Rev. Inst. Adolfe Lutz,
41(2):127-183, 1981,

IMUNODIAGNGSTICO DA LEPTOSPIROSE HUMANA., 1, ANTIGENO
POLISSACARIDICO PARA A PROVA DE HEMAGLUTINACAQ PASSIVA *

Maricy Alves RIBEIRQ **

Massami KAWARABAYASHIT **

Augusta Kiyomi TAKEDA **

RIALAG/536

RIBEIRO, M.; KAWARABAYASHI, M. & TAKEDA, A X, — Imunodiagnéstice da
leptospirose humsana. 1. Antigens polissacaridico para a prova de hemaglu-
tina¢io passiva. Rev. Inst. Adelfo Lutz, 41(2):127-133, 1881,

RESTUMQ: Antigenos polissacaridices F, foram exiraidos de leplospiras dos
serotipos icterohaemorrhogioe e patos, cuja relaclio profeina/carboidrate fol de 1,24
e 0,54, respectivamente. Sua especificidade soroldgica foi avaliada na reaciio de
hemaglutinagfo passiva para o diagndstico da leptospirese humana. Para tanto,
hemieins de carneire previamente fixadas com gintaraldeido foram sensibilizadas
com aimbas as preparacles., Hsta prova fol experimentada em 91 sores obtidos
de 85 pacientes com leplospirose, causada presumivelmente pelos sorotipos deterohae-
morrhagine, copenhageni, grippothyphosa e pomone., Verificou-se que ambas as
fragies F, comporitaram-se de maneira semelhante. A reagie de hemaglutinacio
paseiva fol génere especifica, bastante sensivel, positivando-se precocemente na
fase aguda da doenca, Foram salientadas as vaniagens do emprego do antigeno F,
patoe, por se tratar de sorotipe ndoe patogéncio,

DESCRITORES: leptospirose humana, imunodiagnistico; antigeno polissacari-
dico de leplospira; prova de hemaglutina¢io passiva.

INTRODUGAO

Desde o trabalho descrito por HINDLE &
WHITE %, em 1934, iniimeros autores® 457
8, 14,15, 19,20, 21 {3 investigado antigenos estd-
veis e suas eventuais aplicagbes em provas
diagnésticas das lepiospireses, a fim de subs-
tituir ou complementar a prova cléssica da
soroaglutinago microscépica.

FAINE et alii®, em 1974, isolaram um an-
tigene lipopolissacaridico, denominado Fragfo
4 (F.), provavelmente situado perto do enve-
lope externo® das leptospiras, cujas proprie-
dades |biolégicas foram estudadas™, tais
como, a produgio dos anticorpos anti-F, em
coelhos, e sea efeito bactericida i vitre, a
imunizacio passiva e ativa com anti-F. e 4
respectivamente, e sua capacidade protetors
em camundongos.

A determinacio da eventual especificidade
sorolégica do F., exiraido de sorotipos per-
tencentes a diferentes sorogrupos, obtida atra-
vés da hemaglutinaciio passiva (HAP), mos-
trou a ocorréncia de ampla reacfo cruzada
frente aos respectivos anti-soros especificos de
coethos, quando imunizados por wia intrave-
nosa, onde os anticorpos pertenciam 2 classe
de imunoglobulina M, sepunde ADLER &
FAINE® FEstes autores, ac imunizarem coe-
thes por wvis intramuscular com o antigeno
emuisionado com adjuvante, obtiveram anti-
corpo IgG, com reagdes cruzadas muito menos
intensas. Todavia, trabalhando com ¥, do
sorotipo patoe, frente a sores de pacientes
acometidos de leptospirose, wverificaram rea-
goes positivas em altes titulos.

O presente trabalho teve por objetive a
obtencfio do antigeno polissacaridico de leptos-
piras dos sorotipos dcierohaemorrhagice e

* Realizade na Secho de Imunologia do Institute Adolfeo Lutz, S&o Paulo, SP.
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patoc e a sua avaliag®o na reacfio de hema-
glutinaglo passiva (HAP) frente a amostras
de soros de 85 pacientes com quadro clinico
de leptospirose,

MATERIAL B METODOS

Sorotipes de leptospiras

Foram  utilizados os sorotipos dcle
rehaemorrhagice RGA e patee Patoc I, que
foram cultivades em 5,3 litrog do meio de
Korthoff, modificads, contendo 10% de soro
normal de coelho, e incubados a 28C¢C, durante
9 a 12 dias. As suspensfes finais continham
aproximadamente 300 organismos por eampo
microscépico (aumento 400 X).

