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1. ASSUNTO

1.1. Orientacles e atualizacOes sobre o fluxo de diagndstico laboratorial da leptospirose e o algoritmo de
encerramento de caso, com a descentralizacdo da metodologia de diagndstico molecular para deteccdo do DNA de
Leptospira spp. por Reacao em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qPCR).

2. DESCRICAO

2.1. A leptospirose é uma zoonose de distribuicdo mundial, causada por bactérias do géneroLeptospira, com
elevada relevancia em salde publica no Brasil, especialmente em contextos associados a condicdes ambientais
desfavoraveis, como enchentes, alagamentos e saneamento inadequado (Adler e La Pefla Moctezuma, 2010,
Pasqualotto et al., 2025).

2.2. A infeccdo humana apresenta amplo espectro clinico, variando desde formas leves e inespecificas até
guadros graves, potencialmente fatais, o que torna o diagnéstico laboratorial oportuno fundamental para o manejo
clinico adequado e para o fortalecimento das acées de vigilancia epidemiolégica (Plank e Dean, 2000).

2.3. Tradicionalmente, o diagndstico laboratorial da leptospirose no ambito do Sistema Unico de Saude (SUS)
baseia-se principalmente em métodos sorolégicos. Embora sejam ferramentas essenciais, esses métodos apresentam
limitacdes na fase inicial da doenca, uma vez que a producdo de anticorpos detectdveis ocorre, em geral, a partir da
segunda semana de evolucao clinica.

2.4. Nesse contexto, a incorporacdo de técnicas de biologia molecular para o diagnéstico da leptospirose
representa avancgo significativo para a rede laboratorial do SUS. A Reacao em Cadeia da Polimerase em Tempo Real
(gPCR) possibilita a deteccéo direta do material genético da Leptospira spp. na fase precoce da infeccao, especialmente
durante a primeira semana da doenca, periodo este em que ocorre bacteremia e os métodos soroldégicos ainda podem
apresentar resultados nao reagentes (Neris et al., 2023).

3. INDICACAO DE USO

3.1. A técnica de gPCR é indicada para diagnéstico laboratorial da leptospirose na fase precoce da doenca,
especialmente durante a primeira semana apds o inicio dos sintomas.

3.2. Ressalta-se que esse método permite a deteccdo do material genétido deleptospira spp., porém nao
fornece informacdOes sobre sorovar infectante.

3.3. A utilizacdo da qPCR mostra-se particularmente relevante em situacdes de ébito precoce, nas quais ndo é
possivel a coleta de uma segunda amostra bioldgica para investigacao laboratorial complementar.

4. AMOSTRAS BIOLOGICAS, COLETA, ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE

4.1. A fase pré-analitica, que compreende procedimentos de coleta, acondicionamento e transporte da amostra

bioldgica, constitui etapa critica para garantia da qualidade e confiabilidade dos exames laboratoriais.

4.2. Para realizacdo da gPCR, recomenda-se coleta de amostra durante fase aguda da doenca,
preferencialmente antes do inicio do tratamento antibiético. O desempenho diagndstico da técnica é maior quando a
coleta é realizada até 72 dia apds inicio dos sintomas, podendo, em alguns casos, estender-se até o 102 dia.

4.3. Para pacientes vivos, a amostra de escolha é sangue total (volume minimo de 1 mL), coletado em tubo
contendo anticoagulante, exceto heparina, devido ao potencial de interferéncia na reacao molecular. Apds a coleta, a
amostra deve ser imediatamente homogeneizada com o anticoagulante e mantida sob refrigeracao (2 °C a 8 °C) até o
processamento, ou, alternativamente, congelada, para conservacdo quando ndo for possivel o processamento
imediato. Na impossibilidade de obtencdo de sangue total, amostras de plasma ou soro podem ser utilizadas como
alternativa.

4.4, Nos casos em que o paciente evolui a ébito, recomenda-se coleta de fragmentos de tecidos para analise
molecular, priorizando-se rim, figado, pulmao e cérebro. Sugere-se a coleta de fragmentos com peso minimo de 1 g por
6rgdo, preferencialmente até 8 horas apds o 6bito.

4.5. Todas as amostras devem ser acondicionadas em recipientes estéreis, hermeticamente fechados e
devidamente identificados, sendo permitido o transporte no préprio tubo ou frasco original de coleta, desde que este
seja estéril, integro e apresente vedacao adequada. Apds a coleta, a amostra deve ser e mantida sob refrigeracao (2 °C
a 8 °C) até o processamento, ou, alternativamente, congelada, para conservacao quando ndo for possivel o
processamento imediato.

