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O DIAGNOSTICG PELA IMUNO-FLUORESCENCIA.
SUA APLICACAO EM PARASITOLOGIA

J. Fraga de AzEvEDO e Palmira Coelho ROMBERT

RESUMOC

A prova da imuno-fluorescéncia indireta aplicada ao diagnéstico da bilhar-
ziose, usando os soros a estudar inativados, como antigenos cercarias e ovos e
como fluorocromo o isotiocianato de fluoresceina, mostrou-se de grande interésse.
Com as cercarias de S. mansoni a taxa de positividade foi de 98% em 45 soros
de doentes de bilharziose vesical, enquanto que utilizando cercarias de S. haema-
tobium a positividade se verificou nos 4 soros do mesmo tipo de doenga, ntmero
insuficiente para dizermos que serd mais especifica que outras provas. Com
soros normais foram tddas negativas.

Utilizando os ovos como antigeno a reagio parece ser realmente espe-
cifica da espécie, pois ndo se verificou em 6 casos de bilharziose vesical com
ovos de S. mansoni, e foi positiva em 9 do mesmo tipo de doenga com ovos
de S. haematobium.

Os casos de bilharziose intestinal de Mogambique revelaram com os ovos de
S. mansoni uma positividade de 88% e os do Brasil apenas 66,69, o que talvez
esteja relacionado com o fato déstes dltimos soros estarem ja bastante con-
taminados.

Porém, com ovos de S. haematobium as reacoes foram tddas negativas e
o mesmo aconteceu nas efetuadas com soros normais com qualquer espécie de ovos.

Mais interessante é o fato de que em 2 casos com soros normais se notou
reagdo peri-ovular embora s6 do grau -+, mas as pequenas bolhas de precipitado
nio tomaram a fluorescéncia.

A prova da imuno-fluorescéncia aplicada ao diagnéstico do quisto hidatico,
utilizando escolices de quisto hidatico de carneiro como antigeno, revelou-se posi-
tiva em 1009 de 14 soros de carneiros parasitados e fol negativa em 23 casos,
de 34 normais usados como testemunhas mas em 10 revelou-se duvidosa. Em
seis casos humanos de quisto hidatico fci positiva em 5 e negativa em um e em
20 soros de individuos sem esta parasitose foi duvidosa em sete e negativa
nos restantes.

INTRODUCAO

Depois que em 1942 Coons, CREECH, geno-anticorpo a fluorescéncia se mantinha
JonEs & BERLINER © tiveram a idéia de fa- e era posta facilmente em evidéncia ao mi-
zer ligar uma substdncia fluorescente & glo-  croscopio, com iluminagdo ultra-violenta, sur-
bulina correspondente aos anticorpos e veri-  giu uma nova era de grandes possibilidades
ficaram seguidamente que na ligacdo anti- na ciéncia, a era da imuno-fluorescéncia. E,

Instituto de Medicina Tropical de Lisboa, Portugal. Trabalho realizado com o auxilio da
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de Lisboa, em 6 junho 1963.
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cao em parasitologia.

Sud aplica-

realmente, a breve trecho, indmeras aplica-
¢bes 2 foram feitas désse fendmeno no cam-
po da microbiologia, parasitologia, hemato-
logia e patologia.

Assim, na microbiologia tem sido notdvel
a contribuigdo dada por éste névo método
de investigagdo no diagnoéstico ripido das
doencas infecciosas, na caracterizagio dos
germes € no estudo da sua estrutura.

Realmente, considerando os meios corren-
tes de diagndstico das infecgBes bacterianas,
dizem justamente Coons et al. que sdo ha-
bitualmente necessarias 24 horas para se
proceder 4 sua identificacdo. Recorrendo
aos anticorpos fluorescentes, diz que *“uma
bactéria tornada fluorescente brilha como
uma estréla quando vista com wm microsco-
pio de grande aumento. Portanto, quando
a bactéria reage com uma solu¢do de anti-
corpo especifico ela brilha e é identificada
ao mesmo tempo” ¢

Em principio, portanto, compreende-se que
um método tdo preciso e tdo rapido, permi-
ta a pesquisa e identificagdo imediata de
todo o agente infeccioso qualquer que seja
o lugar onde se encontre e assim é que se
tem aplicado a esfregagos, cortes de tecidos,
células, etc., segundo técnicas variadas.

Realmente, tem-se podido identificar ra-
pidamente por éste método o estreptococo
hemolitico na garganta, com o mesmo ou
maior rigor que usando os métodos classi-
cos; tem-se pedido identificar rapidamente
o colibacilo patogénico nas fezes e seu signi-
ficado nas gastrenterites infantis; o bacilo
pertussis - foi identificado nas secregbes da
garganta, o Haemophilus influenzae no li-
quido céfalo-raquidiano, o gonococo nas se-
cregbes uretrais, a Shigelle dysenterige no
leite, etc. A prépria estrutura das bacté-
rias e particularmente a natureza dos seus
fermentos, e o seu significado patogénico
tém sido estudadas por éste método.

