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A REACAO PERI-OVULAR NO DIAGNGSTICO DA ESQUISTOSSOMOSE
MANSONICA

J. PELLEGRINO e Fidalma de Oliveira ANDRADE

RESUMO

A reagdo peri-ovular foi praticada com o séro de 164 pacienies com esquis-
tossomose mansdnica e de 83 individuos seguramente livres desta infeccdo. A
reagdo foi positiva em 71,39% dos pacientes com esquistossomose e em 7,29%
(falsos positivos) dos individuos tomados como contrdle.

-Em 18 }.);cientes com esquistossomose e com reacdo peri-ovular completamente
negativa o teste cutdneo com antigeno de esquistossomos foi positivo em 11
(61,1%) e a reacio de fixacio do complemento positiva em 13 (72,2%). Em
17 pacientes, pelo menos uma das duas provas resultou positiva.

Em 46 individuos com esquistossomose e nos quais a reagio peri-ovular havia
sido fortemente positiva, o teste cutdneo foi positivo em 37 (80,4%) e a reacdo

de fixacdo do complemento em 43 (93,5%).

das duas provas resultou positiva.

Em todos os casos, pelo menos uma

Ficou evidente que a reagio peri-ovular nio apresenta vantagens sdbre a
reacdo intradérmica e a reagio de fixagdo do complemento no diagnéstico da

esquistossomose mansonica.

Estas duas provas, praticadas simultineamente, per-

mitem evidenciar a quase totalidade dos individuos infectados pelo S. mansond.

Foi salientada a importancia de se adotar um critério quantilativo na inter-

pretagio dos resultados da reacdo peri-ovular.

O valor desta prova imunolégica

no contrble de cura da esquistossomose precisa ser investigado com maior detalhe.

INTRODUCAO

Em 1954, OvrivER-GONZALEZ® descreveu
um interessante fendmeno: quando ovos de
S. mansoni séo incubados a 37°C com séro
de pacientes com esquistossomose, formam-se
precipitados em tdrno de ovos contendo mi-
racidio vivo. Estes precipitados se apresen-
tam sob a forma de glébulos ou “bélhas”
de tamanho varidvel ou constituindo longas
cadeias como se [Ossem “segmentos de té-
nia”.  Esta nova reagdo imunolbgica rece-
beu ¢ nome de “circumoval precipitin re-
action” (OLIVER-GONzALEZ, Bauman & BE.
NENSON 1),

O precipitado que se forma em térno dos
ovos pode ser visto apdés 2 horas de incuba-

Instituto Nacional de Endemias Rurais,

¢do a 37°C, mas torna-se mais evidente depois
de 24 horas. A formacgio do precipitado é
eliminada se o sbro 6r absorvido préviamen-
te com ovos vivos ou liofilizados, A absorgdo
do sdro com cercdrias ou esquistossomos
adultos no interfere na reacdo, o que su-
gere a existéncia de material antigénico pré-
prio ao 6vo. O precipitado é visto somente
em torno de ovos com miracidio vivo, o que
leva a crer que a substincia antigénica es-
teja presente dentro do 6vo e talvez seja
constituida por secre¢do ou excre¢do do mi-
racidio ou pelo fluido que banha o embrido
ciliado (OLivEr-GonzarLez®). OLIVER-GON-
zaLEz, Bauman & BENENsoON *' verificaram
que a reagfo peri-ovular ndo apresenta ape-
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nas uma especificidade de estddio (demons-
trada pelas provas de absor¢do), mas, tam-
bém, uma especificidade em relagio as espé-
cies do género Schistosoma. De fato, nfo ha
reacio cruzada quando ovos de S. haemaio-
bium ou S. japonicum sio usados como anti-
geno e hd apenas formacdo de discreto pre-
cipitado quando ovos de S. mansoni sdo in-
cubados com soros de pacientes infectados
pelo S. haematobium ou S. japonicum.

