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PREPARO DO ANTIGENO PARA INTRADERMO-REACAO
NA ESQUISTOSSOMOSE

JOSE M. RUIZ

(Seccdo de Parasitologia, Instituto Butantan, Séo Paulo, Brasil)

No estudo do problema tio atual da esquistossomose hi muitos aspectos
a abordar. Nenhum deles foi até a presente data resolvido plena e satisfato-
riamente. Sem duavida dos mais importantes é o que se refere ao diagndstico.
Podemos afirmar que na esquistossomose, método algum de diagndstico permite
uma seguranga de 1009, ndo por culpa do método em si, mas por fatores
outros independentes do proprio método diagnostico.

A intradermo-reacio constitiii atualmente o método biologico mais seguro
e pritico para o diagndstico de esquistossomose. Como tédas as reagoes biol6-
gicas esta sugeita, é claro, a variagio da sensibilidade individual o que lhe dimindi
em parte o valor. Mesmo assim, dentro das reacoes cutaneas ¢ uma das mais
sensivels e especificas.

() preparo de bons antigenos para essa prova sera sem duvida o pri-
meiro passo do qual dependerio os resultados.

As discordincias observadas entre diversos autores na interpretagio das
reagoes intradérmicas, devem ser antes atribuidas a diversidade das condigies
de trabalho e do antigeno empregado do que a exceléncia do método.

Trés tipos de antigenos foram empregados em tais provas: de hepatopan-
creas de moluscos infestados, cercarias de Schistosoma e Schistosoma adultos.
Nio nos referimos aqui aos antigenos heterdlogos que nio conseguiram' se in-
troduzir na pritica.

O antigeno preparado a partir de hepatopincreas de moluscos infestados
com cercarias de Schistosoma, foi introduzido por Fairley e Willians (4), pri-

' meiros autores a praticar a intradermo-reacio no diagndstico da esquistossomose.
A partir de entio, numerosos pesquisadores tém publicado trabalhos valiosos
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sobre o asunto, tendo sido estudados isolada ou comparadamente antigenos de
vermes adultos e de cercarias. Desde logo se verificou que o antigeno de
hepatopancreas nio se mostra tdo eficaz quanto os demais.

O antigeno de vermes adultos é o mais usado. Com resultados priticos
compariveis ao de cercarias, é de obtengio mais facil e mais segura, embora
dependa da inoculagio prévia de animais de laboratério. Esse trabalho entre-
tanto ¢ compensado pela seguranca da identificacio especifica, pelo maior
rendimento e pela pureza do antigeno obtido.

A técnica mais generalizada para a obtengio do antigeno ¢é, em linhas
gerais, a seguinte:

Obter vermes adultos de animais infestados ha cerca de dois meses. Co-
letar os vermes em solugio fisiologica, lava-los diversas vézes com novas por-
coes dessa solugdo e por fim com agua distilada. Esgotar a dgua e colocar
o material no refrigerador. Dessecar o0 material no vicuo, em presenca de
acido sulfurico ou carbonato de calcio. Pulverizar os vermes secos. Subme-
ter o p0 a uma extragio aquosa, usando como liquido extrator uma solucio
de (Coca mertiolatada a 1:5.000 ou 1:10.000 ou fenolada a 0,4%. A extragio
¢ feita no refrigerador, durante 2 ou 3 dias ou mais, agitando-se o liquido
diariamente. ApoOs centrifugacio e filtragio obtem-se uma solugio estoque que
sera diluida convenientemente para uso.

Ha trés pontos essenciais na consecu¢io do antigeno, que ainda nido estio
perfeitamente padronizados: 1) obtencdo de um antigeno purificado; 2) con-
dicoes da extraciio relativas ao tempo e a- temperatura e 3) proporgio de
liquido a empregar pdara a extragio total.

Foge a finalidade da presente nota a discussio désses varios pontos em
seus pormenores.

A proporgao de liquido usado na extragio é um ponto que diverge com
os autores. Oliver Gonzalez e Pratt (7), Coutinho (2) e outros fazem a
extracio na proporgio de 1,0 g de pé para 100 ml de liquido. Meyver e Pi-
fanc (5.6), Vianna Martins (9) fazem uma extragio arbitriria, isto ¢, na
proporcio de mais ou menos 100 vermes, de ambos os sexos, por ml de
liquido.