No estudo da estrutura antigénica das
bactérias, como por exemplo o Siaphylo-
coccus, também a imuno-fluorescéncia pode
dar uma valiosa contribuigdo®. Aniloga-
mente o método tem-se revelado também
util na identificacdo de fungos.

Além da pesquisa direta das bactérias é
possivel também pdr em evidéncia pela imu-
no-fluorescéncia a presenca de anticorpos no
sdro, como se verificon ja na brucelose e
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particularmente na sifilis, onde a reagio se
revelou mais especifica do que com os mé-
todos cldssicos de identificacdo da doenca.
Assim, sabemos que nas reagbes sorologicas
usadas para o diagndstico da sifilis se uti-
liza um antigeno lipidico com o qual rea-
gem também soros de outros doentes, como
os de maladria ®, Ora os anticorpos que se
desenvolvem no sbéro dos individuos sifili-
ticos sdo mais facil e rapidamente revelaveis
perante os treponemas pela imuno-fluores-
céncia, com a vantagem de a reagBo apre-
sentar maior especificidade, pois néo se ve-
rificam falsas reagBes positivas. A mesma
reagdo tem-se revelado 1itil para o estudo da
imunidade na malaria *® 2° sendo de prever
que a sua aplicagdo poderd ser também
vantajosa no diagnéstico do Kala-azar e da
doenca do sono. Ainda pelo mesmo método
se tem pretendido diferencar a KEniamoeba
histolyiica da E. hartmanni®.

Onde, porém, a utiliza¢do da imuno-fluo-
rescéncia no diagnéstico microbiologico se
revela mais util é nas viroses, pela possibi-
lidade de permitir revelar rapidamente os
respectivos agentes causais.

Sabe-se, na verdade, que um ‘dos grandes
Obices do diagnéstico laboratorial destas
doencas é a lentiddo dos métodos usados
para revelar os virus, pois a resposta é dada
em regra quando a doenga estd ja termi-
nada. Ora, vislumbrase que pela imuno-
fluorescéncia sera possivel revelar ésses agen-
tes patogénicos diretamente mnos produtos
através dos quais sdo eliminados ou onde se
localizam.

Assim é que, quanto d primeira possibili-
lade, sio dignos de interésse os trabalhos
que permitiram revelar diretamente o virus
da gripe mnos esfregagos do muco nasal*®
e, quanito ao 2.°, merecem referéncia espe-
cial os trabalhos que permitiram pér em evi-
déncia o virus da raiva nas glandulas sali-
vares dos animais®, o virus da variola das
proprias lesdes *®, o virus do herpes no con-
teido das vesiculas proprias da doenca ?, etc.

Também por éste método se provou que
as inclusdes celulares observadas na psita-
cose sio constituidas por virus e nfo sfo de
natureza celular, o mesmo se verificando
com os corpisculos de Negri na raiva, Ain-
da pela imuno-fluorescéncia se tém pbsto
em evidéncia rickettsias nas células. Pela
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mesma prova se tém revelado (Liu®pvd2!)
anticorpos nos individuos atingidos de pneu-
monia atipica e se féz a diferenciagio dos
anticorpos passivos e ativos na poliomie-
lite 2°.

Aparte as aplicagGes referidas da imuno-
fluorescéncia, tem-se uiilizado o mesmo mé-
todo para o estudo das doengas por auto-
anticorpos *, como por exemplo no lipus
eritematoso e na poliartrite crdnica evolu-
tiva, revelando-se para a primeira de muito
maior valor do que o métedo usado na
pesquisa direta das células LE.

A hematologia também a imuno-fluores-
céncia tem dado aprecidvel auxilio e assim,
de entre muitas outras aplicagbes, foi possi-
vel confirmar por éste método que a origem
das plaquetas tinha lugar nos megacarié-
citos e revelou-se na anemia hemolitica a
presenca duma membrana fluorescente em
volta dos glébulos vermelhos. Foi ainda pro-
vado (CooNs®Pv®21) que a sintese dos anti-
corpos se processava nas células linfoplasmo-
citarias e estaria em relacdo com o ntimero
de nucléoles das células.

Tamhém a imuno-fluorescéncia tem contri-
buido para explicar as reacbes da hipersen-
sibilidade, tendo sido demonstrado (GEgr-
MUTH et ol. 9 2) que as lesbes proprias
do fendémeno da Arthus estavam relaciona-
das com a formacdo de um complexo anti-
geno-anticorpo.  Pelo mesmo método tem
sido possivel estudar o metabolismo de certas
substincias.

Na Medicina Legal também o método
tem sido utilizado na identificagdo do grupo
sangilineo das manchas de sangue®, da sa-

liva e esperma *°.

