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Influéncia das diferentes interpretagc6es da soroaglutinagcdo microscopica

sobre os resultados de pesquisas epidemioldégicas com Leptospira spp.

RESUMO - Com o objetivo de analisar as diferentes formas de interpretacao dos
resultados em pesquisas epidemiolégicas com Leptospira spp., em quatro
espécies de hospedeiros, as concordancias entre o0s resultados da
soroaglutinacdo microscépica (SAM) contra 24 sorovariedades foram testadas
por meio do coeficiente Kappa. Os resultados obtidos com o célculo classico da
soroprevaléncia, o método da sorovariedade mais provavel (SMP) com 24 e oito
antigenos e trés variacbes do SMP foram comparados por meio da interseccéo
entre os intervalos de confianca de 95%. As concordancias entre sorovariedades
nos resultados da SAM indicam que a maioria das coaglutinacdes ocorre dentro
do esperado pelo acaso e que ndo é possivel atribui-las apenas a reacfes
cruzadas. O SMP resultou em soroprevaléncias menores que as obtidas pelo
método classico. Quanto mais antigenos sao utilizados na SAM, menores serao
a soroprevaléncias para cada sorovariedade, demonstrando que a bateria de
antigenos interfere nos resultados. As diferentes formas de calcular o resultado
do SMP mostraram ser coeficientes diferentes, que podem confundir os leitores,
caso nao sejam bem definidos nos trabalhos. Conclui-se que o método classico
de calculo da soroprevaléncia seria 0 mais indicado, respeitando-se as
limitagcbes da SAM na concluséo das pesquisas.

Palavras-chave: Leptospira, soroaglutinacdo microscépica, sorovariedade mais
provavel



Influence of different interpretations of the microscopic agglutination test
on the results of epidemiological researches with Leptospira spp.

ABSTRACT - Aiming to analyze the different ways of interpreting the results of
epidemiological research with Leptospira spp. in four host species, the
agreement between the results in the microscopic agglutination test (MAT)
against 24 serovars was tested by the Kappa coefficient. The results with the
classic seroprevalence method, the most likely serovar method (SMP) with 24
and eight antigens and three variations of the SMP were compared by the
intersection of the 95% confidence intervals. Agreements between serovars in
the results of MAT indicate that most co-agglutinations occur randonly, and cross-
reactions can not assign as the only cause of them. The
SMP resulted in lower seroprevalences than those obtained by the classical
method. The more antigens are used in MAT, lower the seroprevalences for each
serovar, demonstrating that the antigen battery interferes with the results. The
different ways of calculating the result of the SMP proved to be different
coefficients, which may confuse readers, if they are not well defined in the
research. It was concluded that the classic seroprevalence would be the most
appropriate method of calculation, respecting the limitations of the MAT in the
research's conclusions.

Keywords: Leptospira, microscopic agglutination test, most likely serovar
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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma doenca infeciosa que acomete diversas espécies de
animais e os seres humanos em todo o mundo. Ela € estudada h& mais de um século
e ja foram identificadas mais de 300 sorovariedades, 20 sorogrupos e 20 espécies. As
deficiéncias no diagnostico da leptospirose por meio da soroaglutinagdo microscopica
(SAM), que rotineiramente reage a mais de uma sorovariedade numa mesma amostra,
levaram cientistas a adotar um método para tentar prever as sorovariedades
infectantes chamado comumente de sorovariedade mais provavel (SMP), que
considera como infectante a sorovariedade que apresente maior titulacéo. Além disso,
entre os autores que utilizam o SMP, ha pelo menos quatro varia¢cdes do denominador
do calculo do resultado. Isso gera variagdes importantes na metodologia dos estudos
epidemioldgicos, que podem alterar os resultados obtidos e prejudicar a interpretacéo
e a comparacao entre pesquisas epidemiologicas.

Dessa forma, os objetivos desta tese sao:

e Mensurar a concordancia dos resultados entre 24 sorovariedades de
Leptospira spp., na soroaglutinagdo microscopica, em quatro espécies
hospedeiras diferentes, por meio do coeficiente Kappa (LANDIS; KOCH, 1977);

e Comparar as prevaléncias obtidas para 24 sorovariedades de Leptospira spp.,
em quatro espécies hospedeiras diferentes conforme Thrusfield (2005),
doravante denominado método classico, e com o SMP, conforme Romero et al.
(2003), Batista et al. (2005), Azevedo et al. (2008) e Oliveira et al. (2009);

e Avaliar se a bateria de antigenos utilizados na SAM influencia os resultados
obtidos, garantindo ou inviabilizando a comparacéao e a repeticdo de estudos
com baterias diferentes;

e Comparar os resultados obtidos pelo SMP utilizando trés diferentes formas de

calculo descritas na literatura cientifica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A leptospirose € uma doencga transmissivel dos animais e humanos, causada
pela infeccdo por qualquer membro patogénico do género Leptospira (OIE, 2016),
pertencente a familia Leptospiraceae, da ordem Spirochaetales (FAINE, 1993). As
leptospiras apresentam grande variedade genética e quimica, no entanto, a morfologia
de seus flagelos, presentes em ambas as extremidades, e sua estrutura celular sao
geralmente similares (FAINE, 1993). Sdo bactérias moveis, finas e helicoidais, com
extremidades em forma de gancho, tém comprimento entre seis e 20 um e largura de
0,1 um (ACHA; SZYFRES, 2001). Seu formato helicoidal forma uma onda de
aproximadamente 0,5 um (FAINE, 1993) e permite que atravessem filtros que outras
bactérias ndo atravessam (ACHA; SZYFRES, 2001). Sdo aerébios obrigatorios e
apresentam crescimento em meios simples enriquecidos com vitaminas Bl e B12,
acidos graxos de cadeia longa e sais de aménia (ADLER; DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010). Seu crescimento 6timo ocorre em condi¢des aerdbias, com pH
entre 7,2 e 7,6 e temperatura entre 28 °C e 30°C (FAINE, 1993). S&o bactérias Gram-
negativas, mas sao facilmente identificadas sem coloracdo em microscopio de campo
escuro (FAINE, 1993).

As leptospiras sdo capazes de sobreviver por longos periodos em solos
alcalinos, lama, pantanos, cursos de agua, fluidos e tecidos de animais vivos ou
mortos, sendo sensiveis principalmente a baixa umidade, temperaturas maiores que
42°C, pH menores que 6,8, condicbes anaerdbicas, detergentes e a maioria dos
antibioticos, exceto o cloranfenicol (FAINE, 1993). Embora essa sensibilidade possa
variar em intensidade entre cepas de Leptospira spp., fatores ambientais agem da
mesma forma em todas as cepas, ou seja, um ambiente favoravel para a
sobrevivéncia de uma cepa serd favoravel para a sobrevivéncia das demais. A
temperatura meédia e a alta pluviosidade dos paises tropicais séao fatores favoraveis
para as leptospiras (ACHA; SZYFRES, 2001).

O género Leptospira inclui 20 espécies (seis espécies saprofitas, nove espécies
patogénicas e cinco espécies cuja patogenicidade ainda ndo foi demonstrada
experimentalmente), divididas sorologicamente em mais de 300 sorovariedades,
agrupadas em 20 sorogrupos (PICARDEAU, 2013). A sorovariedade € o “taxon”
basico. O termo sorovariedade é definido como uma leptospira cujo soro homélogo de
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coelho consegue aglutina-la, sem aglutinar outras cepas (FAINE, 1993). A
classificacdo em sorovariedades é baseada na expressao de epitopos de superficie
no mosaico de antigenos lipopolissacarideos (LPS), enquanto a especificidade dos
epitopos depende da composicdo do aclcar e sua orientacio (ADLER; DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010). Os métodos de identificagdo de cepas isoladas sdo baseados
na utilizacdo de soro imune de coelho ou anticorpos monoclonais para epitopos
especificos da sorovariedade, mas esses epitopos ndo sdo necessariamente 0s
anicos responsaveis por aglutinacdes (FAINE, 1993). Recentemente, dezenas de
métodos moleculares, baseados na reagdo em cadeia da polimerase, foram
desenvolvidos para identificacdo de cepas isoladas, servindo de guia para a utilizagcéo
dos métodos soroldgicos, embora ndo sejam aceitos para a identificacdo de novas
sorovariedades (OIE, 2016). As sorovariedades sdo agrupadas em sorogrupos, cujos
membros apresentam reacdes cruzadas devido a existéncia de antigenos comuns, e
ndo o fazem com membros de outro sorogrupo (FAINE, 1993). Epitopos especificos
para sorovariedades podem ser subunidades de epitopos especificos para
sSorogrupos; por essa razao, a especificidade para sorovariedade de uma reacéo de
aglutinacdo é relativa quando se estudam sorovariedades sorologicamente
relacionadas (FAINE, 1993). O conceito de sorovariedade, para fins de diagndstico ou
producdo de vacinas, € bem definido quando se utilizam cepas de laboratério em
coelhos, mas, na prética, o padrdo de reacdes cruzadas ndo é consistente com o
sistema de classificacédo estabelecido (FAINE, 1993).

Uma espécie animal pode ser hospedeira de diversas sorovariedades, mas as
sorovariedades costumam ter um hospedeiro de predilecdo (ACHA; SZYFRES, 2001),
por exemplo: Canicola em caes; Bratislava em cavalos; Hardjo em bovinos; Bratislava,
Australis e Pomona em suinos; Ballum em camundongos; e Icterohaemorrhagiae e
Copenhageni em ratos. Essa especificidade ndo é absoluta, podendo determinada
sorovariedade ser isolada de vérias espécies (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA,
2010).

Varias sorovariedades podem coexistir em uma mesma regido, e infec¢des por
mais de uma sorovariedade podem ocorrer, por exemplo: onde bovinos coexistem

com roedores ou marsupiais, dividindo o habitat, cada espécie mantém as
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sorovariedades adaptadas a si, no entanto, infec¢cdes cruzadas ou acidentais ocorrem
(FAINE, 1993).

