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RESUMO: A prova de hemaglutinagio passiva fol avaliada em relagho 3 soro-
aglutinaciio microseépica em 437 ameoszfras de soros provenlentes de 182 pacientes
com guadre clinico sugestivo de lepiospirose, internades no Hospital de Isolamento
“Bmilio Ribas”, em S3c Paulo. A prove de hemaglutinacio passiva apresentou asso-
clagio significativa com 2 soroaglutinngio micrescépica, revelando-se, pois, uma prova

alternativa de elevado valor diagnéstico.

DESCRITORES: leptospirose humana, imunodiagndstice; anticorpos, determing-
¢&c no soro; preva de hemagiutinacio passiva.

INTRODUGAO

A leptospirose & uma doenga com alta
prevaléncia em nosso meio. Epidemias podem
ocorrer na época das chuvas, quando os
hospitaizs sdo procurados poOr NUMErosos
pacientes com suspeita de lepfospirese, pro-
venientes das regides atingidas pelas enchen-
tes. O diagnéstico laboratorial & feito,
principaimente, pela pesquiza de anticorpos
especificos, sendo que a soroaglutinaciio
microseépica (SAM), que utiliza culturas
vivas de leptospira, é a prova-padrio reco-
mendada pela Organizaciio Mundial da
Satidet Apresenta porém a necessidade de
manutencio de culturas de numerosos soro-
tipos patoglnices, oferecendo ainda risco de
eonfaminagio ze laboratorista., Qutras provas
tém sido propostas, dentre elas a hemagiu-
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tina¢fio passiva (HADP), avalinda hé wvarios
anes por diversos autores 27 9% 10, No entanto,
nédo tem side tio empregada guanto a prova
de SAM*® porque os resultados nem sempre
ge correlacionam, provavelmente devido a
diferentes sistemas antigenoc-anticorpo envol-
vidos. Conseqiientemente, fem havide fendén-
cia em subestimar o valor da prova de HAP,
prevalecendo os resultados da prova de
referéncia (SAM)}. ZEntrefanto, é conceito
vigente entre os pesquizadores que & prova
de HAP, além de ser génerc-especifica e de
rapida execuefio, detecta anticorpos na fase
aguda da infecclo e, para tante, utiliza
como antigeno uma fracide polissacaridica da
Ieptospira & 2.

O presente trabalbo pretende avaliar a
HAP como prova diagnéstica, comparada i
SAM, em condigies onde o laboratdric ndo
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tem acesso a mailores informacgbes guanto &
fase da doenga em gue se encontra o
paciente, por ocasifio da coleta das amostras
nomicamente a leptospira, a saber:

MATERIAIS E METODOS

Soros analisados

No periodo de janeiro a abril de 1083,
foram obtidas 437 amostras de sangue, colhi-
das por puncio venosa, compreendendo 2 a 3
amostras seriadas de 192 pacientes inferna-
dos no Hospital de Isclamento “Emilic Ribas™
de S#o Paulo, com quadro clinico sugestivo
de leptospirose. Foram também analisadas
amostras séricas de paclentes com outras
doengas que devem ser consideradas no
diagnéstico diferencial, ou cujo agente etio-
logice estd relacionadc morfoldgica e taxo-
nomicamente & leptospira, a saber:

— 20 pacientes com malédria, com parasi-
temia comprovada por exame de gota
espessa, sendo 13 por P. Folciparum ¢
7 por P. vivex;

~— 14 pacientes com hepatite por virus A,
eujos soros foram positivos para anti-
eorpo IgM, ou através da prova de
radioimunoensaio *; )

-~ 42 com hepatite por virug B, com anti-
geno HBs positivo na prova de hema-
glutinacio passiva reversa;

— 98 pacientes com sorologia sugestiva de
sifilis, ou seja, reagentes nas provas de
fixacio de complemento (microtéenica
do “Laboratory Branch Complement
Fixation”), VDRL ** ¢ FTA-ABS **%;

