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Desde que a infecgfio brucélica fol pela primeira vez comprovads no
Brasgil por Camini e Vegruce:, em 1932, nos 20 anos que se sucederam
o8 cagos bem doeumeniados de bruceclose elevam-se talvez a uma meis
centena., Contrariamente ¢ em flagrante contraste eom ésses dados, a ocor-
réncia da infecciio veteriniria, especialmente no gado, apresenta indices
muito elevados. No Estado de Sfo Paulo, em trabalho sistemdtico que rea~
liza o Instituto Bioldgico, Prxma e D’Arrce demonsiraram que nossos re-
banhos se apresentam pesadamente infectados, ndo sendo rara a incidéneia
de 1009,. Nzo 86 o gade vaeurs, mas também o suino, de acdrdo com os
dados de D’Apice, apresentam indices de infeccfio igualmente elevados.

Em 580 Paule, Nziva e Murnno (1030), foram os primeiros & verificar
a ocorréncia da hrueelose em rebanhos bovines do interior do estado, tendo
agsinalado alto indice de sdro-aglutinagbes pesifivas (10,49,) e, a0 mesmo
tempo, isolado de alguns animais o agente causador da moléstia.

No mesmo ano, Neiva realiza o primeiro inquérito sorolégico sbbre
5 moléstia, em soros humanos. Usou como antigeno suspensio de B. suis
e B. abortus, obtida de eulturas de 48 — 72 horag ; a reago fol realizada em
estufa a 37°C, 24 horas. Examinou 22 sorcs recebidos para diagnéstico de
Iues, de doentes suspeitos de febre tifdide e de individuos normais. Em
trés encontrou titulos aglutinantes significativos (aglutininas 1/80 a 1/160).

O mesmo autor, em 1935, realiza segundo inquérito, utilizando, como
antigenos, emulstes de B. melifensis e B. suds, usadas separadamente. Pra-
tiea a reacfic em banho-maria a 55°C, 2 horas, fazendo uma primeirs lei-

{*) Trabaibo laureade com o prémio Mamrro Prrmrma, 1952, da Associacfio Paulisia de Medicina
Entregue para publicaglio em 28 de dezembro de 1953,
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tura e deixando em temperatura ambiente para segunda leitura no dia
soguinte. Examinou 603 sorcs recebidos para reagfio de Widal ou diagnds-
tico de lues, obtendo 41 reacties positivas, assim distribuidas © 6-1/20, 15~
1/40, 7-1/50, 4-1/80, 7-1/80, 7-1/100, 2-1/320 e 1-1/640.

Considera aglutinagfio de 1/100 como indice seguro de infeccio o de
1/80, como indice forte de suspeita da infeccfo. Em nenhum dos cagos em
que praticou a hemocultura encontrou o germe na corrente sanguinea.

Carint, em 1937, realiza inquérito soroldgico em 200 soros de doentes
suspeitos de febre tifdide, tendo encontrado sdmente 1 positive. Usou
como antigeno suspensdo de eultura de B. aborius. No caso positivo, iso-
lou B. suis do sangue do paciente. ’

Fm 1940, Oravemra (citado por Parreiras Horts), em 1080 soros de
individuos matriculados na Tundagfio Gafrée Guinle, cujo sangue féra re-
tirado para disgndstico de lues, pesquisou aglutininag anti-brucela, ob-
tendo os segulntes resultados :

Antigeno  B. melifensis 7 easos 2-1/160 2-1/320 3-1/640
N B. abortus 32 16-1/160  7-1/320  9-1/640
. B. suis 10, 6-1/160  3-1/320  1-1/640

N#o nos foi posstvel obter o trabalho original do autor, motivo por que
deixamos de transcrever a féenica usada em sua investigagho,

Em 1943, Siuva em trabalho realizado no Rio Grande do Sul, verifica
incidéneia muito elevada da moléstia no gado leiteiro que abastece POrto
Alegre. Em amostras de leite, que correspondem acérea de 3.400 animais,
encontrou 21,797, positivas, fazendo a reaclio de aglutinacio de Zammit
{prova lenta). Em certos rebanhos encontrou positividade de 1009, o que
coineidia com o estado de saidde do gado {abortos fregiientes). Verificou
ainda gue eachorros das mesmas localidades apresentavam titulo aghuti-
nante anti-brueela de 1/640, chegando a isclar do sangue désses animais
uma bactéria com caracteres morfobicguimieos de B. aborius. Passando &
verificagfo de aglutininas em sores humanos de individuos suspeitos de
febre tiféide, residentes em Pérto Alegre e no interior do estado, obteve
pequeno ndmero de reaclies positivas. HEm 811 soros, encontrou 6 casos
pogitives, cujo titulo aglutinante variave de 1/80 a 1/5120. Em 2, cujos
titulos aglutinantes eram altos, isclou o germe por hemoeunltura, e nos 4
restantes, a histdria clinica perroitia afastar a infecgfio brueélica. Im
101 soros do interior do estado obteve 2 eom titulo aglutinante 1-1/80 e
1-1/320, nio tendo pedido obter dados clinicos a respeito désses pacientes.

- Em 1944, Peres faz um inquérito em soros de doentes suspeitos de
febre tifdide enviados ao Instituto “Esequiel Dias”, de Belo Horizonte.
Utilizou sdmente os soros cuja reacdo de Widal fora negativa, sendo os doen-
tes residentes em Belo Horizonte e noutras lecalidade do Estado. Como
antigeno, usou suspenséo de B. aborius 295 de Huddleson, formolada a
0,6%. Tal antigeno foi padronizado de modo que 1 gfta em 1 cmd de solu-
gdo salina daria concentragio de 300 milhoes de germes. Usou, como tem-
peratura de incubscfo para suas reagbes, 50°C em banho-maria, durante
24 horas. Em 167 soros examinados, obteve os seguintes resultados : 5-1/20,
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1-1/40, 2~1/80, 1-1/150 e 3-1/640. Considera o tftulo de 1/80 ou mais como
de valor diagnédstico.

