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VERIFICACAQ DA INTERFERENCIA DE CARBONATO DE CALCIO NA
DOSAGEM DE I0DO EM SAL REFINADO *

Neusa Vitdria Valério SILVEIRA **

Clementina AMATO *~
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SILVEIRA, NNV.V. & AMATO, . — Verificagio da interferéncia de carbonate de
céleio na dosagem de jodo em sal refinade. Rer. Fasf. Adaelfo Fagtz, 41{2):
15-78, 1981,

RESUMO: Foi deferminado o teor de iode em 52 amostras de sal refinado
exposio & venda no coméreio ds cidade de SZec Paulo, coletadas peia fisealizacho
da Divisio de AlimentagBo Piblica da Secretaria de Estado ds Sside, 8o Paulo.
Observou-se que a maloria das amosiras nfo apreseniava o teor de lode exigido
pela legislagiio brasileira pertinente, gue é de 10mg por 1000g de sal refinado.
Foi verificado que o antinmectante £aC0, nido interfere significativamente na dosa-

gem do iodo.

DESCRITORES:

carbonato de ecileio, interferéneia na dosagem de jodo em sal

refinado; sal vefinado, deferminacio de iodo; sal refinado, legislacdo brasileira.

INTRODUGCAOD

Estudos efetuades por Frangois Cordet,
em 1820, comprovaram a agio curativa do
iodo no tratamento do béeio. Posteriormente,
KIMBALL™, em 1916, ¢ MARINE®, em 1817,
confirmaram a importéncia do iodo na cura
da mesma moléstia.

Com base nesses estudos, em virios paises,
por inietativa das auteridades sanitérias, fol
administrade jodo &s populagles carentes,
através de comprimidos, solugdes, 4gua poté-
vel, éleo, sal, ete., tendo sido escolhido este
iltimo elemento por ser o veicule ideal para
a distribuiefio homogénea entre a populacfo®

A preoccupacde das autoridades brasileiras
tem sido a de criar mecanismos legals gque
obriguem os produtores de sal destinado ao
consumo humano a adicionarem iodo ao mes-
mo, e meios de controle para fiscalizar o
cumprimento destes dispositivos.

O Conselho Deliberative do Instituto Bra-
sileiro do Sal, usando da atribuicdo que lhe
eonfere & alinea “1” do artige 2.9, capitulo 1,
Lei 3.137 de 13 de maio de 1957°%, editou a
reso}ugﬁo 25/57, em 30 de dezembro do mesmo
ano®

Em 4 de dezembro de 1974 entrou em vigor
a Lei n? 6.150, dispondo sobre a iodagdo do

sal, revogando as disposigbes emy contrario®,
Esta lei estd em vigor até hoje e proibe, em
todo o territério nacional, expor ou entregar
a0 consumo sal refinado e moido gue ndo
contenha jodo na preporgho de 10mg de
icdo metaldide por quilograma do produte.

De acordo com a Resoluglo 4/7% da Co-
missdc Executiva do 8al®, o sal moido, guan-
do destinade ao consumo humano, deverd
obedecer as especificagdes constantes da Lei
n? 6150, de 3 de dezembroe de 1974, e do
Decreto 75.697 de 8 de malo de 1975%°

Face a tods essa legisiaclo, foram desen-
valvides métodos analiticos para o controle
do iodo adicionado ao sal® ¥

Conforme a tabela 1 do Decreto Federal
n® 55.871 de 26 de marge de 1965, e o
anexo I do Decreto Federal n® 75687 de 6
de maio de 1975, é permitida » adigic de
antiumectante ao sal, sendo o carbonate de
céleio 0 mais usade pelos produtores, poden-
do ser adicionado até o limite de 2,5 g/1066 g

de sal refimado® ™7,

A prineipal finalidade deste trabalho foi
pesquisar a influéneia do antiumectante ear-
bonato de célelo como interferente nas deter-
minacdes analiticas do iodo no sal. Ao mesmo
tempo foi feito um levantamento para verifi-

* Realizade na Segio de Oleos, Gorduraz e Condimentos do Institute Adolfe Lutz, Sio Paule, 3P

% Do Institeto Adolfo Lutz,
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car se estd sendo cumprida a exigéncia legis-

lativa referente & adigdo de lodo em sal
refinado.
MATERIAL E METODC
Material
Foram realizadas determinactes de iodo

e D2 amostras de diferentes marcas de sal
refinade para consumo humano, expostas &
venda no coméreic da cidade de Sido Paule,
isentas de CaCQ,, antes e apds a adigio de
24 do referido antivmectante. Foram tam-
hém efetuadas dosagens de iodo em amostras
da cloreto de sodio, p.a.. &s gquais foram adi-
cionadas 2 gramas por cento de carbonato de
céleio e 10 mg por 1000 g de iodo em iodato
de potassio.

Eeagentes
Acido sgulftrico T N
Jodeto de potédssio
Solucho de amido a 1%
Solucho de tiossulfato de sodio 0,005 N

Método

Pasar 10g da amostra bem homogeneizada
e transferir para um Erlenmeyer de G500 ml,
com auxilio de 200mi de Agua bidestilada.

Agitar até dissolucdo. Adicionar 5ml de
acido sulfirieo 1N, Adicionar 0,1 g de iodeto
de potdssio, 2m! de soluche de amide, como
indicador, e titular o iodo liberado com tios-
sulfato de sddio 0,005 N, usande microbureta.

RESULTADOS E CONCLUSOES

Os resultados obtides estdo representados
na tabela, que relaciona o teor de iodo em
sal refinado, sem e com adicie de carbonato
de caleto,

O teste de significineia aplicado aos resul-
tados de dosagem de lodo ao sal, sem adicho
e com adicdo do antiwmectante carbonato de
cdleio, apreesntou o valor de °encontrado
= 0,679 p/GL = 102, O wvalor do ‘eritico a
nivel de significAneia o = 0,00 e graus de
liberdade 162 foi igual a 1,98 p/GL = 102,
Pela comparagio do valer ‘encontrade com
o valor 'eritico, pedemos afirmar que nfc
ha diferencga significativa entre os deis valo-
res do teor de icdo obtido sem e com adicio
de 0aC0.. Podemos também agrupar os vale-
res em claszes, a fim de estudar suas freqiidn-
cias e, com estes dados, consiruir os grificos
das figuras 1 e 2 da pagina seguinte, visuali-
zando assim a disfribuicdo estatistica dos
resultados obiidos,

TABELA
Detorminacio de iode em amosfras de sal reftnade
Teor de iodo Teor de iodo
Amostras Sal sem CaCQ, | Sal com CaCQy Amostras 8al sem CalQ, | Bal com CaloO,
mg/1000 g mg /1080 g me/ 1000 g mg/iGH0 g
1 4.9 16,7 27 0.8 9,7
2 10,1 9,1 2% 20,3 19,4
3 14,3 12,4 29 10,3 9,7
4 i1z 10,8 30 9,1 8.6
5 11,2 14,8 a1 8,9 8.8
[ R 78 32 8,8 58
7 7,9 6,1 33 18,5 12,9
8 14,8 14,6 34 13,8 12,8
9 3,5 4,2 35 134 13,2
10 10,1 9.8 36 14,3 14,0
11 14,3 14,0 37 15,4 15,2
12 10,1 9,7 38 153 15,1
13 118 113 3% 7.8 6.8
id 14,2 14,1 C 4D 6,0 59
15 10,1 8,7 41 11,3 il2
16 21,3 20,8 42 14,4 14,1
17 7,7 73 43 12,9 13,5
18 5,6 48 44 11,9 12,1
19 9.8 9.2 45 16,0 9,7
20 13,6 13,5 48 13,8 135
21 13,2 12,8 47 12,7 119
22 9.8 - 9.4 48 9.9 4,3
23 112 10,4 49 5,5 4,8
24 12,7 124 50 10,0 8,2
25 14,5 138 51 88 2,3
26 3,2 9,3 32 89 84
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Sem CaCOg

204

4 7 G i3 & 12
mg 1
1000 mg  Nell

FIGURA 1 — Distribui¢de por classes dos resul-
tadoes obtides a partir de amostras sem CaCO,.

Na andlise dos resultados, admitindo-se wm
erro de 5% nos valores encontrades, verifi-
camos que aproximadamente 709 das amos-
tras analisadss (37 unidades) contém um
teor de iodo fora do limite estabelecido pela
jegislacio vigente, que & de 10mg de iodo
por 1090 g de sal. Destas 37 amostras, em
desacorde com a lei, 23 apresentaram pe-
guence teor acima do limite permitido, fato
gue ndo prejudica o organisme.

Tendo em visia a importinecia dada pelo
Ministério de Satde Pﬁb%ica & prevengdo do
bécio; apoiadas em dados publicados no
anexo I da Portaria n0 27, de 3 de fevereiro
de 1982, gque diz: “... aproximadamenie 15
milkdes de brasileiros em decorrénecia de in-
gestio deficlente de iodo sBc em graus varia-
vels vitimas desta enfermidade”” e. ainda,

Com CGCO3

201

®

amostros
o S
i ) 1

@
]

D
%

Freqiéncia de

Iy
1

[ay]
1

0 13 16 9
mg 1

000 mg  Natl
FIGURA 2 — Distribuigdo por classes dos resul-
tados obtides # partir de amostras com CaCO,

considerande & legislagéo de owtros paises,
como Estados Unidos ™, gue determina adigio
de iedeto de potdssio ao sal refinado, em
proporgio de 100 mg/kg, Finldndia ", que
considera necessirios 250 mg/kg, México
20 mg/kg, Guatemala® 87 mg/ kg, quantidades
estas maiores que a guantidade permitida pela
legislaciio brasileira, sugerimos que seja
feita uma revisido na Lei Federal n.® 6.150/74,
estabelecendo um aumenic no lodato de po-
tigaio 8 ser adicionado ao sal eorrespondenie
a um intervalo de 10 a 20mg de icde por
1060 g de =al,

Agradecimento
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ABSTRACT: The iodine content of 52 samples of refined cooking salt ohiained
in groceries of Sao Paulo City was lower tharn 18mg/lkg of salt required by

Brazilian law.
determination.

DESCRIPTORS:
refined cocking salt;
sglt, brazilian lepislation.

calcium carbonate,
refined cooking salt, iodine determination;

The anti-humectant (a0,

interferenge in

does not

interfere with the iodine

iodine defermination in
refined ecoking
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- Contagem de filamentos

micelianos pelo método de Howard em sucos de tomate, maracujé, caju e uva,
Rew, Inst. Adelfo Lactz, 41(2):79-82, 1981,

RESUMO: Foram analisadas 210 amostras de sucos de frutas, sendoe 51 de
sueo de tomate, 66 de suce de maracujs, 43 de suce de caju e 50 de suco de uva,

utilfizando-se o método de Howard para contagem de filamentos micelianos.
dos sucos de tomate e de sueo de maracuid spresenfaram

cluiv-se gue 307

Con-

contagem superior a 209 de campos positives com filamentes de fungos, e foram
produzidos com matéria-prima detericrada. Por outro lado, verificou-se que as frutas
utiligadas na produchs de smeos de caju e uva estavam em condigdes higiénicas
satisfatérias, Recomends-se a exigdnela, na legislacio brasileira pertinente, de
limite de tolerancia de até 209 de campos positives com filamentos micelianos em
sucos de frutos.

DESCRITORES: suco de frulo, caju (Anacardium ocecidentale), maracujs {Pas-
sifloral, uva (Vitis), tomate (Lycopergicen); fungoes em suco de frute; contagem

de micélios pelo método de Howard.

INTRODUGCAO

0O desenvolvimento de microrganismos em
sueos de frutas, produdes com pH abaixo
de 4,0, 4 muito reduzide, pois a mailoria dos
microrganismos nfo se desenvolve em meio
muite deido® Além disso, o processamento
teenolégico de preserva¢fo a que sio subme-
tidos esses alimentos emprega a pasteuriza-
¢do, processo que destréi as bactérias lacticas
e acéticas, leveduras e bolores gque seriam os
contaminantes potenciais desse tipo de ali-
mento. Também, a embalagem sob vacuo im-
pede o desenvolvimento de bolores que, em
sus grande maioria, sdo aerdbios obrigatérios.

Em trabalho anterior, verificamos a pre-
senica de fungos em amostras de purés de
tomate e empregamos a contagem de filamen-
tos wmicelianes come meloe de verificacio da
qualidade desses alimentoa™, Do mesmo modo,
chservamos gque alguns sucos de frutas apre-

#% Do Instituio Adolfo Lutz,

sentam-se¢ nayg mesmas condigbes que os pu-
rés de tomate, isto &, embora ndo se verifi-
gue crescimento de microrganismos, podemos
constatar e determinar quantitativamente fun-
gos ndo vidveis, caraclerizando o emprego
de matérig-prima ndo selecionada, e deterio-
rada.

A finalidade deste trabalke foi a de veri-
ficar a gualidade dos sucos de tomafe, ma-
racujd, caju ¢ uva disponiveis no comércio
da capital de S&o Paule, através da contagem
de filamentos de fungos, empregande o mé-
todo de Howard.

MATERIAIS E METODOS

Foram estudadas 210 amostras de sucos de
frutas, assim distribuidas:

sucos de tomate 51

sucos de maracujs 66

sucos de eaju 48

sucos de uva 50

*  Realizade na Seco de Microscopia Alimentar do Institute Adeifo Lutz, Sao Paulo, SP.
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— Contagem de filamentos miceliancs heio método

de Howard em sucos de tomate, maracujd, caju e uva. Rev. Inet. Adolfo Futz, 41(2):79-82, 1981,

As amostras foram colhidas aleatoria-
mente pela Divisfco de Alimentagiio Pdblica
da Secretaria da Satde do Estado de Sio
Paulo, nos diversos supermercados e mercea-
rias da Capital, constituindo, portanto o pro-
duto gue £ oferecido normalmente & popu-
lagéo.

Foi aplicade o Métode de Howard para a
contagem de filamentos miceliznos, segunde
a técnica preconizada por “Methods of Ana-
lysig of the Assoeciation of Official Agricul-
tural Chemists”* ™%

Na determinacio de sblidos soldvels totais
nog suros, verificou-se haver, em média, ums
concentracie de 13,4g por cento no sueo de
tomate, 21,9g por cento nos de maracujs,
188 ¢ por cento nos de caju e 256g por
cente nos de uva.

Aos sucos, depois de homogeneizados, foi
adicionada uma solugdc de carboximetileelu~
lose sédica a 0,5%, na proporgie de 1:2,5
para os sucos de maracujéd e caju e de 1:3
para og de uva, a fim de se obter a concen-
iracfo de 8,3% de s0lidos; os sucos de tomate
nie foram dilnidos.

As preparagies foram coradas com solugio
de azul de algoddo a 0,19, em lactofenol,
segundo Rivag, e colocadas na clmara de
Howard, procedendo-se depois & contagem de
filamentos micelianos® °.

RESULTADOS

Gg resultados obtidos estho demonstrados
nas tabelas 1 e 2.

TABELA I

Porcentagem de coanpos positives com [filomen

tog de fungos em guces de fomate e marecufd

. Sucos de tomate Sucos de maracuja
: Campos positives
com filamentos o 7
de fungos (%) N.2 de amostras 7o enmire as N de amosiras e enire as
amostras amostras
0 a if : 25 44,02 2% 43,94
il a2 20 14 2745 16 24,25
21 a8 30 B 2,80 & 2,08
31 a 40 5 43,80 4 6,06
41 a B0 2 3,92 8 12,12
b1 a 60 ] 0,00 H 151
81 a T4 Q 0,00 0 0,043
71 a 80 0 2,00 2 3,08
Total 5 #6 -
TABELA 2

Porcentagem de campos positives com filamentos de fungos em sucos de caju e uva

. Sucos da_caju Bucos de uva
Campos positives o _
com filamentos
de fungos (9%} N° de amostras ¢t entre as NS de mmosiras % entre as
amostras amostras

G 21 48,84 42 24,00

2 7 16,28 2 4,00

4 i 14,28 2 4,060

8 5 11,63 3 6,00

8 2 4,65 0 0,00

10 1 232 1 2,00

Total 43 — 50 o
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de Howard sin sueos de tomate, maracnja, eajun e uva. FRev. Inst. Adoelfe Luts, 41023 :79-52, 1981,

A legislacho de alguns paflses, como Esta-
dos Unidos, Inglaterra e Argentina, tolera
a contagem de 209 de campos positivos com
filamentos de fungos para os sucos de to-
mate “*; para os sucos de maracujh, uva e
cajun nio hA nessas legislacdes referéncias
guanto acs limites de tolerdncia,

Fazendo uma comparagio enire os sucos e
comparande 08 resuitados obiides com o pa-
drio de 209, vamos considerar:

aceitavel — a unidade cuja percentagem
de campos positives com
filamentos micelianos &, no
maximo, de 20%.

inaceitdvel — a unidade cuja percentagem
de campos positives com fi-
estd

lamentos  micelianos

acima de 200,

Classificando, da acordo com o eritério
acima, as unidades dos quatro sucos em acei-
tiveis e inaceitiveis, encontramos os resul-

tados apresentados na tabela 3.

TABELA 3

Classificagdo das amostras de sucos de fomate, maracuid, caju ¢ wve analisedus, comparando com padries
wmternacionais fizados de 209 do campos pesitives com [filumentos de fungos

Sucos
Amostras
Tomate Maracuiéd Caju Uva
Aceitdveis 39 {76,47%) 45 £68,18%) 43 {10090) 58 (1009}
Inaceitaveis 12 (23,839 21 {31,829%) o { 0%%) 0 { 6%)
Total 51 €6 43 50

DISCUSSAD E CONCLUSGES

Em vista dos resultados obsidos, verifica-se
que aproximadamente 309 dos sucos de fo-
mate e de maracuji estio sendo produzides
com matéria-prima deteriorada, enquanto que
as condicdes higiénicas das frutas utilizadas
na producgio dos sucos de caju e uva sdo
satisfatérias. Por este motivo, concluimos que
deve ser ineluida no Cédigo Brasileiro de Ali-
mentos g exigéncia de contagem de filamentos
micelianos em sucos de fomate e maracujé,
visto apresentarem, respectivamente, de 25 a
309 de amostras inaceitdvels frente aos pa-
dries internacionais.

Quanto aos sucos de eaju e uva, embora
tenham se¢ apresentado em condicbes higlé-
nicas satisfatérias, propomos gque também
devam ser conirolados, a fim de que possamos
nog certificar se essas condigdes aceitdveis
foram devidas ao acaso,
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- Myecelia filaments count by

Howard's method in julees of tomato, passion-fruif, cashew and grape. Rev.

Tnst. Adelfe Lute, 41{2):79-82, 1081,

ABSTRACT:

of Brazilian fruit juices distributed as follows:

Howard mycelis count method were made in 210 comercial samples

531 samples of fomato juice, 66

samples of passion-fruit juice, 48 samples of cashew-fruit juice and 50 samples

of grape juice.

were processed with mold-contaminated raw material,
and grape juices 4id not countain myeelia.

The counts diselosed that 309 of tomato and passion-fruit juices

The samples of eashew-fruit
It is suggested that the Braziliam

legislation could tolerate up fo 209: of mold positive juices of tomato and passion-

~fruit.

DESCRIPTORS: fruit julee,

cashew {dAnacordium

secidentalej, passion-fruit

(Passiflora), grape (Vitis), tomate {(Lycopswsicon); mold (fungus) in frait juice;

Howard mycelia count method,
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SABINO, M. & CORREA, M.JS. — Affatoxina B, em feijdo.

Lattz, 41(2):88-87, 1981,

REBUMO:

Rev. Inst. Adslfe

Fol pesquisada aflatoxing B, por eromatografia em camada delgpada,

em 100 amostras de feijio de vérias espéeles provenientes de diferentes regifes do
Estado de S#e Paunle. Em 109 destaz amosiras foi defectuda aflatoxina B, em
coneentragdes que variarsm de 30 a BO0 mg/kg (pph), valores estes superiores aos
tolerados pela legisiacio brasileira vigente.

DESCRITORES:
determinacho de aflatoxina B,.

aflatoxing B,, determinaglo em

feijdo; feijdo (phascolusi,

INTRODUCAQ

As aflatoxinas sAc mefabdlitos carcinogé-
nicos altamente 16xicos, produzidos vpelas
espécies de fungos Aspergillus flavus e As.
pergillus  pargsiticus.

A contaminacio de alimentos por aflafo-
xinas pode variar com as regides geogrificas,
métodos de produgic e estocagem, e também
com o tipo de alimento, pois alguns produtos
alimenticios sfo substratos mais susceptivels
para o crescimento de fungos do gue outros.

(s mais altos indices de contaminacio por
micotoxinas (aflatoxinas) séo encontrados em
alimentos provenientes de regifes tropicais e
semifropicais, onde o eclima quente e dmido
favorece o desenvolvimento de fungos toxigé-
TICOs.

Considerando gue o feijfc & alimento bésico
na populago braszileira, e que praticamente
todos os alimentos, principsimente os gréocs
oleaginosos, cereais, frutas sfo passiveis de
conter micotoxinas, achameos justificdvel um
estudo desta contaminacgdo neste tipe de legu-
minesa, em nossoc meioc.

