013). Ela esta entre as principais causas zoonoticas de morbidade e
mortalidade em todo o mundo, com estimativas anuais de 1,03 milhdo de casos e
59.900 mortes (COSTA, et al. 2015). E uma doenca que esta associada tanto a fatores
comportamentais quanto a circunstancias socioambientais (MARTINS; SPINK, 2020),
o que faz dela um desafio arquetipico da abordagem "One Health" (SYKES et al.,
2022a). E frequentemente observada em regides carentes com baixos niveis de
desenvolvimento socioecondmico, 0 que impacta significativamente na saude de
populacdes de alta vulnerabilidade (HOTEZ; FUJIWARA, 2014; SOUZA et al., 2011).
No Brasil, a leptospirose € uma doenca endémica, tornando-se epidémica em
periodos chuvosos, principalmente nas capitais e areas metropolitanas (SAUDE,
2023).

A leptospirose é uma enfermidade de diagndstico desafiador, e em areas
tropicais, pode ser indistinguivel de outras doencas febris, como a dengue
(FORNAZARI et al., 2021). Considerando o amplo espectro clinico da doenca, os

principais diagnosticos diferenciais sao: influenza (sindrome gripal), malaria,
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riquetsioses, doenca de Chagas aguda, toxoplasmose, febre tifdide, dengue, entre
outras (SAUDE, 2023).

Ha anos, estudos tém ilustrado as dificuldades no diagnostico diferencial entre
leptospirose e dengue, seja devido a semelhanca do quadro clinico, ou mesmo a
sobreposicdo dos periodos de maior ocorréncia de ambas as enfermidades
(BEZERRA et al., 2015; CONROY et al., 2014). A intercorréncia desses sintomas,
muito similares em ambas as doencas, pode resultar no retardo da identificagédo da
leptospirose durante o curso da doenga nos pacientes acometidos, o que, por sua vez,
estd associado a um aumento nas taxas de mortalidade (FLANNERY et al., 2001).
Ressalta-se que a maioria dos casos é uma doenca ndo complicada, anictérica, com
cerca de 10 dias de febre e uma taxa de mortalidade inferior a 1%, sendo esses casos,
0S mais propensos a serem subdiagnosticados. Estima-se que apenas de 10% a 15%
dos casos de leptospirose apresentem as manifestacdes mais graves da doenca,

sendo entdo, mais propensos a serem corretamente diagnosticados (PEREIRA et al.,

2018).

No Brasil, entre 2010 e 2022, foram confirmados 44.907 casos de leptospirose,
dos quais 19% foram registrados no estado de Séo Paulo (DATASUS 2022; SAUDE,
2023). Na capital paulista, segundo dados do Centro de Vigilancia Epidemioldgica
(CVE), foram registrados 1.858 casos de 2012 a 2022, o que representa uma meédia
de 185 casos por ano (CVE, 2023). A ocorréncia nitidamente subnotificada de casos
registrados no Sistema de Informacdes de Agravos de Notificacdo (SINAN), dificulta
a identificacdo de areas de risco e os fatores socioambientais associados a ela. Assim,
estima-se que a identificacdo de casos subnotificados possa auxiliar no mapeamento
do risco, dando mais resolucdo as areas de risco ja estabelecidas anteriormente. A
definicdo ou redefinicAo dessas areas é imprescindivel para ado¢do de medidas
preventivas eficazes no combate a doenca. Considerando a leptospirose como um
problema socioecologico, frequentemente associado ao contexto de desigualdade
social, € necessario priorizar investimentos em intervencdes que visem assegurar
condi¢cdes ambientais adequadas e mitigar possiveis deficiéncias de infraestrutura
comuns aos enclaves populacionais mais pobres (RODRIGUES, 2017).
Adicionalmente, é importante mencionar que a leptospirose € uma doenca de

notificacdo compulséria, e equivocos no processo diagnéstico tém como
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consequéncia o subdiagnostico e/ou subnotificagdo de casos da enfermidade
(RODRIGUES, 2019).

A presente proposta tem como objetivo identificar casos subnotificados de
leptospirose em pacientes com suspeita clinica de dengue atendidos nos servigos de
saude do municipio de S&o Paulo, e cujo diagndstico da arbovirose nao foi confirmado.
Pretende, portanto, utilizar a logistica ja implementada na vigilancia e diagndéstico da
dengue para dar visibilidade a leptospirose, doenca de alto impacto em satude humana
e altamente negligenciada, e sobretudo, possibilitar a definicdo ou redefinicdo de

areas de risco dentro do municipio.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Panorama da leptospirose

A leptospirose é uma doenca bacteriana zoonética causada por espiroquetas
patogénicas do género Leptospira, que sdo capazes de sobreviver em colecbes
aguosas ambientais, mas cuja replicacdo depende majoritariamente da infeccéo e

permanéncia em mamiferos hospedeiros (SYKES et al., 2022b).

A leptospiras séo atualmente classificadas sorologicamente em mais de 260
sorovares, que estdo agrupados em 24 sorogrupos com base nas heterogeneidades
estruturais de moléculas de superficie de lipopolissacarideos (Cerqueira e Picardeau,
2009). As leptospiras também podem ser classificadas a partir das sequéncias
nucleotidicas de seu DNA, e a recente analise de sequenciamento de DNA de alto
rendimento permitiu uma nova classificacdo das leptospiras em dois clados, com

quatro subclados contendo 64 espécies diferentes (VINCENT et al., 2019).

A leptospirose pode afetar praticamente qualquer espécie de mamifero, que
pode abrigar o patégeno em seus tubulos renais e liberar a bactéria pela urina,
contribuindo de forma determinante para a disseminacdo do patdgeno no meio
ambiente. Esses animais sdo considerados hospedeiros de manutengdo, pois
normalmente apresentam intensa e prolongada eliminacdo urinaria de leptospiras,
sem quaisquer sinais clinicos evidentes, impondo sérias dificuldades para prevenir a
transmissao da doenca (FAINE et al., 1999). A infeccdo normalmente depende do
contato indireto com solo ou 4gua contaminados, mas também pode ocorrer através
do contato direto com urina, sangue e tecidos contaminados de animais infectados
(HAAKE E LEVETT, 2015).

A epidemiologia da leptospirose é bastante complexa, pois envolve uma grande
diversidade de fatores demograficos, socioambientais e comportamentais que tém o
potencial de influenciar o risco de transmissao (FELZEMBURGH, 2014). Estudos
recentes apontam que tanto as leptospiras patogénicas quanto as saprofiticas se
multiplicam no solo encharcado, que demonstrou ser um reservatorio potencial para a
bactéria. Essa descoberta pode explicar a ocorréncia de surtos de leptospirose apos

inundacdes, geralmente com um intervalo de 1 a 3 meses, levando a uma
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reconfiguracdo do papel do ambiente na epidemiologia da doenca (YANAGIHARA et
al., 2022).

