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TESTE DE HEMAGLU,TINACAO NA SOROLOGIA DA MALARIA HUMANA
EMPREGANDO HEMACIAS PARASITADAS PELO PLASMODIUM BERGHEI

Maria Carmen Arroyo Sanchez-Ruiz, Mario E. Camargo, Antonio Carlos Ceneviva e
Antonio Walter Ferreira

Foi padronizado um teste de hemaglutinacdo para a sorologia da maldria
humana, com reagente constituido de suspensdo de hemdcias de camundongos
infectadas pelo Plasmodium berghei e preservadas por fixacdo aldeidica. Em pacientes
com parasitemia por P. falciparum ou P. vivax obteve-se uma sensibilidade de 98,9%
nos 88 casos estudados, o teste apresentando titulos entre 40 e 640. Para o grupo de 476
soros de individuos ndo-maldricos, obteve-se uma especificidade de 96,0%. O teste
apresentou elevada reprodutibilidade, mesmo para diferentes lotes de antigenos. Nos
200 soros, obtidos ao acaso, de individuos de drea endémica, o teste apresentou
positividade de 48,5%, contra 88,0% do teste de imunofluorescéncia-IgG. A baixa
positividade pode ser devida a que o teste de hemaglutinagdo detecta anticorpos IgM.
Apb6s tratamento com 2-mercaptoetanol, todos os soros de pacientes com parasitemia
tornaram-se ndo reagentes. Em relacdo ao teste de imunofluorescéncia-IgG, o teste de
hemaglutinagcdo apresentou indice de co-positividade de 0,989 para os soros de
maldricos com parasitemia. Para os soros de ndo-maldricos o teste de hemaglutinagio
apresentou indice de co-negatividade de 0,969. Poroutro lado, no grupo de soros de area
endémica, o {ndice de co-positividade foi de 0,528 e o de co-negatividade, de 0,833.

Palavras chaves: Malaria. Plasmodium berghei. Sorologia. Imunodiagnéstico.
Hemaglutinagdo.

A malaria representa um dos mais sérios pro-
blemas de satude publica no Brasil, principalmente na
zona equatorial, embora tenha sido erradicada das
areas de maior densidade demografica e de maior
desenvolvimento sécio-econdmico.

O método classico para o diagnostico damalaria
consiste na pesquisa de plasmodios em extensoes ou
gotas de sangue. Porém o exame microscopico apre-
senta limitag¢Ges, pois indica apenas a presenga ou ndo
de parasitemia; podem ocorrer resultados negativos
falsos, visto que a paténcia é influenciada pelo estado
imune do individuo e por agdo de drogas antimalaricas
utilizadas na profilaxia ou na terapial . Para estudos
epidemiolégicos, as limitagdes da pesquisa direta sdo
maiores, pois o exame é demorado, requer pessoal
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experimentado e pode nao ser preciso, principalmente
quando se examina grande numero de amostras com
baixa parasitemiat?,

Os testes sorologicos tém sido utilizados como
métodos complementares ao exame microscopico
tradicional, apresentando grande importincia em es-
tudos soroepidemiolégicos e no diagnostico individual
da malarial3.

Varios testes sorologicos tém sido empregados
na pesquisa de antigenos ou anticorpos na malaria
humana. As reagdes de imunofluorescéncia26, en-
zimaimunoensaio20 e radioimunoensaio! podem
apresentar grande sensibilidade e especificidade quan-
do sdo empregados sistemas homologos, porém re-
querem reagentes e material muitas vezes inacessiveis
4 maioria dos laboratorios. O desenvolvimento de
testes sorologicos que apresentem alta sensibilidade,
especificidade e reprodutibilidade, sendo ao mesmo
tempo, de facil e rapida execugdo e de baixo custo,
apresenta grande importancia soroepidemiologica.

