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RESUMO: Antígenos polissacarídicos F. foram extraídos de leptospiras dos
sorotipos icterohaemorrhagiae e pato c, cuja relação proteína/carboidrato foi de 1,24
e 0,54, respectivamente. Sua especificidade sorológica foi avaliada na reação de
hemaglutinação passiva para o diagnóstico da leptospirose humana. Para tanto,
hemácias de carneiro previamente fixadas com glutaraldeído foram sensibilizadas
com ambas as preparações. Esta prova foi experimentada em 91 soros obtidos
de 35 pacientes com leptospirose, causada presumivelmente pelos sorotipos icterohae-
morrhagiae, copenhageni, grippothyphosa e pomona. Verificou-se que ambas as
frações F. comportaram-se de maneira semelhante. A reação de hemaglutinação
passiva foi gênero específica, bastante sensível, positivando-se precocemente na
fase aguda da doença. Foram salientadas as vantagens do emprego do antígeno F.
patoc, por se tratar de sorotipo não patogêncio.

DESCRITORES: leptospirose humana, imunodiagnóstico; antígeno polissacarf-
dico de leptospira; prova de hemaglutinação passiva.

INTRODUÇÁO

Desde o trabalho descrito por HINDLE &
WHITE 11, em 1934, inúmeros autores 3, 4, 5, 7,

8, 14, 15, 19, 20, 21 têm investigado antígenos está-
veis e suas eventuais aplicações em provas
diagnósticas das leptospiroses, a fim de subs-
tituir ou complementar a prova clássica da
soroaglutinação microscópica,

FAINE et alii', em 1974, isolaram um an-
tígeno lipopolissacarídico, denominado Fração
4 (F,), provavelmente situado perto do enve-
lope externo is das leptospiras, cujas proprie-
dades biológicas foram estudadas "0, tais
como, a produção dos anticorpos anti-Fa, em
coelhos, e seu efeito bactericida in vitro, a
imunização passiva e ativa com anti-F', e F.
respectivamente, e sua capacidade protetora
em camundongos,

A determinação da eventual especificídade
sorológica do F" extraído de sorotipos per-
tencentes a diferentes sorogrupos, obtida atra-
vés da hemaglutinação passiva (HAP), mos-
trou a ocorrência de ampla reação cruzada
frente aos respectivos anti-soros específicos de
coelhos, quando imunizados por via intrave-
nosa, onde os anticorpos pertenciam à classe
de imunoglobulina M, segundo ADLER &
FAINE 2. Estes autores, ao imunizarem coe-
lhos por via intramuscular com o antígeno
emulsionado com adjuvante, obtiveram anti-
corpo IgG, com reações cruzadas muito menos
intensas. Todavia. trabalhando com F. do
sorotipo patoc, frente a soros de pacientes
acometidos de leptospirose, verificaram rea-
ções positivas em altos títulos.

O presente trabalho teve por objetivo a
obtenção do antígeno polissacarídico de leptos-
piras dos sorotipos icterohaemorrhaçiae e

* Realizado na Seção de Imunologia do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.
•• Do Instituto Adolfo Lutz.

127



RIBEIRO, M.A.; KAWARABAYASHI, M. & TAKEDA, A.K. - Imunodiagnôstíco da leptospirose
humana. 1. Antígeno polissacarídico para a prova de hemaglutinação passiva. Rev. Inst. Adolf o
Lute, 41(2) :127-133, 1981.

patoc e a sua avaliação na reação de hema-
glutinação passiva (HAP) frente a amostras
de soros de 35 pacientes com quadro clínico
de leptospirose.

MATERIAL E MÉTODOS

Soro tipos de lepioepirae

Foram utilizados os sorotipos icte-
rohaemorrhagiae RGA e patoc Patoc I, que
foram cultivados em 5,3 litros do meio de
Korthoff, modificado, contendo 10% de soro
normal de coelho, e incubados a 28°C, durante
9 a 12 dias. As suspensões finais continham
aproximadamente 300 organismos por campo
microscópico (aumento 400 X).