— 20 pacientes com febre tiféide, confir-
madeos por hemocultura ou por meio de
reagio de Widal, eom: diagnoéstico clinico
compativel,

Sorcaglutinacio microsebépica

A prova de soroaglutinacdo microscdpica
foi realizada de acordo com a téenica deserita
em RIBEIRO et ofii? utilizando a bateria
constituida pelos seguintes sorotipos:

icterohaemorrhagiae, cepa RGA;
copenhagent, cepa M20;
panama, cepa CZ214 K;
grippetyphosa, cepa Moskva V;
canicole, cepa Hond Utrecht IV
pomena, cepa Pomona;

batavice, cepa Swart;

australis, cepa Ballico;

wolffi, cepa Divaldo;
patoe, cepa Patoc 1.

Foram considerados sores com titulos
significativos, mencionados eomo positivos,
agueles que reagiram & diluigio 1:100 ou
maior, com algum dos sorotipos acima refe-
ridos, eritério este adotado por diversos
autores 14 11, 13,

Hemaglutinacio passive

A prova de hemaglutinagio passiva, para
a pesquisa de anticorpos especificos para
antigeno polissacaridico F. de pafoe Patoe 15,
foi realizada conforme procedimento descrito
em RIBEIRO et alii® O wvalor adotado como
titule significativo, mencionade como positive
(7 128), nesta prova, teve por base a
analise dos resultados encontrados no grupo-
-controle de 100 soros humanos considerados
normails, estudade em trabalho anteriors?,
onde @ fregiiéneia deste titulo ocorreu em
apenas 49% desse grupo. Foram congiderados
significativos, também, os resultados em que
houve soroconversdo, isto é, com diferencga de
duas oun mais diluigbes entre duas amostras
seriadas.

Andlise estatistica

Foram empregados os testes do X% ¢ de
igualdade de proporgdes, com nivel de signi-
fiedneia (o) igual & 59 para verifiear respec-
tivamente a associacdo e a precocidade diag-
néstica apresentadas nas provas de SAM e
HAP, nas amosiras analisadas,

RESULTADOS

A analise dos resultados obtidos na prova
de hemaglutinagio passiva teve por hase o
confronto com a prova de soroaglutinacio
mieroscopica. Na tabela 1 sfo encontrados
os regultados da 1.% amosira sériea dos 192
pacientes estudados.

Observou-ge positividade simultdnea em
36,469 e concordincia quanto a resultado
negativo em 45,31% das amostras. Em 35
goros houve disecordéineia nos resultados das
provas, sende 24 (12,509%) ecom titulos posi-
tivos somente para a prova de HAP e 11
(5,73%) para a prova de SAM.

A conclusde diagnéstica laboratorisl espe-
cifiea, obtida através de ambas as provas,
apds seguimento sorolégico dos pacientes,
encontra-se ha tabela 2.

Observou-se concordéncia entre as duas
provas em 73,44% dos pacientes, guanito 3
presenga de titulos positivos e, em 20,319,
quantc 3 ausdneia desses titmlos, Em 12
(6,25%) pacientes, os resnltados laboratoriais
foram discordantes,

* Qonjunto de reagentes HAVAR-M, Abbott Lab., North Chicage, 111., E.U.A.
#* Reacio de floculagio em lAmina, ntilizando o antigene de cardiolipina.
5% Tegte de anticorpos treponémicos fluorescentes com absor¢io prévis dos seros com treponema

Reiter,
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TABELA 1

Resultados obtides nas provas de sorcaglutinagdo microscépica ¢ hemaglutinagfo passive na
1.2 gmostre séries dos 182 pacientes