Devido 4 ocorréncia de reagdes cruzadas entre
diferentes plasmodios, vém sendo empregados como
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antigenos nos testes sorologicos para a malaria hu-
mana, além das espécies que infectam o homem,
plasmodios de outros animais como o P. gallina-
ceuml2 14 27 ¢ o P. berghei2 4 5 18, Ceneviva e
Camargo8 padronizaram o teste de hemaglutinagio
com hemacias de aves infectadas pelo P. gallinaceum,
demonstrando alta sensibilidade e boa especificidade
em pacientes com malaria por P. vivax ou P. falci-
parum ¢ em individuos aparentemente normais. O
P. berghei vem sendo utilizado como antigeno nas
reagdes de imunofluorescéncia indiretaZ 9 11 18, de
aglutinagio do latex# e de hemaglutinagdo passivas,
tendo sido o seu emprego recomendado tanto para fins
de diagnosticoll como para estudos epidemiologi-
cosl8.

No presente trabalho, foi padronizado o teste de
hemaglutinagdo com hemacias de camundongos para-
sitados pelo P. berghei. Foram estudadas as condi¢bes
do preparo do reagente e da realizagdo do teste,
avaliando-se sua especificidade, sensibilidade e re-
produtibilidade. Foram comparados os resultados
com os verificados pelos testes de hemaglutinagdo com
P. gallinaceum e de imunofluorescéncia indireta com
P. falciparum e P. vivax.

MATERIAL E METODOS
Soros-padrao

No estudo da padronizagio do reagente, empre-
garam-se soros-padrio positivos, obtidos de pacientes
com parasitemia por P. falciparum ou por P. vivax,
todos reagentes pelo teste de imunofluorescéncia
indireta. Empregaram-se, também, soros-padrio ne-
gativos, obtidos de individuos residentes em regido
indene.

Casuistica

Empregaram-se 288 amostras de soros de resi-
dentes na regido amazoénica, em areas com surtos de
malaria, 44 com parasitemia por P. falciparum, 44
por P. vivax e os 200 restantes sem confirmagio
clinica, colhidos ao acaso, entre individuos nio-ma-
laricos, com malaria atual ¢ malaria pregressa. Obti-
veram-se, ainda, 476 amostras de soros de pessoas
residentes em Sio Paulo, incluindo doadores de banco
de sangue, pacientes de laboratério clinico e pacientes
com diferentes processos infecciosos. Todas as amos-
tras de soros foram conservadas a -20°C, apés adi¢do
de glicerina p.a., volume a volume.
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Plasmodium berghei

A cepa de P. berghei, gentilmente fornecida
pelo Dr. G. Chaia, do Departamento Experimental da
Johnson & Johnson, em 1979, vem sendo mantida
aciclicamente no laboratorio. Para esse fim, camun-
dongos ‘Swiss’, pesando de 20 a 25 g, foram inocula-
dos, intraperitonealmente, com 0,2 ml de sangue total
heparinizado e diluido para obtengéo de numero de
hemacias parasitadas correspondente a parasitemiade
4%. Quando o grau de parasitemia se elevou acima de
20% (entre o 82 e o 15¢ dia de infecgdo), os animais
foram sangrados por pungio cardiaca. O sangue assim
obtido foi empregado no estudo da padronizagio e
preparo do reagente para o teste de hemaglutinagéo.

Preparo de reagente

Sangue heparinizado e recentemente colhido foi
centrifugado a 1500 xg, durante 10 minutos, para
separagdo do plasma e do creme leucocitario. As
hemacias foram lavadas por quatro vezes ¢om solugdo
salina tamponada com fosfatos (PBS) (0,01 M,
pH 7,2) e suspensas a 10% em PBS (NaCl 0,15 M,
fosfatos 0,15 M, pH 7,6). A seguir adicionou-se igual
volume de formaldeido diluido a 5,696 em PBS (NaCl
0,15 M, fosfatos 0,15 M, pH 7,6) para uma concen-
tragao final de 2,8%. Apos incubagio a 37°C durante
18 horas, com agitagdo periodica, as células foram
lavadas por quatro vezes com PBS (0,01 M, pH 7,2).
O sedimento de hemacias formolizadas foi suspenso a
4,5% em solugio diluente preparada com PBS (NaCl
0,075 M, fosfatos 0,075 M, pH 6,4) contendo 4% de
glicina, 2,7% de leite em po desnatado, 0,2% de
glutamato de sédio, 0,1% de tioglicolato de sodio e
0,1% de azida sodical3. O reagente obtido foi con-
servado a 4°C, em suspensdo, ou liofilizado.

