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Comparacéo antigénica entre Tritrichomonas sufs
e 7. foetus — 1l imunoeletroforese (IEF)*

Geraldo A. De Carli** & Jorge Guerrero***

Resumo

Antigenos preparados de Tritrichomonas suis e T. foetus foram separados pela eletroforese em gel e reagiram com os
imuno-soros preparados em coethos injetados com cada espécie de Tritrichomonas. As linhas de precipitacdo mais numero-
sas e mais fortes foram obtidas nas reages entre os antigenos e os imuno-soros homélogos. O estudo imunoeletroforético
trouxe resultados adicionais ao nimero de componentes antigénicos, mostrando a presenca de pelo menos trés grupos anti-
génicos especificos para a T. foetus e um para a 7. suis. Os resultados obtidos puderam ser associados aos dados obtidos
pela imunofluorescéncia indireta (IFl} e imunodifusdo em gel (ID).

Summary

Antigenic comparison between Tritrichomonas suis and T. foetus — /Il Immunoelectrophoresis (1EF)

Antigens prepared from Tritrichomonas suis and T. foetus were separated by gel immunoelectrophoresis and reacted
with the immune sera prepared from rabbits injected with gross antigens of each species of Tritrichomonas. The largest
number and strongest precipitating lines were‘obtained in the reactions between antigens and their homologous immune
sera. The immunoelectrophoretic study produced additional information about the number of antigenic components
showing the presence of at least three specific antigenic groups for 7. foetus and one for 7. suis. The results were related to
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data obtained by indirect immunofluorescence {IFi) and gel immunodiffusion.

Introdugéo

A comparaco antigénica entre Tritrichomonas suis e-

T. foetus foi examinada pela imunofluorescéncia in-
direta (IFl} (2) e pela imunodifusdo em gel {ID) (3}. Os re-
sultados obtidos indicaram a existéncia de antigenos co-
muns a ambas espécies com estrutura antigénica rela-
cionada. Na presenie‘:investigagéo foi estudada a rela-
¢80 antigénica entre estes protozodrios através da imu-
noeletroforese {IEF).

Material e Métodos

Duas espécies de Tritrichomonas foram usadas nes-
te estudo: 7. suis (amostra TS—1), isolada da cavidade
nasal de porcos domésticos, Sus scrofa, por De Carli &
Guerrero (1) e 7. foetus (amostra RJ-1), recebida do, Dr.
Auvenir de Almeida Rames, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, km 47, Via Campo Grande, Rio de
Janeiro.

Os antigenos foram preparados, para cada organis-

mo, de acordo como foi previamente descrito (2). A
concentracdo de carbohidratos totais, . nitrogénio e pro-
teinas existentes nos antigenos foi determinada pelo
método da antrona de Fales {5) e modificado por Good-
child (6); pela técnica de Kjeldahl de 1833, modificada
por Taveira & Bethelm (9) e pelo método de Folin-
Ciocalteau, descrito por Lowry (7), respectivamente {2).

Os imuno-soros e o soro normal de coelho (SNC),
preparados previamente (2), foram usados neste
estudo. A técnica descrita por Williams (10), Rose & Bi-
gazzi (8) e Dwyer (4) foi usada para separar as proteinas
na _superﬁ’cie do &gar, de acordo com as cargas, das
mesmas pela exposicdo em um campo elétrico com cor-
rente direta. O agente geleificante foi agar purificado
{BBL), na concentraco de 1,2% em solugdo tampdo de
barbital com pH = 8,6, sem preservativo.

Laminas de microscopia (128 x 75mm) foram prepa-
radas pela adigdc de 2,5ml de agar purificado, ligliefeito
(50-60°C). Apés a solidificagdo do agar & temperatura
ambiente (22°C), as laminas foram estocadas a 5°C em
cédmara Umida.

* Investigac8o realizada com o auxilio financeiro da FAPERGS. Projeto Vet. 40/74.
** Faculdade de Farmacia, Departarento de Anélises. UFRGS, Porto Alegre, RS.
***|nstituto de Pesquisas Johnson & Jonhson de Doengas Endémicas, S38o José dos Campos, SP e Faculdade de Medicina Veterinéria, USP, S.
Paulo. End. Atual: Pitman-Moore, Inc Washington Crossing, NJ 08560 USA.