MATERIAL E METODO

Cem amostras de feijdo de diferentes re-
gides foram analisadas para determinar a afla-

toxina B. Algumas delas foram adgquiridas
nos mercados da cidade de S8c Paulo, e
outrag foram remetidas ac Institute Adolfo
Ttz para anslise,

0 métode empregado foi o deserite por
PREGNOLATTO & SABINQ°. A técniea
consiste em:

Pesar K0 g de graos de feijic triturados
e Hauidificador e extrair s afialoxina com
100 m! de cloroférmio, em agitador mecénico,
durante 2 horas.

Filtrar em papel Whatmann n® 1 e con-
centrar o solvente cloroférmice para a iden-
tificachic e avallagao da aflatoxinag B, por
cromatografia em camads delgada. Desen
volver o eromatograms com benzeno-acetato
de efila-etanol, na proporgio de 30:18:L
FExaminar, sob luz ultravicleta, e comparar a
mancha fluorescente, correspondente 4 afla
toxina By, com a do padro.

RESULTADOS E RISCUBSAQ

A tabela 1 resume os resultados obtidos na
determinagéo da aflatoxina B. e indica a pro-
cedéneia das amostras de feijio analisadas.
Estes resultados foram expressos em ug/kg
{ppb) e a sigla nd. (ndoc detectada) signi-
fica o ndo aparecimento de fluorescéncia no

*  Realizado na Segdo de Quimica Bioldgica do Institute Adeolfe Lutz, S&e Paule, 3P ;’f}presenmda
no 14, Congresse Latincamericano de Quimics, San José, Costa Rica, 1881,

** Do Institute Adoelfo Luts,
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1981,
TABELA 1
Ligtgrminaeo de aflotosing B, em feljda por cromoatografin em caomody delgade
Amostras ) Aflatoxina B,
analisadas Procedéncia Variedade
iy ugikg (ppb)
1 Paraguagu Paulista Aroans n,d,
4 Ribeirdo Preto Carioca n.d.
18 Paraguacu Paulista " nd.
& TLuedlia " nd.
4 Aguai ’ n.d.
4 Bauru " n.d.
5 Campinas " n.d,
6 Tatui ? n.d,
2 Soroeaba n.d.
2 Pirassunungs ” n.d.
2 Presidente Prudente n.d.
3 Sio José do Rio Preto N n.d
2 Ibitinga » n.d,
2 Marilia 3¢
2 Aracatuba " n.4.
1 Paraguagu Paulista Piratan n.g.
3 880 Paulo” Preto r.d.
3 Pregidente Prudente Regente 30
1 Santo Anastdcio " 30
1 Lucélia n.d.
H Riheirdo Preto Rosinha n.d.
1 Agual " n.d.
2 R340 José do Rie Preto ..
1 Aguai n.d.
3 Taubsaté n.d.
4 Avaré n.d.
1 Presidente Prudente n.d.
i Sorocaba ni.d.
G S&o Paule " n.d.
3 Sio Paulo ® n.d.
2 Sdo Paulo” 35
1 Sao Paule " 40
2 Sio Paulo ™ bl
i Sao Paulo ® 200
1 Rio Paule ™ 300
1 Sdo Paule * 560
Regido do Estade de Sao Paulo ndo identificada.
Observacies:
O sinol de poentuagde (...) indice: vaviedade de feijdo ndo identificade.
A sigle nd. indica: afiatoxine ndo detectada.
TABELA 2
fdentificaggo de pricrorganismes em amosives de feijdo deferiorado
Variedade de feijdo Mierorganismo Procedéncia
Aroana Leveduras Paragua¢u Paualista
Carioca Aspergillns sp. Marilia
Regente Asgpergillus sp. Santo Anastdcio
Rosinha Mycellin sterilia Agual
Piratan Mycellia sterilia Paraguacu Panlists

84



SABING, M. & CORREA, MJBS. ~ Aflatoxina B, em feije. Rev. Inst. Adelfo Lufz, 41(2}:83.87,
1981,

L Vg g z:\ .
20 BIUBDSBITNI DUDLTH: Eay

FIGURA 1 — Desintograma de aflatoxina B, padrio o amostras.
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Adolfe Latz, 41{2):83-87,

cromatogramsa. Como se pode deduzir desta
tabela, foi minima a porceniagem de conta-
minacio das amostras de feijio por aflato-
xina Bu

Nas amostras analisadas, foi detectada
afiatoxinag B. em apenas 109, em concentra-
gbes que variaram de 30 a 500 upg/kg (ppb).
Salientamos que o indice miximo de tolerdn-
cia, permitido pela legislagio brasileira para
a aflatoxina, & de 30 ppb (umg/kg).

Um falc eurioso, observado na cromato-
grafia, foi a presenca de uma mancha fluo-
rescente semelhante & da aflatoxina B., que
poderia ser erroneamente considerada como
sendo desta foxina; porém, comprovamos nioc
corresponder ela ao metabdlito toxice pro-

e
§E

eurado. Esta comprovagio fol realizada em
trés amostras de feijfc (amostra A, varie-
dade Aroana; amostra B, variedade carioca ¢
amostra C, variedade regente), pelo método
da A.0.A.C. {CB)*, onde os extratos clorofor-
micos das amostras aplicadas em cromato-
grafia em camada delgada apresentaram uma
mancha fluorescente azul, com Rf diferenie
do da aflatoxina B, A avaliagio e identifi-
cagio Tfinal foi {feita por densitometria *
(fig. 1).

O espectro de absorgido, na regific ultravio-
leta *%, deste mesmo componente fluorescente,
eluide em metanol, comprovou definitivamente
nioc pertencer ao da aflatoxina B, (fig. 2}.
Nossos estudos confinuam com o objetivo de
identificar este composto fluorescente.

FIGURA 2 — Espectros de absor¢iio, na regido ultravioleta, do padric de aflatoxina B, e com-

ponenie fluorescente.

* Densttomctro Zeiss, acoplade ac espeetrofotdmetro PMQIL, excitacio UV 3686nm {monocremador}.
**  Especirofotdmetro UV-Varian, meod. 635, com registrader.
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Aflatoxina B,

em Teijio, Ren. Fasgt. Adelfs Lautz, 41{2):83-87,

Finalmente, fez-ge uma anilise microbiols-
gica das amostras que, vistas a olho nu, se
apresentaram mofadas, onde foram identifi-
cados mierorganismos, conforme tabela 2.

Pode-se notar que, das cinco amostras ana-
lisadas, somente na amostra de feijio carioca
se identificou Aspergillus sp., que é um dos
fungos produtores de aflatoxina., Coinciden-
temente foi detectada, nesta amostra, afla-
toxina na concentragic de 30 pg/kg, con-
forme estd demonstrade na tabela 1,

CONCLUSAD

Fol detectnds aflatoxina B, em 10% das
100 amostras analisadas, em concentragdes

gue variaram de 30 a 500 pgl/kg {ppb), valo-
res estes superiores aos tolerados pela legis-
lagio brasileira vigente {80 ug/kg de afla-
toxina B, e (G somadas)™
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ABSTRACT: The presence of aflatoxin B,

was investigated by thin-layer

chromatography in 100 samples of beans of several varieties sold in various cities
from the state of S3e Paulo, Aflatexin B, was detected in 109 of the samples,

the content varying hetween 30 and 500 pg/kg {ppb).

These values are higher

than those permiited by the pertinent Brazilian laws.

DESCRIPTORE: aflatoxin B,
aflatoxin B, determination.

determination

in bean; bean (phaseolus),
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RESUMO: Analisaram-se os soros de 121 exemplares de Ratius norvegicus

capturados no municipio de SHo Paulo, através de reagio de hemaglufinagio passiva,
pars pesquisar a presengs de anticorpes anti-Toxocara, com a finalidade de avaliar
o potencial destes roedores como hospedeiros paraténicos de Tozocera ecanis. Consi-
derando como positivos os soros cujo titulo fol igusl ou superior a 1:20, em 28
ratos (28,129 ) revelaram-se anticorpos anti-Texocaras, indicando que & fregliente
s infecgfio desies animais por T. caris em nosso meio e a possibilidade de atuarem

estes murideos eomo hospedeires paraténicos para o nemaidide,

DESCRITORES: Rattus mnervegicus, hospedeiro paraténico; Tozgesrn eonis;
roedores.
INTRODUCAO dade de pequenos mamiferos atuarem como

Nas tGltimas décadas, diversos aspectos da
biologia de T'oxocara canis, ascarideo parasita
habitual de cdes, t8m sido estudados, especial-
mente o3 relativos a seu comportamento
zoondtico e a possibilidade de ocorréncia de
infecgfes em seres humanos ! %10,

Em nosso pais, alguns trabalhos mostraram
gue T. eanis é parasita fregilente em cles,
sobretudo naqueles menores de um ano de
idade® 47 11, Além disso, em diversas oca-
sibes, detectaram-se ovos semelhantes aos de
T. eaniz contaminande ¢ solo de logradouros
piblicos ¢ 8, tornando-se patente o risce de
ocorréncia de infeccdes em seres humanos,
principalmente criangas.

Entre os diversos mecanismos deseritos
como responsiveis pela transmissdo de 7.
cenis entre canidecs, aventou-se a possibili-

hospedeiros paraténicos?, albergando larvas
de terceiro estddio do parasita em seus tecidos
e transmitindo-as zos canideos através de pro-
cesso de predagiio. No presente trabalho inves-
tiga-se a importdncia de Ratfus norvegicus,
murideo muito comum em nossc meio, eomo
hospedeiro paraténico de 7. eanis.

MATERIAL E METODOS

Entre 191 exemplares de Roitus norvegicus
capturados vivos em diversos pontos do muni-
cipio de Sdo Paulo, no periodo compreendido
entre maio de 1877 e agosto de 1979, obiive-
ram-se, por pungdo cardisca, amostras de san-
gue de 121 animais, nas guais se pesquisou a
presenga de anticorpos anti-Tomocara através
de reacfc de hemaglutinagéo passiva, reali-
zada com hemdcias humanas do tipo O, Rh

*  Realizado no Servige de Parasitclogia do Instituto Adolfe Lautz, S&o0 Panle, SP.

#% g Instituto Adolfo Lutz.

89



CHIEFFI, P.P.; DEL GUERCI(O, V.M.F.; UEDA, M. & MELLO, LB. - Importdncia de Rottus

worvegious captarados no municipic de S#o Paulo,

SP, Brasil, eome hospedeiros paraténicos de

Toxocara ranis {Ascaroides, Nematode). Rev. Inst. Adolfe Luiz, #1(2):80-91, 1881,

negativo, formolizadas, taninizadas e sensi.
bilizadas com antigeno extraido de larvas de
T. eanis, obtidas de acordo com técnica des-
crita por FAIRBAIRNG®

Para obtengiic de antigeno, larvas de se-
gundo estadio de T, eanis foram lavadas em
soluglo fisioldégica e rompidas com o emprego
de ultra-som (15 cielos/seg/30 min). Centri-
fugou-se & suspensdo resultante a 4.000 rota-
¢hes/min, a 4°C, utilizando-se o sobrenadante
como antigeno. Determinou-se o contetndo
protéico do antigeno através do método de
biureto.

Um soro sabidamente positive e outro ne-
gativo para anticorpos anti-Tozxecara foram
usados como controles das reagbes de hema-
glutinagfo, Consideraram-se positivos os sores
eujo titulo foi igual ou superior a 1:20.

RESULTADOS

Dos 121 soros analisados, 28 (23,12%)}
revelaram a presenga de titulos positivos e,
entre estes tltimos, 11 (9,99} apresentaram
titulos bem elevados, iguais ou superiores a
1:160, conforme se pode perceber na tabela
abaixe.

TABELA

Digtribuwiclo de titulos de anticorpos anti-Toxocars em sores de 120 exemplures de Rattus norvegicus
capturados ne municipie de Sio Paulo, entre mato de 1877 e agosto de 197§

Titule Nimero de exemplares
< 1:20 93

1:28 5

1:48 i

1180 6

i:160 4

11820 2

1:640 b3

DISCUSSAO E CONCLUSGES

A avaliagho do parasitismo por T. canis,
por intermédic de métodoz sorolégicos, cos-
tums. gerar controvérsias pela possibilidade
de ocorréncia de reagbes cruzadas com outros
nematédeos, principalmente asearideos.

No caso de Rattus norvegicus ndo hd para-
sitismo intestinal por Asearis ou outros asca-
rideos, nem se conhece relagdo de paratenose
enire A. lumbricoides e este roedor, tornando-
se pouco provavel a ocorréncia de reagdes
cruzadas. Por outro lado, o antigeno utilizado
no presente trabalho, obtido de larvas vivas
de segundo estddio de T. canis, apresenta
especificidade maior do que antigenos extrai-
dos de outras fases evolutivas do nematéide 2.

Desta forma, podem-se aceitar, com razodvei
seguranca, como positivos os titulos iguais ou
superiores a 1:20 na reagho de hemagiutinac¢io
passiva utilizada. Além disso, a ocorréncia de
nimero considerdvel de roedores com titulos
sorolégicos bem elevados (9,89%) também ¢é
uma indicacio da inexisténcia de reacdes
inespecificas no presente caso.

Os resultados sugerem que € fregiiente o
encontro de exemplares de . norvegicus apre-
sentando anticorpos anti-Toxecare em nosso
meio. Tal fato permite super que este roedor
atua como hospedeiro paraténico para 7.
canis, albergando em seus tecidos larvas vivas
do nematéide e transferindo-as a eanideog ao
sofrer predagéo.
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ABSTRACT:

Antibedies against Towecara canis were investigated through

passivg_hemagglutin&tion test in the serum of 121 specimens of Retfus noervegicus
capiured in S&c Paulo county, state of Sdo Paulo, Brazil. Titers of 1:20 or higher

were found in 23.29; of the specimens.

paratenic host to T. canis is suggested,

DESCRIPTORS:

The possibility of {his species being a

Raltus norvegicus, parathenic hest; Toxocars canis; rodents.
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RESUMO: Vinte e dois pacientes com leptespirose, internades no Hospital

Ceouto Maia, Salvador, Bahia, foram investigados no sentide de se deteciar pessivel
envolvimenic imunolbgico na patogénese dz doenga. A alergia cutéipes na doengs
foi avaliada mediante injegfio de 0,1 ml de suspensio de leptospiras inativadas,
denominada Leptespirin, obiendo-se 916, de positividade. Em cinco pacientes proce-
deu-se & biopsia da lesfio dérmica, sende o estudo histopatolégico ¢ a imunofluores-
céncia compativeis com processo de hipersensibilidade retardads {(tipo IV}, O estudo
das imunoglobalinas ¢ complemenic sérice mostraram elevagio de IgG e IgM, e
redugio de Clg e C. A imunoceletroforese demonstrou reduciio da pré-albumina,
amplisgdo de IgM {(predominante) e Ig@, além de aumento marcanie da &lfa-2-
-macroglobulina, Os achades sugerem que possiveis mecanismos imunolégicos possam

estar contribuindo na patogénese da deencga.

DESCRITORES:

leptospirese humana, estude imunoldgice de pacientes,

INTRODUGCAO

A leptogpirose determina lesdes sistémicas
atribuidas a possivel foxina {s) ainda néo
demonstrada experimentalmente.

HEstudos recentes b 2% revelaram a formagéo
de imune-complexcs determinando lesfo tissu-
Iar, tanto no modelo experimental como mo
homem. Assim, BRITO demonstrou a ocorrén-
cia de redugdo discreta de C; e C,, depésitos de
IgG, IgM e G em misculo da panturrilha e
membrana basal glomerular, sendo nesta 1ulti-
ma observados ainda depésitos de IgA e fibri-
na, sugerindo o autor que as lesSes musculares
e renais sio mediadas por complexos imunes,
com participagio de imunoglobulinas do hos.

pedeiro e presumiveis produtos antigénicos
da leptospira,

Estudos poloneses e alem#es®5 demonstira-
ram gue na leptospirose ccorre mecanismo de
hipersensibilidade  cutfinea, caracterizada
como do tipe IV. COSTA et aliit estudaram
em nosso meio este fato, encontrando 84,69
de concordéneia da intradermorreagio com
Leptospirin para com a prova de soroagiuti-
nag¢do microsedpica.

O presente trabalhe visa avaliar as altera-
ebes imunolégicas ocorrentes nz doenca, bem
como investigar possivels mecanismos imuno-
légicos que possam explicar, pelo menos em
parte, sua patogénese.

* Realizado no Hospifal Coute Maia, Salvador, Bahia, Brasil

=+ Do Hospital Coutoc Maia.
#*%  [p Universidade Federal ds Bahia.
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MATERIAL E METODOS

Foram estudados 22 pacientes (12 do sexo
masculine)}, intermados no Hospital Couto
Maia, Salvador, BA, com diagnéstico de lep-
tospirose, os quais foram submetidos a exames
de rotina laboratorial, visando compatibilizar
o diagnédstico clinico com os dados fornecidos
pelo laboratério. Assim, foram solicitados:
hemograma, bilirrubinas, transaminase, tempo
de oprotrombina, uréia, ereatinina, soro-
aglutinagfio microscépica em campo eseuro,
exame sumario de urina e telerradiegrafia
do térax; exceto o exame radiolégico, os de-
mais foram repetidos pelc menos uma vez
por semana.

A avaliacdo imunolégica consistiu em: do-
sagem dag imunoglobulinas G, M e A, dosa-
gem de C,, Ci, Clg e imunoeletroforese. Estes
exames foram realizados quando da admissgo
do paciente e repetidos uma semana apés a
mesma. O método utilizado para dosagem das
imunoglobulinas foi o da imunodifusdo em
placa Hyland.

A partir do 10.° dia de doenga, era aplicado
0,1 ml de Leptospirin na face anterior do
antebrago esquerdo, realizando-se leituras
apés 8 e 24 horas da aplicacBo; 48 horas
apés a aplicagho do Leptospirin, fazia-se a
reagdo de Mantoux, utilizande o PPD Rt 23,

A positividade do teste alérgico com Lep-
tospirin foi avaliada através de eritema e/ou
enduragfo no loeal da aplicagio, adotando-se
a seguinte gradaciio:

0 = negativa — eritema/enduracio en-
tre 0 e 9mm de didmetro;

-+ = eritema/enduragic entre 10 e 19 mm;
4+ == eritema/enduraciio entre 20 e 2% mm;
44 = eritema/enduracic acima de 29 mm.

Foram feitas biopsias das lesfes dérmieas
de 5 pacientes que apresentaram resgho posi-
tiva ac Leptospirin.

Sempre que se aplicava o Leplospirin era
colhido previamente sangue para seroagluti-
nagfo microgesdpica, realizada eom bateria de
sntigenos vivos de 20 cepas de lepiospiras,
cultivadas em meio EMJH e enriguecidas com
“Bac-leptospira enrichment”, usadas entre o
B.2 ¢ 7.0 dias de crescimento. O titulo de 1:200
ou mais foi adotado como par&metro de posi-
tividade. A doen¢a foi considerada como fen-
do forma leve ou moderada quando havia
boa evolugdio clinfica e laboratorial, era anie-
térica. on havia . ictericia sem hemorragias gra-
ves, sem sinais de comprometimento miocdr-
dico e sem insuficiéneia renal aguda (IRA).
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O Leptospirin foi preparado com cepas
dos. sorctipos delerchaemorrhagiae, canicole,
grippotyphosa, tarassovi, pomona, patoc e sdo
paulo, fornecidas pelo Instituto Von Ostertag,
de Berlim, Alemanha.

RESULTADOGS

Os dados laboratoriais de rotina foram
idénticos aos j& amplamente observades na
literatura dests doenga.

Dentre os achados clinicos chamou a aten-
¢do a ocorréncia de miocardite em dois pa-
cientes e hemorragia digestiva em trés; insu-
ficiéneia renal aguda oligrica ocorreu em
dois pacientes e com diurese normal em treze
outros; dois pacientes faleceram.

A distribuigho por sexc e grupos etarios
encontra-se na tabela 2: nas tabelas 3, 4 e 5
encontram-se og valores obtidos na dosagem
das imunoglobulinas G, M e A, tanto na pri-
meira como na segunda avaliagio, notando-se
que Ig(G esteve elevada nas duas avsiiagdes,
predominando na ultima; IgM esteve igual-
mente elevada; em relacdo a IgA, 909% ou
mais dos pacientes mantiveram-na em valores
normais nas duas avalizgdes.

Segundo se vé na tabela 6, a imunoeletro-
forese mostrou reducio da pré-albumina em
mais de 50% dos casos, ampliagho de IgG e
igM, sendo esta marcante na 2.2 dosagem
para IgM, e aumento da slfa-2-macroglobu-
lina, que chegou a 1009% na 2.% avaliacio.

Das dosagens de complemento observa-se
reduciio de C; e Clg, mais aeentuada na 2.2
avaliacho, sugerindo consumo do complemento
em proceszo imunoldgico, conforme se v& nas
tabelas 7, 8 ¢ 9,

Cingilenta e seis por cento (56¢¢) dos pa-
cientes foram reagentes ao teste tuverculinico,
sende que 199% foram reatores fortes
{tabela 10).

Os dados de inoculaglo com Leptospirin
encontram-se na tabela 11, sendo de chamar
a atencio o alto gran de positividade do
mesmo (919 ), quando comparade com a s0TO-
aglutinagiic microscépica gue se mosirou
negativa em 3 easos (13,6%).