Teste de hemaglutinacao com
antigeno de P. berghei (HAb)

O teste HADb foi desenvolvido em placas de
poliestireno com cavidades em V, empregando-se
501 de cada diluigéo do soro e 25111 do reagente de
hemacias a 1,5%. Os soros foram diluidos em solugio
salina (NaCl 0,15 M) a partir da dilui¢io inicial de
1:10, empregando-se razdo 2. As placas, apés homo-
geneizagdo, foram incubadas na temperatura ambien-
te, em camara umida, durante uma a duas horas. Os ti-
tulos dos soros foram expressos como o inverso da maior
diluigdo em que se observava a formagio de ‘tapete’.
Consideraram-se significativos titulos iguais ou supe-
riores a 40. Incluiram-se sempre soros-padrido posi-
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tivos, soros-padrdo negativos e testemunha do an-
tigeno, feito na auséncia de soros.

Teste de hemaglutinagdo com
antigeno de P. gallinaceum (HAg)

O teste HAg foi executado conforme técnica
descrita por Ceneviva e Camargo8.

Teste de imunofluorescéncia

Para o preparo dos antigenos de P. falciparum e
de P. vivax e execugdo dos testes, empregou-se a
metodologia descrita por Sulzer e cols.26, utilizando-
se sangue de individuos com primoinfecgdo recente e
parasitemia elevada. Para o P. falciparum, o parasito
foi amadurecido a esquizontes, segundo Lopez-An-
tufianol6. Os testes foram executados empregando-se
conjugados anti-IgG e anti-IgM. O conjugado anti-IgG
foi preparado no Laboratério de Imunologia do Insti-
tuto de Medicina Tropical de Sao Paulo; o conjugado
anti-IgM foi obtido comercialmente (Hyland-Trave-
nol).

Andlise estatistica dos resultados

As médias geométricas dos titulos foram cal-

culadas segundo método descrito por White28, utili-
zando-se titulos codificados. A significancia da dife-
renga entre médias geométricas de titulos foi verifi-
cada pelo teste “t” de Student de amostras parea-
das28. A correlagdo entre titulos obtidos foi deter-
minada calculando-se o coeficiente de correlagdo
linear de Pearson2S.

RESULTADOS
Sensibilidade do teste HAb

Os 44 soros de individuos com parasitemia por
P. vivax apresentaram titulos que oscilaram entre 40 e
320. Com os 44 soros de individuos com malaria por
P. falciparum obtiveram-se titulos variando entre 20 e
640. A Tabela 1 apresenta a distribuigdo dos titulos
obtidos nos 88 soros estudados. O teste apresentou
sensibilidade de 98,9% (L. C. 95% = 93,9 - 100,0),
para titulos iguais ou superiores a 40.

Apoés tratamento com 2-mercaptoetanoll0, os
soros que apresentavam titulos variando entre 40 e
640, tornaram-se nio reagentes pelo teste HAD,
embora os titulos pela imunofluorescéncia com conju-
gado anti-IgG tenham permanecido inalterados.

Tabela 1 - Fregiiéncia e média geométrica dos titulos (MGT) obtidos pelo teste HAb para soros de 88 individuos

. com parasitemia.