Estando-nos a ocupar na aplicacio do fe-
némeno da fluorescéncia, cabe aqui referir
que o mesmo vem sendo aplicado no estudo
de diversos fenémenos fisiolégicos e com
todo o sucesso na identificagio de células
neoplésicas no sangue circulante e assim,
usando como fluorocromo a laranja de acri-
dina, MELLO*® revelou utltimamente a pre-
senca daquelas células em 94,6% de 353
casos de neoplasias que estudou. A laranja
de acridina da lugar, atuando sbbre as cé-
Iulas neoplésicas, a uma intensa fluorescén-
cla vermelha em microscépio ultra-violeta no
seu citoplasma e nucléolos em virtude da
maior riqueza ai em RNA em relacio as
células normais, o que pode ser comprovado

usando préviamente ribonuclease, pois entdo
a reagdo nfo se processa. Pelo mesmo pro-
cesso tem sido possivel também estudar o
metabolismo de certas substincias,

Em face do sucesso da aplicacdo da imuno-
fluorescéncia ao diagnéstico das doencas bac-
terianas e das viroses, era natural que tam-
bém se recorresse a ésse método de pesqui-
sa para a identificacdo das parasitoses, tanto
malis que nestas afec¢bes os resultados obti-
dos com os métodos sorolégicos clissicos se
tém mostrado desencorajantes. Pensamos
que as razbes déste insucesso se podem atri-
buir a varios fatos: a) as doengas parasiti-
rias ot ndo sfdo imunizantes ou sdo-no {fra-
camente, ou ocasionam situacles especiais,
como seja a premunicdo ou entfo ndo conhe-
cemos a natureza da imunidade que nelas se
verifica por nfo térmos, talvez, meios de re-
velar os anticorpos a que ddo lugar; b) como
a constituicdo quimico-antigénica dos parasi-
tos é muito complexa ainda nfo conhecemos
os elementos quimicos que interessa utilizar
para pdr em evidéncia os anticorpos, e, con-
seqlientemente, qual a natureza déstes; c¢)
os parasitos apresentam estados evolutivos di-
versos € por isso é natural que durante o
seu desenvolvimento varie a sua composicio
antigénica e conseqilentemente a natureza
dos anticorpos que provocam.

Assim é que, por exemplo, na bilharziose,
a fase de cercaria segue-se a de verme adul-
to e depois a de 6vo, sendo natural que a
cada um déstes estados devam corresponder
elementos antigénicos diversos e portanto, es-
truturas globulinicas relativas aos anticorpos
também variadas.

Ao considerarmos, porém, a prova da imu-
no-fluorescéncia deve ter-se em atenciio que
podem haver antigenos com auto-fluorescén-
cia, como acontece com os leucécitos, e que
pode ocorrer fluorescéncia nfo especifica,
constituindo esta Gltima o maior 6bice as
investigagbes por éste método.

Compreende-se, por isso, que se tenham
utilizado vérios processos para tirar as glo-
bulinas marcadas com que se vdo praticar
as reagbes essa possibilidade de érro, desta-
cando-se de entre as varias técnicas, a que
utiliza a globulina normal conjugada com
rodamina, com a qual se trata préviamente
o antigeno a estudar, antes de aplicar o an-
tiséro marcado com o fluorocromo. Por esta
técnica a fluorescéncia nio especifica devida
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a rodamina é vermelho-alaranjada e a espe-
cifica, devida & fluoresceina, é amarelo-esver-

deada.

Tem-se recorrido * também com o mesmo
fim ao glicerol a 509% com o qual se tra-
tam préviamente as preparagbes a estudar
antes de se submeterem a agfo do fluorocro-
mo- e bem assim a outros processos como
seja a utilizagio de po de drgdos dissecados
pela acetona, etc.

A APLICACAO DA IMUNO-FLUORESCENCIA
EM PARASITOLOGIA

A aplicacio da imuno-fluorescéncia ao
diagndstico em parasitologia tem visado a
pesquisa de anticorpos especificos pela téc-
nica indireta e tem-se ja aplicado a um cer-
to nimero de afecgbes parasitdrias, pdsto
que, em virtude da pouca experiéncia de que
se dispOe, ainda nfo seja possivel formular
um juizo exato sdbre o seu significado.

Assim é que o método foi aplicado ao
diagnédstico da bilharziose 2% 2%, da triqui-
nose **, da filarfase bancrofti*, da oncocer-
cose " e as infecgBes por Nippostrongylus
muris 2. A propésito da aplicagdo dos mé-
todos imunitarics ao diagnéstico das para-
sitoses deve-se recordar, porém, que em ge-
ral o diagnéstico etiolégico se baseia na pes-
quisa do agente causal por métodos diretos.

No entanto, para algumas delas, a pesqui-
sa do agente pode néo ser revelavel e entdo
serdo os métodos serolégicos que poderdo
contribuir decisivamente para o diagnéstico.