O valor da reagfio peri-ovular no diagnds-
tico da esquistossomose foi estudado nos tra-
balhos de Ovrivir-Gonzarez®, OLIVER-GON-
ZALEZ, BaumMan & BeNeNson 19, NEwSOME &,
Robricuez-MoriNa, OLIVER-GONZALEZ & SER-
RaNO *® e KrLOETZEL®. Segundo os autores
citados, esta reacfio seria dotada de grande
sensibilidade e elevada especificidade para
infecgbes por Schistosoma. No grupo de pa-
cientes estudados por AnpersoN & Nar-
MARK ®, a sensibilidade da reag¢do peri-ovular
foi de 88%. OLvER-GONZALEZ, Bauman &
BENENSON  mostraram que a intensidade
da reacdo peri-ovular e a percentagem de
ovos com precipitado é significativamente
maior nos casos de doenga crénica do que
na infeccdo recente.

A possibilidade de se utilizar a reacdo
peri-ovular como contréle de cura na esquis-
tossomose foi sugerida nos trabalhos de OLr-
vier-Gonzarez, Ramos & CoxkEr 2 e OLIVER-
Gonzarez, Bauman & Benenson 100 Reagdes
feitas apds tratamento especifico comecam a
diminuir de intensidade ja aos 60-120 dias,
tornando-se negativas, na quase totalidade
dos casos curados, apds 6 meses. Os dados
de K1LOETZEL ¢ confirmam estas .observagoes.
A npegativagdo da reagdo peri-ovular apds
tratamento com “fuadina” foi também veri-
ficada em camundongos experimentalmente
infectados com’ S. mansoni (Ropricuez-Mo-
LiNa & coltT).

A ‘demonsiragdo de que os precipitados
que aparecem em tdrno de ovos de S. man-
soni, quando incubados com séro de pacien-
tes com esquistossomose, constituem comple-
xos antigeno-anticorpo, foi dada por LEWERT,
Lee & Jacksox #Pm4# ysando anticorpos espe-
cificos marcados com isocianato de fluorescel-
na. O fracionamento de imune-soros pela ele-
troforese em papel (Cancio, De Sars & Ro-
DRIGUEZ-MoOLINA ?) e em amido (Lee & Lk-
WERT *) possibilitou a localizacio da fracio
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imunologicamente ativa na faixa correspon-
dente a y,-globulina.

No presente trabalho descrevemos um cri-
tério quantitativo para a leitura da reagdo
peri-ovular e procuramos estabelecer o valor
desta prova no diagnostico da esquistosso-
mose mansénica.

MATERIAL E METODOS

Pacientes com esquistossomose e coniro-
les — A reagfo peri-ovular foi praticada em
164 individuos com esquistossomose mansé-
nica parasitologicamente comprovada, sendo
154 pelo exame de fezes e 10 pela biopsia
retal. A idade variou de'5 a 72 anos, sen-
do que em 129 pacientes estava compreen-
dida enire 10 e 40 anos. Dos pacientes
com esquistossomose, 117 eram do sexo mas-
culino e 47 do sexo feminino. A reagéo
peri-ovular foi feita também em 83 indivi-
duos moradores em zona sem esquistossomo-
se (Florianépolis, Santa Catarina), sendo 61
do sexo masculino e 22 do sexo feminino.
A idade déstes individuos variou de 10 a
43 anos.

Obtencio de ovos de S. mansoni — Qvos
de S. mansoni foram isolados do intestino
de camundongos experimentalmente infecta-
dos, ap6s 8 a 10 semanas de doenca, se-
guindo, em linhas gerais, a técnica descrita
por PELLEGRINO **. O intestino delgado de
3 a 4 camundongos era retirado, aberto lon-
gitudinalmente e lavado em &agua corrente.
Em seguida o material era colocado em pla-
ca de Petri contendo soluciio salina a 1,4%
e deixado na estufa a 37°C durante 2 horas.
Depois de raspar a mucosa intestinal com
uma ladmina de microscopia, a suspensdo era
homogeneizada em liquidificador durante 2
minutos e filirada airavés de 4 camadas de
gaze. SedimentacBes sucessivas do material
em salina a 1,49%, feitas em cristalizador de
vidro (12 cm de didmetro; 6 cm de altura)
proporcionam ovos de S. mansoni pratica-
mente livres de contaminantes (Fig. 1). Em
geral a primeira sedimentagio requer 15
minutos; 4 a 5 minutos sdo suficientes para
cada uma das sedimentacbes seguintes.

