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DIAGNOSTICO SOROLOGICO DA ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA

I. Estudo comparativo entre as reacdes de floculagio, de imunofluorescéncia

e de fixacdo do complemento

J. PELLEGRINO

RESUMO

Os resultados das reacdes, praticadas no séro de 307 pacientes com esquis-

tossomose mansonica, foram:

Reagéo de fixacio do complemenio: 96,1% positivos, 1 duvidoso (0,3%)

3,6% negativos.

Reagio de floculagdo:

92,29 positivos,

2,99 duvidosos e 4,9%

negativos.

Reacdo de imunofluorescéncia: 85,7% positivos, 5,2% duvidosos e 9,1% ne-

gativos.

No grupo contrdle, a reagdo de fixagdo do complemento foi negativa em

todos os casos.

As reacdes de floculagio e de imunofluorescéncia deram 5% de
resultados positivos e 49 de duvidosos.

A reacio de fixagio do complemenio mostrou ser o teste soroldgico mais
sensivel e especifico para o diagnéstico da esquistossomose mansbnica, podendo
ser indicada como o méiodo de escolha na orientagio diagnéstica de casos indi-

-viduais.
gica foram analisadas e discutidas.

Em levantamentos epidemiolégicos, as vantagens de cada prova sorold-

INTRODUCAO

As falhas e as desvantagens dos processos
de demonstragio parasitoldgica da infecgdo
pelo Schistosoma mansoni, t€m estimulado,
especialmente nos filtimos anos, o desenvol-
vimento de novos métodos Imunolégicos de
diagnéstico e o aperfeicoamento dos ja exis-
tentes (cf. revisdo feita por Kacan & PEr-
LEGRINO ). A necessidade de se recorrer
aos métodos imunolégicos se faz sentir, néo
s6 quando o clinico precisa do auxilio do
laboratério para esclarecer um diagnéstico
sugerido pela anamnese e exame do doente,
mas, principalmente, quando o sanitarista

pretende determinar a prevaléncia da es-
quistossomose em certa localidade ou regido.

Com a principal finalidade de proporcio-
nar um meio simples, eficiente e econdmico
para levantamentos epidemiolégicos, foram
recentemente descritas duas novas reagOes
para o diagnéstico imunolégico da esquis-
tossomose: a reagdo de floculagdo, na qual
um antigeno preparado a partir de cercarias
de S. mansoni é adsorvido a cristais de le-
citina-colesterol (ANDERSON') e a reacdo de
imunofluorescéncia com cercirias de S. man-
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soni tratadas com albumina bovina conjuga-
da com rodamina e fixadas em formol (Sa-
pUN, WiLLIaMs & ANDERSON ; ANDERSON,
Sapun & WrLriams 3).

Neste trabalho serio apresentados os re-
sultados obtidos com as reacfes de flocula-
¢do, de imumofluorescéncia e de fixacdo do
complemento praticadas em pacientes com
esquistossomose mansbnica e em individuos
seguramente ndo infectados.

MATERIAL E METODOS

Pacientes com esquistossomose e contrdles
— As reagbes imunoldgicas foram feitas com
o soro de 307 pacientes com esquistossomose,
sendo que 199 viviam em Medina, norte
do Estado de Minas Gerais, em zona de alta
endemicidade, e 108 eram militares da Base
Aérea de Lagoa Santa, cidade situada a 37
km de Belo Horizonte. Em todos os casos
foram encontrados ovos de S. mansoni nas
fezes. Como contréle, as reacfes foram fei-
tas com o sdro de 100 individuos, aparente-
mente sadios, que sempre moraram em Flo-
riandpolis ou arredores (Estado de Santa Ca-
tarina), onde a esquistossomose ndo é en-
contrada. A nfo ser os militares, os mora-
dores de Medina e Florianépolis incluiam in-
dividuos de ambos os sexos e de diversos
grupos etarios. Os soros foram conservados
a —20°C e, antes de serem feitas as reaces,
eram inativados a 56°C, durante 30 mi-
nutos.

" Reagdo de floculagio — Para o preparo
do antigeno, cercirias de S. mansoni foram
obtidas de Australorbis glabratus naturalmen-
te infectados. Os caramujos foram expostos
a luz artificial por céreca de 2 horas e as
cercarias eliminadas foram concentradas em
“funis de Biichner munidos de placa de vidro
sinterizado com porosidade média e depois
sedimentadas a 6°C de um dia para outro
(PeLLEGrINO & Nunes®). O sobrenadante
foi aspirado e o depésito contendo as cercé-
rias, altamente concentradas, foi transferido
para ampolas de 5 ml. Apds répida sedi-
.mentacdo a 6°C, a maijor parte do liquido
sobrenadante foi aspirado com trompa de
vacuo. Cada ampola foi submetida a forte
rotagdo em torno de seu eixo longitudinal e
ao mesmo tempo submersa em mistura de
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g8lo séco e alcool. O material congelado
foi liofilizado, as ampolas fechadas sob va-
cuo e depois conservadas a —20°C.