Além disso, estudos indicam que a composi¢cdo das comunidades microbianas
pode impactar positivamente na sobrevivéncia e persisténcia de leptospiras no
ambiente (VINOD KUMAR et al., 2015). Leptospiras patogénicas sao capazes de se
agregar a outros microrganismos, como a bactéria Azospirillum brasilense,
possibilitando também a sua sobrevivéncia dentro de biofilmes bacterianos ambientais
presentes em agua de campos de arroz, esgotos e agua parada da chuva (KUMAR et
al., 2019). Portanto, pode-se dizer que a transmissao intra e interespecifica da
leptospirose depende de 3 tipos de fatores e da interacdo, entre eles: 1) animais
hospedeiros reservatorios nos quais 0s organismos se replicam e séo eliminados na
urina por longos periodos, 2) a persisténcia das espiroquetas no ambiente e 3)

interacdes subsequentes entre humanos, animais e o ambiente (SYKES et al., 2022b).

Assim, a leptospirose persiste como uma doenca emblematica dentro da visédo
de Saude Unica, caracterizada pela abordagem multisetorial e transdisciplinar que
procura equilibrar e otimizar a saide humana, dos animais e dos ecossistemas nos
quais eles estao inseridos (PAL; GEBREZABIHER; RAHMAN, 2014). Dessa forma,
para compreender melhor 0s processos que contribuem para a ocorréncia dessa
enfermidade, bem como sua prevencdo em habitats naturais, é essencial promover
estudos que levem em consideracéo as relacdes dinAmicas dentro de ecossistemas
locais (ALLAN et al., 2015), bem como, compreender os fatores de risco associados

a sua transmissao.

Ha um consenso na literatura sobre as principais vias de transmissdo da
leptospirose, contudo, a relevancia de cada componente e os fatores de risco
ambientais correspondentes ainda nao estéo totalmente esclarecidos e demandam
mais pesquisas (MWACHUI et al., 2015).

2.1.1 Transmissao e fatores de risco em seres humanos

BN

A propagacdo da leptospirose esta intrinsecamente ligada a interagdo de

elementos cruciais, como o0 reservatério animal, o hospedeiro acidental e o
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reservatorio ambiental. Este Ultimo parece desempenhar um papel crucial como elo
na transmissao entre animais e seres humanos (KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009).

Os roedores sinantrépicos sdo reconhecidos como 0s principais reservatorios
naturais, desempenhando um papel fundamental na transmissédo de leptospira em
areas urbanas (DE FARIA et al., 2008). Isso ocorre devido as caracteristicas
essenciais desses animais, que favorecem a manutencdo das leptospiras in vivo,
incluindo a presenca de infeccao renal crénica com excrecdo continua de leptospira,
pH urinario relativamente alcalino e a auséncia de sinais e sintomas clinicos tipicos
da doenca. Portanto, esses animais tém a capacidade de abrigar leptospiras nos rins,
eliminando-as ativamente e em concentracdes significativas através da urina no
ambiente (SAMPAIO et al., 2011; COSTA et al., 2015b; BARRAGAN et al., 2017).

Porém, a literatura contém muitos exemplos de casos de leptospirose em
humanos sem evidéncias claras de contato direto com animais, sendo, portanto,
provavelmente a exposi¢cdo ao solo ou a dgua contaminados com a urina de animais
infectados com leptospira a forma mais comum pela qual os seres humanos contraem
a doenca (BARRAGAN et al., 2017).

De acordo com um estudo realizado por Mwachui, et al. (2015), em paises com
recursos limitados, inundacdes e precipitacfes sao particularmente importantes na
transmissao da leptospirose, enquanto atividades recreativas em agua sdao mais
relevantes em paises desenvolvidos. Roedores estdo associados a um aumento no
risco da doenca, mas esse risco pode sofrer variagcdo e fatores de saneamento e

comportamentais estdo quase sempre fortemente associados a leptospirose.

Esse estudo é corroborado por Rodrigues (2016) ao descrever que os fatores
de risco para contrair leptospirose podem ser agrupados de acordo com quatro pilares
que representam a integracdo de complexos processos de relacdo do ser humano,
animais e meio ambiente: (A) Atividades ocupacionais e globalizagdo da economia;
(B) Atividades recreacionais relacionadas a corpos d’agua e areas de manutengao de
elevada umidade; (C) Desastres naturais e demais causas de inundacdo e (D)
Iniqguidade socioecondmica e baixa qualidade dos indicadores sanitarios que afetam

a populagéo.

No Brasil, em area urbana, leptospirose € comumente associada as condi¢des

de pobreza, sendo relacionada a diversos fatores, como renda, escolaridade, acesso
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a saneamento ambiental e condi¢cdes de moradia (RODRIGUES, 2017). No estudo
realizado por Baquero e Machado (2018), a umidade do solo foi o fator de risco mais
significante, seguido por pobreza e precipitacdo. Um melhor gerenciamento de
residuos foi um fator protetor, todavia, segundo os autores, o analfabetismo néo foi

um fator de risco direto.

No entanto, vale ressaltar que alguns estudos demonstram a ocorréncia da
leptospirose em locais com boas condi¢des de saneamento e de melhores condi¢des
econdmicas, 0 que representa mais um desafio no que concerne ao diagndstico dessa
doenca. Por exemplo, Tassinari et al. (2004), realizaram uma pesquisa na cidade do
Rio de Janeiro e verificaram a ocorréncia da leptospirose em locais com boas
condicdes sanitarias. Uma das teorias propostas para esse fenbmeno sugere que a
leptospira pode atingir locais incomuns devido as inundacdes frequentes durante o
verao no Rio de Janeiro. Isso poderia resultar na contaminacao da populacdo humana

por meio de outras vias além do contato direto com aguas contaminadas.

Referente ao ambiente rural, ha uma escassez de estudos realizados em
relacdo a leptospirose em humanos, sendo, portanto, necesséario o aprofundamento
sobre a transmissdo e manutencdo da doenca nessas areas. Recomenda-se a
implementacéo de iniciativas educativas direcionadas as atividades ocupacionais no
ambiente rural. Por exemplo, a utilizacdo de equipamentos de protecéo individual
pode desempenhar um papel crucial na reducéo dos casos de leptospirose, conforme
destacado por Pelissari (2011).

O fato é que por sua associacao direta com a precariedade em saneamento, a
leptospirose é uma doenca de dificil prevencdo, pois exige politicas voltadas a
melhorias estruturais e combate a pobreza, que demandam volumes significativos de
recursos do orcamento publico. Mesmo diante do impacto em saude humana, a
prevencdo da leptospirose no Brasil segue contando com poucos investimentos
governamentais, ndo havendo qualquer estimulo especifico para aprimoramento na

detecgéo de casos ou mapeamento de risco para a doenca (RODRIGUES, 2017).

Diante dos diferentes fatores associados a leptospirose a prevencéo da doenca
deve focar nas fontes de contaminacao, fatores de risco apontados pelos estudos e,
especialmente, em um trabalho de disseminagao de informacao sobre a doenca para

a populacéo e para os profissionais de saude.
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2.2 Leptospirose versus dengue

Na literatura, muitos trabalhos ja demonstraram que a distingdo diagndstica
entre dengue e leptospirose representa um enorme desafio aos profissionais de
saude, especialmente em areas com alta incidéncia de dengue, fato que pode induzir
a superestimacéo da infeccdo viral e, consequentemente, a subestimar a ocorréncia
da leptospirose (BROWN et al., 2010; FERNANDO et al., 2016; FONTES et al., 2015a,;
LAROCQUE et al., 2005).