HAP Casos positives Casos negativos Total

SAM n?P o ne % n° L2

Casos positives 70 36,46 i1 5,73 81 42,19

Casos negativos 24 12,50 87 45,31 111 57,81
Total 94 48,96 98 51,04 102 160,06
X2 =2,708 x2 - = 3,841

observado critico {0,05)
gl = 1
TABELA 2

Distribuicio dos 182 pacientes, segundo conclusdo diagndstice apds o estudo sorolégico seqilencial
nas proves de sorvoaglutinacdo microscipica e hemaglutinagde passive

HAP Casos positivos Casos negstivos Total

SAM nP LA no %% n? L

Casos positivos 141 73,44 5 2,60 146 76,04

Casos negativos 7 3,65 39 20,31 46 23,90
Total 148 71,09 44 22,91 192 100,00
Xi-’ = 0,538 X2 " = 8,841
“ohservado eritico (0,058)

gl =1

Quanto aos cdlenlos estatisticos, o X" indica
a existéncia de associagio entre as provas de
SAM e HAP, ao nivel de 5% na 1.% amosira
gérica (tab, 1), bem como apds a conclusio
diagnéstiea laboratorial (tab. 2).

A verifieacio da precoeidade disgnéstica
nos 141 pacientes, cujos resultados finais
foram positivos em ambos og métodos, encon-
tra-gze na tabela 3.

Constatou-se gque 109 pacientes mostraram
titulos positivos nas duas provas, na mesma
amostra sérica (positividade simultinea).
Em 22 destes pacientes, a HAP demonstrou

anticorpos especificos precocemente em rela-
¢fio & SAM. Por ocutre lade, 8 SAM revelon
precocemente titulos positives em 10 pacien-
tes, Aplicando-se o teste de proporgies para
comparar a precocidade relativa da SAM e da
HAP, conclui-se ¢ue, ac nivel de 5%, nao
houve diferenga estatisticamente significante.

Na tsbela 4 enconiram-se oz resultados
obtides com o emprego da prova HAP em
uma tnica amostra sérica de pacientes com
infeegdes varias, a saber: maldria, hepatite,
sifilis e febre tiféide. Essges soros ndo tive-
ram titulos positivos para leptospirose,
na prova de soroaglutinacfo microsceépiea.
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TABELA 3

Distribuigdo dos 141 poacientes, segundo o precocidade diagndstica dus provas de
soroaglutinacde microsedpicn ¢ hemaglutinacho passive

Positividade precoce
Positividade simuitdnes Total
HAP SAM
169 22 10 141
TABELA 4

Iigtribuicdo dos 124 pacientes, segundo a doenga, e titulos de anticorpos noe hemuoglutinacdo
passive para o dicgnéstico da leptespirese

t
Titulo na HAP E
64 i28 256 TOTAL
Troencs
Hepatite B 41 1] 1 42
Hepatite A 13 0 1 14
Bifilis a7 1 it 28
Febre tiféide 18 2 0 5 20
Maldria (P. faleiparuw) i3 ] } 13
Malaria (P. vivex) T 1] 1] 7
Total 119 3 2 124

DISCUSSAO

Entre as imunogiobulinas produzidas na in-
fecgfio leptospirdtica humana estfio as agluti-
ninas responsaveis pela soroaglutinagioc mi-
croscopica, prova esta considerada relativa-
mente sorotipo-espeeifiea ¢, quando slo utiliza-
dos sorotipos patogénicos, e género-especifica,
quande o sorotipo patose Patee 1 & utilizado
como antigeno.

Por outro lado, sdo conhecidos os anticorpos
formados ¢ontra fracdes antigénicas de Leptos-
pira, a8 quais t8m a capacidade de sensibilizar
eritroécitos ¢n wifro, entre eles o anticorpo
anti-F,, intensivamente estudado por ADLER
& FAINE ., responsdvel pela reacio de hema-
glutinagdo passiva, objeto desta pesquisa. T4
tulos significativos obtidos nesta prova indi-
cam presenca de infecclio aguda, eis que, ao

38

contrario da SAM, a HAP néoc revela anti-
corpos residuais de infecgbes pregressas. O
procesgamente das primeirss amostras de
goro dog 192 pacientes demonstrou gue existe
associacio entre SAM e HAP, ao nivel de
significincia de 5%.