Assim acontece especialmente para a bi-
lharziose em determinada fase da sua evolu-
¢do, para a triquinose ¢ para o paludismo.
Outras ha também em que os métodos de
pesquisa direta do agente podem falhar,
como acontece com a fascioliase, enquanto
para todas elas as provas serolbgicas se re-
vestem sempre de interésse, pois certamente
nos permitirfo tirar deduces sbbre os as-
pectos imunitarios que lhe respeitam, da
maijor importdncia na epidemiologia, na pro-
filaxia e na clinica.

Por todos &stes motivos é compreensivel
que se tente por todos os meios apreciar o
valor das reagGes imunitirias nas doengas
parasitarias, donde a razfo do interésse com
que também nos vimos dedicando ao assunto.
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0SS NOSSOS ENSAIOS

Os esquemas apresentados na Fig. 1 ddo
indicages sbbre as véarias técnicas da imu-
no-fluorescéncia, onde podemos distinguir o
método direto e os métodos indiretos.

Nes nossos trabalhos utilizamos sempre o
método indireto (esquema abaixo) em que,
portanto, o séro a estudar figura numa 1.7
fase como anticorpo e numa segunda com
antigeno, tendo aplicado até & data a reacgo
ao diagnostico das bilharzioses e do quisto
hidatico, utilizando anti-soros marcados com
isotiocianato de fluoresceina que obtivemos da
casa “Microbiological Associates”, de Bethes-
da. A fluoresceina & considerada um {luo-
rocromo de eleicdo pela sua eficiéncia e
porque a sua cOr amarelo-verde é raras vé-
zes encontrada como auto-fluorescéncia.

Resultados
ey -
FROVA Antigénio
DIRECTA ™  + Néo
onticorpo  jFluorescéncia | fluorescéncia
{globutina)
fluorescente
12 2 Resultados
+ =
Antigénio Anticorpo
A ot {globuling) [Ftuorescéncia Ndo
[ séraa fluorescente fluorescéncia
estudar do sbro a
estudar
It 22 Resultades
e .
PROVA B Antigénio Anticorpu 5
INDIRECTA — Lt (gtobulina) Ndo
s6ro a fluorescente [fluorescéncia | Fluorescencia
estudar onti- antigé -
nio.
1® 2 Resultados
¥ =
Antigénio | Anti-séro
lc| + | (globulino) Irtuorescéncia Nao
anticorpo(séro)f anti-cobaia. fluoresceficia
sem compiem. ‘
complemento
de cobaia. J
Bilharziose

Sapun, WiLriaMs & ANDERSON *? tiveram
em 1960 a idéia de aplicar pela primeira
vez a imuno-fluorescéncia ao diagnéstico da
bilharziose, usando ovos, miracidios, cerca-
rias e vermes adultos como antigenos. Dado
que os melhores resultados foram obtidos
com cercirias, passaram a usd-las como
rotina.
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nientes da Guing ¢ do Brasil
diam =cguramente a doentes, respectivamen-
e dee bilhargiose vesical e intestinal, pois

sio as fnicas formas tegisiradas em cada
um doz lerrilories mencionadis,

Ouanto aos soros de Mocambigue, mesmo
gque o diagndstico  tivesse sido  [eilo com
maiz precisio do que o mélodo vsado -
pesquisa de ovos npa uring ¢ nas fezes —
nunca pode haver a cerleza de gque nio tives
sem infeccies mistas, visto ali exiztivem con-
comilantemente as duas formas. (s =oros de
Mocambique nio podem. por isso, ser usa-
dos para estudos da especilicidade da es
Peeie,

Fiig, 5 da
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diluidos a 1:4 pelo que o= utilizamos nesta
diluigio e como léenica ulilizamos a  se
auinte:

Az cercariaz foram concentradas em tubos
de centrifuga e depois fixadas com formoel

de um volume igual

a 209, jur1l§tr1:|u CErCa
aquele que conlém as cercirias, Passados
5 minules =0 lavadas duas vézes em solu-
to lampdo de fosfatos (de pH = 7.2) e dei-
xadas sedimentar 5 a 10 minutos de cada
vez. Ao sedimento  junta-se uma gota de
sora a esludar, diluide a 1:4 com o soluto
tampiao ¢ deixa-se aluar durante 15 minu-
tos, depoiz do que =¢ torna a lavar duoas
viges com o solulo lampdo, da mesma forma
deserita anteriormente,  Esta lavacem € da
maior importancia, pois =¢ nao [Gr correla
pode ficar alzuma globulina aderente ao
antigeno e dar lugar a uma falsa fluores.
reneia,

0 sedimento coloca-se entre limina ¢ la-
]'I"‘i.'l. I'r"'pﬂr[lqa“ que =g monta ©om uma
gita de glicerol, islo e, com um meio de
imersdo ndo fluorescente: o exame & [eito
a =tco com a ampliagio de 200X em mi-
croscopio  de  fluoreseéncia Zeiss, ulilizando
oz filtroz de excitagio ultra-violela intensa

I + IV, ou seja abaixo de 4000 A ¢ o=
filiros de paragem 50 e 47 que permitem a

passagem de radiaches inferiores a 5000 A,
Paralelamente [az-se sempre uma prova com
=0ro negalivo e oulra com sire posiltiva como
testemunhas.