Antigeno polissacaridico (F.}
a) FEwtracdo

A extragio deste anitigeno foi feita de
aeordo eom a técnica preconizada por FAINE
et alii?, com algumas modificactes, descritas
a seguiv; culturas de leptospiras foram fixa-
das com formaldeido a 1%, a 37°C, por uma
hora, e centrifugadas a 16.300 x g *, por 10
minutos, a 49C. O sedimento foi lavado duas
vezes com solugfo salina tamponada fosfatada
(38TF), pH 7,2, ressuspenso nesse mesmo
tampéo e adicionade a igual volume de NaQOH,
& 19. A suspensiio fol mantida por 12 horas,
a bB6°C, com agitacfo ocasional e, apés res-
friamenio & temperatura ambiente, foi centri-
fugada a 27.000 x g, por 25 minutos, a 4°C,
O precipitade foi desprezado. O sobrenadante
teve o pH ajustado para 8, 5, com HC1 1 N, e
foi adicionado = igual volume de etanol
absoluto.

Essa suspens@o fol estoeada por 12 horas,
a 4°C, apds o gue fol centrifugada a 27.000 x
g, por 20 minutos, para remogio do preci-
pitado {fra¢io 1 de ¥Faine?); o pH do sobre-
nadante fol acertado para 3,5 ecom A4cido
acético glacial e estoeado por 48 horas, a 4°C.
O precipitado (frag¢io 2 de Faipe?) foi remo-
vido por centrifugagdio a 37.000 x g por 20
minutos, a 4°C. O sobrenadante foi neutrali-
zade e precipitado eom etanol a 909, por 3§
horas. Apds centrifugacfio a 10.400 x g, por
20 minutos, a 49C, o precipitado foi ressus-
penso em Agua destilada e, apds didlise, repre-
eipitado 2 vezes eom etanol a 90%. O precipi-
tado formado, fracic 4 de Faine®, que con-
tm o antigeno polissacaridico, foi ressus-
penso em salina estéril e estocado a —200C.
Foram obtidos, dessa forma, o5 antigenos
polissacaridicos dos  sovotipos  icterchae-
morrhagice e pates, que serfc mencionados
como F. icterohaemorrhagice e F. patoc.

b) Determinacdes guimicas

O contelido de carboidratos foi determinado
pelo métode da antrona 8, enguanto que a
concentragdo das proteinas fol dosada pelo
método de LOWRY et qliiz,

Prove de hemaglutinacio passive

a} Prepare de hemdeies flzadas com glu-
teraldeido

Hemacias de carneiro foram fixadas com
glutaraldeido, conforme iécniea deserita por
IMAL et aliii2,

b) Sensibilizacdo dog hemdeios fizadas

No momento do uso, as hemdcias de car-
neiro previamente fixadas eom glutaraldeido
foram lavadas duas vezes em SSTF, pH 7.2
Uma suspensfo a 10% dos eritréeitos foi dis-
tribuida em 2 tubos marcados, “reag¢do” e
“controie’”, respectivamente. No tubo mareade
“reacho” fol adicionado 1,9 mi da suspenséo
de antigeno polissacaridico {F.), na concen-
tracdo pré-titulada para cada 0,3 ml da sus-
pensdo de hemdéecias a 109%. No tubo “con-
trole”, a suspensdo de antigeno foi substi-
tuida por SSTF, pH 7,2, Apds homogeneiza-
¢o, os eritrécitos foram incubades, a 37¢C,
por 60 minutos, com agitagio a cada 10 minu-
tos. Em sepuida, as hemdcias foram lavadas
8 vezes com SSTF, pH 7.2, e centrifugadas
a 765 x g, por 10 minutos. Feram obtidas por
essa téeniea suspensdes & 1%, em SSTF, pH
7,2, de eritrocitos sensibilizados com F. icte-
rohaemerrhagice e com F, patoc.

