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VALOR DE UM ANTÍGENO DE S. mansoni ADULTO PARA
AS REAÇÕES DE IAAUNOFLUORESCÊNCIA EM LÂMINA. *

HILDA MARIA FRANCO " PALMIRA C. ROMBERT *** MARIA
AMÉLIA MARTINS ****

RESUMO

Os autores empregaram como antí-
geno, os fragmentos de S. mansoni
adulto, fresco, para reações de Imu-
nofluorescência indireta em lâmina.

O método revelou-se de fácil exe-
cução, sendo perfeita a aderência do
antígeno às lâminas.

Os resultados obtidos com sangue,
colhido em papel de filtro de animais
infectados experimentalmente e de
animais normais, deram lugar a 98,6%
de positividade, sem nenhuma reação
falsa positiva.

INTRODUÇÃO

As reações de imunofiuorescên-
cia foram introduzidas por Jack-
son (1959) no estudo da imuno-
logia das helmintíases, e desde
então a sua aplicação estendeu-se
a todo esse ramo da Parasitolo-
gia.

Sadun e cols., em 1960, usan-
do cercarias como antígeno, fo-

ram os primeiros a aplicar a téc-
nica de imunofluorescência, para
diagnóstico da bilharziose; esta
técnica foi depois largamente em-
pregada por outros estudiosos do
assunto.

Camargo e cols., em 1965, des-
creveram uma técnica de imuno-
fluorescência em que usaram pe-
la primeira vez, como antígeno,
fragmentos do verme adulto (S.
mansoni), em Lâmina.

Os vermes eram previamente
liofilizados, dislipidizados, secos,
suspensos em tampão salina (P^
B.S.) e por fim colocados em
áreas diversas das lâminas. Os
autores verificaram a simplicida-
de e economia do método, obten-
do 95,6% de positividade e 0%T

de reações falsas positivas. i / H
Viguelloux e cols., em 1969";

usaram técnica semelhante, côM
algumas modificações e fizeram
controle de título durante o tra-
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tamento da doença em alguns pa-
cientes; mais tarde (1971) estu-
dando ainda a mesma técnica
chegaram à conclusão que não há
correlação entre a taxa de anti-
corpos e a eliminação de ovos na
urina.

Também Coudert e cols, em
1967 empregaram pela primeira
vez cortes de c o n g e l a ç ã o
de S c h i s t o s o m a mansoni
adulto, como antígeno, a partir
de fígado de ratinhos infectados
e os autores conseguiram 96,2%
de postividade.

Em 1967, um de nós (P.R.)
descreveu uma técnica de imuno-
fluorescêncía em lâmina em que
usava como antígeno o triturado
do hepatopâncreas do molusco
que continha formas larvares do
verme. O método mostra-nos a
sensibilidade (96%) e especifici-
dade satisfatória da reação, que
no entanto, ocasionava uma per-
da importante de moluscos in-
fectados .

Baseados na necessidade de
uma técnica mais económica s
consequentemcnte de mais fácil
aplicação em laboratórios de roti-
na clínica, experimentamos um
novo método de reação de imuno-
fluorescência indireta, em lâmi-
na, em que empregamos fragmen-
tos de vermes adultos frescos (S.
mansoni).

Como os resultados que conse-
guimos foram bastante satisfató-
rios, vimos descrever a técnica
usada que nos parece correspon-
der aos desígnios desejados.

MATERIAL E MÉTODOS

Antígeno

Os camundongos (Mus múscu-
los) estirpe Rockfeller, mantidos
neste Instituto há 17 anos, foram
infectados, por imersão da cau-
da, em água contendo 230 cerca-
rias por animal, durante 60 minu-
tos. As cercarias foram obtidas
pela exposição à luz de moluscos
(Biomphalaria pfeifferi) originá-
rios da Katanga, infectados por
Schistosoma mansoni da Tanzâ-
nia, amavelmente cedidos pelo Dr.
Mandhal Barth da Dinamarca.

Os camundongos foram sacri-
ficados 2 1/2 meses após a in-
fecção .