Héa décadas estudos realizados em escala global demonstram que um namero
consideravel de pacientes dengue negativos apresentam quadro leptospirico agudo,
especialmente em regides onde existem fatores ambientais e epidemiolégicos
propicios a ocorréncia de ambas as doencas (LE TURNIER et al., 2019; LIBRATY et
al., 2007; SETHI et al., 2013).

Levett, Branche e Edwards (2000) observando que os dados epidemioldgicos
sugeriam que alguns casos de leptospirose estavam sendo diagnosticados
incorretamente e tratados de forma inadequada em Barbados conduziram uma
pesquisa entre 1995 e 1997 na qual o diagndstico de leptospirose foi confirmado em
31 (22%) dos 139 pacientes em 1995, em 1996, 29 (31%) dos 93 pacientes e em 25
(22%) dos 116 pacientes em 1997.

Na india, um estudo prospectivo, demonstrou que ocorreu um surto simultaneo
de leptospirose e dengue nas favelas da cidade de Mumbai, de 20 de junho a 14 de
novembro de 2002, criancas que deram entrada no hospital com suspeita de
leptospirose ou dengue foram admitidas. Das 90 criangas examinadas, 15 (16,7%)
tinham leptospirose e 16 (17,8 %) tinham dengue (KARANDE et al., 2005). Na
Tailandia, uma pesquisa que também envolveu criangas, revelou que a leptospirose
representava 19% dos casos dos quais a dengue configurava a principal suspeita,
sendo que, nenhuma das criancas com leptospirose foi diagnosticada corretamente
no momento da alta hospitalar e um terco (33%) foi diagnosticada erroneamente como
dengue ou tifo silvestre (LIBRATY et al., 2007).

No Havai, foi realizado um estudo para avaliar se a incidéncia de leptospirose
poderia ser substancialmente maior do que indicavam os numeros relatados. Eles

avaliaram retrospectivamente a prevaléncia de anticorpos IgM anti-Leptospira em
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amostras obtidas entre maio de 2001 a abril de 2002 de pacientes com doenca febril
durante um surto de dengue, foram testados 1.206 pacientes negativos para dengue,
dos quais 54 (4,5%) tiveram os resultados positivos para leptospirose (ELLIS et al.
2008).

Em Porto Rico, Sanders et al. (1999), utilizaram um sistema de vigilancia
laboratorial de dengue em toda a ilha para determinar o aumento de leptospirose apos
enchentes geradas pelo furacao Hortense. Todos os pacientes negativos para dengue
(n = 142) com inicio da doenca de 8 de agosto a 6 de outubro de 1996, nos grupos
pré-furacdo e pods-furacdo, foram investigados para leptospirose, 4 (6%) dos 72
pacientes pré-furacdo e 17 (24%) dos 70 pacientes poOs-furacdo tiveram casos
confirmados laboratorialmente de leptospirose. Um estudo anélogo, porém, realizado
no Peru, avaliou 101 amostras dengue-negativas, das quais 33 (32,7%) foram
consideradas positivas para leptospirose (DAVILA et al., 2019a). Ainda em Porto Rico,
um estudo conduzido por Bruce et al. (2005) avaliou amostras negativas para dengue
e entre 730, 36 (5%) foram positivas para leptospirose. Além disso, eles realizaram
testes post mortem para leptospirose em 12 amostras disponiveis de casos suspeitos
de o6bitos relacionados a dengue e 10 (83%) foram positivos para leptospirose. Outro
estudo, utilizou amostras de soro da fase aguda de pacientes febris em dois grandes
hospitais em Dhaka, Bangladesh, durante um surto de dengue em 2001 e 18% (63)
dos pacientes negativos para dengue (n=359) testaram positivo para leptospirose e a
taxa de letalidade entre os pacientes com leptospirose (5%) foi maior do que entre os
pacientes com dengue (1,2%) (LAROCQUE et al., 2005b).

No México, um estudo com pacientes de todas as idades e géneros que
buscaram atendimento médico com um diagndstico inicial de dengue durante os
meses de julho a novembro de 2009 foram convidados a participar e dos 171, 6% (11)
foram positivos para Leptospirose e 12% (20) foram positivos para ambas as
patologias (DIRCIO MONTES SERGIO et al., 2012).

No Peru, entre margo e agosto de 2016, um total de 276 amostras de soro de
pacientes com doenca febril aguda e suspeita de diagnodstico para o virus da dengue
foram analisadas, sendo que, 31 pacientes (11,2%) foram positivos para Leptospirose
e co-infecgdo por ambos os patdgenos foi observada em 16 (5,9%) pacientes (DEL
VALLE-MENDOZA et al., 2021).
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Na Malasia, de junho de 2016 a fevereiro de 2018, foram examinadas amostras
de sangue de 321 pacientes com febre e diagndstico presumivel de uma doenca
semelhante a dengue, dessas, 255 amostras foram negativas para a doenca e entéo,
foram testadas para leptospirose e a prevaléncia geral da doengca, com base nos
resultados do PCR, foi de 4,7% (12/255), enquanto 18% (46/255) das amostras foram

positivas para anticorpos IgM anti-Leptospira.

A literatura também possui diversos estudos que avaliam outras doencas além
da dengue e da leptospirose. Lindo et al. (2013) realizaram um estudo na Jamaica
onde durante os anos 2007 e 2008, uma epidemia de dengue foi identificada, das
5400 amostras de sangue enviadas ao Departamento de Microbiologia da
Universidade das indias Ocidentais para teste da presenca de anticorpos IgM contra
dengue, 3165 foram selecionadas, aleatoriamente, e dessas 2149 foram testadas para
anticorpos contra Leptospira e malaria e encontraram 0s seguintes resultados: a
prevaléncia de infeccdo por dengue foi de 34,8%, enquanto a de leptospirose foi de
6,5% e a de malaria foi de 6,0% e os autores destacaram ainda que uma pequena
proporcdo (0,2% ou 4/2419) das amostras foram soropositiva para todas as trés
infeccbes estudadas. No entanto, houve 47 (1,9%) casos de co-infeccdo por
dengue/leptospirose, 70 (2,8%) casos de co-infeccdo por dengue/malaria e 10 (0,4%)
casos de coinfeccdo por malaria/leptospirose. No Peru, entre os 101 pacientes que
testaram negativo para dengue (ELISA IgM e ELISA antigeno NS1), zika e
chikungunya (ELISA IgM), 31,7% resultaram positivo para leptospirose através do
MAT (DAVILA et al., 2019).

Na Tanzania, foi realizado um estudo entre setembro de 2007 e agosto de 2008
e 831 amostras foram disponibilizadas para sorologia de leptospirose, sendo que, 453
(54,5%) participantes tinham tanto amostras agudas quanto de convalescenca
(pareadas), e 378 (45,5%) participantes tinham uma Unica amostra de soro (aguda ou
de convalescenca). Os resultados obtidos pelos pesquisadores foram: 40 (8,8%) dos
453 pacientes com amostras pareadas atenderam a definicdo de leptospirose
confirmada. Daqueles com uma Unica amostra de soro, 30 (3,6%) dos 831 atenderam
a definicdo de leptospirose provavel e no total, 70 (8,4%) dos 831 participantes
atenderam a definicdo de leptospirose, seja confirmada ou provavel. Eles ressaltaram
ainda que evidéncias de exposicao a leptospiras patogénicas foram encontradas em

277 (36,4%) dos 761 participantes que tinham um ou mais titulos disponiveis e ndo
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preenchiam os critérios para leptospirose confirmada ou provavel, de forma que, no
total 346 (41,6%) dos 831 participantes apresentaram evidéncias de anticorpos
reagindo a leptospiras patogénicas e os pesquisadores destacaram que entre 0s
participantes posteriormente identificados com leptospirose confirmada ou provavel,
os diagnosticos clinicos provisorios mais comuns foram malaria em 31 (44,3%),
seguida por pneumonia em 18 (25,7%) e o diagndstico clinico de leptospirose néo foi

feito em nenhum caso.