¢} Reacgdo propriomente dila

As amostras de soros a serem examinados fo-
ram diluidas em série, na razéo log . com tam-
pac diluente (soroalbumina bovina a 0,5g %,
diluida em SSTF pH 7.2) em placas de mi-
crotitulagio em “V”, com algas diluidoras de
25 pl. Em cada cavidade da placa foram
adicionadog 25 wpl dg suspensio, a 1%, de
heméeias sensibilizadas. As placas foram
agitadas e colocadas em cimara Gmida por 60
minutes, & temvperatura de 37°C; em seguida,
permaneceram a temperatura ambiente por 18
horas. A leitura fol expressa em titulo, con-
siderado como sendo a maior diluicie do soro
onde zinda ocorria a aglutinagio de hemdcias.
Foi considerado significativo o titule fgual on
major do que 1:32, com base na mediana de
valores obtidos em grupo controle ¥,

Soros amalisedos

Foram utilizadas de 2 a & amostras de soro,
num total de 91 amostras, obtidas de 3B
pacientes com leplospirose cujos titulos de
aglutininas especificas foram positivos pela
téenica  de  sorcagiutinacfio  microscépica
(SAM). O intervalo médio, apéds o inicio dos
sintomas, em que foram colhidas asg amostras

* g = aceleragiio padrio da gravidade (9.807 mm/s?).
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fol para a 1.* amostra de 6 dias, para a
22 amostra, de 18 dias e para a 3.2 amos-
tra, de 38 dias. A procedéncia e oz resul-
tados da SAM desses soros estdo descrifos
na parte 2 do presente frabalhe (RIBEIRO
et alti17). O sorctipo etiologico presumivel foi
o icterohaemorrhagice om 25 pacientes, o
copenhageni em 4, o grippotyphose em 3, o
pomona em um. Nosg dois pacientes restantes,
oz sorotipos ndo foram claramente determi-
nades pela SAM.

RESULTADOS

Os resultados obtidos na exiragio e dosa-
gens quimicas dos antigenos polissacaridicos
¥, estdo sumarizados na tabela 1, onde se

pode cbservar gue em 5,2 ltros de cultura de
icterohaemorriagice, cepa RGA, foram obti-
dos 28,7 mg, em peso seco, do antigeno polis-
sacaridico (F. RGA), sendo 23,439 corres-
pondente a carboidratos e 26,17%, a proteinas.
A conecentracio na diluicio 6tima sensibili-
zante fol de 9,56 pg/ml, contendo 2,788 ng/ml
de proteina e 2,24 wug/ml de carboidrate.

No mesmo volume de cultura do sorotipo
potee Patoc I, foram obtides 15,6 mg de peso
seco de antigeno polissacaridico (F. Patoc 1),
do qual 22,449 corresponde a ecarboidrafos e
12,059% a proteinas; a concentracie na dilui-
¢3o Otima sensibilizante foi de 1560 ug/ml,
dos guais 1,879 ug/ml correspondem a pro-
teinas e 3,50 pg/ml, a earboidratos.

TABELA 1

Dosagens guimices dos antigenos polissacaridices (F,) obtidos dos soretipos icterchaemorrhagize RGA e
patoe Patoc [

Cepa de leptospira

RGA Patoe [
Fragio F, \
Peso seco {mg)} 28,70 15,68
Carboidratos (%) 23,43 22,44
Proteinas {5} 29,17 12,05
Concentracio na D.OS, {(pg/mi)* 9,56 15,60
Proteinas na D.OS. (ug/ml) 2,788 1,879
Carboidratos na D.O8. (ug/ml) 2,24 3,50

#  DOE. = diluigdc Otima sensibilizante,

A relagiio proteina/carboidrato da cepa RGA
foi de 1,24, enquante que a da Patoc I fol
de (1,54, demonstrando que este dltimo apre-
senta um teor de proteina bem menor do gue
o da cepa RGA, enguanto que o teor de carboi-
drato se enconfra em propor¢des bem proxi-
mas em ambas as cepas.

Os dois F, obtidos foram capazes de sensi-
bilizar hemacias de carneiro previamente fixa-
das com glutaraldeido, possibilitando a exe-
cugio de reagdes de hemagiutinacio passiva
nas amostrags de soros humanos em estudo,
cujos resultados est@o dizseriminados na tabe-
ia 2,

Como se pode observar, os dois lotes de
hemécias reagiram com soros provenienies
de pacientes eujos agentes infectanies pres-
sumiveis eram sorotipos homélogos ou nio.

Na tabela 8 encontra-se a comparacdo dos
resultades de HAP, empregando-se eritrécitos
sengibilizados com F, RGA {cepa homdéloga)
e com F, Patoc T {cepa heteréloga) em cada
uma das amosiras de tore de pacientez com
leptospirose cujo agente etiolégico presumivel
foi o sorotipe icidvohaemerrhagive. Com os
dois critérios de comparacfo, isto é, fregiién-
cia de positividade e freqiiénein de diferenca
signifieativa entre oz titulos, os resultados
obtidos foram idénticos ou similares.
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TABELA 2

Tiiulos dos amostras séricus de cadn pocients com leplospirose obitidos wiravés de hemoglutinupdo pussivi,
empregando-se og antigencs F, iclevchasmorrhagiae RGA e F, patoe Patec [