Antígeno polissacarídico (F.)

a) Extração

A extração deste antígeno foi feita de
acordo com a técnica preconizada por FAINE
et alii 9, com algumas modificações, descritas
a seguir: culturas de leptospiras foram fixa-
das com f'ormaldeído a 10/0, a 37°C, por uma
hora, e centrifugadas a 16.300 x g *, por 10
minutos, a 4°C. O sedimento foi lavado duas
vezes com solução salina tamponada fosfatada
(SSTF), pH 7,2, ressuspenso nesse mesmo
tampão e adicionado a igual volume de NaOH,
a 10/0. A suspensão foi mantida por 12 horas,
a 56°C, com agitação ocasional e, após res-
friamento à temperatura ambiente, foi centri-
fugada a 27.000 x g, por 25 minutos, a 40C.
O precipitado foi desprezado. O sobrenadante
teve ° pH ajustado para 8, 5, com HCl 1 N, e
foi adicionado a igual volume de etanol
absoluto.

Essa suspensão foi estocada por 12 horas,
a 4°C, após o que foi centrifugada a 27.000 x
g, por 20 minutos, para remoção do preci-
pitado (fração 1 de Faine 9); o pH do sobre-
nadante foi acertado para 3,5 com ácido
acético glacial e estocado por 48 horas, a 40C.
O precipitado (fração Z de Faine 9) foi remo-
vido por centrifugação a 37.000 x g por 30
minutos, a 4°C. O sobrenadante foi neutrali-
zado e precipitado com etanol a 900/0, por 3
horas. Após centrifugação a 10.400 x g, por
20 minutos, a 4°C, o precipitado foi ressus-
penso em água destilada e, após diálise, repre-
cipitado Z vezes com etanol a 900/0. O precipi-
tado formado, fração 4 de F'aine ", que con-
tém o antígeno polissacarídico, foi ressus-
penso em salina estéril e estocado a -200C.
Foram obtidos, dessa forma, os antígenos
polissacarídicos dos sorotipos icierohae-
morrhagiae e pato c, que serão mencionados
como F. icterohaemorrhaçiae e F. patoc.

* g = aceleração padrão da gravidade (9.807 mm/s-) .
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b) Determinações químicas
O conteúdo de carboidratos foi determinado

pelo, método da antrona 18, enquanto que a
concentração das proteínas foi dosada pelo
método de LOWRY et alii 13.

Prova de hemaglutinação passiva
a) Preparo de hemácias fixadas com gl~

taraldeído
Hemácias de carneiro foram fixadas com

glutaraldeído, conforme técnica descrita por
IMAI et alii 12.

b) S ensibilização das hemácius fixadas
No momento do uso, as hemácias de car-

neiro previamente fixadas com glutaraldeido
foram lavadas duas vezes em SSTF, pH 7,2.
Uma suspensão a 100/0 dos er itrôcitos foi dis-
tribuída em 2 tubos marcados, "reação" e
"controle"', respectivamente. No tubo marcado
"reação" foi adicionado 1,9 ml da suspensão
de antígeno polissacarídico (F.), na concen-
tração pré-titulada para cada 0,3 ml da sus-
pensão de hemácias a 100/0. No tubo "con-
trole", a suspensão de antígeno foi substi-
tuída por SSTF, pH 7,2. Após homogeneiza-
ção, os eritrócitos foram incubados, a 37°C,
por 60 minutos, com agitação a cada 10 minu-
tos. Em seguida, as hemácias foram lavadas
3 vezes com SSTF, pH 7,2, e centrifugadas
a 755 x g, por 10 minutos. Foram obtidas por
essa técnica suspensões a 10/0, em SSTF, pH
7,2, de eritrócitos sensibilizados com F. icte-
rohaemorrhagiae e com F. patoc.

c) Reação propriamente dita
As amostras de soros a serem examinados fo-

ram diluídas em série, na razão log 2, com tam-
pão diluente (soroalbumina bovina a 0,5 g ~o,
diluída em SSTF pH 7,2) em placas de mi-
crotitulaçâo em "V", com alças dilui dor as de
25 ,uI. Em cada cavidade da placa foram
adicionados 25 ,ul da suspensão, a 10/0, de
hemácias sensibilizadas. As placas foram
agitadas e colocadas em câmara úmida por 60
minutos, à temperatura de 37°C; em seguida,
permaneceram à temperatura ambiente por 18
horas. A leitura foi expressa em título, con-
siderado como sendo a maior diluição do soro
onde ainda ocorria a aglutinação de hemácias.
Foi considerado significativo o título igualou
maior do que 1 :32, com base na mediana de
valores obtidos em grupo controle 17.