Na india, 398 pacientes foram avaliados para diferentes doencas que causam
febre aguda e 12 (3%) foram positivos para leptospirose e desses um resultou em
6bito (CHRISPAL et al., 2010). Ainda na india, outros estudos similares encontraram
amostras positivas para leptospirose, tais como 8 (0,6%) de 1258 amostras analisadas
(ABHILASH et al., 2016), 6 (11,3%) de 53 (BHATIA et al., 2019) e 238 (18%) de 1324,
sendo que, 20 (1,5%) pacientes com febre faleceram durante a hospitalizacéo e entre
estes, 11 (55%) mortes foram resultado de leptospirose (ANDREWS; ITTYACHEN,
2018).

2.3 A ocorréncia de leptospirose em pacientes dengue-negativos no Brasil

Apesar da abundancia de relatos em escala global que indicam o diagndstico
de leptospirose em casos suspeitos de dengue ou outras doencas febris, no Brasil, ha

notavel escassez de estudos que propdem esse tipo de investigacao.

Em Salvador no estado da Bahia, durante intensas chuvas sazonais em 1996,
ocorreram epidemias simultaneas de dengue e leptospirose, Flannery et al. (2001)
identificaram casos de leptospirose em pacientes cuja suspeita inicial era dengue. De
acordo com os autores, a dengue nao foi responsavel por mortes, ja que 0s casos nao
desenvolveram formas graves, em contraste, a epidemia de leptospirose que se
concentrou em bairros de baixa renda foi uma causa significativa de mortalidade, com
uma taxa de letalidade de 15% e mais de 50 mortes identificadas durante o periodo
epidémico, embora menos casos tenham sido notificados, dessa forma, ficou nitido

que o alto indice de suspeita de dengue contribuiu para um significativo atraso no
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encaminhamento de casos de leptospirose para o hospital de referéncia em doencas

infecciosas.

Um estudo no Estado de Mato Grosso do Sul, utilizou soros de pacientes com
suspeita clinica inicial de dengue e hepatite viral, porém, sem confirmacgéao laboratorial.
Um total de 439 amostras foram avaliadas através de soroaglutinacdo microscépica
para leptospirose. Os indices de sororreagentes nas amostras com suspeita clinica
de dengue e hepatite viral foram, respectivamente, 15,9% e 9% (SOUZA; NOGUEIRA,
PEREIRA, 2007).

No Distrito Federal, entre janeiro e maio de 2008 foi realizado um estudo
descritivo com 144 pessoas utilizando amostras secundarias de soro coletadas
durante a convalescenca. Todos os exames foram testados novamente para dengue,
que foi confirmada em 11,8% (n = 17); as amostras que permaneceram negativas para
dengue (n = 127) foram testadas para rubéola, com 3,9% (n = 5) de resultados
positivos e entre 0os negativos (n = 122), foram realizados testes para leptospirose e
hantavirus. Os testes positivos para leptospirose foram 13,9% (n = 17) e nenhum para
hantavirus(SILVA; EVANGELISTA, 2010).

No Ceara, um estudo entre fevereiro e dezembro de 2010, as amostras de 86
pacientes com suspeita clinica de dengue foram avaliadas por diferentes técnicas
diagnésticas e posteriormente, para leptospirose e 48 (55,8%) foram positivos para
dengue em pelo menos um dos testes, ao passo que 5 (7,35%) apresentaram reagdes
positivas indicativas de leptospirose (BEZERRA et al., 2015). Ainda no Ceard, em
outro estudo, o resultado de casos confirmados como leptospirose foi de 10,8% em
2008, 19,2% em 2010 e 30,8% em 2012, entre 0s casos suspeitos de dengue que
resultaram negativos nos testes laboratoriais e o0s autores acreditam que
aproximadamente 20% dos casos semelhantes a dengue podem ser de leptospirose

em areas onde as duas doencas sdo endémicas (FONTES et al., 2015b).

Em um estudo retrospectivo para detectar leptospirose em pacientes testados
e negativados para dengue, foram utilizadas amostras de soro de 2017 pacientes de
48 cidades localizadas na regido central do estado de S&o Paulo e eles encontraram
uma prevaléncia geral de casos de leptospirose de 21 (1,04%), sendo que, no SINAN
nao tinha registros para 16 pacientes positivos para leptospirose que, entao, foram
considerados casos néo notificados (FORNAZARI et al, 2021).
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Esteves (2023), realizou uma investigacdo retrospectiva de casos
subnotificados de leptospirose em pacientes atendidos na rede publica de saude do
municipio de S&o Paulo entre maio e dezembro de 2019 com suspeita clinica de
dengue e negativadas por exames laboratoriais, as 7064 amostras com resultado
negativo para o teste de IgM-Dengue foram selecionadas para o teste de deteccao de
anticorpos IgM anti-Leptospira spp e dessas, 6936 amostras foram utilizadas, sendo
que, 786 (11,3%) foram positivas para leptospirose. Ressalta-se que no mesmo
periodo, foram registrados somente 65 casos de leptospirose no SINAN.

Conforme demonstrado por esses estudos, ndo € incomum uma suspeicao
exagerada de casos de dengue e, como consequéncia, uma subestimacao
concomitante do nimero de casos de outras patologias com sintomas semelhantes,

como € o caso da leptospirose.

Segundo Tomashek et al. (2017), uma das estratégias mais eficazes para
detectar a subnotificacdo da leptospirose em areas onde a suspeita de dengue é
frequente consiste em realizar uma analise detalhada da doenca em individuos que
apresentam suspeita clinica de dengue e néo obtiveram confirmacéo da infec¢éo viral
pelos testes preconizados. Assim, identificar casos subnotificados de leptospirose em
pacientes negativados para dengue nos servi¢os de saude do municipio de Séo Paulo,
pode ser fundamental para salvar vidas, evitar internacées e custos associados ao

cuidado tardio de casos agudos de leptospirose.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar casos de leptospirose humana no municipio de Sao Paulo pela deteccao
da infeccao leptospirica em pacientes com suspeita clinica de dengue que nao tiveram

confirmagéo da infeccgéo viral.