A extragio do material antigénico e o
preparo da emulsio para a prova de flocula-
cdo foram [eitos de acérdo com a técnica
descrita por ANDERSON®. A reacdo foi pra-
ticada em laminas de Boerner, sendo que em
cada escavagdo foram colocados 0,05 ml de
soro inativado. Uma gbta da emulsio lecitina-
colesterol-antigeno (cérca de 1/80 ml) {foi
deixada cair em cada séro. As laminas fo-
ram entdo colocadas em rotador a 180 rpm
durante 4 minutos. A leitura foi feita logo
depois em microscépio de dissecgdo e os re-
sultados anotados como negativo (—), duvi-

doso (=£) e positivo (+, +4, +++).

Reagdo de tmunofluorescéncia — Cerca-
rias recentemente eliminadas por A. glabra-
tus naturalmente infectados foram concentra-
das de modo a obter 200 a 300 cercarias
por ml. Ao liquido contendo as cercarias
foi adicionado albumina bovina conjugada
com lissamina-rodamina RB-200 (Micro-
biological Associates, Bethesda, Maryland)
na proporcao de 1:200. Transcorridos 5 mi-
nutos, as cercarias assim tratadas foram fi-
xadas com formol a 10%, pela adigdo de
igual volume de formol a 209%, e conserva-
das na geladeira.

A reacdo de imunofluorescéncia (método
indireto) foi feita de acérdo com a técnica
descrita por Sapun, Wirriams & ANDER.
soN ™, sendo que a centrifugacdo foi subs-
tituida pela sedimentagfo espontdnea das cer-
carias por 6 minutos. A diluicdo 6tima da
anti-y-globulina humana marcada com iso-
tiocianato de fluoresceina (Baltimore Bio-
logical Laboratory Inc., Baltimore, Mary-
land) foi determinada por titulagio em blo-
co. Os soros foram sempre diluidos a 1:4,
depois de inativados. Tanto a diluicio dos
soros como as lavagens foram feitas com so-
lugdo salina tamponada (tampdo fosfato)
001 M e pH 7,2. As preparacbes foram
examinadas com equipamento Leitz (micros-
cépio Dialux com ladmpada de vapor de mer-
ctario Philips CS 150), usando filtros ade-
quados. De acbrdo com a fluorescéncia, os
resultados foram interpretados como: nega-
tivo (cercarias com fluorescéncia avermelha-
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da), duvidoso {contdrno amarelo-esverdeado
indistinto, ndo envolvendo completamente a
cercaria) e positivo (cuticula da cerciria
com fluorescéncia amarelo-esverdeada nitida;

+ a +++ conforme a intensidade).

Reagdo de fixagio do complemento — Foi
feita com antigeno de esquistossomos adul-
tos (CHAFFEE, BAuMAN & SHAPILO®) e de
acordo com técnica e critério de interpreta-
cdo descritos por PELLEGRINO & FREITAS".
Os resultados foram anotados como negativo,
duvidoso ou positivo.

RESULTADOS

Os resultados acham-se resumidos no Qua-
dro I. No grupo de individuos com esquis-
tossomose, a reacdo de fixagdio do comple-
mento foi o teste que apresentou maior sen-
sibilidade (96,1% de resultados positivos).
A reacdo de floculagdo e a reagdo de imuno-

fluorescéncia forneceram resultados seme-
lhantes. As percentagens de resultados po-
sitivos para éstes dois testes soroldgicos fo-
ram, respectivamente, de 92,2 e 85,7%. K
interessante notar que nos individuos sujei-
tos a reinfecgbes (soros de Medina) os re-
sultados obtidos com as reagbes de fixaco
do complemento e de floculagio foram apro-
ximadamente os mesmos,

O Quadro II mostra que, nos 307 pacien-
tes com esquistossomose, as trés provas so-
rolégicas (fixagdo do complemento, flocula-
¢do e imunofluorescéncia) foram positivas
em 243 casos (79,19%). Em 51 casos duas
das reagGes sorolégicas foram positivas e,
em 10, apenas uma prova resultou positiva
(3,2%). Em 3 individuos as irés reacdes
sorologicas foram negativas (1,0%). E in-
leressante notar que dos 10 casos em que
apenas uma prova sorolégica fol positiva, a
reagdo de fixagdo do complemento resultou
positiva em 7 (Quadro II).