108

Antes do uso, a superficie de agar de cada lamina foi
perfurada com a matriz escolhida. As {aminas prepara-
das, e com os orificios cheios do antigeno desejado, fo-
ram submetidas a eletroforese, durante 90 minutos,
usando-se seis miliamperes (mA) por lamina, a 22°C,
em solugdo tampdo de barbital com pH = 8,6 e for¢a i6-
nica-0,005. Terminada a migrag3o, as canaletas das |&-
minas foram imediatamente cheias com os imunosoros.
A reagdo processou-se em cdmara imida a 5°C; durante
72 horas. Em cada série de experimentos o imuno-soro
especifico reagiu contra os antigenos homélogos e he-
ter6logos. As linhas de precipitag8o foram coradas e fo-
tografadas, como foi descrito anteriormente (3). Todas
as reagBes foram fotografadas depois de 72 horas de in-
cubacdo (11).

Resultados e Discusséo

Foram obtidos resultados negativos nas reages que
envolveram o soro normal de coelho e os dois antigenos
dos protozoérios, ficando demonstrado que os coelhos
utilizados n#o tinham tido anteriormente contato com
estes antigenos. N&o se formaram linhas de precipitag3o
nas reagdes entre a solugdo tampdo de barbital, os anti-
genos e os seis imuno-soros. A Tabela 1 mostra os re-
sultados das reagGes de precipitagdo, obtidas através da
IEF entre os imuno-soros e os antigenos de Tritrichomo-
nas .

Tabela 1

Resultados das reages de precipitacao, obtidas através
da imunoeletroforese entre anti-soros e antigenos de T7ritrichomonas

Anti-soro Antigeno N? de linhas formadas
ts T8 la2
TF ta?
TS 1a2
tf
TF 3a6

ts, tf = anti-soros de 7. suis e 7. foetus
TS, TF = antigenos de 7. suis e T. foetus

G.A. De Carli & J. Guerrero

O sistema antigeno-imuno-soro homélogo da 7. foe-
tus apresentou trés, quatro e seis linhas de precipitacdo
(Fig. 1) e os sistemas antigeno-imuno-soro homologo
de 7. suis mostraram uma e duas linhas (Fig. 2).

As combinagdes entre imuno-soro da 7. suis (ts) e 0
antigeno 7. foetus (TF) formaram uma, duas e sete li-
nhas (Fig. 3) e o imuno-soro 7. foetus (tf) e o antigeno
T. suis {TS) revelaram uma e duas linhas de precipitagdo
(Fig. 4).

Os resultados previamente obtidos pela imuno-
fluorescéncia indireta (IF1) (2) e pelo método da difuso
em gel (ID) (3) indicaram que existe relagdo antigénica
muito proxima entre 7. suis e 7. foetus. Acrescente-sé a
isso que a imunofiuorescéncia indireta trouxe somente
informagdes concernentes & existéncia de reagdes cru-
zadas entre as duas espécies. Entretanto, estes dados
indicaram o nimero de antigenos comuns ou relaciona-
dos e responsaveis pelas varias reagdes cruzadas. Por
outro lado, os resultados obtidos na imunodifusdo em
gel indicaram que as tricomonas de origem suina e bovi-
na dividem entre si, no minimo, antigenos idénticos
com um numero parciaimente relacionado.

Este estudo imunoeletroforético trouxe resultados
quantitativos adicionais ao nimero de componenfes
antigénicds. Os résultadqs obtidos pela imunofluorescén-
cia indireta (2) e pela imunodifusdo em gel (3) mostra-
ram resultados parcialmente semelhantes, evidenciando
que as reagdes cruzadas entre os dois organismos refle-
tem o nimero de antigenos comuns e relacionados.

Quando os antigenos TS e TF (Fig. 5, 6, 7, 8) foram
comparados com os seus imuno-soros homoélogos e he-
terélogos, observou-se que T. foetus reagiu com 7.
suis, formando quatro linhas de precipitagcdo. Esta rea-
cdo mostrou que 7. suis deveria revelar também a pre-
senca destes determinantes antigénicos. Contudo, es-
tes fatores poderiam ndo se encontrar no antigeno tes-
tado ou ndo estar em concentragdo adequada, ou entdo
poderiam ter sido neutraliZados durante a preparacdo ou
estavam em quantidades insuficientes para reagir ’in vi-

"

tro”’.

A presenga de anti-corpos contra os determinantes
antigénicos de 7. foetus, demonstrou porém que o anti-
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geno TS injetado nos coelhos possui determinantes an-
tigénicos semelhantes e que estdo presentes na reagdo
antigeno-anti-corpo. Entretanto, os resultados da imu-
- nodifusdo em gel (ID) (3} puderem ser associados aos da-
dos obtidos na imunoeletroforese (IEF), mostrando a
formacdo de linhas de precipitag8o que indicaram a exis-
téncia de antigenos comuns ou com uma estrutura rela-
cionada.

7. foetus apresentou pelo menos trés determinantes
antigénicos que ndo estdo presentes nas preparagdes
antigénicas de 7. suis.