Dessa forma, saber a sorovariedade infectante pode ser importante para
reconhecer a epidemiologia da doenca na populacdo e determinar as medidas
preventivas, uma vez que a resposta imunoldgica € restrita as sorovariedades
antigenicamente relacionadas (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Além
disso, cada sorovariedade esta associada a diferentes niveis de severidade da
doenca, e podem ser responsaveis por determinados sinais clinicos, como as
sorovariedades Pomona e Hardjo, que sdo normalmente incriminadas em abortos de
bovinos (FAINE, 1993).

Evidéncias de infeccdo ja foram encontradas em praticamente todas as
espécies de mamiferos (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). A transmiss&o
direta ocorre quando sangue ou fluidos corpdreos de animais infectados passam
diretamente a um animal susceptivel, por via congénita, venérea ou amamentacao
(FAINE, 1993). O contato direto com portadores genitais da leptospirose € uma
importante rota de transmissdo entre animais, e desempenha importante papel na
manutencdo da leptospirose dentro de uma mesma espécie (FAINE, 1993). A
transmissdo indireta ocorre quando o animal adquire a leptospirose do ambiente
contaminado. As leptospiras entram no organismo por solugdes de continuidade na
pele e possivelmente através da pele integra encharcada, pela conjuntiva, pelas vias
aéreas, pelo trato genital e pela placenta em qualquer fase da gestacdo (FAINE,
1993).

No organismo, elas se espalham por bacteremia e alojam-se primeiramente nos
pulmdes, no figado e no baco, com um crescimento exponencial de aproximadamente
oito horas (FAINE, 1993). A bacteremia dura aproximadamente sete dias, até serem
removidas da circulacdo por opsonizacdo e fagocitose (ADLER; DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010). A partir dai, a infecgao crbnica se inicia e dura por periodo
variavel, dependendo, entre outros fatores, da adaptacdo da sorovariedade ao
hospedeiro (ACHA; SZYFRES, 2001).

As leptospiras se alojam no epitélio dos tubulos proximais renais do hospedeiro,
e esse portador renal desempenha papel importante para a persisténcia e a
epidemiologia da doenca (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Essa condic&o
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pode durar por toda a vida com sorovariedades bem adaptadas ao hospedeiro, e
sempre ocorre apoés infec¢do sistémica, seguida, ou ndo, de sinais clinicos (FAINE,
1993).

Varias espécies animais podem atuar como reservatorios, mantendo a infeccéo
nao soO nos tubulos renais proximais dos rins como em outros 6rgaos e sistemas, tais
como sistema reprodutor, cérebro e camara anterior dos olhos (FAINE, 1993).
Roedores e marsupiais sao reservatorios importantes da leptospirose, normalmente
nao apresentam sinais clinicos, mas mantém leptospiras em seus rins e excretam
grande quantidade delas no ambiente (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).
Em bovinos, infecgbes cronicas pela sorovariedade Hardjo podem permanecer no
Gtero e nos ovidutos de fémeas gestantes ou ndo (ACHA; SZYFRES, 2001).

A severidade da doenca depende principalmente da dose infectante, da
viruléncia, da toxicidade e da taxa de crescimento da cepa envolvida, da idade e da
condi¢cédo imune do hospedeiro (FAINE, 1993). Na natureza supfe-se que as doses
infectantes sejam muito pequenas, resultando em longos periodos de incubacgéo, que
superam o periodo para o surgimento de imunidade e produzem infec¢des subclinicas
ou muito brandas, clinicamente insignificantes, cuja importancia principal é a
imunidade residual que ela estimula (FAINE, 1993).

Anticorpos antileptospira aparecem poucos dias ap0s a infeccéo e persistem
por semanas ou meses, € em alguns casos por anos (OIE, 2016). A imunidade é
mediada principalmente por anticorpos contra os antigenos LPS da membrana
externa (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

O diagnostico da leptospirose é dificil. Os sinais clinicos ndo sao especificos
nem patognoménicos, e o diagnostico conclusivo depende de confirmacéo laboratorial
(FAINE, 1993; ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). A soroaglutinacio
microscopica (SAM) utilizando antigenos vivos é o teste sorolégico mais usado, sendo
a técnica de referéncia para validacdo de novos testes e transito internacional (OIE,
2016). No entanto, a SAM apresenta limitagbes no diagnostico de infecgbes
individuais, abortos, identificacdo de portadores renais e/ou genitais e em estudos
epidemioldgicos (KUSUM et al., 2005; SMYTHE et al., 2009; PICARDEAU, 2013; OIE,

2016). E uma técnica antiga, desenvolvida em 1917, muito subjetiva, dispendiosa e
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dificil de implementar, requerendo muito treinamento do técnico que a realiza
(PICARDEAU, 2013).

Na SAM, anticorpos contra outras bactérias normalmente ndo apresentam
reacoes cruzadas significantes com as leptospiras, embora ocorram reacfes cruzadas
entre sorovariedades e sorogrupos (OIE, 2016). O LPS é o principal tipo de antigeno
envolvido em reagdes de aglutinagédo (FAINE, 1993). Anticorpos contra o LPS e outras
estruturas da superficie provocam a destruicdo do envelope externo, gradual
dissolucéo e perda da integridade das leptospiras. A motilidade torna-se erratica, e as
leptospiras se aglutinam. Essa aglutinacdo, quando ocorre em pelo menos metade
das leptospiras do campo do microscopio, determina o resultado positivo na SAM
(FAINE, 1993).

A SAM realizada apos 20 dias de infeccdo é bem especifica para sorogrupos,
nao para sorovariedades (PICARDEAU, 2013), e ndo permite diferenciar anticorpos
vacinais de anticorpos resultantes de infeccdo (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA,
2010). Embora a SAM néo possa identificar definitivamente a sorovariedade envolvida
em infec¢des individuais ou surtos, ela pode sugerir a sorovariedade infectante em
estudos realizados em regibes onde a sorovariedade ja foi isolada de animais
infectados (OIE, 2016).

Discordancias quanto ao titulo significativo para diagnosticar leptospirose
existem na literatura. Segundo Adler e de la Pefia Moctezuma (2010), em &areas
endémicas, o critério para considerar um resultado indicativo de leptospirose é
usualmente aceito quando o titulo for maior que 400 em um teste Unico, em presencga
de sinais clinicos e historico de contato compativel. Ja Faine (1993) considera a
titulacdo maior que 800. Ambos concordam que um aumento de quatro vezes no titulo
em amostras pareadas com intervalo de cinco a dez dias é significativo. Picardeau
(2013) considera os titulos de 100 ou 400 como pontos de corte, dependendo da
morbidade da doenga na regiéo. A OIE (2016) recomenda o titulo minimo aceitavel de
100 na SAM, mas Faine (1993) afirma que um titulo superior ou igual a 50 em
pacientes com sintomas compativeis, em areas ndao endémicas, indica leptospirose.
Os titulos de anticorpos caem ap0s semanas ou meses da infeccdo, no entanto,
podem persistir por anos ou até mesmo toda a vida de um animal (FAINE, 1993). O

titulo de anticorpos pode cair até niveis indetectaveis quando os animais tornam-se
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cronicamente infectados, e animais infectados podem abortar ou ser portadores de
infeccdo renal e/ou genital, mesmo apresentando titulos abaixo do minimo aceitavel
de 100 na SAM (OIE, 2016). Titulos baixos podem significar anticorpos residuais de
infeccbes passadas ou anticorpos de formacdo muito recente (ACHA; SZYFRES,
2001). Nas pesquisas epidemiolégicas que utilizam a SAM, o titulo de 100 é o mais
usado como ponto de corte.

Discordancias quanto a sensibilidade e a especificidade do teste também séo
encontradas na literatura. Adler e de la Pefia Moctezuma (2010) afirmam que tanto a
sensibilidade quanto a especificidade da SAM sao bem altas, porém o Manual de
Teste de Diagnostico e Vacinas para Animais Terrestres da Organizagdo Mundial de
Saude Animal (OIE, 2016) afirma que em infeccbes com sorovariedades bem
adaptadas ao hospedeiro, como sorovariedade Hardjo em bovinos, quando se
considera o titulo 100 como significante, a sensibilidade do teste é apenas 41%, e
aumenta para 67% quando se considera o titulo 10. Limmathurotsakul et al. (2012)
encontraram uma sensibilidade muito baixa (49,8% [37,6% - 60,8%]) e uma
especificidade alta (98,8% [92,8% — 100%]), usando como ponto de corte a titulacao
de 400 ou 0 aumento de quatro vezes na titulacdo entre fase aguda e cronica.

Inquéritos sorolégicos sao realizados em todo o mundo, no entanto, pode-se
perceber uma diferenca importante na metodologia aplicada as publicagdes nacionais.
Publicacdes internacionais, de maneira geral, consideram todos os reagentes a
determinada sorovariedade como sendo casos daquela sorovariedade e os dividem
pelo total de unidades amostrais, obtendo assim uma prevaléncia ou incidéncia,
conforme Thrusfield (2005). No Brasil, a maioria dos autores utiliza um método
comumente denominado “Sorovariedade Mais Provavel” (SMP), que, de maneira
geral, consiste em considerar a sorovariedade que apresentar maior titulagdo na SAM
como sendo a responsavel pela reacéo e, em caso de empate nos titulos de duas ou
mais sorovariedades, considera-se o resultado apenas como reagente (sem atribuir a
alguma sorovariedade). Tal método considera que respostas humorais mais discretas
sdo sempre atribuidas a reagfes cruzadas com a sorovariedade infectante,
independentemente dos sorogrupos a que pertencam. Como exemplo, temos: Yasuda
et al. (1980); Almeida et al. (1994); Favero et al. (2001); Favero et al. (2002); Romero
et al. (2003); Batista et al. (2005); Aguiar et al. (2006); Azevedo et al. (2008); Mineiro
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et al. (2007); Hashimoto et al. (2007); Castro et al. (2008); Figueiredo et al. (2009);
Oliveira et al. (2009); Mineiro et al. (2010); e Hashimoto et al. (2012).