Os achados de biopsias de pele mostraram
uma dermatite ecrdnica ou subaguda e a
imunofluorescéneia com padrio granular,
multifocal, positivou pars IgM, IgG, B1C;
auséneia de IgE, Igd e fibrina, achados estes
compativeis ecom uma reagiio de hipersensi-
bilidade do tipo retardads. Os “sorovars” mais
freqilentes, nesta  investigagéo, foram:
autumnalis, ieterohaemorrhagice, grippothy-
phosa e eanicola,
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TABELA 1
Baterie de ontigenos utilizados
Serogrupo Borotipo Cepa de referéneia
Teterohaemorrhaging ieterohuemorrhagioe R.G.A.
Javanica jevanice Veldrat Batavia
Celledoni celledoni Celledoni
Canicola canicoln Hond Utrecht IV
Ballum custellonis Castellon 8
Pyrogenes pyrogenes Salinem
Cynopteri butembo Butembo
Autumnalis autumaalis Akiyami A
Australis asustralis Ballico
Pomona POMORL Pomona
Grippotyphosa grippetyphosa Moskva V
Hebdomadis wolffi 3708
Bataviae batavide Van Tienen
Tarassovi tarassovi Perepelicin
Panama BARGML Cz 214 K
Shermani shermani LT 821
Andamana ‘ andamana CH i1
Semaranga sdo paulo 830 Paulo

buenss aires

rufine

Buenos Aires

Rufine

TABELA 2

Distribuigdo por sexo e grupe eldris de 22 pucientes com leptospirese no_Hospiml Couto Muain, 18782

¢ e Sexo
rupo etaric
(anes) . o Total
Masculino Feminine
< 1% — —_ —
il — 20 4 — 4
21 - 80 4 1 5
31 — 40 8 1 9
41 -— 50 i a i
51 — 60 1 1 2
~ 0 1 o i
Total ig 3 22
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Valores de IgG encontrados em pacientes com

TABELA 8

leptospivese, no Hespitul Coute Maiz, em 1978

1.2 gvaliacio 2.% avaliagio

Valores - :
(mg/dl) ao ™ no %
< 1560 4 20,0 1 8,0
1501 .- 1081 5 250 3 25,0
1682 — 2463 G 45,0 8 50,0
2484 — 2044 2 10,0 2 110
Total 20 1000 12 106,0

Valores normais de Ig(:800 — 1500 mg/dl

Valores de IgM encontrados em pacientes com

TABELA 4

leptospivose, Hospital Coute Muaix, em 1879

1.% avaliagdo 2.5 gvaliacio
Valores
(mg/dl) no o o o
< 280 5 2540 3 26,0
281 — 35b9 1 5,0 1 8,0
360 — 438 7 35,0 2 17,0
439 — 517 7 35,0 8 50,0
Total 24 100,0 12 140,0

Valores nermais de IgM:

66— 286 mg/dhL

TABELA 5

Valores de IgA encontrades em poacientes com leplespirose, Hospital Couto Maia, em 1979

1.% avaliacéo 2.2 avaliacie
Valores
{mg/dl) - A no A
< 400 18 94,0 11 92,0
401 -~ 484" 1 5,0 1 8,0
485 — 568 1 5,0 - —
Total 20 100,6 12 108,0

Valores normals de Igd: 100 — 480 mg/dl
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TABRELA 6
Dades de imunceletroforese cbservados em pacientes com leptospirose, Hospital Coute Mein, 1879
1.* avaliacio 2.% avaliacio
) (21 paeientes) (12 pacientes)
Achados
n.e % n? %
Reducdo pré-albumina il 52,0 7 58,0
Ampliacio de alfa-2-glicopre-
teina 2 9.5 i 8,0
Ampliacio IgM 12 57,8 11 92,0
AmpHacio pré-albumina 1 5,0 — —
Aumento alfs-2-maerogiobulina 12 57,0 12 100,0
Redugée B-2 glicoproteina e — 1 2,0
Neormal 1 5,0 — -
TABELA 7

Valores de €, encontrades em poacienies com

leptospirose, Hospital

Coute Matu, em 1879

1.* avaliachse 2.2 gvaliacio
Valores
{mg/d1) ne o ne Fo
< 55 9 450 8 55,0
56 -~ 120 % 11 55,0 5 45,0
120 - - — —
Total 26 106,0 11 160,0
*  Valpres normais
TABELA B

Valores de €, enconirades em poeientes com

loptospirose, Hospital

Couto Main, om 1973

val 1.% gvaliagio 2. gvaliagdo
alores
{mg/d1} ne oA no %
< 20 - — 1 9,0
20 — B0* 29 160,0 14 91,8
> 50 — — — -
Total 20 100,0 i1 180,0

* Valores normais
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TARELA o
Valores de C,g encontredos em pacientes com lepiespivese, Hospital Conto Maia, em 1878
1.2 avaliaciio 22 avali
Valorcs S . g [ .
mg/dl
(mg/dl) ne i n°® Fe
< 10 4 20,0 40,0
1w — 25* 16 80,0 & 60,0
> 25 — e e —_
¥  Valores nermais
TABELA 10

Eesposta & vreggdo de Mantouz realizade com PPD  Rt-28, observada em pocientes com leplospirese,

Hospital Couteo Mais, 1879
Freqiiéneia

Valores o
N»° o
< 4 43,8
5 — 8 5 31,2
> g 4 25,0
Total 18 1060

TABELA 11

Resultados obtidos pela inoculagfo de Leptospirin em pactentes com leptospirvese, Hospital Couto Maia,

emt 1978
Valores (mm) N2 e
< §  (negativo) 2 9.0
15— 19 (positive +) 16 73,0
20 -~ 28 (positivo ++) 2 9,0
> 2%  (positive -+ ) 2 4,0
Total 22 100,06
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TABELA 12

Sovotipos de leptospira identificades pely sorcagluiinac@e wmicroscépica em pacientes com lepfospirose,
Hospital Coute Maie, 1978

Sorotipos Freqliéneia
Patoc 2
Grippotyphose + icterchaemorrhagice - autwnnolis i
Ieterchoemorvhagice - gryppeiyphosn 2
Autumnalis 4 joveniea 1
Antumnalis 2
Andamana 1
feterohaemorrhagice i
Grippotyphosa i
Canicola 2
Autumnalis 4 canicola 1
Autumnalis + andemanag 1
Grippotyphosa -+ canicoln i
Autumnalis -+ 1ictershaemorrhagioe 3
Total i9
Observagiio: 8 pacientes apresentaram soroaglutinacio negativa, perfazende um total de 22 pacientes

estudados,
DISCUSSAO E CONCLUSOES

A patogenia da leptospirose carece ainda
de dados definitivos gque a expliquem, pois
as tentativas de identifieaciio de produtos
téxicos das leptospiras fracassaram. Recen-
temente t3m surgide evidénclas de envelvi-
mento imunolégico na doencal e oz achados
verificados sugerem que, na leptospirose huma-
na, a reagio antigeno-anticorpe (Ag-Ac) pos-
sa ocorrer com consumo de complemento e que

ag lesbes musculares e renais possam ser me-
diadas por imune-complexes, com participacio
de imunoglobulinas do hospedeiro e outros
possivels fatores téxicos e antigénicos da
leptospira.

Também a alergia dérmica estudada atra-
vés da inoculacko de antigeno de leptospiras,
denominado Leptospirin, mostra que a doenca
se caracteriza por processo de hipersensibi-
iidade retardada, de alta especificidade e
eievado gran de positividaded %5,
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ABSTRACT — Immunologic tests were conducted in 22 patients with lepfos-
pirosis who had been admitted fo Couto Maia Hespital, Balvador, siate of Bahia,

Brazil.

Cutaneous allergy was disclosed through intradermsl injection of 6.1 ml

of a suapension of inactivated. leptospiras, 81% of the patients giving a positive

reaction.

Immunofivorescence iests conducted in skin biopsies made in 5 patients

as well as the pathologic picture suggested delayed type IV hypersensitivity.
Eleetrophoresis showed inerease of IgG and IgM and a reduction of serum comple-

ment Clqg and G,

Immuncelectrophoresis disclosed a reduction of pre-albumin,

inerease of TgM and IgG, besides a marked imcrease of alpha-2-mecroglobulin. These
findings sugest a participation of immunily mechanisms in the pathogenesis of

feptospirvosis,

DESCRIPTORS:

leptospiresis, haman, immusnologic study of patients.
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DIAS, RMDS.; CHIEFFI P.P; TORRES, DMAGYV. & MANGINI, ACS. —
Parasitas do gépero Fimeria {Coccidia, Eimeriidae), E. separpta ¢ E. nieschulyd,
em Rotius norvegicus capturados no municipio de S&o Paule, SP, Brasil. Rev.

Inst, Adolfe Lutz, 41(2):181-103, 1981,

RESUMO: Durante o periodo compreendido entre maio de 1877 e agosto de
1978, necropsiaram-se 166 exemplares de Raitus norvegicus capturados vivos, em
diversos pontes do munizgipio de SZc Paulo, com o objetive de determinar a preva-
lénciz de parasitismo por coccideos do género Eimeria. Dos 166 ratos examinades,
81 (48,79%;) apresentaram-se parasitades por Fimeria; entre estes, 58 (88,787}
albergavam F. separats, 11 {6,63%) E. nieschulzi e 14 (8,43%) estavam parasitados
por ambas as espéeies. Hsta € a primeira vez em que se assinala a presenga de
E. separate no Brasil, Anslisande a prevalénciz de parasitismo cenforme o peso
(idade) dos ratos capiurados, evidenciou-se nitido decréscimo com o aumento de
peso (idade} dos roedores, fato que sugere o ¢stabelecimento de mecanismos imuni-
tirios de resisténeiz a reinfecgdes. No se notom influéncia do sexo dos roedores
na prevaléncia de parasitismo por Eimeriz. 0 rates capturades na zona sul do
municipio de S&c Paulo apresentaram prevaléneia de infecg@o, por ambas as espécies
de Eimeria, em nivel significantemente mais elevado de que os procedentes da
zona norte.

DESCRITORES: Roattus norvegicus, parasitismo por FEimeria; Eimeriz em
Rattus norvegicus, S&e Paulo, SP, Brasil; Eimerie separate; Eimerie nieschuls;

rates {murideos), parasitismo por coccideos.

INTRODUGAO

O estudo da coecidiose em rates e a wvali-
dade de espécies do género Eimeria nestes
hospedeiros deu origermn a muitas contro-
vérsias, gue g6 foram elucidadas a partir
do  ezclarecimento dos ciclos  evolutivos
destes protozodrios,

OHIRA *, em 1912, foi o primeiro autor a
deserever uma espécie de coceideo parasita de
Rattus morvegicus, denominando-a Eimeric
miyerii. Bm 1924, DIEBEN® refere o encon-

tro de nova espéeie dando-lhe ¢ nome de
E. nieschulzi. E, em 1931, BECKER &
HALL*® descrevem FE. seporate, parasita do
ceco de Fpemys norvegicus (= Rattus norve-
gicus). Outra espécie, E. carinii, conside-
rada valida por PINTO®, foi incluida na
sinonimia de E. miyarii; também ndo sic
mais consideradas vilidas espécies descritas
posteriormente, como E. halli e E. contorta.
Atualmente, considera-se a ocorréneia de
apenas trés espéeies (E. miyarii, B, nieschulzi
e E. separata) como parasitas de E. norve-
gious ™ ¥,

* Realizado no Servige de Parasitelegia do Institute Adolfo Iatz, Séo Paulo, SP.

** Do Institute Adelfo Lutz,
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No Brasil, ja foram encontradas duas
espécies — FE. nieschulzi® e E. miyarii® —
parasitando o tubo digestivo de E. norvegicus.

O objetivo do presente trabalho é deter-
minar a prevaléncia de parasitismo por
Eimeria em exemplares de E. norvegicus cap-
turados no municipio de Sdo Paulo, além de
estudar alguns aspectos das relagies hospe-
deiro-parasita. Ao mesmo tempo, relata-se,
pela primeira vez, a presenca de E. separata
em nosso meio.

MATERIAL E METODOS

No periodo compreendido entre maio de
1977 e agosto de 1978, capturaram-se vivos
166 exemplares de RE. norvegicus, em diver-
sos pontos do municipio de Sdo Paulo. Apés
anestesia com éter, pesavam-se os ratos com
o objetivo de avaliar sua idade, segundo
critério descrito por CALHOUNY®, de acordo
com o qual ratos com até 100 gramas sao
considerados jovens, os com peso entre 100
e 200 gramas sdo adolescentes e 0s com peso
corporal superior a 200 gramas sdo adultos,

Apés a necropsia dos animais, determinou-
-se a prevaléncia de infecgdo por coccideos
do género Eimeria através do exame micros-

copico de material obtido por raspagem da
mucosa intestinal. Quando se encontravam
oocistos de Eimeria, estes eram medidos com
ocular micrométrica e, a seguir, o material
era conservado em solugdo de dicromato de
otdssio a 29, para permitir a esporulagio
os oocistos e novo exame microscopico.

A classificacdo das espécies obedeceu a
critério descrito por ROUDABUSH *.

RESULTADOS

Encontraram-se duas espécies de coccideos
do género Eimeria, distinguiveis por sua
morfologia e dimensdes: E. nieschulzi e E.
separata (ver figura).

Entre os 166 ratos examinados, 81
(48,799%) albergavam uma ou ambas as es-
pécies de Eimeria. Encontrou-se E. separata
em 56 (38,73%) animais, E. nieschulzi em 11
(6,63%); 14 (8,43%) animais apresenta-
vam-se parasitados por ambas as espécies.
Nao se assinalou a presenca de E. miyari
em nenhum dos murideos examinados.

As tabelas 1 e 2 mostram a prevaléncia
de parasitismo por Eimeria conforme o peso
(idade), sexo e local de captura dos roedores.

FIGURA — Oocistos imaturos de Eimeria nieschulzi(maior didmetro) e de Efimeﬁ'a separata (menor

didmetro). 600 x.
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D.MAGYV., & MANGINI, A.C.8, — Parasitas do género

nieschulzd, em Roftus norvegicus eapturados no

DISCUSSAO E CONCLUSAQ

330 escassos os ftrabalhos que estudaram
a ocorréncia de coccidecs parasitas de ratos
em nosso pais. PINTOY, em 1928, assinala
a presenca de E. corinéd, posteriormente
considerada sinonimia de E, miyarti, em R.
norvegicus, e FROES'™, em 1976, registra a
infecgdo deste mesmo roedor por K. nies-
chulzi, Em oulros paises, diversos pesquisa-
dores demonstraram a ocorréncia dessas es-
pécies e de E. separata como parasitas de
R. norvegicus® ¥,

Nossos resultados mostram a ocorréncia de
infeccio por Eimeria em 48,799 dos animais
necropsiados, assinalando-se a presenga de
duas espécies diferentes, E. nieschulzi e E.
separata, facilmente distinguiveis por suas
dimensbes e morfolopia caracteristicas. B in-
teressante destacar gue esta é a primeira vez
em que se assinala E. separaic em nosse meio
e gue esta espéele apresentou nitide predo-
minio sobre E. wnieschulzi,

Diversos estudos, em nivel experimental,
demonsfraram a existéneia de mecanismos
de resisténeia imunitdria nas infeccfes de
vertebrados por protozodrios do género Fime-
ria, resultando ‘em proteglio total ou parcial
a reinfeegoes® ™ ™ ¥ Qs dados obiidos em

condighes de campo, no presente trabalho,

falam a favor da exisiéncia destes mecanis-
mos protefores, uma vez gue ocorren nitido
e significative decréscimo na prevaléncia de
infecgdo quando aumentou o peso (idade) dos
ratog examinados. Assim, enguanto 80,64%
dos animais com menos de 100 gramas se mos-
trou parasitade por alguma espécie de Eime-
rig, apenas 26,809% dos ratos com pesc supe-
rior a 100 gramas eliminou oocistos do para-
sita.

A analise dos dados expressos na tahela 2
mostra que nic houve diferenga significa-
tiva na prevaléncia de infecgho de E. norve-
gieus por Kimerin quando se considerou ¢
gexo dos animais parasitados e que og ratos
procedentes da zona sul do municipio apre-
sentaram malor prevalénecia de infecgho do
que og capturados na zona norte.

Com relagho & ocorréncia de parasitismo
asgocindo entre E. niteschulzi e B, separatla
no mesmo roedor, os resultados sugerem a
inexisténeia de interagles negativas ou me-
canismos competitives entre ambas as espé-
cies, pois a prevaléncia de parasitismo asso-
ciade verificada {8,43%) & significativa-
menfe superior b gue teoricamente se espe-
raria € que se¢ pode representar matematica-
menge pelo produto das prevaléncias de cada
espécie’. Tal fato corrobora o achade de
DUSZYNSKI® em condigdes experimentais,

TABELA 1

Prevaléncie de pargsitismoe por Bimeria nieschulzi e Bimeria separata em 166 ewemplares de Rattus
norvegicus capiurados no municipio de Sdo Paule (1977-78), conforme peso do hospedeire

Murideos Azé 100 g 101 — 208 g 201 v 500.g Total
Coceideos Ne o N A N, A No T
E. wieschule 7 11,29 3 5,76 i 1.98 1 6,63
E. sepuraia 33 53,22 15 28,85 8 15,38 56 33,73
Parasitismo

associado i0 16,13 2 3,85 2 3.85 14 8,43
Negafivos 12 18,36 32 61,54 41 78,85 85 51,21
Total 62 — 52 e 52 — 166 —
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Prevaléncia de pavasitismoe por Eimeria nieschulzi ¢ Eimeria separata em 166 ewemplores de Ratlus norvegicus capturados io munieipio de Sde Paulo

TABELA 2

(1977-78}, conforme sexo e local de eaptura do hogpedeiro

Murideos Sexo Local de Captura Total
Macko Fémes Zona Norte Zona Sul Outras

Coccideos N© A N.e e N 4 Ne . - N=& LA NP LA
B, wiesehulzi 7 760 4 5,40 1 1,28 [ 1,19 4 38,36 11 6,63
B, separata 31 33,68 25 33,78 23 20,48 31 46,27 2 18,18 56 33,73
Parasitismo ] 9,77 3 6,77 3 3,85 il 14,28 — — 14 8,43
Aasociando

Negativos 45 48,95 46 54,60 51 65,39 29 37,68 5 45,46 85 51,21
Taotal 92 e 74 o 78 e 77 — 11 e 168 —
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ABSTRACT: The prevalence of coccidial parasitism in Raottus norvegicus in
S&e Paulo county, state of S#o Paulo, Brazil, was determined. Of the 166 rat
specimens captured during the peried from May 1977 to August 1978, 48.89: were
parasitized by parasites belonging to the Fimeria genus. Of the 81 parasitized
specimens, 33.7% harboured E. separats, 6.6%, K. nieschulzi and 8.4% harboured
beth species, There was a clear decrease with age (estimated from the weight}
which suggest operation of immunity but there was ne apparent influence of sex.
The specimens captured in the southern subdivision of the county showed a
signifieantly higher prevalence as compared with those rats captured in the northern

subdivigion.

DESCRIPTORS: Roattus norvegicus, parasitism by Fimeria; Eimerig in Raftus

norvegicus, Sho Panlo, 8P, Brasil;

coecidial parasitism.

Fimeria separsta; Eimeria nieschulzi; rats,
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SALLES-GOMES, L.F.; SAXUMA, ME. & CURTI, 8.P, — Herpesvirug hominis:
estado atual da freqiiénciaz dos anticorpos em habitantes da cidade de Si&o Paulo,
Brasil, Rey. Inst, Adeolfo Lutz, 41{2):107-114, 1981.

RESUMO: De 485 soros cclhidos entre maio e julho de 1580 de habitantes
da cidade de Saoc Paulo, Brasil, submetidos a tfitulagens para z presencga de anti-
corpos para Herpesvirug kominis, pelo méltodo de imunofiuoresciéncia indireta, 389
{869 foram positives, Verificou-s¢ que até 4 anos de idade, 389 dos habitantes
e até os 14 anos, mais de 90% Jj& possulam estes anticorpos no sangue circulante.
Na idade de 3 anos foi verificada a malor fregiiéncia da infecciio. Nic foram
constaladas maiores diferengas entre os achados atuaiz e os verificados =anterior-
mente em She Paule. Em relagio & tenddneia da enrva de fregiiéncia dos anticorpos,

nossos dados sdo similares aos de alguns autores e diferentes dos de oufros.