Técnica da reagio e interpretagio dos re-
sultados — A reacio peri-ovular foi prati-
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Fig, 1 — Ovos de 8 mansoni isolados do o Intestino  de camundongo
expeErimentalmente infectadao,

cadda colocando-se silire uma laminag 0.1 ml
do sire a ser examinado fpreviamente ina-
tivado a 50°C durante 30 minutos) e (.05
ml de suspensiio de ovos de 8. mansoni em
solugio =aling o 1.4% . contends 100 unida- FFre F
des de peniciling por ml. A preparacio cra ; 1 HEELE
recoberta vom laminula untada nos bordos r; TR i
vom vaseling e finalmente ineabada a 37 4
dhrante 20 horas, - '

=

Nainterpretacio dos resoltados ProcUroL- :
s exprimic a inlensidade da reacio segun- '
o um eritério quantitativo. pois havia sido | ’
referido (PELLECRING ') que reaches pouco |
intensas podem ser observadas em soros de | | /
individuos  seguramente  livees  de infeceio | 3
espuistossomatica,  Como ponto de referén- \ | }
vin ol considerads g dvea relativa do fvo | l f"
de S mansoni, vislo a0 microseopio,  As IIL1
arcas correspondentes s formacoes em “ho- \ /'f
lha™ ou em “cadein”. olbeervadas em 16rno 4
e cada dvo. Toram  anotadas esremilica-
menle ¢ g 2ua soma comparads com g Area
correspondente & do dvo (Fig, 2. Os re-
sultudoz  para cada dvo Toram  assinalados
em Cpontos” coma se sesue: | = Area cor- Flz. 2 — Desenho esguemitice pars mostear
respondente o V) o dve: 2 = Area cor- o oeritérln atilizado na leltura da reacin peri-
respondente & metade da drea do dvo: 3 = ovular (ver fextol.
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area maior do que a metade do 6vo, mas
inferior a area total do 6vo; 4 = éarea su-
perior aquela correspondente ao évo. Valo-
res inferiores a I, isto é, correspondentes a
4reas menores do que 14 do 6vo, somente
foram levados em conta quando as forma-
cbes em térno do Ovo eram “‘em cadeia”,
sendo anotados como 0,5. Foram observa-
dos, para cada sbro, 100 ovos maduros com
miracidio vivo. A soma dos “pontos” divi-
dida por 100 serviu como medida da reati-
vidade do séro (r). Quando o valor de r
era igual ou superior a 5, considerava-se a
reacdo como -positiva.

Teste cutdneo e reaciio de fixacio do com-
plemento — A reagfo intradérmica com an-
tigeno de esquistossomos (S. mansont), con-
tendo 40 pg N/ml (cf. PELLEGRINO & Ma-
CEDO '®) e a reacdo de fixacdo do comple-
mento (PErLEGRINO & FrEITAS '*) foram
praticadas em 64 pacientes com esquistosso-
mose: 18 casos com ‘a teaglo peri-ovular ne-
gativa (r = 0) e em 46 casos com valores
de r superiores a 20.

RESULTADOS

Os resultados da reagdo intradérmica pra-
ticada com o sbro de 164 pacientes com
esquistossomose e de 83 contrbles acham-se
resumidos no Quadro. Os valores de r fo-
ram iguais ou superiores a 5, (reacbes po-
sitivas) em 71,3% dos pacientes com es-
quistossomose e em 7,29% (falsos positivos)
dos individuos tomados como contrdle. O
valor de r foi igual a zero em 25 pacientes
com esquistossomose e em 60 dos 83 soros
de individuos sem esquistossomose.