Dessa forma, a utilizacdo ou ndo de uma sorovariedade qualquer na SAM pode
influenciar as prevaléncias de outras sorovariedades. Em um levantamento realizado
em 15 trabalhos que utilizam o SMP, percebe-se que ha variagdo na bateria de
antigenos utilizada na SAM: Figueiredo et al. (2009) utilizaram dez sorovariedades;
Yasuda et al. (1980) utilizaram 18; Romero et al. (2003) utilizaram 20; Hashimoto et
al. (2007), Castro et al. (2008) e Hashimoto et al. (2012) utilizaram 22; Batista et al.
(2005) descreveram 22 sorovariedades nos materiais e métodos, mas tiveram
resultados para mais sorovariedades, de modo que ndo ha como saber quantas foram
usadas; Oliveira et al. (2009) utilizaram 23; Favero et al. (2001), Favero et al. (2002),
Aguiar et al. (2006), Mineiro et al. (2007) e Azevedo et al. (2008) utilizaram 24; Mineiro
et al. (2010) utilizaram 25; e Almeida et al. (1994) utilizaram 27. Vale ressaltar que
entre os estudos que se utilizaram de um mesmo numero de antigenos pode haver
variacdo nas sorovariedades utilizadas.

Apesar de exaustivamente utilizado, ha pelo menos 35 anos, o SMP nao
costuma ser referenciado nos trabalhos ou as referéncias remetem a outro trabalho
sem a referéncia inicial, 0 que ndo permite o rastreamento da origem e, portanto, do
embasamento cientifico do método. Pelo contréario, a literatura cientifica esté cheia de
resultados que néo corroboram tal hipétese. Adler e de la Pefia Moctezuma (2010)
afirmam que a reposta imunolégica € restrita as sorovariedades antigenicamente
relacionadas. Acha e Szyfres (2001) afirmam que reacfes cruzadas ocorrem nao so
entre sorovariedades do mesmo sorogrupo; no inicio da infeccdo (duas a trés
semanas), também ocorrem entre sorovariedades de sorogrupos diferentes, podendo
predominar o titulo de uma sorovariedade heterdloga. Picardeau (2013) afirma que a
SAM se torna positiva entre o oitavo e o décimo dia de infeccdo, com um titulo
geralmente maior contra a L. biflexa sorovariedade Patoc, as vezes apresentando
coaglutininas contra varios sorogrupos, sendo possivel a identificacdo do sorogrupo
infectante (ndo da sorovariedade) apenas ap0s o vigésimo dia de infecgdo. Além
disso, deve-se considerar que sorovariedades diferentes podem coexistir em uma

regido, provocar infecgcdes simultdneas e desencadear respostas imunoldgicas
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distintas em um mesmo hospedeiro, de acordo com sua antigenicidade e adaptacao
ao hospedeiro (FAINE, 1993).

Smythe et al. (2009) compararam o resultado obtido na SAM (considerando
como infectante a sorovariedade com maior titulo, em amostra colhida em fase
convalescente) com a sorovariedade isolada e identificada na fase aguda, em 78
pacientes humanos, e obtiveram 33% de resultados corretos, 53% de resultados
errados (a SAM apresentava titulacdo maior contra outra sorovariedade) e 14% que
nao tiveram a sorovariedade identificada pela SAM, pois apresentaram titulacdes
iguais contra duas ou mais sorovariedades. Concluiram que a utilizacdo do SMP nao
serviria para a regiao estudada.

Kusum et al. (2005) cultivaram 22 amostras de pacientes humanos com
suspeita de leptospirose e as identificaram como sendo a sorovariedade Autumnalis.
Ao analisar os resultados obtidos na SAM de 14 desses pacientes, descobriram que
as titulacdes contra as sorovariedades Australis e Bratislava foram maiores que as
obtidas contra a sorovariedade Autumnalis. Os autores concluiram que nao foi

possivel determinar qual a sorovariedade infectante por meio da SAM.

Como se nota, a ocorréncia de reacdes cruzadas na fase aguda da doenca é
amplamente relatada, no entanto, tal fendmeno fere um conceito basico da
imunologia: a especificidade da resposta antigeno-anticorpo que, apés a entrada de
determinada bactéria em um hospedeiro susceptivel, estimula a mitose e a
diferenciacdo em linfocitos B de memoria e plasmécitos apenas de linfocitos que
reconheceram um epitopo especifico (ABBAS; LICHTMAN, 2000), ou seja, para que
haja reacao cruzada, a bactéria infectante tem que ter ao menos um epitopo comum
com os antigenos usados no diagndstico. Sendo assim, € possivel identificar quais
sorovariedades usadas no diagndéstico apresentam um epitopo comum por meio da
concordancia de seus resultados, utilizando o coeficiente kappa proposto por Landis
e Koch (1977). Esse coeficiente foi utilizado originalmente para mensurar a
concordancia entre diagnésticos clinicos de observadores diferentes, descontando-se
a probabilidade de essas concordancias ocorrerem ao acaso, e vem sendo usado ha
anos na comparacao entre testes diagnosticos diferentes ou mesmo de antigenos

diferentes em um mesmo teste, como nesta tese. O coeficiente kappa baseia-se na
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comparacao da concordancia observada entre os resultados de dois testes com a
concordancia esperada, que pode ser atribuida ao acaso.

Além disso, nos trabalhos que utilizam o SMP, ha também variagdo nos critérios
de escolha do denominador do céalculo do resultado. Em um levantamento feito em 15
trabalhos que utilizam o SMP, percebe-se que ndo ha padronizacdo quanto a forma
como é calculado o resultado, por exemplo: Romero et al. (2003), Batista et al. (2005),
Azevedo et al. (2008) e Oliveira et al. (2009) dividem o numero de casos de cada
sorovariedade pelo total de animais na amostra; Aguiar et al. (2006) dividem o nimero
de casos de cada sorovariedade pelo total de animais que reagiram a qualquer uma
das sorovariedades; Yasuda et al. (1980), Favero et al. (2002), Almeida et al. (2004),
Hashimoto et al, (2007), Mineiro et al. (2007), Figueiredo et al. (2009) e Mineiro et al.
(2010) dividem o numero de casos para cada sorovariedade pelo total de animais que
reagiram a apenas uma sorovariedade ou apresentaram titulo maior em apenas uma
sorovariedade; Favero et al. (2001) Castro et al. (2008) e Hashimoto et al. (2012)
dividem o nimero de casos de cada sorovariedade ou de animais que tiveram titulacao
igual para Hardjo e Wolffi pelo total de animais que reagiram a apenas uma
sorovariedade, ou apresentaram titulo maior em apenas uma sorovariedade, ou
apresentaram titulos superiores aos demais e iguais para as sorovariedades Hardjo e
Wolffi.
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3. MATERIAL E METODOS

Foram aproveitados resultados obtidos de outros estudos com quatro espécies
animais (SILVA, 2010; GALLI, 2011; MASSA, 2012; MORAES et al. 2013): 413
bovinos (Bos taurus indicus), 192 suinos (Sus scroffa), 217 cervos-do-pantanal
(Blastocerus dichotomus) e 392 caninos (Canis familiaris). Cada espécie de
hospedeiro constituiu um grupo amostral, e os calculos foram realizados apenas
dentro de cada grupo. O local e a metodologia de amostragem séo irrelevantes para
0s propositos desta analise, que ndo pretende discutir a epidemiologia da leptospirose
nas populagdes amostradas, apenas avaliar as diferencgas nas formas como os dados
podem ser analisados.

Conforme preconizado por Faine (1993), a presenca de anticorpos contra
Leptospira spp. foi testada pela SAM. As placas com 0s soros e 0s antigenos foram
incubadas em estufa bacteriol6gica BOD a temperatura de 28°C, e a leitura realizada
em microscépio de campo escuro, diretamente na placa, com aumento de 100 vezes.
O critério adotado para considerar um soro como reagente foi a aglutinacao de pelo
menos 50% das leptospiras no campo microscépico. O titulo foi dado como a reciproca
da maior diluicdo reagente. Foi utilizado o titulo inicial de 100 como ponto de corte.
Amostras positivas com o titulo 100 foram submetidas a diluicdes seriadas na base 2.
Os materiais, 0s antigenos e o leitor dos resultados nédo variaram dentro de cada grupo

amostral.

As sorovariedades de Leptospira spp. utilizadas como antigeno estao descritas

na Tabela 1.



Tabela 1: Sorogrupos, sorovariedades e abreviaturas dos antigenos utilizados no teste de

soroaglutinacdo microscopica para diagnéstico de leptospirose.

Abreviaturas das

Sorogrupos Sorovariedades sorovariedades
Australis Australis Aus
Australis Bratislava Bra

Autumnalis Autumnalis Aut

Autumnalis Butembo But

Ballum Castellonis Cas
Bataviae Bataviae Bat
Canicola Canicola Can
Celledoni Whitcombi Whi
Cynopteri Cynopteri Cyn

Grippotyphosa Grippotyphosa Gri
Hebdomadis Hebdomadis Heb
Icterohaemorrhagiae Copenhageni Cop

Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae Ict
Javanica Javanica Jav
Panama Panama Pan
Pomona Pomona Pom
Pyrogenes Pyrogenes Pyr

Sejroe Hardjo Har

Sejroe Wolffi Wol
Shermani Shermani She
Tarassovi Tarassovi Tar

Andamana Andamana And

Seramanga Patoc Pat

Djasiman Sentot Sen

Adaptado de: FAINE (1993)

Para mensurar a ocorréncia de reacdes cruzadas entre as sorovariedades,
calculou-se a concordéancia entre os resultados obtidos em todas as sorovariedades
por meio do coeficiente Kappa, com a titulagdo 100 como ponto de corte, com o auxilio
do programa SAS 9.2 (SAS® 9.2, 2008). Entre sorovariedades cujo intervalo de
confianca de 95% de Kappa abrangia qualquer valor menor ou igual a zero, foi
descartada a hipotese de ocorréncia de reacdes cruzadas. As concordancias

estatisticamente significativas foram interpretadas de acordo com o critério proposto

por Landis e Koch (1977), Tabela 2.
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Tabela 2: Interpretacdo da concordancia pelo coeficiente Kappa.

