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¥1 Congreso Ibero-Latino-Americano de Bermatelogia — Esie Congreso estd or-
ganizado por el Colegio Ibero-Latino-Americano (GIL.AD) y fendrd lugasr en
Parcelona {Espafia} los diss 24-25.26 y 27 de Julic de 1987. Es Presidente de
Hener el Prof. Xavier Vilanova Montin (in Memocriam} Presidente Oficial Nato
Prof. Juvenal Esteves v Presidente Ejecutivo el Dr. José Mercadal Peyri

TEMAS QOFICIALES DEIL CONGRESO:
Las Genodermatosis v el Eczema Seborreico.

Flabrd ademdés comunicaciones sobre Temas Libres en ios que podrén partl-
cipar todos los Congresistas, siendo obligaiorio su avise de participacién y envio
del resumen del tema antes del 15 de Abril de 1987, También tendran lugar
Conferencias extraordinarias a cargo de destacados Dermatélogos que por sus
trabajos de investigacién universalmente reconoccidog seran invitados per el Co-
mité Eiecutivo.

Otras actividades: Presentacion vy discusion de casos clinicos. Exhibits cien-
tificos v comerciales,

Los idiomas oficiales del Congresoe seran el FEspaficl o Portugués. Se fa-
eilitarén tradueciones simultaneas e intérpretes para aguellos idiomas cuyo ni-
mero de Congresistas sea suficiente. Los {frabajos realizados en ofros idiomas
habran de ser traducidos y leidos en espafiol o portugués.

Coincidlendo estas fechas eon el apogeo del turismo en Espaha, se cncarece
la peticién de reserva e inscripeidn con Ia méxima antelacion. Los derechos
de inscripeion seran de 308 o su equivalente en pesetas para Ios miembros del
CIL.AD, 40% para los no miembrog vy para los acompahantes de Congresistas
serdn de 208,

Estdn previstos diversos actos zociales y excursiones a distintos monumentos
de interés histérico-artistico, playas, visitas a los DMuseos, flestas folkldricas y
una corrida de torgs en homenaje a Ios Congressistas, Asimismo tendrdn lugar
viajes facultativos pre y post Congreso a Mallorca, Costa Brava y Tarragona.

La correspondencia en relacidn cor el Congresso ha de ser dirigida al Dr. Joa-
guin Pificl Aguadé, Facultad de Medicina, Casanova n.° 143 Barcelona (11), Espaba.
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NOVA TECNICA PARA A DETERMI-
NACAO COLORIMETRICA DE
a- TOCOFEROL — Waldomire Preg-
nolatto & lone . Gomes.

Na pag. 63, 112 linha da 2.* colu-
na, no fugar onde se 18:...3) Esperar
2m e 30s e lér no espectrofotdmetro. ..
...vitamina E)}, lefa-se:

3) Esperar 2m e 30s e adicionar 1 ml
da solugiio de EDTA. 4) Esperar mais
2m e 30s e 1&r no espectrofoibmetro,
utilizando © comprimenio de onda de
520 mp. Acertar o 100% de transmitan-
cia do aparelho com o “branco” (mistu-
ra dos reagentes, menos a vitamina E).
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ILUSTRACOES — Deverde ser citadas no texto como “Fig”, nuwmeradus e uir
acompanhadaes de legendas explicativas. 0 desenhos, grdficos, farmulas, eguagdes,
mapas e dicgrareas deverdo ser feites o nenguim préfe, em papel vegelal e con-
feoctonados de modo ¢ poderewn ser vedugidos ne clicherie o 172 ou 1/3 do tamanho
origingl, sem perda de nitides ow legibilidade. As fotografias serdo apreseniadds
em envelope o parte; deverdo ser witidas e de bom conirasie, € trazer no verso o
nome do autor, Hiwle do arfigo € nimero com que irdo figurar ne tento.

QUADROS F TABELAS - Ndo deverdo exceder us dimensoes do texio de Revisiu.
Os respechivos titulos deverdo indicar cluvemente o conteido e, se posgivel, seguir
s normas do Imstituto Brasileire de Geografic e Hstaiisticu. Nenhuwmia casd, em
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ESTUDO COMPARATIVG DAS REACOES DE SABIN-FELDMAN E DE
IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA, PARA A TOXOPLASMOSE, EM
1000 SOROS HUMANOS. COMPORTAMENTO ANOMALC
DE ALGUNS SCROS ()

COMPARATIVE  EVALUATION OF TOXOPLASMOSIS  INDIRECT
FLUORESCENT AND SABIN-FELDMAN DYE TESTS IN A THOUSAND
HUMAN SERA. A FEW UNEXPECTED RESULTS

Mire E. CamMapgo (¢}

SUMMARY

Dye-test and indirect antiglobulin fluorescent test for toxoplasma antibodies
were compared in 1,000 human sera. Both technigues were described in detail,
with special emphasis on preparvation of antigens and conjugates for the fluorescent
test. The tests were studied as to reproductibility of results, and a close agreement
wag found for sucessive tifrations of zame sera. Dye-test and fluorescent test
compared well, with an almost total coincidence of resulis as to reactivity of sera.
Tifers were the same or differed by only one dilution in 37.7% of reactive sera
and by only two dilutions in the remsaining 2,3%. A small numwber of cases was
seen with unexpected temporary divergences, as they rveacied only in the dye-fest
when first examined. However, when fested again after being frozen for a
few hours or days, they furnished entirely negative results. A cytoplasm-modi-
fying factor different from that responsible for immune-reactions was suggesied

to occur in such sera,

I — INTRODUCAO

A reaglo soroldgica descrita em 1948 por.
SABIN & FELoMax™, o “dve test” ou reaglo
do corante, tem sido considerada méiode pa-
drBo para a pesquisa e titulagem de anlicor-
pos para o Toxoplasma gondii. Embora pre-
domine na literatura atual o conceite de que
se trata de reaglio especifica (Carmiet, 1957;
KABELITZ™, % 1960; MEiigs e olif*. 1959,
cerle namero de pesquisadores ainda mani
festa dbévidas guanto ao significado dos re-
sultados, especialmente diante de reagles po-
sitivas de baixos titulos (Vax Trigr™, 1958,
KeLEN et afii®, 1962), Na verdade, o em-
prégo da reagiio do corante tem side muito
limitade, mas 8sse fato se deve As dificulda-

des relavionadas com a execugio da prova.
Apenas alguns centros especializados reunem
as condigbes necessiriaz para tanto e, assim
mesmo, com capacidade de trabatho aré certo
ponto restyita, Assimi, a necessaria amplitu-
de de aplicacfio dos métodos sorolégicos para
a toxoplasmese Justifica a pesquisa de novas
téenicas gue possam substituir com vantagens
a reacdo do corante,

Dentre os demais métodos sorslogicos des-
critos para a pesquisa de anticorpos para o
toxoplasma, sfo mais comumente referidos os
da reacio de {ixacho do complemenio ¢ de
hemaglutinacio.

A reacio de fixagio do complemento tem
se mosirado menos sensivel do que a reacho

(Y Tese apresentada & Chtedra de Microbiolngia o Imunologia da Faculdade de Medicing da Universi-
dade de SBo Paulo, para doutoramento em Medicina,
(*y Do laboratoric de Sorologiz do Instiivte de Medicina Tropical de Sac Paulo.
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reactes de Sabin-Feldman e de imunofiucrescén-

Comportamente andmalc de ai-

de Sabin-Feidman, Para a maioria dos au-
téres, sdo diversos os anticerpos revelados
por ambas. Para outros {DesMmonTs*t, 1960;
Hurer®®, 1958; TrarHaMEer™, 1960; Bozpe-
cH & Jira', 1961}, entretanto, as divergén-
cias observadas refletem apenas diferentes sen-
sibilidades dos métodos e tendem a desapa-
recer 4 medida que aumenta a sensibilidade
das técnicas de [ixaglo de complemento. A
grande variedade de anligenos e a pluralida-
de de téenicas utilizadas nas reagbes de fi-
xagio do complemento nio permitem com-
paragiio segura dos resultados obtidos por di-
ferentes lahoratorios.

A reaglo de hemaglutinacfio. descrita por
Jacoss & Luspe®, 1957, tem mostrado sen.
sibilidade compardvel & da reacfio de Sahin-
Feldman{Maroney & Kavrman*, 1960 Kxiz-
RIM et olit®®, 1960 LuNpE et olii®®, 1962;
TaiERMANN ef alii®®, 1964). A simplicidade
de execucio poderd fazer dela substitulo ideal
para a reagfo do corante, Entretanto, nao
sdo pequenas as difieuldades com que se de-
fronta quem se propde a realizd-la de rotina.
Os resultados por vézes bastante discrepan-
tes, referidos por virios pesquisadores {Liwis
& Kessern®™, 1961: Rruss®®, 1961; MitcHELL
& Grzen*®, 1960; Witmer ef «li®t, 1961,
bem eomo as numerosas modificagBes técni-
cas introduzidas nos seus protocolos, tradu-
zem tais problemas com elogiiéncia. © de se
notar, além do mais, que as reagbes de fixa.
¢do do complemento e de hemaglutinacfio exi-
gem a oblenciio fregiiente de guantidades re-
lativamente grandes de toxoplasmas, o que ¢
sempre limitade pela impossibilidade, até o
presente, do cultive “in vitro” désses orga-
nismes.

A intnigio de Cooxs' (1941) de marear
proteinas imunoldgicamente ativas por subs-
tancias fluorescentes, ¢ de assim obter “co-
rantes” eom especificidade imunolégica, veio
criar novas possibilidades em biologia, inelu-
sive no campe da sorologia. O posterior de-
senvolvimento e wutilizacdo de fluorocromos
facilmente ligaveis &s proteinas e guimica-
mente estdvels, como o isotiacianate de fluo-
resceina (Rices e «lii*® 1958), a lissamina
rhodamina B (Crapwick et ofii®, 1958) e
outros, possibilitou a divalgagie de empré-
go dos novos métodos de imunocoloragio, ou
melhor, de imuneflvorescéncia,

De exscucfo bastante simples. nio exi-
gindo senfio aparelhagem de cusle acessivel
e reativos de facil prepare ou ja hoje de ob-
tencio ne coméreio, as téenicas de imuno-

[fuorescéncia vém encontrando aplicagie cada
vez mais ampla na pratica médica. Além dis-
50, elas tém mostrado alta sensibilidade e
grande especificidade de resubtados. Todas
essas  caracteristicas justificam o interésse
despertado para a adaptacio das téenicas
de imunofluorescéneia a sorologia da toxo-
plasmose.

As primeiras tentativas na pesquisa de an-
ticorpos para Toxoplasma gondii com téeni-
cas de imunoflluorescéneia foram feitas por
Gorpman', em 1957, Esse pesquisador, ini-
cialmente, conseguiu evidenciar texoplasmas
por imunofluorescéneia em esfregagos de ex-
sudatos peritoneais de camundongos nfeta-
dos. Para isso, ulilizou soros imunes con-
tendo anticorpog especificos, marcados pelo
isocianato de fluoresceina. Submetidos di-
retamente & acio déstes, os loxoplasmas mos-
travam-se fluorescentes quando observados &
luz uliravioleta. Goldman demonstrou a es.
pecificidade das eoloragoes obtidas, inibin-
do-as pelo tratamento prévie dos organismos
por wm anti-sdre especifico nfo marcado. As
areas antigénicas dos parasitas eram enldo
blogqueadas pelos anticorpos nZe marcados ¢
passavam a nio mais fixar os anticorpos con-
jugados ao [lluorocromo, Em segnida, Gorp-
MAN' {1957) aplicou o mesmo processo de
inibiglo 4 pesquisa de anticorpos séricos,
Tratava os esfregacos, contendo toxoplasmas,
pelos soros suspeitos e pelas globulinas mar-
cadas, A presenca de anticorpos nos soros
era traduzida pela inibicdo, parcial ou total,
da fluorescéncia dos toxoplasmas. Resultados
mais consistentes eram obtidos fazendo =a
reacio em apenas um tempo, isto &, tratan-
do os eslregagos por mistura do séro a tes-
tar e conjugado especifico. (s anticorpos
presentes no séro como gue competiam com
os aniicorpos marcados e se fixavam, prefe.
rencialmente, e com exclusio déstes, as areas
antigénicas dos toxoplasmas, Goldman ira-
halkave sdmente com soros nfo diluides e
apenas avalisva a intensidade da inibigde,
de 1* a 4%, Nio mais do que 50¢% dos
soros reagentes na reagio de Sabin-Feldman
mostravem afividade inibidora. A maioria
das discrepéncias entre as duas reagfes ocor-
ria com soros de baixos titulos, inferiores a
1/256 na reacio de Sabin-Feldman,

Somente cérea de cinco anos depois dés-
tes primeiros trabalhos, registra a literatura
noves resultados com a téonica de inibigio
da fluorescéneia para a toxoplasmose; foram
publicados por GorbMax ef alif®® (1962).
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Comportamento andmalo de al-

Para avmentar a sensibilidade da  reagdo,
usaram conjugados diluides ae Hmite da all-
vidade fluorescente. Titnlaram eos soros em-
pregando diluigdes crescentes, de razde 4,
como ¢ habitual na reagio de Sabin-Feldman.
A reacio de inibiglo mostrou boa reprodu-
tibilidade de titulos e éstes aproximaram-se
nitidamente daqueles obtides com a reaciio
de Sabin-Feldman. Os resultados de ambas
concordaram, dentro da variacie de um tubo
de diluigdo, em 8357 de 183 soros paralela-
mente titulados. Entretanto, em conjunto, a
reagao de fluorescéneia mostrou-se menos
sensivel do que a reaco de Sabin-Teldman,
em geral revelando titulos mais baixos.

Darrensacn & Prakarsgr®, em 1960,
procurando demonstrar toxeplasmas em teci-
dos por meio de anticorpos fluorescentes,
verificaram relagdo guantiletiva evidente en-
tre os titulos dos sorvos e a intensidade das
fluorescéncias resultantes. fsses pesquisado-
res, além da téenica direta deserita por
GoLbMAN'T, utilizaram também a téenica in-
direta, Esta, descrila inlciabmente per Wel-
LEr & Coons™, (1954}, consiste em eviden-
ciar os anticorpos fixades &s estruturas an-
lignicas por meio de sdro antigiobulina,
marcado por fluorocromo, O material, con-
tendo os parasitas, em liminas, é tratado ini-
cialmente pele sbro com anticorpos especi-
ficos, Depois ¢ lavado em solugio salina para
a retirada das proleinas ndo imunolégica-
mente ligadas &s estruturas anligénicas, i
seguida, & pOsto em contate com o cenjuga
do antiglobulina. Os anticorpos do sbro, de
natureza globulinica, ligados imunoldgicamen-
te aos toxoplasmas, fnncionam entio como
antigenos, fixando estas proteinas marcadas.
Sob himinacfio adequada, ternam-se {luores-
centes e emprestam esta fluorescéncia aos
organismos a que estdo ligados,

KerLen et elii %2, {1962} {foram os primei-
ros a relatar a utilizacio da técuica indireta
de imunofluorescéncia na sorologia da toxo-
plasmose. Titularam cérca de 600 soros hu-
manos paralelamente pelas reagfes de Sa-
hin-Feldman, de imunoflucrescéncia indireta,
de fixagio do complemenio e de hemagluti-
nacio. Enquanto 30,89 dos soros reagiram
positivamente & reagio de Sabin-Feldman,
nas demais reagbes tais percentagens foram
sensivelmente menores, de 5,0 para a imu-
nofluorescéneia, 2,9% para a fixagio de com-
plemento ¢ 3,99 para a hemaglutinagie.
Comparando 1itulos obtidos na reagio de Sa-

bin-Feldman com a reatividade & imunoflao-
rescéncia, ésses pesquisadores verificaram que
todos os soros de titulos iguaiz ou malores
do que 1/1 024 reagiam positivamente na
imunofiucresefneia, Entretanto, dos sores com
titulos entre 1/128 e 1/64, sémente 37¢%
reagiam na fluorescéneia e, dagueles com ti-
tulos ainda menores, apenas rares o faziam.
Kelen et alii interpretaram tals resultados
como uma evidénela a mais da inespecifici-
dade dos resultados da reacdo de Sabin-Feld
man, especialmente quando revelava baixos
titulos.

Maxpras o elie*s, (1962), referiram os
resultados das titulagens de 20 soros de pes
soas consideradas clinicamente doentes de to-
xoplasmose, Empregaram as reacdes de Sa-
hin-Feldman, de fixagio do complemento, de
hemaglutinacic e de imunofluorescéneia, Em
16 soros reagentes na reaciio de Sabin-Feld-
man encontraram 15 reagentes na imunofino-
rescéneia e os titulos obtides em ambas, de
1/10 e 1/1 280, eram comparaveis. Em 13
désses 15 soros reagentes, os ttulos nas duas
reaghes n&o diverglam de mais do gue duas
diluices, de razdo 2. Ja, em 51 soros de
peesoas consideradas normais, as reacbes fei.
tas, de fixacdo do complemento, de hemaglu.
tinagio e de imunofluorescéncia, foram ne-
gafivas, com exce¢io de um Unico séro que
reagiv apenas na f{luorescéneia e em haixo
titulo {1/10),

Durante 0 ano de 1963, ne Lahoratérie de
Sorologia do Instituto de Medicina Tropical
de S&o Paulo, comecamos a nos adestrar em
téenicas de imunofluorescéncia, especialmente
dirigidas para a pesquisa e litulagem de an-
ticorpos séricos. Para a toxoplasmose, procu-
ramos irabalbar inicialmente com & lécnieca
de inibicie, de Goupman®®, (19573, Enire-
tanto, nossos resultados mostraram-se cons-
tantemente potco sensiveis com relaglo aos
titulos revelados pela reagfio de Sabin-Feld-
man, embora tivéssemos ulilizado conjugados
especificos de diferentes atividades e em di-
{erentes diluicBes.

Tentamos, entio, a téenica indireta e os
resullados iniciais mantinha-se bhastante in.
fertores aos da reaciic de Sabin-Feldman.
Entretanto, pela introducio de ligeiras modi-
ficaches téenicas, empregando conjugados de
melhores caracteristicas, obfivemos nitida ele-
vaglio dos titulos que atingiram e mesmo ul-
trapassaram agules revelados pela reacgio de
Sabin-Feldman, Publicamos entio, em nota
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de Sabin-Feldman e de Imunofiucrescén-
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repehes
50008 humanos,

préevia {Camarco®, 1064), o estudo compa-
rativa de 140 sovos humanos, titulades pelas
téenicas de Sabin-Feldman e de imunoftuo-
rescéneia indireta,  Houve concordineia to-
tal das percentagens de reatividade.  Assim,
todos os 109 soros reagentes na reagho de
Sabim-Feldman monstravanse também rea-
genles na Imunoflucrescéneia, e vice-versa:
lodos os seres reagentes na  fluorescéncia
também o feram na prova do corante. Além
disso, houve concordincia des tiulos ob-
tidos em ambas as rescles. de ordem de
00,89 dentro de uma variacio de ume di-
fuicdo de razio 4. Nio houve discrepin-
cigs de titulos maiores do que duas dilui-
¢bes. Unanto a niveis de 1itulos, 8les varia-
vam de 1/16 a 1/32000 ¢ 1/64000. Na
maioria, os titulos revelados pela reacio de
imunofluorescéncia foram jguais ou superio-
ves aos da yeagdo de Sabin-Feldman.

Depois de publicada esla nota, tivemos
conhecimento de publicacfes dos titimos me-
ses de 1963 ¢ 1964, referindo resultados mais
sucintos obtidos por alguns pesquisadores,
GarIN et olit’®, (1963) submeteram #s rea-
¢les de Sabin-Felman e de imunofluorescén-
cia indireta 189 soros humanos, dos quais
127 foramn nfio reagentes em ambas, Os so-
ros reagentes foram entdo festados em apenas
trés diluighes diferentes, de 1/10, 1/100 ou
17200 ¢ 1/1000. Touve boa correlagio de
titulos, fregiientemente mais elevados na rea-
gdo de flnorescéneia, ) mesmo verificaram
STADTSBAEDER ef alii™®, (1964), em cérea de
70 soros humanos. Zarpi®®, (1963). traba-
thando com pouco mais de uma centena de
sores humanos, 1éz titalagens as mesmo tem-
po pelas téenicas de Sabin-Feldman e de imu-
nofluorescéncia em apenas 38 soros, Lram
lodos fracamenie reagentes, ndo ultrapassan-
de 17256 os titulos miximos observados, Os
resultados das tilulagens, feitas com difui-
¢Oes sucessivas de raz@o 2, foram pratica-
mente concordantes, em geral nic havendo
divergéneias majores do gue ama diluicio.