QUADRO II

Resultados de 3 testes sorolégicos (imunofluorescéncia, floculacdo e fixacdo do complemento)
praticados em 307 pacientes com esquistossomose mansénica

Resultados positivos

Reacbes sorolégicas N¢ de casos
Imunofluores- < Fixacdo do
o Floculacio )
céncia complemento
Positivas nos 3 testes .......... 243 243 243 243
( 19,1%)
Positivas em 2 dos 3 testes .... 51 19 38 45
( 16,7%)
Positiva em apenas 1 teste .... 10 1 2 7
( 3,2%)
Negativas nos 3 testes ........ 3 — — —
( 1,0%)
Total ................... 307 263 283 295
(100,0%) (85,7%) (92,2%) (96,1%)
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No grupo de individuos com esquistosso-
mose, a reagdo de fixacio do complemento,
praticada isoladamente, revelou 96,1% dos
casos (295 individuos). Praticada junta-
mente com a reacdo de floculacdo eviden-
ciou a infeccdo em 303 casos (98,79%) e,
simultdneamente com a reagdo de imuno-
fluorescéncia, em 302 casos (98,4%).

Nos 100 individuos tomados como contrd-
le, a reagdo de fixacdo do complemento foi
negativa em todos. Neste mesmo grupo,
tanto a reagfio de floculagdo como a de imu-
nofluorescéncia deram 59 de resultados po-
sitivos e 4% de resultados duvidosos (Qua-
dro I). E interessante notar que nfdo houve
concordincia entre a reagdo de floculagio
e a de imunofluorescéncia nos casos em que
uma destas provas resultou positiva ou du-
vidosa. Assim, em apenas um caso a rea-
¢do de imunofluorescéncia fol positiva e a
de floculagdo duvidosa. Em todos os outros
casos (16), o resultado positivo ou duvidoso
em uma das provas foi sempre negativo na
oulra.

DISCUSSAO

Os resultados por nds obtidos com a rea-
¢io de floculagio, em pacientes com esquis-
tossomose, confirmam os achados de ANDER-
soN & Namark 2. De falo, ésites autores,
em 519 casos de esquistossomose mansonica,
obtiveram 919% de reagfes positivas, 7% de
duvidosas e 2% de negativas. Os resulta-
dos referidos por Sapun, WILLiams & AN-
DERSON **, em relagiio 4 prova de floculagéo
foram sensivelmente inferiores aos nossos.
As reagdes positivas e duvidosas por nés ob-
tidas em soros de individuos sem infecglo
esquistossomdtica foram confirmadas quan-
do repetidas com uma partida de antigeno,
preparada por ANDERSON, com cercarias de
S. mansoni colhidas em Pérto Rico. Refere
ANDERSON ! ao encontro de uma reagdo du-
vidosa em um grupo de 25 individuos para-
sitados por Trichocephalus trichiura. E in-
teressante lembrar que os nossos contrdles,
embora aparentemente sadios, poderiam es-
tar parasitados por uma ou mais espécies
de helmintos. Embora tenha sido demons-
trada a ocorréncia de reacbes cruzadas em
individuos infectados com Trichinella spira-
lis (ANDERSON '), a existéncia de tais rea-

¢oes, em outras helmintoses, ainda necessita
ser investigada.

Os resultados por nés obtidos, praticando
a reagio de imunofluorescéncia com séro de
pacientes com esquistossomose, foram seme-
lhantes aos relatados por Sapun, WILLIaMs
& A~persoN ' (75% resultados positivos,
17% duvidosos e 8% negativos). Os re-
feridos autores, praticando a reagfio de imu-
nofluorescéncia no soéro de 39 contréles sa-
dios obtiveram 39% de reagbes positivas, 8%
duvidosas e 909% negativas, resultados ésses
que muito se aproximam dos nossos. Os so-
ros de individuos aparentemente sadios e se-
guramente livres de infecgio esquistossomé-
tica, nos quais a reagdo de imunofluorescén-
cia resultou positiva ou duvidosa, foram por
nés enviados ao Departamento de Zoologia
Médica (Walter Reed Army Iustitute of Re-
search), onde a prova foi repetida. A qua-
se totalidade dos resultados pdde ser confir-
mada. Mais recentemente, SADUN, ANDER-
soN & WiLLiams 2 referem resultados alta-
mente satisfatérios, tanto em relacdo a espe-
cificidade quanto & sensibilidade, quando a
reacio de imunofluorescéncia é praticada
com sangue dessecado em papel de filtro.
Esta técnica apresentaria grande vantagem
nos casos em que a pungio venosa fdsse di-
ficil.