DESCRITORES:
da eidade de Sie Paule, Brasil

Herpesvirus hominis, freqiiéncia de anticorpos em habitantes

INTRODUGAG

Atualmente os herpesvirus t8€m merecido
atengdo especial dos pesquisadores em razfo
de apresentarem: trés manifestagbes basieas
resultantes da Interacdo virus-célula e virus-
~hospedeiro, guais sejam: provoearem infec-
ches sintomaticas ou assintométicas no hospe-
deiro; capacidade de persistirem no hospedeiro
na forma latente; alguns t8m capacidade com-
provada de transformar células, preduzindo
neoplasias no seu hospedeiro natural ou em
outros. C '

Nio sabemos até hoje, no case do Herpes-
virus hominis (HVH) ou virus do herpes sim-
ples, que tipo de interaclo se estabelece enire
o virus, a célula e o hospedeiro, que resulta
em infecgdo completamente assintomética em
alguns casos e, em outres, em manifestacbes
clinicas moderadas ou graves; em oulres,
sinda, simplesmente em recorréncia da mani-
festagiio clinica. ’

Embora existam teorias para explicar a
laténeia de certos virus no organisme humano,
ainda n#o hd explicagio para o fato de o
sisterma imunitaric admifir a persisténeia ou
laténeia de alguns virus, em lugar de elimini-
-log totalmente. O organismo humanc tanto na
infecgBo primédria como na recorrénein cau-
sada pelo virus do herpes simples defende-se
através do sistema imunitdrio, limitando a
infecgdo ao local infectado, impedindo sua
generalizagio, evoluindo para a cicatrizagdo
¢ cura clinica. Nesta luta contra o virus,
entram em cena, além de ouiros fatores, os
linfocitos T, oz macréfagos e os anticorpos
especificos (imunogiobulinas), Impedindo
estes dltimoz principalmente outras reinfec-
coes, inibinde a disseminacio do virus de
célula a célula e favorecendo a lise do virus
pelo sistema reticulo-endotelial (SRE).

‘A presenca desies anticorpos no sangue
circulante pode ser demonsirada através de
provas sorolégicas com as quais, consedqtien-
temente, poderemos avaliar se o organismo

* Realizads no Servico de Virologia de Institute Adolfo Lutz, S#o Paule, 8P

** Do Instituto Adelfo Lautz.
x5 Tsiagisria E-1 do Instituto Adolfo Lautz,
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foi ou ndo infectado pelo HVH alguma vesz
em sua vida., A freqliéncia destes anticorpos é
diretamente dependente da incidéncia da
infecpfio, seja sintomdtica ou ndo, e variivel,
dependendo do nivel sécio-econdmico da popu-
lagéo estudada.

Numerosos autores tém publieado trabalhos
sobre a freqiiéncia da infecgiio na populagio
considerada normal de diversos pafses2 573
16,11,12 14 ¢ ¢y resultados, no cdmputo geral,
sfo similares com variagdes discretas de um
pais para outro. No Brasil, em revisdc da
literatura, s6 encontramos os dadoes publi-
eados por RODRIGUES & CARVALHO,
em 1965, que realizaram inquérito soroldgice
através da prova de neutralizaclio em siste-
mas celulares, para verificacao da fregiiéneia
dos anticorpos para HVH em mimerc limitado
da popuiagio da cidade de Sio Paulo.

Nosso trabalho tem a finalidade de apre-
sentar os resultades obtidos com inguérito
sorolégico realizade em grupos etdrios de
habitantes de Sac Paulo, capital, para a veri-
ficagio atual (em 1980} da freqiifneia da
infeccBo através da titulagem de anticorpoes
especificos para o virus de herpes simples
pelo método da imunofluoreseéneia indireta.
Tem também o objetivo de comparar os dados
obtidos com os resultados anteriores, em 1965,
jd que autores demonstraram que, com o
correr do tempo, pode haver mudangas na
distribuicie dos. anticorpos, segundo a idade.

MATERIAIS E METODOS

Coleta de seros

Durante trés meses, de maio a julho de
1980, foram colhidos 1023 soros de pessoas
que procuravam © Instituto Adolfo Lutz para
fazer exames de rotina para carieira de satde
e decorrentes de consultas médicas. Foram
eliminados agueles que vinham c¢om guia
médica onde a suspeita cliniea era de infecgdo
em atividade.

Apés o término da colheita, a distﬁlﬁuigﬁo
da amostra fol julgada satisfatéria porque
tinhamoes mais que 100 soros por faixa etdria

dividida da seguinte maneira:'de 1 4 4 anos.

de idade, de 5 a 9 anos, de 10 a 14 anos, de
15 a 19 anos, de 20 a 24 anos, de 256 a 29
anos, de 80 a 84 anos, de 835 a 39 anos e mator
ou igual a 40 anos de idade. Nesses grupos
efdrios, a distribui¢go da populagdo guanto
ao sexo fol de 2 mulheres para 1 homem.

As 1023 amostras de soros foram nume-
radas e submetidas a gorteio, das quais 50 a
60 foram escolhidas para representar cada
grupo etdrio. Portanto, 485 amostras foram
analisadas sendo que 25 correspondem 3 faixa
etdria de 1 a 11 meses de idade.

As amostras foram colhidas com assepsia
por pungdo venesa e, apds retracfio do codgule
em temperatura ambiente, o soro era separado
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por centrifuga¢do e conservado em congelador
a —20°C, sem ser inativado até ¢ momento
de uso.

Virus

O virus do herpes simples wiilizado neste
estudo foi a amostra padrdo ou referéncia
denominada Melntyre do Herpesvirus hominis
tipo 1 (HVH-1), & qual vem sendo mantida
em nosso Servigo ha anos, em linhagem
celular continua de rim de macaco africano
denominade VERO que, por sua ves foi
obtida do Banco de Células doz BUA. e
mantida pela Secdo de Culturas Celulares
do Instituto Adolfo Lutz. As células recebidas
para o desenvolvimento deste trabalho foram
resulfantes do 187.° repigue.

Antigeno

O antigeno para as reag¢les de imunofiuo-
reseéneia indireta era preparade por inocula-
ghes do virus (HVH-1) em tubos de células
VERC gque, quando demonstravam 3 ou 4 +
(plus) de efeito citopatico causado pelo virus,
eram removidas do tubo, retirande-se o meio
de manutencioc e adicionando-se ATV a
cada tubo, com & finalidade de se despren-
derem as células da parede do tubo. Igual
volume de células nic infectadas fol removida
da mesma maneira.

Na feitura das liminas, dispinhamos ape-
nas uma gota de suspenséo de células infee-
tadas, equivalendo a 0,025 ml, e o mesmo
volume, com as células nio infectadas, para
controle.

As liminas apds secagem e fixagio com
acetona gelada (—20°C) eram embrulhadas
em papel e estocadas em congelador a —T70°C.

A reacio de imunofluorescéncia indireta
usada fol basicamente a deserita por
RAWLS?® e RAWLS et alin®®,

Empregaram-se diluigdes dobradas dag
amostras de soro a partir de 1:8 em PBS
{tampéao-fosfate) com pH 7.2.

O resultado em microscopia fluorescente s6
era computado como positive quando, na
mesma lamina, os controles do soro nas mes-
mas diluigdes, conjugade e células ndo
inoculadas, nio demonstravam qualquer fluo-
rescéneia.

A intensidade da fluorescéncia foi tomada
em escala de 1 a 4 -+ (plus) e o ponto final
da reacho foi tomada eomoe 2 diluigio mais
alta do sore que resultasse em 50% de inten-
gidade de fluorescéneia, isto &, 2 - (plus).

A leitura da reagio foi sempre realizada,
por dois dos autores, em microscopio Zeiss
para flooreseéneia, com filtro 2 F1L.

Além dos controles normais, a reagio _foi
sempre controlada com soro anti-HVH tipo
1 obtide de coelhos imunes a partir da amcs-
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tra padrdc do virus. Soros de coelho antes da
inoculagho para a imunizacBo e depois de
imunizados foram os controles negativos e
pesitivos, respeetivamente. As antiglobulinas
humana e de coelho, marecadas com fluores-
ceina, nio conferiam gqualgquer fluorescéncia
nas células infectadas com o virus (antigenec).

A divisho dos grupos ebtdrios com intervalos
de 5 anos fol empregada pars a avaliacéo
dos resultados porque € a recomendada pela
Organizacdo Mundial da Saade.

RESULTADOS

A reacfic de imunofluorescéncin indireta
foi realizada em 485 soros para verificar a
presenga de aniicorpos para HVH. Destes
soros, 389 foram considerados positivos, isto
é, continham anticorpos para o virus porque
apreseniaram na reagho intensidade de fluo-
rescéneia compativel eom os valores de 2 om
4+ {plus), a partir da diluigio original do
soro gue fol de 1:8. Os 96 soros gue néo apre-
sentaram qualquer traco de fluorescéncia ou

a apresentaram com discreta ou guase nula
intensidade foram considerados negativos.

08 resuitados obfidos em nosse trabalho,
segundo o8 grupos etdrios estudados, sdo
apresentados na tabela 1,

Dos 25 soros de 0 a 11 meses, 10 foram
positivos e 15 negativos; a distribuigio que
mais interessa a epidemiologia é a de {0 a 6
meses, gue revelou 759 de soros positivos e
a de ¥ a 11 meses, gue resultou em 7.7%
de soros positives, O exame destes dados
indica que a positividade de 76% deve.se,
obviamente, sos anticorpos adquirides pela
crianga através da mée, isto é, anticorpos
transpiacentdrios. Com muitas probabili-
dades, os restantes negativos devem-se ao
esgotamento destes anticorpos citades: on
ao fato de a mée nunbca ter side infectada
com o virus do herpes simples,

O resultado de 7,79 nos soros de T a 11
meses revela queda da positividade devido ao
aumento do esgotamento dos anticorpos ma-
ternoy. Esta queda atingin proporgoes aproxi-
madas de 90% em relagfio aos dados obtidos
com os soros de O a 6 meses.

TABELA 1

Fregiéncia de positividade de reacfo de imunoflucrescéncia indirete pore Herpesvirus hominis, em 485
sovos de dewdores de Sdo Paule, por grupes etdrios

Soros Soros
Grupos etdrios Bores testados negativos positivoes
{anos) no

n.e n.? o

0 — 6 m” 12 3 9 5
7 — 11 m* i3 12 1 7,7
1 — 4 50 31 18 38
b — 9 56 18 32 64

i0 — 14 50 4 46 92

15 — 19 50 5 45 80
20 -— 24 B0 8 42 B84
25 — 28 56 7 43 86
30 — 34 60 1 5% 08,3

35 - 89 50 5 45 96

= 40 50 2 48 86
TOTAL 485 96 383 e

* m = meses
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Embora o nimero de amostras nesta faixa
seja relativamente pequenc para afirmagdes
mais categéricas, verificamos gque, do 7.2 a0
11.° més, o total de soros foram negativos,
com dnica excegdo. O Unico soro positivo
pederia ser resultante da demora do esgota-
mento des anticorpos maternos ou de uma
infecclio primdria sintométiea on ndo, pelo
virug de herpes simples.

Verifica-se, de ncorde com oz dados apre-
sentados, que até os 4 anos de idade menoz da
metade da populacdo estudada (38¢) foi
infectada pelo virus e que entre 5 a 9 anos
mais da metade da populacio (649%) & fol
irfectada; portanto, apresentando anticorpos
para HVH. Ainda, segundo os nosses dados,
verifica-se que até os 14 anos de idade mais
de 90% da populacdo j& teve infecglo pelo
virus do ‘herpes simples. Deata idade em
diante, as variagdes obtidas nfo sfo dignas
de nota; a nfo ser no ultime grupo etério
estudade (igual ou maler gue 40 anos), onde
ainda persistem os anticorpos em mals de
$09% da populagio.

Se desdobrarmos a positividade encontrada
no grupo etirio de 1-4 anos por causa de inte-
resse Obvio de saber em que idade se verifica
a maior fregiiéneia da infecclo, obteremos
dados mostrados na tabela 2. Com esses dados,
podemos constatar que a média nos dels pri-
meires anos de vida fol coincidentemente 3
mesma, isto 8, 2589, de individuog infectados,
e que a média dos 3-4 anos agrupados resulton
em 509 de infectados. Isto permite afirmar
gue, na Cidade de S&c Paulo, a infeecido nie
aumentz gradativamente, ao conirdrio, na
média do 3.2 ¢ 4.2 anos de vida houve adicio
de 160% a mais de infeciados, quando rela-
clonado a0 mimerc de infectados obtidos na
média de 1 e 2 anos {tabela 2}.

Ainda, se considerarmos a percentagem adi-
cional de infectados em cada ano de vida no
grupo etirie de 1-4 ancs, vamoes verificar gue
do 2.° para o 8.9 ano de vida houve um adi-
cional de 1469 (25 a 61,53%) do nimero de
infectados; o gue rmostra que, exatamente no
3.2 ano de vida, é que se encontrou o maior
nimero de infeecdes primdrias sintoméaticas
ou nio pelo Herpesvirus hominis tipo 1.

Generalizando, nossos resultados foram
semelhantes aqueles enconirades por outros
autores, come BURNET & LUSH 2, em 1939,
BUDDING et aliil, em 195%, KIBRICK &
GOODING?, em 1565, SMITH et alii®®, em
1967 e no Gnico trabalho da literatura nacio-
nal de RODRIGUES & CARVALHO * publi-
cado em 19685 (ver figura na p. 112).

A inclinagio da curva ascendente da fre-
qliéncia dos anticorpos seguiu mais de perto
as curvas de Budding, de Burnet & Lush, e
de Rodrigues & Carvalho, e diferin das encon-
tradas em Tokio {SMITH et alii ) e Edim-
burg {(SMITH & alii ¥} que revelaram de 70
a B0 de fregiilneia de infectados somente
nog grupos etdrios de 3§ a 40 anos.

Algumas diferencas com o frabalhe nacio-
nal feito antericrmente em S&o PauloM
correriam por conta dos 18 anos de diferenca
em gque foram feitos os inguéritos e/ou pela
diferenga entre as metodologias empregadas.

Os resultados obtidos neste trabalho, em
que 82,4% da populacio estudada (de 1 a 40
o mais anos) possui anticorpos para a infec-
¢io pelo HVH, séio pouco superiores (7,2%)
aos encontrados por Rodrigues & Carvalho.
Isto decorre, com grandes probabilidades, do
fato de que a nossa amostragem foi colhida
em 1080, isto &, 18 anos apés o {trabalho
desge sufor.

TABELA 2

Fregiténcio de positividade do reagdo de imunofluorescénein indiveta pore Herpesvirus hominis encontrada
no grups etdric de -4 onos, ne cidode de Sde Pouwlo, 1580

Idade Sores testados Sores positivos
a

(anos) 7 o %
1 12 ] 25,00
z 12 3 25,00
3 i3 8 61,53
4 13 5 33,44

Total 50 18 L
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Enquanto que Rodrigues & Carvalho de-
monstraram que em 1962 a maior incidéncia
da infecgdo herpética eocorria no 2.9 ano de
vida (75%), em nosso trabalho verificamos
gre a maior prevaléncia da infecefo ocorreu
re 892 ano.

Em relagfo aos titulos de anticorpos para
HVH, verificamos, & simples inspecefio, que
nao houve diferenga marcante entre os resui-
tados da Média Geométrica de cada grupo
etdrio estndade (tabela 3).

Ao contrario, as variagbes minimas indieam
tendéneia da manutenco pelo organismo
humano de niveis destes anticorpos durante o
decorrer da idade; provavelmente, através de
recorréncias esporadicas da infecglie, sejam
elas clinicamente wvisivels ouw nfo, segundo
‘sugerem alguns autores.

TABELA 8

Média geométrica por grupos ectérios dos iiiules
obtidos peln reagio de imunofluerescéncia indireta

1 4 27,47

B e 9 23,63

10— 14 36,20
15— 19 20,09
20 — 24 30,49
25 - 20 265,40
30 — 84 29,13
35 — 39 26,15
= 40 26,14

DISCUSSAO

Existe correlagao comprovada entre os
titulos de anticorpos fluorescentes para HVH
¢ a imunidade apresentada pelo individuo a
essa infecchio; titulos de anticorpos em imuno-
fluoreseéneia indireta, embora mais altos
seguem paralelamente nos obtidos pela prova
de neutralizachc realizada em sigtemas
eelulares 3,

Diante desses fatos, acrescidos da especi-
ficidade de antigenc e do uso de eontroles
padrbes, ndo temos duvidgs em afirmar que
em nosso trabalho - estdvamos titulando os
anticorpos especificos para s infecgiio causada
pele Herpesvirus hominis. :

A partir de 1965-67 tem-se conhecimento
da existéneia de pelo menos deis tipos de virus
do herpes simples, isto é, HVH tipo I e HVH
tipo 2. Virios antores afirmam que & simples
distingui-los pelos métodos j4 divulgados,
mas, por outro lado, é bastante difieil a dis-
tingfio dos anticorpos devidos ao tipo 1 e 2. E
ébvio que, gqualguer gue seja o método empre-
gado para distingui-log vameos ter determinado
grau de reagio cruzada entre os anticorpos
para os HVI tipe 1 e tipo 2. Somente pro-
cessos de adsorciio com célulag infectadas com
¢ tipo de virus heterdlogo e processos como
a cinética da neutralizagio e reduclc de pla-
cag, imunofluoreseéneia indireta apds adsor-
¢8o sdo capazes de distinguir esses dois anti-
corpos. No enianto, em nosso trabalho, esta-
vamos titulando anficorpos para a infecglo
pele virus do herpes simples englobando o3
produzidos pelos tipos 1 e 2, atentando para
o interésse da peésquisa que era verificar o
nimero de individuos na populacfo gque es-
tava imune e/ou susceplivel a esta infeegho.

Por outro lado, hé evidéneias comprovadas
de que ¢ Herpesvirus hominis tipe 2 & trans-
mitido, com varias éxcecdes, através do intere
curso sexual e que, tanio nos homens. como
nag muiheres, estes anticorpos comegam a ser
demonstrados na populacio somente apds os
14-16 anos de vida. B possivel desta maneira
inferirmos que, até esta faixa de idade, os
anticorpos demonstrados em nossas reagbes
com rarissimas excegbes, devem-se & infeccio
pelo HVH tipo 1.

E légico que hé interesse em nosso pais em
sabermos qual a idade em que se Inicia a
infecedo pelo HVH tipo 2 j4 gue a sua trans-
missfo é feita essencialmente através do inter-
curse sexusl, pois gue, cada dia mais vio se
avolumando as estatisticas sobre a ocorréncia
do herpes genital, seja ele primdric ou recor-
rente, e sua correlaciio com o caveinoma do
cervix uterino.

Importante sob o ponto de vista da validade
dos nossos dados e inferéncias é o tamanho da
amostragem empregada em nosso trabalho,
que foi representativa e homogénea compa-
rados os grupoes etirios entre si. E de maxima
importénecia gue os resuifados advindos da
amostragem represente ou seja o espelho do
momento atual pois, neste trabalho, as amos-
tras foram todas. colhidas entre masio a julho
de 1980. Evitou-se que s colheifa se. exten-
desse em demasia para representar também
determinada situacio epidemioldgica (corte).

A metodologia gue usamos & extremamente
pritica guando comparada a outros métodos
come a neutralizadio ’ cléssica em tubos,
microneutralizagio em placas, reducfo de pla-
cag ou lasfes, usando eamada de Agar, o8
quais usam sistemas celulares, sendo por esta
razao bastante dispendiescs, requerem mais
tempo para fazé-los e a leitura final prolon-
ga-se até o quinfo ou séimo dia de cbservagio.

i
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Por estas razbes a imunofluorescéncia indi-
reta ¢ a hemaglutinacio indireta sfioc 08 mé-
todos preferidos para qualquer estudo em
massa, visando demonstrar anticorpos na po-
pulagio estudada® ¥ impericso afirmar que,
em amostra do tamanho da que envolve nosso
estudo, dificilmente poderiamos utilizar os
métodos de sistemas celulares decorrentes das
razdes citadas.

A reacho antigénica cruzada entre herpes
simples e variceln-zoster demonstrada por
KAPSENBERGY em 1964, ¢ ROSE &
SAHRP 2, em 1965, constitui, na realidade,
um problema mais diagnéstico que epidemio-
légico, principalmente para a determinagio
da etiologia de certos guadros clinicos dificeis
de serem diagunosticados como os atipicos e
encefalites.

Quando se trata de diagnéstico com Sores
obtidos na fase aguda e na convalescenga, o
anmento mais significativo de titulo € sempre
observado na infeccfio pelo virus homdlogo 12

Estas reacdes cruzadas sfo mais pronun-
ciadas quando os soros examinados séo de
portadores de infecglo helerdloga recente ou
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em atividade; em nosso caso, o inguérito foi
realizado em individuos considerados normais,
isto €, sem qualquer evidéncia clinica de infec-
¢do em atividade, principalmente a eausada
por estes dols virus. Se em wnosso trabalho
titulamos também anticorpos heterdloges como
o da varicela-zoster, néo podemos quantificé-
-los e, sem divida como afirma SMITH et
al#i ¥, todos s inquéritos epidemiolégicos fei-
tos até hoje englobam esta possibilidade,

Entretanto, segundo JOHNSON et alii®,
em 1979, o anticorpo fluorescente detectado
pela reagio de imunofiuorescénein indireta
para herpes simples é tho sensivel e especi-
fico quante o demonstrade pela reagio de
microneutralizagdo em sistemas celulares,
sendo o5 autores taxatives em afirmar que
¢ antigeno de HVH nfo demonstrou gualguer
imunofluoreseéncia em soros contendo conhe-
cidamente anticorpos para varicela, citome-
galovirus ¢ Epstein-Barr.