Keamarza®™, {1963} comparon a inlensi-
dade de reagbes de imunoliuorescéncia indi-
refa e de inihicde de fluerescéncia de soros
humanos - difuides a 1/10, com os resultados

plemento.  Em geral. quande os tiulos de
fixacio do complemento eram fguais ou maio-
res do que 1/40, as reagBes de fluorescén-
cla mostravam-se intensamente positivas, Para
titufos de 1/10 ¢ 1/20, eram positivas on. le-

.

vemente posifivas, para lixagdes do ecomple.
mento negativas, as reagbes de fluorescén-
cia eram igualmente negativas ou, por vézes,
levemente positivas,

Ainda em 1963, RUCKERBAVER of olif™® re-
ferem o emprégo de iéenicas diretz e indire-
ta de imunofluorescéncia para a demonstra-
gio de toxoplasmas em eslregagos de drglos
e de exsudato peritoneal e em cories histeld-
gicos de material de animais infetades. Ve-
rificaram também a possibilidade de se pes-
quisar anticorpos nos soros de animails pelas
técnicas de imunoflnorescéncia, indiveta e de
inibicRe que, enirelante, resultaram menos
sensiveis do gue a da lixagio do comple
menio,

Priante do exposto, propuzemo-nos a veri-
ficar, em nimere relativamente grande de
soros, se os resultados da reagiio de imho-
fluorescéncia indireta sde realmente concor-
dantes aos da reaglo de Sabin-Feldman, come
parecem evidenciar nossos resultados prelimi-
nares. Tal verificacio apresenta grande in-
lersse pratico, qual seja o de possibilitar a
divulgacio do uso, hoje sériamente limilade
pelas dificuldades inerentes A reacfio de Sa-
bin-Feldman, de reacfes soroldgicas para a
toxoplasmose, Além disso, apresenta impor-
tancia relevante em afastar davidas sébre a
especificidade dos resultados da reaglio do
corante, Fszas dividas surgem, ao menos em
parte, da impossibilidade de se confirmarem
por outras Iéenicas sorologicas, muites dos
resuitados da reacio de Sabin-Feldman, s
pecialmente quando de baixos titalos,

Propuzemo-nos ainda & apresentar os de-
talhes técmicos do método de flunrescéneia,
tendo em vista o grande intevésse de sua
aplicaciio na pesquisa e na pritica médica.

I1 — MATERIAL E METODOS

@} SOROS - s sores humanos, em ni-
mero de 1000, estudados no presenie traha-
tho, ndo foram selecionados, mas constituem
o material por nos recebido duranie alguns
meses do ano de 1964 para a pesquisa e ti-
tulagem de anlicorpos para toplasma. Os
sangues foram colhidos evitando-se apenas os
periodos pos-pravdiais correspondentes a re-
feigBes mais coplosas, colocados em tudos se-
cos para coagulare em seguida mantidos em
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estufa a 37°C para a remragio do codgulo.
s soros, separados por centrifugacio, eram
utilizados em seguida, o mais fregiente-
mente, congelados a 20°C até o momento das
reacbes. Para as reagbes, aliguotas dos so.
ros eram inativadas a 56°C por 30 minutos
e em seguida diluidas em solugho de cloreto
de sodio & 0.85%. As diluicBes se faziam
na razéo 4, de 1716 a 1/4 096 e quande
necessario, de 1/4 000 em diante, na razdo
2, Preparavam-se da seguinte maneira: a um
tubo com 1.5 ml do diluente, adicionava-se
0.1 ml de séro, misturava-se ¢ passava-se 0,1
ml para wm segundo tubo contendo 0,5 ml
de diluente ¢ assim por diante, para se obter
ao tode 5 diluices, respectivamente de 1,/16,
1/64, 1,256, 1/1 024 ¢ 1/4 096, Para dilui-
¢hes malores, & wm tuboe com 9.9 mi de di-
tuente adicionava-se 0,1 ml de séro {diluicao
a 1/100}, misturava-se e passava-se 0.1 ml pa-
ra lubo com 0,9 ml de diluente {(diluicdo a
1/10600). Déste, passavam-se 0,2 ml para tubo
com .6 ml de diluente (diluiche a 1/4 600},
Passanda-se 05 ml desta dltima diluicio
sucessivamente para tubos contende 0,5 mi
de diluente, obtinham-se diluigbes crescen-
tes de razdo 2 (1/8 000, 1/16 0600, 1/32 600
e 1/64 000).

As mesmas diluighes [oram satilizadas
para as reagbes de imunofluorescéneia e de
Sabin-Feldman, realizadas concomitantemente
e lidas independentemente por pessoas dife.
renles que ignoravam os resultados,

by Kreagko by Sapiv-Feoomay — Fsla
reacdo fol realizada pela modificacio técnica
do métedo original de Samiv.Frropan®
(1648, ulilizada hi varios anes no Depar-
tamento de Parasitologia da Faculdade de
Medicina da Universidade de S50 Pauls,

Os toxoplasmas, da cépa M isolada nesze
mesio Departamento, foram mantidos em ca-
mundengos hrancos e repicados cada dois ou
trés dias,

Para a reagio. utilizamos o exsndato peri-
toneal de camundongo ineculado dois dias
antes, Com animajs de péso constante (em
thrno de 20 g), originirios da mesma cold-
nia e inoculando-se nilimers grosseiramente
constante parasitas, tornou-se possivel a ob-
tencho relalivamente constante de exsuda-
tos peritoneais muito ricos em toxoplasmas e
praticamente livres de células e de lencdcitos,
Para isso, incculamos cérea de (0,5 a 10O ml
de lavado peritoneal em cada camundongo,
material €sse obtido injetando-se e aspiran-

do-se 5 ml de soluglo salina estéril na cavi-
dade peritoneal de animais com dois dias de
inocuiacho. Obtivemos, em geral, de 20 a 50
parasitas por campo microscopico de 230 au.
mentog, ac se observar pequena gota {de
agullia calibre 8, mauntida horizontalmente)
entre lAmina e laminula de 18 x 18 mm. Os
leucieitos, em geral, ocorreram em propor
¢io diminuta, até wm ou dois por campo
microscopico, Enquanto para os vepiques co-
lhemos o exsudate peritoneal com selugiio es
téril de cloreto de <odio a 0,859, para a
reacio de Sabin-Feldman usamos solugie de
citrate de sodio a 5.8%.

Para reacfio. o lavado peritoneal, uma vez
colkido, era diluide sem demora a 1/5 com
“fator acessdrio” e o antigeno resultante, ime-
diatamente pipetade nos tubos de reaclo.
Como “fator acessdrio” foram usados soros
bumanos de doadores préviamente selecio-
nados enlre pessoas jovens com reagbes de
Sabin-Feldman negativas. Além disso, tais
soros ndo deviam ter atividade liiiea ines-
pecifica s6bre os parasitas, traduzida pela
presenca de mais de 109 de toxoplasmas
nio corados nos iubos testermunhas.

Eeses lestemushas eram feilos: 0,02 mi de
tavado periloneal mais 0,08 m! de “fator aces.
sorie”, mais 0,1 ml de solugho salina. Se-
glia-se & reacio, como a de Sabin-Feldman.

Tal atividade inespecifica, entretanto, foi
raramente observada, ao menos em soros de
doadores jovens (1§ anos, em média). O
sangue para “falor acessbrio” era colhido
diretamente em tubos de cenlrifugagio secos
e deixado coagnlar 4 temperatura ambiente.
Os tubes eram em seguida mantidos em estu-
{2 a 37°C para retragfo do codgulo e passa.
dos para geladeira onde permaneciam até o
dia seguinle, para se obter o mibximo volu-
me de sbro. Separade por ceniriugagio,
éste era imediatamente distribuido em tubos,
em volumes de cérca de 10 ml e congelads a

200,

Para uso, degelava-se um ou mais inbos
e ¢ remanescenie era novamenle congelade,
sem perda de atividade. Tais soros conser-
varam-se atives por pericdosz de, pelo menos,
dois meses no congelador,

Para a reacBo de Sabis-Feldman, a volu-
mes de 0.1 ml das diluigBes dos soros, em
tuhos de 12 x 75 mm, juntava-se 0,1 ml da
mislura antigénica exsudato-fator acessdrio,
mistarando-se por agitagdo. Incubavam-se os
tubos por wma hora, em banbo-maria
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37°C, com agitacio ovasional, Ao fim désse
periode, pipetava-se em cada tubo uma gita
(de 0,030 a 0,035 ml) de azul de metileno
alealing, preparade segundo Sabin & Feld-
man (A 10 ml de tampiio carbenato-borato
de pH 108, adicionese 0.3 ml de solugio
alcodlica saturada de azul de metileno: tam-
pie alealino: 9,72 ml de carbonato de sodio
anidre a 4,334 e 0,28 m! de horate de sddio
a 1,916, Deizavam-se os tubos & tempe-
ratura ambiente por 15 minutes aproximada-
mente e apds €sse periedo uma aliquota de
cada era examinada enire Himina e laminula
a0 microscopio {320 aumentos). Contavam-se
entdo os toxoplasmas corados e nfo cerados,
em nlimero suliciente para se estabelecerem
as percentagens respectivaz, para cada dilui-
¢io de sbre. ) numero total de organismos
contados variava de 50 a 100 para os prepa-
rados em que nfo era evidente o predominio
de corados on néo corados.

Como titulo dos sores foi tomada a maior
diluiciio ainda capaz de medificar 50% ou
mais dos toxoplasmas presentes, tornando-os
ndo cordveis pelo azul de metileno. Em tédas
as reacdes eram incluidos como testemunhas
positivas soros de titnlos conhecidos, A sen-
sibilidade da prova era freglentemente vert-
ficada incluindo-se nas reagbes sGro positive
padriio, de titulo 1/1 000 (gentilmente en-
viado pelos Drs, Brooke e Kagan, do Commu-
nicable Disease Center, Atlanta, UL5.AL).

cj  BEaCA0 DE IMUNOFLUORESCENCIA IN-
DIRETA -— Em sintese, a reacido de imunofluo-
rescéneia indireta consistin em se fazer agir
diluighes crescentes dos soros a teslar sdbre
esfregacos de toxoplasmas fixados em lami-
nas microscopicas, Em seguida, estas eram
lavadas e tratadas por antiglobulina humana
marcada, Apds nova lavagem para a retira-
da da antiglobulina marcada nie fixada imu.
noldgicamente, as lamiras eram montadas e
examinacdas em microscopia de fluorescéncia.

Descreveremos inicialmente os elementos da
reacfo, antigeno e antiglobulina marcada, sen
preparo, sua caracteristicas; daremos, em se-
guida, a téenica detalhada da execugho e
da leitura da reagfio.

e i

(*y A solucio salina famponsda com fosfatos

1) Autigeno

Come antigeno para a reagho de imune-
fluorescéneia foram usados toxoplasmas {ixa-
dos s6hre laminas de microscopia. Os para-
sitas eram ohtidos de exsudatos peritoneais
de camundongos, da mesma maneira como i4
descrito para & reagho de Sabin-Feldman. ¥m
seguida, eram fixados em formaling & 1%,
como preconizado por GornMax®” (19573,
Ao material ohlido por lavagem peritoneal
com solugio de cloreto de sodie a 0,85% ou
de citrate de sodio a 3,89, juntava.se iguai
volume de soluglo salina tamponada com fos-
fatos™ contende 29¢ de formalina,  Mis
turava-se rdpidamente por agitacio e deixa-
va-se A temperatura ambiente ou a 37°C du-
rante L4 hora, com agitagio ocasional. Cen-
trifugava.se em seguida todo o material por
10 minutes a 2 000 r.p.am. (Centrifuga Inter-
vacional n® 1) para sedimentar os parasitas.
Dispensava-se a centrifugacio prévia, a baixa
velocidade. recomendada por Coldman, para
a retirada dos leucieiles, j4 que 8stes ocor-
rigm em pequeno nimers eni nosso material.
Os toxoplasmas eram entio suspensos em vo-
fume adeguado de solacie de cloreto de s6-
dio a 0,85% a fim de se conseguir, nos pre.
parados, um niimero adequado de parasitas
por campo micrescépico. Fsse volume era
encontrade por tenialivas,

A manipulagio de grande ndmero de la-
minas, quands se titulam vérios soros em
uraa reacdo, constitvi dificuldade téenica da
prova de imunofluorescéucia, especialmente
na fase de leltura microscépica. Por ésse
motivo procuramoes realizar malor nimero de
reagBes por laming, Com esmalle de unhas,
delimitamos, sobre cada ldmina, 10 pegue-
nas areas guadradas, com cérca de dmm de
fado, dispostas em dois grupes, ocupando cada
um superficie correspondente & de uma la-
minpla de 18 x18 mm, como demonsira a
figura L. Em publicagio recente descreve.
mos ¢ preparo das liminas para utilizacio em
reagbes  soroldgieas de imuneofluorescéncia
(Camsarco®).

utilizada no presente trabalho consiste de soiucho

aglioss de oloreto de sodio a 0,859 contendo fosfates priméario e secundario de sédio a 001 M,

com pH 1E Era preparada em soiucio

us0 com Agua destllada (5§ ml para 1600 ml)
NaCl 170,0g; Na PO, 24,0g; Nal PG UH,O 5,0g; dgua destila-

sciughn esteque era a seguinte:
da para 1000 mi,

estogue, vinte vézes concénlrada e diulda para

segundo as necessidades. A composicEo da
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Fig. 1 — Laminas

A suspensdo de toxoplasmas é depositada
em cada uma das peguenas dreas por meie de
pipeta de Pasleur ou de pipeta adaplada a
agulha hipodérmica sem bisel.  Aspira-se
todo o excesso de lguido, vestando apenas
pequens quaniidade recobrindo por ignal tedo
o pequeno guadrado. As laminas secam rapi-
damente & temperalara ambiente ou na eslufa
a 37°C. A secagem de goticulas matores
apresenta, em nossa experiéncia, o inconve
niente da formacio de ecristais de clovelo
de sédio, responsiveis pela ma lixacio de
organismos sbbre as liminas. Uma vez sé-
cas, estas Ao conservadas a -20°C até o mo-
mento do uso, mantendo-se inalteradas por
muitos meses,

As suspensies de toxoplasmas podem ser
conservadas em geladeira e utilizadas para
o prepare de liminas sdmente dentro de um
prazo de 24 horas, desde que ha perda pro-
da atividade antigénica depois désse
periodo. O mesmo foi observado por Garmy
et alif™ (1963} gue lenlaram preservar os
toxoplasmas por virios méledos, inclusive o
de licfilizacio, sem resultados,

gressiva

Temos observado conservagio das suspon-
sGes por periodos mais longes, até cdrea de
dois meses, incerporandeo-se as mesmas um
agente quelante — elileno-dinitrilo-tetraceta-
to sodico (EDTA) -— como wutilizado por
Portxoy & Gamson® (1960, para a preser-
vagie de antigenos de eardiolipina (0 “se-
qilestro”™ pelo EDTA de fons metdlicos espe-
clalmente cipricos suprimiria & agic cala-
litica déstes e as reacbes de oxidagio resul-
tantes). Para manter pll neutro, mistura
mos solugdes de 0.1 M de EDTA tetrascdice
e dissbdico na propergio de 3 para 2 e jun
famos a mistura & suspensfo de parasiias,
para a concentracio final de (.01 M,

Métodos mais eficazes de preservaglo se.
viam, entretanio, de importdneia para a di-
vulgacio da reacfic de imunoflnorescéncia,

para reagdes sorolégicas em técniens de

8} Conjugads antiglobuline-flueresceing

A} Séro mMuxe — O sbro astiglobulina
humana para o preparo do conjugade uti
lizado neste irabalbo foi obtido por imuni-
zagio de coelhos, pela téenica de Dalla Vol-
ta & Di Caprio (descrita e utilizada por
Lacaz®, 1953), ne Departamento de Micro-
biclegia e [munologia da Faculdade de Me-
dicina da Universidade de S&o Panlo. Apre-
sentava titulo aglutinante de g 000 diante
de hemécias Rh-positivas sensihilizadas por
anticorpos incompletos.  Além désse, oulros
soros Itnanes utilizados para o preparo de
conjugados foram obtidos pels Imunizacio
de coethos com gamaglobuling humana do
comércio, incorporada em  adjuvante com-
plete de Freund, Teremos a oporiunidade
de referiv observacfes comn varies conjuga-
dos, além daquele niilizado weste trabalho,
quando {ratamos dos resultados da reaciio
de fluovescéncia.

B) Frvorocromo — Para a marcagio das
globulinas usames o isotiocianate de [Tuo-
resceina produzide pela “The Sylvana Com
pany”’, lote n.7 1036, doado ao Institule de
Medicina Trepical de S8c Paulo pela Fun-
dacio Kellog. Como foi demonstrado por
FROMMIAGEN & SPENDILOVE'®, (1962), a pre-
senga em lotes de isotiocianato de fluores
cefna de produtos de degradacfo do fluoro-
cromo é um dos fatdres responsdveis pelas
coloracles inegpecificas dos conjugados. Por
isso, recomenda-se o emprégo de isotiocia
nato da mais alta pureza, sabendo.se que,
mesmo produtes de boa procedéncia contém
por vézes 30% ou mais do seu péso em com-
ponentes degradades.  Fsses pesquisadores
chamam & atenclo para o matiz laranja de
tals componentes contrastando com a cbr
palida, amarelo esverdeada, do isotiocianato
puro. O fluoreeromo por nés wmilizade foi
submetido & electroforese em papel como in-
dicade por Frommhagen & Spendlove, ob-
tendo-se trés componentes, vm com veloci-
dade de migracfio intermedidria, de e6r ama-
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relo-limo e dois ocutros, de migragio res
pectivamente mais rapida e mais lenta, de
coloraciio laranja. (O componente interme-
diario constituia quase a ‘otalidade do wma-
terial, dando mancha de intensa {luovescén-
cia a fuz ultravioleta, Os dois outros for-
mavam manchas diserelas, apenas visiveis,
indicando sua baixa conceniracio no presen-
te lote de isotiocianato.

C) Marcagio pa anTiGLOBULINA — Para
a marcacde com o fluorocrems foram toma-
das as fragdes glohulinicas do séro imune
de coclho, antiglobulina humapa. Fssas fra-
¢Bes foram separadas das demais proteinas
do sbro por precipitegio 2 4° C com sulfa-
to de amdnio de meia saturagio, juntando-se
a um volume de sére, igual volume de sul-
fato de amdnio saturado, lentamenie, gbia-
-a-gdta e com agilaclo constante, A mistu-
ra erg mantida até o dia seguinte em: gela-
deira, para total precipitacio das globulinas.
Fstas eram scparadas per cenirilugacio a
frio e resuspensas em sulfato de aménio de
meia saturacie, em volume igual ao do sbro,
Cenirifugava-se novamente e repetia-se esta
lavagem das elobulinas em sulfato de amd-
nio por mais uma vez. Finalmente, dissol-
viz-se o sedimenio em sofucio aquoss de clo-
reto de sodio a 08507, em volume igual ao
do séro, Precedia-se em seguida a retirada
do sulfate de amdnio residual, por didlise
conlra solugie salina freqilentemente trocada
alé que ndo mais se cvidenciassem tragos de
sulfato de amdnio no banho, revelados pela
adigiio de ghtas de reativo de Nessler ou de
solugio de cloreto de bério a 1007, Em geral
hastavam periodos de 24 horas. Dosavam-se,
enifio, as profeinas na solugho, pelo método
referido adiante (pig. 11) e, acertando-se a
concentragio final & 1 g por 100 mi, pela
adigdo de volumes adeguados de solugio
salina.

Com o objetivo de reduzir a alividade
inespecifica dos conjugados, traduzida pela
fluorescéncia de elementos nfe antigénices,
varias modificactes Bm sido introduzidas
nas téenicas de marcaglo das proteinas por
fluorocromos,  Cerran® {1958} verificou
gque, nos conjugados de isocianato de iluo-
resceina, os componentes majs responsévels
pelas coleractes inespecificas eram aguéles
com maior mohilidade electroforética, isto
¢, com maior carga elétrica negativa, Tais

componentes eram og que pessuiam maiores
quantidades de fluerocromo por miligrama
de proteinas,

MaveErspacH & Scuurert® (1960) estu-
daram as causas predominantes dos fendme-
nos de fluorescéncia inespecifica e conclui-
ram como tendo influéncia decisiva a rela-
tiva acidez dos conjugades com relaglo as
estruturas orgdnicas a éles submetidas. Gou-
DSTEIN et alii? (1961) confirmaram as ob-
servacies de Mavershach & Schubert, As
moitéeulas de proteines, em conseqiiéncia da
combinacio com moléculas de fluorocrome,
perdem cargas elétricas positivas. FEssa per-
da é tanto malor quanio mais infensa a mar-
cacho, isto &, quanio maior o nfmero de
moléculas de fhiorocromo lgadas a cada
moléenla protéica.  Em  conseqiiéneia, ha
uma baixa do ponto isoelétrico das protei-
nas e aumento de sua mobilidade electrofo-
rética, além de cutras modificacBes. Oz mes
mos pesquisadores trataram globulinas imu-
nes com guantidades varidvels de isotiocia-
nato de fluoresceina, verificando que a mar-
cacflo resultanie era mals intensa & medida
que eram maiores as guantidades de fuore-
crome oferecidas para a conjugagge. Expri-
me-se de maneira simples o grau de marca-
cdo das preteinas em um conjugado, pela
relagio F/P, na qual 2stes simbelos repre-
sentam as quaniidades respeciivas de fino-
recromo ¢ de proteinas, em miligramas per
mililitro, [Nas técnicas de marcaglo inicial-
mente descritas, az quantidades de fluore-
cromo adicionadas as solugbes de proteinas
eram relafivamente elevadas. Assim, na
téenica de MarsHALL ef alii*® {1958) que
substitui pelo isotlocianaio de fluoresceina o
isocianate utilizado por Coons & Kapran?®
{1950), adicionam-se 30 mg de fluorocromo
para cada grama de proteinas, isto &, na re-
laciio ponderal de 1/20. Com tal proporgio,
resuliam conjugadoes com indices F/P da
ordem de 20x 107 ou mais, Goldstein et
alit, no trabalbo j4 referido, obtiveram ceo-
loracbes especificas intensas, nfio prejudica-
das por coloracBes inespecificas, cem pro-
teinas marcadas tende indices F/P de 2 a
3,5 x 10 Para a marcagio adicionavam
apenas 6 a 8 mg de isotiocianato de fluores-
ceina por grama de proteinas, mantendo as-
sim relagho ponderal de 1/166 a 1/125.
Frommhagen & Spendlove ndc obtiveram co-
loragBes inespecificas com proteinas marca-
das com lIsolioclanate de fluoreseeina de alto
grau de paresa quimica, até gue o indice
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T /P nao ulirapassasse o valor de 50 x 10
Acima déste, a inespeciflicidade das colora-
ghes aumentava progressivamenie,

Entretanto, o indice ¥/ exprime apenas
um  valor médio de marcagio para cada
conjugado, podende haver grande variagio
na intensidade de conjugac@o de suas dife-
rentes moléculas protéicas. Curtair ja havia
demonstrado tal heterogeneidade em conju-
gado de isocianate de fluoresceina. Conse-
guin  separar as fragbes homogéneas por
meio de electroforese de convengao. GoLps-
TEIX ef ¢lii (1G61) empregaram para o imes-
mo fim cromatografia em coluns permuta-
dora de fons, trabalhando com anticorpes
marcados por isoliccianato de fluoresceina.