Soros analisados
Foram utilizadas de 2 a 3 amostras de soro,

num total de 91 amostras, obtidas de 35
pacientes com leptospirose cujos títulos de
aglutíninas específicas foram positivos pela
técnica de soroaglutinação microscópica
(SAM). O intervalo médio, após o início dos
sintomas, em que foram colhidas as amostras
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foi para a l.a amostra de 6 dias, para a
2.a amostra, de 16 dias e para a 3.a amos-
tra, de 38 dias. A procedência e os resul-
tados da SAM desses soros estão descritos
na parte 2 do presente trabalho (RIBEIRO
et alii 17). O sorotipo etiológico presumível foi
o icterohaemorrhagiae em 25 pacientes, o
copenhaçeni em 4, o grippotyphosa em 3, o
pomona em um. Nos dois pacientes restantes,
os sorotipos não foram claramente determi-
nados pela SAM.

RESULTADOS

Os resultados obtidos na extração e dosa-
gens químicas dos antígenos polissacaridicos
F, estão sumarizados na tabela 1, onde se

pode observar que em 5,3 litros de cultura de
icterohaemorrhagiae, cepa RGA, foram obti-
dos 28,7 mg, em peso seco, do antigeno polís-
sacarídico (F, RGA), sendo 23,43% corres-
pondente a carboidratos e 29,17 %, a proteínas.
A concentração na diluição ótima sensibili-
zante foi de 9,56 fLg/ml, contendo 2,788 fLg/ml
de proteína e 2,24 fLg/ml de carboidrato.

No mesmo volume de cultura do sorotipo
patoc Patoc I, foram obtidos 15,6 mg de peso
seco de antígeno polissacarídico (F, Patoc I),
do qual 22,44% corresponde a carboidratos e
12,05 % a proteínas; a concentração na dilui-
ção ótima sensibilizante foi de 15,60 fLg/ml,
dos quais 1,879 fLg/ml correspondem a pro-
teínas e 3,50 fLg/ml, a carboidratos.

TABELA 1

Dosagens químicas dos antígenos polissacarídicos (F"J obtidos dos soro tipos icterohaemorrhagiae RGA e
patoc Paioc I

~
Fração F4

RGA Patoc I

Peso seco (mg)

Carboidratos (o/c)

Proteínas (o/c)

Concentração na D.O.S. (fLg/ml) *
Proteínas na D.O.S. (fLg/ml)

Carboidratos na D.O.S. (fLg/ml)

28,70 15,60

23,43 22,44

29,17 12,05

9,56 15,60

2,788 1,879

2,24 3,50

* D.O.S. diluição ótima sensibilizante.

A relação proteína/carboidrato da cepa RGA
foi de 1,24, enquanto que a da Patoc I foi.
de 0,54, demonstrando que este último apre-
senta um teor de proteína bem menor do que
o da cepa RGA, enquanto que o teor de carboi-
drato se encontra em proporções bem próxi-
mas em ambas as cepas.

Os dois F, obtidos foram capazes de sensi-
bilizar hemácias de carneiro previamente fixa-
das com glutaraldeído, possibilitando a exe-
cução de reações de hemaglutinação passiva
nas amostras de soros humanos em estudo,
cujos resultados estão discriminados na tabe-
la 2.

Como se pode observar, os dois lotes de
hemácias reagiram com soros provenientes
de pacientes cujos agentes infectantes pres-
sumíveis eram sorotipos homólogos ou não.

Na tabela 3 encontra-se a comparação dos
resultados de HAP, empregando-se eritrócitos
sensibilizados com F4 RGA (cepa homóloga)
e com F, Patoc I (cepa heteróloga) em cada
uma das amostras de soro de pacientes com
leptospirose cujo agente etiológico presumível
foi o sorotipo icterohaemorrhaçiae. Com os
dois critérios de comparação, isto é, freqüên-
cia de positividade e freqüência de diferença
significativa entre os títulos, os resultados
obtidos foram idênticos ou similares.
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TABELA 2

Titulos das amostras séricas de cada paciente com leptospirose obtidos através de hemaglutinação passiva,
empregando-se os antígenoB FI icterohaemorrhagiae RGA e F, patoc Patoc I

Hemaglutinação Passiva (título 1:)
Agente infeccioso l,a AmostraPaciente presumível 2.a Amostra 3.a Amostra

Sorotipo RGA Patoc I RGA Patoc I RGA l:toc I

1 MFL icterohaemorrhagiae 128 128 4.096 2.048 512 512
2 ESO " 8.192 16.384 4.096 1.024 2.048 512
3 IV " 32 32 4.096 2.048 4.096 1.024
4 LBS " 32 32 16.384 1.024 512 1.024
5 JAC " 1.02i 512 4.096 1.024 128 512
6 MAS " 256 512 1.024 1.024 ... (*) ...
7 SMA " 16 64 2.048 512 512 256
8 MS " 8.192 16.384 4.096 32.768' ... ...
9' TVP " 256 256 2.048 2.048 .. . ...