4.6. Para o transporte, recomenda-se que as amostras sejam enviadas em gelo seco. Na sua indisponibilidade,
admite-se o envio sob refrigeracdo (2 °C a 8 °C), utilizando gelo reciclavel, desde que o intervalo entre a coleta e
processamento laboratorial nao ultrapasse 12 horas.

4.7. Deve-se evitar ciclos de descongelamento e variacdes térmicas durante o transporte, a fim de preservar a
estabilidade do material genético e garantir a confiabilidade dos resultados moleculares.



5. ANALISE

5.1. O protocolo recomendado destina-se a deteccdo do gene alvo lipL32 de Leptospira spp., bem como do gene
codificante da RNaseP, utilizado como controle endégeno da reacdo (Riediger et al., 2017, Neris et al., 2023).

5.2. Destaca-se que a etapa de extracdo de acidos nucleicos encontra-se estruturada na Rede Nacional de
Laboratérios de Saude Publica (RNLSP), uma vez que o kit ja é disponibilizado pela CGLAB aos Laboratérios Centrais de
Saude Publica (LACEN). Trata-se de insumo amplamente consolidado na rotina laboratorial e estratégico para assegurar
a operacionalizacao segura, padronizada e rastredvel do diagndstico molecular na RNLSP, contribuindo para a
qualidade analitica, confiabilidade dos resultados e fortalecimento da vigilancia laboratorial.

5.3. Com o objetivo de padronizar a interpretacdo dos resultados de qPCR para deteccao de DNA deleptospira
spp. e garantir a validade do teste, as andlises dos resultados devem ser realizadas em trés etapas: Analise do Controle
Negativo, Andlise do controle positivo e Analise da amostra. A avaliacdo dos resultados deve considerar os critérios
descritos abaixo e consolidados nas Tabelas 1 e 2.

@ 12 ETAPA: Analise do Controle Negativo (Branco)

O Controle Negativo (Branco), para o qual a amostra de DNA deve ser substituida por dgua livre de
nucleases, deve ser incluido em todos os testes realizados por gPCR afim de monitorar possiveis contaminacdes e a
formacdo de dimeros. Conforme os resultados obtidos, os testes serdo considerados validos ou invalidos, de acordo
com os critérios descritos abaixo e consolidados na Tabela 1.

Teste valido: Para que os resultados sejam considerados vélidos e que se possa prosseguir para a 22
Etapa de andlise, o controle negativo (branco) ndo deve apresentar amplificacdo, tendo como perfil de resultado “Nao
detectado” para RNaseP e /ipL32.

Teste invalido: Caso haja amplificacdo para um ou para ambos os alvos avaliados (RNaseP elipL32),
sendo o resultado “Detectado”, com qualquer Ct, o teste deve ser considerado invalido. Deve-se proceder com a
verificacdo dos procedimentos utilizados e realizar nova corrida, utilizando novos reagentes, como agua livre de
nucleases, primers e Master Mix.

@ 22 ETAPA: Analise do Controle Positivo

Apés avaliacao vdlida na etapa anterior, deve-se prosseguir com a analise do resultado do controle positivo,
gque contém material genético (DNA) conhecido. O controle positivo poderd ser considerado valido ou invalido, de
acordo com os critérios descritos abaixo e consolidados na Tabela 1.

Teste valido: Testes validos apresentarao resultado “Detectado” (Ct = 40) para o controle enddgeno
RNaseP e para o gene lipL32 (Ct = 35). Nesses casos, deve-se prosseguir para a 32 Etapa da analise.

Teste Invalido: Para um resultado ser considerado invdlido deve apresentar perfil “Ndo detectado” para o
controle endégeno RNaseP, independente do resultado apresentado para /ipL32 ou apresentar resultado "Detectado” (Ct
= 40) para RNaseP e "Ndo detectado" para lipL32. Nestes casos, avaliar o controle positivo utilizado, verificar os
procedimentos e repetir a corrida, ajustando eventuais incorrecoes.

Tabela 1: Critérios de interpretacéo e validade dos resultados de gqPCR para deteccdo delLeptospira spp.,

considerando o desempenho dos controles (negativo - 12 Etapa e positivo - 22 Etapa) para os primers do controle
enddégeno RNaseP e do gene-alvo lipL32, e encaminhamentos das analises.