Crark & Surearp® (1063) sbordaram o
problema da homogeneidade de marcacio
dos conjugades, por angulo diverso, Em vez
de {racionar conjugados heterogéneos em
componentes homogéneos, procuraram mar-
car as moléculas protéicas de maneira uni
forme, para niveis adegquadog de F/P. Para
tante, adicionavam o fluorceromo & solugho
protéica de maneira gradual, por diilise,
evitando assim, na soluglio, conceniraghes
locais elevadas do corante, que pudessem
condicionar conjugagdes heterogéneas.  As
protefuas eram colocadas em tubo de ce-
lofane ¢ &ste, mergulhade em hanho con
tendo o fluorecromo em concentragio tal
que, uma vez estabelecido o equilibrio, per-
mitisse relagio ponderal da ordem de 1/100,
com as profteinas. Resultavam conjugados
homoegéneos, com indices F/P de 47 a
.1 v 107, dande colorachbes especificas in-
tensas e coloracbes inespecilivas mulas ou
muito fracas. _

Preparamos nosses conjugades por téeai-
ca semelhante, lizeiramente modificada, que
a seguir descrevemos,

Em tubo de didlise, a solucho de globuli-
nas era merguthada em banho de cinco
vézes o geu volume de soluglo de clorelo de
sodio a 0,854 tamponada a pH 8.6 — 5,8
e contendo, em sclucio, isotiocianato de fluo.
resceina na concentracio de 0,1 mg per mi-
filitro, O tampfo, de carbonato de sddio
¢ hicarbonato de sédie a 0.5 M, era rigoro-
samente acerlado em polencidmetre,  Pre-
parava-se juntande de 4 a4 5 ml de solugdo
0.5 M de carbonato a 100 mi de solucio
0.5 M de biearhonato.  Para o tampo
namento do banho, adicionava.se 1 parte
de tampio a 9 partes de solugiio de cloreto

reacées de Sabin-¥eldman e de Imunoflucrescén-
$0T08  Rumanos,
1-26, 1964,
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de sddio a 0,85¢.. O fluorocromo era dis-
solvido diretamente nessa solugio lampona-
da. A didlise era mantida por 16 a 18 ho-
ras, com agitagdo continua, em geladeira.
Ao fim désse tempo, o saco de didlise era
retirado do hanho de fluoresceina e coloca.
do em solugBo salina tampenada com fosfa-
tos {0,001 M}, de pH 7.2, para a retirada
do fluerocromo nio ligado as globulinas. Esta
segunda didlise era felta por varios dias, em
geral por uma semana, com trocas fregilen-
tes da solugdlo tamponads, de inicio suhs
fituida cada trés horas, depois uma on duas
vézes por dia.

Yara se estabelecer as caracteristicas do
conjugado guante a intensidade de marca-
¢io das proteinas pela fluoresceina, dosa-
vam-se ambos 8stes elementos ¢ caleulava-se
o indice F/P. ja referids.

D}) DossGEM DA FLUORESCEINA NOS €ON-
JUCADOS -~ A conceniracilo de isotocianato
de flucrescéncia ligado as globulinas foi de-
terminada espectrofotomélricamente por lei-
tura direta da intensidade da c¢br de dilui-
¢oes adequadas dos conjugados em sclugiio
salina tamponads, de pH 8,6 ou aproxima-
do, A correspondéneia entre iransmitin-
cias e concentragdes fol obtida per meio de
curva de callbragio, construida a partir de
solugbes aquosas em meio alcaline de con-
centragbes conhecidas de  isotiocianato de
thioresceina.

Varias caracteristicas fisico-quimicas dos
fluorocromos, como per exemplo a intensida-
de de fluorescéncia, s3o modificadas pela
ligagho guimica com moléculas de proteinas,
Por isso procurou-se verificar s validade do
empréze de curvas de calibrago construi-
das com solugbes de fluorocromos livres, nio
Higados a proleinas, para a desagem dos mes
mos nos conjugados protefcos, onde se en
contram unides quimicamenie ds proteinas,
Gorpyman & Carver'™ (1961) prepararam
conjugados  adicionands Isctiocianato  de
fluoresceina ds solughes protéicas. Em se-
guida zetiravam por diflise o {luoroeromo
ndo fixado. Pesavam erntio o isolinelanato
fixado ds proteinas, estabelecendo a diferen-
ca enire o lsootiocianato adiclonado indeial-
mente e o isoliccianato livre recolhido comn
o liguido de didlise, Por outro lado, dosa-
vam o lsotivcianate fixado as profeinas nes-
ses mesmos conjugados, por espeetrofotome-
tria, utilizando ecurvas de calibragio [feitas
a partir de isotiocianato bivre. Comparando
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ambos os resultades, concluiram pela ausén.
cia de diferdngas significativas. Entretanto,
mais recentemente  McoKinNgey et alit®
{1964} repetindo essa comparagie com tée-
nicas mais delicadas, em gue o isetocianato
nio conjugado era recuperado em coluna de
Sephadex, verilicaram apreciavel diferenca
entre os coeficientes de extingio de isctiocia-
nato livre e de isotiocianato conjugado. Mas,
para manler uniformidade com os resultades
de oulres pesquisadores, continuam empre-
gando coeficlentes de extingfio de fluoro-
cramo livre para a dosagem de isolicianato
conjugado, Lembram, ainda, a pessibilidade
de wvariagBes em diferentes conjugados do
coeficienie de extinciio do flusrocrome com-
binade, pela interferfncia de uma série de
fatbres ainda mal definidos, sende portanto
aconsethivel empregar ao menos provisiria-
mente curvaz de calibracie com compostes
quimicamente puros de fluoresceina. Tal
orientacio é seguida em {rabalho recente
por LEWIS e aliz 7 {1964},

Para o lragado das curvas escolhemos o
comprimenio de onda de 490 mp correspon-

dente 4 méxima absorcio de luz visivel pelo
isotiocianato, A figura 2 mostra a curva de
absor¢io obtida em um espectrofoltdmetro
Coleman Jr. de isobiocianate de um conju-
gado, ern meio alealino. As leituras foram
feitas em densidades 6&pticas, em compri-
mentos de onda intervalades, de 400 a
549 rp.

Ja era conhecido o fato de que a inten-
sidade de absorcio de luz, pela molécula de
fhuoresceing, na regifio de 480 a 495 mp,
sofre acentuada redugio com a actdificagio
do meio. EvMmart? {1958) condirmou-o pa-
ra os conjugados de iluoresceina, mostran-
do que 2 ahsorciio & maxima em mejo alcali-
no, diminuindo apenas ligeiramente até pH
7, mas caindo ripidamente com o aumenio
da acidez.

Para o tracado da curva de padroniza-
¢ilo, preparou-se solugiio-mie. a 10 mg em
106 ml, de isoticcianato de {fluoresceina, pe-
sando-se rigeresamente 10 mg do sal e dis-
solvendo-se em pequena gquantidade de ace-
tena.  Juniowse, entfo, & solucle, 1,0 mli
de tampfio carbonato-bicarhonato de sédio

FIGURA 2
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(05 M, de pH 8,6 = 0,3) e transferivse
cm&ada:&meﬁte teda a mistura para balfe
volumétrico de 100 ml, completandose o
volume com Aagua destilada. Foram entdo
preparadas, em halGes volumélricos de 25
ml ou de 50 ml, diluigdes crescenies do iso.
tiocianato de fluoresceina, de 0,2 mg em
100 mi até 2.4 mg em 100 ml, intervaladas
respectivamente de 0.2 mg (0.2 mg: 0.4 my:
0.6 mg 24 mg) a parilr de ahqum‘aq
da solucio mie, medidas com pipetas volu-
métricas, compleumda -ze og volimes com dgua
destilada.  Utllizon-se um espectrofotémetre
Coleman Jr,, meddle 6A, fazendo-se as lei
turas em cubas de 10 mm, contra adgua, em
490 1, A figura 3 mostra, a titulo c}c exem-
plo, a curva “obtida para o aparelho série n.”
A42833, langando-se em papel semilogaritmi-
co as transmitincias contra as respeetivas
concentiragoes de fluorccreme, expressas em
mlhgr&mas em 100 ml

ticianato de fluoresceina, foram determinadas
espectrofolométricamente pelo método do bin
refo, segundo GomrNAri er olit®™ (1949) ou
quando em nivels inferiores a8 2 g%, pela
téenica de Lowry et alii (1949), referida
por Kapar & Maver® (1961). As respecti-
vas curvas de calibragiio foram comstrnidas
e constantemente verificadas por meio de so-
luggo padrdo de globulina humana, prévia-
mente dosada pelo método de Kjeldahl. As
dosagens pela téenica de Gornall et alii fo-
ram feitas juntando-se 0,1 ml da soluciio de
globulina a 2.0 ml de reative do biureto, em
cubas de 12 mm, fazendo-se a leitura apde o
desenvolvimento de ¢dr, no comprimento de
onda de 560 g, como recomendade por Gowp-
WwassER & SHeparp®® {1958), a fim de se
evitar interferéncia da cér da fluoresceina.
Para a 1éenica de Lowry et alfi, a solugho de
globulina era diluida adequadamente em dgua

As dosagens nos cenjugades foram feitas
por leltura direta das transmitincias de di-
Tuiges adeqguadas, em solugdo salina tampo-
nada, alcalina,

£} Dosacem pas proTEiNas — As con-
centragdes protéicas das selucBes de globuli-
nas, ndo mareadas ou ja conjugadas ao iso-

7]
mg 00 mt

FIGURA 38

destilada (& 1/50, por exemplo} e a 0,4
dessa ddmgde eram adicionados 2,0 ml
reativo cliprice e, apés 10 minutes, 0,2
do reative de Folin-Ciocalicn, fazendo-se as
leitaras em 660 myp em cubas de 12 mm.

¥') CARACTERISTICAS DOS CONJUGADOS —
Os resultades das dosagens num dos conju

i1
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gados {(conjugado A) utilizados no presente
trabalho foram os seguintes:

Isotioeianato de fluores-
ceina ......

Globulinas
Relagio F/P ........

PR

5.6 mg em 100 mi
1,0 g em 100 ml
56 X 1032

Determinacio do  atividade  fluorescente
inespecifier — Areas com toxoplasmas, deli-
mitadas sbbre laminas de microscopia, foram
submetidas 4 acio de diluigbes crescentes de
razdo 2, do conjugado. Verilicou-se que a
atividade fluorescente inespecifica era inten-
sa nos preparados correspondenies as primei-
ras diluictes, sendo entretante muito disereta
a 1/16 ¢ totalmente ausente de 1/32 em
diante.

Atividade fluorescente especifica — Fize-
ram-se reagbes, segundo a téenica descrita no
pardgrafo 3, empregando-se sbro reagente,
em concentragio guaire vézes maior do que
o titnle determinado na reacio de Sabin-
Feldman, isto &, em diluigho corresponden-
te ao penfiltimo tubo pesitive nessa reaghio.
Foram utilizadas dilnicfes crescenfes do con-
jugado, a partir de 1/25 ¢ na razdo 2/3, a
saber: 1/25 = 1/38 - 1/60 —— 1/90 —
1/130 — 1/200 ¢ 1/300. Resultaram fluo-
rescéncias de média intensidade (2 4+ a 3 1)
até & diluicio de 1/90, de fraca intensidade
nas diluigbes de 1/130 ¢ 1/200 e negaliva
a 1/300,

() conjugado fol, entdo, utilizado na dilui-
¢io de 1/80 nas reagDes.

Foi feita wma imunoelectroforese do con-
jugado, contra sbro humano, observande-se
apenas uma linha de precipitagiio, correspon-
dente & gamaglobulina. A luz ultravioleta de
uma lAmpada de Woods, essa linha era inten-
samente fluerescente, em contraste com a au-
séncia das linhas de precipitagiio da mistura
de soros hiperimunes usada come testemunha.

Um segundo conjugade {conjugado 5,
preparado a partir de um sbre imune de coe-
Tho obtide pela injecho de gamaglobulina hu-
mana com adjuvante de Freund e com titu-
lo aglutinante de 1/1 500 diante de heméicias
Rh-positivas sensibilizadas, apresentou as ca-
racteristicas seguintes:

Isetiocianato de fluores-

ceina 7.5 mg em 100 ml

P I R

iz

Globulinas  ......... 085 g em 100 mi

ReiagﬁoF/P.....:... 8.5 x 102
Atividade inespecifica . inferior a 1/10
Atividade especifica até 1/225

Este conjugado foi preparade por técnica
semelbante aquela j& descrita, apenas utili-
zando-se a concentragio de 0,2 mg/ml de
isotiocianato de fluoresceina no hanho de dia.
lise.

33 Técnica dae reagio

Retiram-se as laminas do congelador, se-
cam-se por alguns minuios 3 lemperatura am-
biente, sob ventilador. Pipetam-=se as dilui-
¢oes dos sores, uma em cada quadradinho,
em volumes aproximados de 0,01 ml, Cada
conjunto de cinco quadradinhos destinase a
um sbro diferente, nas dilnighes de 1/16 a
1/4 096 ou de 1/4 000 a 1/64 000. KeLgn
et alii®™ (1962) mantém as liminas por 30
minutos & temperatura ambiente, para que
se processe a reacgdo. Preferimos incuba-las
a 37°C por uma hora, a fim de aumentar a
sensibilidade da reacfo. Impede-se a desse-
caclie, cobrinde.as com uma tampa de placa
de Petri provida de papel de filiro wmidecido
com agua. Para numerosas reagdes, preferi-
mos caixa metdlica provida de prateleiras
plasticas moéveis (conjunto Fanem para rea-
¢Ges de [ixagho do complemento em placas
planas). Terminada a incubagfo, escorre-se
o excesso de ligquido ¢ lavam-se as laminas,
imergindo-as por perfodos de 10 minutos em
duas trocas de solugho salina tamponada.
Enxugam-se por pressio delicada, com papel
de filiro ou papel absorvente. Iim seguida,
pipetam-se sObre cada area de veagio volu-
mes de cérea de 0,01 ml do conjugade, di-
Iuido em soluciio salina tamponada segundo
o tfwlo.  Incubam-se novamente as laminas
por 1 hora a 37°C em atmosfera Gmida.
Luavam-se por imersio em dnas porgles dife-
rentes de salina tamponada per periodos de
5 wminutos, enxugam-se com papel e mon-
tam-ge, colocando uma laminula de 18 x 18
mm sébre cada grupo de cinco guadradinhos,
com uma gota de glicerina alealina,  FEsta
prepara-se adicionando a O paries de gliceri-
na 1 parie de tampdo alealine, por exemplo,
de carbonato de sédio -~ bicarbonate de sé-
dio, 0.5 M; pH 8.7, aproximadamente. As
laminas sfo examinadas em microscopia de
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{luorescéncia imediatamente apds a monta-
gem ou conservadas em geladeiras, ao abrigo
da luz, para exame posterior, nfo perdende
a fluorescéncia mesmo apOs varios dias ou
SeINaAnas.

Trabalhamos com micrescopic Zeiss, bino-
cular, com ohjetiva de imersfio de 40 x, pro-
vida de diafragma; oculaves de 10 x ou de
12,5 x; campo eseuro, com condensador car-
didide. A iluminaciio era fornecida por uma
limpada HBO-200, filtro excitador BG12 de
3 mm e filtro barreira n.° 50 (Zeiss).

As reacGes positivas traduzem-se por fluo-
rescéneia dos toxoplasmas, mais evidente na
periferia dos parasitas, onde formam am li-
mite brilhante, uniforme, verde-macd, cuja
intensidade val decrescendo com o ammento
progressive das diluigies do séro. Conside-
ramos como ttulo dos sores, as maieres difui-
¢bes ainda capazes de delerminar qualguer
grau de fluorescéncia nos foxoplasmas. A
transicie enire reaghes positivas e negativas
& bastante nitida, nfio havendo dificuldade
na determinacio do ponto de viragem, As
reacbes negativas se evidenciam por total au-
séncia de flunrescéncia dos toxeplasmas que
aparecem com imagem muito ténue, ligeira-
mente esverdeada, contrastande mal com o
fundo. Por vézes, entretanto, especialmen-
te nas baixas diluigoes dos soros, encontra-se
flzorescéncia des toxoplasmas localizada ex-
clusivamente na exiremidade mais arredon-
dada dos parasitas e nitidamente distinta da
fluorescéncia especifica que se dispde sempre
homogéneamente em 1oda a periferia. Tal
fluorescéneia zonal ou polar corresponde sern.
pre a reagbes de SabinFeldman negativas,
mesmo quando vealizadas com soros niio di-
lnidos ou dilaidos a 1/4.

Um detalhe téenico que facilita mais ainda
a leitura das reacfes, tornando o ponto de
viragem mais evidente, é o emprégo de co
loracAo de contraste pelo azal de Evans, come
descrito por NicHors & McComp®® (1962).
Entretanto, em vez de tratar os preparados
pelo conjupado e depois pelo azul de Evans,
reunimos ambas as fases em uma Gnica ope-
ragiio, acrescentando o asul & propriz dilui-
cio do conjugado, para a concentragio final
de 1 mg%.

A Tuz uliravioleia a edr vermetha assumi-
da pelo corante que impregna o corpo dos
parasitas contrasia fortemente com a fluores-
céncia periférica dos toxoplasmas.

Il — RESULTADOS

Na apresentacio dos resultados obtidos
nas amosiras examinadas, acrescentaremos
quando indicade, a estimativa por intervalo
que pode ser feita para o valor populacional,
em térmos dos limites de confianga 95% para
a estatistica em causa. Tais valbres serfio
apresentados entre parénteses, com o simbo-

lIo LC.95.