O mesmo autor, em 1945, realiza segundo inquérito utilizando 2160
amostras de sangue recebidas para diagndstico de lues. Praticou reactes
répidss em ldmina usando a téenica preconizada pelo “Bureaun” de Indds-
tria Animal dos B. T. A, téeniea da estacio experimental de Beltsville e
também o método de Huddleson, preferindo o primeiro por ser mais facil-
mente padronizével. Os resultados gue obteve foram og seguintes : 58-1/25,
25-1/50, 9-1/100, 1-1/200 ¢ 1-1/3200, Nio copseguiu informagtes clinicas
dos 10 casos em que obteve aglutinacbes positivas de 1/100 a 1/200. No
cago positive a 1/3200, tratava-se de um veterindrio eom forma aguda de
brucelose, comprovada pela hemocultura.

Cavsey e Azevepo (1947), em Belém do Pard, pesquisando anticorpos
anti-brucels pela téenieca de aglutinagfo rdpids de Huddleson em soros bo-
vinos € humanos, encontraram antieorpos para brucela no sbro de vacas
leiteiras (62,5%,) e de novilhas (21,495), num total de 38 animais. Fxaminan-
do outro lote de 253 vacas lelteiras, encontraram em 160 (63,29%), titulos
aglutinantes de 1/25 ou mals. Na mesma ocasifo, izolaram do leite de vaea
com aglutininas no sangue, Brucello abortus. No pessosl encarregado dés-
ses animaiz (68), encontraram titulos aglutinantes em 16:7-1{25, 3-1/50,
1-1/100, 5-1/200. Examinaram 501 soros recebidos para diagndstico da
lues, tendo encontrado 3 reacbes pesitivas: 1-1/25, £-1/50, 1-1/200. Dés-
teg soros, 251 eram de soldados norte-americanos, sendo um positive a 1/50,
e 250 de brasileiros, com dois positivos : 1-1/25 e 1-1/200,

Em 1947, Smva, prosseguindo na averiguagfio dos easos de brucelose
ne Rio Grande de Sul, faz um resumo de suas observagbes de 1943 até a
data da publicagio de sua segunda comunicacfo, frazendo documentacfo
muito importante sbbre o que observou. Realizando reacbes de aglutina-
¢do para brucels em 2.244 soros suspeitos de febre tiféide, encontrou 13
pitidamente positivos, obtendo, em 6 déles, dados elinicos completos que
eonfirmaram o diagndstico da moléstia, tendo isolado Brucelle suis do san-
gue de 4. Dos 7 restantes, ndo cbteve informactes quanto aos antecedentes.
TFazendo um pequenc inguérito entre os trabathadores de matadouros (107
operdriog), todos em contacto com carnes, encontrou 21 reagentes, ou seja
19,69, de positivos,

No mesmo trabalho analisa s infecgfio brucélica no gade bovinoe e sufno
e em outros animais, mosirando o alto gréu de infeccdo dos rebanhos e cha~
mando a atencdo para a possibilidade de o homem se infectar com B, suds,
que é de grande virulénein e patogenicidade, e lembra o fato de ser Brucella
abortus (o mais comum no rebanho bovino) dotada de baixo poder patogé-
nico para o homem, uma vez qﬁe raramente & isolada da corrente sanguinea,
nos casos de doenga

Em 1952, Pacunco, examinando ¢ séro de 832 doadores de sangue no
Digtrito Pederal & 385 amostra de sangue recebidas pelo laboratorio do
Hospital dos Servidores do Estado, encontrou ineidéneia de 5,239, de rea-
gbes positivas, muito acima da média assinalada por cutros pesquisadores.
S6 eonsiders positivos os casos em que a aglutinacfio é superiorl a 1/80,
aceitando os titulos de 1/40 a 1/80 como suspeitos. Descreve detalhadamente
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as téenicas usadas em seu frabalbo, nfo sé na preparacfio do antigeno como
também na realizacfo e na leitura da reacfio, chamando a atencfo para fsses
detalhes téenicos, que congidera fundamentais, Tddas as reactes foram exe-
cutadas pelo método lento com incubacfio de 48 horas,

Em 1953, Scmudens, em Curitiba, realiza inquérito na populagio da
capital paranaense e no interior do estado, em soros recebidos para diag-
ndstico de lues. Usou a téceniea acobsethads pela “Animal Disease Station
-— National Agriculture Disease Center”, de Beltsville, Maryland (E. U. A)),
com antigenos preparados no Instituto de Biologia e Pesquisas Tecnoldgicas
de Curitiba. Introduziu modificagio na téenica porquanto fazia reacdes
em placas, tipo de reagfio de Kline, colocando a mistura soro-antigens no
agitador de Kline durante 7 minutos e sbbre as placas, uma lampadsa para
aquecer levemente a mistura. Fixaminou 620 soros reeebidos para diagnds-
tico da lues de residentes na capital do estado (295 homens e 325 mulheres),
tendo encontrado 7 casos suspeitos. Considera como negativa a reacdo até
1/25 ; suspeita, a partir 1/50 e positiva, além de 1/100. Para avaliar a por-
centagem de amostras positivas no interior do estado, anslisou o sangue de
874 soldados provenientes de vdrios munieipios, tendo encontrade 2 easos
suspeitos e 6 positivos. Examinando 27 amostras de sangue de leiteiros,
encontrou 3 com aglutinacdo acima de 17100

Além dog trabalbhos mencionados, referentes aos Inquéritos soroldgicos
realizados nos véarios Estados do Brasil, na literatura nacional so nesso
aleance encontramos ndmero pequeno de casos nos quals se isolou o germe
pela hetnocultura,

Em ordem cronolégiea, temos o caso de Carmva (1932), que fol o pri-
meiro no Brasil a isolar brucela pela hemoculfura. Tratava-se de um tri-
peiro com 8 moléstia em fase aguda e a variedade isolada foi suis, identifi-
cada por Bier (1932).