Seria de desejar a padronizagio désse detalhe técnico para avaliar com-
parativamente o valor dos antigenos. A pesagem de grande numero de ver-
mes nio oferece a menor dificuldade. Pequenas amostras de po constituem
sem divida um problema. pois nem sempre os laboratorios de parasitologia
sao aparelhados com balangas de alta precisio. Pensamos resolver esse obs-
ticulo, determinando o péso médio de um Schistosoma e estabelecendo uma
formula que indique a quantidade de liquido a ser usada. Obter-se-a assim um
antigeno estoque sempre na mesma proporgao. E evidente que existiri uma
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causa de érro inversamente proporcional ao numero de vermes. Esse érro
entretanto ¢ desprezivel e talvez menor que o das pesagens isoladas.

Parece existir ligeira variacio de talhe nos Schistosoma mansoms de acor-
do com o animal utilizado na experimentacio. Esse pormenor esti sendo es-
tudado atualmente em nosso laboratorio. «

O animal que melhor se presta para a finalidade em apreco é, a nosso
ver, a cobaia. Os Schistosoma de desenvolvimento normal obtidos nesse ani-
mal téem, depois de perfeitamente secos, o seguinte peéso meédio: machos
0,000082 ¢ ou 82 mcg., fémeas 0,000023 ¢ ou 23 mcg. Para obter uma sol.
estoque a 19 poder-se-a aplicar a seguinte formula:

82 M 4+ 23 F

=
10,000

sendo N a quantidade de liquido em ml a utihzar, 8 e 23 os pesos medios em
mcg dcs exemplares adultos machos M, e fémeas F, respectivamente. Em nos-
sa rotina achamos mais interessante fazer a extracio a 1:200. Neste caso
divide-se o denominador da formula por dois.

Nova térmica para a obtengdo do antigeno.

Baseados nos principios: 1) que a substincia responsivel pelas reagoes
atopicas esti contida na fragao polissacaride; 2) que o dlcool absoluto e o
éter sulftirico nio dissolvem e nio alteram a referida substincia e que 3)
extraem ou eliminam as fracoes lipoide e protéica nas condigbes expostas a
seguir, idealizamos uma nova técnica para a obtemgfio do antigeno para
intradermo-reacio na esquistossomose que apresentasse um alto grau de pureza
sendo ao mesmo tempo de ficil consecugio. Como os resultados fossem
bons passamos a divulga-la.

A 20 de janeiro do presente ano foi apresentada e discutida na reuniio
mensal da Sociedade de Biologia de Sio Paulo.

Os antigenos para intradermo-reagio como sio preparados atualmente cons-
tituem um extrato aquoso total com certa quantidade de proteinas e de lipoides,
ott um complexo lipide de constituicio coloidal. Tratando préviamente o ma-
terial a ser extraido pelo dlcool absoluto e éter sulfirico, proteinas e lipéides
sio eliminados de maneira mais ou menos completa. Obtem-se assim um anti-
geno grandemente purificado.

A seguinte técnica nos forneceu Otimos resultados:

1 — Recolher os vermes adultos obtidos por mfestas;ao experimental de co-
baias, por meio de perfusio do figado e mesentério.
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Coletar os vermes em solugio fisiolégica numa pequena placa de Petri.

Passar os vermes para um Becker de 20 a 30 ml de capacidade, con-
tendo 15 a 20 ml de uma mistura de dlcool absoluto e éter sulfirico em
partes iguais. Contar ao mesmo tempo o nimero de vermes de ambos
os sexos. Usar ilcool e éter de boa qualidade. Deixar o material cober-
to a temperatura ambiente.

Apos 4 a 24 horas, esgotar o alcool-éter, emborcando cuidadosamente o
frasco que deve permanecer, cérca de um minuto, invertido sobre um
pape: de filtro (Esse liquido evaporado deixa um pequeno residuo que
da forte reacio pelo dcido désmico manifestada por um enegrecimento
acentuado).

Dessecar os vermes no viacuo durante meia hora. Os vermes ficam sol-
tos, muito alvos e a secagem é muito rapida.

Transferir os vermes para um tubo de centrifugagio estéril e triturar
com um fino bastio de wvidro, reduzindo-os a p6 bem fino. Nesta ope-
ragio ¢ preciso cautela porque os vermes ressecados se projetam a lon-
ga distancia sob a pressio do bastio.

Juntar ao pé6 10 a 15 ml de alcool-éter, agitar bem e deixar em con-
tacto uma ou duas horas.