10 PS " 1 ..024 1.024 4.096 1.024 ... " .
11 JCB " 256 64 512 1.02 ! 256 256
12 MIP " 1,02~ 2,048 4.096 8.192 .. , ...

13 ASS " 1,024 1.024 2.048 2.048 · .. ,. ,
14 FJA " 1.02'1 2.048 4.096 ,8,192 00'

...

15 JLR " 1.024 256 512 256 256 256

16 KI " 4.096 8.192 8 192 8.192 o •• "0

17JM " 8.192 8.192 4.096 16.384 · .. ...

18 CRS " 8 32 1.024 512 256 128

19 MCAS " 8.192 16.384 2.048 1.024 , .. ...

20 MHK " 4.096 1 024 512 2.048 512 512

21 JRO " 512 512 1.024 1.024 .. . ...

22 AN " 256 512 1.024 2.048 · .. ...

23 FTS " 256 512 512 1,024 256 256

24 JCS " 64 64 512 256 64 128

25 CAS " 512 256 16.384 16,384 8.192 8.192

26 MTS copenhageni 512 512 1.024 512 512 255

27 JAS " 256 256 1.024 2.048 .. . " .

28 ACD " 16 2.048 16 2.048 2.048 1.024

29IMG " 1.021 2.048 65.535 8.192 4.096 32.768
30 YK grippotyphosa 512 256 16.384 2.048 8.192 2.048
31 ARS " 64 2.048 16:384 65.536 8.192 32.768
32 EVC " 128 64 512 256 128 256
33 JPM pomona 512 256 1.024 1.024 128 128
34 JAF icterohaemorrhagiae

e copenhageni 2.048 2.048 1.024 2.048 256 2.048
35 RJS icterohaemorrho.qía.e

e grippotyphesrL 32 64 512 512 · .. ...

(*) As casas vazias (..,) indicam amostra não colhida.
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TABELA 3

Comparação dos resultados de hemaqhüinação passiva executada com os dois antígenos (F, ROA e F,
Patoc l) em cada uma das amostras de soro de pacientes com leptospirose presumivelmente devida ao

soro tipo icterohaemorrhagiae

Soros N.? de casos

Fração F, 1.&amostra 2.a amostra 3.a amostra

Freqüência de RGA 23/25 .* 25/25 13/13
positividade *

Patoc I 25/25 25/25 13/13

Freqüência de diferença RGA 3/25 5/25 2/13
significativa *.* entre
os títulos, favorável a

Patoc I 2/25 3/25 2/13

" A mediana dos títulos no grupo controle foi de 1: 16.
"* Freqüência expressa como n.? de casos positivos sobre o total de casos analisados.
*** Diferença de duas ou mais diluições duplas.

DISCUSSÃO

Da análise dos resultados obtidos pode-se
constatar que hemácias sensibilizadas com F,
icterohaemorrhagiae e com F. paioc dão rea-
ções cruzadas com anticorpos produzidos por
vários sorotipos pertencentes a diferentes soro-
grupos causadores de leptospirose humana.

Ambas as extrações de F. foram prepa-
radas exatamente da mesma maneira e, por
conseguinte, as reações cruzadas configuradas
na tabela 2 contrastam com os achados de
ADLER & FAINE 2, que não encontraram
reatividade cruzada no soro de coelho heteró-
logo contra F. patoc. Tal contraste é bem
compreensível, uma vez que é sabido que o
sorotipo paioc não funciona como antígeno
poli valente de triagem, frente a anticorpos
anti-Ieptospiras produzidos pelas diferentes
espécies de animais domesticados.