Hemaglutinacho Passiva (titulo 1:)
Agente infeccicso
Paciente presumivel 1% Amostra 2.2 Amostra 3.2 Amostra
Horotipo RGA Patoc I RGA Patoc 1 RBGA Pator T
1 MFL jeterchaemorrhagioe 128 128 4. 008 2,048 512 BiZ
2 ESO ” 8.192 16,384 4.096 1.024 2.048 512
3RV " 32 32 4.086 2.048 4,006 1.624
4 LBS ” 32 32 16,384 1.024 512 1.024
5 JAC » 1.024 512 4,086 1.024 128 512
6 MAS ” 256 512 1.024 1.024 .
7 SMA ” 18 64 2.048 512 512 256
& M8 - $.192 16.884 4.006 32.768
§ VP " 258 956 2,048 2.048
W Ps » 1.624 1.024 4.096 1.024
11 ICB n 256 84 512 1.024 256 258
12 MIP i 1.0%4 2.048 4,096 8.162
13 ASS o 1.024 1.024 2.048 2.048
14 FJA " 1.024 2.048 4.096 8.1982
15 JLR ” 1.024 256 512 268 256 256
16 KI " 4.094 %.192 8.142 %.192
17 IM " 3.192 8.192 4098 16.484
18 CRS » 2 22 1.024 512 256 128
19 MCAS " §.102 16.384 2.048 1.024
26 MHEK 4 4.006 1.024 512 2.048 512 512
21 JRO » 512 512 1.024 1.024
22 AN " 258 512 1.024 2.048
23 TS ” 256 512 512 1.624 256 256
24 JCS = 64 64 512 256 64 128
25 CAS " 512 256 16.384 16.584 8.192 2.192
25 MTS copenhageni 512 512 1.024 512 512 255
27 JAS ” 256 256 3.024 2.018
28 ACD " 18 2.048 18 2.048 2.048 1.024
2 IMG ” 1.024 2,048 65.535 8.192 4.098 32 768
30 YK grippotyphosa 512 - 256 16 .884 2048 8.192 2,048
31 ARS ” 64 2.048 16:384 65,538 &.192 32,768
32 BV ” 128 64 512 256 128 2586
83 JPM pomong 512 256 1.024 1.024 128 123
A4 JAF icterohaemorrhagice
e copenhageani 2.048 2,048 1.024 2.048 256 2.048
25 RJS icterohacmorrhagice
e grippotyphesa 32 84 518 512

{*}Y As easas vasias {.,.) indicam amostra nao colhida,
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TABELA 3

Comparagio dos resultades de hemeglutinagdo possive executada com os dols entfgenos (F, RGA ¢ F,
Patoc f) em cado umae das emostras de sore de pacientes com leptospirose presumivelmente devide ao
seroiipo icterchaemorrhagiae

Soros N.2 de casos
Fragio F, 1.2 amostra 2.5 amostra 2.2 amostra
Freqiiéneis de RGA a8726 ** 25/25 13/18
positividade *
Patoe I 25/25 25/25 13/12
Freqiiéncia de diferenca RGA 3/25 5/28 2/13
significativa ¥*¥ entre
os titulos, favordvel a
Patoe 1 2/25 3/25 2713

# A medians dos titnlos no grupo controle fol de 1:16.
#*  Preqiifneia expressa como n.? de cases positivos sobre o total de casos snalizados.

=%  Diferenca de duas ou mais diluigdes duplas,

DISCUSSAC

Da analise dos resultados cobtidos pode-se
congtatar que hemdcias sensibilizadas com ¥
icterohaemorrhagice e com F, patoc dao rea-
¢bes cruzadas com anticorpos produzidos por
varios sorotipoes pertencentes a diferentes soro-
grupos causadores de leptospirose humana.

Ambas as extragbes de F. foram prepa-
radas exatamenie da mesma maneira €, por
conseguinte, as reagdes cruzadas configuradas
na tabela 2 contrastam com os achados de
ADLER & FAINE? que nio encontraram
reatividade cruzada no soro de coelho heterd-
logo contra T patoe., Tal contraste é bem
compreensivel, uma vez que ¢ sabido que o
sorotipo patec nio funciona comoe antigeno
polivalente de triagem, frente a anticorpos
anti-leptospiras produzidos pelas diferentes
espéeies de animais domesticados.