Concordancia Intervalo de Kappa
Perfeita 1
Otima 0,80 - 0,99
Boa 0,60 - 0,80
Moderada 0,40 - 0,60
Regular 0,20 - 0,40
Fraca 0,00-0,20
Ruim <0,00

Adaptado de Landis e Koch (1977)

Para avaliar a influéncia das diferentes formas de se considerar que uma
unidade amostral € caso ou ndo de determinada sorovariedade, comparou-se a
prevaléncia de anticorpos antileptospira para cada sorovariedade pelo método
classico, dividindo-se a quantidade de animais reagentes a cada sorovariedade pelo
total de animais do grupo amostral (THRUSFIELD, 2005), e pelo método da
sorovariedade mais provavel para as 24 sorovariedades (SMP24), considerando a
sorovariedade que apresentasse maior titulacdo na SAM como sendo a responsavel
pela infeccdo. Em caso de empate nos titulos de duas ou mais sorovariedades,
considerou-se o resultado apenas como reagente (sem atribuir a infeccdo a alguma

sorovariedade), dividindo-se pelo total de animais do grupo amostral.

Para avaliar a influéncia da bateria de antigenos utilizados na SAM sobre 0s
resultados obtidos, comparou-se a prevaléncia pelo método da sorovariedade mais
provavel para as 24 sorovariedades (SMP24), e para apenas oito sorovariedades
(SMP8): Canicola, Grippotyphosa, Copenhageni, Wolffi, Pomona, Hardjo,
Icterohaemorrhagiae e Tarassovi. O critério utilizado para a escolha das
sorovariedades no SMP8 foi baseado nos protocolos adotados no laboratério de
brucelose e leptospirose do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e
Reproducdo Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal,
gue utiliza essa bateria de oito antigenos nos exames de rotina e a bateria de 24

antigenos em pesquisas.

Para avaliar a influéncia das diferentes formas de calcular os resultados em
estudos que utilizam o SMP, compararam-se os resultados utilizando trés critérios
diferentes de eleicdo do denominador: todo o grupo amostral (SMP24 ou critério A);

todos os reagentes a uma ou mais sorovariedades (critério B); que reagiram a apenas
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uma sorovariedade ou tiveram uma titulacdo superior as demais (critério C). O quarto
critério encontrado na literatura cientifica ndo foi testado, para evitar repeticao, pois
se trata de um critério intermediario, entre B e C, aplicado a estudos com bovinos.
Os dados foram tabulados e analisados com o auxilio do programa Epi Info
7.0.9.7 (Epi Info™ 7.0.9.7, 2012). Foram considerados significativamente diferentes
prevaléncias ou resultados cujos intervalos de confianca de 95% nao apresentaram

interseccao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Mensuracgdo da concordancia entre resultados da soroaglutinagédo
microscoOpica contra 24 sorovariedades de Leptospira por meio do

coeficiente Kappa

Os coeficientes Kappas e os intervalos de confianca de 95% entre os resultados
obtidos com diferentes sorovariedades na SAM encontram-se no anexo.

Em bovinos, apenas 22 dos 136 kappas possiveis de se calcular tiveram 1C95%
com limite inferior acima de zero: Australis e Autumnalis (0,1608+0,0888 -
concordancia fraca); Australis e Hebdomadis (0,1826+0,0985 - concordancia fraca);
Australis e Shermani (0,1008+0,0971 - concordancia fraca); Australis e Tarassovi
(0,0710+0,0654 - concordancia fraca); Autumnalis e Hebdomadis (0,0858+0,0841 -
concordancia fraca); Autumnalis e Shermani (0,1180+0,0797 - concordancia fraca);
Bratislava e Shermani (0,1791+0,0947 - concordancia fraca); Bratislava e Tarassovi
(0,1017+0,0850 - concordancia fraca); Butembo e Hebdomadis (0,1185+0,0662 -
concordancia fraca); Butembo e Shermani (0,0606+0,0550 - concordancia fraca);
Hebdomadis e Tarassovi (0,1087+0,0673 - concordancia fraca); Hebdomadis e Wolffi
(0,1680+0,0749 - concordancia fraca); Pyrogenes e Wolffi (0,0385+0,0353 -
concordancia fraca); Shermani e Tarassovi (0,1529+0,0630 - concordéancia fraca);
Tarassovi e Wolffi (0,0284+0,0268 - concordancia fraca);Autumnalis e Bratislava
(0,3072+0,1074 - concordancia regular); Bratislava e Hebdomadis (0,2210+0,0982 -
concordancia regular); Hardjo e Whitcombi (0,2409+0,1477 - concordancia regular);
Hebdomadis e Shermani (0,2868+0,0955 - concordancia regular); Pyrogenes e
Whitcombi (0,2475+0,1767 - concordancia regular); Australis e Bratislava
(0,4742+0,0926 - concordancia moderada) e Hardjo e Pyrogenes (0,7004+0,1200 -
concordancia boa).

Em caninos, apenas 8 dos 153 kappas possiveis de se calcular tiveram 1C95%
superior a zero: Autumnalis e Butembo (0,1508+0,1317 - concordancia fraca);
Autumnalis e Copenhageni (0,1885+0,1432 - concordancia fraca); Canicola e Patoc
(0,1452+0,1343 - concordancia fraca); Autumnalis e Whitcombi (0,235+0,1503 -
concordancia regular); Canicola e Castellonis (0,3647+0,2417 - concordancia regular);

Canicola e Copenhageni (0,2853+0,2345 - concordancia regular); Copenhageni e
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Grippotyphosa (0,4551+0,3354 - concordancia moderada) e Butembo e
Grippotyphosa (0,5676+0,4407 - concordancia moderada);

Nos cervos-do-pantanal, apenas 10 dos 120 kappas possiveis de se calcular
tiveram 1C95% superior a zero: Autumnalis e Bratislava (0,1176+0,1134 -
concordancia fraca); Castellonis e Copenhageni (0,1496+0,1444 - concordancia
fraca); Bratislava e Copenhageni (0,2980+0,2325 - concordancia regular); Bratislava
e Pyrogenes (0,3780+0,2218 - concordancia regular); Castellonis e Hardjo
(0,2355+0,1497 - concordancia regular); Castellonis e Pyrogenes (0,2585+0,1566 -
concordancia regular); Copenhageni e Pyrogenes (0,2988+0,2166 - concordancia
regular); Hardjo e Pyrogenes (0,3076+0,1532 - concordancia regular);
Icterohaemorrhagiae e Pyrogenes (0,2431+0,2232 - concordancia regular); e
Bratislava e Icterohaemorrhagiae (0,4047+0,2608 - concordancia moderada).

Em suinos, apenas 2 dos 43 kappas possiveis de se calcular tiveram 1C95%
superior a zero: Autumnalis e Bratislava (0,1576+0,1473 - concordancia fraca) e
Bratislava e Sentot (0,1517+0,1241 - concordancia fraca).

No maximo, em 42 das 454 (9,25%) concordancias possiveis de serem
calculadas houve a possibilidade de ter ocorrido reacdo cruzada entre as
sorovariedades, indicando que se trataria de uma excec¢éo, nao de uma regra, COmo
preconiza o SMP. Embora ndo seja possivel determinar as reais causas dessas

coaglutinacdes, sejam quais forem, elas ocorrem dentro do esperado pelo acaso.

4.1.1. Dos resultados concordantes

E importante salientar que, nos casos em que houve concordancia de
resultados, ndo € possivel atribuir a infecgdo a sorovariedade com maior titulo, uma
vez que a analise utilizou o ponto de corte de 100 nas duas sorovariedades.

Embora a reacdo cruzada leve a concordancia de resultados, nem toda
concordancia se deve a reacao cruzada, por exemplo: se um animal € exposto
simultaneamente a mais de uma cepa, por exposi¢ado natural ou vacinas, seu sistema
imunoldgico pode reconhecer diferentes epitopos e desencadear resposta humoral a
mais de uma sorovariedade ao mesmo tempo, cuja intensidade podera variar de

acordo com a dose infectante e a antigenicidade do agente (FAINE, 1993).
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Tal situacdo pode ser observada nos resultados obtidos por
Natarajaseenivasan et al. (2012), que acompanharam por um ano a resposta humoral,
por meio da SAM, de 30 filhotes caninos vacinados com as sorovariedades Canicola
e Icterohaemorrhagiae, e obtiveram médias geométricas de titulos na SAM maiores
que 100 para as duas sorovariedades. Dessa forma, essa vacina induziria a
concordancia dos resultados na SAM, mas seria um caso de coexposi¢cao, e nao de
reacao cruzada.

Também se pode observar isso no trabalho de Arduino et al. (2009), que
acompanharam por seis meses a resposta humoral, por meio da SAM, de 100 fémeas
bovinas. Os animais foram distribuidos igualmente em cinco grupos, um controle, trés
gue foram imunizados com vacinas comerciais contendo as sorovariedades Canicola,
Grippotyphosa, Hardjo, Icterohaemorrhagiae, Pomona e Wolffi, e um grupo que foi
imunizado com vacina comercial contendo Canicola, Grippotyphosa, Hardjo,
Icterohaemorrhagiae e Pomona. Nos quatro grupos imunizados, com alguma variacéo
entre eles, houve resposta humoral suficiente para resultar em titulos superiores a 100
na SAM para as sorovariedades Hardjo, Wolffi, Pomona e Icterohaemorrhagiae, entre
0 28° e 180° apds a vacinacédo inicial, incluindo o grupo ndo vacinado com a
sorovariedade Wolffi. Sendo assim, essa 4 vacinas comerciais teriam a capacidade
de induzir concordancia de resultados na SAM, mas essa concordancia se deveria a
coexposicdo aos antigenos, exceto no caso do grupo imunizado com a vacina que
nao tinha a sorovariedade Wolffi.