Espécie infectante Titulos MGT
20 40 80 160 320 640
P. falciparum 1 6 13 14 8 2 214
P. vivax 0 6 19 13 6 0 108
Total 1 12 32 27 14 2 116

Especificidade do teste HAb

A especificidade do teste HAb foi de 96,0%
(L. C. 95% = 93,8 - 97,6), em soros diluidos a 1/40,
no grupo de 476 soros estudados. A Tabela.2 apresen-
ta a freqiiéncia de titulos observados.

Reprodutibilidade do teste HAb

Em testes realizados em triplicata, no mesmo
dia, e com o mesmo reagente frente a 30 soros-con-

trole, obtiveram-se variagoes de uma dilui¢do em 11
(37%) dos soros e concordéncia total em 19 (63%).
Em testes realizados no mesmo dia, empregando-se
dois lotes de reagentes, obteve-se variagdo de uma
dilui¢do ou menos em 29 (97%) dos soros. Obteve-se
variagdo de duas diluigdes em apenas um dos 30 soros
testados. Testando-se sete lotes de reagentes prepa-
rados em dias diferentes, frente a um mesmo padriao
positivo, obtiveram-se titulos de 160 a 640, sendo
mais freqiientes o titulo de 320.
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Tabela 2 — Teste HAb: Freqiiéncia de titulos e porcentagem de soros ndo reagentes, com limites de confianca de
95% de probabilidade, obtidos em 476 soros.

% de saros ndo-reagentes

Soros Ne Titulos
<10 10 20 40 80 160 <40 (L. C. 95%)
doadores de sangue 200 141 21 35 2 1 - 98,5 (96,0- 98,7)
laboratério clinico 94 92 1 1 - - - 100,0 (96,2-100,0)
pacientes com: sifilis 24 16 2 3 3 - - 87,5 (67,6- 97,3)
mononucleose 31 18 1 8 1 1 2 87,1 (70,2- 96,4)
paracoccidioidomicose 20 10 2 7 1 - - 95,0 (75,1- 99,9)
toxoplasmose 31 24 2 3 - 2 - 93,5 (78,6- 99,2)
doenga de Chagas cronica 33 25 5 3 - - - 100,0 (89,4-100,0)
doenga de Chagas aguda 4 - - 2 - 2 50,0 ( 6,8- 93)2)
leishmaniose visceral 9 7 - 1 1 - - 88,9 (51,8- 99,7)
leishmaniose tegumentar 30 17 4 6 - 2 1 90,0 (73,5- 97,9)
Total 476 350 38 69 8 6 5 96,0 (93,8- 97.6)

Aplicacdo do teste HAb a soros de drea endémica

Em soros de 200 individuos residentes em area
endémica, colhidos ao acaso, o teste HAb apresentou
positividade de 48,5% (L. C. 95% = 41,4 — 55,6),
com titulos variando entre 40 e 640,

Resultados comparativos com outros testes

Qs soros empregados no estudo de sensibilidade
e especificidade do teste HAb, bem como os de area
endémica, foram, concomitantemente, submetidos a
testes de imunofluorescéncia indireta, com antigenos

de P. falbiparum e de P. vivax, e de hemaglutinagdo
com antigeno de-P. gallinaceum (HAg).

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos em
soros de individuos malaricos com parasitemia. Neste
grupo de soros, os testes HAb e HAg apresentaram a
mesma sensibilidade (98,9%), com indice de concor-
dancia de 0,977 (Tabela 4). Os titulos obtidos no teste
HADb foram significativamente mais elevados que os
encontrados no teste HAg (t = 18,11; graus de liber-
dade = 87; p <0,001). O coeficiente de correlagio
linear de Pearson, r = 0,61 (t = 7,14; graus de liber-
dade = 86, p <0,001), revelou a existéncia de alto
grau de correlagdo linear entre os titulos de ambos os
testes.

Tabela 3 — Sensibilidade dos testes de imunofluorescéncia e de hemaglutinacdo, com limites de confianca de
95% e médias geométricas de titulos (MGT), em soros de 88 maldricos com parasitemia.