CHERNUKHA et alii 6, estudando a dinâ-
mica de elaboração dos anticorpos aglutínan-
tes específicos em 1047 soros de 669 pacientes
com histórico de doença Ieptospirótica, verifi-
caram que a formação de microglobulinas e
macroblobulinas era simultânea, porém a con-
centração dos anticorpos 19 S (IgM) excedia
consideravelmente a dos anticorpos 7 S (IgG)
e a queda de imunoglobulinas da classe G, em
toda a evolução da doença, era consideravel-
mente menor que a de imunoglobulinas da
classe M. Assim é que, durante a primeira
semana de doença circulam no sangue prin-

cipalmente anticorpos da classe M, cujos títu-
los aumentam em até 10 vezes até a 4.a sema-
na da doença, enquanto os níveis de anticor-
pos IgG atingem os maiores títulos em torno
do 20.0 dia da doença. Segundo esses mes-
mos autores, os anticorpos da classe M pos-
suem espectro de reação cruzada bem maior
do que aquele pertinente às imunoglobulinas
da classe G.

Por outro lado, de acordo com ADLER &
FAINE1, os anticorpos anti-F, humanos per-
tencem à classe de imunoglobulina M, mesmo
quando detectados até 10 meses após o início
da infecção, o que explicaria o fato de não
terem esses anticorpos sua especificidade au-
mentada durante os diferentes estágios da
doença.

O amplo espectro de reação cruzada ine-
rente às imunoglobulinas da classe M ficou
evidente em nossa casuística, pois as provas
de hemaglutinação passiva com eritrócitos sen-
sibilizados com antígeno F, de ambos os soro-
tipos (icterohaemorrhagiae e patoc) detecta-
ram anticorpos na maioria dos pacientes, inde-
pendentemente da cepa com que foram infec-
tados. O fato é de importância clínica pois,
com a utilização de apenas uma única cepa,
chega-se ao diagnóstico de leptospirose huma-
na, o que é suficiente para o médico clínico,
desde que não existe tratamento medicamen-
toso diferente para cada uma das diversas
cepas de leptospiras causadoras das leptospí-
roses humanas.
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Quanto à estabilidade dos antígenos polis-
sacarídicos F" observou-se que puderam ser
estocados por um período de um ano sem
perda de suas propriedades sensibilizantes de
eritrócitos.

CONCLUSõES
As reações de hemaglutinação passiva com

eritrócitos sensibilizados com antígenos polis-
sacarídicos F, de ambos os sorotipos (icie-
rohaernorrhagiae e paioc) detectaram anti-
corpos nos pacientes com leptospirose, inde .,
pendentemente do soro tipo infectante. Por
conseguinte, as reações com ambos os soro-
tipos são gênero-específicas. Os resultados
obtidos com F, Pato c I foram idênticos ou

similares aos obtidos com F, RGA. Todavia,
a análise, por inspecção, deste estudo que
pode ser considerado como exploratório, indica
a necessidade de se trabalhar com um número
bem maior de amostras de soro, para que tais
conclusões sejam definitivas.

O confronto dessa prova com a soroagluti-
nação microscópica e com a imunofluorescên-
cia indireta está descrito em RIBEIRO et alii17

É vantajosa a utilização do antígeno F.
pato c, devido à facilidade de sua obtenção e à
ausência de patogenicidade em caso de conta-
minação laboratorial.

A estabilidade do antígeno polissacarídico
F" quando estocado a -20°C,é de cerca de
12 meses.
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ABSTRACT: F, polysaccharide antigen were extracted from leptospiras belong-
ing eiiher to icterohaemorrhaçine or patoc serovars, the protein/carbohidrate ratio
being respectively 1.24 and 0.54. The serological specificity was tested through
passive hemagglutination testo Preparations of gIutaraldehyde-fixed sheep red blood
celIs were sensitized with either L. icterahaemorrhagiae or L. patoe antigens. Each
final preparation was employed in tests carried out in 91 blood specimens obtained
from 35 pa tíen ts suffering from lep tospirosis presumably due to serovars icte-
rohaemorrhaçiae, copenhageni, grippothyphosa or pomona. Both F, preparations
behaved very similarly. The passive hemagglutination test was genus specific, very
sensitive and became positive in the early stage of the illness. The advantage
of F, patoc antigen is point out because of its lack of pathogenicity.

DESCRIPTORS: leptospirosis, human , immunodiagnosis; antigens, polysaccha-
ridic; passive hemagglutination testo
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