Nio ha davida que a reagdo de fixagdo
do complemento, com antigeno de esquistos-
somos adultos, préviamente tratados com éter
anidro (CHAFFEE, BauMan & SHAPILO*)
representa o método de diagndstico sorol6-
gico da esquistossomose mais especifico e
sensivel. Qs nossos dados e aquéles obtidos
por ANDERSON & NAIMARK ? e JACHOWSKI &
ANDERsON * justificam plenamente esta afir-
mativa.

O valor relativo de cada uma das provas
sorolégicas incluidas no presente estudo —
reaces de floculagdo, de imunofluorescéncia
e de fixacdo do complemento — deve ser
encarado de modo diferente caso as rea:
¢bes vdo ser utilizadas para o diagnéstico
de casos individuais, ou para levantamentos
epidemiolégicos.  Na primeira hipdtese, o
clinico necessita de um recurso laboratorial
dotado de grande especificidade e sensibili-
dade. Para esta finalidade, a complexidade
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técnica do método laboratorial ndo constitui
fator limitante. J& quando o sanitarista de-
seja recorrer a um método sorolégico para
determinar a prevaléncia da esquistossomose,
os fatéres economia e simplicidade assumem
grande importdncia. Em vista destas con-
sideragbes, ndo resta divida que a reacgéo
de fixagio do complemento representa o re-
curso laboratorial de escolha para o esclare-
cimento diagnéstico em casos individuais.
Em levantamentos epidemiolégicos, quando
existem facilidades para a colheita de san-
gue por pungdo venosa e remessa do mate-
rial para laboratério central bem equipado,
a reagio de fixacdo do complemento pode
fornecer elementos de grande valia para o
sanitarista. Nestes @ltimos anos tivemos a
oportunidade de praticar, no Instituto Na-
cional de Endemias Rurais, a reacdo de fi-
xagdo do complemento em 31.625 escolares
de 10 a 15 anos de idade, de diferentes zo-
nas do Estado de Minas Gerais. Conside-
rando os dados de acérdo com as informa-
g¢Oes existentes sobre a distribuigio da es-
quistossomose no Estado, os resultados foram
os seguintes: zona de alta endemicidade —
59,7% de reagbes positivas; zona de ende-
micidade média — 14,8% de reacdes posi-
tivas; zona ndo endémica — 1,79, de rea-
gOes positivas. A reagdo de fixaco do com-
plemento foi também praticada em 1.400 es-
colares residentes no Estado de Santa Cata-
rina, onde a esquistossomose nio é conhe-
cida. Em apenas um caso a reacfio foi po-
sitiva (0,14%). Embora menos especifica
e de sensibilidade mais baixa, a reacio de
floculagdo, pela sua simplicidade e rapidez,
poderd vir a substituir a reagio de fixacdo
do complemento, especialmente em levanta-
mentos epidemiolégicos extensos. Quando
existem dificuldades para a puncdo venosa,
o sangue podera ser colhido na polpa digi-
tal e absorvido em papel de filtro. Neste
caso, a reagdo de imunofluorescéncia, pra-
ticada. segundo a técnica de SADUN, ANDER-
soN & WirLiams °, pode oferecer . grande
vantagem. Entretanto, o valor real das rea-
¢oes de floculagio e de imunofluorescéncia
em . levantamentos epidemiolégicos sdmente
podera ser definitivamente aferido depois de
realizados inquéritos sorolégicos em diferen-
tes regiGes. Este assunto esti sendo inves-
tigado em nosso laboratério.
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SUMMARY

Serologic diagnosis of schistosomiasis man-

soni. [. Comparative study of complement

fixation, cercarial flocculation and immuno-
Jluorescence tests.

The tests were performed in serum samples
from 307 patients with active schistosomiasis
mansoni and the results were as follows:
complement  fixation test: 96.1% positive,
0.39% doubtful and 3.6% negative; floc-
culation test: 92.2% positive, 2.99% doubt-
ful and 4.99 negative; immunofluorescence
test: 85.7% positive, 5.2% doubtful and
9.1% negative.

The complement fixation test was negative
in all controls. Flocculation and immuno-
fluorescence tests were positive in 5% and
doubtful in 49 of the control sera.

Complement fixation proved to be the
most sensitive and specific test for the diag-
nosis of schistosomiasis mansoni and must
be considered as the method of choice for
the diagnosis of individual cases. For epi-
demiological surveys, the reliability for each
serological test was analyzed and discussed.
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