No ano seguinte, Barros e Giawont (1933) relatam a observacio de

um descarnador do frigorifieo Armour (8. Paulo), portador de brucelose
aguda eom B. suis no sangue circulante.

Em 1934, Caxinr descreve novo caso da doenga no qual isolou B. suss
de um lavrador, que estivera partejando uma porca.

Segundo Pacwroo e Mauno (1950), Wederhake, em 1034, estudando
foco de brucelose na eidade de Santa Maria, isolou B. abortus de
2 mutheres com moléstia febril simulando febre tiféide. A primeira trabalha-
va num cortume e a segunda, sua mfe, fol quem dela tratou durante a mo-
1éstia,

No mesmo ano, Paremrs Fingo, no Rio Grande do Sul, relata caso
de muther com sintomatologia de brucelose, de quem isolou, pela hemocul-
tura, B. ebortus, atribuindo o autor, como fonte de contdgio, a ingestfio de
creme Chantilly.

Ainda em 1933, Awtunes e Carneiro isolam em SZo Paulo, B. suis
de um trabalhador de frigorffico. ‘

No Rie de Janeiro, ¢ primeiro easo, com hemocultura positiva, foi
descrito, em 1934, por Conrrea, em doente-cuja profissdo  era de abatedor
de poreos. O germe isolado foi identificado eomo B. melitensis, por Lacorte.
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Assim foram-se sucedendo os diagndsticos de brueelose positivados pela
hemocultura. Borrma (1936), no Rico Grande do Sul, relatou 1 easo de
infeecdo por B. abortus, provavelmente devido & ingestfio de leite erd. Ca-
rint {1936 e 1937) isola B. suis de 2 doentes, um, agougueiro, e, o oufro,
tratador de animais.

Barros (1937) observa 2 pacientes com moléstia aguda, de quem iso-
lou B. suis do sangue. O inieressante déstes 2 casos é que os portadores
da moléstia tinham como profissfo a de tirador de areia e de motorista.

Sinva, em 1943, no Rio Grande do Sul, relata 9 easos com hemocul-
tura positiva, 7 por B. abortus ¢ 2 por B. suis. O mesmo attor, em 1947,
completando suas observacfes, isola B. sufs de mais 4 doentes.

MATERIAL E METODOS

Nossa intencgo, ao planejar éste trabalho, foi & de fazer um inquérito
sorolégico em varios grupos da populagio do Kstado de 8fo Paulo, utili-
zando téenicas perfeitamente padronizadas,

N&o ¢ nosso proposito analisar os varios processos usualmente empre-
gados no disgndstico laboratorial da brucelose ; proeuramos Unieamente
justificar qualg as razdes que nos levaram a dar preferéneis a certas téenicas,
sem eogitar do emprégo de outras.

No diagndstico da brucelose s3o de uso corrente quatro processos

1) Teste alérgico ;

2) Indice opsonocitofdgico ;
3) Reaclio de aglutinagéo ;
4) Cultura do agente cansal.

Quanto ao valor dos dois primeiros, as opiniges dos vérioz autores nio
sfo concordes. O teste alérgico tem sido largamente utilizado, empregando-
se, como antigeno, as preparagGes mais variadas, o que torna dificil a eom~
paracio dos resultados. Sping e col. {1952), no relatdério gque apresentaram
sObre alguns aspectos do eritério diagndstico da brueelose humana, chegam
a dizer : 0 teste alérgico ndo serve de suxilio no diagndstico de casos de bru-
celose ; seu uso indigeriminado e sem eritica tem provoeado confusfio entre
og clinicos ; © emprégo desta prova deve ser abandonade para uso diagnés-
tico.

Quanto ao fndice opsonocitofigico, sen emprégo requer um contrdle
tal que dificilmente seris conseguido num inquérite desta natureza.

% a reacio de aglutinagio, sem divida alguma, o elemento de maior
valor para o diagndstico, desde que realizada dentro de normas certas.

T indispensével que os antigenos usados sejam preparados com amos-
trag de brocels rigorosamente lisas porque, dads a tendéneia de essas ba-
ctérias dissociarem-se, podem ocorrer variagdes muito amplas na sua aglu-
tinabilidade pelos soros imunes.
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Obtida uma smostra de brucela que girva para preparar antigeno,
o mélodo de prepard-lo, assim como as temperaturas de ineubacfio, parece
que nfo interferem com a leitura das reacGes.

Frinsere ¢ Wrigur (1951), preparando antigenos formolados, feni-
cados ou mortos pelo calor, a partir de 22 culturas de brucela, origindrias
da mesms cepa, obtiveram, sempre, titulos aglotinantes semelhantes, para
o8 mesmos soros fésse qual fosse o aniigeno e o temperatura de incubaciio.
Nas temperaturas de 24*C e 60°C nfio notaram diferengas nos seus resulta-
tados ; sémente aumentou o ndmero de reagdes cruzadas nio especificas
para os antigenos fenolados, quando s temperatura de incubacgfo era in-
fertor a 56°C. Com antigenos formolados nio houve éste inconveniente ;
no entanto, tais antigenos favoreceram o fendmeno da zona.,

Resultados, divergentes com o mesmo sbro em virios Iaboratcdrios,
mostram bem a importineia do emprégo de um antigeno uniforme e bem
estandardizado.