Por dissecação das veias me-
senléricas e sistema porta obti-
vemos os vermes adultos.

Estes vermes foram lavados
Cuidadosamente em solução fisio-
lógica e guardados em água des-
tilada, no congelador-

Com os devidos cuidados se-
paramos mais ou menos 40 ver-
mes (machos e fêmeas) e em um
almofariz de porcelana trituramo-
los até obtermos fragmentos ne-
cessários para reações de imuno-
fluorescência.

Diluímos o triturado a fim de
obtermos 8 a 9 fragmenlos por
campo microscópico; colocamos
no congelador; o antígeno assim
obtido preparado e guardado em
frasco bem fechado, permanece
durante meses sem perda das
propriedades antigênicas.
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Soros

Foram examinados 176 amos-
tras as quais dividiremos do se-
guinte modo;

1 - Camundongos

a) 87 eluatos de sangue com
infecção experimental por S
mansoni (guardados no con-
gelador)
b) 20 eluatos de sangue sem
possível infecção (também
guardados no congelador).

2 - Humanos

a) 25 soros de bílharzíose do
Brasil e Guiné (soros de l até
3 anos guardados no conge-
lador) .
b) 4 soros positivos para fas-
ciolíase
c) 5 soros positivos para quis-
to hid ático
d) 10 eluatos de sangue, sen-
do 9 possivelmente negativos
para bilharziose e l positivo.
e) 10 soros negativos

3 - Cães

a) 8 soros positivos para an-
cilostomíase
b) 2 soros negativos

4 - Rato (Rattus rattus)
5 soros positivos para triqui-
nose.

Método:

As lâminas foram preparadas
para disporem de 10 campos de
leitura, sendo 5 superiores e 5
inferiores; esses campos foram
separados através de traços obti-
dos por lápis diamante.

O motivo foi evitar a mistura
dos soros ou diluições.

Em cada campo foi colocado
com pipeta Pasteur um gota do
antígeno e imediatamente aspira-
do; levamos a lâmina à lupa en-
tomológica a fim de assegurar-
mos da quantidade do antígeno.

As lâminas assim preparadas
foram secas em estufa a 37°C,
por 60 minutos; logo foram co-
locadas em caixa de vidro, tão
isoladas da umidade quanto pos-
sível e guardadas no congelador
até o momento do uso.

Todos os sangues foram colhi-
dos em papel Canson 435 e cui-
dadosamente identificados; além
da especificação, no caso dos ca-
mundongos, da quantidade de
vermes encontrados, estes foram
numerados e datados.

Os papéis contendo o sangue,
depois de secos à temperatura
ambiente, foram guardados em
sacos plástico, hermeticamente fe-
chados pelo calor, de modo a não
absorver, absolutamente, nenhu-
ma humidade. Esses sangues co-
lhidos em papel, guardados no
congelador, conservam os anti-
corpos inalterados pelo menos até
60 dias.

Para efetuarmos as reações
adotamos o seguinte critério:

1) — Depois de retiradas as
lâminas do congelador, deixamo-
las secar naturalmente à tempe-
ratura de 20°.C; fixamos as mes-
mas em acetona duraníe 10 mi-
nutos .

2) — Os soros foram utiliza-
dos em várias diluições: assim, os
de bilharziose e fasciolíase foram
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< T)
2 o
II: S?
» < 3

g S g
B - S e
S 3 1 "
&ato .n v»
P* S.
O E2' cn

& S S§ 3:°
&êrUJ í±. Cs» g g
n -° P»B
O ff. O
«A 1 IO

i-t
CD
£>
•co<
rt
w

3
CD

OQ
P

"<'
P
CA

ziose deram lugar a 8 reações ne-
gativas e duas consideradas duvi-
dosas por se terem encontrado al-
guns fragmentos com fluorescên-
cia, embora outros não a apresen-
tassem. (Tabela I).
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TABELA II

Resultado das R . I .F . em lâmina com fragmentos de S. mansoni adulto e
diversos soros.

s
<
í
E

B
U

g

^

Características
Soros

Biiharziose
Fasciolíase

Q. Hidático

Normais

Ancilostomíase

Normais

Triquínose

N.°

25

4

5

10

8

2

5

R É S

Posit.