3.2 Objetivos especificos

* Investigar a presenga de DNA de leptospiras patogénicas pela PCR em amostras
de coagulo sanguineo de pacientes com suspeita clinica de dengue cujo diagnostico

laboratorial para o antigeno NS1 tenha sido negativo;

+ Identificar as regides do municipio com maior ocorréncia de casos
subdiagnosticados pela analise de distribuicdo espacial dos casos confirmados e

analise espacial de risco;

* Avaliar a viabilidade da utilizacdo de amostras de coadgulos sanguineos para

deteccao precoce de infeccao por leptospiras em casos suspeitos de dengue.
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 Parcerias e bioética

A execucdo do projeto tem como ponto de partida parceria firmada com a
Secretaria Municipal de Saude da Prefeitura de Sado Paulo. J& em consonancia com
os termos regidos pela nova Lei Geral de Protecéo de Dados (LGPD), os termos dessa
parceria foram estabelecidos especificamente para a investigacdo proposta nesse
projeto. Garantem a concessdo de amostras de pacientes com suspeita de dengue
gue tiveram amostras processadas no Laboratério de Zoonoses e Doencas
Transmitidas por Vetores - Divisédo de Vigilancia de Zoonoses (LABZOO-DVZ), assim
como 0 acesso aos dados de geolocalizacao dos pacientes.

O projeto contou com aprovacao dos comités de ética da Secretaria de Saude
Municipal de S&o Paulo (CAAE 72485623.9.3001.0086) e da Universidade Santo
Amaro (UNISA), numero de protocolo da aprovacdo do registro da pesquisa:
181/2023, (CAAE 72489323.2.0000.0081). N&o necessitou de TCLE, pois as

amostras foram obtidas diretamente do banco de amostras do LABZOO-DVZ.

N&ao houve qualquer risco de identificacdo dos pacientes ou divulgacdo de
dados sensiveis, pois ndo foram acessados dados que identifiguem o paciente,
apenas o Cédigo de Enderecamento Postal (CEP) ou coordenadas geogréficas, assim
como o numero SINAN. As coordenadas tiveram o numero de casas decimais
reduzido de 5 para 3, a fim de diminuir a precisédo, impossibilitando a recuperacéo do
endereco do paciente por geocodificacdo reversa. O erro aplicado foi de

aproximadamente 50m, tanto para latitude como para longitude.

4.2 Desenho experimental, amostras e critérios de inclusao/excluséao

Trata-se de estudo observacional, de carater transversal, que avaliou a
presenca direta do agente etioldgico da leptospirose em pacientes que apresentavam

suspeita de dengue com até 3 dias de sintomas, que tiveram amostras de soro
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sanguineo encaminhadas para diagnostico da arbovirose nas instalacbes do
LABZOO-DVZ.

Foram utilizadas amostras de coagulo sanguineo, obtidos apoés utilizacdo do
soro dos pacientes para a realizacao do teste de ELISA para detec¢do da proteina
NS1, capaz de identificar pacientes com infec¢cdo aguda pelo virus da dengue. Como
critério de inclusdo, foram utilizadas somente amostras de pacientes que
apresentaram negatividade no ELISA-NS1 (dengue-negativos). Como critério de
exclusdo, foram desconsideradas todas as amostras de pacientes que residiam fora
do municipio de Sdo Paulo, além da exclusdo de amostras que ndo possuiam nimero

de identificacdo no sistema SINAN.

Do universo total de amostras, recebidas entre 07/08/2023 e 15/09/2023, foram
selecionadas 200 amostras para investigacdo da presenca de DNA leptospirico. As
amostras foram selecionadas com base no Distrito Administrativo da residéncia dos
pacientes (DA), que por sua vez foram selecionados com base no estudo conduzido
por Esteves (2023), que mapeou os DAs com maior numero de casos subnotificados
na cidade de S&o Paulo no ano de 2019.

Os dados relacionados a data de coleta da amostra, inicio dos sintomas,
sintomas apresentados, nimero SINAN do paciente, Distrito Administrativo (DA),
resultados ELISA da proteina NS1, endereco, sexo e data de nascimento, foram
recuperados do banco de dados Matrix (LABZOO) e do sistema SINAN. Os dados
obtidos foram organizados em planilha do Excel para analise descritiva dos dados.

4.3 Recuperacao e tratamento dos coagulos

O descongelamento das amostras de coagulos foi realizado em termobloco a
55° por aproximadamente 10 minutos. Foi realizada uma adaptagcdo no protocolo
desenvolvido por Se Fu Wong et al. (2007) para a recuperacdo do codagulo, ja
descongelado, do gel separador de soro. Os tubos com os coagulos foram
centrifugados em posicao invertida dentro de um tubo falcon por 2 minutos a 2.000
rom para separagcdo do gel. Foram preparados dois microtubos de 1,5ml tipo

Eppendorf, devidamente identificados, e em cada um foi adicionado 100pl de PBS.
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Apos a recuperacao, foi realizada a quebra mecéanica do coagulo adaptando a
metodologia proposta por Tas (1990). O coagulo foi depositado sobre papel aluminio
a fim de evitar contaminacdo da capela e com a lateral da ponteira de 1000ul,
repartidos em diversos pedacos de aproximadamente 0,5cm, que foram misturados
para garantir homogeneizacdo da amostra. Foram selecionados alguns pedacos do
coagulo e adicionados até a marca de, no maximo, 0,25ml de cada microtubo, sendo
que um deles foi armazenado a — 8°C e o outro foi efetivamente utilizado na etapa de

tratamento e extragéo de DNA.

Para o tratamento da amostra, foi preparado para cada amostra em tubo falcon
um mix com 180ul de Genomic Digestion Buffer e 20ul de proteinase K, disponiveis
no kit PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc.).
Foram adicionados 200ul do mix as amostras que foram agitadas em voértex por 10
segundos cada. Os microtubos foram alocados ao termobloco a 55°C até ocorrer a
lise do coagulo (aproximadamente 3 horas). As amostras foram agitadas em vortex

em intervalos de 15-20 minutos para facilitar a digestao.

4.4 Extracdo de DNA e PCR

O DNA das amostras de coagulos dos pacientes foi extraido utilizando 200uL
da amostra pré-digerida por meio do kit PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific Inc.) de acordo com as especificacdes do fabricante e
seguindo protocolos de estudos prévios que trabalharam com esse tipo de amostra
(Lundblom et al. 2011; Abreu et al. 2018; Gutierrez-Loli et al. 2019; Mayta et al. 2019;
Torrellas et al. 2020). Agua ultrapura foi utilizada como controle negativo e para o
controle positivo nas extracdes e reacdes PCR, foram adicionados 300 pl de cultura
pura de Leptospira interrogans sorovar Canicola em um tubo seco de coleta de soro

sanguineo, que foi utilizado para a coleta de 6ml de sangue total de cavalo.

Para a amplificacédo de fragmento de 331 pb do gene 16S foram utilizados os
primers descritos por Mérien et al. (1992). A reacéao utilizou Go TaqTM Green Master
Mix (Promega Brasil), seguindo as recomendacgbes do fabricante. A solucao foi

submetida a desnaturacéo inicial a 94°C durante cinco minutos, seguido por 40 ciclos
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de 94°C durante 30 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos e entéao

o ciclo final a 72°C durante 5 minutos.

Apés a amplificacdo os produtos foram analisados em gel de agarose a 1,5%
corado com SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen®) submetidos a eletroforese em
tampéao de corrida TBE 0,5x. Ap0s a corrida, o gel foi fotografado sob luz ultravioleta

com auxilio de transiluminador para analise e registro dos resultados.