Em 18 pacientes com esquistossomose €
com reacdo peri-ovular completamente nega-
tiva (r = 0), a reagfo intradérmica foi po-
sitiva em 11 (61,1%) e a reagao de fixa-
¢ao do complemento em 13 (72.2%). Em
17 casos, pelo menos uma das reagbes re-
sultou positiva.

Em 46 individuos com esquistossomose e
nos quais a reagfo peri-ovular havia sido
fortemente positiva (valores de r superiores
a 20), a reaclo intradérmica foi positiva
em 37 (80,4%) e a reagdo de fixacdo do com-
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plemento em 43 (93,5%). Em todos os
casos, pelo menos uma das reagbes foi po-
sitiva.

QUADRO
Reacdo peri-ovular em soros de pacientes com

esquistossomose e em individuos tomados como
controdle

Valores de v Pacz.entes com Contréles
esquistossomose
0 25 60 ‘l
la 2 11 28,7.% 6 I 928%
3 a 4 a1 } 11
1
5a 6 5 . 1
7 a 8 11 4 7,2%
9 a 10 3 1
11 a 15 19
16 a 20 12
21 a 30 25 71,3 %
31 a 40 8
41 a 50 11
51 a 60 4
61 a 100 14
> 100 5
Total ...... 164 83

‘DISCUSSAO

Em camundongos e macacos experimen-
talmente infectados com S. mansoni, o apa-
regimento de anticorpos responsaveis pela
reagio peri-ovular é relativamente precoce
e coincide, aproximadamente, com o inicio
da eliminacdo de ovos nas fezes (COKER &
OLivER-GONZALEZ #, SENTERFIT °, KLOET-
zeL ®). Os anticorpos somente s@o eviden-
ciados quando a infecgBo é produzida por
esquistossomos de ambos os sexos (OLIVER-
GonzaLEz, BaumMan & BENENSON %, SENTER-
FIT ), No homem, embora tenha sido
constatada a positividade da reagfo peri-ovu-
lar em casos de infeccio recente, esta prova
torna-se mais evidente na fase crénica (OLI-
vER-GONzALEZ, Baumany & BeNENson 0,
KrogTzEL ©).

A reacdo peri-ovular foi considerada co-
mo altamente especifica para o grupo Schi-
stosoma, apesar do ntmero relativamente pe-
queno de soros de individuos seguramente
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Fig. & — Diferentes tipos de preciplitado em trmg de ovos de 2 morson incubados com siro  de
pactentes com cagulstossomose. A4 s F: rosches om “Bolha”, com diferentes intensidades, . a I:
reacics em “segmentos de Lonla”,
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livres de infecgdo esquistossomoética, nos
quais ela foi testada (OLIVER-GONZALEZ,
Bauman & BeneNnson 1°). KLOETZEL ¢ assi-
nala falsa reagdo positiva em menino com
febre reumaética. Nossa experiéncia nio se
superpbe a dos autores que nos precederam.
De {fato, praticando a reagdo peri-ovular no
sbro de 83 individuos sem esquistossomose,
constatamos, com certa freqiiéncia, o encon-
tro de pequenas formages em “bdlha”, de
regra isoladas (Fig. 3, A) e em pequena
percentagem de ovos. Este achado preju-
dica sobremaneira a leitura da reagfo peri-
ovular, uma vez que tais formactes podem
ser encontradas em ovos incubados tanto
com sbro de pacientes com esquistossomose
como em sOro de individuos ndo infectados.
E preciso salientar, entretanto, que forma-
¢bes em “cadeia” ou em “segmentos de té-
nia”, mesmo pequenos, somente sio- encon-
tradas quando os ovos sfo incubados com
soro de pacientes com esquistossomose (Fig.
3, G, H, I). A especificidade da reacdo
peri-ovular tornar-se-ia baixa se todas as
formacgdes em “bolha”, mesmo isoladas, fés-
sem tomadas em consideragio. Por ésie mo-
tivo desenvolvemos um névo critério de lei-
tura, visando aumentar a especificidade da
reacdo, sem contudo prejudicar de maneira
aprecidvel a sua sensibilidade. Ji& KroEet-
ZEL®, em 1959, havia proposto um critério
quantitativo para interpretar os resultados
da reacdo peri-ovular. Mesmo assim, rea-
¢oes com valores de r compreendidos entre
5 e 9, foram constatadas em 7,29% dos in-
dividuos sem esquistossomose (Quadro). Se
o critério para se considerar uma prova co-
mo positiva fosse modificado, deslocando-se
r de 4 para 9, a especificidade da reagao
tornar-se-ia maior (apenas 1,29%  de falsas
reagbes positivas), mas a sua sensibilidade
cairia de 71,3% para 61,6%. E possivel
que tanto a sensibilidade como a especifici-
dade da reagfo peri-ovular possam ser me-
lhoradas com o auxilio da prova de imuno-
fluorescéncia indireta (anti-y-globulina hu-
mana marcada com isotiocianato de fluores-
ceina). KEstudos nesse sentido estio sendo
realizados em nosso laboratério.