3

0

0

0

0

0

0

U L T A D O

Duv.

2

0

1

0

0

0

0

Neg.

20

4
4

10

8

2

5

Os 5 soros de ratos positivos
para Triquinose, colhidos recen-
temente, deram também lugar a
reações negativas (Tabela II).

DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

Os resultados que podemos ob-
servar pelas tabelas I e II de-
monstram-nos que a reação se re-
velou muito mais sensível quan-
do efetuada com eluatos de san-
gue colhido em papel absorven-
te do que com soros.

Atribuímos este fato a que os
eluatos pertenciam a animais in-
fectados experimentalmente e ti-
nham sido colhidos recentemente
(60 dias), enquanto os soros de
bilharziose tinham sido conserva-
dos em frigorífico de l a 3 anos.

Quanto à especificidade, a rea-
ção mostrou-se igualmente valio-
sa tanto com soros, como com
eluatos de sangue.

Devemos assinalar que todos
os soros de fasciolíase e quisto
hidático eram recentes e perten-
ciam a infecções naturais e que
os soros de ancilostomíase e tri-
quinose eram de animais infecta-
dos experimentalmente e conser-
vados há pouco tempo no frigo-
rífico (2 meses).

Efetuamos experiência para
verificar se o sangue colhido em
papel alterava quando deixado à
temperatura ambiente; para isso
retiramos do congelador amostras
que aí se mantinham há 60 dias,
sem perda das propriedades anti-
gênicas e deixamo-las durante
uma semana à temperatura am-
biente (mais ou menos 22°C). Os
resultados obtidos, embora posi-
tivos deram lugar a reações de
intensidade muito mais fraca do
que a observada anteriormente.
Esta nossa constatação não está
de acordo com a referida por ou-
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tros autores, Vaisman e cols, em
1963., que indicam que o sangue,
mesmo mantido a temperatura
ambiente conservava seus anticor-
pos pelo menos durante seis me-
ses.

Contudo, os resultados que
agora conseguimos concordam
com os de Lê Viguelloux e cols.
(1969) os quais referem que a
temperatura ambiente, em meio
tropical, modifica as proprieda-
des do sangue colhido em papel
de filtro.

Também um de nós (F. R.) ti-
nha verificado que o sangue guar-
dado em subscrito de papel, a
temperatura do laboratório dava
sempre lugar a reações negativas,
quando assim permanecia mais
de uma semana.

Os nossos resultados, utilizan-
do como antígeno, fragmentos de
S. mansoni adulto, fresco, mos-
traram-se de sensibilidade e es-
pecificidade comparáveis aos das
reações em que se usa fragmentos
de vermes liofilizados,

Embora primitivamente, tivés-
semos tentado empregar vermes
nestas condições, não consegui-
mos uma aderência adequada às
lâminas que nos permitisse efe-
tuar as reações em condições de
leitura satisfatória. E n q u a n -
to que o método por nós aconse-
lhado dá lugar a uma aderência
perfeita dos fragmentos dos ver-
mes às lâminas e torna a técnica
mais simples, rápida e económica,
uma vez que não necessitamos de
aparelhagem especializada, além
daquela necessária para toda a
reação de imunofluorescência.

Devemos considerar também
que para inquéritos epidemio-
lógicos em regiões de endemicida-
de, a facilidade da colheita de
sangue em papel de filtro, por
simples picada do dedo, torna o
método extensivo a áreas onde
dificilmente encontramos técnicos
especializados.

SUMMARY

VALUE OF AN ANTIGEN OF
ADULTS. MANSONI FOR IM-
MUNOFLUORESCENCE RE-

ACTIONS ON SLIDES

Fragments of fresh adult S. manso*
ni were used as antigen for indirect
immunofluorescent reactiops on slides.

The procedure is easy and adheren-
cê of the antigen to the slides is per-
fect.

Blood was obtained from normal
and experimentally infected animais.
No false positive reaction and 98,6%
positive results were obtained.
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