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Diagnaostico seroldgico de la leptospirosis humana mediante
3 variantes de la técnica de hemaglutinacion pasiva

Lic. Ana Margarita Obregén Fuenteg Dra. Magalys Martell

RESUMEN

Se realizé un estudio serolégico para evaluar 3 variantes de la técnica de hemaglutinacién pasiva (HA), con la utilizacién de
eritrocitos de carneros frescos y formalinizados (HC) y globulos rojos humanos grupo O Rh negativo formalinizados (HH), no
se detectaron diferencias estadisticas significativas de los resultados de la HA y la HC y entre la HC y la HH. Sélodse present
reaccién inespecifica en 2 de los 200 sueros estudiados empleando la HH y la HC. Se observaron anticuerpos heteroéfilos
solamente en el 2,5 % de los sueros estudiados por HH y en el 100 % mediante HC. Se determinaron los parametros cualitativos
para las variantes empleadas y asi se evalué la repetibilidad y reproducibilidad de la variante mas dutil.

Descriptores DeCS:SERODIAGNOSTICO/métodos; TESTS DE HEMAGLUTINACION/métodos; LEPTOSPIROSIS/sangre.

En Cuba, la técnica més utilizada para el diagnésticogrupo O Rh negativo. Estos Ultimos constituyen los mas
serolégico de la leptospirosis humana, es laindicados cuando se pretende titular anticuerpos en sue-
hemaglutinacion pasiva (HA), la cual ha sido aplicada '0s de humanos, ya que se evitan reacciones inespecificas
hasta el nivel de centro provincial de higiene y due siocurren cuando se utilizan eritrocitos heterélogos.

epidemiologia (CPHE) desde 1981. En numerosos estyEN caso de emplearse estos ultimos es imprescindible

dios realizados se ha prestado gran atencion a la preparé‘?al'farle al tsu(t;ro una adsorC||on previa. indicad
cion de los eritrocitos procedentes de diferentes espe- . 0S €studios que empiean como indicadores
eritrocitos formalinizados se justifican por la estabilidad

cies de animales, los que han sido sensibilizados con 3 . . o
gue éstos brindan al sistema y porque posibilitan la sen-

diferentes antigenos medlantg diferentes métodos. E.‘\Qéibilizacic')n previa al ensayo lo que disminuye el tiempo
entonces que aparecen descritas humerosas sustancigs olizacion de éste.
para ser acopladas a estos eritrocitos, y facilitar asi su Por lo tanto, considerando la necesidad de utilizar la
aglutinacion, entre estas sustancias se encuentrangcnica de HA en el diagnéstico de la leptospirosis hu-
formaldehido, glutaraldehido, aldehido piravico y acetato mana, es que en el presente trabajo se evaltan 3 varian-
crémicot? tes de HA para elegir la méas atil como alternativa de tra-
La primera y exitosa experiencia en este sentidopajo en el caso de escasear los hematies de carneros.
se obtuvo cuando los eritrocitos fueron tratados con
formaldehido, lo cual le confirié méas estabilidad al sis-
tema. DESARROLLO
En la ejecucion de la técnica de HA, diferentes in-
vestigadores han utilizado sangre de carnero, caballo, Se estudiaron 3 grupos de sueros divididos se-
rata, pollo, mono y eritrocitos humanos pertenecientes algun la procedencia de éstos, un primer grupo integra-
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do por 50 pares deueros obtenidos de pacientes con Utilizando la HH 2 sueros pertenecientes a pacientes
leptospirosis confirmada segun lo establecido en loscon sifilis fueron positivos; sin embargo, cuando se em-
lineamientos para el control y prevencién de la enferme-pled la HC un suero de un paciente con sifilis y otro de un
dad editado por el Comité de Expertos de la Organizaciordonante de sangre supuestamente sano resultaron posi-
Mundial de la Salud (OMS)En el segundo grupo fueron tivos. Cinco sueros presentaron reaccion heterofila im-
estudiados otros 50 sueros (15 pertenecientes a pacierposible de eliminar después de 2 tratamientos realizados.
tes con hepatitis, 15 a otros con sifilis venérea, 5 sueros  El niimero de reacciones heterdfilas detectados al
de sarampion y 5 de rubéola, y 10 sueros de pacientegsar la HH fue del 2,5 % (5 de 200 sueros estudiados).
con meningitis aséptica a enterovirus). En el Gltimo gru- Empleando la variante HC, se encontraron anticuerpos
po se utilizaron 50 sueros procedentes de donantes deeterdéfilos en el 100 % de los sueros. Estos resultados se
sangre supuestamente sanos. explican por la presencia de anticuerpos inespecificos en