1 — REPRODUTIBILIDADE DAS REACOLS

Antes de tentarmos comparar os resulia-
dos das reagbes de Sabin-Feldman e de fluo-
rescéneia, procuramos verificar os seus graus
de reprodutibilidade. Para isso, incluimos
nas reagbes de rotina soros préviamente titu-
lados e conservados congelados, Estes eram
degelados, retirava-se uma aliguola de cada
e o restante era novamente congelado -20°C,
Apds inativacio, preparavam-se as diluighes
gue eram submetidas a uma das reagbes ou
a ambas,

a) Reprodutibilidede do reacio de Se-
bin-Feldman

Muito se temn discutido e eserito sbbre a
variabilidade dos resultados da reago de
Sabin-Feldman, por vézes considerados pro-
blematicos, “frequentemente irregulares e im-
previsiveis (GoLpyan®®, 1956)7, Jacoss &
Cooks* {1954), por exemplo, demonsiraram
a influéncla perturbadora exercida por an
tigenos solliveis ocasienalmente presentes nos
exsudatos peritoneais, Entretanto, estudos fei-
tos por virlos pesquisadores mostram que a
reagio ¢ bastanie reprodutivel, desde que
haja rigoresa padronizacfo dos elementos par-
ticipantes. Rupy™ (1958) verificou que os
titulos, em duplicatas, coincidiam ou desvia-
vam-se no maximo de nma dilnigie de ra-
zdo 2, lmportante contribuigdo para o es
clarecimente do preblema foi dada por Vaw
SoEsTEERGEN Apud™ (1956), Van Tmmp™
(1958) e Vaw Sowgrercen® (1962), que
estabeleceram as relacbes matemiticas fun-
damentais da reaglo, permitindo, assim, o
estudo acurado dos faldres interferentes nos
resuliades. A sensibilidade ao anticorpo, dos
toxoplasmas que constituem a populagio de
parasitas nos tnbos de reago, se distribui se-
gundo uma carva normal de fregiéncia, A
relagio enire quantidades de anticorpo re-
presentadas pelas diluigbes do sdro e percen-
tagens de toxoplasmas alterados, traduz-se
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por uma reta, quando se lancam logaritmos
de diluigBes contra probilos de percentagens
de parasitas nio corados. Estabelecidos ésses
fatog, fol possivel aos pesguisadores citados
verificar a grande reproduiibilidede da rea-
¢io, gquando alguns principios fundamentais
eram seguidos,
go constante da mesma ameostra de ioxoplas-

Estfo, entre €stes, o empré-

ma e da mesma linhagem de camundongos,
assim como a uiilizacio de “fater acessério”
desprovido de atividade litica inespecifica.
Atribuem é8les importiineia, para a boa re-
produtibilidade dos resultados, & correcfo dos
iftulos por melo de caleulos em que sio des-
das respectivas  de

contadag, percentagens

parasilas corados e nfo corades, aquelas fra-

¢bes que decorrern de fatdres inespeciiicos
intercorrentes.  Assim per cxemplo, nos tfo-
xoplasmas corados, hé agquéles que escaparam
& aclio modificadora dos anticorpes por terem
permanecido intracelulares durante o perfodo
de incubaglo, tornando-se exiracelulares por
oeasifio da adicio do azul de metileno ou das
manipulagbes posteriores. Nos toxoplasmas
ndo corados, hi aquéles modificados por fa-
tires lesivos outros gue os anticorpos do sdro
a testar, oriundos do exsudato peritoneal ou
do sbre ativador, Em nossas reacbes nfo te-
moes visto necessidade de tais corregdes, Quan-
1o aos parasitas inespecificamente rnfo sltera-
dos, nio temos cbservado senfio proporghes
fnfimas de toxoplasmas intracclulares nos ex-

QUADRO I

Titwlos da recedo de Habin-Feldmon rewlizede em duplicale, em 10§ 567108, Resultados
expressos pelas poténcias de buse 2 das reciprocas das diluicdes
Shre Reaqdes Sdro Reacdes Sarc Reaches
n 1a 2 | n.e 14 2= e T2 24
1 10 8 37 S g 73 8 B
2 g8 8 a% 23 2 74 8 51
3 12 13 39 B b3 s 8 i
4 8 [¢] 46} <3 L 6 8 8
5 4 4 41 8 5 T 8 16
&4 g in 42 B 8 T 1 160
T 10 & 43 8 [ 3 &8 2]
8 5 & 44 8 8 ! 30 g 8
g 8 10 a5 & 8 81 8 10
10 8 8 44 8 1G 2 8 3
11 12 10 47 10 1ic 83 g 8
12 12 12 4% g 8 84 B ]
i3 i3 12 49 10 g B85 8 o
14 14 14 50 12 10 865 g 8
i5 8 3 51 10 in BT & 8
18 8 8 52 1D 8 88 8 8
i7 12 12 53 16 8 85 8 2]
18 10 10 54 piel 10 90 8 8
19 8 5] 55 g 10 21 16 16
20 12 12 56 8 g 92 10 1c
21 ] 19 o7 16 i0 93 10 10
22 12 i2 5% 13 i3 84 10 1
28 8 8 b8 B 10 95 B B8
24 g 10 B0 8 8 96 8 3
25 12 12 61 8 8 97 a0 10
26 5 5 62 g 8 a8 g B
a7 & 8 63 g 8 89 8 8
28 12 12 | 64 8 3] 100 ) &
29 8 10 i3] = 10 101 8 8
o8] 10 10 68 8 8 102 & 10
a1 8 1 67 8 10 108 5 8
32 [ [£] 53] a G 14 10 10
33 12 10 68 8 g 105 i0 16
34 ? 5 T 8 16 166 10 8
35 8 8 Ti g 8
38 8 g T2 8 8

14
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sudatos peritoneais utilizados nas reagdes,
Quanto aos toxoplasmas inespecificamente al-
terados, nfo verificamos sna presenga nos
tubos lestemunhas em proporgbes que possam
interferir nos resultados. Airibuimos &sse fato
ao emprégo de exsudalos peritoneais obtidos
apos somente cérca de 48 horas de inocula-
ciie de nfimero relalivamente clevado de pa-
rasitas. Além disso, os soros usados como
ativadores sempre acusaram percentagens des-
preziveis, on mesmo nulas, de medificagio
inespecifica.

.Submetemos 106 soros, de tilulos varidvels
de 1/16 a 1/8 000, a titulagens em duplica-
ta, realizadas a parlir de diferentes aliquotas
dos soros ¢ em dias também diverses. Os
titulos foram idéntivos para as duplicatas de
cada séro em 70 déles, correspondentes a 666%
(LC-95: 56,0 e 74,4%) do total de soros e
diferiram de wma diluicho, de razio 2 ou 4,
em 36, correspondenies a 345,

Esses resultados estfic reunidos ne guadro
1, no gual, para comodidade de regisire, os
titulos dos seres estfio expressos pelas poién
clas de base 2 das reciprocas das dilui¢fes.
Assim, o nlimero 4 indica a diluigio de 1/16
ou 1/2%; o niomero 6 indica 1/64, 8 corres-
ponde a 1/256, 10 a 1/1 024, 12 a 1/4 0%6
e 13 a 1/8 000

Mesme gnando os soros foram submetidos
a sucessivas Gtulagbes, em dias diferentes,
eom diferentes partidas de exsudato perito-
neal ¢ de fator acessorie, os resultados mos-
O quadro Tl reu-

traram-se muilo consltantes,
ne alguns désses dados.

E necessirio assinalar que virios meses de-
correram enire algumas dessas titulagens,
mantendo-se os soros congelados a -200C.
Temos cbservado que, em tais condigbes, os
titulos dos soros nfo se alteram, mesmo por
longos periodos. Assim, um séro A, titula-
do em dezembro de 1963 ¢ em dezembro de
1964, deu o titulo de 1/4 096 em ambas as
vézes. Um sére B deu os titulos de 1/256
e 1/1 024,

QUADRG 1T
Titulos da rescdo de Sabin-Feldman em sucessivas
determinacbes, expressos pelas poléncins de base
& das reciprocas das diluigdes

Soros Titulos em reacles sucessivag
ne 1. 2.2 3.2 4.2 3. 6.2
18 14 10 8 10 —_ e
12 12 12 1z — e ——
5 10 8 1o 8 — —_
98 8 8 10 8 — —
99 8 i0 10 g8 — —
19 8 6 8 & 6 6
24 g8 10 8 1G — —
45 8 8 8 g 8 8
i3 8 8 8 & 8 g

b} Reprodutividade da reagfio de imuno-
Huworescénein indireta

(Oitenta e quatre soros, com litulos entre
1/16 e 1/32 000, foram suhmetidos a titu-
lagens em duplicata e, em 30 déles, a titula-
gens em Iriplicata. Tais repetiches foram
feitas em diferentes dias, a partir de novas
aliquotas dos soros, Os resultados obtidos
estio reunidos no quadro Il Em 45 dos 84
soros, isto é, em 5B3,69 (LC95: 43,0 e
63.8% ) do total, oz resultados das duplica-
tas foram idénticos., Nosz 39 soros restanies,
isto é, em 46,49, houve variacdo de apenas
wma diluicdo, com titulos mals elevados, na
repeticlio, em 24 soros e mels baixes, em 15,
Este predominie de titulos mails elevados na
segunda determinacio nio € estafisticamente
significante, ao nivel de 5%,

Nos 30 soros titulades em triplicatas, obti-
vemos resultados idéntices, nas irés veacGes,
em 15 soros, ou seja em 50% dos casos
(LC95: 33,1 & 66,99 ). Nos 15 soros res-
tantes houve diferengas de apenas uma difui-
cio de raziio 2 ou 4, enlre os trés valdres das
triplicatas.

Alguns désses soros foram submetidos a
major namero de reagdes, todas elas realiza.
das em dHas diferentes, por vézes com inter-
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QUADRO IIE
Titulos da reacdo de imunoflucrescéneta realizada em duplicata em 84 soros e em tripleata,

em 30 désies,

Resultados expressos pelus poténcias de base 2 das reciprocas das diluicbes.

S0res Reacdes Soros Reacbes Sares Reacles
n.e 1a 28 32 % 1= 22 3z wo 1s Qe 3a
86 8 B e 94 ig 8 —_— 125 8 S f—
67 8 10 g 95 & 8 —_ 126 10 10 J—
68 B 8 e 96 g 8 - pvors 8 10 o
69 ) 8 — a7 14 12 — 128 24 3] .
70 i0 8 o a3 8 190 140 129 iz 12
Tl 8 B8 8 99 g 8 5 130 14 i5 15
72 g8 8 8 100 g B — 131 8 14 B
73 g & — 101 8 6 8 i3z il 19 —_—
74 8 iti] — 1493 8 14 ——— 133 4 4 —
75 19 19 10 104 160 19 14 134 6 <] —
6 8 8 8 107 13 14 — 1353 g 16—
77 14 12 — 108 B 10 — 186 8 19 —
i3 10 12 — 109 14 14 14 137 12 12 —
79 8 10 — 110 8 8 e 138 8 8 -—
B0 8 i0 18 113 12 12 12 139 S B —
g1 10 132 — 112 10 1c 10 144 g B J—
82 8 8 8 113 15 15 — 141 b1 8 kS
&3 8 19 — 114 iz 12 - 143 3] & -
B84 8 g — 115 10 12 12 343 16 & g
B3 B b2 o 116 iG & 8 144 10 16 —
&4 i) 14 - 117 B 19 - 1435 8 16 e
2y g g 118 14 ] 10 146 10 8 10
&8 8 iG — 118 14 16 —— 147 g 8 —_—
59 8 10 — 1269 19 8 16 148 12 10 —
40 8 8 8 12 12 19 14 148 10 2 J—
@1 in 10 18 122 14 14 -— 150 i0 8 3]
a2 10 8 10 123 8 8 8 151 iz i2 —
a3 16 10 B 124 g8 g B 152 14 L] -

valos de semanas ou meses. Nfo oblivemos
diferencas de mais de uma diluigio para oz
titulos de wm mesmo sdre, mesmo quando as
sucessivas reacdes eram feitas com diferen
tes partidas de antigeno, € guadro IV mos-
ira alguns désses resultados,

QUADRO IV
Pitwiog do reacdo de imunofluorescéncie em S
cesgioaz determinacdes, expressos pelus poiéncias
de base 2 das reciprocas dos diluicdes

Soros Titulns em reaghes sucessivas
7.9 1s 2a 24 4= 5
T2 8 190 8 106 —
3 16 10 i0 10 —
&2 & B g R
98 33 10 in 8 e
99 8 8 8 8 —
108 3 i 14 10 —
141 1 8 8 g g 8

18

QOutro aspecto gue procuramos verificar
foi a infloéncia do emprégo de diferentes
conjugadeos sobre os titelos. Der soros foram
diluidos adeguadamente segundo os titulos
obtidos ne reaglo de Sabin-Feldman e, com
as mesmas diluighes de cada, fizeram-ze trés
reacBes de imunoflyoreseéneia, empregando-se
em cada um conjugado diferente.

Conjugado A4 - descrito na pig. 12

Conjugado B - descrito na pag. 12

Conjugado C — da marca “Sylvana, lote
(042864, A

gue nos foi gentilmente enviado pelo Br. W,

E. Deacon, do CD.C., Atlanta, U.S.A.

O quadro V mostra que as flutvagdes even-
tuais dos Hitulos mantiveram-se dentro dos li-
mites de variagfo encontrados ao se estudar
a reprodutibilidade da reagao.



CAMARGO, M., E, — IEstudo comparativo das
¢ia indireta,
gUNg HOTOS.

ara a texoplasmese, em 19000 sores humanes.
ev, Inst. Adolfo Lutz 24:1-26, 1964,

rea¢des de Sabin-Feidman e de imunofluorescén-

Cemportamente andmalo de al-

QUADRO V
Titulog de 10 soros ne red¢do de Sabin-Feldman
e em reacdes de imunoflucrescéncia, com diferen-
tes conjugados. Resuliados expressos em poléncias
de hase 2 das reciprocas das diluicbes

Soros Rea.cd.e de Eeacies de imunoflucrescéneia
Sabin-
Feldman A B c
a 12 1z iz 12
il 8 ] B 10
J 14 14 14 i4
d 13 13 13 14
e 16 1G 10 10
i a [ 8 g
g 19 14 10 10
h 12 12 12 12
i 13 13 13 13
i 10 12 1¢ 12
2 — BESULTADOS COMPARATIVOS DAS SEAQ@ES

DE SABIN-FELDMAN E DE IMUNOFLUORES-
CENCIA INDIRETA

Bog 1000 soros estudades, 225 foram ne-
gativos nas duas reagdes, enguanto 768 foram
positivos em ambas., Sémente 7 soros mosira-
ram vesultados diversos, negativos na reaclo
de Sabin-Feldman e positivos na reagio de
imunefluorescéncia, reagindo entretanto ape-
nas a 1/16. Nio houve caso algum de soro
realmente positive na reagio de Sahin-Feld-
man que tivessee sido negalivo na reagho de
fuorescéacia, O guadro VI mostra tais re
suitados,

QUADRO VT
Roros distribuidos segunds o resuitados gualita-
tivos das recedes de Saubin-Feldmon g de
imunofluorescéncia

Reacdo de  Imuno-
R‘eacao de Sa- fivoerescéngeia Totais
bin-Feldman Reagentes | Nfo rea-
gentes
Reagentes T8 o8 768
N&o reagentes T 225 232
Totals K] 225 1400

Quanto aos titulos obtidos, verificou-se gran-
de concordincia de resultados entre as duas
reages. Distribuinde o¢ soros segundo os -

tulos em uma e outra reaciio, construimos o
quadro VI, em que jaA se delineia tal
concordancia, De fato, a soma das case-
Ias da diagonal principal désse quadro, com
exclusiio da casela superior esquerda onde fi-
guram os 225 soros ndo reagentes, mosira que
obtivemos titulos idénticos em 407 dos 775
soros reagentes, ou seja, em 52,59 (LC-95:
49 e 565 ). Evidentemenie, na avaliacio da
concordincia dos resultados nfo levaremos
em conta ésses 225 soros nfio reagentes, pois
s assim fizessemos, o gran de concordincia
ficaria na dependéncia do percentual de so-
ros reagenies na amostra estudada, Tal per-
centual, por swa vez, poderia ser expressio,
ndo apenas da prevaléncia da infeccio na
populagio considerada, como também da sep-
sibilidade das reagOes utilizadas,

Nos demais soros reagentes, em mimero de
368, houve diferengas de titulos, de apenas
uma diluigdo em 350 e de duas diluighes em
18. N&o se verificaram discordéncias maio-

Aesim, dos 775 soros reagenies, temos 757,
isto &, 97,70, (LC-G5: 96,1 e 98,8%) com
titulos ignais ou diferindo de sdmente uma
diluigdo,

No guadro VI, estudamos as discordin.
cias, distribuindo os 368 soros em gque elas
ccorreram, segunde o grau da diferenca e
segunde & reaglo em que o titulo fol mais
elevado,  Verificamos que, em 308 soros
{83,7% dos casos reagentes em que nfo hou-
ve identidade de titulos) oz resultados foram
mais elevados na reacfie de imunofluorescén-
cia e, somente em 60 (16,39}, &les foram
mails elevados na reagio de Sabin-Feldman.
Evidentemente, se nfo houvesse diferenca de
sensibilidade entre as duas reagbes, dever-se-ia
esperar que nesses 368 soros o titulo mais
clevado fosse encontrado em uma ou outra
das reaghes o mesme nlimere de vézes, ou
seja, em 184 vézes (50%) em cada uma.
A diferenca entre o resultade observado e
essa expectativa tem probabilidade de ocor-
réncia casual menor de que 1/1 000, o que
leva & vejeicdo da hipdtese de igualdade da
sensibilidade das duas reagbes e a aceitagio
da hipotese de ser mais sensivel a reagfio de
imunofluorescéncia,

by
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QUADRO VII

Soros distribuidos segundo os titulos dos reacdes de Sabin-Feldman e de imunrofluorescéncia,

Titulos da Tea- Titules da reacioc de Imunofiyorescéncia

ciko  de  Sabln-
Feldman NHOL rea- 1/16 1/64 l 1/256 1/1 024 1/4 096 \ 1/8 000 1716 Q00 1/82 Q00 1/64 000 Totais

gentes

NHO reagentes 225 7 i 232

S N i i
1/18 4 8 ‘ 7 19
1/64 1 32 42 g 83
17256 1 5] 123 Q92 1 / 222
/1 024 33 17% 110 g 218
1/4 098 l 4 34 14 52
1/8 G0G 1 N 4 19 B ‘ 31

! ) ] -
1/16 068 i ! 1 3 12 6 22
1/32 00¢ i 8 8 5 ‘ 21
| L

1/64 000 i ¢
Totais 225 13 43 205 279 150 36 28 14 5 10600

Caselas correspondenies a sores reagenles com iifulos idénticos £m ambas as reacdes
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QUADRO VIII

Boros reagentes com Finlog diferentes nas duwes reagdes, distributdos segundc o nabureza
e @ amplitude da digcordincic

Titulos mais altos
Diferenca entre s fitulos TOTAL
na reacdo de imuno- na reacio de Sabin-
fluorescéneia Feldman
de uma dlinicéo 292 58 350
de duas diluiedes 16 2 i8
TOTAL 308 50 368
3 e COMPORTAMENTG anOMALO DE aLcuvs  da dias apés a primeira, e a constatagio even-
SOROS tual da queda progressiva dos titulos, até to-

Durante a elaboracao déste trabathe, nossa
atengio foi despertada para outro Hpo de
discordincia entre os resultados das reagbes
de imunofluorescéncia e de Sabin-Feldman.
Raros soros reagentes nesta dliima, mostra-
ram-se ndo reagentes na imunofluorescéncia.
Eniretanto, ao se repetirem as reagbes em ali-
quotas dos soros conservados congelados, para
confirmacio désses resultados, ambas cram
negativas, Habituados com a estabilidade dos
titulos em soros maniides a -20°C, atribui-
mos inicialmente tais discordincias a equive-
cos. Mas, a repetico da ocorréncia do fe-
nbémeno, sua confirmagio em segunda amos-
tra de sangue de um mesmo paciente, colli-

tal negativagfio, em duas opeortunidades, vie-
ram afastar a hipdtese de erros de téenies,

Tal comporiamente andémalo fol verifica-
do sdmente em 12 sores (de 11 pacientes),
durante o presente estudo. Caracterizou-se
pela discorddncia entre as reagBes, com posi-
tividade apenas na prova de Sabin-Feldman,
aliada & labilidade dessa positividade, que
tende a se anular em prazos relativamente
curtos.

Embora nfo tenha side possivel observa
cho uniforme de tais sorvos, pela dificuldade
de execncdo da reagdo de Sabin-Feldman na
{regiidncia e regularidade desejadas, procu-
ramos reunir os dados de que dispomos a
respeito dos mesmos, O quadro IX traz os

QUADRG IX

Resultados de titwlagens sweessivas pela rededo de Sabin-Feldman em s0ros cousienie-
mente negativos we resgdo de imunofluorescéncia
Restitados das reacles
Soros e - ; ;
it reagéo Dias ¥ | 27 reacdo | Dias © G reacdo | Diasg *
i i
A 17256 4 negativa 14 v —
B 171 024 0 negativa 2 negatlva 7
C 1/1 024 6 negativa 8 o e
D 1/64 2 negativa 4 e s
¥ 1/266 1 negativa 2 negativa 8
oy 1/256 3 negativa 8 s s
G 1716 4 negativa 13 — —
H 1/266 [} negativa *» 2 — —_
s i/1 624 1 negativa 12 e o
Furwn 1/64 [ negativa B — e
K 1/64 5 1/14 12 negativa i4
L 1/64 ¢ 1/18 2 negativa *# T
|
¥ - Dias entre a cciheita do sangue ¢ & execuc¢@io da reacio.

#* o Soros examinades a partir de 1/1.
¥EE . Seros do omesmo pacienie,

19
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resultados das reacBes de Sabin.Feldman fei.
tas pesses 12 soros, bem como a época em
que foram realizadas, 2 contar do dia do co-
lheita dos sangues. s periodos enire & co-
lheita e a {eitura da primeira reagho varia-
ram de 0 a 6 dias. Dos 12 soros entds po-
sitives, sdmente 2 ainda foram reagentes em
segunda prova, fefta com 12 ¢ 2 dias respec
tivamente, depois da colheita de cada sovo.
Em ambos oz cases os tilulos foram meno-
res do que os inicialmente observados. kExa.
minades de névo, com 14 e 7 dias respectiva-
mente, 2 contar da colheita, foram negati-
vos, um déles mesmo a parlzr de 1/1. Os
outros 10 soros, posilivos na primeira reaco,
foram negativos ja no segundo exame. Des-
ta maneira, o maior nimero de dias, entre
a colheita dos sangues & a feitura das rea-
gbes, em (ue se observen @sse lipo de pesiti-
vidade ainda presente, foi de 12 dias, isto
mesimo uma Unica vez. No restanfe dos soros
tal prazo nio ultrapassou 6 dias.

Chamou-nes a atengie o fato de 10 dos 11
pacientes referidos serem criangas, de idades
variaveis de alguns meses a cérea de 12 anos,
havendo, enire éstes, somente 1 adulo, com
20 anos de idade. Ora, provindo o nosso
material de estudo tanto de adulios como de
eriangas, ¢ lendo-ge verificade mesmo pro-
porgio praticamente eguivalente désses dois
grupes etarios nos 225 sores ndo reagentes,
por nés encontrados {476 de adaltos e 53%
de criancas), torna-se pouce provivel que a
nitida prevaléncia de soros de criangas na-
que]ec de comporiamento andmale seja (§e~
corréucia de mero acaso,

Ainda nio pudemes fazer observagbes sis-
tematizadas sébre o fendmeno por néds veri-
ficado, Entretanto, depois de notados os fa-
tos referidos e tendo concentrado nossa aten-
cdo nesse particular, tivemos ensejo de cons
tatar, em diferentes ocasiGes, & mesma ano-
malia de comportamenle nes soros de cinco
eTiangas normais, com idades de 7 a 12 anos.
As reacbes foram feltas no mesmo dia da
cotheita dos sangues, em aliguotas dos soros
inativados por 30 minutos a 56°C. O restan-
e dos soros nio inativados fol guardado a
-20°C, Quarenta e oito horas depeis. aproxi-
madamente, as reagbes [oram repetidas em
duplicatas, uma com sére nic inativado e
outra com sbro inativado. Tédas estas repe-
tighes foram negativas, observando-se mesmo
que as percentagens de toxoplasmas nio co-
rados, nos diverses tubos da reacio de Sabin-
-Feldman, foram nulas ou muito dirninutas

20

desde as mais baixas diluighes dos soros.
Reunimes no guadro X as reacGes efelnadas
no dia da colheita dos sangues.