Murpock e cols. (1952) fizeram inquérito sbhre a prova de aghitina-
¢do no diagndstico da brucelose, realizada em virios laboratdrios, cada
qual usando antigenos préprios. Os resultados finais sfo de dificil compara-
efio, o que bem mostra a necessidade de estabelecer técnica uniforme usan-
do antigeno estandardizado, eomo jé& {oi feifo nos Estados Unidos da Amé-
rica do Norte para uso animal, ¢ que permitiu o contréle da infeccdo nos
aninsis.

A afirmacio de gue aghitininag anti-brucela podem apareecer em ou-
iras doengas febris nfo parece sor verdadeirs ; ndo ha ddivida de que estas,
quando aparecem, apresentam titulos baixos.

A interpretagio da reagfio é problema muito importanie. Quanto mais
alto o tifulo aglutinante, maior a certeza de infecclio ativa; um titulo de
1/100, juntamente aos sintomas da moléstia, 14 é de grande valor diagnés-
tico. Titulos mais baixos, em zonas onde a moléstia ¢ endémics, nio devem
ser considerados (SpiNk e eols. 1952).

A nuséneia de aglutininas em doentes com hemoculéuras positivas tam-
bém j4 fol deserita. Weet e Bormax (1045), eultivando sistemdticamente
codgulos sanguineos de individuos eom moléstis febril, verificaram em 169
& presenga de brucelas sem o achado de aglutininag no sbro. Suas verifica-
¢bes, entretanto, nio puderam ser reproduzidas por outros autores (BPINK,
{1052).

A pesquisa das aglutininas tanto pede ser feita pelo método rapide,
em ldmina, como pela aglutinagfio lenta, em tubo. A primeira tem a vanta-
gem de nos informar, ripidamente, da presenca de aglutininas num deter-
minadoe sbro, nio devendo ser utilizada com o fito de verificar o teor destas,
que sdmente a aglitinagfo em tubo ird indicar de maneira certa.

Conforme verifiearemos mais adiante, utilizamos os dois métodos: o
da ldmina ecom antigeno corade, titulado para aglutinar até soros de titulo
aglutinante 1/10 e o método lento, em tubo, para verificagfo do teor em
aglutininas dos soros positivos. Achamos 14t usar antigeno com tal sensi-
bilidade porque, assim, dificilmente nos eseaparia um ease, mesmo que o
teor em aglutininas fosse bastante baixo,
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Seink (19562), empregando, durante um perfodo de 5 anos, antigeno
semethante, titulado para reagir com goros de tiulo 1/100, cbteve resulta-
dos plenamente conecordes eom os da aglutinagio lenta.

Himocvrrura ~— B o tnico método de laboratério que permite o
diagnéstico da moléstia sem sofrer contestacfo. Apesar de nfo ser positiva
em grande ndmero de cascs, nio pode deixar de ser empregada.

Por dificuldades independentes de nossa vontade, 86 a utilizamos em
pequeno nimero de easos e, sernpre que possfvel, nos que assinaldramos,
préviamente, titulo aglutinante no sangue ou quando 4 suspeita clinica era
de brueelose.

Uszmeos o proeesso preconizado por Castafieda (1947), tomando o cui-
dado de utilizar, na preparagio do meto de eultura, peptona que ndo eanti-
vesse fatores zmt}-bmceia (SeHURARDT ¢ cols. 1951 e Piorerr e NELsox
{1951).

Nosso meio de culbura foi preparado de maneira idéntica ao desecrito
por Castafieda, simente tendo sido substituida a triptose “Difco” pela
peptona “M. Albimi”.

Preparacio po awriceENo

AnrigENe mAPIDO — A principal caracteristica déste antigeno & ser
suspensiio espéssa de brucelas adicienadas a um corante (azul de metile-
no). Para a estandardizacfo déste antigeno partimos de uma amostra que
nos fol forneeida pelo Dr. Ruiz Castafieda.

Tiste antigeno foi preparado por wm de nds, de acdrdo com a seguinte
téeniea 1 Amosbras utibizadag — Brucelle abortus 600 e Brucella melitensis
582, cuja estabilidade foi prévismente verificada, nfo apresentando qual-
quer sinal de variagfo. Semear em tubos de dgar-figado; 48 horas apds,
suspender o crescimento baeteriano em 10em?® de solucfo fisioldgica e se-
mear, esta suspensfio, em garrafag de Roux com agarfigado (um tubo para
cada duas garrafas); inecubar 24 horas em posicfio normal ¢, em seguida,
inverté-las (dgar para acima) por mais de 24 horas. Ao fim déste {empo de
incubagfio verificar a pureza da culture e suspender o induto, em 20 cm?
. de solugdo fisioldgiea formolada a 49. Filirar as suspenstes em algodio,
adicionando-se mais formol de modo a obter conceniracdo final de 109%.
Deixar @ suspensfio bacterisna em temperatura ambiente durante 48 »
72 horas. Desprezar o depdsito mais grosseivo, gue decantou no fundo das
provelas e centrifugar a suspensfio bem homogénea de bactérias a 2.000 1.
p. m., durante duas horas. Desprezar o sobrenadante e ressuspender o
gentrifugado no menor volume possivel de solugzio fisioldgica. O antigeno
foi sempre preparade usando-se parfes iguais de brucelas ebortus e meli-
fensis.

(O acério final da suspensio foi feito, por comparacfo, com o aﬁtigeno
original de Castafieda, a fim de se obter furvagio e coloragio semethantes.

Depois de preparada cads partida, o antigeno fol testado para veri-
ficar sua sensibilidade. Utilizamos soros positivos, em geral de origem: ani-
mal (bovines), préviamente titulados.
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Como nossa prineipal intensdo era a de obter aglutinacGes mesmo em
titulos muito baixos (inclusive 1/10), tivemos o cuidado de preparar anti-
geno com o miximo de sensibilidade, isto 6, que reagisse com soros cujos
titulos fossem de 1/10.