Se utilizé el antigeno ESS (sustancia sensibilizantelos sueros de humanos, que son detectados cuando se
de eritrocitos) comun para las 3 variantes. Este fue elaboutilizan como indicadores eritrocitos de otras especies
rado segun lo descrito en los lineamientos para el controliferentes.
de la enfermedad. Como resultado se obtuvo para la HH una sensibili-

Todos los sueros fueron diluidos 1/10 en PBS (so-dad del 84 %, una especificidad del 98 %, un valor
lucion fosfatada alcalina) e inactivados a 56 °C duran-predictivo para una prueba positiva del 95,15 % y una
te 30 min. Sereparo suficiente cantidad de eritrocitos negativa de 92,15 %. Con la variante HC los parametros
sensibilizados con el antigeno y sin sensibilizar (utilizado fyeron del 66, 97, 94 y 84,5 %, respectivamente. Con el
para el control de heterdfilos). Fueron mezclados los suemétodo convencional de HA empleado como técnica de
ros con los hematies y colocados a 37 °C durante 1 heferencia los valores fueron de 92, 95, 90 y 96 %, de
agitando la solucién cada 15 min. Se utilizaron placas degrma respectiva.
microtitulacion en donde se dispensduk0del suero y Fueron obtenidos buenos resultados con el empleo
se realizaron diluciones al doble desde 1/10 hasta 1/640 ge |a HH, no asi con la HC, con la cual se detecté una
las cuales después se les adicionéubOde hematies  merma significativa en la sensibilidad.
sensibilizados. Se incubd lareaccion durante 1ha30°C.  Ep esta fase de la investigacion se decidio evaluar
En lamisma placa fueron punteando para cada suero prosplamente la reproducibilidad y repetibilidad de la HH, se
blema, su control de heterdfilos con hematies sin sensibiconsiderd no dtil para el diagnéstico la variante HC. Los
lizar. Al realizar la lectura final se tomé en consideracion gstydios de estos parametros fueron evaluados
la reaccion de hemaglutinacion como positiva y como estadisticamente y resultaron ser muy satisfactorios para
titulo la mayor dilucién a la cual existi6 efecto |5 yariante HH, por lo que se demostré su buena
hemaglutinante. repetibilidad y reproducibilidad.

Realizando la misma metodologia se procedié almon- | 55 ventajas fundamentales de utilizar la HH como
taje de la prueba con los eritrocitos de carneroSyariante en el diagnéstico de la entidad, se pueden resu-
formalinizados (HC) y los hematies humanos O Rh nega-mjr de Ia siguiente manera: se encuentran unidos en un

tivos formalinizados (HH). ) ~ solo biolégico el antigeno y los hematies formalinizados,

especificidad, valores predictivos para una prueba pOSi'garantice un producto estable, lo que posibilita que se

tivay una negativa, reproducibilidad y repetibilidad. = a¢orte el tiempo de ejecucion de la marcha técnicaa 2 h,
Se calcul6 la media aritmética (x), la desviacion proceso que se demora 4 o més tiempo cuando se realiza
estandar y el coeficiente de variacion (CV). a través del método original. Esta variante puede ser uti-

El estudio serologico efectuado en los 50 pares dejizada en aquella unidad asistencial con condiciones crea-
sueros de pacientes con leptospirosis confirmada meyas y a la cual el centro de referencia suministre y garan-

diante las 3 variantes estudiadas, dio como resultadgjce |5 calidad y estabilidad del biolégico elaborado.
45 sueros positivos por HA, para un 90 % de sensibili-

dad, 42 sueros positivos por HH para un 84 % y 33 posi-
tivos por HC para un 66 %.

Al determinar la coincidencia entre las 3 variantes,
se demostré que 33 sueros fueron positivos cuando fuea serological study was conducted to evaluate 3 variants of the
ron estudiados por HA'y HH, 30 por HAy HC, y 28 por possive hemagglutination technique (HA) with the use of formalized
HH y HC. En el estudio estadistico efectuado no se 0b_erythrocytes of fresh lamb (HC) and of formalized Type O, Rh-

- . . NP negative human red blood cells (HH). No significant statistical
servaron diferencias estadisticas S|gn|f|cat|vamente en

difference were found between the results of HA and HC and
tre HHylaHC,ylaHAyHC. between HC and HH. Unspecific reaction was only observed
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in 2 of the 200 sera studied by HH and HC. Heterophil 3. Sakamoto N. Characterization of a partially purified

anti

bodies were just observed in 2.5 % of the sera studied by  |eptospiral genus specific protein antigen. Zbi Bacteriol

HH, and in 100 % of the sera studied by HC. The qualitative Hyg 1985;259:507-19.

parameters were deteined for the variants used, and this way 4. Suizer CR. Leptospirosis: methods in laboratory diagnosis.
the repetition and reproducibility of the most useful variant was Atlanta: Centers of Disease Control, Dept. of Health Education
evaluated. and Welfare, 1978.
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