QUADRO X
Resultado das reacbes para towoplasmose sfetua-
das no dia da colheita dos sangues

= Reacdo de
Ao de Sa- ;
Saros RFM "7 | tmuno-
bin-Feldman fluorescéncia

M 1/64 negativa

N 173 024 negativa

Q 1/ 024 negativa

P 1/1 624 negativa

Q 1/258 negativa
Ohs.: Foram consideradas  reagbes  negativas
agueias ndo reagentes desde a diluicio de

17138,

Em algung cores, nfo reagentes na imuno-
fluorescéncia, de criancas e de adultes, sub-.
metidos as reacBes logo apds a colheita dos
sangues, nio se observon o fenémeno descrito.

V - COMENTARIOS

Diante dos resultades apresentados, guer
Bos parecer que a reagko de imunofluores-
céneia indireta deva merecer lugar de relé
vo enire os mélodos sorolégicos para o es
tudo da toxoplasmose. Com resultados em
geral superponiveis aos da reagio de Sabin-
1*€I<§1nan, ela terd 0 mesmo valor diagnodsti-
eo do que esla, a par de grande facilidade
de execucho,

E preciso salientar, ainda uma vez, que
a realizacio da reagho de Sahin-Feldman esta

dimitada a laboratorios especializados, ndo

sende possivel, em geral, aos laboratdrios
clinicos comuns comseguir as condigbes ne-
cesséarias para sua feitura. Isto porque o tra
balho com toxoplasmas vivos e infetantes
exige biotério e ambiente isolados para as
maniptlagfes, bem como pessoal téenico es-
pecializado. Nio sfio mesmo infregilentes cu-
sos de contaminagic acidental em laboratd-
rio. Também constitd dificuldade, nem sem-
pre de facil solucfio, 2 obtengio de sdro hu-
mano aceitdvel como “fator acessério”, nas
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quantidades exigidas para uma rotina razoa-
vel. Em contraposicio, a reagle de imuno-
fluorescéneia poderd estar ao aleance dos
laboratorios clinicos, pésto que sua realiza-
cio é extremamente simples. Nio estd mes.
mo fora de possibilidades o eventual forne-
vimento, por ceniros especializados, de sus-
pensdes de toxoplasmas pera antigenos, li-
hertando os laboratories clinices de inocula-
gbes ocasionais para o preparo das liminas
destinadas & reagio. Quanto & obtengdo do
conjugado antiglobulina humana, 34 & de
dmbito comercial, notande-se que é&sse rea-
tivo é utilizdvel igualmente em virias outras
reagbes sorelogicas. A instalagioe de equipa-
menio para microscopia fluorescente estd
dentro das possibilidades econdmicas de la-
horatérios comuns o apresenta, desde ja,
grande interésse pela aplicaciic a vérios mé-
todos soroldgicos e bacterioldgicos extrema-
mente rapidos, sensiveis e especificos,
Embora predomine atualmente na litevaiu.
ra médica o conceito de que a reacie de Sa-
bin-Feldman é a reagfio padr@o para a soro-
logia da toxoplasmose, ndo apenas pela gran-
de sensibilidade como também pela especifi-
cidade de seus resultados, hi opinibes ainda
discordantes de alguns autdres que pbem
em divida especialmente o significado das
reacbes de baixos titnlos, J& nos referimos
a iss0 na introducie déste trabalho, Nio &
nossa finalidade estudar aqui tal problema,
desde que a liferatura a respeitc é bastante
rica, (ueremos apenas lembrar que um dos
argumentos lancades em apeio de tais dia-
vidas é a ndo confirmacfio de resultados da
reacio de Sabin-Feldman por cutres méto-
dos sorologicos. Colocam-se, entre os que as-
sim pensam, Kenen®? et olic (1962), justa
mente por terem verificado sensivel discor-
dincia entre os resultados da reacdes de Sa.
hin-Feldman e de imunofluorescéncia indire-
ta, mormente quando aguefa acusava litules
inferiores 2 1/1 024, No entanto, nossos
resultados mostram concordédncla das duas
reagles em qualsquer niveis de titalos. Pro-
vavelmente isto traduz maior sensibilidade da
reaciio de imunofluorescéncia en nossas mios,
decorrente do emprégo de conjugades anti-
globulina com melhores caracteristicas, bem
como de condicbes de reagio mals adegua-
das para a interagio de antigenos e anticor-
pos, O argumento de Kelen et alii parece
estar assim infirmade, A simples concor-
dancia entre os resubiados de reagdes de fun-
damentos aparentemenle &0 diversos ndo

constituira, por si 86, garantia de especifici-
dade. Entretanto, a demonsiracio da espe-
cificidade dos resvliados de gqualquer uma
delas aplicar-se-a4 imediatamente 3 ouira. Re-
centes pesquisas de FprTon & VoLigr“
(1964) documentam, pela absor¢io de soros
com autigenos diversos, o valor especifico de
resultados da reacho de imunofluorescéncia
indireta para a toxoplasmose, ainda guando
éstes revelam baixos titulos.

Nos casos de comportamenio andmalo, des-
critos em nosso Irahalho, poderemos estar
diante de anticorpos especificos labeis, ndo
evidencidveis na reacfio de imunoflorescén-
cia, talvez por nfo se tratar de glohulinas ca-
pazes de rveagir com os cenjugados wutiliza-
dos.  Mas, a verificacio de discordancias
apenas em soros nao reagenies na limuno-
fluorescéneia, desde que a instabilidade de
titulos nfo foi observada em soros gue rea-
giram nas duas provas, leva-nos a suspeiar
da existncia, em tais soros andmalos, de
mecanismeo modificador de toxoplasmas  di-
verso daquele intervindo no comum das rea-
¢oes, A Atividade modificadora mediada
habitualmente por anticorpos especificos po-
deria ser desencadeada por elementos outros,
talvez relacionades com mecanismos inespe-
cificos de defesa.

. interessante notar jue STADTSBAEDER ef
alii®® (1964} também ficaram impressiona-
dos com a discordancla marcante entre re-
sultados negativos da reagiio de imunofluo-
rescéneia indiveta e reacfes positivas na pro-
va de Sabin-Feldman, em dois soros, em con-
traposiciio ao estreito paralelisme de resul-
tados nos 70 seres reagenfes restanies, do
grupo de 500 examinados. A divergéncia
era mais chocante perque ocorria também
vom a reagdo de fixagie do complemento,
igualmente negativa, embora tivesse sido sem-
pre positiva em seres comm titulos superioves
a 1/1 000 na reagfo de Sabin-Feldman, como
encontrade, alids, nesses dois sorvos, Stadis-
baeder ¢ olii limitaram-se a registrar o falo,

Née encontrames qualquer relerénciz na
literatura quante a diferencas de comporta.
mento de Utulos, na reagfio de Sabin-Feld-
man, de soros guardados congelades, como
por nds observado. Varios pesquisadores re-
corthecemn a existéncia em soros dites nor-
mais, de fatbres modificadores de toxeplas
mas, diversos dos anticorpos termoesiaveis,
Assim, WestpuaL & MOmrprorpr® (1950)
encontraram em alta percentagem de soros
normais, n&o inativados, atividade meodificade-
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ra de toxoplasmas gue tendia a aumentar de
intensidade com o envelhecimento dos soros,
mantidos estéreis 4 temperatura ambiente por
alguns dias, Tal atividade, atribuida 3 “es-
tfrutura celeidal dos sores”™ {também por &les
denominada “Dispersititsgrad des Serumg™),
era nitidamente termolibil, desaparecendo in-
teiramente pela inativagio a 56° €. Além
disso, era evidenciavel somente em soros ndo
diluidos.

Jerrmar® (1954 descreven uma “pro-
priedade hostil para toxoplasmas (Toxeplas-
mafeindlicher Qliglitat),” presente em soros
normais, capaz de modificar a coloragio dos
parasitas, Encontrou tiiulos de aié 1/64 para
essa atividade, que se caracterizava tanto pela
termolabilidade, inalivivel em 15 minutos, a
56° €, como pela estabilidade, a 4° €, seando
perfeitamente conservada em seros mantidos
em geladeira.

GrONROOS™ {1955) retomou as experién-
cias de Jettmar e demonstrou que essa ati-
vidade hostil estd relacionada, ao menos em
parte, com a properdina, inativivel a 36° C
ou removivel pelo “Zimosan™.

Nossas observagbes parecem orientar-se pa-
ra um fendmeno totalmente diverso, desde gue
a atividade modificadora por nos verificada
ndo tem a termolabilidade referida pelos pes-
gquisadores citados e nflo se conserva em so-
ros congelados a -20°C como aconiece para
o fator acessério, que Grénroes também iden-
tifica, ac menos parcialmente, com a proper-
dina.

Parece-nos, portanto, que ao menos em al-
guns soros humanos hid uma alividade mo-
dificadora de toxoplasmas, nas condighes da
reagho de Sabin-Feldman, termorresistente
ao menos em parte, em geral muito labil em
soros congelados, desaparecendo dos mesmos
em periodos variavels, provavelmenie no mais
das vézes em menos de 48 horas, mas poden-
do permanecer nesses soros excepcionalmen-
fe por uma semana ou mesmo mais e que se
distingue da afividade modificadora habi-
tualmente encontrada nes soros reagenies nfo
apenas pela labilidade, mas também pela nio
Teatividade na reacio de immmofluerescén-
cia. Serfio necessirias investigagbes cuida-
dosas para melhor caracterizagio do fendme-
no; os dados disponiveis permitem apenas
afirmar a sua existéncia e enirever alguns
aspectos curiosos como, por exemplo, a pre-
sumivel maior freqiiéneia em soros de crian-
cas,
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V — RESUMO E CONCLUSOES

No presente trabalhe procuramos esiudar
comparativamente os resullades das reagbes
de imunofluorescéncia indireta e de Sabin-
Feldman em 1000 sores humanos, bom come
expor em minficias as téenicas utilizadas.

Até hoje a reagfio de Sabin-Feldman tem
sido considerada por muitos como reagio pa-
driio para a pesquisa de anticorpos antitoxo-
plasma, em visia da alta sensibilidade e es
pecificidade de seus resultados. Entretanto.
¢ de execucio diffcil, o gue limita sua dival-
gagho como método sorolégico de rotina. As
téenicas de realizacfo mais simples, aplicd-
veis & sorologia da toxoplasmose, como a fi-
xagio do complemenio e a hemaglutinagio,
ainda nfe apresentam niveis de sensibilidade
ou de reprodutibilidade que recomendem seu
uso, & nio ser como complemento da reagio
de Sabin-Feldman.

A téenica de imunofluorescéncia indireta,
pela facilidade de execugio e sensibilidade,
surge vome nova alternativa no dagndstice
da ioxoplasmose.

Na parte T déste itrabathe, fizemos revisio
da literatura sdbre aplicacfes das téenicas de
imunefluorescéncia ao estudo da toxoplasmo-
se, referinde inclusive nota prévia do autor
que, comparando os resultados das reagdes
de imunofluoreseéneia indireta e de Sabin-
-Feldman, em 140 soros, encontreu grande
concordincia nas duas provas quanto & so-
ros reagentes e ndo reagentes,

Na parte 1, referimos o material de estu-
do - 1000 soros humanos ndo selecionades
-~ ¢ o8 métados utilizados, discutinde ae
mesmo tempo os motivos da escolha de algans
déles. Descrevemos minucicsamente as téc-
nicas das reagBes de Sabin-Feldman e de imu-
noflnorescéneia indireta. Para esta Gliima,
estudamos o prepare des texoplasmas e das
laminas usadas na reagio e, em seguida,
analisamos o conjugado antiglobuling huma-
na-isotiocianato de fluoresceina quante a seus
constituintes, sOro Imune e fluorecremo, e
quanio 4 téenica de preparo. Para a marca-
¢io das globulinas imunes preferimos o mé-
todo da didlize, a fim de se conseguir mar-
cagae homogénea das molécunlas de anticorpo,
procurando afastar coloraches inespecificas,
em grande parie decorrentes de marcacio
excessiva, Descrevemos o estudo das carac-
teristicas do conjugade quanlo & intensidade
da marcaghio, indicada pelas proporcbes res-
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pectivas de proteinas e de fluoroeroms,
quanto as atividades corantes especifica
inespecifica.

Na parte I, esludamos a reprodutibilida.
de da reacfo de imunofluorescéncia em 84
soros para, em seguida, compararmos os Te-

ultados das duas reagles nos 1000 soros
necluidos ne trabalho, Houve concordineia
nos resuladoes qualitativos, havendo 786 soros
reagentes em ambas as provas e 225 ndo rea-
gentes também em ambas. Nenhum sbro ne-
gative na imunofluorescéneia foi positive na
prova de corante, de Sabin-Feldman., So-
mente 7 soros, negatives nesta, reagiram ha
prova da imunofluorescéncia, mas com titulos
de apenas 1/16. Quanio aos resuliados quan-
titativos, houve concordéncia de titulos, den-
tro da variagie de uma diluicho de razio 2
on 4, em 97,79 dos soros reagentes, os 2.3%
restantes mostrando difercncas de daas dilui
¢bes. Nio honve discordiinca malor do que
esta. Em 52,59 dos soros reagentes houve
mesmo identidade de titulos, A maioria dos
soros com resultados diferentes em ambas as
reaches apresentou litulos mais elevados na
prova de imusofluorescéncia, (83,74¢) e s0-
mente nos 16,3 restantes eram mals altos os
tirulos na reacio de Sabin-Feldman. Isto indi
ca, com significfincia estatistica, maior sensi
hilidade, ainda que ligeira, da reacio de imu-
a reagfo de

51
i

neflucrescéneia indirets sdhre
Sabin-Feldman,

A execucdo paralela das duas reacBes per-
mitiv evidenciar, em Taros soros, alividade
modificadora de toxoplasmas na reaciio de
Sshin-Feldman, com caracieristicas diversas
daguelas j& descritas na literatura. Além de
corresponder a reagbes de [luoresedncia total-
menle negativas, tal atividade mostrou-se pou-
co estavel, tendendo rapidamente para a ne-
gatividade.

Na parte IV, tecemos consideragdes sébre
o emprégo da reac¢fio de imunofluorescéncia
na rotina soroldgica da mtopiaﬂmo e e ana.
lisamos de maneira sumaria o comportamen-
to andmalo de alguns sores, anteriormente
referido.

Concluimos que:

1} O estudo comparativo enlre as reagfes
da Sabin-Feldman e de imunofluorescéncia
indireta fornece vesultades semelhantes, com
titalos colncidentes ou apenas pouco mais ele-

vados nesta dllima. A reacBo de imunofluo-
rescéucia pode substitnir a reacio de Sabin-
-Feldman e com nitidas vanlagens quanto i
exequibilidade.

2} A discordincia flagrante enlre os re-
sullados das duas reagfes ohservada em ape-
nas 12 dos 1000 soros estudados nio vem
modificar a eonclusio acima, nfo sdmente
pela pequena freqiéncia com que ocerred,
mas principalmente pelas caracteristicas ané-
malas apresentadas. FEstas sugerem a exis
téncia de atividade modificadora de toxo-
plasmas de natureza diversa daquela associa-
da aos anticorpos habitualmentc encontrados
que, além de reagirem de maneira tdéutica
nas doas reagdes, mostram-se esifveis em so-
ros congelados,

RESUMO

fompdm;am se as reagbes de Imunciluo-
rescéncia indiveta e de SAniN-FELDMAN para
& toxoplasmose, em 1 000 soros humanos. Fn-
conlrou-se  estreita concordincia quante a
reatividade ou nfo reatividade dos soros.
Quanto a titulos, em 7,75 dos 775 sores
reagentes verificomse concordancia ou dife-
rengas de sdmente uma dilnicko, Nos de-
mais 2,3% de soros le&wnios. estas diferen-
cas nlo excederam de cﬁm% diluiches. Em
raros soros, (—*Mz‘eiame, observaram-se diver-
gén{-ia% entre os resultados, negativos na rea-
cio de lmunoflucrescéncia e reagentes na de
Sapiv-FroLMas, Porém tal reatividade apre-
sentou-se instavel, tendendo a desaparecer ra-
pidamente désses soros, embora mantides con-
gelados a ——20°C, em contraste com o establ.
fidade de titulos observada habituaimente nos
80T0S reagenies.

Sugere-se a presencga de fator modificader
de r;lop] asma, de natureza inespecifica, para
os soros de reatividade instivel, diverse do
fator especifico presenie no comum dos so-
ros reagentes.
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GRUPO PROVIDENCIA PREVALENCIA DOS BIOGRUPOS EM
SA0 PAULO, BRASIL

PROVIDENCIA GROUP., PREVALENCE OF

BIOGROUPS IN

SAO PAULO, BRAZIL(1)

Errore Rucai (%)
Racuel Temxera RUGAL {2)

SUMMARY

A blochemical classification ‘was carried out on 113 samples os Providencia

isclated in S&o0 Paulo, Brazil

It was found that 112 of them belenged to the bio-group I and only one to
the bio-group TI, what shows that group I is strongly predeminant in Sie Paulo,

according to the resuilts of this research.

INTRODUCAO

Ewwve, Tanwer & Desnarp' dividiram o
groupo Providencia em deis biogrupes, ba-
seados no comportamento com a $nosita, ado-
nita e glicose, de acorde com o quadro I:

QUADROC 1T
Sub-Grupos Glicose Inosita Adonita
I Ag — A
11 A A —

A — &cido
Ag—Acidoe ghs

Essa classificaciio foi adotada pela Sub-
comissio Imlernacional de Enterobactérias®.

Nosso trabalhe obedece ao mesmo critério.

MATERIAL E METODOS

AMOSTRAS - Empregamos 113 amos.
tras de germes colhidas na Secgio de Bacte-

(*3 ‘Trabalho-realizado na Seccko de Meios de
xiliares do Ipstitute Adolfe Lutaz

(2} Do Instituto Adolfo Lautz.

riologia do Institaic Adolfe Lutz, durante
os anos 1962-1964, sendo a maloria prove-
niente da Capital.

IBENTIFICACAO -— As amostras foram
classificadas bioquimicamenie pelos seguin-
les meios de diagnostico:

fndol — Agua peptonada e reative de
Erlich.

L-aminodcido desaminase — Método de
SmvceER & Vocant® e método por nds deseri-
to* {pagina 30 déste volume).

V. P.e V. M. {vermelho d¢ metila) —
Meio de Clark & Lubs.

Fermentacio de carboidraios — Meio se-
mi-s6lido com fenol vermelho, em tubo com
rO6lha parafinada e observagdo, durante 20
dias, a 37°C. Com a inosita foi fefta a ob-
servacio também a 30° C.

U/rease — Meio de Christensen.

H,S —- Meio com gelatina e cloreto ferro-
0, recomendado por LE Minor®.

Cultura da Diretoria dos Servicos Téenices e Al

2y
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Prevaléncia dog bioegrupos em S#c Paulo, Brasil

KCN e malonato - Meios recomendados
pela Subcomiseio Internacional de Entero-
bactérias®.

Citrato — Meio de Simmons.

Mobilidede — Agua peptonada em tem-
peratura ambiente.

RESULTADOS
Comportamento bioquimico das emosiras

Tédas as amostras deram reagio positiva
para indol, l-aminodcido desaminase, V.M.,
sacarose, citrato {Simmons), KCN e apre-
sentaram odor caracteristico; apresentaram
reaglo negativa para urease, lactose, H2S,
malonato, V.P., dulcita, salicina e gelatina.

Em relacdo & adonita, inosita, gés em gh-
cose, manita e mobilidade, as amostras nio
apresentaram uniformidade.

Com relagio & inosita, adonila e gis em
glicose, base para a classificagio dos sub-
-grupos bicquimicos, o compertamento esta
expresso no quadro 11,

QUADRO II
Ne de Glicoge Adonita Tnosita
Amoslras
100 Ag A _
12 A A —
1 A — A
A - Acido

Ag — acido e gas

De aebrdo com ésse comportamenio, as
amostras distribwiram-se da seguinte ma-
neira: :

Subgrupo 1 112 amostras

....... 1 amostra

Subgrupo 11

Cem amostras do Sub-grupo T deram rea-
ghes tipicas do biogrupe e 12 amostras foram
anaerogénicas.

A amosira do Sub-grupo Il deu reagBes
tipicas do biogrupo.

A produgio de gas em glicese, pelo Sub.
grupo 1, ndo é primordial, conforme os tra.
balhos de Tanner & Dennard.

pratd

Para o biogrupo II, entretanio, a ausén-
cia de gis é obrigaléria,

CONCLUSOES

Em S&o Paulo, predomina quase exclusi-
vamente o blogrupe 1. Ewing, Tanner &
Denard, estudando 611 amostras, enconira-
ram 86,5% de predominduncia do biogrupo L.

Soer e Bar-CHAYS, estudando 86 amos.
tras, encoptraram 1009; de predominéncia
do biogrupoll.