Os resultados de PCR foram confirmados pela reextracdo de DNA das
amostras positivas e com resultados inconclusivos, com subsequente realizacdo da
PCR pelos mesmos meétodos de amplificacdo utilizados inicialmente. Foram
consideradas positivas somente as amostras com positividade nas duas reacfes de

PCR (primo-amplificacdo e amplificacdo confirmatoria).

4.5 Padronizacdo do banco de dados e mapas

Os dados relacionados a data de coleta da amostra, nimero SINAN do paciente,
resultados ELISA da proteina NS1 foram recuperados do banco de dados Matrix
(LABZOO); os dados relacionados as caracteristicas epidemiologicas e
sociodemogréficas do paciente do banco de dados do SINAN; e os dados de
localizacéo (latitude e longitude ou CEP) foram recuperados do sistema da Divisao de
Vigilancia de Zoonoses (DVZ).

A coleta de dados cartograficos do municipio de Sdo Paulo foi conduzida nos
sistemas do GeoSampa (https://geosampa.prefeitura.sp.gov.br/). Os atributos dos

mapas e tabula¢des foram unidos de acordo com sua localizacao.

4.6 Anélises espaciais e de geoprocessamento

A partir das bases de dados do SINAN, foram obtidos os dados de latitude e
longitude dos pacientes e, para 0s pacientes sem esses dados, a aquisicdo da
localizagdo geografica foi feita como coordenadas de latitude e longitude no formato

decimal, usando 32atum WGS 89 e o software R (R Development Core Team, 2008),


https://geosampa.prefeitura.sp.gov.br/PaginasPublicas/_SBC.aspx
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em associacao ao servico do Google Maps para célculo de um ponto randémico dentro
do poligono do codigo de enderecamento postal fornecido. Os dados foram entdo

transferidos para o software QGIS 3.14.0 para visualizag&o espacial.

4.7 Anélise estatistica

Por tratar-se somente de um estudo observacional, foi feita somente a estatistica
descritiva dos dados, incluindo estimativas de média e mediana para as variaveis
guantitativas, com determinacédo de intervalo de confianca de 95%, e descricdo de

frequéncias das variaveis qualitativas.

5 RESULTADOS

Entre 07/08/2023 e 15/09/2023 foram recebidas no LABZOO um total de 369
amostras de coagulos sanguineos de pacientes com suspeita de dengue,
encaminhadas para o teste de ELISA para a presenca do antigeno NS-1, e cujo

resultados da investigagao viral foram negativos.

Foram excluidas 26 (7%) amostras com incompletude de dados, resultando em
343 amostras disponiveis para o presente estudo. A Figura 1 ilustra a distribuicdo das

amostras recebidas no periodo, de acordo com o distrito administrativo.
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Figura 1 Distribuicdo e nimero de amostras de recebidas no LABZOO entre
07 de agosto e 15 de setembro de 2023 para investigacdo da proteina NS1,
e cujo diagnostico de dengue foi negativo. Fonte: Autor

5.1 Deteccéo de leptospiras

Do universo inicial de 343 amostras, foram selecionadas 200 amostras de 14
distritos administrativos do municipio para investigacdo da presenca do DNA

leptospirico, conforme apresenta a Tabela 1.
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Tabela 1 Distribuicdo de amostras testadas de acordo com os distritos administrativos selecionados de
acordo com a maior probabilidade de apresentar casos subdiagnosticados.

Distrito Administrativo (DA) N % (1C95%)
Cachoeirinha 105 52,5 (45,58-59,34)
Brasilandia 19 9,5 (6,02-14,14)
Campo Limpo 17 8,5 (5,23-12,96)
Guaianases 12 6 (3,32-9,94)
Jardim Angela 12 6 (3,32-9,94)
Cangaiba 11 5,5 (2,96-9,32)
Tremembé 11 5,5 (2,96-9,32)
Freguesia Do O 4 2 (0,68-4,68)
Cidade Ademar 3 1,5 (0,42-3,95)
Sacoma 2 1(0,21-3,17)
Jaragua 1 0,5 (0,05-2,31)
Jardim S&o Luis 1 0,5 (0,05-2,31)
Rio Pequeno 1 0,5 (0,05-2,31)
Vila Andrade 1 0,5 (0,05-2,31)

Apos reacdo de amplificacdo de fragmento do gene 16S, foram identificadas 7

amostras positivas (3,5%; 1C95% 1.6%-6.7%), conforme ilustra a Figura 2. Todos o0s

controles positivos do processo de extracdo foram positivos a PCR, com bandas

Unicas e intensas.

A confirmacédo dos resultados de PCR foi feita pelo reteste das amostras

(reextracdo de DNA das amostras positivas e inconclusiva), utilizando o mesmo

protocolo de amplificacdo. Apds o reteste, foi confirmada amplificacdo de apenas 1

entre as 7 amostras incialmente consideradas positivas, conforme demonstra a Figura

3.



C¥ C¥ C+ C+ C+

Figura 2 Gel de eletroforese mostrando positividade das amostras 187 e 115 (Al),
120 (A2), 300, 299, 325 e 321 (B1). Os controles positivos de extracdo de todos os
ensaios de extracéo foram positivos (A2). Fonte: Autor

300 299 320 321

i

Figura 3 Gel de eletroforese mostrando positividade da amostra 300 no reteste das
amostras que foram inicialmente consideradas positivas a PCR. Fonte: Autor
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5.2 Distribuicéo espacial dos casos

O endereco residencial dos pacientes que obtiveram amplificacdo de DNA
leptospirico foi utilizado para producédo de mapa de distribuicdo dos casos positivos,
conforme ilustra a Figura 4. Todos o0s casos se concentram no distrito de

Cachoeirinha, que foi também o distrito com o maior nimero de amostras testadas.
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Figura 4 Distribuicdo dos casos positivos por distrito administrativo e
guantitativo de amostras testadas de cada distrito selecionado. Fonte: Autor
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5.3 Recuperacao de dados do SINAN

Com base nos resultados do reteste, que atestam positividade de uma amostra
(amostra 300), foi acessado dados do SINAN para obtencao de dados do atendimento
do paciente.

O paciente tinha 21 anos, era do sexo masculino, de escolaridade desconhecida,
pardo e residente do distrito de Cachoeirinha, subprefeitura de Casa
Verde/Cachoeirinha. O paciente ndo foi hospitalizado, e no sistema nao havia
atualizacdo de evolugcdo no caso. Apresentou no momento do atendimento os
seguintes sintomas: febre, mialgia, cefaleia, e dor retro-orbital. Nao apresentou os
seguintes sintomas: exantema, vémitos, nausea, dor nas costas, conjuntivite, artrite,
artralgia ou petéquias. Nao apresentou positividade na prova do laco e leucopenia. Da
mesma forma, ndo apresentou sinais clinicos de hepatopatia ou insuficiéncia renal,

hipertenséo e diabetes.

6 DISCUSSAO

O presente estudo foi capaz de identificar a presenca de DNA leptospirico em
pacientes com doenca febril que tiveram resultados negativos aos testes
confirmatorios de dengue. Esses resultados demonstram que a abordagem utilizada
foi capaz de identificar provaveis casos subnotificados da doenca, sugerindo que a
busca de casos de leptospirose aguda entre pacientes dengue-negativos € viavel e
pode contribuir para uma compreensdo mais ampla do impacto da enfermidade em

Saude Publica.