Esgotar o ilcool-éter e dessecar o po novamente no vacuo, durante 10
a 15 minutos (O residuo deixado pela evaporagio desta nova porgio de
ilcool-éter di ainda reagio positiva para lipoides).

Juntar ao po a quantidade de liquido extrator indicado pela férmula:

2 M4 23F
—

5.000
Usar como liquido extrator soli¢io de Coca mertiolatada a 1:5.000 ou

1:10.000. Deixar em contacto dois ou trés dias a temperatura am-
biente ou oito dias no refrigerador.

10 — Centrifugar em alta rotagio durante 20 minutos. O liquido sobrena-

dante, limpido e incolor, constitii a solugio estoque que deve ser ampo-
lada ou guardada em flaconétes estéreis. Este cxtrato mostra-se estéril,
nio revela tragos de proteinas (pelo icido fosfo-molibdico, dcido fosfo-
tungstico ou pela reagio do biureto, nem de lipoides, pelo dcido 6smico,
sendo a reagio de Molish nitidamente positiva).

Ndo experimentamos a extragio ripida a quente (56°C) preconizada por
Meyer e Pifano (6) e Coutinho (3).
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Inicialmente preparamos o antigeno por técnica semelhante i de Meyer
e Pifano (5) e Coutinho (1). A titulagio foi feita, segundo as indicacoes
de Vianna Martins (9), em individuos, eliminando ovos de S.mansoni. Obti-
vemos um titulo, com muita margem de seguranca, de 1:3.000. Alias, esse
titulo € um nimero arbitririo porque consideramos a solugio estoque como
sendo a 1% e pelo processo usado os vermes nio sio pesados mas contados
indistintamente e a extragio ¢ feita na proporgio de 100 vermes para cada ml
de liquido extrator. Demos a esse antigeno o prefixo P, para nosso controle.

Frzemos um lote de antigeno pela técnica que acabamos de descrever. uti-
lizando porém um namero de vermes correspondente ao utilizado em Pl. Esse
antigeno foi designado P5 e usado na mesma diluicio de 1:8.000.

Pl foi testado inicialmente em 19 casos (tabela I).

Pl ¢ P5 foram testados comparativamente em 89 casos (tabela IT).

P> foi testado isoladamente em 44 casos (tabela 1II).

Todas as provas foram controladas, usando-se como testemunha o liquido
de Coca mertiolatado. A leitura das reagdes obedeceu ao seguinte critério:

Reagio negativa (—). Papula igual ou ligeiramente maior que a formada pelo
liquido testemunha, ou pdpula inicial.

Reagdo duvidosa (=). Pipula com menos do dobro da do testemunha, de bor-
dos lisos ou regulares. Pipula maior de bordos inde-
CISOS.

Reagio positiva fraca (+4). Pipula com o débro da do testemunha, um tan-
to irregular ou um pouco maior, de bordos lisos.

Reagio positiva média (+4). Papula com cérca de 3 vézes o diimetro da
do testemunha de bordos um tanto irregulares ou o
dobro da do testemunha e pseuddpodos nitidos.

Reacio positiva forte (4-+4-+). Pipula com mais de 3 vézes o diimetro da
do testemunha ou um pouco menor porém com pseudd-
podos muito longos.

-

TABELA 1

Casos testados com antigeno Pl

Comprovadamente Suspeitos de zonas Nio suspeitos
positivos endemicas Ex. feres neg.
Numero de casos ... 5 i 7
Il"ﬂilhu . 5 2 i
Negatives . . | . . 0 5 6
'——'-'-—-_:l&um
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TABELA

IT

Casos testados comparadamente com os antigemos Pl ¢ P5.

Comprovadamente Suspeitos com Nio suspeitos
positivos Ex de fexes neg. Ex. de fexes neg.

Numeto de casos . . . 11 67 11
Positivos

Pl 10 14 0
Positivos

P5 11 18 0
Negativos

P1 0 45 11
INegativos

Ps 0 45 11
Duvidosos

Pl 1 8 0
Duvidosos

PS5 0 4 0

Em 8 casos houve pequena discordincia entre duvidoso e fracamente po-

s1LIVO.
um caso com Pl.

Em 7 casos positivos as reacoes foram mais nitidas com P5 e em

A concordancia, praticamente, foi de 1009, ambos com
especificidade e sensibilidade 100%.