RESUMO

Foi feita classificagio bioquimica de 113
amostras de Providencie iscladas em Séao
Paulo, Brasil. Enquadraram-se ne biogropo I
112 amostras e apenas uma amosira no’ bie-
grupo II. O subgrupo I tem predominéin-
cia guase absolula em' S, Paulo de acdrdo tom
os dados colhidos para o nosso trabalho.
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MEIO DE CULTURA PARA DIFERENCIAR O GRUPO PROTEUS E
PREOVIDENCIA DE OUTRAS ENTEROBACTERIAS PELA
L-TRIPTOFANO DESAMINASE (%)

CULTURE MEDIUM FOR DIFFERENTIATION OF PROTEUS AND

PROVIDEN(CIA GROUPS FROM OTHER ENTERCBACTERIA BY
THE L-TRYPTOPHAN DESAMINASE

Errore Rucaz (2)
Racusn Trixeira Rugar {2)

SUMMARY

A culture medium with tryptophan was studied in order to differenciate the
groups Proteus and Providewcia from other enterobacteriacease. By festing 642
samples of microorganisms using this culture medium both groups Profems and
Providencia developed a yellow-brownish colour after 18 hrs. of incubation at 37°C.

The enferobacteriaceae of other groups determines no change upon the culture
medium.

The reliability of this method was proved by comparing with the Singer &
Voicani technique giving the following results: 144 samples of Profeus and 113 of
P_Tevfidencm gave positive desarsinase reaction with both technigues; 383 samples
of enterchacteriaceae of other groups showed negative desaminase reaction with
both techniques. Twenty one (21) samples of Serrafic showed negative reaction
with the Singer & Volcani method and a faint positive reaction with the studied
technique. Such a faint reaetion can be considered as negative for desaminase.

The technigue proved to he sensitive and specific,

INTRODUCAO

A produgie de cetoicidos a partir de
I-aminoacidos, como caracterisiica dos gru-
pos Proteus e Providencia, 14 fol consagrada
como de grande valer taxiontémice, Para o
grupe Proteus, ¢ superior & prova da urease.

A fenilalanina e o liriptéfane sfe os
aminodcidos mais Gteis pela cbr infensa que
desenvolvem os respectivos celodcidos quan-
do tratados por um sal de ferro.

Varios méiodos foram descritos para pes-
quisar £sses cetodcidos™™ %% %% T3 Todos

ésses métodos dependem da adicdo uhterior de
um reativo ao melo de culiura ou & emul
sfio do germe. EpwarDs & EwiNg® descre-
veram um meie de cultura que encerra dl-fe-
nilalanina e ferro, permitindo a leitura diveta
apos 2-6 horas de incubagéo. Entretanto, com
incubagio mais prolongada, a especificidade
fica prejudicada.

Na técnica que estudamos, o meio de cul-
tura di reago direta com 18 horas ¢ man-
tém a especificidade apds muites dias de in-
cubagdo.

{3) Trabalho realizado na Secclo de Melos de Cultura da Diretoria dos Servigog Téenices e Auxilia-

res do Instifuic Adoifc Lutz,
{*} Do Instituto Adolfo Lutz,



RUGAI, B, & RUGAI R. T, -~ Melo de cultura para diferenciar o grupo Proteus e Providencia de
cutras enterobactérias pela I-triptéfanc desaminase. Rev. Inst. Adeifo Lutz 24:29-31, 1964,

MATERIAL E METODOS

Meio de cultura

Triptona {*) ............ 10 g

Clorete de sodio ......... 5oy

Fosfato dissodico anidrico . 2 g

L-triptéfane (%) .......... 1g

Agar (]} ... ... ..., 15 g

Agua destilada qs. ...... 1000 mi
pH. 7.4

Dissolver a peptona, o cloreto de sédio e
o fosfato dissddico em 800 ml de dgua. Adi-
cionar o agar e ferver para dissolvé-lo. Com-
pletar até um litro e ajustar o pH a 74.
Adicionar o triptéfanc e distribuir 3 ml em
tubos de 12 x 120 mm. Esterilizar a 120° C,
durante 20 minutos, Inclinar para solidifi-
car com pouca base, Controlar a esterilidade.

Semeadura — Semear em téds a super-
ficie ¢ incubar a 35-37° C,

Leitura — Pode ser feita desde de 18 ho-
ras de incubagfio. As bactérias desaminase
positivas  desenvolvem . coloragio  amarelo-
-acastavhada, na parte inchinade. A base
permanece inalterada.  As bactérias desa-
minase negativas nfio alteram o meio ou o
fazem de maneira insignificante,

Germes uwtilizados — Na prova de efi-
ciéncia do rmeio, foram utilizadas as seguin-
tes amostras: Arizona 2, Cloaca 51, Serrq-
die 21, Shigelle 48, provenientes da colegio
de culturas déste Instituto; Shigella 39, clas-
sificada soroldgicamente pele Dr. Augusto
E. Taunay; Citrobacter 24, Escherichia 62,
Proteus 144 e Providencia 113 classificadas
bioquimicamente (vide rodapé pdg. 31) por
nés.

RESULTADOS

O estudo ioi felto comparalivamente com
a téenica de Sivcer & Vorcaws®, conforme
demonstraciio do quadro segninte:

Comparacdo enire o fdonica em estudo ¢ o téomica de Ringer & Voloanis

ne de Técnica em estude Técnicavjliaiiingez‘ &
Enterobactériag amos- -

' tras Reacfio f Reaciio Heacdo Reagho

Positiva ; Negativa Positiva Negativa

Arizona 2 ] P [+ 2
Citrobacler 24 4] 24 G 24
Cloaca, 51 0 533 G 51
Escherichia 62 0 G2 3] 62
K_%ebsielﬁ!a 74 4] 74 o 74
Proteus 344 144 .. .0 144 ]
Providencia ’ 113 113 I i 113 ¢
Salmoneliz 44 Y] 44 o} 44
Serratiz 21 0 21 o] 27
Shigella 167 2 107 o 107
Totais 642 257 385 87 ass

{3} Difco ou Oxold ou similar,
4y Oun di-friptéfano ... 2 g
(3) Difco ou Oxcid ou similar.

30



RUGAL E. & RUGAI R, T — Meio de cultura para diferenciar o grupo Profeus ¢ Providencig de
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OBSERVACOES SOBRE O EMPREGC DO CARBONATO DE BARIO
COMO PLANORBICIDA (1)

NOTES ON THE USE OF BARIUM CARBONATE AS A PLANOBRICID

Luz pos Santos (7)

SUMMARY

It was studied the planorbicidal effect of barlum carbonate upon shalls {Biom-
vhalaria tenagophilis) subjected to different times of exposure to the drug and
its residual effeet on the algae, fishes, mice and guinea-pigs. After being exposed
to the drug for 24 hours, 268 out of 500 snails (33,69%) were dead; the death rate
increased progressively to T0,4%, 85,49 and 87% and within 48 hours all the pla-
norbids were dead. The residual effect of the drug was evidenced by the death
of 100 planorbids, after 72 hours, left in contact with the residual barium carbonate
left in the aguarium. Mice and guinea-pigs which were given orally only ¢ solu-
tionr of barium carbonate, and some fishes, protozoa, algae and plants tested, were
not affected by it. It is suggested barium carbonate as a molluscicid, in the dosage
of 150 p.p.m, with 48 hours of direct contact,

INTRODUGAG

Tendo verificado a utilidade do cloréto de
hirio como moluscoeida®, resolvemos verifi-
car também a agiio de carbonato de bario,
ja referida por Descinzws, Avap & Cor-
ROLER® que, enlretanto, ndo [ornecem, em
sen artigo, dades seguros sObre como foi
empregado, qual a dosagem utilizada e em
gque condices foram feilas as suas experién-
clas.

Nosso irabalhe visou em primeiro lugar
testar, em condigbes establecidas em labora-
tério, o eleito letal do carhonate de bario
sébre os planorbidecs (Biomphalaric tena-
gophilus) transmissores da csquitossomiase
mansdnica em 16da a regifto do Vale do
Paraibe (Estade de Sge Paulo). Procura-
mos observar, também, sua agio sbbhre a
fauna e a flora aquiticas ¢ o seu efeilo re-
sidual e possivelmente seletivo sébre os ca-
ramnjos,

MATERIAL E METODGCS

As experifncias foram feilas em dois tan.
ques de cimento do mesmo tamanho ¢ pre-
parades de maneira igual, sende um déles
utilizado como aquarie de prova e o oulro
apenas para controle da experbmentaciio.

A capacidade dos tznques, depois de pre-
parados com uma camada de terra de apro-
ximadamente 5 em, era de 440 litros. Suas
dimenses eram: comprimento, 1,47 m; lar-
gura, 0.88 m; altura do nivel de Aagua,
0,34 m. .

Em cada agquirio colocamos alguns ramos
de hidvecariticea (FElodea canadensis) e ain-
da algumas folhas de FEichhornia crassipes,
repletas de cApsulas ovigeras de caramujos,
alguns peixes, sendo 3 tilapias {Tilapic me-
lanopleura), 1 mandi (Pimelodelle brasilien-
sis), 3 guarus (Phalloceros candemoctulaius)
e, finalmente, 500 planorbideos (Biompha-
laria tenagophilus) jovens e adulios.

('} Trabalho reaiizado no Instituta Adolfo Lutz (Laberaforio Regional de Taubaté).
(2) Do Instituto Adolfc Luiz (Laboratdéric Regio nal de Taubaté).
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A vista dos resuliados obtidos em nosso
trabalho anterior’, com o cloréto de hirio,
resolvemos empregar nestas experiéncias ini-
ciais, com o carbonats de béario, apenas a
concentracio de 150 p.p.m., fazende variar,
ne entanio, os tempos de contacto dos cara-
mujos com a droga, que foram de 24, 48 e
72 horas.

Com a finalidade de testar o efeito letal
de carbonato de bario sbbre alguns animais,
efetuamos também ohservagfes de sua aco
sébre peixes e mamiferos (cobaias e camun-
dongos).

Amostras de dgua de ambos os tanques
foram sempre coletadas, anies e depois da
colocacio do plaperbicida. Eram examina
das ao microscopio para observagiio e iden-
tificacAo de sva microfauna e flora e para
avaliar de seu comportamento apds a adiglo
do carbonato de bario A 4gua dos aqudrios.

RESULTADOS

Experiéncia n® I - Carbonate de bario,
150 p.p.m. — 24 horas, -

Empregamos inicialmente o carbonate do
bario na concentragio de 150 p.p.am., dei-
xande os caramujos em contacto direto com
& droga, duwrante 24 horas.

As amostras de 4gua, colhidas antes da
coloragde do moluscocida, permitiram-nos as-
sinalar a presenga de virios protozodrios
(Stentor, Paramecius, Dilopus, Euplotes,
Stvlonychia), numérosas algas distomiceas,
cloroficias e do grupo das conjugadas, além
de alguns microcrustaceos (Cyclops, Cypris e
Daphnia) e larvas de nematéides e de inse-
tos (Culex).

A seguir, colocamos no tanque de prova
quantidade suficienie de carbonato de bério

{60 gr} para se obter wma concentragio

de 150 p.p.m.

Para a colocagdo do carbomato de bario
no tanque, & substincia era pesada e depois
colocada em gaze dobrada quairo vézes e
amarrada com um cordie, fermande um pe-
queno saco; éste, segure pelo corddo, era
arrastado em diversas diveghes, por t6da a
superficic de langue.  Consegnimos, déste
modo, obler uma dispersdo mais ou menos
homogénea de moluscocida. Apds 24 horas,
colhemos amostras de 4gua déste tanque
para dosagem colorimétrica do teor de car-
bonato de barie, empregande o métode de
SaviwiEr & Descmiens?, e para a observa-
¢io da fauna e flora aguaticas,

A dosagem do bério, feita pelo método
de comparacfo colorimétrica, acuson apenas
100 p.pm.  Isto se deve provivelmente 4 se-
dimentagfio e infiliragho do cloréto de hario
na lama do funde do tanque e, ainda, se-
gundo Deschiens, & combinagio com o gis
carhfnico da dgna e sua posterior transfor-
magdo em bicarbonaio de barie, que é so-
lavel, de acbérdo com a seguinte reacfio:
CoyBa 4 Co, -+ HO — Ba (COH) Ba.

Em seguida, o tanque fol esvasiado para
a coleta dos caramujos. Déste modo, pude-
mos recolhé-los séhre a lama ou nela enter-
rados, Oa planorbideos foram entdo colo-
cados em um cristilizador grande com dgua
limpa, a fim de se contarem os vivos e os
morios,

Foram recolhidos 232 carammnjos vivos e
268 mortos, apdés as 24 horas de contacio
direte com a droga, cem a taxa de letali-
dede de 53,69.

Os planorbideos vives foram colocados em
agua lmpa, que era renovada diariamente.

Taxas de .- letalidade e sobrevivéncia de 'cammufos swbmetidoy a0 confgoio de 84 horas
com carbongio de Bdrio (150 ppam}

Bm contacto com Em &gua iimpa, rencvada diAriament
carbonato de hério g pa, Te ata dlarlamenie
Planorbideos -
(500 Apés 24 h ApGs 48 h Apss 72 h ApGs 96 h
exemplares) » p p APOS 5
Niumero F Numero F Numero K Numero %
Mortos 268 53,6 352 70,4 427 BE,4 435 87,0
Vivos 232 46,4 348 29,6 73 14,8 65 13,0

34



SANTOS, L. — Observacfes sobre o emprégo do
Adolifo Lutz £5:33-37, 1054,

carbonaio de béric como planorbicida,

Rev., Inst.

Apds 96 h, nfo mais morreram caramu-
jos.  Os peixes do aquéric nada sofreram.

Podese observar, pertanto, o aceniuado
efeito residual do carbonato de barie, sende
o seu efeito letal, nas condigdes da experién-
cia, seletive para os planorbideos, o que foi
verificado pelo exame da dgua de tangque
apds 24 h da adigio do carborate de bério,
gue nfle revelou a supressiic e nem mesmo
diminuigio dos microrganismos anteriormen-
te citados, bem como pada sofren a planta
Elodea canadensis,

No aguario contréle ndo houve caramujos
mortos,

Experiéncia n.® 2 — Carbonato de bério.
150 p.p.m. — 48 horas:

Para esta experiéncia, uiilizamos o mes-
mo processo anlerior. No tanque de prova.
com capacidade para 440 litres, foram co-
locados 16 moluscos — Frosebranchia {dm-
pullariidae, Ampullaric sp.y e 300 planor-
bideos da espécie Biomphalarin tenagophilus
todos adulios, além de varios peixes: 3 tila-
pias (Tilapic melenoplesra} 3 guarls ¢fhal
loceros caudemeculaius) 1 mandi (| Pimelo-
delle brasiliensis} j& utilizados na experién-
cia anterior.

Decarridas 24 h,  colhemos amestras da
dgua do aquério, para o caleule da dosa-
gem do hario, feita pelo métedo de Saulnier
& Deschiens, Tal como j& haviamos obser-
vado antes, encontramos diferengas entre a
dosagem caleulada e a dosagem existente.
De fato, a taxa de barje fol de 75 ppm.
para a amostra colhida na superficie e 100
p.pm. para a amesira do fundo do targue,
apos a agitagac da agua,

Os peixes e plantas da dgua (Elodea ca-
nadensis) encentravam-se normais ¢ em hoas
condi¢hes de vida. Apés as 48 h de contac-
te direto dos planerbideos com o COyBa, o
tanque foi esvasiado para a avaliagfo dos
resultados,

Todes os 500 caramujos antertormente co-
locados no tanque estavam mortos. A taxa de
letalidade {foi, portante, de 100%; para o=
planorbideos,

Das 16 ampularias, 8 estavam morias
(50% ) e 8 estavam vivas (509). FEstas fo-
ram colocadas em dgua limpa que era reno-
vada didriamente. Apés 72 h, em Adgua

limpa, morreram mais 5 ampulgrias, Fiea-
ram vivas, porlanto, apenas trés.  Assim,

para éstes moluscos, a taxa de letalidade foi
de 81,295, Entretanto, todos os peixes ¢
plantas da dguz apresentavam-se normais.

0 exame da dgua revelou a presenga de
numerosos protozoarios, algas e micrecrus-
taceos todes vivos e ﬂ}OVi]ﬂeﬂiﬁﬁdO*Sﬁ nratu-
ralmente.

Experiéncia n.° 3 — Poder residual do

CO.Ba

Apds 3 dias da experiéncia anterior, efe-
tuamos nova experimentacio com a {inali-
dade de testar o poder residual do carbonato
de hario,

O tangue fol esvasiado e a dgua renova-
da, sendo mantida no funde a camada de
lama eriginalmente usada. O volume de
agua no tangue fol de cérea de 220 litves,
ou seja, a metade da sua capacidade total
Nio se adivionou gualquer quantidade de
carhonato de bario & agua.

A seguir, colocamos no aquario 100 ca-
ramujos {Blomphaleria tenagephilus)  adul-
tos.

Depois de 3 dias (72 h), o tanque foi
esvagiado para 2 coleta dos caramujes. A
dosagem de uma amostra de Agua acusou
uma laxa de carbonate de bario de 85 p.pm.
isto indica, portanto, que houvera prece.
dentemente infiltracio de bario na lama do
fundo do tangue, pois nfio haviamos adicio-
nado qualgquer quantidade de moluscocida
4 Adgua do tanque. Todos os 100 caramu-
jog submetidos & experimentacio estavam
mortes. A laxa de letalidade foi, portanto,
de 100%.

Iista experiéneia permile-nos constatar o
forte peder residual de carbonato de barie,
pois os planorbideos foram mortos apenas
pela aclo da droga que se depositon na
fama do fundo do tangue, uma vezr que a
dgua tinha sido totalmente renovada,

Experiéneia n® 4 — Aglo sobre mami-
feros e pelxes

Ao lado da experimentagio da droge como
meluscocida, eletuamos também a verifica
cio de sua agdo sbbre peixes e alguns ma-
miferos (roedores) usados em laboratdrio.
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Desta forma, utilizames 3 camundongos
aos guais demos de beber exclusivamente,
durante 13 dias, uma solucde de carbonato
de bario (300 ppam.}. Os animais, apos o
término da experiéncia, apresentavam-se nor
mais, alimentande-se perfeitarnente.

Concomitantemente, efetuamos o . mesmo
tipo de experifncia com 4 cobaies adultos,
205 quals demos de beber, durante 10 dias,
apenas uma solugic de carbonato de héario
(300 ppam.). Apés ésse tempo, verifica-
mos gue 08 animals apresentavam-se bem,
sem qualquer sintoma anormal.

Experimentagiio feita com os peixes {7

exemplares, dos quais 3 tilapias — Tilapia
melarnoptenra, 1 mandi — Pimelodelle bra-
siliensis, e 3 guarus — Phelloceros cauda-

maculatus) que {icaram durants 10 dizs no
tanque com solugdo de carbonate de barie
150 p.pan., mestrou nada terem sofride,
continuande & movimentar-se e alimentar-se
normalmente.

‘DISCUCAO B CONCLUSOES

Destas experiéncias, podemos tirar aigu-
mas conclustes alentadoras, () carbonato de
barie revelou-se um excelente planorbicida,
quande usado na concentragfo de 150 p.pm.
() tempo de contacto com a droga, no eptan-
to, tem influéncia, pois verificames que a
taxa de letalidade foi de 879% quando os
caramujos permancceram 24 horas em con-
tacto direto com o moluscocida e de 100%
quando permaneceram 48 horas no ianque
com ((}:Ba, & mesma concentragio,

E digno de registro também o forte efei-
to residual demonstrado pelo carbonato de
bario, pois a laxa inicial de letalidade, que
foi de 53,6% nas primeiras 24 horas de
contacto, elevou-se gradativamente nas horas
seguintes, mesmo com os caramujes coloca-
dos em Agua limpa e renovada, até atingir
os 879 finais (vide quadro, pg. 34).

Focou comprovado ainda que, nas condi-
ches das experiénelas efetnadas, o carbona-
to de bario é um moluscocida de aclo se-
letiva. De fate, ¢ exame da dgua dos tan-
ques, antes e apds a colocagio désse sal,
rdo evidenciou diminuigdo on supressie de
gualquer espécie do plancte aquético. A
acfio letal foi exclusiva sobre os caramu-
jos. Nem mesmo as plantes de organiza-
¢ho superior, como as salvinias e elodess,
sofreram qualquer dane. A observaglo, ao
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microscopio, das algas e das elddeas mos.
frou gue se enconiravain normais e com o
cloroplastos perfeitos, apresentando, nas il
timas, movimentos de ciclose.  Assinala-se,
ainda, gue os peixes ¢ mamiferos testados
também  nada sofreram sob a acie do
€0, Ba.

fiste fato e mais a Gtima agio letal sibre
08 caramujos permilem-unos sugerir o carbo-
nate de hirio como um dos mals promissd-
res moluscocidas a ser empregado pelo ho-
mem na sua lota contra a esquistossomose,

Realmente, quase todos os moluscocidas
ainda em use sfio altamente 1dxicos, para
moluscos, mas também o sic para algss,
plantas, peixes, aves e mamiferos. Iste, por-
tanto, torna dificil o seu emprégo em focos
aberios, onde se ndo pode fazer um contrd-
le das 4guas, ainda mais com a possthilida-
de de causar dano a animais demésticos,
peixes utilizados na alimentacfo, plantas de
culiura ou mesmo criangas,

Em artigo posterior serfe referidas pes.
quisas de campo, em focos de planorbideos
que coniirmaram as presenies ohservagbes
em laberatério.