Dos 200 pacientes testados, foi possivel identificar a presenca de DNA
leptospirico em 7 individuos (3,5%), dos quais somente um paciente apresentou
positividade no reteste (0,5%). Essas taxas de positividade encontradas podem ser
consideradas relativamente baixas, semelhantes a reportada recentemente por
Fornazari et al. (2021), que ao investigarem a presenca de DNA leptospirico no soro
sanguineo de 305 pacientes com sintomas da infeccéo pelo virus da dengue, foram

capazes de identificar somente um paciente positivo a PCR.
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Embora a literatura ja aponte estudos soroldgicos que identificam casos agudos
de leptospirose em pacientes dengue-negativos, revelando frequentemente altas
taxas de positividade, como evidenciado por Loong et al. (2022), que registraram 18%
de casos positivos, e por Fontes et al. (2015), que obtiveram uma taxa de 30,8% de
casos positivos, ambos utilizando métodos indiretos de deteccdo do patégeno, o
presente estudo se caracteriza como a primeira tentativa, até o presente momento, de
identificar pacientes acometidos por leptospiras a partir de amostras de coagulo
sanguineo, utilizando para tal técnicas de detecgdo direta.

Essa estratégia estd alinhada com a urgente necessidade de aprimorar as
estratégias para o diagndéstico precoce da leptospirose em humanos (FERNANDES,
et al. 2022), uma vez que foram utilizadas amostras de pacientes com suspeita de
dengue em que a identificacdo do antigeno NS1 do virus nédo foi possivel. Pelo fato
de a investigacdo do antigeno NS1 ser realizada somente em pacientes com até 3
dias de sintomas (SAUDE, 2014), o universo amostral investigado nesse estudo
incluiu somente pacientes com curso superagudo de doenca febril, e a identificacao
de pacientes com quadro leptospirico lanca luz sobre a possibilidade do diagnéstico

precoce da infeccdo por meio da abordagem adotada.

A investigacao da infeccdo por leptospiras em amostras de coagulo pode ser
estratégica para uma resposta diagnostica rapida aos profissionais de saude, podendo
viabilizar a comunicagcdo agil também com os 6rgdos de controle e vigilancia e
eventual busca ativa dos casos identificados. A identificacéo precoce de casos pode
auxiliar na melhor escolha terapéutica dos pacientes acometidos, podendo evitar
internacdes e reduzir os custos associados ao cuidado tardio de casos agudos de
leptospirose (SOUZA, et al. 2011). Ademais, a identificagdo de casos subnotificados
por meio da abordagem aqui proposta também podera futuramente auxiliar na
identificacdo de éareas de risco para o subdiagnoéstico da enfermidade, abrindo
caminhos para a adogcdo de medidas estratégicas de prevencdo nas areas

identificadas.

No presente estudo néo foi possivel determinar essas areas de risco, conforme
inicialmente proposto, devido ao namero relativamente baixo de amostras testadas,
assim como ao numero baixo de individuos considerados positivos. A baixa
positividade pode ser parcialmente explicada pela sazonalidade da doenca, mais
comum nos periodos chuvosos (BANDOUK et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014), uma
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vez que foram processadas somente amostras de pacientes atendidos entre agosto e
setembro, periodo esse que ndo abrange as épocas de alta pluviosidade e

temperatura.

Outro aspecto que pode ter influenciado nas taxas de positividade é a
amostragem adotada nesse estudo. No intuito de aumentar a chance de encontrar
casos positivos, foram selecionadas amostras de forma intencional, a partir das areas
com maior subdiagnéstico da enfermidade de acordo com os resultados obtidos no
estudo realizado por Esteves (2023). Esse estudo apontou que das 6.917 amostras
negativas testadas para dengue entre maio e dezembro de 2019 no Laboratério de
Zoonoses e Doencas Transmitidas por Vetores (LABZOO), da Divisdo de Controle de
Zoonoses (DVZ), 786 apresentavam positividade ao teste de ELISA IgM, totalizando
11,4% de casos provaveis e ndo detectados da doenca. A distribuicdo espacial desses
casos revelou dois clusters de alto risco para deteccdo de casos provaveis da
enfermidade: um na Zona Norte do municipio, que engloba as subprefeituras Pirituba-
Jaragud, Freguesia-Brasilandia, Casa Verde-Cachoeirinha e Santana-Tucuruvi,
somando 95 Unidades de Desenvolvimento Humano (UDHS); e outro na Zona Sul,
gue abrange as subprefeituras de Campo Limpo, M'Boi Mirim, Parelheiros e Capela

do Socorro, somando 67 UDHSs.

A utilizacdo desses resultados para escolha de quais amostras deveriam ser
testadas no presente trabalho, teve como racional a tentativa de aumentar a
probabilidade de encontrar pacientes com infec¢cdo leptospirica aguda e
subdiagnosticada. Ainda assim, essa abordagem pode ter enviesado a taxa de
positividade encontrada, pois as areas com maior risco para subdiagnostico em 2019

podem ser distintas daquelas que ocorreram no periodo analisado.

O numero relativamente pequeno de amostras positivas também pode ser
parcialmente explicado pelas limitacdes intrinsecas as préprias técnicas utilizadas
nesse estudo. Embora encontre precedentes em estudos que buscaram a
identificacdo de outros patogenos utilizando amostras de coagulo sanguineo, como
Leishmania spp. (TORRELLAS et al. 2020), P. falciparum (LUNDBLOM et al. 2011;
ABREU et al. 2018 ), Toxoplasma gondii (GUTIERREZ-LOLI et al. 2019) e
Trypanosoma cruzi (MAYTA et al. 2019) o uso do diagnéstico molecular a partir desse

tipo de amostra pode ser altamente desafiador, e falhas nas etapas de extracédo, e
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principalmente no pré-condicionamento das amostras, podem determinar

recuperacdo de menores quantidades de DNA.

A homogeneizacdo do coagulo parece ser um requisito fundamental para a
extracao Otima de DNA da amostra como um todo (LUNDBLOM, 2011). Além disso, a
maioria das amostras de coagulos sao sélidas, sendo necessario liquefazé-las antes
da extracdo de DNA. De acordo com Guangdi Zhou (2019) uma liquefacdo
inadequada pode resultar em baixos rendimentos de extragdo. Outrossim, Stanzick et
al. (2023) no seu estudo obtiveram um rendimento de DNA por volume de sangue
significativamente menor apés a extracdo de sangue coagulado em comparag¢ao com
0 sangue anticoagulado e segundo os autores, isso se deve ndo apenas aos diferentes
protocolos de extracdo, mas também aos diferentes processos de coleta de sangue,
tendo em vista que uma parte da coleta foi realizada de modo padronizado em
ambiente laboratorial, enquanto, outra foi realizada em campo. Os autores concluiram,
nesse estudo, que a concentracao muito baixa de DNA foi causada mais pela pequena
quantidade de sangue no tubo do que pela dependéncia do método de extracao de
DNA.