FASE DA PERFIS DE RESULTADOS
ANALISE / R e GENE ALVO INTERPRETACAO ENCAMINHAMENTO
ENDOGENO ) DOS RESULTADOS
CONTROLES lipL32
RNaseP
a - i a - anali
12 ETAPA Nao detectado Nado detectado Teste vélido Prosseguir para a 22 Etapa anallls_e dos
Controle resultados para o controle positivo.
Negativo Detectado (com Detectado (com Teste invalido(®) Revisar os procedimentos e repetir o
Branco qualquer Ct) qualquer Ct) teste utilizando novos reagentes.
Prosseqguir para a 32 Etapa - analise dos
Detectado (Ct = 40) Detectgg;) (Ct= Teste valido resultados para as amostras em relagao
a ) a0 gene alvo e controle enddgeno.
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Positivo Nao detectado utilizado, revisar os procedimentos e
. e (1) ’
Detectgg)o (Ce> Teste invalido repetir o teste realizando ajustes, se
Detectado (Ct = 40) Ndo detectado necessarlo.

Nota (1): Para ser considerado invalido tanto na 12 gquanto na 22 Etapa de analise, os resultados nao conforme podem ser observados para apenas um dos
alvos utilizados ou para ambos.

@ 32 ETAPA: Analise do Controle Endégeno e Gene Alvo (lipL32) em amostras clinicas

1.CONTROLE ENDOGENO (RNaseP): Confirma a qualidade do DNA e a eficiéncia da extracdo das
amostras clinicas.

Teste valido: Para resultados vélidos, o controle endégeno deve amplificar nas amostras, apresentando
resultado “Detectado” (Ct < 40). Nesses casos, prosseguir com a analise do gene alvo.

Teste invalido: Os resultados sdo considerados invalidos quando nao se observa amplificacdo do controle
enddgeno nas amostras, resultado “Ndo Detectado”. Nesses casos, devem ser verificados todos os procedimentos que
precederam a reagao de qPCR e, de acordo com as verificacdes, realizar nova extracao de DNA e/ou nova corrida.




2. GENE ALVO (lipL32): Verifica a presenca de DNA de Leptospira spp e, portanto, a presenca ou auséncia
do patdégeno na amostra, de acordo com os cendrios analiticos descritos abaixo e consolidados na Tabela 2.

Teste Positivo para Leptospira spp.: Amostras que apresentam amplificagdo do genelipL32, resultado
“Detectado” (Ct = 35) devem ser consideradas positivas para o patégeno e, portanto, tém confirmada a presenca de
DNA de Leptospira spp., devendo ser reportadas como “DETECTAVEL” no sistema GAL.

Teste Negativo para Leptospira spp.: Amostras em que ndo se observam amplificacdo do genelipL32,
ou apresentam amplificagdo com Ct > 35, indicam a auséncia de DNA de Leptospira spp. e, portanto, sdo consideradas
negativas e devem ser reportadas no sistema GAL como “NAO DETECTAVEL".

Teste com Resultado Invalido: Apds resultado invdlido para o gene RNaseP e repeticdo da extracao e/ou
nova corrida, em caso de um segundo resultado ndo conforme para o controle endégeno, ou seja, “Nao Detectado”, a
amostra deve ser liberada no sistema GAL como “INCONCLUSIVO”, para qualquer resultado do gene lipL32, e deve-se
proceder com a solicitacdo e andlise de nova amostra. Repeticdes com resultado conforme, devem seguir as etapas de
andlise e encaminhamentos normalmente.

Tabela 2: Cenarios analiticos previstos e interpretacdo diagnéstica paraleptospira spp. em amostras
clinicas, baseados na amplificacdo do controle enddégeno RNaseP e do gene-alvolipL32 e respectivos
encaminhamentos.
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realizando nova extracao e/ou gPCR e seguir
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2) Para novo resultado fora dos parametros
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como: “INCONCLUSIVO” e solicitar nova
amostra para repeticao do teste.

6. SOLICITAGAO DE INSUMOS

6.1.

A solicitacdo dos insumos deve ser realizada por meio do Sistema de Informacdo de Insumos Estratégicos

(SIES), conforme ocorre para os demais insumos distribuidos pela CGLAB. A Tabela 3 traz a descricao dos insumos

registrados no SIES.

Tabela 3. Descricao dos insumos registrados no Sistema de Informacao de Insumos (SIES).