RESUMO

L estudado o efeito do carbonato de hario
sobre caramujos (Biomphalaric tenagophi-
lus), empregando.se diferentes periodos de
contacto. £ também estudado o seu efeito
residual, bem como sua agdo sdbre algumas
plantas, peixes ¢ animais, Apds 24 horas
de contacto com & droga, foi verilicada a
morte de 268 (53.0%) dos 500 caramuijos
submetidos & experimentagfo, e o aumenio
progressivo da porcentagem de mortalidade
nas heras subseqilentes, Com 48 horas de
contacto direto, todos os caramnjos esiavam
mortos.  Fol evidenciado o efeifo residual
do carbonato de bario deixado nos tangues
de experiéncia.  Camundonos e cobaies,
aos quais fol administrada apenas a droga
em solugio, e alguns peixes, protozodrios,
algas e planias superiores nfo foram aleta-
dos. K sugerido o carbonate de bario como
meiuscocida, na dose 150 pp.m. e com pe-
riodos de contacto de 48 horas.
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REACAQO DE SCHLOR PARA DIAGNOSTICO DA GRAVIDEZ.
FIXACAO DO COMPOSTO ROSEO EM PAPEL DE FILTRO (%)

SCHLOR REACTION FOR PREGNANCY DIAGNOSTIC. FIXATION OF THE
FINK COMPOUND ON FILTER PAPER

ErToRe Rucar (2)
Racuzr T. Ruegar (2)

SUMMARY

It was described a technigue for fixation on Whatman ne 3MDM filter paper
of the pink colour compound formed by treating urine of pregnant women with
iodine for the Schlor reaction.

It was shown that the Whatman paper strongly fixes the compound thus in-
creasing the sensibility of the reaction but the specificity decreaszes. Since the
sensibility was increased through its fixation on paper it was possible to show that
the substance responsible for the reaction is present not only in the urine of
pregnant women but also in urines of non pregnant women, men and children
of bhoth sexes.

By carring ocut the regular Schidr reaction and the technigue here presented
on 104 urine samples of women suspected of belng pregnant and comparing the
results of both with the Galli-Mainini’s test it was found no agreement between
them and false positives with both regular Schldr reaction and the technigue above

deseribed.

It was shown as well that the substance responsible for it is increased during
pregnancy, although sometimes even in ifs ahsenee,

INTRODUCAO

A reagcilo de Schlér', para diagnostico da
gravidez, tem desperiado, pela sua simphici-
dade, grande interésse entre os pesguisaderes
do assunto, resultando a publicagio de nu-
merosos trabalhos de repetigio com a fécui-

4, 5, 5, 7, 8 9 I

ca originalls ® %
com modificagdes pele emprégo de amido®
23, 18, 14, e 13,

. & onires,

Esses trabalhos porém séo
conirevertides quante as conclusbes.

A simplicidade, rapidez e economia do
métode despertaram nosso inlevésse para o
presente trabatho.

Em virtude da Ingacidade da reacio co-
rada, a leitura nem sempre pode ser feita
com precisfo, motive pelo qual procuramos

desenvolver um processo para sua fixacio,
o que foi obtide pelo emprégo de papel de
filiro, de algoddo hidréfilo e de 1A Demos
preferéneia ao papel de filtro pela cons
thncia dos resuliados obtides, pela facilida-
de de manuselo e por permitir mais ficil
comparagho com o padrio,

O estudo foi feito comparativamente com
a reache de Schlor original e com a prova
de Galli-Mainini*®.  Foram também feitas
provas para determinar algumas proprieda-
des do composto responsivel pela obr fixada
pelo papel, assim come para delerminar se a
adrenaling e a noradrenslina sfio as respon-
shveis por essa ¢dr, conferme o trabalho de
Brarong,

{1} Da Secchao de Meiog de Cultwra do Instituto Adolfo Luta
() Da Diretoria de Services Téenlcos e Auxiliares do Institute Adolfo Lutz
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Fixacdo do compos-

MATERIAL E METODOS
Urina

Urina dc primeira micgdo matutina, re-
cente, ajustada ao pH 55 — 5,8, com acido
acético a 1095,

Técnica utilizada

1. Reagentes

Todo ..vveinin.. Sg
Iodeto de potissio . 10 g
Agna destilada q.s 100 ml

b} Fixador - Papel Whatman n.* 3MM,
em tiras de 1.5 x 4,0 cm.

a} Reativo

c) Solugfo de fosfato monopotissico a

109%
2. Padrie

Fazer ums soluciio de fucsina basica a
1 p. 1000 em agua destilada, Colocar em
uma estante § tubos de 20 mm de didmetro.
Adicionar ao 1° tubo 19 ml de urina eci.
trina de homem ou mulher, filtrada, e nos
tubos seguintes, 10 ml da mesma urina,
Adicionar ao 1.° tube 1 ml da solugio de
fucsina e passar sucessivamente 10 ml da
mistara, do 1. ac 7° tubo. Desprezar os
Gltimos 10 wl. O 82 tubo conterd urina
pura.  Em cada tube colocar uma tira de
pepel Whatman. Deixar em contacte durante
24 horas, ao abrige da luz direta. Fsgotar o
Hguido e lavar irés vézes com dgua destilada.
Retirar o8 papéis, secd-los com papel filiro e
termiinar a secagem ac ar e ao abrigo da
lug direta. Numerar os papéis de 7 a 0, a
comegar da concentragio mais forte. con-
forme o seguinte padrio:

3. Téenica da reacio

Urina com pH 55 — 5,8 . 10,0 ml
0,6 ml
Papel Whatman n° 3MM uma tira

BReativo

Colecar a wina em um tubo de 20 mm de
difmetro e adicionar o iddo, Agitar, e mer-
gulhar uma lira de papel na mistura. Aque-
cer ¢ banho-maria a 37°C* duranle 40 m.
Veter a urina, substitui-la por dgua destilada,
renovando-a até retirar o excesso de i6de do
papel. Mergulhar o papel na solugio de fos-
fato monopotissico a 10% por 1 a 2 mi-
nutos. Enxugar com papel de filire e, en-
quanto Umido, comparar a sua cdr com a
dos padrGes. Para guardar o papel, seci.lo
ao ar, ao abrige da luz. Para comparacfes
posteriores, molhar o papel com agua des
tilada.

Reacio de Schlér origingd

Foi empregada a técnica de acbrdo com
o auterl. A reacio, foi dadoe per nds o
valor de 1 a 4 cruzes, conforme a intensi-
dade da cbr.

Prova de Golli-Mainini

Fol empregada a téenica de acdrde com
o autortt,

RESULTADOS

0 método descrito fol comparado com a
prova de Galli-Mainind e com a reacfio .de
Schlsr, através do exame de urina de 104
mulheres com suspeita de gravidez.

Oz resultados comparatives analisados por
grupos, de acérdo com a intensidade da cbr
rosea no papel constam dos quadros 1, II,
HI e 1V,

7 6 5) 4

3 2 1 0

(¥) A reacdo se processa tanio em baixa femperstura como & fervura. A velocidade da reacfo

aumenta com ¢ aumento da temperatura.

40



RUGAIL, E. & RUGAIL R. T. — Beacio de Schidr para diagndstico da gravidez, Fixacio do ecompos-
poste résec em papel de filtre. Rev. Inst, Adolfo Lutz 24:39-43, 1984,

QUADRO 1 QUADRC 1I
Resultados de oamostras de wring com reéacdo Resulindos de gmosiras de wring com  reacéo
em papel correspondenie ao podric ne § em papel correspondente ao padric we 4
_ Reagdo de Brova de - Reacdo de Prova de
Trinas o A A Urinas e - ; e
Urinas : Behlor * Gatti~Mainini ‘ _ Schlor # Galil-Mainint
L + Positiva
¥ S U N 2 jfinr
1 -} t Positiva o + Positiva
2 R Pasitiva a + Paositiva
3 A Positiva 4 - Pogitiva
o irie, 3 f Positiva
# o Positiva 6 + 4 Positiva
5 - Positiva 7 + + Positiva
- 1t g
g + Positiva 8 + Positiva
g + Fositiva
7 + Postiiva 10 + Positiva
8 R Positiva 11 - Positiva
N 12 + ok Positiva
g + Positiva 13 — Positiva
1¢ R Positivo i4 s Positiva
- [P S e et
11 ot Positiva 15 + Positiva
o 16 + Positiva
12 R Positiva 17 — Positiva
13 + o+ Positiva 18 o Positiva
. ig — Positiva
14 Positiva ‘
N 20 + 4+ Positiva
15 Positiva 21 + Negativa
16 KNS Positiva 22 + Negativa
23 -+ Negativa
s - 13
© ! Positiva 24 Negativa
is 4 4 Positiva 25 — Negativa
15 + + Positiva
by o Positiva QUADRG 1II
21 A Pusltiva Resultedos de emosiras de wring com reqgedo
o5 = Positiva, em papel correspondente o padrdo ne 3
23 + Positiva i
24 - Positiva ‘inas | Teacdo de | Prova de
N - Urinas Schidr * P Gatli-Maining
25 -+ Fositiva
26 R Positiva )
oy o ) Positive i + -k Positivs
= = Poslilva o . Positiva
) -+ Positiva 3 e Positiva
o i i3 4 h : Positiva
s e Positiva . fes
@ o Po 5 Positiva
30 dn o Negativa 8 Positiva
et i T - Pogitiva
a1 LR Negativa g + Positiva
32 4+ Negativa g + Positiva
10 -+ Positiva
Eag 3N iy .
33 b Negativa 11 - Positiva
34 + + Negativa 32 o Positiva
: ; . i 13 — Posttiva
35 Negativa 14 — Positiva.
36 Negativa 15 -+ Negativa
14 + Negativa
17 [+ + Megativa
. _ . 18 d Negativa
A Intensidade da reagfo fol expressa em 19 - Negativa
cruzes (I a 4) pelos aﬁ?éres déstewtrai?au}e‘. As 20 — Negativa
reagbes f?em menas de 3 cruzes nie significam 21 i Negativa
necesshriamente positividade para gravidez, por- a5 . Negativa
gluantc Schiﬁr,v em seu tllabal_ha, refere-S{: ape- a1 - Negativa
nar ac aparecimentc da cér rdsea bem evidente, 24 . Negativa

sem estabeiecer uma escala de intensidade,
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QUADRO 1V

Resulicdos de amostras de wring com  reagdo

em papel correspondente aoc padrio ne 2
. Reacko de Prova de
Urinas Schlpr * Galli-Mainini
1 s Positiva
2 P Posttiva
3 - Positiva
4 j— Positiva
5 - Positiva
8 reen Fositiva
7 + Negativa
g —_ Negativa
9 + Negativa
io — Negativa
11 e Negativa
12 - Negativa
13 e Negativa
14 e Negativa
15 — Negativa
16 e Negativa
17 e Negativa
18 e Negativa
19 o Negativa

Pelos quadres apresentados verifica-se que:

a} O papel de filiro apresenta-se sempre
roseo e com a intensidade varidvel entre os
padrdes n.° 2 e 5,

b) Os resuliades nie concordam com a
prova de Galli-Mainini,

¢) O papel de filtro, mesmo computan-
do-se como positivas sdmente as reacdes in-
tensas que correspondem ao padrio n® 5,
apresenta reagdes positivas falsas.

d) A percentagem de reagBes positivas
falsas, com o papel, aumenta & medida que
se consideram come positivas as reacles
mais fracas.

e} A reacio com papel de filro & mais
sensivel e menos especifica do que a reaglo
de Schlér original,

A substiincia responsivel pela cdr fixada
pelo papel & dializivel em celofane e resiste
4 fervara em pH acido.

A adrenalina e a noradrenalina, tratadas
pelo iddo, desenvolvem cér résea que, en-
tretanto, nio se fixa no papel.

A coloragBo rosea apresentada pela urina
imediatamente apés a2 adigo de iddo, e a
frio, pode correr por conia da adrenalina e
noradrenalina. FEsta cbr, gue se mantém
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apés o aguecimento, pode ser interpretada
erréneamente como Schlér” positiva.  Em
nosso trabalho, enconiramos essa reagio em
urina de mulher nfo gravida, e de homem.

DISCUSSAO

A fixacio do composto risec cm papel
tornou a reacio de Schlor mais sensivel e
menos especifica.

Pelo aumente da sensibilidade foi possi-
vel verificar que a substdncia responsivel
pela coloragfio existe na urina da mmbher
nio grivida, em concentragbes variaveis ¢
tho altas As vézes como na urina da mulher
gravida.

Provas feitas com urina de homens e cri-
ancas de ambos 08 sexos (ndo constam nos
quadros) deram sempre reacdo em papel
correspondente aos padrdes n® 1, 2 on 3,

Carvo®, Manpamino® e OnLiviiga tam-
bém encontraram reagdes positivas falsas com
urina de nulheres nfo grividas ¢ com urina
de homens,

Encontramos urinas de mutheres ¢ de ho-
mens que manifestaramn a cbr résea ime-
diatamente apés a adigdo de iddo, e a frio,
Néstes casos, 2 reagic pode correr per con-
ta da adrenalina ou noradrenalina.

CONCLUSOGES

1) A técnica descrita nfo oferece segu-
ranga para diagndstico gravidez, porque da
falso-positivos.

2} Pelo aumenio da sensibilidade da rea-
¢io de Schlor, foi possivel verificar gue a
substincla responsivel pelo composto rdseo
existe normalmente na urina de mulheres,
homens, e criancas de ambos os sexos.

3} A referida substincia aumenta na
gravidez e, is vezes, na sua ausénpeia,

4} E interessante estudar o papel dessa
substancia ou seu percursor,

SUMARIO

Foi descrita uma técnica para fixaclo,
em papel de {filire Whatman n»* 3MM, da
coloragiio résea de composto formado tra-
tando a urina de mulheres gravidas com
iade,
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Mostrou-se gue o papel Whatman n.® 3MM
fixa foriermente ¢ composto, aumentando as-
sim a sensibilidade da reaco, porém a es
pecificidade decresce.

Com 8ste aumento de sensibilidade da
reagio através da sua fixaglo em papel, foi
possivel mostrar gue a substincia responsa-
vel pela reaglo estd presente nfio 86 na uri-
na de mulheres gravidas coemo também na
arina de mulheres nfo grividas, de homens e
de criangas de ambos os sexos,

Empregando-se a reagiio de Schlor original,
e tamhém a técaica aqui apreseatada, em
104 amostras de urina de mutheres com
suspeita de gravidez e, comparando se os Te-
sultados de ambos com o teste de Gaili-Mai-
nini, nfio foi achada concordineia entre &les,
encontrande-se resultados positivos falses tan.
to com a reacio de Schlor, como com a lée-
nica acima descriia,

Mostrou-se também gue a substincia res
ponsavel por essa reagfie sumenta na gravi-
dez, embora as vézes tal acontega indepen-
dentemente dessa circunstincia,

Agradecimentos - Agradecemos & Dra.
Laura Taborda e Dr. José Lopes Neto pela
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SURTO EPIDEMICO DE MENINGITE POR
SALMONELLA CRUMPENRIS(®

OUTBREAK OF MENINGITIS CAUSED BY BALMONELLA GRUPENSIR

ADGUSTO DE FESCRAGNOLE TAUNAY (%)

Carros pE Oniveira Basros (5)

Hevwo MARTINS (2)

SUMMARY

The authors described an outbreak of meningitis caused by Salmonelle grum-
pensis in 24 children aged 5 days to 3 months (70% with less than 30 days) of

which 22 died.

The children developed symptoms of meningitis at home, after being discharged
as apparently well from a maternity hospital in which thev had been born, where
infection persisted at least from May 1961 to October 1962, "Ali of them were

interned in other hospitals,

The maternity hospital was unaware of it due to the fact that newhorns stayed

in it only 3 to 4 days.

The sequence of events caused by a very uncommaon type of salmonella called
the aitention of the Typing Salmonella Center of the State Health Laberatory.
If it were not for thir faet, the cutbreak would probably go without comming
te the attention of the State Health Department.

Safmonella grumpensis became established in the obstetrical unit and was
recovered in two instances from dust in the wards but not from the hospital

staff.

Two factors confributed to the spread of the infection:

overcrowed nurseries.

bad nursing and

Closing the maternity during 18 days and desinfecting with formoldebyde
was the only way to prevent the continuation of the outbreak.

INTRODUCAO

As infecghes humanas por salmonelas tém
uma histéria variada e, de t6das as infec-
¢Oes causadas por enterchactérias, sdo as
tnicas que, de acbrde com Epwarps', lém
sua fregiiéncia aumentada em vez de dimi-
nuida, apesar do emprége de melhores mé-
todos de higiene e contrdle. O mesmo fato,
assim como sua importinecia como problems
de Satide Piiblica, foi muito bem ressaltade

em editoriais do “The Journal of the Ame-
rican Medical Association™ dos
1050% & 19648,

Vérias revisbes sbbre o assunte tém sido
feitas. Boanstemnt, Sarpors & WINTER® ¢
recentemente Bowmegr® analisaram véries as.
pectos do problema, admitindo o dliime, co-
mo parte impertanie da infecclio, a trans-
missio por via aérea, fato que j& foi hem

anos de

(%) Trabalhe realizado na-Seccfice de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz,

(?y Do Ingtitutc Adolfo Luiz.
%) Do Hospital do Isolamento Emilio Ribas.
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. comprovado tanto experimentalmente como
através de observacio chnica,

Assim & que CiemMERr e alii’, trabalthan.
do com pintos, e Barrow ef elii®, com ca-
rmundongos, mostraram que a infecglio por
via aérea represenia uma maneira ideal de
infecgfio experimental, uma ver que um nii-
mere reduzide de germes pode provoear in-
fecgdo respiratéria com ou sem invasiio he-
matogénica ou passagem para o intestino.
Ainda Darlow e alii verificaram que o nit-
merce de germes necessArio para Provocar no
amimal uma pneumonia priméria especilica
ou mortal era muile meror do gque o neces-
sario para obter os mesmos resultados por
via digestiva, sendo aproximadamente equi-
valente & dose intraperitonial,

As observacbes de Darra & Prinie®, des-
crevendo uma cpidemia por Salmonella ty-
phimurium entre os doentes de wm hospital
geral, que durou 20 semanss ¢ deu lugar a
102 casos de enterite, com 150 eliminadores
assinlomaticos de germes, mostram evidén-
cia de que ndo eslava ligada & via alimen-
tar, sendo sido o agente especifico encontra-
do na poeira de uma das enfermarias, Na
mesma publicagio estd relatado que numa
enfermaria de doengas pulmonares, apos te-
rem sido admilidos dois pacientes com diar.
réia, no fim de algum tempo foram isoladas
salmonellas de escarro de 5 doentes, sem
que a mesma bactéria estivesse sendo elimi.
nada pelas fezes.

Bat & Jamrs*® descrevem num hospital
infantil 7 surtos epidémicos de gastrenterite
num periodo de 11 meses, causados por S.
typhimurinm, sem que se pudesse evidenciar
portadores humanos ou contaminagio de ali-
mentos, sendo finalmente descoberto o foco
da infecgiio no saco de pbé de um aspirador.

As verificaghes de Rocers™ e de Lav-
RELLY com Escherichin coli do grupo G.E.L,
assim eomo com outros coliformes, demons-
tram que numa enfermaria o ambiente se
torna pesadamente contaminade em 18 ho-
ras e que os colibacilos (G.E.L) permane-
cemn vivos na poeira pelo menos duranie 27
dias,

Mais recentemente, VAN Ove et alfi'® des-
creveram epidemia num servico de Pedia-
tria onde isolaram £, colli 0111 e 5. typhimu-
riwm de doentes e da poeira do quarte dos
prematuros ¢ do corredor central, sugerin-
do que & poeira contaminada pode provocar
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maior nimero de infeccbes por via respira-
toria do que por via digestiva,

Nerer™ mostrou a facilidade com que
pode haver contaminagio por salmonelas no
momento do parto, servindo o recém-nascido
come introdutor de infecgiio no bergirio e
gque, se precaugbes nio forem tomadas, fa-
cilmente poderd haver um surfo epidémico
hospitalar, sabendo-se que a crianga, e par-
ticularmente o recém-nascido, por uma com-
binacio de fatbres peculiares & idade, ndo
oferece resisiéneia a €sse tipo de infecgio,
dada a possibilidade de wm némero pequenc
de bactérias imiciarem o processo infeccioso,

Nio é pois de estranbar a possibilidade
de ocorrerem epidemias dessa natureza sem-
pre que se estabelecam condi¢bes de conta-
minacio do ambiente, epidemias essas gue
podem assumir caracteres muito graves quan-
do o germe incriminado lem tendéncia a
metistase extra-intestinal, gue foi o que ob-
SEIVAMOS 10S £asos presenles.

MATERIAL

No dia 4-5-1961 recebemos para identi-

ficagho uma cultura de Salmonella isolada

do pus meningeo de uma crianga necropsia-
da na Faculdade de Medicina da Universi
dade de Sfo Paulo, e gue foi classificada
como Salmonelle grumpensis. Em agdsto do
mesmo 4ano, o mesmo germe foi isolado em
um caso de recémenascido com meningite,
internado no Hospital do Isclamenio “Emi-
Lio Ribas”, Tal falo nfo despertou alencdo,
uma vez que a ocorréncia de casos isolades
de meningile priméria ou secundaria por
salmonelas no é rarz e os registros da See-
¢do de Bacteriologia déste Instituto mostram
que nos Gliimoes 10 anos foram diagnostics-
dos 28 casos de meningite por salmonela, com-
preendende 10 tipos diferentes.