Sensibilidade %

Testes (L. C. 95%) MGT
Imunofluorescéncia:

1gG com P. falciparum (IFfG) 90,9 (82,9- 96,0) 237
1gG com P. vivax (IFvG) 94,3 (87,2- 98,1) 161
IgM com P. falciparum (IFfM) 37,5(27,4- 48,5) 20
IgM com P. vivax (IFvM) 81,8(72,2- 89,2) 35
IFfG + IFvG 98,9 (93,8 - 100,0) -
IFfM + IFVM 81,8 (72,2- 89,2) -
Hemaglutinagio:

com P. berghei (HADb) 98,9 (93,8 -100,0) 116
com P. gallinaceum (HAg) 98,9 (93,8 -100,0) 28
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Tabela 4 — Resultados comparativos dos testes de hemaglutinacdo com antigeno de P. berghei (HAb) ou de
P. gallinaceum (HAg), em soros de 88 malaricos com parasitemia.

Teste HAD
Teste HAg
Reagentes = 40 Nao reagentes Total
Reagentes = 10 86 1 87
Naio reagentes 1 0 1
Total 87 1 88

Para o teste de imunofluorescéncia com conju-
gado anti-IgG, obteve-se sensibilidade de 98,9%
(L.C. 95% = 93,8 - 100,0), quando utilizados an-
tigenos de P. falciparum e de P. vivax. O indice de
concordancia verificado entre os testes HAb e de
imunofluorescéncia-IgG e entre os testes HAg e de
imunofluorescéncia-IgG foi, em ambos os casos, de
0,9717.

Dos 476 soros empregados na verificagdo da
especificidade do teste HAb, 20 soros foram reagentes
pelo teste HAg, o que corresponde a uma especifici-
dade de 95,9% (L. C. 95% = 93,7 - 97,5) para este
ltimo teste. O indice de concordancia entre os testes
foi de 0,960.

A especificidade do teste de imunofluorescén-
cia-IgG foi, neste grupo de soros, de 97,5% (L. C.
95% = 95,6 — 98,7), com antigeno de P. falciparume
de 99,2% (L. C. 95% =98,0-99,6), com antigeno de

P. vivax. Osindices de concordancia observados entre
o teste de imunofluorescéncia-IgG e os testes HAb e
HAg foram 0,952 e 0,945, respectivamente.

Os resultados obtidos com soros de residentes
em area endémica, utilizando os testes de imuno-
fluorescéncia e de hemaglutinagdo estio na Tabela 5.
Neste grupo, a positividade dos testes de hemaglutina-
¢ao foi de 48,5% (L. C. 95% = 41,4 - 55,6), parao
teste HAb e de 37,0% (L. C. 95% = 30,3 — 44,1),
para o HAg, com indice de concordancia de 0,765.
Os titulos obtidos no teste HAb foram significati-
vamente mais elevados que os encontrados no teste
HAg(t=17,35; grausde liberdade = 199; p <0,001).
O coeficiente de correlagdo linear de Pearson,
r=0,61 (t=10,81; graus de liberdade =198,
p <0,001), indicou a existéncia de elevado grau de
correlagdo linear entre os titulos obtidos por ambos os
testes.

Tabela 5 — Porcentagens de positividade, com limites de confianca de 95%, e médias geométricas de titulos para
testes de hemaglutinacdo e de imunofluorescéncia em soros de 200 residentes em drea endémica.

Positividade (%)

Testes (L. C. 95%) MGT* MGTP**
Imunofluorescéncia:
IgG com P. falciparum (IFfG) 80,5 (73,8 - 85,3) 117 213
IgG com P. vivax (IFvG) 73,5 (67,3-179,9) 67 133
IgM com P. falciparum (IFfM) 120( 7,9-17,4) 12 50
IgM com P. vivax (IFvM) 10,5 ( 6,6 - 15,6) 12 44
IFfG + IFvG 88,0 (82,7-92,1) - -
IFM + IFVM 15,5 (10,8 - 21,3) - -
Hemaglutinagao:

e B Berrhei (HAD) 48,5 (41,4 -55,6) 29 88
com P. gallinaceum (HAg) 37,0(30,3-44,1) 8 21

HAb + HAg

55,0 (47,8 - 62,0) _ -

MGT *-Média geométrica de titulos.