As reacoes com as cercarias =ao faceis de
interpretar, pois gquando posilivas ¢ nitida
a fuorescéncia a sua periferia (Figs. 1 e 2)

A prova da fluorescéncia circum-oval foi
realizada  segundo a  tecnica seguinte: Ok
ovos sao concenlrados e lavados em osdro [i-
siologico, depoiz do que s colocam em
tubo de centrifuga rom uma sdta do =4ro
a esludar, tubo que é metido na estufa a
A7C durante 24 horas; seguidamente lava-se
o zedimento duas vézes com soluto tampio
de fosfato. Depoiz de sedimentados. oz ovos
sio submelidos & acio de uma gola de glo-
buling marcada anti-humana durante 30 mi-
nutos. apés o que =Ao novamenle lavados e
depois montados entre limina e lamela e
0 [erilin
com os mesmos dispositivos usados para as
cerciarias,

obzervados com  glicerol. Cxame &
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Sua aplica-

QUADRO I

Comparacdo dos resultados obtidos com as reacbes (1) peri-ovular, (2) da tumefacido das

cercarias, (3) da

imuno-fluorescéncia com cercdrias e (4) da

imuno-fluorescéncia com

ovos, no diagnostico da bilharziose

Reacio Reac8o Reacdo da imu- | Reag¢fo da imu-
. da tumefacéo no-fluorescéncia | no-fluorescéncia
e . peri-ovular Pl A
Providéncia dos soros das cercarias com cercirias com ovos
e tipo de doenca
Positivos Positivos Positivos Positivos
N.o N 0 0
(%) %) | N ey | N (%)
MOCAMBIQUE
Vesical ...........cc.... 57 93,0 57 73,8 9 88,9 e e
Intestinal .............. 19 84,2 19 57,9 6 100,0 9 88,9
Mista ........ ..., 10 100,0 10 90,0 ce
Total ..v.vveinennn., 86 91,9 86 71,7
GUINE
Vesgical ................. 49 93,8 49 95,9 49% 97,9 100,0
BRASIL
Intestinal .............. 15 80,0 15 93,3 12 91,6 15 66,6
PORTUGAL
Sem doeng¢a ............ 20 —_ 20 — 25 — 6 —
Sifilis ... ... . ool 2 — 7 — 8 — 1 —
outras ......... ... ... 3 —_ 2 — 2 —
Obs. — Com as excecdes referidas, as provas foram praticadas com ovos e cercarias de 8. mansoni.

Ovos de 8. haematobium.

Ovos de 8. mansoni.

Verificamos também, como ja foi referido
por outros autores **, que a fluorescéncia nos
ovos se processa nos granulos ou digitagbes
que se fcrmam a superficie da sua casca
quando a reacdo peri-ovular € positiva
(Fig. 5). Nas reagbes negativas os ovos
apresentam auto-fluorescéncia, mas amarelo-
acastanhada, muito diferente, pois, da ama-
relo-esverdeada prépria da fixagio da fluo-
resceina.

Resultados — Até a data, a reagfo com
as cercarias foi praticada com 45 soros de
doentes com bilharziose, em 22 casos de
individuos considerados normais, em 7 com
sifilis ¢ em 3 com outras parasitoses.

No que respeita a esta prova, verificou-se
que as reacbes foram negativas com os soros
normais, enquanto que com os soros de
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Quatro reacdes foram efetuadas com cercarias de 8. haematobiuwm.

doentes houve 40 fortemente positivas, 5
fracamente positivas e uma duvidosa. O
séro déste dltimo caso deu também resulta-
dos duvidosos cem ouiras provas, o que se
poderd explicar talvez pelo seu baixo teor
em anticorpos, por se tratar possivelmente
de uma infecgio recente ou por outro mo-
livo que nos escapa.

A reacdo foi negativa em 6 casos de sifi-
lis e de ascaridose, e duvidosa em 1 de si-
filis, em 2 casos de tricocefalose e num de
lambliose.

Os resultados obtidos na reacdo de imuno-
fluorescéncia com ovos constam do quadro I
e por éle se vé que a prova foi positiva
perante ovos de S. mansoni em 8 casos de 9
com bilharziose intestinal de Mogambique e
em 10 de 15 do Brasil; revelou-se, porém,
negativa em 6 soros de casos de bilharziose
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vesical perante ovos de S. mansoni. Com 4
soros normais a reacio foi sempre negativa.
Com os ovos de S. hematobium foi negativa
nos casos de B. intestinal do Brasil e posi-
tiva em todos os 9 casos ensaiados de B. ve-
sical da Guiné.