CHERNUKHA et alii® estudando a dini-
mica de elaboragio dos anticorpos aglutinan-
tes especificos em 1047 soros de 669 pacientes
com histérico de doenga leptospirdtica, verifi-
caram que a formagfo de microglobulinas e
macroblobulinas era simulténea, porém a con-
centracio dos anticorpos 19 8 (IgM) excedia
consideravelmente a dos anticorpos 7 S (Ig(®)
e a gueda de imunoglobulinas da classe G, em
toda a evolugBo da doenga, era consideravel-
mente menor que a de imunogiobulinas da
classe M. Assim é gue, durante a primeira
semana de doenga circulam no sangue prin-

cipalmente anticorpos da classe M, cujos iitu-
los aumentam em até 10 vezes até a 4.2 sema-
na da doenea, enquanto os niveis de anticor-
pos IgG atingem os malores titulos em forne
do 20.° dia da doenga. Segundc esses mes-
mos autores, os anticorpos da classe M pos-
suem espectro de reaclo cruzada bem malor
do gue aguele pertinente &s imunoglobulinas
da classe G.

Por outro lado, de acorde com ADLER &
FAINE!, os anticorpos anti-F. humanos per-
tencem 2 classe de imunoglobulina M, mesmeo
quando detectados até 10 meses apds o inicio
da infecglo, o gue explicaria o fato de nfo
terem esses anticorpos sua especificidade au-
mentada durante os diferentes estagios da
doenga.

O amplo especiro de reagBo cruzada ine-
rente &3 imunoglobulinas da classe M ficou
evidente em nossa casulstica, pois as provas
de hemaglutinac¢io passiva com eritrdeitos sen-
sibilizados com antigeno F, de ambos os soro-
tipos (icterohaemorrhagiae ¢ puloc) detecta-
ram anticorpos na mailoria dos pacientes, inde-
pendentemente da cepa com que foram infee-
tados. O fato é de importancia clinica pois,
com a utilizagfio de apenas umi vnica cepa,
chega-se ac diagnéstico de leptospirese huma-
na, o que é suficiente pars o médico clinico,
desde que n&o existe tratamento medicamen-
toso diferente para cada uma das diversas
cepas de leptospiras causadoras das leptespi-
roses humanas.
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Quanto A estabilidade dos antigenos polis-
sacaridicos F., observou-se que puderam ser
estocados por um perfodo de um ano sem
perda de suas propriedades sensibilizantes de
eritrécitos,

CONCLUSGES

As reacbes de hemagilutinagio passiva com
eritrocitos sensibilizados com antigenos polis.
sacaridicos F, de ambos os sorotipos (icte-
rohaemerriagioe e patoc) detectaram anti-
coTpos nos pacientes com leptospirose, indes
pendentemente do sorotips infectante. Por
conseguinte, as reagdes com ambos 08 S0ro-
tipoge sdo género-especificas. Qs resultados
obtidos com F, Patoc I foram idénticos ou

similares acs cobtidos com F, RGA. Todavia,
a analise, por inspeecgdo, deste estudo que
pode ser considerado como exploratério, indica
a necessidade de se trabalhar com um mimero
bem maior de amostras de sore, para que tais
conclusBes sejam definitivas,

O confronto dessa prova com a soroagluti-
nagio microscopica e com a imunofluorescén-
¢ia indirveta estd deserito em RIBEIRO et aliil?

¥ vantajosa a utilizaclo do antigeno F,
patoe, devido A facilidade de sua obten¢fo e &
auséneia de patogenicidade em caso de conia-
minacio laboratorial.

A estabilidade do antigeno polissacaridico

F,, quando estocado a -20°C, & de cerca de
12 meses.
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ABSTRACT: F, polysaccharide antigen were extracted from leptospiras belong-
ing either to fcterchaemorrhagine or patoc serovars, the protein/carbohidrate ratic
being respectively 1.24 and 0.54. The serological specificity was tested through
passive hemagglutination test. Preparations of glutaraldehyde-fixed sheep red blood
cells were sensitized with either L. icteérohaemorrhagine or L. patec antigens. Bach
final preparation was employed in tests ecarried cut in 91 blood specimens obtained

from 35 patients suffering from

rokaemorrhagine, copenhageni, grippothyphesa or pomena.
The passive hemagglutination test was genus specifie, very

hehaved very similariy.

sensitive and heeame positive in the early stage of the illness.

leptospirosis presumably due to serovars icie-

Both F, preparations

The advauntsge

of F, patoc antigen is peint out because of its lack of pathegenicity.

DESCRIPTORS:
ridic; passive hemaggintination test.

ieptospirosis, human, immunodiagnosis; antigens, polysaccha-
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