As sorovariedades de Leptospira spp. apresentam ciclos etiolégicos
semelhantes (a0 menos nos casos de transmissao indireta), com eliminacéo renal,
porta de entrada oronasal ou percutéanea, e sdo influenciadas de forma semelhante
por caracteristicas ambientais. As espécies reconhecidamente patogénicas
praticamente ndo se multiplicam no ambiente (FAINE, 1993), sendo pouco provavel
gue uma sorovariedade sobreponha-se a outras devido a competicao por nutrientes.
Sendo assim, seria plausivel aceitar que a fonte de agua de uma fazenda leiteira, por
exemplo, possa conter as sorovariedades Hardjo, Canicola e Icterohaemorrhagiae,
liberadas no ambiente pelas vacas, pelo cdo de guarda e pelos ratos que vivem
préximo ao estoque de racdo, respectivamente, e que essa fonte de agua aja como

meio de transmissao das trés sorovariedades para quaisquer animais ou pessoas.
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Dessa forma, das 42 concordancias entre sorovariedades que admitiriam a
possibilidade de reacado cruzada ainda deve-se descartar indeterminada quantidade
gue pode ter sido causada por coexposicao a sorovariedades diferentes, seja de forma
natural, seja iatrogénica.

Deve-se notar que, das 42 concordancias encontradas, apenas a concordancia
entre Hardjo e Pyrogenes (0,7004+0,1200) em bovinos obteve um Kappa médio acima
de 0,6, classificado como bom por Landis e Koch (1977). Isso demonstra que nos
outros 41 casos ha ainda resultados discordantes o suficiente para indicar que podem
estar ocorrendo exposicdes a sorovariedades distintas. Desconsiderando-se a
possibilidade de coexposi¢éo, haveria, portanto, indicativo de que podem ter ocorrido
infeccbes em bovinos por uma cepa de campo que apresente um mosaico de epitopos
LPS misto das sorovariedades Hardjo e Pyrogenes. Se fosse isolada e submetida a
identificacdo por meio da absorcdo cruzada de imunoglobulinas ou anticorpos
monoclonais, essa cepa ndo seria classificada nem como Hardjo nem como
Pyrogenes. Como isolamento e identificacdo da cepa infectante costumam ser
“substituidos” pelo SMP, essa hipétese dificilmente sera testada.

O termo sorovariedade é definido como uma leptospira cujo soro homologo de
coelho consegue aglutina-la, sem aglutinar outras cepas, no entanto, hamsters
conseguem diferenciar as sorovariedades Balcanica de Hardjo, que coelhos
dificilmente conseguem, demonstrando que ha diferenca entre as repostas humorais
contra leptospiras em diferentes hospedeiros (FAINE, 1993). Portanto, ha a
possibilidade de que os sistemas imunoldgicos dos hospedeiros estudados reajam de
forma diferente aos dos coelhos, reconhecendo epitopos diferentes ou apresentando
respostas humorais mais intensas. Se esse for o caso, determinar a sorovariedade
infectante nado faria sentido, pois o0 conceito de sorovariedade nao se aplicaria ao
hospedeiro estudado. Isso explicaria resultados imunologicamente conflitantes, como
os obtidos por Castro et al. (2011), que acompanharam por seis meses a resposta
humoral, por meio da SAM, de 26 filhotes caninos imunizados com as sorovariedades
Canicola, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae e Pomona e perceberam que a
titulacdo contra a sorovariedade Autumnalis excedeu a titulacdo das sorovariedades

inoculadas.
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A SAM reconheceria apenas a exposicdo a epitopos semelhantes aos
antigenos utilizados, podendo indicar quais antigenos seriam utilizados em vacinas,
por exemplo. O conceito de sorovariedade seria aplicavel para diferenciar cepas
isoladas e mantidas em laboratorios, mas a resposta humoral a cada sorovariedade
teria de ser determinada experimentalmente em cada espécie hospedeira que se

queira estudar.

4.1.2. Dos resultados discordantes

Na grande maioria das vezes, estudos epidemioldgicos com animais colhem a
amostra de maneira seccional, em um curto espaco de tempo e em animais cujos
sintomas sao desconhecidos, de modo que ndo € possivel saber em que fase da
infeccdo se encontra cada unidade amostral. Considerando que anticorpos
antileptospira aparecem poucos dias apds a infeccdo e podem persistir por anos
(FAINE, 1993; OIE, 2016), que titulos baixos podem significar anticorpos residuais de
infeccbes passadas ou anticorpos de formacdo muito recente (ACHA; SZYFRES,
2001), que podem ocorrer infeccbes simultaneas, que a severidade da doenca
depende principalmente da dose infectante e que, na natureza, supde-se que as
doses infectantes sejam muito pequenas, tendo como principal importancia a
imunidade residual que ela estimula (FAINE, 1993), as coaglutinacbes de
sorovariedades cujos IC95% de kappa incluem o valor zero podem ser resultado de
exposicdes esporadicas a diferentes antigenos apatogénicos, ou abaixo da dose
infectante, ou mesmo vestigios de infeccbes anteriores. De fato, a SAM ndo consegue
identificar a sorovariedade infectante, que deve ser isolada e identificada (OIE, 2016).

Outro fator a se considerar € que, embora quase unanimemente utilizado nas
pesquisas, o titulo de 100 em um Unico teste s6 € preconizado para o diagndstico de
casos clinicos em regides onde a leptospirose néo € endémica (FAINE 1993; ADLER,;
DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010; PICARDEAU, 2013; OIE 2016), o que ndo é o
caso do Brasil, onde prevaléncias superiores a 60%, por quaisquer sorovariedades de
Leptospira spp., ja foram descritas (FAVERO 2001; FAVERO et al. 2002).
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4.2. Comparacdo entre as prevaléncias para cada sorovariedade de
Leptospira spp. pelo método classico e pelo método da sorovariedade

mais provavel

Em bovinos, Tabela 3, as soroprevaléncias de 12 das 17 sorovariedades
encontradas (70,58%) apresentaram diferenca significativa nos dois métodos. Todas
as prevaléncias obtidas pelo SMP24 apresentaram-se inferiores as obtidas pelo
método classico, pois 25,18% dos resultados positivos foram considerados apenas
como reagentes, e outras reacfes positivas foram encobertas, pois apresentaram
titulacdo mais baixa. Sorovariedades normalmente prevalentes em bovinos, como
Hardjo e Wolffi, tiveram sua prevaléncia muito subestimada pelo SMP24.

Caso o resultado do estudo com esses bovinos fosse publicado apenas
com o SMP24, a informacdo de que foram encontrados soros reagentes as
sorovariedades Butembo, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Sentot e Whitcombi
seria omitida, pois esses resultados foram encobertos por titulagbes iguais ou

superiores.
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Tabela 3: Soroprevaléncia por sorovariedade pelos métodos classico e da sorovariedade mais
provavel, com utilizac@o de 24 sorovariedades de Leptospira spp., em bovinos.

método classico método da sorovariedade mais
Limite Limite Limite Limite
Sorovarie- Prevaléncia inferior  superior Prevaléncia inferior superior Significancia
dade do do do do Estatistica

IC95% IC95% IC95% IC95%
AND 0,00% 0,02% 1,15% 0,00% 0,02% 1,15% nao
AUS 31,96% 27,53% 36,73% 6,05% 4,03% 8,92% sim
AUT 11,38% 8,56% 14,94% 0,97% 0,31% 2,63% sim
BAT 0,00% 0,02% 1,15% 0,00% 0,02% 1,15% nao
BRA 23,73% 19,77% 28,19% 1,94% 0,90% 3,93% sim
BUT 4,12% 249%  6,64% 0,00% 0,02% 1,15% sim
CAN 0,24% 0,01% 1,56% 0,24% 0,01% 1,56% nao
CAS 5,81% 3,84% 8,64% 0,97% 0,31% 2,63% sim
COP 0,97% 0,31% 2,63% 0,00% 0,02% 1,15% nao
CYN 0,00% 0,02% 1,15% 0,00% 0,02% 1,15% nao
GRI 0,97% 0,31% 2,63% 0,73% 0,19% 2,29% nao
HAR 11,14% 8,35% 14,67% 0,48% 0,08% 1,93% sim
HEB 32,93% 28,46% 37,73% 1,45% 0,59% 3,30% sim
ICT 0,97% 0,31% 2,63% 0,00% 0,02% 1,15% nao
JAV 0,00% 0,02% 1,15% 0,00% 0,02% 1,15% nao
PAN 0,00% 0,02% 1,15% 0,00% 0,02% 1,15% nao
PAT 0,00% 0,02% 1,15% 0,00% 0,02% 1,15% nao
POM 0,00% 0,02% 1,15% 0,00% 0,02% 1,15% nao
PYR 7,51% 5,24% 10,60% 0,24% 0,01% 1,56% sim
SEN 0,48% 0,08% 1,93% 0,00% 0,02% 1,15% nao
SHE 36,80% 32,18% 41,68% 5,81% 3,84% 8,64% sim
TAR 4,60% 287% 7,22% 0,24% 0,01% 1,56% sim
WHI 2,91% 1,58% 5,16% 0,00% 0,02% 1,15% sim
WOL 64,65% 59,80% 69,22% 43,83% 39,00% 48,77% sim

reagente* 25,18% 21,12% 29,71%

negativo 11,86% 8,99% 1547%

TOTAL 100,00%

reagente*: que teve empate entre as maiores titulagcdes em 2 ou mais sorovariedades.