MGTP** — Média geométrica de titulos de casos reagentes.
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Para o teste de imunofluorescéncia com conju-
gado anti-IgG, observou-se positividade de 88,0%
(L. C.95% = 82,7-92,1), utilizando-se antigenos de
P. falciparum e de P. vivax. Os indices de concor-
dancia entre o teste de imunofluorescéncia-IgG e os
testes HAb e HAg foram 0,565 e 0,490 respectiva-
mente.

DISCUSSAO

No presente trabalho, desenvolveu-se um teste
de hemaglutinagio para a sorologia da malaria huma-
na, com reagente constituido de suspensao de he-
macias de camundongos infectados pelo P. berghei e
preservadas por fixagdo aldeidica. Foram determi-
nadas diferentes condigbes para a obtengdo de rea-
gente sensivel e estavel, permitindo leitura nitida de
SOros reagentes e nao-reagentes.

Com relagdo a fixagdo aldeidica das hemacias,
observaram-se resultados mais homogéneos quando
se utilizou tampao fosfato 0,15 M de pH 7,6 ¢ concen-
tragdo final de formaldeido de 2,8%. Como diluente
das hemacias formolizadas, empregou-se a solugao
preparada segundo Hoshino-Shimizul 3, estudando-se
variagdes quanto ao conservante e quanto a molari-
dade e ao pH do tampéo fosfato empregado. Obtive-
ram-se bons resultados com tampio fosfato 0,075 M
de pH 6,4 e azida sédica. Nestas condigdes, oreagente
mostrou-se estavel, sem fenomenos de auto-agluti-
nagdo, apresentando reagdo de facil leitura e titulos
mais elevados.

O reagente padronizado apresentou, no periodo
de dez meses em que foi estudado, boa estabilidade,
ndo revelando quaisquer altera¢des, quando conser-
vado a 4°C, em suspensio, ou na temperatura ambien-
te, quando liofilizado.

O teste de hemaglutinagdo com P. berghei
(HAD), aplicado a soros de 88 malaricos com para-
sitemia apresentou sensibilidade de 98,9% (L. C.
95% = 93,9 - 100,0), para titulos iguais ou superiores
a 40. Um unico soro foi ndo-reagente, pois apresen-
tava titulo inferior a 40. Esse soro pertencia a paciente
com primoinfecgido por P. falciparum e era nio-rea-
gente nos testes de imunofluorescéncia-IgM, com
ambos os plasmodios, embora reagisse a 1/20 com
P. vivax no teste de imunofluorescéncia-IgG e a 1/10
no teste de hemaglutinagdo com P. gallinaceum (HAg).
O teste HAb mostrou igual sensibilidade a dos testes
de imunofluorescéncia-IgG e a do teste HAg (98,9%),
havendo elevada concordancia entre eles. Compa-
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rando-se os titulos obtidos nos testes HAb e HAg,
observaram-se valores significativamente mais eleva-
dos no teste HAb, havendo alto grau de correlagdo

linear entre os titulos de ambos os testes (r =0,61;
p <0,001).

Para os testes de imunofluorescéncia, emprega-
ram-se antigenos obtidos a partir de sangue de in-
dividuos com parasitemia. Embora esses antigenos
tenham se mostrado adequados para a pesquisa de
anticorpos [gG, o mesmo néo ocorreu para anticorpos
IgM, como pode ser verificado pela baixa sensibili-
dade encontrada nos testes de imunofluorescén-
cia-IgM, que foi de 37,5% (L. C. 95% = 27,4 - 48,5)
para o antigeno de P. falciparum e de 81,8%
(L. C.95% = 72,2 - 89,2) para o de P. vivax. Paraa
pesquisa de anticorpos IgM, em testes de imunofluo-
rescéncia, antigenos de P. falciparum obtidos de
cultivo in vitro mostraram ser adequados’. Em rela-
¢4o ao teste de imunofluorescéncia-IgG, considerado
teste de referéncia na sorologia da malaria, os testes
HADb e HAg apresentaram indice de co-positividade
de 0,989.