Comparando os resultados da imuno-fluo-
rescéncia com os verificados por nés com a
reacdo peri-ovular e a reacdo de tumefagio
das cercarias, verificamos (Quadro 1) que
a reacdo de imuno-fluorescéncia com cerca-
rias revela uma maior percentagem de posi-
tividades e perque é de mais facil interpre-
tagdo, cremos que se deve generalizar. Es-
peramos, entretanto, um maior nlmero de
ensaios para precisarmos a sua especificida-
de e o seu valor.

E de notar também que a mesma reacdo
aplicada aos ovos nfo nos deu uma téo
grande percentagem de positividades, como a
cbtida com as cercarias, embora parega
ainda mais especifica que a reagdo peri-
ovular, porquanto nfo se deram reacGes cru-
zadas entre as espécies S. mansoni e S. he-
matobium.

Quisto hiddtico

E certamente o quisto hidatico a parasi-
tose que dispde de provas mais precisas para
o diagndstico, como sejam as de Casoni e
de Weinberg. No entanto, quanto a reagéo
de Casoni verifica-se numa taxa de positivi-
casos mais bem controlados ** a taxa de po-
sitividades nas formas correntes de locali-
zagdo do quisto hidatico vai até 89%, en-
quanto podem ocorrer falsas reacbes posi-
tivas em cérca de 5%. Além disso, a rea-
¢io exige cuidados especiais na sua prépria
execucdo, na leitura, no liquido hidatico a
usar e quanto a interpretagdo, pois se pro-
cessa em dois tempos sem que se conhecam
as razbes déste fenémeno. Demais, a reagéo
de Casoni verifica-se numa taxa de positivi-
dades menor do que a referida, quando se
trata de quistos hidaticos ocorrendo fora do
seu habitat corrente, como por exemplo, no
sistema 4sseo ou nervoso, talvez porque a
larva n8o tem entfo possibilidade de origi-
nar anticorpos, pelas dificuldades que en-
contra ao seu normal desenvolvimento.

A reagfo de Weinberg é considerada me-
nos fiel, atribuindo-se-lhe” uma percenta-

gem de positividades de cérca de 83%, por-
tanto inferior & de Casoni, e menor espe-
ficidade, além de ser de técnica relativa-
mente mais delicada e mais sujeita a erros.

Ora, o quisto hidatico é uma parasitose
que, manifestamente, da lugar a fenémenos
que tém expressdo no sangue do hospedeiro
e de que a eosinofilia, as reacbes alérgicas
e varias provas serolégicas classicas sdo tes-
temunho evidente.

Técnica usada e interpretagoes das pro-
vas — Pensamos, por isso, aplicar a imuno-
fluorescéncia ao diagnéstico do quisto hida-
tico para revelar a presenca de anticorpos,
utilizando como antigeno os escolices do
quisto, ja que tais formagbes sdo verdadeira-
mente os elementos ativos da larva. Numa
comunicagdo prévia apresentada & Sociedade
das Ciéncias Médicas de Lisboa, em janeiro
do corrente ano, tivemos ensejo de dar conta
dos nossos primeiros resultados .

De entdo para cd procedemos a novas pro-
vas utilizando escdlices de quisto hidatico
de carneiros seguramente infectados, por
pungdo dos quistos e concentrados por se-
dimentacdo. Como anti-soros usamos soros
humanos de casos portadores desta parasi-
tose, confirmados operatoriamente e soros
de carneiros seguramente infectados, por
constatacdo na necropsia, do Matadouro Mu-
nicipal de Lisboa.

Dois métodos pusemos em préatica: o mé-
todo séco, em que os escolices foram fixa-
dos pelo calor, ¢ 0o método Gmido em que
uma gb6ta de centrifugado do liquido era
posta em contacto com o s6ro a ensaiar num
tubo de centrifuga. Tanto num como nou-
tro método seguiram-se as fases correntes do
método indireto da reagio que adiante des-
crevemos.

O séro do doente foi deixado em contacto
com os escOlices durante uma hora, tempo
suficiente para que a reagfio se processe. Os
soros foram ensaiados sem qualquer dilui-
cio, e na diluicdo de 1:2, de 1:4 e de
1:64, o mesmo acontecendo com o anti-séro
marcado com o fluorocromo. Os melhores
resultados foram obtidos com as dilui¢Ges
de 1:4.

Como verificassemos que nos primeiros
ensaios o método timido nos dava melhores
resultados .foi éste que usamos nas virias
provas, segundo a técnica seguinte: Os es-
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colices sdo fixados em formol a 20%, ime-
diatamente ou apds terem sido colocados
num soluto de rodamina a 1:150 durante
60 minutos.