Em cervideos, Tabela 4, cinco de 16 sorovariedades encontradas (31,25%)
apresentaram diferencas significativas de soroprevaléncias nos dois métodos,
Autumnalis, Castellonis, Hardjo, Icterohaemorrhagiae e Pyrogenes, que tiveram suas
prevaléncias subestimadas a menos da metade.

Caso o resultado do estudo com esses cervideos fosse publicado apenas com
0 SMP24, a informacéo de que foram encontrados soros reagentes as sorovariedades
Andamana, Butembo, Canicola, Icterohaemorrhagiae e Panama seria omitida, pois

esses resultados foram encobertos por titulagdes iguais ou superiores.
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Tabela 4: Soroprevaléncia por sorovariedade pelos métodos classico e da sorovariedade mais
provavel, com utilizac@o de 24 sorovariedades de Leptospira spp., em cervideos.

método classico método da sorovariedade mais
Limite Limite Limite Limite
Sorovarie- Prevaléncia inferior  superior Prevaléncia inferior superior Significancia
dade do do do do Estatistica

IC95% IC95% IC95% IC95%
AND 1,38% 0,29%  3,99% 0,00% 0,00 1,69% nao
AUS 2,30% 0,75% 5,29% 0,92% 0,11% 3,29% nao
AUT 28,57% 22,66% 35,08% 12,90% 8,75% 18,11% sim
BAT 0,00% 0,00% 1,69% 0,00% 0,00% 1,69% nao
BRA 6,45% 3,57% 10,59% 1,84% 0,50% 4,65% nao
BUT 0,92% 0,11% 3,29% 0,00% 0,00% 1,69% nao
CAN 2,30% 0,75% 5,29% 0,00% 0,00% 1,69% nao
CAS 20,28% 15,14% 26,25% 9,22% 572% 13,88% sim
COP 6,91% 3,92% 11,14% 1,38% 0,29%  3,99% nao
CYN 0,00% 0,00% 1,69% 0,00% 0,00% 1,69% nao
GRI 7,83% 4.63% 12,25% 3,23% 1,31% 6,53% nao
HAR 21,66% 16,37% 27,74% 6,45% 3,57% 10,59% sim
HEB 0,00% 0,00% 1,69% 0,00% 0,00% 1,69% nao
ICT 4,15% 191% 7,73% 0,00% 0,00% 1,69% sim
JAV 0,92% 0,11% 3,29% 0,46% 0,01% 2,54% nao
PAN 0,92% 0,11% 3,29% 0,00% 0,00% 1,69% nao
PAT 0,00% 0,00% 1,69% 0,00% 0,00% 1,69% nao
POM 5,07% 256% 8,89% 2,30% 0,75% 5,29% nao
PYR 8,76% 5,35% 13,34% 2,30% 0,75% 5,29% sim
SEN 0,00% 0,00% 1,69% 0,00% 0,00% 1,69% nao
SHE 0,00% 0,00% 1,69% 0,00% 0,00% 1,69% nao
TAR 0,00% 0,00% 1,69% 0,00% 0,00% 1,69% nao
WHI 0,00% 0,00% 1,69% 0,00% 0,00% 1,69% nao
WOL 1,84% 0,50% 4,65% 0,92% 0,11% 3,29% nao

reagente* 17,97% 13,10% 23,74%

negativo 40,09% 33,52% 46,94%

TOTAL 100,00%

reagente*: que teve empate entre as maiores titulagcdes em 2 ou mais sorovariedades.

Em caninos, Tabela 5, ndo houve diferencas significativas entre as prevaléncias
calculadas pelos dois métodos, o que tornaria plausivel a utilizagdo do SMP24 neste
estudo. No entanto, a informacdo de que foram encontrados animais reagentes as
sorovariedades Andamana, Bataviae, Bratislava, Butembo, Grippotyphosa, Panama e
Wolffi correria o risco de ser omitida, caso os resultados desse estudo fossem
publicados apenas com o resultado SMP24.

Nota-se que a quantidade de resultados considerados apenas como reagente
no SMP24 foi relativamente baixa, 3,57%, o que indica um niamero muito pequeno de

coaglutinacdes, logo, pouca distorcéo.
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Outro detalhe a se considerar € que a definicdo do SMP24 obriga o pesquisador
a afirmar que 8,67% das unidades amostrais estédo infectadas com a sorovariedade
saproéfita Patoc, enquanto essa soroprevaléncia serviria apenas de indicativo de
infeccbes recentes por outra sorovariedade (encobertas pelo SMP24), conforme
Picardeau (2013).

Tabela 5: Soroprevaléncia por sorovariedade pelos métodos classico e da sorovariedade mais
provavel, com utilizac@o de 24 sorovariedades de Leptospira spp., em caninos.

método classico método da sorovariedade mais
Limite Limite Limite Limite
Sorovarie- Prevaléncia inferior  superior Prevaléncia inferior superior Significancia
dade do do do do Estatistica

IC95% IC95% IC95% IC95%
AND 0,26% 0,01% 1,64% 0,00% 0,02% 1,21% nao
AUS 0,00% 0,02% 1,21% 0,00% 0,02% 1,21% nao
AUT 11,22% 8,36% 14,87% 7,40% 5,09% 10,57% nao
BAT 0,26% 0,01% 1,64% 0,00% 0,02% 1,21% nao
BRA 0,26% 0,01% 1,64% 0,00% 0,02% 1,21% nao
BUT 1,02% 0,33% 2,77% 0,00% 0,02% 1,21% nao
CAN 4,08% 243% 6,68% 3,32% 1,85% 5,75% nao
CAS 2,55% 1,30% 4,79% 1,02% 0,33% 2,77% nao
COP 2,55% 1,30% 4,79% 0,51% 0,09% 2,04% nao
CYN 0,00% 0,02% 1,21% 0,00% 0,02% 1,21% nao
GRI 0,77% 0,20% 2,41% 0,00% 0,02% 1,21% nao
HAR 0,77% 0,20% 2,41% 0,26% 0,01% 1,64% nao
HEB 0,00% 0,02% 1,21% 0,00% 0,02% 1,21% nao
ICT 0,51% 0,09% 2,04% 0,51% 0,09% 2,04% nao
JAV 0,00% 0,02% 1,21% 0,00% 0,02% 1,21% nao
PAN 0,26% 0,01% 1,64% 0,00% 0,02% 1,21% nao
PAT 11,48% 8,58% 15,16% 8,67% 6,16% 12,02% nao
POM 1,02% 0,33% 2,77% 0,26% 0,01% 1,64% nao
PYR 0,51% 0,09% 2,04% 0,26% 0,01% 1,64% nao
SEN 1,02% 0,33% 2,77% 0,77% 0,20% 2,41% nao
SHE 0,00% 0,02% 1,21% 0,00% 0,02% 1,21% nao
TAR 0,00% 0,02% 1,21% 0,00% 0,02% 1,21% nao
WHI 2,30% 1,12% 4,47% 0,77% 0,20% 2,41% nao
WOL 0,26% 0,01% 1,64% 0,00% 0,02% 1,21% nao

reagente* 3,57% 2,04%  6,06%

negativo 72,70% 67,96% 77,00%

TOTAL 100,00%

reagente*: que teve empate entre as maiores titulagcdes em 2 ou mais sorovariedades.

Em suinos, Tabela 6, também n&o houve diferencas significativas entre as
prevaléncias calculadas pelos dois métodos, o que torna plausivel a utilizacdo do
SMP24 neste estudo. No entanto, a informacao de que foram encontrados animais

reagentes as sorovariedades Andamana e Copenahgeni correria o risco de ser
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omitida, caso os resultados deste estudo fossem publicados apenas com o resultado
SMP24.

Nota-se que a quantidade de resultados considerados apenas como reagente
no SMP24 foi relativamente baixa, 7,29%, o que indica um nimero muito pequeno de

coaglutinacoes, logo, pouca distorcgéo.

Tabela 6: Soroprevaléncia por sorovariedade pelos métodos classico e da sorovariedade mais
provavel, com utiliza¢@o de 24 sorovariedades de Leptospira spp., em suinos.

método classico método da sorovariedade mais
Limite Limite Limite Limite
Sorovarie- Prevaléncia inferior  superior Prevaléncia inferior superior Significancia
dade do do do do Estatistica

IC95% IC95% IC95% IC95%
AND 0,52% 0,01% 2,87% 0,00% 0,00% 1,90% nao
AUS 0,00% 0,00% 1,90% 0,00% 0,00% 1,90% nao
AUT 15,10% 10,35% 20,97% 8,85% 5,24% 13,80% nao
BAT 0,00% 0,00% 1,90% 0,00% 0,00% 1,90% nao
BRA 27,08% 20,94% 33,95% 19,27% 13,95% 25,57% nao
BUT 0,00% 0,00% 1,90% 0,00% 0,00% 1,90% nao
CAN 0,00% 0,00% 1,90% 0,00% 0,00% 1,90% nao
CAS 2,08% 057% 5,25% 0,52% 0,01% 2,87% nao
COP 0,52% 0,01% 2,87% 0,00% 0,00% 1,90% nao
CYN 0,00% 0,00% 1,90% 0,00% 0,00% 1,90% nao
GRI 0,00% 0,00% 1,90% 0,00% 0,00% 1,90% nao
HAR 1,56% 0,32%  4,50% 0,52% 0,01% 2,87% nao
HEB 0,00% 0,00% 1,90% 0,00% 0,00% 1,90% nao
ICT 6,25% 3,27% 10,66% 3,65% 1,48% 7,37% nao
JAV 0,00% 0,00% 1,90% 0,00% 0,00% 1,90% nao
PAN 0,00% 0,00% 1,90% 0,00% 0,00% 1,90% nao
PAT 0,00% 0,00% 1,90% 0,00% 0,00% 1,90% nao
POM 0,00% 0,00% 1,90% 0,00% 0,00% 1,90% nao
PYR 0,52% 0,01% 2,87% 0,52% 0,01% 2,87% nao
SEN 5,21% 253% 9,37% 1,04% 0,13% 3,71% nao
SHE 2,60% 0,85% 5,97% 2,60% 0,85% 5,97% nao
TAR 0,00% 0,00% 1,90% 0,00% 0,00% 1,90% nao
WHI 0,00% 0,00%  1,90% 0,00% 0,00% 1,90% nao
WOL 0,00% 0,00% 1,90% 0,00% 0,00% 1,90% nao

reagente* 7,29% 404% 11,93%

negativo 55,73% 48,40% 62,88%

TOTAL 100,00%

reagente*: que teve empate entre as maiores titulagcdes em 2 ou mais sorovariedades.