Dos critérics usados para as leituras das
reagbes, vale a pena comentar que se a dilui-
¢do inicial utilizada fosse de 1:16 e ndo 1:8,
come usamos corretamente, teriamos ao re-



SALLES-GOMES, LT

SAKUMA, M.E. & CURTI,

S.P. - Herpesvirus hominis: estade atual da

freqliéneia dos anticorpos em habitantes da cidade de Sao Paulo, Brasil, Rew. Inst. Adolfo Lutz,

4142) :107-114, 1880,

dor de 4,5% de positividade a menos do total
encontrado neste trabalko, o que ndo inter-
feriria em qualquer tendéncia da distribui-
¢do dos dados ou qualguer inferéncia tomada.

Em relaciic A4 tendénciz ou inclinacio da
ceurva de freqiiéncia dos anticorpos (infecgdo)
é interessante salientar que Yoshino em 1962,
em Téquio, afirmava que houve diferenca
visivel e bem detectidvel nos inquéritos feitos
com anos de diferenca em Téguic. A dimi-
nuigdo do. mémero total dos infectados deve-
se, segundo o autor, a condicdes de melhoria
de vida do individue, moradia, econdigBes de
higiene e¢ de sagde piblica gue melhoraram
neste intervalo de tempo™,

A observagiio e andlise dos resultados de
inguéritos realizades por numeroses autores
torna cada vez mais aparente que, num levan-
ta}yiento soroldgico, as condi¢bes sécic-econd-
micas dos individuos tém influénela impor-
tante nos resultados™ ™. Assim, grupos sé-
cio-econémicos mais elevados ou diferenciados

demonstram menor incidéncia da infecglo e,

. conseqiientemente, menor fregiiéncia de anti-
" corpos que os apresentados pelos grupos mais

pobres. Provavelmente, se tivéssemos elegido
um grapo especial .para .estudo come, por
exemplo, profissionais liberais ou universi-
tdrios, as probabilidades de infecglo pelo
virus do herpes simples seriam, com certeza,
menores que as encontradas nos resultados
squi apresentados. Resta indagar em que
percentagem estes grupos especiais represen-
tariam a populagho.

Em nosso trabalho, ndo interessou gual-
quer outra op¢fio sende a de verifiear gqual
era o nimere de individuos de cada grupo
etéric que representasse a classe social pre-
dominante na cidade de SHe Paulo, isto &, a
grande massa de trabalhadores e familiares
que procuram a Previdéncia Social ou Postos
de Sadde do Estade para atendimento gra-
tuito, & procura de carteiras de saide, ates-
tados e econsultas. Alas, & a sgituagio da
grande massa da pepulagio do pais.
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SALLES-GOMES, L.F.; SAKUMA, ME, & CURTI, S.P. — Present status of the
fregquency of antibodies against Herpeavirus hominds in inhabitants of Sao Paulo
City, Brazil. Rev. Inst, Adolfe FLutz, 41(2):107-114, 1981,

ABSTRACT: Indirect immuno-fluorescence revealed antibodies against Herpes-
virus homindig in 809 of 485 serum specimens coliected during May, June and July
1980 from inhabitants of S&c Paulo City, state of Sic Paulo, Brazil. The sera
from denors in the 1-4 years age group showed 389 of poesitivity while 209% was
found in the 9-14 year group. The resulis are similar to these from ancther study
conducted in the same city in 1962 and from some studies conducted in other

countries.

DESCRIPTORS:
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of Sd&o Paule City, state of S350 Paule, Brazil.
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. RESUMO:

S&¢ apresentados dois casos de pacientes com lesdes viscerais de

figade e rins consegiientes ao manuseio inadequado de um agrotéxico, ¢ dicloreto
de paraguat 1 1-dimetil-4,4'-dipiridilio dicloreto (Gramoxone)} e chamam a atengdo
parz um tipo especial de hepatite toxica; descrevem o tipo de lesZc hepatica & sua
topografis intralobular, assim como lesBes graves nes idbulos renais, com formacioe
de sais de cdleio. Sdc feitas consideracbes sobre as viag de absorgio do idxico e
das éareazs de predilecic de atuacho dentro do I6bule hepatice, assim como sobre

o diagndstico diferencial com outres tipos de hepatite téxica.

DESCRITORES:
paraguat {Gramoxone); nefrose,

hepatite téxiea; envenenamento per herbicida; dieloreto de

INTRODUCAO

O problema de pragas e doencas na agri-
enltura tem sido diseutido desde as mais re-
motas épocas, passando por fases diversas
¢ seu combate, atingindo a atualidade, na
qual sdo intensamente usados os produtos
quimicos sintéticos, eatalogados eomo agro-
tOxicos. Devemos enfatizar cgue esses agro-
téxicos neeessirios ao aumento da produglo
de alimentos s@io, no entanto, responsiveis
importantes pelo desequilibrio ecolégico, por
provocarem a peluicic da dgus, do solo e dos
alimentos, causando a morte de milhares de
peixes, anfibios, aves, mamiferog e do pré-
pric homem. Este é atingido nfo s6 por

intoxicagtes peguenas, mas fambém pelas
sucessivas e acumulativas intoxicacbes cujos
danos raramente sfo detectados; através de
intoxieagbes maci¢as, agudas portante, o indi-
vidue é conduzide & morte rapidamente, como
nos dols casos apresentades,

O Brasil adotou franca e abusivamen-
te os agrotéxicos®. O uso de defensivos
agricolas — herbicidag, fungicidas e inseti-
cidas — por hectare de terra cultivada alcan-
ga uma porcentagem mais alta que a obser-
vada em oulros paises gue se dedicam & agri-
cultura. Basia citar que a importacio destes

- produtos, em 1980, ultrapassou a cifra de 339

mithdes de délares, segundo informacdo da

# Realizado na Divisio de Patologia do Institute Adolfe Lutiz, Sio Paule, SP. Apresentado no

15,2 Congresso Brasileiro de Patologia,

** Do Institute Adolfo Lutz, 8fc Paulo, SP.

Belo Horizonte, 1981,

%% Tio Departamento de Anatomia da Universidade de Sdo Paule, 8. Paule, 8P,

ks

HHEEE

Do Hospital do Vale do Ribeira de Pariquera-Agu, Pariguera-Agu, SP.
Estagisria da Secdo de Anatomias Patolégica do Instituto Adolfo Lautz.
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ANDEF *, Nio é, pois, de se admirar que o
nosse homem do campo, menos avisado ou nae
instruido sobre os agrotéxicos, use e abuse
inconscientemente desses defensivos. Sem
uma orientacdo adequada, esses venencs pro-
voearam a morte de individuos, variag vezes
anunciada pela imprensa de nosso pais.

Além de lesbes crinieas progressivas pro-
vocadas por esges venenos, devem Ser espe-
radas alteracdes gendticas. Experimental-
mente tem sido demonstrada a ac@o danosa
de agrotéxicos **, derivados fosforados e clo-
rados gue, agindo com certa cronicidade e
em minimas doses, provocam quebras ero-
mossdmicas ¢ causam mutacbes génicas,

H3i, portanto, necessidade de se eduear
urgentemente sobre o use de defensivos agri-
colas nas escolas rurais e nas unidades da
area da Agrieultura, que sfio os orghos ade-
guados para isso. O papel da Satde Pdblica
é& o de intensificar a educacfo sanitdria, jun-
tamente com os selores da Secretaria da Agri-
cwitura, responsdveis pela orientaglo no use
de produtos agrotéxicos, junte ao agricuitor,

MATERIAL E METODO

O material de nosso trabalho é constituido
por fragmentos de visceras de individuos que
faleceram em regides agricolas do litoral do
Estado de Sio Paulo, os guais haviam mani-
pulado em suas lavouras um agrotéxico 3
base de dicloreto de paraguat 1,U-dimetil-4,4’-
bipiridilic (Gramoxone}. Dos dois casos rece-
bemos fragmentos de figado e, de um deles,
fragmentos de ring. Néo nos foram enviados
fragmentos de outras visceras. As amostras
dessas visceras foram fixadas em szolugdo de
formol a 10%: e tratadas pelas técnicas usuals
em histopatoiogia.

RESULTADOS

FLesfes do figado — 8SH6 representadas no
caso 1 pela intensa necrose de células hepé-
ticas, com escassa ou nula presenca de células
inflamatérias, junte a vénula centrolobular,
e pela colestaze intensa (fig. 1la); essa
necrose vai diminuindo de intensidade & me-
dida em que se aproxima dog espacos poria,
onde se nota infiltrado inflamatério crénico
e alguns eosindfilos (fig. 1b}. HA necroses
focais de grupos de hepatdcitos em todo o
parénguima hepético. Observa-se também
pigmento biliar em grande nimerc de células
citologicamente conservadas. Onde a lesfo &
mais intensa, a vénula centrolobular perde a
sua estrutura, desaparecendo as céluias endo-
teliais ¢ permanecendo um tecido eosingfile
levemente granulose. Trombos biliares sio
vistos nos colangiolos; nas éreas de necrose,

hé raros neutréfilos esparsos e dilatacdo

acentuada dos capilares,

Lesdes renais — Ag preparaches histolégicas
mostram intenso e difuso processo degenera-
tivo tubuiar (fig. le} com precipitacio de
sais de calcio (fig. 1d) e conservaciic da
maioria dog glomérulos.

No case 2 as alteragdes hepaticas sdo

“menos acentuadas, porém com asg caracteris-

ticas do ecaso 1: nota-se discreta necrose cen-
trolobular (fig. 1e¢), necroses focals difusas
(fig. 1) e necrose eosindfila de hepatéeitos
{(fig. 1g). Podem ser notados ainda trombos
biliares e pigmento biliar intracelular. H4
disereta colangite crénica (fig. 1h). A dila-
tagio capilar também ¢ intensa, como no
cas¢ 1.

DISCUSSAO

Os achadoes histologicos das lesdes visce-
rais permitem-nos discutir o mecanizsmo de
acho dessas substineias”® de alta toxicidade,
que sfio manuseadas pelo homem do campo;
elas peneiram em gen organismo e vao lesar
orglos vitais através dos seguintes meios:
a) vpela absorcdo, em contato com a pele;
b) pela respiracido, inaladas com a aspersio;
¢} pela ingestzo de alimentos contaminados.

Absorvido através da pele (fig. 2}, o tdxico
aleanga o coragfo direito pelas cavas saperior
e inferior; através dos pulmées, chega nao
coraglo esquerdo pelas velas pulmonares.
Através dos intestinos, ele chega a0 figado
pelo sistema porta, e retorna ao coracio di-
reito pelas veias hepdticas e cava inferior.
Através da circulacfo arterial, o téxico atinge
os rins e demais visceras. Através dos vases
porta direito e porta esquerdo segmentares,
interlobulares e seus ramos, 03 sangues, ve-
nose e arterial, se misturam nos capilares
sinuséides hepaticos; estes sangues arterial e
venogo fluem da periferia para o centre do
16bulo hepatico, levando nio sé nutrientes,
mas também a substdncia témica; esta passa
para os espagos de Disse, através das fenes-
tracoes existentes enire as jungdes das célu-
las endoteliais de Kupffer. A superficie do
hepatdcito que olha para o espago de Disse
apresenta numerosos microvilos™®, que pre-
enchem quase que totalmente o referido es-
pago; seria através destaz formacfes que
a substfncia téxica pensetraris no citoplasma
celular. Desta forma, o paraquat pode con-
centrar-se @ provocar leses - hepéticas cen-
trolobulares, e em outras 4reas do I6bule
hepatico ™ °.

Tal peculiaridade é evidente em patologia;
eom fregiténeia as alteracles do figade ocor-
rem de preferéneia na regilo central ou nas
Areas mais periféricas do lébulo hepdtico. As
necroses focals seriam devidas & acfio local

Assoeiagio Nacional de Defensives Agricolas, 83ds Paulo, 8P
2% Informacgfio pessoal de A. Becak, do Institute Butantd, S&o Paule, Brasil, 1881
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FIGURA 1 — Cortes histolégicos das lesdes viscerais: a) necrose centrolobular do figado; b) colangite
intensa; c¢) necrose tubular da camada medular do rim; d) formacido de sais de calecio
no rim; e) necrose centrolobular discreta do figado; f) necrose focal do figado; g)
necrose eosinofilica de hepatécitos; h) colangite discreta. 160 x.

117



CAMPOS, EP.; COSTACURTA, L,; FELICE, R.B.G.; PAES, RA.Y. & CURY, C.G.C. — LesGes vis-
cerais em dois casos fatais consegilentes ao manuseio de agrotéxicos. Rew. Imst. Adelfe Lutz, 41
{2):115-120, 1981.

Veias hepdlicos

f.Corag'd o direito
{i-2-3)

~
.

I
e Ductulos hepaticos, P
o o\ Arterioln bepotica -7
5 Vénuvia interlobulor \Y
¥
!
Vénulo |
u -
o Venu/a}
centrolobular cenirolgbulor
]
t i e g 0 * H
eios segmentares i
i [
A / \
Veia porta direito Veig portd-e¥querdo g
. - b - - : /’/ ‘:\ -
-~
veio porto pN " squemo. ciberiol
Veio -7 7
mesentérica superior Veio esplénica \‘.’

FIGURA 2 — Provaveis vias de absorclio e dreas de localizagio do dicloreto de paraguat.

Veia mesenterica mferior :

Diagrama

baseado no conceito de RAPPAPORT ¥ (1058), referente ao 16bulo porta.

do téxico em baixa concentragio; assim,
agindo sobre uma célula, teriamos a necrose
eopindfila; o pigmento aparece nas células
pouce lesadas, enquante gue os grinulos de
pigmento sfo libertados das células destruidas
e ge localizam como trombos biliares nos
eolangiolos.

Se admitirmos que cada tipo de téxico tem
uma Area predileta de atuaciio dentro do
16bule hepatico® 4582 como notamos no en-
venenamento pelo tetracloreto de carbono,
pelo fésforo, pelo antiifidnio ete., poderiamos
sugerir que hd grupos de hepatécitos mais
sensiveis a deferminados tdxicos, assim como
haveria também grupos especiais para a loca-

118

hzagdo de certos virus como o da febre ama-
rela, que tem preferéneia pela ér/ea mediozo~
nal do lébulo hepétice. /

Os agrotéxicos sdo substdncias empregadas
na agricultura, de composigio quimica diversa,
o que lhes confere diversos graus de toxicida-
de, em alguns, tao elevada, que a pritica con-
densa sgeu uso. Seu mecanismo de agdo ¢ local
de atuagio variam também conferme s sua
composigio guimica. Nos nossos casos foi usa-
do um produto comercial i base de paraquat,
herbicida extremamente perigoso se absor-
vido pelo organismo humano. Ha virios dpro—
dutos comereciais deste herbieidz, sob dife-
rentes nomes de fantasia, alguns mistura-
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dos com outres herbicidas, na proporgdo de
25 g por cento. Em virtude de sua grande
solubilidade na Aagua, este herbicida™ pode
faciimente penetrar no organisme humano
pelas viag j4& analisadas. Sus toxicidade®,
DIL./60mg (dose letal 509 ) via oral, é de
150 mg por kg de pese corpérec para ca-
chorros, 70 mg/kg para carneiros, 262 mg/kg
para galinhas e de 104 mg/kg para camun-
dongos. Em virtude de casos fatais conheci-
dos, a dose letal para o homem foi estimada
em 4mg/kg de peso. Diante de tdo alta toxi-
cidade. o uso do paraquat deve ser abolido.

Alguns dos efeitos téxicos para o homem
séo lesbes das unhas, irrifagdo da pele e
oihos; quande ingzlado, hid sangramentio nasal
e dispnéia, provocando lesbes pulmonares
graves, com fibrose irreversivel e morte*. Ao
apresentarmos este mnosso frabatho ne Con-
gresso por nds ecitado em rodapé, os patolo-
gistas da Faculdade de Medicina da Univer-
sidade de Campinas confirmaram casos fatais
com fibrose pulmonar. O prof. Leo Lencioni,
de Rosario, Argentina, referiu também va-
rios casos fatais de agricultores que manu-
searam agrotéxicos.

Em nossos 2 casos observamos hepatite
téxica e mnefrose. Pelos exames histopatols-
gicos das amostras reeebidas, constatamos
que o paraguat age diretamente sobre as
células hepéticas e sobre o epitélio dos tdbu-
los renais, necrosando-cs. O tipo de necrose
hepética difere daquele encontrade em outros
cagos de envenenamento, como no de tetra-
cloreto de carbone, onde hi necrose centrolo-
bular acompanhada de degeneragdc gordu-
rosa microgoticular, como no casoe do fésfore,
em: que h& necroses focais disseminadas na
periferia do lébule hepético, como no envene-

namento pelo antimdnio, gue atinge extensa
drea do lébulo hepatico, dando aspecto de
carta geografica; no envenenamento pelo ar-
sénico, em gue hd esteatose hepdties difusa e
discretissimo infiltrade inflamatdério; no en-
venenamente pelo chumbo, em gue as lesfes
s6 sdo conhecidas quando evoluem para a
cirrose do tipo microncdular, lembrando a
cirrose de Laennec. Quanto aoc paraguat,
produz necrose centrolobular, necroses foeals,
necrose eosinofilica e colangite cronica, va-
riando essas lesbes de intensidade, conforme
a concentragio do tdéxico no sangue.

CONCLUSAD

0 usc indiseriminado de agrotdxicos na
agricultura, além de provoear o desequilibrio
ecolégico, vem ocasionando a morte do ho-
mem do campo, que nio recebe o necessério
ensinamento pars seu manuseio. Certos pro-
dutos, como os compostos dipiridilices, entre
eles o paraguat, tém alte poder tdéxieo, desa-
eonselhando-se o seu uso, como foi feifo em
alguns paises. Os casos de morte sfo conse-
qitentes Ag lesbes viscerais graves, como &8
que constatamos em nossos casos, para o
lado do figado e rins, além daguelas j& refe-
ridas na literatura, para o lado dos pulmées,
cérebro, miocirdio e supra-renais ‘. Este faio
nos obriga a chamar a aten¢fio dos respon-
sdveis, nas dreas dos produlos tdxicos, co-
mercializados para agricultura, no sentido de
ser restringideo seu uso e ministrados ensina-
mentos adeguados ao homem do campo guanto
4 sua aplicagfio. A coleta e andlise de frag-
mentos de todas as visceras, em casos fafais,
devem ser préticas correntes pars avaliagio
histopatologica.
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ABSTRACT: Two workers who handled an agrotoxic product, the paraguat
dichloride 1,1’-dimethyl-4,4-bipyridinium dichleride (Gramexone)} died. Pathological
examination disclosed severe lesions of kidney tubules with ecaleium deposites as
well as & foxic hepatitis whose necrotic lesions were mainly intralobular; Consi-
derations are made on the possible areas of abscrption of the ioxle, its affinity
for the liver lobules and on the differential histologie disgmosis with other types

of toxic hepatitis.

DESCRIPTORS: hepatifis,
(Gramoxone); nephrosis;

toxie;

herbicide

poisoning; paraquat dichloride
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BARBOSA, 8.F.C.; TAKEDA, AK.; CHACHA, J; CUCE, L.C. & FAVA NETTG, C.
— Anticorpos especificos das classes IgG, IgM e IgA pars Paraoeceidioide
bragiliensis dosmados airavés da reagfie de imunoflucrescéneia indireta ne soro
de pacientes e sus correlagio com o tempo de evolugio ¢ forma elinica da
doenga. Rev. Insi. Adelfo Lutz, 41(2):121-128, 1981,

RESUMO:

Foram estudados 18 pacientes com paracoccidioidomicose com a

finalidade de comparar a reacfio de imunofluorescéneia indireta com as reaghes de
fixacdo de complemsento e precipitagic feita em tubos. Fol constatada correlagio
da reagio de imunofluorescéneia indireta e da reacio de fixagio de complemento,
tende sido sugerido o seu emprego no diagnéstico da doenga. Nio fol possivel correla.
cionar & presenca de IgG, IgM e IgA especificas para Paracoccidicide brasiliensis
com as formas clinicas da doenca; no esntanto, notog-se gue imunogleobulinas do tipe
IgM esfavam presentes em deenies ecom comprometimento ganglionar. Quanto ac
tempo da doenga verificou-se que o IgA especifico para P. brasiliensis apresentava-se
sempre positivo em maior poreceniapem nos cases de tempo de evolugdo inferior

A um ano.

DESCRITORES:

paracoccidioidomicose, téenicax de diagnéstico,

INTRODUCAO

Atualmente o diagnéstico laboratorial da
paraeoccidioidomicose é feito em nosse meio
através das seguintes provas: pesquisa direfa
do parasita nas lesoes, intradermo-reagio
{IDR) e reagles soroldgicas; enire estas, as
mais utilizadas sfic a de fixagio de comple-
mento {FC)Y* e a de precipitagio em tubos
(PP}~

Os titulos de anticorpes, medidos através
da reaciio de fixacdn de complemento, dao

uma boa gvaliagdo progndstica da moléstia.
A reaciio de precipitagio em tubos detecta
anticorpos mais precocemente do que a rea-
¢ho de fixacho de complemento. Todavia,
existe um bom nimere de casos em gue ndo
s¢  demonstram  anticotpos  precipitantes,
mesmo quando a wmoléstia s¢ encontra em
atividade*, Quantc a IDR, verificou-se gue
a positividade ndo ulirapassava 90¢% com
qualquer dos tipos de antigenos empregados
nesta reacfio. Destaca-se, ninda, que os pa-
clentes gravemente enfermos reagem negati-
vamente ac teste intradérmico.