Cumpre-nog lembrar, no entanto, gue nio
era conhecido o estdgio vigente de doenca
na ocasido em que foram colhidas as amos-
tras. Sabe-se que alguns pacientes vém
transferidos de outro hospital, ou procuram
o Hospital “Emilic Ribas” tardiamente, de
modo que nem sempre a primeira amostra por
ndés analisada corresponde ao periodo ime-
diato ao infcio dos sintomas. Em vista disto,
foi realizado um estudo sorolégico seqiiencial
desses pacientes (tab. 2) onde se pode confir-
mar, apés a conclusio diagnédstica laborato-
rial, gue houve associagio entre as provas de
SAM ¢ HAP.
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Procurando avaliar os 7 casos (tab. 2},
cujos resultados foram positives somente na
prova HAP, procedeu-gze ao estudo retrospec-
tivo de cada um destes pacientes, objetivando
comprovacio cliniea, epidemioldgica ou labo-
ratorial, Verificou-se que 6 destes pacientes
tiveram confirmacio laboratorial (SAM com
titulog positivos) em amostras subseqiientes,
gue foram analisadas apés o términc deste
trabalho e apenas um caso ndo foi confirma-
do peln SAM, mas teve comprovagio cliniea
¢ epidemioldgica. Deste modo, foi aceita & hi-
pitese de leptospirose nos 7 paecientes, poden-
do-gse inferir gque nesses cagos houve precoci-
dade diagndstica da HAP em relacio a SAM,
e néc resultados falso-positives. Da mesma
forma, a prova de 8AM apresentou resultados
positivos precoce em relagio & HAP em b casos
{em trés os sores reagiram apenas com ¢ SOTO-
tipo patoc) gue foram confirmados cliniea ou
epidemiologicamente,

Analisando a precocidade diagnéstica das
provas de SAM ¢ HAP {(tab. 3}, constatou-se
gue, dentre os 141 pacientes que apresenta-
ram titulos positives em ambas as provas,
22 casos foram precocemente diagnosticados
pela HAP contra 10, que o foram pela SAN.
Porém, tal diferenga nfio foi estatisticamente
significante ao nivel de 5%, discordando dos
resultados anferiormente apresentados por

RIBEIRO et aliis. Com isto, torna-se indis-
pensdvel uma reavaliagio da precocidade diag-
néstica relativa &s duas provas, utilizando-se
os mesmos critérios de positividade, num gru-
po de pacientes com lepfospirose, com conhe-
cimento prévio da data do inicio dos sintomas.

Quanto & especificidade da prova de hema-
glutinagéo, conforme observado na fabels 4,
nae fol relevante o nfimero de casos com
titulos positivos encontrados nos grupos de
pacientes portadores de hepatite por virus
A e B, sifilis e malaria. Sobre a ocorréneia
de dois ecasos de febre tiféide que apresen-
taram titulo igual a 128, n&o se pode descartar
a hipétese de infeegio dupia, conforme foi
descrite por TIRIBA et alii!?, Devido ao
nimero reduzido de easos estudados e & falta
de maiores informagtes sobre esses paecientes,
impde-se a necegsidade de nova investigacdo
sohre a incidéncia de titulos de anticorpos
hemaglutinantes para leptospirese, em indivi-
duos portadores de oubras infecefes.
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ABSTRACT: The passive hemagglutination test for leptospirosis was compatred
with the microscopic seroagglutination test in 487 sera from 192 patients suspected
to have lepiospirosis, admitied to a hospifal for infectious diseases in S&o Paulo
City, Brazil, Passive hemagghutination sssay demonstrated significant sssociation
with the microscopic sereagglutination test, revealing ifself as an excellent alterna-

tive disgnostic method.
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