A especificidade do teste HADb foi de 96,0%
(L. C. 95% = 93,8 — 97,6), em soros diluidos a 1/40,
no grupo de 476 soros. Foram reagentes soros de trés
doadores de sangue ¢ de 16 pessoas com outras
infeccoes. Em casos de doencga de Chagas aguda e de
mononucleose, obtiveram-se titulos de até 160, devido
a presenga de anticorpos heterdfilos. Porém, essa
inespecificidade do teste para anticorpos heteréfilos
pode ser detectada empregando-se um reagente-teste-
munha, preparado a partir de hemacias de camun-
dongos nao-infectados. A especificidade do teste HAb
foi bem proxima a do teste de imunofluorescéncia-IgG
com P. falciparum. Em relagdo ao teste de referéncia,
os testes HAb e HAg apresentaram indice de co-
negatividade de 0,969 e 0,965, respectivamente.

No grupo de 200 soros de individuos de area
endémica, os titulos verificados pelo teste HAb foram
significativamente mais elevados que os observados
pelo teste HAg. Obteve-se, ainda, elevado grau de
correlagdo linear entre os titulos de ambos os testes
(r=0,61;p <0,001). A diferenca de positividade
encontrada entre os testes de hemaglutinagéo foi mais
acentuada para os soros de area endémica, como
expresso pelo indice de concordancia de 0,765, bem
menor que o observado em soros de individuos
parasitados. Neste grupo de soros, colhidos ao acaso,
verificou-se comportamento diferente do teste HAb
em relagdo ao observado em pacientes com parasi-
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temia, pois a positividade dos testes HAb e HAg foi
bem menor que a obtida pelo teste de imunofluores-
céncia-IgG. Este comportamento pode ser devido ao
fato de o teste HAb detectar principalmente anticorpos
IgM, os quais estdo associados com infecgdes atuais,
recentes8, enquanto que os anticorpos IgG, detectados
pelos testes de imunofluorescéncia indireta, indicam
tanto infecgdo atual como pregressal3. Em relagdo ao
teste de referéncia, o teste HAb apresentou indice de
co-positividade de 0,528 e de co-negatividade de
0,833, com indice de concordancia de 0,565.

A negativagdo dos soros de malaricos com
parasitemia apos tratamento pelo 2-mercaptoetanol, a
par da permanéncia dos titulos pelo teste de imuno-
fluorescéncia-IgG, sugere que o teste HAb detecte,
predominantemente, anticorpos da classe IgM. Entre-
tanto, sdo necessarios estudos complementares a fim
de que se possa afirmar qual é a principal classe de
anticorpos envolvidos.

O estudo da reprodutibilidade do teste mostrou
haver uma boa concordancia de titulos, tanto em testes
realizados em triplicata, no mesmo dia, com o mesmo
reagente, como em testes executados com varios lotes
de reagentes no mesmo dia ou em dias diferentes.

O fundamento do teste de hemaglutinagdo com
P. gallinaceum esta na sensibilizagdo in vivo das
hemacias de aves pelos antigenos exoplasmodiais8.
Tais antigenos foram descritos no soro de aves com
infeccao aguda pelo P. gallinaceum?4 e reagem cru-
zadamente com anticorpos desenvolvidos na malaria
humana2?. Antigenos soluveis foram detectados no
soro de camundongos com infec¢do aguda pelo
P. berghei, apos 4 dias?3 e 10 dias de inoculagdo3.
Esses antigenos parecem ser liberados, predominan-
temente, durante a ruptura dos esquizontes madu-
ros!9. Empregando o teste de imunofluorescéncia
indireta com antigeno de P. berghei, para pesquisa de
anticorpos na malaria humana, observou-se que a
técnica de extensdo de sangue total forneceu resul-
tados satisfatérios, enquanto que, empregando-se
apenas os parasitos liberados das células lisadas, os
resultados foram inconstantes, variando de lote para
lote22. Assim, em alguns lotes, os parasitos apresen-
taram fluorescéncia, enquanto que, na maioria deles,
observou-se uma fluorescéncia difusa, nio-caracte-
ristica, em todo o campo. Os antigenos soluveis sdo
relevantes na reatividade ao P. berghei, embora os
antigenos pertencentes ou ligados ao corpo do plas-
modio também devam apresentar importancia.