#  Reslizado na Secao de Imunologia do Insiitute Adolfo Luiz, Siao Paunlo, SP.

#% Do Instituto Adoelfo Lutz.

*+* Da Clinica Dermatolégica do Hospital das Clinieas da Faeuldade de Medicina da Universidade

de Sdc Paulo, SP.

EX X
sidade de Sao Paulo.

Do Departamento de Microblelogia e Imunolegia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Univer-
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Trabalhos de RESTREPO & MONCADAS,
e de FRANCO et alii® sugerem o usc da rea-
¢iic de imunofluorescéncia indireta (IFI) no
diagnéstico da paracoccidioidomicose.

O presente trabalho tem como objetive es-
tudar o emprege da reagdc IFI para o diag-
néstico da moléstia e, neste sentido, propu-
semo-nos a; a) comparar a reagdo de IFI
com as reagbezx de FC ¢ PP no soro de pacien-
tes portadores da wmoléstia; b) guantifiear
nesteg soros, através da reagdo IFI, com em-
pregoe de conjugados moncespecificos, as dife-
rentes classes de anticorpos anti-P. brasiliensis
e fentar relaciond-log com alguns pardmeiros
clinicos, como a forma da doenga e o fempo
de evolugio da mesma.

MATERIAL E METODOS
Soros

Foram examinados 18 soros de pacienies
de paracoecidioidomicose, provenientes da
Cliniea Dermatolégica do Hospital das CH-
nicas da FMUSP. Todos os casos foram con-
firmados por exame histopatelégico ou bidpsia.
Realizaram-se levantamento e estudo dos pron-
tudrios dos respectivos pacientes, para a
obten¢do dos seguintes dados: procedéneia,
idade, cor, tempo de evolugo da doen¢a e
tipo de lesbes apresentadas pelos portadores
da moléstia. Foram estudados também 30
soros de poriadores de outras micoses, com
FC negativa (19 com candidiase, 9 com his-
toplasmose e 2 com a doenga de Jorge Lobo).

Como controles normais foram coletados 23
soros de -doadores de sangue, supostamente
sadies, Todos o3 soros foram inativados a
56°C, durante 30 minutos, e conservados s
—20°C, sem a adigio de preservativos

Antigens pare reagdo de imunofiuoreseéneie
indireta

A cepa P. brasiliensis utilizada para a ex-
tragio do antigeno foi isolada de doente elini-
camente diagnosticado, tende side mantida
por subcultivo em garrafa de Roux com 150 mi
de dgar Sabouraud, por uma semana, a 37°C.

As culturas, apds este periode de iempo,
foram suspensas em solugdo salina, con-
tendo 0,19% de formaldeido *, e submetidas a
agitagho constante por 18 horas, a 4°C.

O P. brasiliensts fol separado por centrifu-
gagho, & 1400 g, sob a temperatura de —4°C,
durante 10 minutos, sendo em seguida lavado
3 vezes em solugio salina tamponada (pH
7,2) ® acertada a concentracho final por
leitura em espectofotdmetre ** (650 nm para
D.O. £ 0,623). O antigeno fol depositade em
lAminas de imunofluorescéncia, que foram

* E. Merek, solugdo a 35%.
=% Bauch & Lomb, spectronic 88.
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secadas a0 ar efou em estufa a 379C, e
finalmente fixado em chama, sendo em ze-
guida as }8minas embruthadas em papel alu-
minio ¢ mantidas a —20°2C.

Conjugade

Foram empregados os conjugados anti-Ig
total, anti-IgG, anti-IgM ¢ anti-IgA huma-
nas, obtidos de coelhes (do Instituto Adolfo
Lautz), marcados com isotiocianato de fluo-
resceina, sendo a especificidade dos conjuga-
dos comprovada por imunoceletroforese.

Reagfie de tmunofluoreseéneia indireta

Foi realizada segundo 2 tfécnica de REB-
TREPO & MONCADA & tendo side feitas di-
luighes sucessivas em todos os soros acima, de
razdo 2 até 1:1024 (com o uso dos eonjugados
egpecificos, foram tituladas as imunoglobulinas
totais e as fraces I1gG, IgM e IgA, especificas
para P. brasiliensis. Sorog com tituio de anti-
corpo Ig total igual ou malor de 1:16 foram
considerados como positivos.

Reugfo de fizagdo de complemento

Foi realizada, segundo a téenies descrita
por FAVA NETTO? usande-se o8 saros
acima referidos.

Reagdo de precipilacio em lubes

Foi realizada segundo a téeniea descrifa
por FAVA NETTO® usandc-se os sores
acima referidos,

RESULTADOS

A tsbela 1 mostra os resulfados cobtides
com os 18 soros de pacigntes portadores da
moléstia, submetidos &s reagdes de IFIL, FC
e PP, com antigeno polissacaridico. Nos 18
casos com lesbes em atividade, 1009% forsm
positives nas reagfes de IFI e FC, enquanio
apenas 16,69 foram pesitives ne teste PP.

A tabela 2 relaciona a forma clinica da
doenga apresentada nos pacientes com para-
coccidioidomicose e a positividade dos anti-
corpos IgG, IgM e Igd, especificos para P.
brasiliensis, titulados por IFL Verifica-se
que o IgG apresenta positividade em todas as
formas clinicas, enguarnio o mesme ndo
ocorre com o IgM, que se tornou positive nos
casos em qgue existia lesfo ganglionar (2
doentes na forma linfdtica e 3 doentes na
forma mista) ¢ em um case na forma mista
com lesbes cutfneas viscerais que acarreia-
ram véarias internagfes. Quanto ac IgA, a
positividade encontrada fol de 4 casos de
forma tegumentar, 2 de forma linfatica e &
de forma mista.



Resulledos dos reqagdes

imunofluorescéncio  indiveis,

pargeoccidioidomicose, frente ao ltempe de

TABELA 1

fiwaedo de complemenio e precipitecdo em
evolucio da doemge e tips de lesdo apresentada

tubos

ewm 1§

soros de pactentes portedores de

Imunofluorescéncia indirein Fizagio de Precipitacio
Tempo de Claasificacéo {titule) complemento em tubos
_ Paciante evelugio Tipe de lesde da lesdo
Y G TeM igh
M.T._A. 8 a cutinea-mucosa-pulmonar mista i 1:256 neg. neg. 124.0 neg.
B.A.S. 1 a c%}tﬁ;;mptz]munar mista ‘ 1:128 nesg. i:4 23,0 neg.
D.M.P. 3 a mucpsa {ldbia)-pulmonar nista 1:128 neg. i:16 12.0 By,
R.R. 38 4 mucosa-pulmonar mista 11850 neg. neg. 17,0 o neg.
C.A. 0. 12 & cutanea-visceral mista 128 1:128 1:16 182 34,0 neg. B
LM A, 3a cutdnea-mucosa-ganglionar mista 1:256 1:22 1:32 neg. 1770 pos. k) )
M. 1s cutdnes-pulmonar-ganglionar mista 1:258 1:236 1:32 1:18 1380 ‘pos, (+33
BF.G. 1 a mucosa-ganglionar misia 1:64 1:684 1:16 1:4 35 neg.
D.s. 1a ganglionar ganglionar 1128 1:128 1:64 ~1016 1440 pog. {F+-i4}
L.P.F. B a ganglionar ganglionar 1:256 1:64 1:18 1:82 54,0 neg.
E.R. 6 a cuténesa tegumentar 1:258 1:256 neg. neg 11,0 neg.
.S, ?a cutdnea-mucesa tegumentar 1:256 1:128 neg.
J.R.L. 2 a cutiines-mucosa tegumentar 1:512 “ﬂzse neg.
P.P 4 m mucosa (labio) tegumentar 1266 1:256 ney., 1:16 26,0 neg.
P.C. Toa ecutdnea-mucosa t.e;_fumen;é; 164 1:64 neg. g 3650 mp:
LFR 3m mucosa (ldbio) te“gamentar 1:22 1 82‘ neg, :-~ 15,7 neg.
JoALC Ta mucosa {1dbin) tegumentar 1:84 164 neg. m‘g . 858 ne;f h
?P i m TULOEA tegumentar 54 1:82 neg., 1:82 2,7 neg.
d = dias
m o= meses
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TABELA £

RelogGo entre o forma clinlea spresentadn pelos

pacientes de poeracoceidioidomicose e a positivideds

dos anticorpes g, IgM e Ipd derionsivads per imunefluorescéncia indiveta

N.% de casos positives
o
Forma clinica N2 de Anticorpos
casos N
IgG ieM IgA

Tegumentar 8 g ) i
Linfatica 2 2 2 2
Mista 8 4 4 5
Total de casos 13

Relacionando-se o tempo de evolugdo da
doenca e a presenga de imunoglobulinas G, M
e A de anti-P. brasiliensis (fabe's 8), nota-
-se que ¢ 1gG nio apresentou variacdes, sendo
positive em todes os casos, enquante gue o
IgM  apresentou malor nGmero de cascs,
37,59, no intervalc compreendido de 1 3 12
meses, € 209, de 13 meses a doze ancs. Estas
diferengas nflo foram significativas porgue,
como fei demonstrado pelog resultadoz da ta-
bela 2, a presenca de IgM estd mais ligada &
forma clinica de que ao tempo de evolugio
da doenca.

Quanfe & presenca de Igd, verifica-se que
maier porcentagem, B7,5%, silua-sc na faixa
de 1 a 12 meses de idade, baixando para
409, na faixa de 13 meses a 12 anos. Os 8
casos compreendidos num intervaio de 1 & 12
meses apresentaram-se positivos, com exce-
¢io de um caso de 35 dias.

Foi verificada a presenca de reagdes cru-
zadas frente ao antigeno utilizado na IFIL
{tabela 4}, Cingllenta e trés soros controle
{19 de candidizse, 9 de histoplasmose, 2 de
doenga de Jorge lobo e 23 de doadores de
sangue, supostamente sadios), negativos na
reacio de FO, foram tfestados frenie a célu-
ias de P. bresiliensis e os titulos de anticorpos
totais feram comparados com os dos pacien-
tes de paracoccidicidomicoge,

Observou-se a presenga de reagfio cruzada
corr o8 2 sovos provenientes de portadores
da doenea de Jorge Lobo,

Quante aos restantes sorog do grupo-con-
trole, observamos que 43 soros ndo foram rea-
tivados e 8 ndo tiveram titulos de anticorpos
superiores a 1:8 na I¥FI para P. brasiliensis,

Todos os 18 soros de doentes de paracocci-
dieidomicose tiveram  titule de anticorpos
igual ou supericr a 1:32 na I¥FIL

TABELA 3

Positividade de imunoefluoreseéneio indirete pora IgG,

TgM e IgA, e tempo de ewolucdo dun meléstio

Tempo de evolugio da moléstia
1 més — 12 meses 13 meses 12 anos
Anticorpos
Casos Casos
n? e n? e
igG 8 160 16 100
IgM 3 37,5 2 20
igA 7 87,5 1 40
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TABELA 4

imunofluorescéncin indivete, em pregenca de

brasiliensis

sores determinados  por
celulas de FParacoceidioides

Titulos de anticorpoes em 7l

MO de soror
- - s I T
Grupos Titalo de antleorpos de
""i CHSOS
1:4 1:8 ) 1:18 1:3% 164 1+128 R iditi] 1:512 Neg.
— | l i
Candidiase 2 5 — — e — [ s 12 14
Histoplasmose 1 e e e e e — — k4 k3
Doenga de Jorge
Lobo e 1 1 — R B o 2
Doadores de
sangue | — ,,Q . - . R 23 23
Paracoccidicido-
micose - P 1 4 4 g 1 e 18
Obsorvagfe: nota-se presenca de reaglio eruzada somente na deenga de Jorge Lobo.

Embora nio se tenha observado nenhuma
correlagio entre a presenga de imunoglobu-
linas especificas do tipo IgG e IgA e as for-
masg clinicas da doenga, a presenga de imu-
noglobulina especifica do tipo IgM foi sem-

CONCLUBDES

Das trés reacies analisadas, a reagfo de
precipitacie em tubos mosirow ser a menos

sensivel, enguanto que houve correlagio entre
as rveacbes de imunofluorescéncia indirela e
fixagfo de complemento.

A reacdo IFI poderd ser utilizada como
uma das téenicaz com finalidade diagnédstica,
apresentando a vantagem de poder ser apli-
cada em sores anticomplementares.

pre demonstrada nos deentes com compro-
mebimento ganglionar.

A presenca de IgA fol verificada em malor
porcentagem nos casos de tempo de evolugho
inferior & um ano.

A reaclo de IFI para paracoccidicidomicose
¢ especifica a partir da diluigdo de 1:1€ do
soro,

RIALAG/53b

BARBOSA, S.F.C.; TAKEDA, AK.; CHACHA, J.; CUCE, L.C. & FAVA NETTG, C
w Class Ig@, IgM and IgA antibodies specific for Parccoceidioidis brasiliensis
titrated through indirect immuno-fluorescence in the seram of 18 patients and
their relationship fo clinleal form and duration of discase manifestations,
Rev. Inst, Adolfo Lutz, 41(2):121-126, 1981,

ABSTRACT: A comparisen of the indirect immuno-fluorescence test and the

complement-fixation and test-tube precipitation tests was made in the sera of 18
patients with confirmed paracoccidicidomycosis. There was agreement between
indirect immuno-fluorescence and complement fixation, a result which recommends
the ase of immunoc-flucrescence for dizgnosis, No correlation between clinieal pietu-
res and the presence of IgQG, IgM and IgA specific for P. bresiliensis was noted.
However, IgM was presenfed in lymph-node lesions. The specific IgA was found
more frequently in patienis with illness duraiion shorter than one year.

DESCRIPTORS: paracoceidioidomyecosis, diagnose technies.
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RIBEIRO, M.; KAWARABAYASHI, M. & TAKEDA, A X, — Imunodiagnéstice da
leptospirose humsana. 1. Antigens polissacaridico para a prova de hemaglu-
tina¢io passiva. Rev. Inst. Adelfo Lutz, 41(2):127-133, 1881,

RESTUMQ: Antigenos polissacaridices F, foram exiraidos de leplospiras dos
serotipos icterohaemorrhogioe e patos, cuja relaclio profeina/carboidrate fol de 1,24
e 0,54, respectivamente. Sua especificidade soroldgica foi avaliada na reaciio de
hemaglutinagfo passiva para o diagndstico da leptospirese humana. Para tanto,
hemieins de carneire previamente fixadas com gintaraldeido foram sensibilizadas
com aimbas as preparacles., Hsta prova fol experimentada em 91 sores obtidos
de 85 pacientes com leplospirose, causada presumivelmente pelos sorotipos deterohae-
morrhagine, copenhageni, grippothyphosa e pomone., Verificou-se que ambas as
fragies F, comporitaram-se de maneira semelhante. A reagie de hemaglutinacio
paseiva fol génere especifica, bastante sensivel, positivando-se precocemente na
fase aguda da doenca, Foram salientadas as vaniagens do emprego do antigeno F,
patoe, por se tratar de sorotipe ndoe patogéncio,

DESCRITORES: leptospirose humana, imunodiagnistico; antigeno polissacari-
dico de leplospira; prova de hemaglutina¢io passiva.

INTRODUGAO

Desde o trabalho descrito por HINDLE &
WHITE %, em 1934, iniimeros autores® 457
8, 14,15, 19,20, 21 {3 investigado antigenos estd-
veis e suas eventuais aplicagbes em provas
diagnésticas das lepiospireses, a fim de subs-
tituir ou complementar a prova cléssica da
soroaglutinago microscépica.

FAINE et alii®, em 1974, isolaram um an-
tigene lipopolissacaridico, denominado Fragfo
4 (F.), provavelmente situado perto do enve-
lope externo® das leptospiras, cujas proprie-
dades |biolégicas foram estudadas™, tais
como, a produgio dos anticorpos anti-F, em
coelhos, e sea efeito bactericida i vitre, a
imunizacio passiva e ativa com anti-F. e 4
respectivamente, e sua capacidade protetors
em camundongos.

A determinacio da eventual especificidade
sorolégica do F., exiraido de sorotipos per-
tencentes a diferentes sorogrupos, obtida atra-
vés da hemaglutinaciio passiva (HAP), mos-
trou a ocorréncia de ampla reacfo cruzada
frente aos respectivos anti-soros especificos de
coethos, quando imunizados por wia intrave-
nosa, onde os anticorpos pertenciam 2 classe
de imunoglobulina M, sepunde ADLER &
FAINE® FEstes autores, ac imunizarem coe-
thes por wvis intramuscular com o antigeno
emuisionado com adjuvante, obtiveram anti-
corpo IgG, com reagdes cruzadas muito menos
intensas. Todavia, trabalhando com ¥, do
sorotipo patoe, frente a sores de pacientes
acometidos de leptospirose, wverificaram rea-
goes positivas em altes titulos.

O presente trabalho teve por objetive a
obtencfio do antigeno polissacaridico de leptos-
piras dos sorotipos dcierohaemorrhagice e

* Realizade na Secho de Imunologia do Institute Adolfeo Lutz, S&o Paulo, SP.

** Do Institoto Adelfe Lutz.
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1. Antigeno polissacaridico para a prova de hemaglutinacio passiva.

Rev, Inst. Adolfe

patoc e a sua avaliag®o na reacfio de hema-
glutinaglo passiva (HAP) frente a amostras
de soros de 85 pacientes com quadro clinico
de leptospirose,

MATERIAL B METODOS

Sorotipes de leptospiras

Foram  utilizados os sorotipos dcle
rehaemorrhagice RGA e patee Patoc I, que
foram cultivades em 5,3 litrog do meio de
Korthoff, modificads, contendo 10% de soro
normal de coelho, e incubados a 28C¢C, durante
9 a 12 dias. As suspensfes finais continham
aproximadamente 300 organismos por eampo
microscépico (aumento 400 X).

Antigeno polissacaridico (F.}
a) FEwtracdo

A extragio deste anitigeno foi feita de
aeordo eom a técnica preconizada por FAINE
et alii?, com algumas modificactes, descritas
a seguiv; culturas de leptospiras foram fixa-
das com formaldeido a 1%, a 37°C, por uma
hora, e centrifugadas a 16.300 x g *, por 10
minutos, a 49C. O sedimento foi lavado duas
vezes com solugfo salina tamponada fosfatada
(38TF), pH 7,2, ressuspenso nesse mesmo
tampéo e adicionade a igual volume de NaQOH,
& 19. A suspensiio fol mantida por 12 horas,
a bB6°C, com agitacfo ocasional e, apés res-
friamenio & temperatura ambiente, foi centri-
fugada a 27.000 x g, por 25 minutos, a 4°C,
O precipitade foi desprezado. O sobrenadante
teve o pH ajustado para 8, 5, com HC1 1 N, e
foi adicionado = igual volume de etanol
absoluto.

Essa suspens@o fol estoeada por 12 horas,
a 4°C, apds o gue fol centrifugada a 27.000 x
g, por 20 minutos, para remogio do preci-
pitado {fra¢io 1 de ¥Faine?); o pH do sobre-
nadante fol acertado para 3,5 ecom A4cido
acético glacial e estoeado por 48 horas, a 4°C.
O precipitado (frag¢io 2 de Faipe?) foi remo-
vido por centrifugagdio a 37.000 x g por 20
minutos, a 4°C. O sobrenadante foi neutrali-
zade e precipitado eom etanol a 909, por 3§
horas. Apds centrifugacfio a 10.400 x g, por
20 minutos, a 49C, o precipitado foi ressus-
penso em Agua destilada e, apds didlise, repre-
eipitado 2 vezes eom etanol a 90%. O precipi-
tado formado, fracic 4 de Faine®, que con-
tm o antigeno polissacaridico, foi ressus-
penso em salina estéril e estocado a —200C.
Foram obtidos, dessa forma, o5 antigenos
polissacaridicos dos  sovotipos  icterchae-
morrhagice e pates, que serfc mencionados
como F. icterohaemorrhagice e F. patoc.

b) Determinacdes guimicas

O contelido de carboidratos foi determinado
pelo métode da antrona 8, enguanto que a
concentragdo das proteinas fol dosada pelo
método de LOWRY et qliiz,

Prove de hemaglutinacio passive

a} Prepare de hemdeies flzadas com glu-
teraldeido

Hemacias de carneiro foram fixadas com
glutaraldeido, conforme iécniea deserita por
IMAL et aliii2,

b) Sensibilizacdo dog hemdeios fizadas

No momento do uso, as hemdcias de car-
neiro previamente fixadas eom glutaraldeido
foram lavadas duas vezes em SSTF, pH 7.2
Uma suspensfo a 10% dos eritréeitos foi dis-
tribuida em 2 tubos marcados, “reag¢do” e
“controie’”, respectivamente. No tubo mareade
“reacho” fol adicionado 1,9 mi da suspenséo
de antigeno polissacaridico {F.), na concen-
tracdo pré-titulada para cada 0,3 ml da sus-
pensdo de hemdéecias a 109%. No tubo “con-
trole”, a suspensdo de antigeno foi substi-
tuida por SSTF, pH 7,2, Apds homogeneiza-
¢o, os eritrécitos foram incubades, a 37¢C,
por 60 minutos, com agitagio a cada 10 minu-
tos. Em sepuida, as hemdcias foram lavadas
8 vezes com SSTF, pH 7.2, e centrifugadas
a 765 x g, por 10 minutos. Feram obtidas por
essa téeniea suspensdes & 1%, em SSTF, pH
7,2, de eritrocitos sensibilizados com F. icte-
rohaemerrhagice e com F, patoc.