No entanto, no periodo de setembro de
1961 a abril de 1962 foram diagnesticades
mais 14 casos em criangas cujas idades va.
ritavam de 8 dias a 3 meses, izolando-se sem-
pre o mesmo germe (TavNaY e olii?®),
mostrando de maneira clara a ocorréncia de
uma epidemia por S. grumpensis, restando
descobrir o seu foco. A hipdtese de o Hos-
pital “Emilic Ribas” ser o responsavel foi
imediatamente afastada, uma vez gque as
eriangas eram encaminhadas para 8sse no-
sochmio com sintomas de infecchio e 1A pun-
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cionadas, j& se podendo evidenciar a pre-
senga no liquido cefalorraquidiano de ba-
cilos Gram-negativos,

Nas fichas clinicas do Hospital “Emilio
Ribas” nflo constavam dados esclarecedores
além da sintomatologia da doenga e da re-
sidéncia dos responsiveis pela crianga; em
todos os casos, ao ser completado o cxame
bacteriologico, j4 havia ocorrido &xito letal,
o que dificultava uma entrevista com os mes-
mos, Considerando uma cidade come Sio
Paulo, onde as ruas dos bairros periféricos
sfo mmitas vézes de dificil identificagio e
de onde provinha a gquase totalidade dos
casos, ndo fol ficil estabelecer contacto com
os familiares, |

Organizames um pequeno inquérito cpi-
demiolégico onde procuramos verificar, en-
tre outros dados, o local de nascimento, as-
sisténeia pré e pdsnatal, assim eomo se a
meningite féra precedida de disenteria ou
se havia casos de disenteria enire os fami-
Tiares,

Conseguimos localizar 13 familiares e des-
de loge verificames um dado comum 2 lodos
os casos, que fol o de todas as criangas te-
rem nascido numa mesma maternidade.

Com a ida de um de nds 3 citada mater-
nidade, verificamos ndo poder contar com
nenhum elemento esclarecedor; nfo encon-
tramos referéncias a casos de infecciio me-
ningea e os guadros intestinais nfe eram
em nimero maior do que o que habitual-
mente ocorre em hospitais désse tipo.

Sugerimos aos responsiveis pela mater-
nidade que féssem enviadas ao Instituio
“Adolfo Lutz” ameosiras de fezes de todas
as enfermeiras e do pessoal atendente que
de qualquer modo estivessem ligados aos
cuidados dos recém-nascidos, o que foi feilo
em 13.7-1962, quando procedemos ao exa-
me das fezes de 32 enfermeiras e atenden-
tes, com resnltado negativo, a ndo ser o de
uma enfermeira que era portadora de Sal-
monelle newport, ndo podendo, portanto, ser
a responsavel,

Indagando qual o tempo de permanéncia
de uma parturiente na maternidade, fomos
informados de que a média era de trés dias,
porianto insuficiente para que a doenga se
manifestasse, . No entanto, ochservameos, ao
visitar um dos bergarios, uma pratica por
parte da enfermagem, que consiste em jogar
no chio de ladrilhos as fraldas servidas de
recém-nascidos, 0 que nos levou a solicitar

para exame a varredura dos bercarios. Com
éssc malerial, ndo sé6 em semeadura direia
como apds enriquecimento em meio de se-
lenito, isolamos mma salmonela que foi iden-
tificada como Selmonelle grumpensis, es-
clarecendo o foco da epidemia e o mecanis-
mo de transroissdo.

Posteriormente, em 8-8.1962, das fezes de
um premature isolames §. grumpensis, ape-
sar das medidas acanteladoras, de melbor en-
fermagem, postas em pritica, e do cuidado
em nio se jogarcm fraldas usadas no chfe.
Névo exame da poeira, em 10-8-1962, nio
revelou a presenca do germe, mas a repeti-
cho do exame, em 17-8-1962, mostrou que
a bactéria ainda estava no meio ambiente.
Nessa altura, o niimero de casos ja ascendia
a 20; insigtiindo junto & diregic da Mater-
nidade, para melhor cuidado nes merca-
rios, tivemos um periodo de 2 méses nos
guais ndo foram observados casos noves; en-
tretanto, no perfodo de 25-10 a 26-11.62,
pudemos verificar mais 4 casos, em recém-
-nascidos cuja idade variava de 8 a 30 dias,
mestrande que as medidas tomadas tinham
sido insuficientes.

Uma vez verificado o foco da epidemia,
mantivemos informados os 6rgles superio-
res da Secretaria da Safde Piblica e da
Assisténcia Social, através da Diretoria do
Instituto Adolfo Lutz, para quem iransfe.
rimos o problema, sugerindo que providén-
cias drasticas fGssemn tomadas para evitar o
prossegiimento do surto epidémico, o gue
foi feito imediatamente, tendo o Secreidrio
da Saide Puablica e da Assisténcia Social de-
terminado que fosse fechada a maternidade
em guestio e removidos seus pacientes, e
que o Servigo de Epidemiologia realizasse
rigorosa desinfeccio no local, Durante um
periodo de 18 dias o Hospital esteve fecha-
do, sendo todo &le desinfectado com formol
e sua reabertura s6 fol permitida quando
os exames bacteriolégicos das semeaduras
do pé dos bercarios n3c revelou a presen-
¢a de cnterchactérias, o que ocorren apos
a segunda aplicacio do formol,

DADOS CLINICOS

Todos os casos, excluindo dois de antopsia,
apreesntaram liguor purulento com elevado
nfimero de neutrdfiles. A maioria das crian-
cas tHinha menos de 30 dias (709%). Algu-
mas das criangas apresentaram diarréia an-
tes dos sintomas meningeos.
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De todos 0s 24 casos, s6 dois nfio tiveram
éxito letal,

O germe isolado, em todos os casos, fol
Selmonelle grumpensis. :

O registro da Secgiio de Bacteriologia do
Instituto “Adolic Lutz”, em 1961, assinalou
a primeira vez em que ésse lipo de salmeo-
nela {oi encontrade em Sio Paulo. No ano
de 1962 [oi isolado, de fezes, 9 vézes, para
desaparecer no ano seguinte,

Na literatura consuliada ndo encontramos
nada de especial sébre o papel patogénico
désse tipe de salmonela, no homem, a nao
ser o fato de ter sido isolado no Uruguai por
HormaecuE, PELLuFo & PERERAY,

Por informagio pessoal de Prrivro'® ii-
vemos conhecimento de que essa salmonela
fora pela primeira vez isclada de um cobaio
enviade de Buenos Aires por Sordelli, e de
que nunca mais foi encontrada no Uruguai,
eomo também ndo ha referéncias a seu acha-
do em ouiros paises,

COMENTARIOS

O aparecimento de surtos epidémicos de
meningite por salmonelas ji fol assinalade
em outros pajses (CurBELo & MARTINEZ
apud®®; LEEPER®), cabendo-nos atualmente
a primazia de apresentar o nfimerc mais ele-
vado de casos.

Do modo pelo qual o germe foi introduzi-
do no bercirio, nada pudemos concluir, Sua
. presenca, pelo menos por um periodo de 18
meses, deve ter sido a conseqiiéncia de ma

enfermagem e o fato de a maternidade nio

ter notado o gue se estava passando foi, pos-
sivelmente, devide & curta permangncia dos
pacientes na mesma, ndo havendo tempo pa-
ra o aparecimento dos sintomas. Nio féra o
tipo especial de salmonela, rara entre nés, e
a seqiineia dos casos de meningite, prova-
velmente teria passade despercebida a tados.

Esta trigica ocorréneia serviraz para cha-
mar a atengdo sbbre um problema ao qual
nio se tem dado o devide apréco, ou seja, o
do perigo da introdugio de uma enterobac.
téria patogdnica num bergario.

Leeder, fazendo um estude de epidemia
semeihante & nosss, mosirou quanto tempo po-
de wmna crianca ser portadora de salmonelas,
atuando como foco de infeccio. Se levarmos
em conla o nimero de criancas nascidss na

referida maternidade, durante o perfodo em
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que a bacléria esteve presente na poeira dos
bergarios, podemos supeitar de que grande
nfimero delas se tenham contaminade, apre-
senlande quadros intestinais, on tornando-se
simplesmente portadoras de germes; ainda,
podemos concluir que éste foi um dos maio-
res focos de salmonels, e talver a razdo de
nm nitmero elevado de achados désse tipo
particular de salmonela, no ano de 1962 (9
casos), conforme consta do registro do La-
boratério de Coprocultura do Iestituto Adol-
fo Lutz.

RESUMO

Os autdres relatam um surto epidémico de
meningite por Salmonelle grumpensis, que
atingiu 24 criangas cuja idade variava de
5 dias a 3 méses (70%) com menos de 30
dias), tendo havido 22 ébitos.

Os casos se sucederam por um periodo de
18 meses, com aparente ligacio uns com os
outros e, néo fora a localizagio anémala de
uma salmonela rara, o surto epidémico teria
passado despercebido. A repeticio do mes-
mo achado indicava a exisiéncia de um foco
comurt que foi localizado, através de in-
guérito num maternidade onde haviam nas-
cide t6das as criangas e onde foi possivel de-
monstrar o agente infeccioso na poeira dos
bercarios assim como nas fezes de um recém-
‘nascido gue apresentava diarréia. FEntre o
pessoal da enfermagem nio foi possivel evi-
denciar portadores de geremes.

O fato de a maternidade ndo se ter dado
conta do que ocorria cerlamenle sc deve &
curta permanéncia {3 a 4 dias apds o parto)
dos recém-nascidos, ali, insuficiente para o
aparecimento dos primeiros sintomas clini-
cos. Avisada a direcBo da malernidade do
que se estava passando, foram tomadas me-
didas que ndo foram suficientes para evitar
o aparecimento de casos noves, o gue s6 {ol
copseguido com o fechamenio da mesma por
um periode de 18 dias, sendo téda ela de-
sinfetada com formol e sua reabertura sé
permitida quando os exames bacteriologicos
do p6 dos bergarios nfo revelou a presenca
de enterchactérias.
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COLITE. ULCERATIVA CRONICA POR ESTRONGILOIDE ('}

CHRONIC ULCERATIVE COLITIS DUE TO STRONGYLOIDE STERCORALIS

Evanpro PiMENTA DE CAMPOS (2}

SUMMARY

A fatal

case of chronic uleerative colitis seemingly due to Siromgyloide sfer-

coralis is described. ‘The clinical and histologic pictures were very similar to
amebic dysentery. Abundant larvae of 8. stercorclis were found in the feces. In
sections of the aseending colon foreign body like granulomas were observed and

larvae were found in the submucosa.

INTRODUCAO

Grande ¢ a disseminagfo da estrongiloido-
se na populagie brasileira, evidenciada pe-
los resultados dos exames usados para o seu
diagndstico, quer pelo método de Baermanu,
como preceitua Morais®, quer pelo de Rucar
et alit de maior facilidade, segundo a ex-
periéneia dos téenicos do Institute Adolfo
Lutz, ¢ com resuliados idénticos aos obtidos
pelo métode de Baermann.

A Seccio de Parasitologia déste Fustitu-
to tem demonstrado o alte grau de infesia-
¢io dessa verminose na Capital de SAo Paulo,
com base em exames de fezes realizados pe.
los métodos comuns de rotiga geral no LAL.
— direto e de sedimentagio. Em 1965, den-
tre 323532 exames de fezes, foram diagnos-
ticados 1917 casos positives de estrongiloi-
dose, na cidade de Sfo Paulo e adjacéncias.

Freory? assinalom case com grande infes-
tagio e evolugio fatal, em crianga proceden-
te de Santo Amaro (arredores de 8. Paulo).

O tipo de lesiio, raridade na localizacfio,
evolucio fatal e sintomatologia extremamen-

te semelhante 4 da disenteria amebiana mo-.

tivaram a apresentagio déste trabalho,

OBSERVACAO ANATOMO-CLINICA

Trata-se de um doente do sexo masculino,
de 43 anos, natural do interior do Estade de
586 Paulo, cujos sintomas duravam hd mais
de 12 anos, constantes de evacuagBes ligui-
das com muco e sangue, acompanhadas de
puxos e tenesmo, virias véges ao dia, alter-
nando-se com periedos de prisde de ventre,
sintomas @sses gue se exacerbaram apds 7
anos. Acompanhando as crises diarréicas,
apareciam estados vertiginosos, enjéos e gbs-
to amargo na boca. Mais recentemente, apa-
receram pirose e abundante ensalivagio apés
alimentagio gordurcsa e edema dos merbros
inferiores, N&o havia referéncia a fendme-
nos cutineos (lesio urticariforme, eritema,
edema ou pruride) que, na realidade, sfo in-
constantes e nem tampouco o paciente faria
mengio a sinais bronco-pulmonares. O que
predominava na sintomatologia eram sinais
gastro-intestinais, fazendo lembrar a disente-
ria amebiana, pela diarréis com sangue, pu-
%0s e tenesmo; constipacie intestinal inter-
mitente. Apareceram enifio, nitidamente, os
sinais de “dispepsia nervosa”,

(13 ‘Prabalho realizado na Diretoria de Patologia  do Institute Adeife Lutz (Dr, Evandro F. Cam-

pos) & no Departamentc de Arnatomiz Patolo giea da Faculdade de Medicina da USP.

C. Mignone).

(Prof.

Subvencionado, em parte, pein verba 63/383/C. Med. da Fundacio de Amparc A Pesguisa do

Esgtado de Sdo Paulo.
{2) Do Instituto Adcifo Lutz.
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O exame geral do doenle moslron um
adiantado estade de cagunexia, com infilira-
¢io edematosa, anemia e hipolrefia muscu-
lar. Para o lado do aparelho circulatério,
apenas se constalou abafamento de bulhas ¢
o exame do abdomen revelou em ambas as
fossas iliacas cordio mole, fino, doloroso e
gargarcjante; intestino delgado, gargarejan-
te o doloroso. Paciente sem febre. No res-
tante do exame clinico nada se observou
digno de nota. O exame de fezes revelou
larvas de Sirongyloide stercoralis, nie acu-
sando Entamoeba histolytica.

A necropsia revelou caquexia, palidez e
infiltragio edematosa dos tecidos ¢ mucosas,
discreto edema cerebral, sufusGes hemorra-
gicas da mucosa da faringe, laringe e tra-
quéia, hidrotérax, &reas de colapse no pul-
mio direito, congestio e edema no pulmio
“esquerdo e dilatagio global do coracio. As-
cite de 2 litros. Atrofia simples do figado ¢
bago. Os rins apresentavam uma airofia ar-
teriosclerdtica e a bexiga, hipertrofia da ca-
mada muscular,

De acdrdo com os achados da ncerépsia,
o individuo se encontrava em adiantado es-
tado de caréncia orgénica.

As lesBes mais importantes foram verifi-
cadas para o lade do infestine grosso; os
colons ascendente, transversal descendente,

¢ o sigméide e reto apresenlavam-se, em tdda
sua extensdo, de paredes espessadas e mu-
cosa bastante edemaciada. FEm 16da a ex-
tensio da rmucosa notavam-se numerosas ul-
ceragbes  superfliciais arredondadas, peque-
nas, de lamites nitidos, medindo em geral 1
a 1.5 mm em seus maiores didmetros, isola-
das, on confluentes dando a impressio de
tdeeras maiores. Uma [ina camada necrd-
tica recobria algumas dessas ulceragbes e em
Gulras verificava-se embebi¢iio sulo-hemoglo-
binica. () aspecto sub-minado pdde ser pes-
guisado em algumas tlceras. Uma fina ca-
mada de exsudalo catarral recobria guase
toda a extensiio do Intestino grosso. No sig-
moide, notava-se ainda uma pequena forma-
¢Go polipdide do tamanhe de um grio de er-
vilha. "No intestino delgade, observavam-se
essas ulceracles com os mesmos caracteres,
porém em namero muito reduzido {Fig. 1;.

(O apéndice encontra-se livre de aderén.
cias, sem sinais de inflamacio aguda, de ca-
libre muito aumentado, paredes espessadas
¢ luz ampla, contendo no seu inierior ma-
terial fecaldide amarelado.

0 exame, em conjunto, do infestino grosso
enquadrou-se perfeitamente no quadro ma-
¢roscdpio de colite ulcerativa créniea, do
tipo amebiano, tanto pelo aspecto das ulee-

Fig. 1 — Intestino grosse,
péquenas disseminadas,
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raches como pela sua localizagio. O exa-
me histopatolégico demonstrou a etiologia
das lesfes, pela presenca de grande niimero de
Strongylotde siercoralis. Notamos uma gran

de infestago por larvas localizadas na mu-
cosa e submucosa do intestino grosso, ao la-
do de nleeragbes pequenas com destruigho da
mucosa e parte -da sub-mucosa. As larvas, na

Fig. 2 — Corte histelégico de intestino grossp, na submucosa, presenca de
larva e granuioma tipo corpo estranho; gigantocitos, células histioeitédrias,
\_plasmocitos e linfocitos (rarcs eosindéfilos).

Fig. 3 — Corte de intestine grosso, Presenga de larva, com reagfo infla-

matdria tipo c¢rénico.

Auséncia de gigantocitos. ~
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forma filaridide, constituiam na parede intes-
tinal, em grande nimero de lesGes, um gra-
nuloma do tipe de corpe estranho, ocapando
o centro da lesfo, circundadas por grandes
células histiocitirias, por gigantoeilos com 3
e 4 nicleos, grandes células mononucleares
e plasmocitos, eosinéfilos e mais

¥aros

na periferia, linfocitos em quantidade rela-
tivamente grande, ao lado-de uma prolifera-
¢io do tecido conjuntivo adjacente (Fig. 2
e 3). A parede apendicular apresentava o
mesmo tipo de lesio na sub-macosa e suz
luz; emn meio do material fecaldide, nume-
rosas larvas de esirongiléide (Fig. 4 e 5}.

.

Fig. 4 — Corte histologico de apéndice, focalizando o conteddo da ifuz, com
grande namero de larvas.

Fig., § — aAumenio malor da fig. 4, com maior detathe,
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COMENTARIO

Strongyloide stercorelis é considerado co-
mo agente ndo produtor de fleera no intes-
line grosso®*. O “habilat” normal de para-
sita fémea, que & partenogenético, é o duo-
deno (Fig. 6) e as porgBes superiores do je-
juno, onde poe seus ovos, gue dic nasci.
mento is larvas rabditéides. Em casos raros,
o parasita é enconirado na espessura do in-
testino grosso; as larvas tém capacidade de
penetraciio através da parede e atingem va-
tios pontos do organisme através do sistema
venose. Normalmente, deixam as criptas in-
testinais, descent para o intestino grosso e
sio eliminadas com as fezes. Ne solo, trans-
formam-se em larvas filaridides infectantes.
Estas pepetram no homem alravés da pele
e mucosa da mesma forma que o ancilds-
tomo, com idéntica sintomatologia culfneca.

¢hes, Néste caso, explicarse-iam os cases
de longa duragiio, semelhantes ao que apre-
senlamos, proprios de individuos com baixa
resisténcia,

A larva rabditdide pode peneirar na pele
da regido anal durante as evacuvagdes e, ai,
metamorfosear-se também em larva filaridide.
A biépsia do intestino delgado, segundo a
técnica de ARANTES ef alif', & melo seguro
para o seu diagndstico, além dos outros mé-
todos (coprolégico, escarro e lavade géstri-
co & duodenal}.

CONCLUSOES

1. A estrongileidose pode ocasionar sin-
tomatologia semelhante 3 da disenteria ame-
biana.

Fig. 8 — Corte de duecdeno. Cripias com larvas seccionadas de estrongi-
loide, Processo Inflamatdrio erénico associado, rico em eosindfilos.

Na estrongiloidose, podemos ter a auto-in-
festagio de duas maneiras: 1.°) Quando
sflo improprias as condigbes para a vida da
Iarva rabditéide no intestino, ela sofre uma
metamorfose e se transforma em larva fila.
ridide que, penetrando na mucosa do intes-
tino, alcanga a veis cava e dai, o coracio
e pulmdes. 2°) Quando a propria larva
rabditéide penetra na mucosa intestinal e
vai ao pulmfo, produzinde novas reinlesta.

2. A colite ulcerativa crénica pode ter
como agente etiologico, além da Entemoeba
histolytica e do Balantidium coli, o Stron-
gyloides stercoralis,

3. A presenga, no exame coproligico,
das larvas rabditéides de S. stercoralis e a
auséneia de Entamoeba histolytice on Balan-
tidiwm coli poderia firmar o diagndstico etio-
logico de colite, por &sse agente.
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4. Os casos de decurso crdnico, com sin-
tomas durante muites anes, provavelmente
ocorrem em virtude de sucessivas reinfesta-
ches.

5. A parasilose é grave e, quando se ma-
nifesta por repelidas reinfestacbes nfo ira-
tadag, conduz o individue & eaquexia ¢
morte, '

RESUMO

E apresentade um caso fatal de eolile ub
cerativa crinica, provocada por Strongyleide
stercoralis, com sinlomas e lesbes sersethan
tes aos da disenteria amebiana.

Chama-se a atengdo para a possibilidade
de o S. stercoralis ocasionar sintomaiologia
semelthante & da disenteria - amebiana, sob
forma de colite ulcerativa, diagnosticivel pelo
encontre do parasita, podende ocasionar a
queda de resisténcla e a morte nos casos de
grande infeitacfo.
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