TABELA

I11

Casos testados com antigeno P35, em pessoal residente ma cidade de Caratinga, Minas
Gerais, sona de alla endémicidade

e o Com exame Sumpeitos
Pl Sabidamente f 4
Sem  indicaco - e L Tt lieani=
postivos I®s apos o tTa- g
negativo fezes
lamenio
Niameros de
CASOS . . .« 8 10 4 1
Positives . . . z 9 1 1
Negatives . . 3 (0

Houve uma discordincia entre os comprovadamente positivos.
(s casos com exame de fezes negativos nio sio excluidos com seguranga

numa zona de alta endemicidade.

Sete dos oito individuos com reaghes posi-

tivas fizeram um tnico exame de fezes e um féz dois exames negativos.
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Num dos casos nido suspeitos da Tabela I cuja reacgio era positiva (4--4)
foi feita nova reacdo, cérca de dois meses depois, com antigeno obtido pelo
processc exposto (antigeno P8-135); o resultado fo1 negativo.

Em conclusio verifica-se que o antigeno preparado pela técnica proposta
nio é inferior ao obtido pelo processo dé Meyer e Pifano (5), tendo mesmo
uma ligeira superioridade devido talvez a maior pureza do extrato.

Recentemente Coutinho (3), em trabalho que nos chegou is mios depois
de elaborado o nosso, apresentou uma nova técnica de preparo do antigeno de
vermes adultos. Consta, sumariamente, em tratar os vermes por repetidas por-
¢oes de acetona, secagem no ambiente de laboratorio ou na estufa a 37°C e
extra¢io aquosa em geladeira ou em banho-maria a 56°C, conforme técnica
de Meyer e Pifano (6). O autor ressalta a maior sensibilidade das reagoes
com esse novo antigeno.

RESUMO

E apresentada uma nova técnica ao preparo do antigeno para intradermo-
reagio na esquistossomose. Consiste em tratar os vermes adultos, obtidos de
cobaias, por uma mistura, em partes iguais, de dlcool absoluto e éter sulfn-
rico p. a., dessecamento no vicuo, trituragio dos vermes secos e lavagem do
pé com outra porcio de ilcool-éter; nova secagem no vicuo e extragio pelo
liquido de Coca mertiolatado. A extragio é feita na proporgio de 1:200. A
quantidade de liquido extrator a ser usada em cada amostra de po é dada
pela formula:

22 M4 23F
= N

5.000

donde §2 e 23 representam os pesos meédios, em micg dos exemplares adultos
machos e fémeas, (M) e (F), respectivamente.

O antigeno foi testado comparativamente com outro preparado, segundo
a técnica de Meyer e Pifano (5), em 82 casos (11 comprovadamente positivos,
67 de individuos de zonas suspeitas e 11 sabidamente negativos). Os resul-
tados concordam em, praticamente, 1009 dos casos, porém o novo antigeno se
mostrou ligeiramente mais sensivel e especiiico.

O método proposto é de mais facil consecugio, sendo o antigeno obtido
em grande griu de pureza, sem tragos de proteinas e lipdides e com reagio
de Molisch (polisacirides) positiva. O residuo obtido pela evaporagio dos
liquidos de lavagem (dlcool-éter), reage fortemente com o acido ésmico, reve-
lando sua natureza lipoidica.
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SUMMARY

A new technique for antigen preparation to schistosomiasis intradermal
diagnosis 1s presented. It consists in: I) — Treat the adult worms (obtained
from guinea-pigs) with a mixture of alcohol and ether in equal amounts, before
dissecating in vacuum. II) — Triture the dried worms and wash the power
with another amount of alcohol-ether. III) — Vacuum again and extract with
the Coca merthiolated liquid. The extraction is made in the proportion of
1:200. The quantity of extractor liquid to be used, with each amount of
power, is given by the formula:

8 M4+ 23F

= N

5.000
N is the quantity (ml) of extractor liquid to be used. §2 and 23 are the
medium weight (mcg) of the adult worms, males (M) and females (F) res-
pectively.

The antigen was tested comparativelv with another one prepared accor-
ding to the Meyer and Pifano’s method (5) in 89 cases (11 surely positives,
67 from suspected zones individuals and 11 surely negatives). The results
agree in 1009 the cases but the new antigen has shown to be slightly
more sensible and specific.

The antigen by the proposed method is more easely prepared being obtain-
ed in a high degree of purity without traces of proteins and lipoids and
presenting Molisch reaction (polysaccharides) positive.

The residual obtammed by the evaporation of the alcool-ether mixture
reacts strongly with the osmic acid showing its lipoidic nature.
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