Insumo Unidade Area
KIT OLIGONUCLEOTIDEOS - LEPTOSPIROSE-1000 REACGES KIT KIT REAGENTE
KIT MASTERMIX - LEPTOSPIROSE QPCR 4X-200 REACGES KIT KIT REAGENTE

6.2.

As solicitacbes devem ser centralizadas nos Laboratério Central de Saude Publica (LACEN), que ficarao

responsdaveis pelo manejo dos insumos no ambito de sua competéncia, de acordo com fluxos estabelecidos no estado.

6.3.

Ao solicitar o Kit de Oligonucleotideos - Leptospirose (1.000 reacdes) e o Kit Mastermix - Leptospirose gPCR

N

(200 reacdes), o laboratério receberd os seguintes reagentes necessarios a execucdo dos ensaios de biologia

molecular:




6.4. Kit de Oligonucleotideos (Cada kit realiza 1000 reagdes):

e Oligonucleotideo iniciador senso (lipL32);
e Oligonucleotideo iniciador anti-senso (lipL32);

¢ Sonda lipL32 (FAM-BHQ2);

¢ Oligonucleotideo iniciador senso (RNase P);

» Oligonucleotideo iniciador anti-senso (RNase P);
e Sonda RNase P, (Cy5-BHQ2).

6.5. Kit Mastermix (Cada kit realiza 200 reacdes):

e 2 microtubos de IBMP MM Il (Tampé&o de Reacdo) contendo 550 uL cada;
e 2 microtubos de IBMP TaqFit | (enzima Taq DNA polimerase hot-start) contendo 50 uL cada.

6.6. Ressalta-se que os insumos incluidos no Kit de Oligonucleotideos e no Kit Mastermix compdem conjunto de
insumos complementares e serdo distribuidos de forma vinculada, ndo havendo fornecimento individualizado.

6.7. Considerando a capacidade operacional de cada insumo, sendo o Kit de Oligonucleotideos suficiente para
1.000 reacoes e Kit Mastermix para 200 reacdes, a distribuicdo serd realizada na proporcao técnica de 1 (um) Kit de
Oligonucleotideos para 5 (cinco) Kits Mastermix, de modo a garantir a execucdo integral das reacdes previstas.

6.8. Dessa forma, é indispensavel que os laboratérios solicitantes estejam cientes dessa condicdo ao formalizar
suas demandas.

6.9. Os controles positivos deverao ser solicitados formalmente por meio do endereco
eletronico cglab.coordenacao@saude.gov.br, a fim de que seja providenciado o envio de aliquotas pelo Laboratério
de Referéncia Nacional para Leptospirose.

7. SISTEMA GERENCIADOR DE AMBIENTE LABORATORIAL (GAL)

7.1. Ao cadastrar nova requisicao no GAL, o requisitante deve preencher todas as sessdes da ficha. As
informacdes solicitadas incluem dados da unidade requisitante, do paciente, informacdes clinicas e, por fim,
informacdes sobre a amostra coletada e o cadastro da Pesquisa/Exame.

7.2. Na aba Pesquisa/Exames, em Nova pesquisa, selecionar “Leptospirose, Biologia Molecular, PCR em Tempo
Real” (Figura 1).

Figura 1. Secao da ficha de solicitacao de exame do GAL destinada ao registro das informacdes referentes
a amostra biolégica coletada e ao cadastro da pesquisa/exame.

Incluir Requisicio »®
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Nova amostra:  Sangue v w (1 IM - Amostra “in natura™ -
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Exame Leptosprose, Biclogia Molecular - PCREM TEMPO REAL 4 Amosira Status

-
Sabvar | | Cancelar

A seta vermelha indica a op¢ao que deve ser selecionada no momento do cadastro da pesquisa/exame no
sistema.

7.3. Na figura 2 pode-se observar os campos para registro e liberacao do resultado. No momento do registro dos
resultados, é obrigatério informar o kit utilizado para realizacdo do teste, devendo ser selecionada a opcao Lepto “In
House”. Ressalta-se que essa denominacao corresponde ao conjunto de insumos fornecido pelo Ministério da Saude.

7.4. Adicionalmente, devem ser devidamente preenchidas informacdes referentes ao lote, bem como as datas
de inicio e término do processamento.

Figura 2. Ficha de registro do GAL para o diagndstico molecular de Leptospirose.
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7.5. Apbs registro dos resultados, o laudo de liberagdo do exame serd emitido conforme exemplo da figura
abaixo.