Passados 5 a 10 minutos sdo lavados em
soluto tampdo de fosfato por 2 vézes e en-
tao submetidos durante 60 minutos a acao
do séro a estudar, que é diluido a 1:4 com
o soluto tampfo. Os escélices lavam-se no-
vamente por 2 vézes e junta-se-lhes entfo
uma gota de globulina anti-humana ou anti-
carneiro, conforme o s6ro que primitivamen-
te se empregou, a qual se deixa atuar du-
rante 15 minutos. Tornam-se a lavar 2
vézes em tampdo, montam-se com glicerol
em ldmina e ccbrem-se com lamela para se
fazer o exame nas condigdes atras referidas.

Fizemos também numerosos ensaios para
estabelecer uma concentragdo 6tima da glo-
bulina e do séro que desse sempre resulta-
dos negativos com 0s soros normais e posi-
tivos com os soros de individuos ou animais
portadores de quisto hidatico.

Ultimamente parece-nos ter chegado a um
resultado bastante animador, usando a técni-
ca e diluicbes referidas.

Nestas condigbes ¢s escolices apresentam:
se nos soros mormais com uma coloracdo es-
verdeada, enquanto nos soros de doentes
tém a mesma coloragio, mas sdo circunda-
dos por um halo fluorescente (Figs. 3 e 4).

O uso da rodamina torna mais aparente
esta fluorescéncia visto que cora o escolex
de cor alaranjada, notando-se, portanto, me-
lhor o halo amarelo-esverdeado préprio da
reacao.

Neste estudo ensaiamos soros humanos de
6 casos de quisto hidatico comprovado cirur-
gicamente, 2 de casos suspeitos e sbros de
pessoas normais, ou pelo menos, seguramen-
te livres de quisto hidatico.

Por outro lado, fizemos varios ensaios com
soros de carneiros normais e parasitados com
quisto hidatico.

Resultados
Os fatos observados constam do Qua-

dro II, pelo qual se verifica que os primei-
ros resultados obtidos sfo animadores.
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Devemos dizer que os melhores resultados
foram verificados com escolices fixados no
formol, os quais conservaram as suas pro-
priedades por um periodo nfo superior a
uma semana, mas os escoOlices tratados pela
rodamina mantinham melhor o seu aspecto
e propriedades antigénicas.

QUADRO II

Resultados da reacdo da imuno-fluorescéncia
aplicada ao diagndstico do quisto hidatico

Namero Resultado
Soros - de
reacbes | Posi- |Nega- | Duvi-
tivo tivo | doso
De carneiros:
normais ..... 34 1 23 10
c/ hidatides . 14 14 — —
Humanos:
normais ..... 17 — 10 7
c/ hidatides . 6 = 5 1 —
sifiliticos .... 3 — 3 —
¢/ bilharzione
vesical 2 — 1 1

* Um caso operado de quisto hidatico do baco,
em 1957, deu reacdo de imuno-fluorescéncia
negativa.

A fluorescéncia dos escolices postos em
contacto com o soro de doentes mostrou-se
nitida, mas fol nula ou duvidosa nas provas
feitas com 3 soros de sifiliticos e 2 soros
de doentes com bilharziose vesical. Como
testemunhas e contréle usamos s6ro normal
e praticamos reagbes sem qualquer séro e
com globulina marcada, s6 com sbro e sem
globulina e escélices sem qualquer prepa-
ragdo. Notamos, porém, que os ganchos
dos escolices apresentavam auto-fluorescéncia
(Fig. 3), pois era evidente na auséncia do
soro de doentes. Nalguns casos interpreta-
mos a reacdo como duvidosa, quando eram
poucos os escolices com fluorescéncia e esta
era pouco nitida. Cremos que éstes resulta-

dos poderdo estar em relagdo com o estado
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de vitalidade dos escélices, pois é natural que
disso dependa o seu valor antigénico, o que
iremos tentar esclarecer.

Verificamos também que nos deixaram al-
gumas davidas de interpretagdo as provas
feitas com os soros de doentes com bilhar-
ziose, pois revelaram uma certa fluorescén-
cia, se bem que menos intensa que a verifi-
cada com os soros de doentes com quisto
hidatico. E evidente que aqui se levanta o
assunto respeitante a interpretagdo a dar ao
grau de fluorescéncia ou ao fendémeno da
fluorescéncia ndo especifica, que, como se
sabe, constitul um dos ébices do método que
aguarda ainda a devida solugfo.

Quanto ao valor a atribuir & intensidade
da fluorescéncia, é evidente que pode variar
sob a influéncia de diversos fatdres, mas pen-
samos que a medigdo dessa intensidade, atra-
vés de um micro-fluorémetro, mantendo 16-
das as condigdes de experiéncia rigorosa-
mente iguais, podera ser utilizada como meio
de apreciagio do valor de rea¢do. Impdem-
se, por isso, também a realizagdo da prova
em sala perfeitamente climatizada.