As condighes que permitem obter antfgenos mals ou menos sensiveis
dependem da concentracic de germes, da concentracido do corante, e da
predominineia de uma das amostras. Fm nosso caso, a concentragiio de
germes que satisfer plenamente nossas exigbneias era tal que diluido cem
vémes, correspondis so tubo n.® 3 da escaln de Mae Farland. O eorante foi
sempre juntado para obter coloracio igual ao padrio de Castafieda. As
amostras foram usadas em partes iguais. As diversas partidas de antfgens,
preparadas nessas condigbes, aglutinavam com soros de tftulos 1/10. Para
preparar antigenos menos sensiveis, devem-se variar as condigées de seu
preparc. Pode-se swmentar as coneentracdes dos germes fazendo predomi-
nar Brucela aborfus, que produz antigenos mals “duros”, HEsta mesma sus-
pensio bacteriana, sem o ecrante, constitui a emulsfio-m&e usada pars ob-
tengfio do antigeno lento, que é utilizado diluindo-se aquela cem vézes.

THoNICA DA REACAO BAPIDA —- Em placa de vidro guadriculada, colo-
cada sébre uma caixa Huminada (eaixa de Huddleson), distribuem-se os
soros a testar (0,03 cm®) aos quals se adicionam 0,02 em? do antigeno. Mis-
turam-ge com bastfozinho de vidro e a leitura é feita até o prazo de 2 mi-
nutos. Os resultados positivos sdo, nitidamente distintos dos negativos,
pela formacio de finos flocos de aglitinagio, muito semelhantes aos que se
obtém na determinacio dos grupos sanguineos.

THoNica paA AGLUTINACRO LENTA -— Os soros, positivos pelo teste da
aglutinacio rdpids, foram examinades pelo método lento, partindo-se da
diluigfio 1/25. A leitura foi feita apds incubacio de 24 horas a 37°C ¢ perma~
néneia até o dia seguinte em temperatura ambiente ou geladeira. Nos
casos fortemente positivos e nos que havis suspeita clinica de brucelose,
sempre que possivel, foi feita a hemocultura, sssim como obtidos dados
relativos aos antecedentes mdérbidos.

RESULTADOS

Usando as técnieas anteridrmente deseritas, examinamos 13.177 soros,
enviados ae Instituto Adolfo Lutz pelos vérios Centros de Satde do Estado,
Hospital das Clinieas da Universidade, servico do Professor Jodo Alves
Meira e pelo Hospital Emilio Ribas, e que podem ser divididos em quatro
grupos distintos :

1) soros de doentes com diagndstico clinico de brucelose.

2) soros de doentes com diagndstico clinico de moléstia infeccioss,
exeluida a brucelose.

3) soros reeehidos para diagndstico de lues ou de individuos normais
{doadores de sangue).

4) soros de empregados em matadouro.
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As amostras examinadas eorrespondem s individuos residentes na ca-
pital do estado e nos virios municipios do intericr.

Consideramos o grapo 3 como sendo de individues normals, represen-
tativo da média da populagiio do estado.

A titule de comparagfo, inelufmos, em nossa observagio, empregados
de reatadouro, apesar de ser seu nimero reduzido, pois sabemos de anteméo,
estarem &stes individuos muito expostos & infeeglio brucelica. I) Conside-
rando como de significacio diagndstico um titulo aglutinante igual ou su-
perior a 1:100, resumimos, na tabela I o resultados obtidos para eads grupo.

Tapera 1
Reacfes positivas =2 1:100
GRUPC Total de reagtes
Namero 7, sbbre o total
Buspeita. elinica de brucelose, ., 170 6 3,53
Doengas febris diversas ... .., . 1.825 14 0,77
Tegtemunhos (normais} .. .. ... 11.152 3 0,08
Trabathadores de matadouro. . . 30 I 3,33

Dai podemos tirar as seguintes conecluses.

a) A positividade da séro-aglutinacio em 3,539 dos 170 individues com
suspeita clinica de brucelose eontrasta, nifidamente, com a proporgio de
0,039, de reactes positivas no grupo de 11.152 individuos ‘“normais”, to-
mados como testemunho. A magnitude da diferenca, entre as ineidéncias
de reagfes positivas nesses dois grupos, é de tal ordem que dispensa qual-
quer tratamento estatfstico para comprovaciio da significAncia. Tste re-
sultado, embora por st sé nfo prove a especificidade da soro-aglutinacio
para o diagndstico de brucelose, indica claramente que, com a téenica em-
pregada, apenas muito excepcionalmente serfic obtidas reacdes positivas
em individuos normais.

b) No grupe de 1825 individuos com doengas febris, excluida s bruce-
* lose, a incidéngia de reagdes positivas foi de 0,779%, que é ainda nitidamente
mais elevada gque no grupo testemunho. Hate resultado d4 uma medida da
extensfio em gue devem ocorrer easos de brucelose diagnosticados elinica~
mente ecomo infecedes outras.

¢) A diferenga, na incidéncia de reagles positivas, enire o grupe de
individuos com suspeita clinica de brucelose e o grupo das doengas febris
diversamente diagnosticadas, é altamente significativa.
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Tapera IT

GRUPO Positivos = 100 Negativos Total
Doengas febris diversas ... ... 14 © 1811 1.825
SBuspeita de brucelose ...... .. 8 164 170
Total ........ ... ... 20 1.976 1.995

2 = 9,3350 P = 00022

Esta diferenca indica paralelismo definido entre o diagnostico clinico e
o resultado da soro-sghutinacio, com relagfo & brucelose, em grupos de in-
dividuos nas condigtes dos que foram por nés observados.

d) Em operdrics de matadouro, embora nossas conclustes aqui tenham
a reserva ditada pelo nimero reduzido de observacges (30), a incidéneia de
reacBes positivas (3,339%) foi relativamente elevada, igual a observada no
grupo de individuos com diagndstico de bruceloge.