¢} Reacgdo propriomente dila

As amostras de soros a serem examinados fo-
ram diluidas em série, na razéo log . com tam-
pac diluente (soroalbumina bovina a 0,5g %,
diluida em SSTF pH 7.2) em placas de mi-
crotitulagio em “V”, com algas diluidoras de
25 pl. Em cada cavidade da placa foram
adicionadog 25 wpl dg suspensio, a 1%, de
heméeias sensibilizadas. As placas foram
agitadas e colocadas em cimara Gmida por 60
minutes, & temvperatura de 37°C; em seguida,
permaneceram a temperatura ambiente por 18
horas. A leitura fol expressa em titulo, con-
siderado como sendo a maior diluicie do soro
onde zinda ocorria a aglutinagio de hemdcias.
Foi considerado significativo o titule fgual on
major do que 1:32, com base na mediana de
valores obtidos em grupo controle ¥,

Soros amalisedos

Foram utilizadas de 2 a & amostras de soro,
num total de 91 amostras, obtidas de 3B
pacientes com leplospirose cujos titulos de
aglutininas especificas foram positivos pela
téenica  de  sorcagiutinacfio  microscépica
(SAM). O intervalo médio, apéds o inicio dos
sintomas, em que foram colhidas asg amostras

* g = aceleragiio padrio da gravidade (9.807 mm/s?).
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fol para a 1.* amostra de 6 dias, para a
22 amostra, de 18 dias e para a 3.2 amos-
tra, de 38 dias. A procedéncia e oz resul-
tados da SAM desses soros estdo descrifos
na parte 2 do presente frabalhe (RIBEIRO
et alti17). O sorctipo etiologico presumivel foi
o icterohaemorrhagice om 25 pacientes, o
copenhageni em 4, o grippotyphose em 3, o
pomona em um. Nosg dois pacientes restantes,
oz sorotipos ndo foram claramente determi-
nades pela SAM.

RESULTADOS

Os resultados obtidos na exiragio e dosa-
gens quimicas dos antigenos polissacaridicos
¥, estdo sumarizados na tabela 1, onde se

pode cbservar gue em 5,2 ltros de cultura de
icterohaemorriagice, cepa RGA, foram obti-
dos 28,7 mg, em peso seco, do antigeno polis-
sacaridico (F. RGA), sendo 23,439 corres-
pondente a carboidratos e 26,17%, a proteinas.
A conecentracio na diluicio 6tima sensibili-
zante fol de 9,56 pg/ml, contendo 2,788 ng/ml
de proteina e 2,24 wug/ml de carboidrate.

No mesmo volume de cultura do sorotipo
potee Patoc I, foram obtides 15,6 mg de peso
seco de antigeno polissacaridico (F. Patoc 1),
do qual 22,449 corresponde a ecarboidrafos e
12,059% a proteinas; a concentracie na dilui-
¢3o Otima sensibilizante foi de 1560 ug/ml,
dos guais 1,879 ug/ml correspondem a pro-
teinas e 3,50 pg/ml, a earboidratos.

TABELA 1

Dosagens guimices dos antigenos polissacaridices (F,) obtidos dos soretipos icterchaemorrhagize RGA e
patoe Patoc [

Cepa de leptospira

RGA Patoe [
Fragio F, \
Peso seco {mg)} 28,70 15,68
Carboidratos (%) 23,43 22,44
Proteinas {5} 29,17 12,05
Concentracio na D.OS, {(pg/mi)* 9,56 15,60
Proteinas na D.OS. (ug/ml) 2,788 1,879
Carboidratos na D.O8. (ug/ml) 2,24 3,50

#  DOE. = diluigdc Otima sensibilizante,

A relagiio proteina/carboidrato da cepa RGA
foi de 1,24, enquante que a da Patoc I fol
de (1,54, demonstrando que este dltimo apre-
senta um teor de proteina bem menor do gue
o da cepa RGA, enguanto que o teor de carboi-
drato se enconfra em propor¢des bem proxi-
mas em ambas as cepas.

Os dois F, obtidos foram capazes de sensi-
bilizar hemacias de carneiro previamente fixa-
das com glutaraldeido, possibilitando a exe-
cugio de reagdes de hemagiutinacio passiva
nas amostrags de soros humanos em estudo,
cujos resultados est@o dizseriminados na tabe-
ia 2,

Como se pode observar, os dois lotes de
hemécias reagiram com soros provenienies
de pacientes eujos agentes infectanies pres-
sumiveis eram sorotipos homélogos ou nio.

Na tabela 8 encontra-se a comparacdo dos
resultades de HAP, empregando-se eritrécitos
sengibilizados com F, RGA {cepa homdéloga)
e com F, Patoc T {cepa heteréloga) em cada
uma das amosiras de tore de pacientez com
leptospirose cujo agente etiolégico presumivel
foi o sorotipe icidvohaemerrhagive. Com os
dois critérios de comparacfo, isto é, fregiién-
cia de positividade e freqiiénein de diferenca
signifieativa entre oz titulos, os resultados
obtidos foram idénticos ou similares.
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TABELA 2

Tiiulos dos amostras séricus de cadn pocients com leplospirose obitidos wiravés de hemoglutinupdo pussivi,
empregando-se og antigencs F, iclevchasmorrhagiae RGA e F, patoe Patec [

Hemaglutinacho Passiva (titulo 1:)
Agente infeccicso
Paciente presumivel 1% Amostra 2.2 Amostra 3.2 Amostra
Horotipo RGA Patoc I RGA Patoc 1 RBGA Pator T
1 MFL jeterchaemorrhagioe 128 128 4. 008 2,048 512 BiZ
2 ESO ” 8.192 16,384 4.096 1.024 2.048 512
3RV " 32 32 4.086 2.048 4,006 1.624
4 LBS ” 32 32 16,384 1.024 512 1.024
5 JAC » 1.024 512 4,086 1.024 128 512
6 MAS ” 256 512 1.024 1.024 .
7 SMA ” 18 64 2.048 512 512 256
& M8 - $.192 16.884 4.006 32.768
§ VP " 258 956 2,048 2.048
W Ps » 1.624 1.024 4.096 1.024
11 ICB n 256 84 512 1.024 256 258
12 MIP i 1.0%4 2.048 4,096 8.162
13 ASS o 1.024 1.024 2.048 2.048
14 FJA " 1.024 2.048 4.096 8.1982
15 JLR ” 1.024 256 512 268 256 256
16 KI " 4.094 %.192 8.142 %.192
17 IM " 3.192 8.192 4098 16.484
18 CRS » 2 22 1.024 512 256 128
19 MCAS " §.102 16.384 2.048 1.024
26 MHEK 4 4.006 1.024 512 2.048 512 512
21 JRO » 512 512 1.024 1.024
22 AN " 258 512 1.024 2.048
23 TS ” 256 512 512 1.624 256 256
24 JCS = 64 64 512 256 64 128
25 CAS " 512 256 16.384 16.584 8.192 2.192
25 MTS copenhageni 512 512 1.024 512 512 255
27 JAS ” 256 256 3.024 2.018
28 ACD " 18 2.048 18 2.048 2.048 1.024
2 IMG ” 1.024 2,048 65.535 8.192 4.098 32 768
30 YK grippotyphosa 512 - 256 16 .884 2048 8.192 2,048
31 ARS ” 64 2.048 16:384 65,538 &.192 32,768
32 BV ” 128 64 512 256 128 2586
83 JPM pomong 512 256 1.024 1.024 128 123
A4 JAF icterohaemorrhagice
e copenhageani 2.048 2,048 1.024 2.048 256 2.048
25 RJS icterohacmorrhagice
e grippotyphesa 32 84 518 512

{*}Y As easas vasias {.,.) indicam amostra nao colhida,
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TABELA 3

Comparagio dos resultades de hemeglutinagdo possive executada com os dols entfgenos (F, RGA ¢ F,
Patoc f) em cado umae das emostras de sore de pacientes com leptospirose presumivelmente devide ao
seroiipo icterchaemorrhagiae

Soros N.2 de casos
Fragio F, 1.2 amostra 2.5 amostra 2.2 amostra
Freqiiéneis de RGA a8726 ** 25/25 13/18
positividade *
Patoe I 25/25 25/25 13/12
Freqiiéncia de diferenca RGA 3/25 5/28 2/13
significativa ¥*¥ entre
os titulos, favordvel a
Patoe 1 2/25 3/25 2713

# A medians dos titnlos no grupo controle fol de 1:16.
#*  Preqiifneia expressa como n.? de cases positivos sobre o total de casos snalizados.

=%  Diferenca de duas ou mais diluigdes duplas,

DISCUSSAC

Da analise dos resultados cobtidos pode-se
congtatar que hemdcias sensibilizadas com ¥
icterohaemorrhagice e com F, patoc dao rea-
¢bes cruzadas com anticorpos produzidos por
varios sorotipoes pertencentes a diferentes soro-
grupos causadores de leptospirose humana.

Ambas as extragbes de F. foram prepa-
radas exatamenie da mesma maneira €, por
conseguinte, as reagdes cruzadas configuradas
na tabela 2 contrastam com os achados de
ADLER & FAINE? que nio encontraram
reatividade cruzada no soro de coelho heterd-
logo contra T patoe., Tal contraste é bem
compreensivel, uma vez que ¢ sabido que o
sorotipo patec nio funciona comoe antigeno
polivalente de triagem, frente a anticorpos
anti-leptospiras produzidos pelas diferentes
espéeies de animais domesticados.

CHERNUKHA et alii® estudando a dini-
mica de elaboragio dos anticorpos aglutinan-
tes especificos em 1047 soros de 669 pacientes
com histérico de doenga leptospirdtica, verifi-
caram que a formagfo de microglobulinas e
macroblobulinas era simulténea, porém a con-
centracio dos anticorpos 19 8 (IgM) excedia
consideravelmente a dos anticorpos 7 S (Ig(®)
e a gueda de imunoglobulinas da classe G, em
toda a evolugBo da doenga, era consideravel-
mente menor que a de imunogiobulinas da
classe M. Assim é gue, durante a primeira
semana de doenga circulam no sangue prin-

cipalmente anticorpos da classe M, cujos iitu-
los aumentam em até 10 vezes até a 4.2 sema-
na da doenea, enquanto os niveis de anticor-
pos IgG atingem os malores titulos em forne
do 20.° dia da doenga. Segundc esses mes-
mos autores, os anticorpos da classe M pos-
suem espectro de reaclo cruzada bem malor
do gue aguele pertinente &s imunoglobulinas
da classe G.

Por outro lado, de acorde com ADLER &
FAINE!, os anticorpos anti-F. humanos per-
tencem 2 classe de imunoglobulina M, mesmeo
quando detectados até 10 meses apds o inicio
da infecglo, o gue explicaria o fato de nfo
terem esses anticorpos sua especificidade au-
mentada durante os diferentes estagios da
doenga.

O amplo especiro de reagBo cruzada ine-
rente &3 imunoglobulinas da classe M ficou
evidente em nossa casulstica, pois as provas
de hemaglutinac¢io passiva com eritrdeitos sen-
sibilizados com antigeno F, de ambos os soro-
tipos (icterohaemorrhagiae ¢ puloc) detecta-
ram anticorpos na mailoria dos pacientes, inde-
pendentemente da cepa com que foram infee-
tados. O fato é de importancia clinica pois,
com a utilizagfio de apenas umi vnica cepa,
chega-se ac diagnéstico de leptospirese huma-
na, o que é suficiente pars o médico clinico,
desde que n&o existe tratamento medicamen-
toso diferente para cada uma das diversas
cepas de leptospiras causadoras das leptespi-
roses humanas.
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Quanto A estabilidade dos antigenos polis-
sacaridicos F., observou-se que puderam ser
estocados por um perfodo de um ano sem
perda de suas propriedades sensibilizantes de
eritrécitos,

CONCLUSGES

As reacbes de hemagilutinagio passiva com
eritrocitos sensibilizados com antigenos polis.
sacaridicos F, de ambos os sorotipos (icte-
rohaemerriagioe e patoc) detectaram anti-
coTpos nos pacientes com leptospirose, indes
pendentemente do sorotips infectante. Por
conseguinte, as reagdes com ambos 08 S0ro-
tipoge sdo género-especificas. Qs resultados
obtidos com F, Patoc I foram idénticos ou

similares acs cobtidos com F, RGA. Todavia,
a analise, por inspeecgdo, deste estudo que
pode ser considerado como exploratério, indica
a necessidade de se trabalhar com um mimero
bem maior de amostras de sore, para que tais
conclusBes sejam definitivas,

O confronto dessa prova com a soroagluti-
nagio microscopica e com a imunofluorescén-
¢ia indirveta estd deserito em RIBEIRO et aliil?

¥ vantajosa a utilizaclo do antigeno F,
patoe, devido A facilidade de sua obten¢fo e &
auséneia de patogenicidade em caso de conia-
minacio laboratorial.

A estabilidade do antigeno polissacaridico

F,, quando estocado a -20°C, & de cerca de
12 meses.

rRIALAB[&BG

RIBEIRO, M.; KAWARABAYASHI, M. & TAKEDA, AK. — Immunediagnosis of
human leptospirosis. 1. Polysaccharide antigen for passive hemagglutination
test, Rew. Inest. Adelfo Lutz, 41(2}:127-183, 1081,

ABSTRACT: F, polysaccharide antigen were extracted from leptospiras belong-
ing either to fcterchaemorrhagine or patoc serovars, the protein/carbohidrate ratic
being respectively 1.24 and 0.54. The serological specificity was tested through
passive hemagglutination test. Preparations of glutaraldehyde-fixed sheep red blood
cells were sensitized with either L. icteérohaemorrhagine or L. patec antigens. Bach
final preparation was employed in tests ecarried cut in 91 blood specimens obtained

from 35 patients suffering from

rokaemorrhagine, copenhageni, grippothyphesa or pomena.
The passive hemagglutination test was genus specifie, very

hehaved very similariy.

sensitive and heeame positive in the early stage of the illness.

leptospirosis presumably due to serovars icie-

Both F, preparations

The advauntsge

of F, patoc antigen is peint out because of its lack of pathegenicity.

DESCRIPTORS:
ridic; passive hemaggintination test.

ieptospirosis, human, immunodiagnosis; antigens, polysaccha-

REFERENCIAS BIBLIOGRATICAS

1. ADLER, B. & FAINE, 8. — The antibodies
involved in the hzman immune response
te leptospiral infection. J. med. Microbiol,
11:387-400, 1978,

2. ADLER, B. & FAINE, 8. — Serological cross-
reactions of leptospiral lipopolysaccharide
(F,) antigen. ZbL Bakt., I. Abt. Orig,
244:201-361, 1879,

2. AURAN, N.E.; JOHNSON, R.C & RITZL,
D.M. — [Isolation of outer sheath of
Leptospire and its immunogenic proper-
ties in hamsters. Iufect. Towmun., 5:968-
75, 1972,

4. BAKER, LA & COX, €D, — Quantitative
agsay for penus-specific leptospiral santi-
gen and antibedy. Appl.  Microbiel,
25:697-8, 1873,

132

CHANG, R. SHIH-MAN & MeCOMB, I.E.
—- Erythrocyte sensitizing substances from
five strains of Leptospirae. Amer. J. frop.
Med., Hyg., 3:481-8, 1954,
¢, CHERNUKBA, Y. G; SHiSHKQINA, 2.8,
BARYSHEY, P.M. & KOKOVIN, 1L. -
The dynamics of IgM-antibedies in leptos-
piral infection in wman. Zbl. Bakt., I. Abt
Orig., 236:386-43, 1974,

7. 00X, C.D, — Hemolysis of sheep erythrocy-
tes sensitized with leptospiral extracts.
Proo. See. exp. Biol. Med., 90:610-5, 1855.

8. COX, C.D.; ALEXANDER, AD. & MURPHY,
E.C. — Evaluation of the hemolytic fest
in the serediagnosis of human leptospiro-
sis. J. infect. [Hs., 101:210-8, 1957.

. FAINE, 8.; ADLER, B. & PALIT, A, —

Chemical, serological und  biological

properties of a serotype-specific polysae-

charide antigen in Leptospire. Aust. J.

exp. Biol. med. Sei, 852:311.9, 1974,

4n



RIBEIRO, M.A.,; KAWARABAYASHI,
1. Antigeno pelissacaridico para a prova de hemagluiinacio passiva,
Tatz, 41(2):127-188, 1981

humana,

M, & TAKEDA, AXK.

- Imuncdiagndstice da leplospirose
Rev, Ingt. Adolfo

10,

i1,

12,

13.

14.

15.

FAINE, S.; ADLER, B. & RUTA, G, -
A mechanism of immunity to leptospiro-
sis. Aust. J. exp. Biol. med. Sci., 532:301-
1¢, 1974.

HINDLE, E. & WHITE, P.B, — A specific
soluble substance in spirochaetes. Proc.
Roy. Sec., London, sB, 114:523-29, 19834
apud Q. eum. Indexr med., 15:1188, 1924,

IMAL M.; YAMASHITA, Y., MIVAKAWA,
Y. & MAYUMI, M. ~ Haemaggluiination
inhibition assay of the common defermi~
nants and subspecificities of Ausiralia
antigen. Immunology, 27:871-8, 1974,

LOWRY, 0.H.; ROSEBROUGH, N.J.; FARR,
AL, & RANDALL, R. 4. — Protein
measurement  with  the Folin  phenol
reagent. J. biol. Chem., 193:265-75, 1951.

MYERS, D.M. — Evaluacion de antigenos de
ja envolinra externa de Leptospire en las
pruebas de fijacien de complemento y de
hemaglutinacion para la leptospirosis. Rol.
Ofic. sanit. panamer., 87:141-51, 1979,

PALIT, A, & GULASEKHARAM, J. — Ge-
nus-specific leptospiral antigen and its
possible use in laboratory diagnosis, J. clin.
Path., 26:7-16, 1978,

16.

17.

18.

18,

206.

21.

PALIT, A. & HARRINSON, P.M. — Immu-
nochemistry of extracts from Leptospire
interregans serotype hardjo. J. gen. Micre-
biol, 100:249-56, 1977,

RIBEIRO, M.A,;, KAWARABAYASHI, M.
YAMADA, LE.,; TAKEDA, AK. & COR-
REA, M.OA, - Imunodiagnéstice de lep-
tospirese humsana., 2. Estude compara-
tive das  reaedes  de  sorosglutinaciio
mieroseépiea, hemaglutinacio passiva e
imunofluorescéneia indireta,  Rev. Inst,
Adelfo Latz, 41(2):135-43, 1981,

SCOTT, T.A, & MELVIN, E.H, — Determi-
nation of dextran with anthrone. 4nel
Chem., 25:1656-63, 1953,

SHINAGAWA, M. & YANAGAWA, R. ~—
Isolation and characterization of a leptos~
piral type-specific antigen. Infect. Immun.,
5:12-19, 1972,

SULZER, C.R.; GLOSSER, JW.; ROGERS,
F.; JONES, Wi, & ¥RIX, M, — Evalu-
ation of an indirect hemaggluiination test
for the diagnosis of human leplospirosis.
J. elin, Microbiel,, 2:218-21, 1975,

SULZEE, C.E. & JONES, W.L, — Evaluation
of a hemagglutination fest for human lep-
tospiresis.  Appl. Microbiol, 26:6565-057,
1973,

Recebido puve publicagds em 12 de maio de 1981,

138






Rey, Inst. Adelfo Luts,
41(2):136.148, 1981,

IMUNODIAGNGSTICO DA LEPTOSPIROSE HUMANA. 2. ESTUDO
COMPARATIVO DAS REACOES DE SOROAGLUTINACAO MICROSCOPICA,
HEMAGLUTINACAQ PASSIVA E IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA*

Maricy Alves RIBEIRO **

Massami KAWARABAYASHI #*
Licia Kaora YAMADA ##%%*

Augusta Kiyvomi TAKEDA *#

Marcelo Oswaldo Alvares CORREBA **

RIALASG/537

RIBEIRO, M.A.; KAWARABAYASHI, M.; YAMADA, L.X.:
CORREA, M.O.A. — Imunodiagnéstice da leptespirese humana. 2.

TAKEDA, AK. &
Estude

comparative das reagdes de sorecaglutinagBo mieroscopiea, hemaglutinagio passiva

e imunofiucrescéneia indireta, Rev, Inst. Adelfe Lutz, 41(2):135-143,

1981.

RESUMO: Foram realizadas provas de hemaglutinacio passiva e de imune-

fluorescéncia indireta em 98 sores obtidos de 38 pacientes com leptospirose causada
presumivelmente pelos sorotipos iclerchaemerrhagine, copenhageni, grippotyphesa en
pomong, Hemicias de carneiro sensibilizadas com antigeno polissacaridico F,, obtide
de leptospira do sorotipe patos, foram utilizadas na hemaglutinaciio passiva, Para a
prova de imunofluorescéncia indirets foram empregados antigenos integros de
mesmeo sorotipe, Oz resulitados foram comparados com os obtider através da prova
de aglutinacfo mierosedpiea, na qual foram empregados .10 sorotipes patogénicos.
As reagdes de hemaglutinacfo passiva e de imunoflueorescéneis indireta meosiraram
ser género especificas, sendo gue 2 primeira caracierizou-se por ser a mais indicada

para o diagnéstico precoce da leptospirose humana aguda.