Estudos realizados por Poels e cols2! em he-
macias de camundongos infectados pelo P. berghei,
empregando soro homologo hiperimune, demonstra-
ram que apenas parasitos livres e reticulécitos con-
tendo mais de um parasito maduro reagiam com os
anticorpos; as hemacias maduras nao reagiam. Os re-
ticuldcitos expunham antigenos plasmodiais na super-
ficie da membrana ou dentro do citoplasma, sendo que
aproximadamente 10% a 20% dessas células infecta-
das possuiam antigenos plasmodiais incorporados as
suas membranas. Brown e cols.6 verificaram que no
soro de ratos imunes ao P. berghei havia anticorpos
especificos para isoantigenos e para antigenos do
parasito, ambos presentes na membrana dos reticu-
lécitos infectados. Embora esses estudos tenham sido
realizados empregando-se soros homologos, pode-se
supor que tais antigenos plasmodiais, expostos na
membrana das hemacias parasitadas por formas ma-
duras, sejam também responsaveis, pelo menos em
parte, pelas reagdes cruzadas que se observam no teste
de hemaglutinagdo com hemacias de camundongos
infectados pelo P. berghei.

Em concluséo, o teste HAb, ora padronizado,
pela alta sensibilidade em casos de malaria humana
atual, podera ter aplicagéo para a detec¢io de pacien-
tes portadores de parasitemia. Tal diagnéstico se faz ne-
cessario tanto para fins clinicos, como para triagem de
doadores de sangue, de migrantes que venham para
regides em que a malaria esta na fase de vigilancia, e
para estudos epidemioldgicos, especialmente no acom-
panhamento de programas de controle da malaria. Por
ser de execugdo simples e rapida, podera ser realizado
por pessoal de nivel técnico, mesmo em areas de
poucos recursos econdmicos. Porém, sao necessarios
estudos adicionais, a fim de se conhecer melhor o seu
comportamento em areas endémicas e em amostras de
soros seriadas de um mesmo individuo antes e apos o
tratamento especifico.

SUMMARY

A hemagglutination test is described for hu-
man malaria serodiagnosis with aldehyde-fixed
Plasmodium berghei infected mouse erythrocytes. In
Dpatients with a P. falciparum or P. vivax patent pa-
rasitemia positive results were seen in 98.9% of the
88 cases tested. Titres ranged from 40 to 640. A 96.0%
specificity was found for 476 non-malarial patients.
A close reproducibility was observed for the test, even
Jor different reagent batches. The test was positive in
48.5% of 200 residents in malaria endemic areas,
taken at random.’ These subjects showed 88.0%
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positivity of the IgG-immunofluorescence test. This
lower positivity for the hemagglutination test could
result from its reactivity with IgM antibodies. After
2-mercaptoethanol treatment, all sera from patients
with patent parasitemia were non-reactive. The
hemagglutination test, with reference to the IgG-im-
munofluorescence test, showed a 0.989 co-positivity
Jor patients with a patent parasitemia and a 0.969 co-
negativity for non-malarial patients. For residents in
endemic areas a co-positivity of 0.528 and a co-
negativity of 0.833 were observed.

Key words: Malaria. Plasmodium berghei. Se-
rology. Immunodiagnosis. Hemagglutination.
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