CONCLUSOES

Em face do que vimos de expdr é indis-
cutivel que a imuno-fluorescéncia constitui
uma prova conveniente para o diagnéstico da
bilharziose e do quisto hidatico.

Para a bilharziose, os resultados que obti-
vemos usando cercirias como antigeno, de-
ram-nos uma percentagem de positividades
maior do que a verificada com os ovos.
Com éstes, porém, parece que a prova se
revela mais especifica, pois soros de indivi-
duos infectados com S. haematobium ndo
reagiram com ovos de S. mansoni, embora
o numero de casos seja escasso para tirar-
mos conclusfes definitivas.

No que respeita ao quisto hidatico, pare-
ce que estamos também em presenga duma
prova de interésse para o seu diagnédstico,
interésse resultante da sua simplicidade de
execugio e facilidade de interpretagdo, além
de que nos parece l6gico o principio em que
assenta: a utilizacdo direta dos elementos
antigé€nicos ativos, os escélices, certamente
os responsdveis pela formacio dos anticor-
pos, cuja existéncia nos portadores de quis-
to hidatico é inegavel.

No que respeita & sua especificidade, a
sua freqiiéncia e aos fatéres que podem in-
terferir com a reagio é claro que nfo temos
ainda dados bastantes para nos pronunciar-
mos definitivamente, pois pudemos dispér de
poucos soros de doentes e foram reduzidas as
variantes ensaiadas, j& que s6 consideramos
algumas respeitantes & técnica da prova, a
diluicdo dos soros e ao tempo de contacto
dos produtos utilizados.

Entretanto, a reacdo foi negativa com
soros normais e soros de sifiliticos e duvi-
dosa com soros de casos de bilharziose ve-
sical, helmintiase devida a um verme rela-
tivamente aparentado, pelo menos zoologica-
mente, embora nfo biologicamente, com a
Echinococcus granulosus.

Apesar, no entanto, do escasso namero de
casos em que se basela éste estudo e ape-
sar de ndo termos podido ainda comparar a
presente reagdo com as reagbes de Casoni e
de Weinberg, julgamos de interésse apre-
sentar desde j4 os resultados obtidos por
nos parecer que a reagdo merece, pelas ra-
zBes expostas, ser largamente aplicada.

Também é nossa intenc@o continuar o tra-
balho, praticando a reacio segundo diversas
modalidades e em que se considerard a
conservagio e a variago possivel do poder
antigénico dos escélices, a influéncia da di-
luicdo dos soros, a especificidade da prova
e muitos outros aspectos que seria fastidioso
inumerar, E possivel que esta reacdo nos
permita ainda seguir a evoluco da taxa de
anticorpos, 0 que seria de grande vantagem
sobretudo para a apreciagio do quisto hida-
tico recidivante.

SUMMARY

Immunofluorescent reaction, applied to the
parasitologicel diagnosts.

The indirect immunofluorescent reaction
applied to the bilharziasis diagnosis, using
the inactivated serums to be tested, cerca-
riae and eggs as antigens, and fluorescein
isothiocyanate as fluorochrome, proved to be
of great interest. When using S. mansoni
cercariae, the rate of positive results was
98% in 45 serums of vesical bilharziasis
patients, while when using S. haematobium
cercariae positive results' were noticed in the
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4 serums of the same type of disease, an
insufficient number to allow us to conclude
that this reaction is more specific than
others. All results were negative with nor-
mal serums.

When using the eggs as antigens, the rea-
ction seems to be really species specific sin-
ce it was not noticed in 6 vesical bilharzia-
sis cases with S. mansoni eggs, and since it
was positive in 9 cases of the same disease

type with S. haematobium eggs.

With S. mansoni eggs the intlestinal bilhar-
ziasis cases from Mozambique showed 88%
of positive results, and the ones from Brazil
only 66.6%, which is perhaps related to the
fact that these latter serums were already
quite contaminated.

However, with S. haematobium eggs all
results were negative, the same happening
in the reactions performed with normal se-
rums with any species of eggs.

Also of interest is the fact that in 2 nor-
mal serum cases circum-oval precipitin rea-
ction was noticed, though only of the + de-
gree, but the small bubbles of precipitate
did not take fluorescence.

The immunofluorescent reaction applied to
the diagnosis of the hydatid cyst, using sco-
lices of the hydatid cyst of the lamb as an-
tigens, was positive in 1009 of 14 serums of
parasited lambs and was negative in 23 of
34 normal cases used as witness, but it
was doubtful in 10 cases and positive in
one case. In 6 human cases of hydatid
cyst the reaction was positive in 5 and ne-
gative in 1, and in 20 serums of indivi-
duals not suffering of this parasitosis it
was doubtful in 7 and negative in the re-
maining.
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