Figura 3. Exemplo de laudo de liberacao do exame Leptospirose, Biologia Molecular, PCR em Tempo Real,
realizado por meio da utilizacao do conjunto de insumos Lepto “In House”.

Leptospirose, Biologia Molecular

Meétodo: PCR em Tempo Real Registro Interno:

Data da Coleta: 05/10/2025 Data do Recebimento: 14/10/2025

Material: Sangue 12 amostra

Resultado: Detectivel

Observacoes:

Exame conferido e hiberado por Laboraténo ( ), em 1/1/2026
Executado por:

8. CONSIDERACOES DE USO
8.1. Para fins de monitoramento da utilizacdo dos insumos destinados ao diagndstico dos agravos de interesse

em saude publica, fornecidos por esta Coordenacao-Geral de Laboratérios de Saude Publica (CGLAB), recomenda-se a
utilizacao da base de dados do Sistema Gerenciador de Ambiente Laboratorial (GAL).

8.2. Além disso, o GAL possibilita otimizacdo e acompanhamento das etapas de realizacdo dos exames
laboratoriais, bem como emissdo de relatérios quantitativos, gerenciais e epidemiolégicos, subsidiando tomada de
decisdo do Ministério da Saude no direcionamento das acdes em salde publica.

8.3. O Ministério da Saude reafirma seu compromisso com fortalecimento do diagndstico da leptospirose no
pais, por meio da ampliacéo e qualificacao progressiva das acdes laboratoriais no ambito da rede de salde publica.

8.4. Nesse contexto, esta Coordenacao-Geral de Laboratérios de Saude Publica, em articulacdo com demais
areas envolvidas, tem empreendido esforcos continuos para aprimoramento da vigilancia laboratorial da leptospirose.
8.5. Para tanto, é fundamental que as acdes essenciais estejam implementadas e devidamente executadas em
todas as unidades federativas, de modo a assegurar uma resposta oportuna e qualificada a populacao.

9. ALGORITMO DE ENCERRAMENTO DE CASO

9.1. Os fluxogramas apresentados nas Figuras 4 e 5 descrevem algoritmos utilizados para encerramento de

casos suspeitos de leptospirose, considerando o momento da coleta da amostra em relacao ao inicio dos sintomas.

9.2. O Algoritmo | (Figura 4) aplica-se as amostras coletadas antes do sétimo dia, periodo em que os métodos
moleculares tendem a ter maior utilidade diagnéstica. Ja o Algoritmo Il (Figura 5) refere-se as amostras coletadas a
partir do sétimo dia, quando os testes soroldgicos passam a ser mais indicados. Esses algoritmos visam padronizar e



apoiar a tomada de decisdo para a classificacao final dos casos.

Figura 4. Algoritmo para encerramento do caso de leptospirose quando a amostra for colhida antes do
sétimo dia do inicio dos sintomas (Algoritmo I).
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Figura 5. Algoritmo para encerramento do caso de leptospirose quando a amostra for colhida a partir do
sétimo dia do inicio dos sintomas (Algoritmo II).
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10. CONCLUSAO

10.1. Reafirma-se o compromisso do Ministério da Saude com fortalecimento do diagndstico e da vigilancia da
leptospirose no pais, com énfase na ampliacdo do acesso as metodologias moleculares no ambito da rede publica de
salde.

10.2. Em articulacdo com as areas envolvidas, seguem sendo empreendidos esforcos continuos para qualificacdo
das agdes laboratoriais e aprimoramento da detecgao oportuna dos casos.

10.3. Nesse contexto, ressalta-se a importancia da adequada implementacdo e execucdo dos fluxos, critérios
técnicos e etapas operacionais em todos os estados, a fim de assegurar qualidade, confiabilidade dos resultados e
resposta em tempo oportuno.

10.4. Para informacdes adicionais, o NUcleo de Zoonoses da Coordenacdo-Geral de Laboratérios de Saude Publica
(CGLAB), responsavel pelas acOes laboratoriais relacionadas a leptospirose, estd disponivel pelo telefone (61) 3315-
3974 ou pelo e-mail: cglab.coordenacao@saude.gov.br.

10.5. Adicionalmente, a Coordenacdo-Geral de Vigilancia de Zoonoses e Doencas de Transmissdao Hidrica e
Alimentar (CGZHA), por meio do Grupo Técnico de Doencas Relacionadas a Roedores, encontra-se a disposigao pelo e-
mail: gtroedores@saude.gov.br ou pelo telefone (61) 3315-3563.
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