A hipotese de que as reacdes as sorovariedades omitidas e as
soroprevaléncias distorcidas justificam-se pela ocorréncia de reacdes cruzadas ja esta
refutada.

Como citado anteriormente, a interpretacdo dos resultados da SAM para

leptospirose depende do conhecimento prévio sobre a endemicidade da
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sorovariedade na regido (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010; FAINE, 1993),
e a sensibilidade do teste € melhorada com a utilizagdo do maior niumero de
sorovariedades ja identificadas na regido (FAINE, 1993). Dessa forma, a omissao de
prevaléncias gerada pelo SMP poderia induzir a nao utilizacdo de algumas
sorovariedades em futuras pesquisas, ou levar um futuro pesquisador a acreditar que
descobriu uma epidemia dessas sorovariedades, caso ele n&o utilize em sua bateria
de antigenos a(s) sorovariedade(s) que as encobriram.

Independentemente da significancia estatistica, o resultado no SMP24 sempre
serd menor ou igual ao resultado obtido pelo método classico, uma vez que o primeiro
critério para se considerar um animal como positivo na SAM é o mesmo: aglutinar 50%
ou mais das leptospiras na titulacdo 100. Ou seja, o0 numerador do célculo de
prevaléncia do SMP é igual ao numerador do método classico menos as unidades
amostrais que apresentaram coaglutinagcdes com titulagdo igual ou inferior a outra
sorovariedade. Na pratica, com o SMP, h4 um ponto de corte relativo na SAM,
dependendo da ocorréncia de coaglutinacdes: um titulo acima de 100 néo indicaria se
aguela unidade amostral foi ou ndo exposta ao antigeno, ja que depende dos
resultados obtidos nas demais. Esse ponto de corte relativo impossibilita a
determinacao de sensibilidade e especificidade do teste, e a utilizagdo de conceitos

epidemioldgicos como prevaléncia aparente e real, ou valores preditivos.

4.3. Comparacdo entre as prevaléncias obtidas pelo método da
sorovariedade mais provavel utilizando uma bateria de 24 (SMP24) e
uma bateria de 8 antigenos (SMP8) na SAM

As Tabelas a seguir mostram as prevaléncias obtidas nos estudos utilizando
baterias de 24 ou oito antigenos na SAM, respectivamente. Para facilitar a
interpretacdo, apenas as oito sorovariedades do SMP8 foram listadas, bem como os
reagentes e negativos.

Em bovinos, Tabela 7, duas de seis sorovariedades (33,33%) encontradas
apresentaram diferencas significativas de prevaléncias em ambos os estudos, Hardjo
e Wolffi. Ambas pertencem ao mesmo sorogrupo, Sejroe, e sdo constantemente

citadas como sendo as de maior prevaléncia em bovinos. No entanto, os resultados
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demonstram como a resposta humoral as 12 sorovariedades que ndo foram utilizadas
no SMP8 subestimou as prevaléncias de Hardjo e Wolffi no SMP24. Tal fendbmeno
pode ter ocorrido devido ao fato de a adaptacdo da sorovariedade ao hospedeiro
resultar em resposta humoral mais discreta em relacdo as sorovariedades menos
adaptadas (FAINE, 1993).

Tabela 7: Soroprevaléncia pelo método da sorovariedade mais provavel, com utilizagédo de 8 ou 24
sorovariedades de Leptospira spp., em bovinos.

com 24 sorovariedades com 8 sorovariedades
. Limite Limite Limite Limite P
Sorovarie- P . P . Significancia
dade Prevaléncia inferiordo superiordo Prevaléncia inferiordo superior do Estatistica
IC95% IC95% IC95% IC95%
CAN 0,24% 0,01% 1,56% 0,24% 0,01% 1,56% néo
COP 0,00% 0,02% 1,15% 0,48% 0,08% 1,93% néo
GRI 0,73% 0,19% 2,29% 0,73% 0,19% 2,29% néo
HAR 0,48% 0,08% 1,93% 3,39% 1,94% 5,76% sim
ICT 0,00% 0,02% 1,15% 0,00% 0,02% 1,15% néo
POM 0,00% 0,02% 1,15% 0,00% 0,02% 1,15% néo
TAR 0,24% 0,01% 1,56% 1,21% 0,45% 2,97% néo
WOL 43,83% 39,00% 48,77% 58,84% 53,91% 63,60% sim
reagente* 25,18% 21,12% 29,71% 4,36% 2,68% 6,93% sim
negativo 11,86% 8,99% 15,47% 30,75% 26,38% 35,49% sim
TOTAL 100,00% 100,00%

reagente*: que teve empate entre as maiores titulacdes em 2 ou mais sorovariedades.

Em cervideos, Tabela 8, a sorovariedade Hardjo apresentou diferenca
significativa de prevaléncia em ambos os estudos. As sorovariedades Canicola e
Icterohaemorrhagiae sequer foram identificadas no SMP24, mas foram no SMP8.

Tabela 8: Soroprevaléncia pelo método da sorovariedade mais provavel, com utilizacéo de 8 ou 24
sorovariedades de Leptospira spp., em cervideos.

Sorovarie- L Limite Limite L Limite Limite Significancia
dade Prevaléncia inferiordo superiordo Prevaléncia inferiordo superior do Estatistica
IC95% IC95% IC95% IC95%
CAN 0,00% 0,00% 1,69% 0,92% 0,11% 3,29% néo
COoP 1,38% 0,29% 3,99% 2,76% 1,02% 5,92% néo
GRI 3,23% 1,31% 6,53% 5,07% 2,56% 8,89% néo
HAR 6,45% 3,57% 10,59% 15,21% 10,71% 20,69% néo
ICT 0,00% 0,00% 1,69% 0,92% 0,11% 3,29% néo
POM 2,30% 0,75% 5,29% 3,23% 1,31% 6,53% néo
TAR 0,00% 0,00% 1,69% 0,00% 0,00% 1,69% néo
WOL 0,92% 0,11% 3,29% 0,92% 0,11% 3,29% néo
reagente* 17,97% 13,10% 23,74% 8,29% 4,99% 12,79% sim
negativo 40,09% 33,52% 46,94% 62,67% 55,87% 69,13% sim
TOTAL 100,00% 100,00%

reagente*: que teve empate entre as maiores titulacdes em 2 ou mais sorovariedades.

Apenas em caninos, Tabela 9, a prevaléncia de animais reagentes (sem
identificacdo da sorovariedade) néo foi significativamente diferente nos estudos com
24 ou oito sorovariedades, devido a baixa quantidade de soros que reagiram a dois

ou mais antigenos.
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Tabela 9: Soroprevaléncia pelo método da sorovariedade mais provavel, com utilizagdo de 8 ou 24
sorovariedades de Leptospira spp., em caninos.
Limite Limite Limite Limite

Sorovarie- P . P . Significancia
dade Prevaléncia inferiordo superiordo Prevaléncia inferiordo superior do Estatistica
IC95% IC95% IC95% IC95%
CAN 3,32% 1,85% 5,75% 3,57% 2,04% 6,06% néo
COoP 0,51% 0,09% 2,04% 1,53% 0,62% 3,47% nao
GRI 0,00% 0,02% 1,21% 0,26% 0,01% 1,64% néo
HAR 0,26% 0,01% 1,64% 0,26% 0,01% 1,64% néo
ICT 0,51% 0,09% 2,04% 0,51% 0,09% 2,04% néo
POM 0,26% 0,01% 1,64% 0,77% 0,20% 2,41% néo
TAR 0,00% 0,02% 1,21% 0,00% 0,02% 1,21% néo
WOL 0,00% 0,02% 1,21% 0,00% 0,02% 1,21% néo
reagente* 3,57% 2,04% 6,06% 0,51% 0,09% 2,04% sim
negativo 72,70% 67,96% 77,00% 92,60% 89,43% 94,91% sim
TOTAL 100,00% 100,00%

reagente*: que teve empate entre as maiores titulacdes em 2 ou mais sorovariedades.
Em suinos, Tabela 10, ndo houve diferencas significativas entre as

prevaléncias para cada sorovariedade obtidas com 24 ou oito antigenos.

Tabela 10: Soroprevaléncia pelo método da sorovariedade mais provavel, com utilizagdo de 8 ou 24
sorovariedades de Leptospira spp., em suinos.

. Limite Limite Limite Limite P

Sorovarie- PSP . A . Significancia

dade Prevaléncia inferiordo superiordo Prevaléncia inferiordo superior do Estatistica

IC95% IC95% IC95% IC95%
CAN 0,00% 0,00% 1,90% 0,00% 0,00% 1,90% nao
COP 0,00% 0,00% 1,90% 0,00% 0,00% 1,90% nao
GRI 0,00% 0,00% 1,90% 0,00% 0,00% 1,90% nao
HAR 0,52% 0,01% 2,87% 1,56% 0,32% 4,50% néo
ICT 3,65% 1,48% 7,37% 6,25% 3,27% 10,66% nao
POM 0,00% 0,00% 1,90% 0,00% 0,00% 1,90% nao
TAR 0,00% 0,00% 1,90% 0,00% 0,00% 1,90% nao
WOL 0,00% 0,00% 1,90% 0,00% 0,00% 1,90% nao
reagente* 7,29% 4,04% 11,93% 0,00% 0,00% 1,90% sim
negativo 55,73% 48,40% 62,88% 92,19% 87,44% 95,56% sim
TOTAL 100,00% 100,00%

reagente*: que teve empate entre as maiores titulacdes em 2 ou mais sorovariedades.