IT} Considerando-se agora as reagbes positivas em titulo inferior &
1:100, nos individuos dos 4 grupos estudados, excluidos os que apresen-
taram tifuloy aglutinantes maig altos, podemos resumir nogsos resultadog na
tabela IIL

Tapmra 111
Reagtes positivas < 1 : 100
GRUPO Total de reagiies.
Namero 9 sbbre o tolal
Suspeita clinica de brueslose. . 164 ) 3,66
Doengas febris . .......... ... 1.811 10 0,55
Testemunhos “normaiz’” ... .. 11.149 34 0,30
Trabalhadores de matadouro. . 20 6 20,69

Désses resultados, podemos tirar as seguintes conclusdes :

a) A incidéneia de sorc-aglatinacfio positiva, em titulo baixo, ¢ signi-
fieativamente malor nos mdividuos com suspeita cliniea de brueelese, guan-
do comparada, seja com a incidéneia nos individuos “normails” seja
com 2 incidénecia nos individuos com doencas febris diversas:
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Tapera IV
GRTUPO Positivos Negativos Total
< 1 : 100
Suspeita clinica de bracelose .. 6 158 164
Testemunhos “normais’” ... .. 34 11,115 11.149
Total _....... e 40 11.273 11.149
42 = 425117 P < 0,001

b) A incidéneia de soro-aglutinagdes positivas, em titulo baixo, nfo
difere, significativamente, entre o grupo de individuos normais e o de in-
dividuos apresentando doencas febris diversas :

Taprra V
GRUPO Positivos Negativos Total
< 1: 100
Buspeita clinica de brucelose .. 6 158 164
Doengas febris diversas ...... 10 1.801 1.811 -
Total .............. 18 1.959 1.975
%2 = 14,3995 P < 0,001

¢} Elevado indice de reagfes positivas em titulo baixo (20,609 ¢é
encontrado em operdrios de matadoure, aparentemente normais, o que dis-
pensa qualguer tratamento  estatistico.

Tals coneclustes sfo altamente sugestivas de que as soro-aglutinactes
positivas em titule baixe resultem de infecctes por brucela. Representas-
sem tais reacles inespecificidade da soro-aglutinagfo, seria de se esperar que
ogorressem numa mesma proporgio nos diferentes grupos de individuos.
A equivaléneia das proporgdes observadas nos grupos de individuos “nor-
mais” e de portadores de doengas febrfs diversas, sugere, ainda, que as aghu-
tinactes em fitulo baixo nfo resultam de reagio anamnéstica.

IIT) Voltando a considerar o grupo de operdrios de matadouro, cong-
tatamos que nossos resultados, embora baseados em nlmero pequene de
observacdes, se assemelham sos verificados por cutros aulores que usaram
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métodos e material compardveis. Considerando tanto as reages positivas
em fitwdo alto como as de titulo baixo, nossos resuliados sfo muito semelhan-
tes aos assinalados por Perks, ANGELO e MALHEIROS.

Taszna VI

GRUPO Positivos Negativos Total
Doencas febrfs diversas ... ... 10 1.801 1.811
Testemunhos ‘“mormaiz’™ . ... 34 11.115 11,140
Total .............. 44 12.616 12.560
%2 = 2131 P = 0,145
Tasera VII
Reagdeas Reacdcs Reagtes Total
AUTOR positivag positivas negativas de’
> 1100 ) < 1100 reagdes
Presente trabatho ....... ... i 6 23 20
Peres e col (1945) .......... 10 22 136 168
Fotal ........ ... ... 11 28 159 108
¥2 = 1,236 P = 0,53

Conforme indica o teste do que ao quadrado nfo hi diferénea, estatis-
tieamente significativa, entre as duas séries de resultados.

HemocuLrUrAe — ol realizada e 23 casos nos quals havia aglutini-
nas no séro, tendo side positiva em um paciente, de quem foi isolada B.
suis. Em doentes com suspeita elinica da moléstia, mas sem aglutininas no
sangue, foram realizadss 30 hemoculturas, todas com resultade negativo.

Discossio

Fosse falho o méiodo que usamos, certamente nfo irfamos encontrar
major nlimero de aglutinacdes positivas = 1:100 nos grupos onde era de
se esperar que estas ocorressem. O fato de operdrios de matadouro ¢ de do-
emtes com suspeita eliniea de brucelose terem apresentado indice sorolé-
gico bastante semelhante bhem mostra que a téenica empregada foi boa.
Houvesse esta sido mé, nfio haveria diferenca tdo altamente significativa
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entre o grupo de individuos com suspeita clinica de brucelose ¢ o de indivi-
duos com doencas febris de ouira origem ((3? = 9,335; P = 0,002),
mostrande paralelismo definido entre a sugpeita clinica e o resultado da
soro-aglutinacho.

A enorme diferenca entre o grupo normal e o de suspeits cliniea (0,03
para 3,539} dispensa tratamento estaiistico para comprovacio de signifi-
efncia. Se bem que nio prove a especificidade da sbro-aglutinaciio, indiea
claramente gque, muito excepcionalmente, se obterfio reagoes positivag em
individuos normais.

Se analisarmos os resultados positives <(1:100, verificamos que aqui -
também o malor ndmero de reaches positivag ocorre no grupo de doentes
suspeitos, se bem que em ndmero muito inferior ac dos operdrios de mata-
doure.