7. suis apresentou dois determinantes antigénicos
no sistema homélogo, com o imuno-soro contra 7. foe-
tus, uma destas linhas de precipitagcdo também esté pre-
sente, demonstrando que o coelho injetado com o anti-
geno TF reconheceu a presenga de grupos antigénicos
semelhantes aqueles presentes no antigeno TS.
Conclui-se que este sistema € comum a 7. suise T. foe-
tus mas, por motivos ji explicados acima, esta reacdo
n#o se apresentou no sistema TS homologo.

Deve-se ressaltar que os antigenos responsaveis pela .

formac3o de numerosas linhas de precipitagdo de identi-
dade, nos sistemas antigeno-anti-corpo nos testes de
imunoeletroforese, aparentemente possuem, no mini-

mo, estrutura idéntica, como ja foi visto nas provas de
IFI (2) e ID (3). As linhas de identidade, obtidas na IEF,
sugerem que 0s antigenos das duas espécies possuem
estrutura parcialmente relacionada entre si. Entretanto,
torna-se evidente que o grau de reagdes cruzadas entre
os dois organismos, observadas pela IFl, ID e IEF, refle-
tem o namero comum e relativo de antigenos que eles
partilham entre si, mas também indicam a existéncia de
antigenos especificos para cada espécie.

A provével relagdo antigénica e filogenética comum
entre as duas espécies, sugerida com o auxilio da imu-
nofiuorescéncia indireta e pela imunodifusdo em gel, fo-
ram confirmadas pelos resultados deste estudo.

Agradecimentos

Agradecemos aos professores Edgar Mario Wagner
e Elisia da Silva Wagner pelas sugestdes e ctiticas na re- -
dacdo deste trabalho. Agradecemos também 3s acadé-
micas Srtas. Maria Isabel D’ Arrigo e Ana Teresa Jacinto.
Maia pela assisténcia na documentagdo fotogréfica e a
farmacéutica-bioguimica Zilma Freire e ao técnico de la-
boratério Sr. Eni Nunes pela preparac3o dos meios de
cultura.

Referéncias Bibliograficas

1. DE CARLI, G.A. & GUERRERO, J. — Tritrichomonas suis: Isola-
mento, morfologia e incidéncia na cavidade nasal de porcos domés-
ticos Sus scrofa. Rev. Fac. Med. Vet. Zootec. Univ.” S. Paulo,
22:269-276, 1975.

2. DE CARLI, G.A. & GUERRERO, J. — Comparagéo antigénica entre

Tritrichomonas suis e T. foetus. | — Imunofiuorescéncia indireta
(IF1). Rev. Microbiol. {S&o Pauio); 6:55-68, 1976.

3. DE CARLI, G.A. & GUERRERO, J. — Antigenic Comparison bet-
ween Tritrichomonas suis and T. foetus. Il — Gel Immunodiffusion.
Rev. Lat-amerc. Microbiol., 18:167-171, 1976,

4. DWYER, D.M. — Analysis of the antigenic relationships among 7r/-
chomonas, Histomonas, Dientamoeba and Entamoeba. Il — Im-
muelectrophoresis techinics. J. Protozool., 21:138-145, 1974.

5. FALES, F.W. — The assimilation and degradation of carbohydrates
by cells. J. Biol. Chem., 193:113-124, 1951,

6. GOODCHILD, c.C. — Carbohydrate contents of the tape worm

Hymenolepis diminuta from normal, bileless and starved rats. J. Pa-
rasit, 47:401-405, 1961,

7 LOWRY, O.H. et alii — Protein measurement with the folin phe-
nol reagent. J. Biol. Chem., 193:265-275, 1951,

8. ROSE, N.R. & BIAGAZZI, P.E. — ‘Methods in immunodiagnosis.
New York, John Wiley & Sons, 1973, 212p. '

9. TAVEIRA, M. & BETHELM, M.L. — Doseamento de proteirids. in
\d. Quimica bromatolégica; métodos de anélise de alimentos. Rio de
Janeiro, Faculdade de Farméacia, Universidade Federal do Brasil,
1957, fasc. 1, p. 75-80,/mimeografado/.

10. WILLIAMS, C.A. — Immunoelectrophoretic analysis in agar gels.
In: WILLIAMS, C.A. & CHASE, M.W., ed. Methods in immunoche-
- mis try. New York, Academic Press, 1971, v. 3, cap. 14, p. 237-273.

11, WILLIAMS, C.A. & CHASE, M.W. — Photography of precipitates
in gels. In: |d. Methods in immunology and immunochemistry. New
York, Academic Press, 1971, v. 3, cap. 14, p. 321-339