Nas quatro espécies de hospedeiros estudadas, as prevaléncias de animais
negativos foram significativamente diferentes nos estudos com 24 ou oito
sorovariedades, dado que a utilizacdo de uma quantidade maior de antigenos na SAM
aumenta a sensibilidade do teste quando se avalia a prevaléncia total de leptospirose,
considerando como casos 0s animais que reagiram a quaisquer sorovariedades.

Os estudos realizados em bovinos e cervideos foram influenciados pelo
tamanho da bateria de antigenos, o que comprova que a escolha da bateria de
antigenos pode influenciar o resultado obtido quando se utiliza o método da
sorovariedade mais provavel. Vale ressaltar que esse fenbmeno ndo ocorre quando a
prevaléncia € calculada pelo método classico, jA que os resultados para cada

sorovariedade séo independentes.
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Embora em caninos e suinos a utilizagdo de baterias diferentes nao tenha
influenciado significativamente as prevaléncias obtidas, deve-se ressaltar que a
possibilidade de escolhas de baterias com quantidade indefinida de antigenos entre
as mais de 300 sorovariedades ja descobertas é enorme, e invariavelmente algumas
delas distorceriam os resultados. Para se ter uma ideia, a combinag&o simples de 24
antigenos em baterias de 8 resulta em 735.471 possibilidades diferentes.

C 248 = 241/ 8! (24-8)! = 241/81.12! = 735.471

N&o cabe, por ora, testar outras combinacdes entre os antigenos, pois

quebraria a premissa de que a hipétese testada precede os resultados.

4.4. Comparacao entre 3 diferentes critérios de escolha do
denominador do célculo do resultado

As Tabelas a seguir mostram os resultados obtidos em bovinos, caninos,

cervideos e suinos, respectivamente.
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Ao menos uma sorovariedade em cada espécie hospedeira apresentou
resultados significativamente diferentes entre os diferentes critérios comumente
utilizados, o que comprova que estudos com diferentes critérios de inclusdo de
unidades amostrais no denominador ndo podem ser comparados. Ndo ha a
possibilidade de mais de um critério estar correto, caso eles pretendam mensurar o
mesmo fendmeno.

O critério A sempre tera um denominador maior que o do critério B, que sempre
tera um denominador maior que o do critério C, uma vez que os denominadores séo
subdivisdes um do outro. Sendo assim, os resultados obtidos com o critério A sempre
serdo menores que 0s obtidos com o critério B, que serdo menores que os obtidos
com o Critério C. Pode-se dizer que um estudo com o critério C seja mais alarmista
gue os demais.

Segundo a definicdo de Thrusfield (2005), a despeito das distor¢cdes causadas
pelo SMP no numerador, apenas o critério A poderia ser chamado de prevaléncia (ou
incidéncia, se 0s casos tivessem iniciado em um determinado periodo), uma vez que
ele mensura a ocorréncia dos reagentes na amostra, 0 que permite a estimativa da
ocorréncia dos reagentes na populagéo, caso a amostra seja representativa.

O critério B mensura a quantidade de infec¢des que podem ser atribuidas a
cada sorovariedade entre os reagentes. Nao ha uma definicdo desse tipo de
coeficiente de morbidade na literatura cientifica, mas, por analogia com o coeficiente
de mortalidade proporcional, pode-se chama-lo de coeficiente de prevaléncia
proporcional por sorovariedade. Ele serviria apenas para determinar a importancia de
determinada sorovariedade em relacdo as demais, sendo de pouca serventia sem 0s
resultados do critério A.

O critério C ndo tem definicdo na literatura cientifica e, mesmo por analogia, €
muito dificil defini-lo. Uma vez que ele é uma subdiviséo do coeficiente de prevaléncia
proporcional por sorovariedade, poderia ser chamado de coeficiente de prevaléncia
proporcional por sorovariedade entre as unidades amostrais que tiveram uma
sorovariedade infectante definida.

Dos 15 trabalhos que utilizam o SMP, citados na revisdo de literatura, 11

utilizam os critérios B ou C (contando ou ndo as amostras que reagiram a Hardjo e



42

Wolffi com igual intensidade). Alguns chamam erroneamente o resultado de
prevaléncia, induzindo o leitor a avaliar a situagcdo com gravidade maior que a real.
Uma vez que os critérios B e C mensuram apenas a importancia de
determinada sorovariedade em relacdo as demais, poderia se argumentar que esses
critérios serviriam para ranquear as sorovariedades por ordem de importancia. No
entanto, nas quatro espécies hospedeiras estudadas, nos trés diferentes critérios de
calculo testados, o rol de resultados por sorovariedade permanece imutavel, uma vez
gue esses critérios utilizam o mesmo o numerador. Dessa forma, ndo ha razéo para

adocao de diferentes critérios de célculo dos resultados.
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5. CONCLUSOES

A maioria das coaglutinacdes obtidas na SAM ocorre dentro do esperado,
devido a alta prevaléncia e a alta distribuicdo das sorovariedades de Leptospira spp.
Quando ocorrem concordancias de resultados entre duas ou mais sorovariedades na
soroaglutinacdo microscopica, em uma populacdo, pode estar ocorrendo reacao
cruzada ou coexposicao simultanea a sorovariedades diferentes. Reacdes cruzadas
entre sorovariedades de sorogrupos diferentes demonstram que o conceito de
sorovariedade € muito tedrico, aplicavel a cepas mantidas em laboratério ou em
coelhos, devendo ser usado apenas como referéncia em estudos epidemioldgicos de
campo e com outras espécies animais. A soroaglutinacdo microscépica indica se o
animal foi exposto a epitopos semelhantes a determinada sorovariedade, ndo a
sorovariedade que o infectou. Dessa forma, ndo € possivel creditar as titulacdes
menores somente a reacdes cruzadas e considerar que a sorovariedade com maior
titulacdo é a infectante naquela unidade amostral.

O método da sorovariedade mais provavel subestima a soroprevaléncia para
cada sorovariedade, uma vez que desconsidera algumas reacdes positivas em caso
de coaglutinacéo.

Quanto mais antigenos se usar na soroaglutinagcdo microscOpica mais
subestimada sera a prevaléncia para cada sorovariedade, criando uma paradoxal
reducdo da sensibilidade por sorovariedade enquanto aumenta a sensibilidade para
quaisquer sorovariedades. Tal paradoxo ocorre porque o ponto de corte utilizado é
relativo, variando de 100 para mais na ocorréncia de coaglutinacdes, impedindo que
se estimem sensibilidade, especificidade, valores preditivos, prevaléncias aparente ou
real etc.

A divisdo dos casos de determinada sorovariedade por qualquer outro valor que
nao seja o tamanho da amostra resulta em coeficientes que nao estimam a ocorréncia
da doenca atribuida a sorovariedade na populacdo, ndo havendo motivo para adota-
los. Esses coeficientes ndo se enquadram na defini¢cdo prevaléncia e/ou incidéncia e
devem ser bem definidos nos trabalhos, a fim de néo confundir os leitores.
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Apéndice D: Coeficiente Kappa e limites do IC 95% obtidos entre
sorovariedades de Leptospira spp., em suinos

Tabela 1D: Limite inferior do intervalo de confianga de 95% de kappa entre sorovariedades de Leptospira
spp. ha soroaglutinacdo microscopica em suinos.

AND AUT BRA CAS CoP HAR ICT PYR SEN SHE
AND
AUT  -0,0296
BRA -0,0303 10,0103
CAS -0,1459 -0,0824 -0,0656
COoP -0,0125 -0,0296 -0,0303 -0,0217
HAR -0,0197 -0,0724 -0,0316 -0,0322 -0,0197
ICT -0,0274 -0,1208 -0,0254 -0,0567 -0,1091 -0,0493
PYR -0,0125 -0,0296 -0,0303 -0,0217 -0,0125 -0,0197 -0,0274
SEN -0,0267 -0,1066 0,0276 -0,0474 -0,0267 -0,0466 -0,1363 -0,0267
SHE -0,0232 -0,0823 -0,0911 -0,0396 -0,0232 -0,0355 -0,0629 -0,0232 -0,0585

Tabela 2D: Coeficiente kappa médio entre sorovariedades de Leptospira spp. na soroaglutinacdo
microscopica em suinos.

AND AUT BRA CAS CoP HAR ICT PYR SEN SHE
AND
AUT -0,0102
BRA -0,0103 0,1576
CAS 0,3950 10,0249 -0,0031
COP -0,0052 -0,0102 -0,0103 -0,0084
HAR -0,0079 0,0352 0,0445 -0,0182 -0,0079
ICT -0,0097 0,0100 0,0957 -0,0323 0,1456 -0,0256
PYR -0,0052 -0,0102 -0,0103 -0,0084 -0,0052 -0,0079 -0,0097
SEN -0,0096 0,0272 0,1517 0,2638 -0,0096 -0,0246 0,0361 -0,0096
SHE -0,0088 -0,0465 -0,0499 -0,0237 -0,0088 -0,0199 -0,0382 -0,0088 -0,0360

Tabela 3D: Limite superior do intervalo de confianca de 95% de kappa entre sorovariedades de
Leptospira spp. na soroaglutinacdo microscépica em suinos.

AND AUT BRA CAS CcoP HAR ICT PYR SEN SHE

AND
AUT 0,009
BRA 0,010 0,305
CAS 0936 0,132 0,059

COP 0,002 0,000 0,010 0,005

HAR 0,004 0143 0,121 -0,004 0,004

ICT 0,008 0,141 0,217 -0,008 0,400 -0,002

PYR 0002 0,009 0,010 0,005 0,002 0,004 0,008
SEN 0008 04161 0,276 0575 0,008 -0,003 0,209 0,008
SHE 0006 -0,011 -0860 -0,008 0,006 -0004 -0,013 0,006 -0,014
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