No grupo de Individuos normais e de individuos apresentando doencas
febris diversas, as aghutinactes em titulo baixe néo diferem significativa-
mente (x* = 2,131 ; P = 0,145), o que nos leva a crer que é&sbes titulos
sanguineos também resultem de infecefes por brucels, passadas ou pre-
sentes. Representassem inespecificidade da reacfio, deveriam ocorrer nas

mesmas proporedes nos diferentes grupoes. A equivaléncla observada nos
grupos de individuos normais e de portadores de doengas febrzs diversas,
sugere ainda que nio sio devidag & reacio anamnésica.

Diante désses resultados, julgamos nfo ser a brucelose moléstia 80
freqitente como se supde. Poderd parecer estranha esta nossa afirmacio
de que s brucelose humana seja pouco fregiiente em Sfo Paulo, pols a li-
teratura médica brasileira mals recente acha-se enriquecida de grande ni-
mero de casos considerados como tal.

Além do mais, o fato de o gado vacum em SfHo Paulo apresentar alto
indice de infecgfio brueélica aiiva, com consegiiente elevado fhdice de sbro-
aghitinactes positivas e eliminacdo do agente patogénico pele leite que ger-
vird ac econsumo da populaciio, tem levado muitos médicos e sanitaristas a
crerem que a brucelose humana em nosso meio seja premente problema sa~
nitario,

Acreditamos que, & muitos casos de bruceloge humana até hoje diag-
nosticados entre nds, faltem bases suficientes para o estabelecimento de
um  diagnéstico preciso.

A discordéneia entre a alta infecgfio do gado vacum, prineipal fonte de
contdgio para o homem, e o baixo indice da doenga humana pode ser expli-
cada perfeitamente pei() fato de aqui existir sdmente a variedade aborfus,
de baixa patogenieidade para o homem e que, quando o infeta, tende a desar
parecer espontaneamente ou sende pequeno o nimero de individuos nos
quais & moléstia toma a tipica evolugiio de febre ondulante.

Como se pode verificar nas tabelag de nosso trabalho, o alto indice de
positividade, enconirado entre os trabalhadores de matadouro, contrasta,
de maneira muito nitids, com os indices da populagio tomada como teste-
munha. Ora, se a infeccdo fsse fdeil de ser adguirida, tal {ato nfo deveria
ocorrer numa Tegifio como ¢ noszo Estado, onde existem rebanbos nos quais
1009, dos animais s8o doentes, muitos déles eliminando o germe pelo leite.
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Verificactes feitas por Morarus Oruro (1920 e 1930), mostram bem as
dificuldades de provocar a infeccfio com B. abortus. Para provoear a doenga
em voluntdrios, por via gastrintestinal, necessitou de 7 doses sucessivas de
B. abortus suspensas em leite, tendo obtido um cago de infecciio leve. Quan-~
do usou B. melilensis ou B. suds, duas doses foram suficientes para provocar
forma aguda de brucelose,

Outro fato sugestivo de que a maioria dos casos de febre ondulante,
diagnosticados elinica e soroldgicamente em S#o Paulo, sejam produzidos
por B. ebortus é a baixa freqiiéneis de positividade das hemoculturas.

Nos paises onde a moléstia é endémies, devida a B. melilensis e B. suis,
a regra € a obtencdo de 8097 de hemoculturas positivas dos casos clinica-
mente bem diagnostieados e quase 1009, nas formas agudas com tiulo
aglutinante no sangue (Spivg, 1952, CastaREepa, 1042). No entretanto, na
moléstia produzida pela B. aborius, a hemocultura s6 8 positiva em 10-2097
{Wilson e Miles). '

Nosso trabalbo mostrou gue, hemoculturas feitas em doentes com sin-
tomatologia tipica de brucelose e com alto tiulo aglutinante no sangue,
sempre foram negativas, mesmo quando repetidas por vérias vézes. Como
j4 vimos anteriormente, todos os casos hem documentados de brucelose
humans em S#o Paulo, que pudemos vorificar, tinham como agente etiold-
gico B. suis. Dados epidemioldgicos sfibre &ste tipo de moléstia, computados
em outros paises, mogtram que ela é essencialmente profissional, ccorrendo
entre pessoas que lidam com poreos, sobrevindo a infeecfo stravés da pele
lesada.

Os dados acima eitados assinalam a relacio muifo nifida entre & pro-
fissfio e a doenca. o

Assim sendo, a enorme discrepineia entre a extensfio da infeecfio ve-
terindria e a baixa freqiiéneia da doenga humana seriam perfeitamente ex-
plicdveis, em nosso Estado, pela pouca patogenicidade de B. gbortus pars
o homem e pelo fato de a ocorréneia de B. suis estar ligada & moléstia pro-
fissional.

Nos palses onde a roléstia é endémica, cor nidmeto elevado de doentes,
a regra é o isolamento de B. melifensis, que, das trés espéeies, é & mais pa- .
togénica para o homem.

No Brasil, & variedade melifensis 86 fol assinalada rarissimamente, e,
mesmo alguns easos s#io discutiveis. Fm medicina veterindria nio tem sido
agsinalada de todo. Acresce que a prinecipal fonte de infecfo melitensis, o
gado caprino, terx pouea expressic econdmica no Brasil e, pelos dades
digponiveis, encontra~se indene da infecgfio por B. melitensis.

Por outro lado, sendo o leite a principal fonte de infeccio, o hébito
indiscutivel do uso do leite fervido, poderd, talvez, representar papel impor-
tante na prevenciio da moléstia, sendo forgoso convir, entretanto, que ndo
dispomos de qualguer dado em shono desta hipGtese.

Rrsomo

Os auteres, usando s téenica de Castafieds, realizaram um inquérito
sorolégico s6bre a brucelose no Estado de 880 Paule. Examinaram o sbro
de deentes: 1} com diagrdstico clinico de brucelose (170); 2.°) de doentes
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com diagndstico clinico de moléstia infeceiosa, exclufda a brucelose (1825) ;
3. soros de individuos supostos normais para diagndstico de lues ou de doa-
dores de sapgue (11.152); 4.°} séro de operdrios de matadoure (30}.