Diante desses desafios, diversos estudos ja buscaram otimizar métodos de
extracdo de DNA a partir de amostras de coagulo sanguineo (BRITO, 2006;
CARDOZO, 2009; LUNDBLOM, 2011; MARDAN-NIK 2019; STANZICK et al., 2023).
Para escolher um método de extracdo eficiente, diferentes fatores influenciadores
devem ser considerados. A natureza das amostras biolégicas e suas condicbes de
armazenamento, questdes técnicas, tempo e eficacia de custos sédo alguns exemplos
(MARDAN-NIK 2019).

No presente estudo, além dos cuidados adotados para homogeneizagédo de
fragmentos dos coagulos utilizados, que se baseou na utilizacdo de multiplos
fragmentos de um mesmo coagulo, as amostras foram também tratadas previamente
a realizagédo do processo de extragdo com um mix contendo buffer de digestéo e
proteinase K, no intuito de garantir adequada solubilizagéo e consequentemente maior
probabilidade de recuperacdo de DNA leptospirico nas amostras testadas. A presenca
de bandas fortes em gel de agarose obtidas a partir das amostras controle positivas
indicam que o procedimento de extragdo foi bem-sucedido, sugerindo também
sucesso do pré-condicionamento adotado nas amostras avaliadas. Nao foi conduzido,

entretanto, nenhum procedimento de controle endégeno dos processos de extracao,
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como por exemplo a amplificacdo de genes constitutivos da espécie-alvo, conforme
descrito por Abdulmawjood; Roth; Bilte, 2002; Ahmed; Goris; Meijer, 2020;
Gravekamp et al., 1993 . Assim, ndo foi possivel avaliar se o processo de extracao
conduzido foi de fato capaz de garantir adequada recuperacédo de DNA das amostras
clinicas, que por sua vez poderiam ter quantidades muito inferiores de DNA que 0s
controles positivos utilizados. Futuramente devem ser realizados testes adicionais
visando aprimorar as etapas do processo de pré-preparo de amostras empregado
neste estudo.

Para além das dificuldades impostas pela etapa de extracdo de DNA de
amostras de codagulo, as limitacdes intrinsecas da técnica de PCR convencional
também podem ter ocasionado falhas na detec¢éo de pacientes com leptospiremia no
presente estudo.

Embora seja de grande utilidade para o diagndéstico precoce da leptospirose
aguda e clinica em humanos, conforme ja reportado por (AHMED et al., 2009; SLACK
et al., 2007; VILLUMSEN et al.,, 2010), a PCR apresenta também algumas
desvantagens, como a necessidade de uma concentragcdo minima de bactérias nas
amostras, e o fato da referida concentracdo de DNA ser dependente do éxito da lise

celular, para a qual contribui a dificil solubilizacao das leptospiras (CARREIRA, 2009).

Dessa forma, € possivel que o teste utilizado no presente estudo tenha
apresentado resultados falso negativos devido a sensibilidade limitada da técnica
(AGAMPODI, et al. 2012), ou mesmo pela presenca de inibidores da reacdo. Nao
foram realizadas técnicas alternativas a deteccdo molecular empregada para
confirmacédo dos resultados negativos obtidos. Assim, como a utilizacdo de coagulo
como amostra base para o diagnéstico de leptospirose € inédita, ndo ha como afirmar
e nem como descartar a hipétese de que a baixa sensibilidade da técnica possa ser
uma das possiveis causas para o resultado das seis amostras negativadas no reteste.
Em estudos futuros, entretanto, é aconselhavel o uso em paralelo de outras técnicas
reconhecidamente mais sensiveis que a PCR convencional, como a PCR em tempo
real (AGAMPODI 2012; BOURHY et al., 2011; STODDARD et al., 2009).

E importante enfatizar que a aplicacdo da PCR em ambiente clinico também
pode fornecer resultados falso-positivos. Estudos ja demonstraram que existem riscos
consideraveis de amplificacdo do DNA de bactérias comensais e ambientais ao utilizar

0 conjunto de primers que tem como alvo fragmento do gene 16S (FINK et al., 2015),
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0 que pode prejudicar a sua utilizacdo para confirmacao da infeccao por leptospirose
em amostras clinicas. A associacdo com sequenciamento de DNA é altamente
recomendada nesses casos para fornecer resultados mais confiaveis para

comparacao adequada com outras técnicas de diagnéstico (MIOTTO et al., 2018).

Por fim, o perfil do paciente positivado, 21 anos e sexo masculino, corresponde
ao perfil de maior prevaléncia apresentado na literatura, provavelmente devido a
comportamentos especificos relacionados ao sexo e a idade que podem estar
relacionados a maior exposicao a leptospira (FORNAZARI et al, 2021) . Ja os sintomas
apresentados pelo paciente positivado nesse estudo, ou seja, febre, mialgia, cefaleia,
e dor retro-orbital, demonstram a dificuldade jA& mencionada para diagndéstico
diferencial entre a leptospirose e outras doencas febris como a dengue. Os casos com
sintomas leves podem ndo ser corretamente diagnosticados devido a sua
apresentacao clinica inespecifica. Ressalta-se que aproximadamente, apenas 10 a
15% dos casos de leptospirose exibem sinais clinicos graves, facilitando as chances
de um diagnostico correto (COSTA et al., 2015; PEREIRA et al., 2018).
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7 CONCLUSAO

Em sintese, os resultados obtidos neste estudo demonstram a viabilidade da
deteccdo molecular de leptospiras em amostras de codgulo sanguineo, oferecendo
uma abordagem alternativa para o diagnostico precoce da leptospirose e estimativa
de sua subnotificacdo. A utilizacdo de coagulos como amostra para extracao de DNA
apresentou-se desafiadora, destacando a importancia de se otimizar o0s
procedimentos de extracdo para garantir resultados confiaveis na aplicacdo da PCR.
Apesar das limitacdes, a abordagem inédita de utilizar coagulos sanguineos para a
deteccdo de leptospiras representa um passo importante na pesquisa diagnostica.
Testes adicionais, incluindo a padronizacdo da reacdo de gPCR utilizando a
tecnologia SYBR, estdo em andamento para aprimorar a sensibilidade e

especificidade do método.

A investigacdo revelou a presenca de DNA leptospirico em uma amostra,
ressaltando a necessidade de aprimorar as etapas do processo metodologico. Os
sintomas manifestados pelo Unico paciente com resultado positivo evidenciam o
desafio do diagnostico diferencial entre a leptospirose e outras doencas febris,
notadamente a dengue, especialmente em casos leves com apresentacao clinica
inespecifica. A complexidade em discernir entre essas enfermidades sublinha a
necessidade de métodos diagnosticos mais precisos para orientar intervencfes

clinicas rapidas e eficazes.

Em conclusdo, este estudo contribui para o avanco do conhecimento na
deteccdo de leptospirose, apresentando desafios e perspectivas para futuras
pesquisas visando melhorias nos métodos diagndsticos e, consequentemente, na

resposta clinica eficiente a enfermidade.
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A ComissSo de Pesguisa da Universidade Santo Amaro, apds andlise, aprovou
o projeto: “E quando ndo ¢ dengue? Estimativa do subdiagnostico de
leptospirose e redefinicdo de dreas de risco usando amostras de pacientes com
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pesquisadon{a) Rejane Cristina Lucco.
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Caso o refaldrio ndo seja entregue, o pasquisador serd submelido &s sangtes
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