Nos pacientes com esquistossomose ndo
houve diférenga estatisticamente significati-
va dos resultados, tanto em relagdo ao sexo
como em relacdo a idade (criancas X adul-
tos). i '
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A comparacio da reagdo peri-ovular com
o teste cutdneo e a reagdo de fixagdo do
complemento mostra que, do ponto de vista
pratico, a reacdo peri-ovular nio apresenta
vantagens sdbre as duas outras provas imu-
nolégicas no diagndstico da esquistossomose.
Como ja havia sido salientado anteriormen-
te, quando o teste cutdneo e a reacdo de fi-
xa¢ao do complemento sdo praticados simul-
tdneamente, a quase totalidade dos individuos
infectados por S. mansoni pode ser eviden-
ciada (PELLEGRINO & col.’%).

Uma vez que existem evidéncias, tanto de
ordem clinica (OrLIvER-GoNzALEZ, Ramos &
CoxEr '2, OLIvER-GoNzaLEZ, BauMan & Be-
NENSON *°, K1LOETZEL ®) como experimental
(Robricuez-MoLina & col.’™), de que a rea-
¢o peri-ovular tende a tornar-se negativa de-
pois do tratamento especifico, é possivel que
éste teste imunolégico venha a desempenhar
papel importante no contrdle de cura da es-
quistossomose. - Este campo de estudos me-
rece ser desenvolvido.

SUMMARY

The circumoval precipitin reaction in the
diagnosis of schistosomiasis mansont.

The circumoval precipitin test was per-
formed with the sera of 164 patients with
active schistosomiasis mansoni and with the
sera of 83 uninfected controls. The test was
positive in 71.3 per cent of the schistosome
patients and in 7.2 per cent (false positive)
of the controls.

The intradermal and complement fixation
tests, using adult worm (S. mansoni) anti-
gens, were positive in 61.1 and 722 per
cent, respectively, in a group of 18 patients
with schistosomiasis but negative circumoval
test. In all but one patient at least. one
of these tests was positive.

In a group of 46 schistosome patients
showing a strongly positive circumoval test,
the intradermal and complement fixation
tests were positive in 80.4 and 93.5 per cent,
respectively. In all patients, at least one
of these tests was positive.

It was shown that the circumoval pre-
cipitin reaction has no advantages over the
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intradermal and complement fixation tests
for the diagnosis of schistosomiasis mansoni.
Actually, when intradermal and complement
fixation tests are simultaneously performed,
practically all individuals infected with S.
mansont are detected.

The use of a quantitative criterion for
reading the circumoval test was considered
very important. The value of the circum-
oval test for the assessment of cure in schi-
stosomiasis mansoni was discussed.
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