A incidéncia de reagdes positivas a titule <100 entre os individuos
com suspeita clinica de brucelose (3,5639;) e do grupo suposto normal (0,036),
dispensa tratamento estatistico, mostrando, ao mesmo tempo, que, com a
téenica empregada, exeepecionalmente, serfio obtidas reagfes positivas em
individuos normais.

A incidéncia de feagtes positivas, entre o grupo de individuos com sus-
peita clinica de brucelose ¢ os de doengas febris diversamente diagnosticadas,
é altamente significativa (x = 9,335 P= 0,0022), mostrande um nitido
paralelismo entre o diagndstico elinico e a sbro-aglutinacio.

As reagdes em titulo <100 sugerem ue sejam resultantes de infecgdes
por brucels, uma ves que ocorreram em muito maior niimerc no grupo ¢om
suspeita clinica da doenca. Se nfio fosse essn s causa, seria de se esperar que
oCOTTeSsEIn Numa mesma propor¢io nos diferentes grupos de individuos. A
igualdade das proporedies observadas nos grupos de individuos “normais” e
de portadores de doengas febrfs diversas faz erer gue ag aglutinacGes em ti-
1ulo baixe no resultam de reagfo anamndésica.

Apegar do nimero reduzido de observacgbes dog trabalhadores em ma-
tadouro, nossos resultados so semelhantes acs assinalados por outros au-
tores nacionais, ndo havendo diferenga estatisticamente significativa.

O fato do grupo vacum apresentar alto indice de infeeciio brucéliea
ativa, principal fonte de contdgio para o homem, sendo baixo o indice da
doenc¢s humana, pode ser explicado por seremn os animais infefados pela
variedade B. abortus de baixa patogenicidade para o homem.

Todos os casos publicados em Sfio Paulo em que a moléstia fol compro-
vatla pela hemoeultura tinham como agente etioldgico a B. suis estando a
doenca quase sempre ligads A molésiis profissional.

Talvez a pasteurizacfio do leite ou sus fervura, hdbito normal da po-
pulagfo, represente um papel importante na prevencio da moléstia.

SoMMARY

The aunthors using the Castafieda brucells slide agglutinantion test,
performed an inquire in Sao Paulo, Brazil.

The blood of four groups of patients was tested : 1) with clinical diag-
nosis of brucellogis (170); 2) with clinieal diagnosis of infectious disesse,
not suspected of brocellosis (1825} ; 3) samples for lues diagnosis (11.152) ;
4} slaughter-house workers {30).

The antigen used, was prepared aecording to Castafieda rapid antigen,
colored with methylene blue. This antigen was built in sueh a way that it
will agglutinate sera with a tube title as weak as 1/10 and was used for
screening fest. The same antigen, without the dye, was used for
tube agglutination.

Blood eultures {Castafieda method) were performed in 23 blood spe-

cimens. Considering a tube title of 1160 25 indieative of brucellosis our
results may be vesumed as follows :
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Grovp Torar oy Positive == /100
REACTIONS Mo | %
1) Clinical diagnosis of brucelosis ........ 170 146 3.53
2) Infectious diseases not suspecied of bru-
L T P 1,825 14 0.77
3y Twes samples ... ... ... . 11,152 3 0.03
4y Slaughter-house workers. ... ... ..., 30 1 3.33

Comparing agglutination title between group 1 (3,53%) and groups 3
{0.003) we may conclude that : 1} with our technic positive reactions will
oceur excepcionally v the supposed nermal group: 2 clinical diagnosis
and serum agglotination run in paralel (% = 0350 P = 0.002); 3) hi-
gher incidence of posifive reactions in group 2 shows clearly that brucello-
sis may simulate another infectious diseases.

Considering now titles below 17100 we may resume owr results as fol-
lows :

e y— ToTar op - Positive < 1/100
REACTIONS Ne - %
1) Cliniead disgnosis of brucellosis . ....... 160 6 3.66
2) Infectious disease brucellosis nol sus-
pected. ... ... ... 1,811 106 0.55
3) Lues samples . ....................... 11,149 34 0.30
4) Slaughter-house workers. . ... ... ..... 29 6 20.69

We may conclude that : 1) the higher ineidence of a low blood tifle in
patients which clinical diagnosis of brucellosis is statisticully significant if
we compare with group 3 (x? = 425117 —P <0.001) and group 2 (x* =
14.399 P <0.001).

We may assume that even a positive reaction in low title must be cau-
sed by brucella infeetion previous or actual.

2) There iz not any statistical difference hetween groups 2 and 3 (x? =
2131 P = .145). 1f these reactions were inespecific, probably they would
occur it the same proportion in all different groups. The similarity of in-
cidence between groups 2 and 3 shows clearly that agglutinations in low
title are not due to anamnestic reaction.

Blood culture was realized in 28 patients and ouly one time we were
able to recover the brucella organism identified as B. suis.




RRUCELOSE HUMANA NO EST. DE 8. PAULO 185

Although the native eatile presents the brucellogis in a high degree,
being the chief source of infeetion in man, the incidence of the disease is
very low in humaps. This is explained by the fnct that the brucellosis in
cattle, caused by Brucelln aborius, is of low pathogenicity for the human
being.

All eases of human brucellosis diagnosed in S, Paulo with positive he-
moculture for Br. suis prove that the infection found is almost exclusively a
professional disease.

The pasteurization or the simple boiling of the milk, a common use
of population, are of a great importance in the prevention of the discase in
matr,

Nao podemos deixar de consignar os nossos agradecimentos ao Dr.
Paulo Melo Freire que se encarregou da parte estatistica do nosso irabalho,
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