DESCRITORES:

leptospirose humana, imunediagndstico;

provas de soroaglu-

tinagdo mieroscipica, hemaglutinacio passiva, imunofluoreseéneia indireta.

INTRODUGAOQ

O diagnéstico laboratorial especifico das
leptospiroses ainda wtiliza, comoe procedi-
mento padriio recomendado pela Organiza-
¢do Mundial da Sadde®, desde 1867, a prova
de sorosglutinacfc microseépica™ *, na qual
05 antigenos séo representados por culturas
de diferentes sorotipos de leptospira. No en-
tanto, a realizagio desta prova exige labo-
ratérios dotados de condigGes de eerta com-
plexidade como, por exemplo, aq}lelas neces-
sirias para a manutengio de variade estoque
de culturas para o provimento de antigenos
que abranjam o espectro dos sorotipos mais
freqlientes na 4rea atendida pelo laboratério,

cerca de 14, segundo recomendag¢io da QMS.
Outras provas soroldgicas de execuclo mais
acessiveis t8m sido relatadas, tais como =
prova de hemaglutinagfo passiva 1018 18,18 o
teste de fixacfio de complemento ¥ 3%, a prova
de imunofluoreseéneia indireta 6.1%.22 4 con-
tra-imunceletroforese 21, ¢ teste RLISA 2 ete.

No entanto, nestas reacfes sfo utilizados
antigenos diferentes, de comstitui¢io nfo bem
definida, o gue dificuita a avaliaciio compara-
tiva de tals reacbes, quando executadas por
outros pesguisadores. No presente trabalho foi
utilizade o antigeno polissacaridico extraidoe
do sorotipo petoc, para a reagho de hemaglu-
tinagdo passiva, e antigeno integro do mesmo
sorotipo, para a reagio de imunofivorescéneia

* Realizado na Secio de Imunclogia do Institute Adoifo Luts, SZo Paulo, SP.

**  T}o Instituto Adolfe Lutaz.
w#* Do Hospital Heliépolis, Sdo Paulo, SP.
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Fstudo comparative das reacdes de soroaglutina-
indireta. Rewv. Inst. Adolfe Lutz,

indireta, tomando como referéncia, para estu-
do comparative, a prova de soroaglubinacfo
microseépica em duas ou trés amosiras sérieas
de cada um dos 38 pacientes com diagnéstico
elinico de leptospirose.

MATERIAL E METODOS

Soros analisados

Foram colhidas 08 amostras de sangue por
pungio venosa de 38 pacientes infernados no
Hospital de Isolamento Emilio Ribas, de Séo
Paulo, com quadro cifnico sugestivo de deenga
leptospirétiea, no periode de dezembro de 1877
a junho de 1978, Foram selecionados aqueles
que apresentaram resultados positives na pri-
meira soroaglutinacic microscdépica e agueles
que, apesar de apresentarem reagdes negati-
vas, &s vezes om até duas amostras sucessivas
de soro, nfo tiveram outro diagnédstico etio-
légico firmado até a alta hospitalar, prevale-
cendo pois o diagndstico de leptogpirose, com
base em dados clinicos e laboratoriais nio
especificos. Os dias, apbs o infcio dos sinto-
mas em gue foram colhidas as amostrag de
sangue, tiveram as seguintes variages:

1.% amostra, de 2 a 10 dias, média
aproximada de 6 dias (38 pacientes)

22 amostra, de 11 a 28 dias, média
aproximada de 16 dias (38 pacientes)

3.2 gamostra, de 29 s 49 dias, média
aproximada de 38 dias (22 pacientes)

Trés amostras de sangue foram obtidas em
apenas 22 pacientes, devide a frensferéncia
para outros hospitais, altas e dbitos precoces,

O grupo controle constou de soros de 100
doadores do bance de sangue e os titulos con-
siderados significativos para as reagbes de
hemaglutinaciio passiva (HAP) e imunofluo-
rescéneia indireta (IFI) forar baseados na
mediana dos valores obtides neste grupo.

Todas as amosiras de sorc foram conserva-
das a -20°C até o momento da realizagiio dos
testes, Quando da colheita da primeira amos-
tra, fol praticads a hemocultura em todos os
pacientes gue integram este estudo.

Hemoeultura

Foi feita a8 semesdura com uma gota de
sangue total em dols tuboz com melo de
Fletcher. Os melos foram mantidos em estufa
a 28°C, procedendo-se RO exame e campo
eseuro 3 cada quatro dias, considerando-se
negativa a cultura caso nfo houvesse cresci-
mento até o trigésimo dia. Esse crescimento
em geral, traduz-se pela formagdo de um anel
bem vigivel, a cerca de 0,5 a !cm abaixo da
superficie do meio, A téenica da hemocultura
baseou-se no emprege da diluigho progressi.
va, inoculando-se uma gota de sangue no pri-
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meiro tubo, misturando-se e passando-ge uma
gota para o segunde tubo e assim gucessiva-
mente gté o gquarte tubo.

Soroaglutinaeio microscépion

Para a execugfio da reagio de soroagluti-
nagdo microscdpica. (SAM), foram utilizadas
placas de porcelana escavadas. Em tubos 3
parte foram diluidos os soros em exame, a
1:50, através da adicfo de 0,1ml de sore
a 4,9ml de solucdio salina, distribuindo-se 0,2
ml desta diluigie em todas as escavacdes de

uma placa.

Culturas de leptospiras recentes (de guatro
a cinco dias}), semeadas em meio descrito por
Ellinghausen & McCullough, modificado por
Johnson & Harris (EMJH. Difeo Laborato-
ries}, foram utilizadas para a preparacio do
antigeno que, a seguir, foi distribuide em
cada escavaclo no velume de 0,2ml, em con-
centragio aproximada de 300 organismos por
eampo mierosedpico (aumento 400 X), de tal
maneira que a diluicdo final do sors foi de
1:100. Apds ligeira agitacfio, as placas foram
incubadas a 37°C, durante duas horas, proce-
dendo-se entfic 4 leifura em campo escuro.
Foram retiradas com alea de piatina de cada
escavagido amostras que foram ccloeadas em
laminas, uma para cada soro e, a seguir, lidas
em microscipio de campo escuro. Havendo
50% ou mais de leplospiras aglutinadas ne
campoe, a reaclo foi considerada positiva.

A reagiio de sorcaglutinagiio microscépica foi
realizada com cepas dos seguintes sorotipos:

icterohgemorrhagine, cepa RGA
copenhageni, cepa M20
pangma, cepa CZ214 K
grippotyphosa, cepa Moskva V
canicola, cepa Hond Utrecht IV
porong, cepa Pomona
bataviae, cepa Swart

australis, cepa Ballico

wolffi, cepa Divaldo

patoe, cepa Patoe I

Os soros reagentes na diluiedo de 1:100
foram titulados da seguinte maneira: 0,2 ml de
solugfio salina foram colocados em cada esca-
vagho da placa de porceiana, e foram adiciona-
dos 0,2ml de soro diluide a 1:50 na primeira
escavagio., Apds a mistura, foram retirados
0,2 ml, ecolocados na segunda escavagfo e assim
sucessivamente, até a diluicio final desejada.
Foram obtidos, entfo, titulos de 1:100, 1:200,
1:400 ete. A seguir, foram colocados 0,2 ml de
antigeno em cada uma das diluiedes de smoro
que apresentaram titulos finals dobrados, res-
pectivamente: 1:200, 1:400, 1:800 ete.

As placas foram incubadas a 37°C, durante
duss horas, procedendo-se, 3 seguir, 3 leitura
em microsedpio de campo escuro.

De ancordo com a recomendagio da Orga-
nizagio Mundial da Satde *, foi considerado
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como pardmetro diagndstico minimo, nesta
reacdio, o titulo de 1:200.

Em relacio & soroaglutinacho para a cepa
Patoc I, rotineiramente utilizada como anti-
geno de triagem®, os resultados foram expres-
s0s como positive ou negativo na diluicao de
1:100, ndo se procedendo ac teste para dilui-
¢bes sucessivas, em cagoe de positividade.

Hemaglutinagde passive

A prova de hemaghutinagéo passiva {HAP)
para a pesquizsa de anticorpos anti-F,, onde
F, é o antigene polissacaridico de FAINE
et alii®, foi realizada conforme a téenica des-
erita por RIBEIRO ef alii’®. O sorvotipo
usado para a extracdo do antigeno polissaca-
ridico ¥, fol o patos Patoe I,

Reagfio de imunofluorescéncia indireta

‘Para a prova de imunofluoreseéneia indi-
rveta (IFI), culturas da cepa Patoc I, em
meio Korthoff, foram fixadas em formol a
19, durante uma hora, a 37°C; a seguir, cen-
trifugadas a 15.800 x g%, durante 15 minp-
tos, e lavadas duas vezes com solucfio salina
tamponada fosfatada (S8TF), pH 7,8, O sedi-
mento ressuspense numa concentracdo de
aproximadamente 100 leplospiras por campo
microscépico {aumento 400 x) foi distribuide
em l&minas adeguadas para imunofinores-
céneia. As laminas foram fixadas a 37°C e
conservadas a -~T0°C,

Os soros dos pacientes, diluides & razdo
dois, foram gotejados sobre o antigeno a par-
{ir da diluicgo de 1:2, em seguida, incubadoes
g 37°C, durante 30 minutos, em clmara
Gmida. As liminas foram lavadas 2 vezes
durante dez minutos com SSTF, pH 7.2, e
incubadas, duranie 30 minutos a 37°C, com
o conjugado, constituide por soro de coelho
anti-imunoglobulinas totais e anti-IgM huma-
nas, marecado com isoticcianato de fluores-
ceing, diluido conforme o titulo em Azul de
Evans a 1 mg%, em SSTF, pH 7.2, apés &
incubacio, foram lavadas duas vezes durante
dez minutos com S8TF, pH 7.2, e a seguir
foram cobertas com laminulas e glicerina
tamponada, pH 85.

A Jeitura fol efetuada em microscépio de
fluorescéncia ¥*, sendo o titulo final conside-
rado como aquele correspondente & ditima
diluicdo do sore, que apresenta fluorescéncia
positiva. Para contrele da reacio, foram uti-
lizados soros positivos e negativos.

RESULTADOS

Hemoeoultura — Em todas as hemoculturas
semeadas no houve crescimento de leptospira,

Rencdes soreldgicas —~— Os resultados porme-
norizados obtidos com estas reacgdes estfo dis-
tribuidos na tabela 1, onde na 1.2 coluna se
encontram as iniciais dos nomes dos 38 pa-

cientes, geguindo-se o ntmero de dias apés o
inicio dos sintomas nos guais foram colhidas
& 1.5, 2.2 ¢ 3.2 amogiras de sangue. A seguir,
constam os titulos obtidos na prova de SAM
para os quatro sorotipos em que houve posi-
tividade, & =saber: iclerchaemorrhagiae,
copenhageni, grippotyphose e pomoena. Nas
colunas seguintes, estio os resultados das
reacbes de HAP e IFI para pesquisa de
imunoglobulinas totais e da classe M.

Soronglutinegdo wmicrescépica — O presu-
mivel sorotipo causador da doenga foi aquele
para o qual foram encontrados os maiores
titulos de aglutininas especificas nas amostras
de soro examinadas. Predominou o sorotipo
icterohaemorrhagine, em 25 casos. O sorodipo
ecopenhageni fol detectado em Quatrc cases, o
sorotipo grippotyphosa, em trés, e o soro-
tips pomoha, em um. As soroagintina-
¢bes efetuadas com a cepa Patoc [ foram
positivas em todos os pacientes que apresen-
taram reacdo positiva para algum dos soro-
tipos j& citados. Em trés pacientes (n°
13, 21, 83), as reagdes de soronglutinacio
foram gempre negativas, O paciente nime-
o 3§ apresentou nas irés amostras os se-
guintes resultados: negativo na 12 amos-
{ra, titulo positive a 1:800 para os sorotipos
icterohaemorrhegive e copenhageni, na 2.%
amostra, o titulo de 1:200 para 0% mesmos
sorotipos na 3.» amestra. A SAM do paciente
n? 21, negativa na 1% amostra, foi posi-
tiva, ao titulo de 1:400 na 2.2 amostra, para
icterohaemorrhagice assim como para grip-
potyphosa,

A fregiléneia dos sorotipos presumivel-
mente causadores da moléstia, determinada
através da prova de soroagiutinagiio micros-
chpica, encontra-se na tabela 2.

Do total de 38 pacientes, 18 (B0%) apre-
sentaram titulo inicial menor ou igual a 1:200,
na prova de zoroagintinagiie microscopica.

As variaces dos titulos das reacdes mos-
traram a seguinte distribuicio da 1.% para a
2.5 amostra: 25 pacientes (85,79%) tiveram
ascensio de fitules, 6 (15,79%:), gqueda, 4
{10,53%) mantiveram o mesmo titulo e 3
{7,80%) apresentaram aglutinagho sempre
negativa (menor que 1:200).

Da 2.4 para a 3.% amostra, em 8 pacienies
(36,36%) houve ascensfio de titulo, em B
(40,903, houve gueda, 4 (18,18%) manti-
veram o mesmo titulo e 1 (4,54%) continnon
negativo,

Reagio de hemaglutinagio pussiva — Nos
3% pacientes cujaz amostras de soro foram
examinadas pela técnica de HAP, a variagio
de titulo encontrada da 1% para a 2.% amos-
tra sérica mostra 28 pacientes (73,68%) com
ascensio, 2 (5,26%), com queda, 6 (15,79%),
com manutengdo do titulo. Dois pacientes
(n.? 13 e 81) apresentaram nas duas amos-
tras titulos de 1:16.

& g oz peeleragdio padriio ds gravidade {9.807 mm/s2).

#%  Olympus — limpada Osram HBO-200 W/id,
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TABELA 1

Resultados obiidos com was reacbes de soroaglufinagio microsedpica, hemaglutinagdo possive e imunofluorescéncin indirete pora pesguise de imunoglobulinags
totais (Ig totamis) e imunoglobulines da clesse M (IgM) nos gmostres de sore dos puvientes com gquodre clinics sugestive de leptospirose

‘1861 FSPT-es1i (B IF
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Amostra £ 4o ga ga 1* 28 ar H 28 38 FAS 2% as 1.5 28 ERS 12 2.5 ar 18 2.2 ER 1# 28 a8
Nome
I} MTS T 28 40 200 200 BOO 208 3.200 12.830 - 1.800 B.208 e - - 512 512 256 32 532 82 VEG 256 256
2} MFL & 27T 38 1.800 850 800 800 480 460 200 800 400 —_ - — 128 2.048 512 4 64 512 &4 &4 256
37 ERO 022 4 25.600 1Z.80¢ 3.3200 404 0% Fau 80¢ 3,600 &0 - -~ 16.38¢  1.824 512 812 §i2 23 84 256 255
4y J¥ 7 28 85 - 1,600 3.280 —- 200 400 — B BOG - _— Az 2,048 1.024 8 512 256 3 256 256
31 1AS 5 18 ... 200 400 PR 400 .20 e - — e 258 2.048 cer 6d 2656 . 64 258 cee
81 YK & 1T 4B -—  1.600 1.600 —— BOG 3.200 o — - 266 Z.04B 2.048 8 256 [ 250 532 532
7 LB3 4 1F 33 8.26¢ 8OO 406 — -— - - - - 32 1.02¢  1.024 3 64 258 258 354 518
8}y JAC T 18 & — 800 800 - - e - e — ~ - At 512 1.024 512 254 B34 2656 512 266 512
B ALED 8 16 48 — e - - 60 1640 -— e et haad - - 2,048 2048 1023 64 250 18 512 512 2568
1y MAS 4 12 e B0 ce e - . - — - - 512 1.624 ce 84 64 258 512 ce
i1 ARS 4 18 44 - 1600 80O 16800 1,680 —  1.800 6.400 — — - 2.048 65.53& 32 788 B4 266 256 517 1.024 512
Wy SMA 4 18 48 - 800 1.606 — e 400 - BOG - - — Bd 512 256 16 258 2566 8 512 256
185 3CL 8 1k - - - — b — —_ - 16 18 B 512 B4 256 256
41 ME 8 12 450 80 . = o — - - — 18.884 32 748 84 B 12 1.024
8 TVP 19 2 - 400 s s — - -~ — 256 2.048 S 54 64 .. 512 512 o
161 'EVC 2 i1 3 e 04 Al - - - — 408 6,400 - - s 1 268 2ig B4 &3% 64 512 256 236
1Ty PR 412 . 88 &80 e — - — e - - 1.024 1.024 B [} 256 . 512 512 '
18y §CB 4 14 & e 400 208 e et el - - — e 84 1.02¢ 256 a2 256 64 4 258 64
16 MiIP & 18 200 2e0 - 480 s 4B - e 2.068 8,192 256 512 64 254
28%  ASS 8 1B 6.40¢ £.400 208 1600 204 §.600 —a 5,624 2.048 Biz 182 6¢ 812
21y RS & 13 e 400 == hs — 108 - - 64 512 18 512 8 ni2
223 FIA ST T 200 280 — - - - — - 2.048 B8.182 2886 81z 532 1.624 .
23y LR T4 B B.260 8,408 800 e 420 200 200 B e - - 258 238 204 512 1.624 &4 a4 64 256
24) Ki L G0 1800 260 - - - 400 8460 .12 B.19% 2] 34 2. 048 512
25) JH 3 iz ... F.EG0 200 I e 400 - 406 e — H.182 14.884 o 1924 256 ce 266 2.048 Lo
26% CRS 4 14 8 - 404 e - — - — - —_ - - 32 512 128 4 64 23 s 255 258
27y MLAS ¢ 18 .. 6,460 1.600 .. RGO 1.806 . 1.6080  5.260 00 1.800 . 16,348 1.6% . 4 512 o 512 hig .
28) MHEX 7 18 BF L.Ge0 3200 409 — 200 2804 - - - - 08 200 1.024 2.048 512 250 2.048 §12 1.624 512 256
281 JRO £ 15 400 280 - e - e - . 812 1.0k 258 84 [ 84
35 AN 3 11 . 286 800 s -— - — - - 512 2.048 012 k2] 256 256
a1 JOB 9 22 - . - e - e - - e H 18 - B4 6 .. 4 - .
3z MG T 23 49 1.600  1.600 3.200 L0 26.BOD B1.600 400 1.600  §.200 S — o 2048 B.19Z 32768 1,024 1.024 512 2,048 268 256
38y TAC m 28 3 —— e _— - — - b = e hid 128 §ie 125 266 3§ 16 T} 258 6t
34) JAF 8 17 & —_ 800 08 — a0 25 ~ 200 200 - - o £.048  2.048 204 268 256 [23 64 =1 44
451 FPS T 14 32 100 860 100 e 480 200 — 400 206 —_ - g1z 1.0z 256 L4 - 13 az 64 18
36) DN 3 11 3 e 200 - e — - — - - 408 408 256 1.024 128 — 258 64 — 258 &
37 JCR 7ot 3t - 200 208 — — - - - - B — - a4 256 128 512 256 B4 84 255 84
38} CAX s 11 A% 1.600 800 — - fd - - - - - - 256 16.334  B.i9Z B4 1.¢Ef 8z 64 266 258

fihaerpuge; as

ensas com o sinel de meaos (—! indicam reaqdes

negaiivas, ¢ com o sinal de pontuagio (.

.1 indicam amostres nde cothidas.

n[3vwey ‘Bordodsoron  ogd

guewny  Isosidsojde] ®p 0INsSoudvipounmy

a wmawgsed owdBUL

Al CBIBLIPUI BIOUFOSIION[ICUNUIL

78U

Wy e fjopy

K

“BULIOIEROL0E 9D s90dves swp ocanpmIvdmiod OpTYSH

VW COMTHEIY

1

— VOH CVIYHOD ¥ NV ‘VAAEVI YUY ‘vAVHYE YW O THSVAVEVIAVMYY



RIBEIRO, M.A.; KAWARABAYARIII, M,; YAMADA, LK., TAKEDA, AX. & CORREA. MCA. —

Imuncdiagndstice da leplospirose

humana, 2.

Kstude comparative das reacdes de soroaglutina-

¢ac micrasedpica, hemaglutinagio passiva e imunofluorescéneia indireta. Rew. fnst. Addolfo Lutz,

41(2):135-148, 1881,

TABELA 2

Fregiénein dos sorotipes de leplospirn cousadores da moléstie nos 38 pocientes, deferminads alravés
da sereaglutinagio microsedpice

SBorotipo

N2 de casos ¥

Freqiiéneia {9}

ieterohaemorrhagice
copenhageni
grippetyohose
POTRONE
icterohasmorrhngioe
e copenhageni
icterohuemorrhagiae
¢ grippotyphose

B2

[l

65,79
10,58
7,89
2,63

1 2,63

1 2,63

* Nos 3% casos anslisados, 3 foram sempre negativos pars a soroaglutinacio micrescépica.

Da 28 para a 32 amostra, 1 paciente
(4,549 ) mostrou ascensdo de titulo, 16
{72,739 ) tiveram queda, enguanto gue em
B (22,78¢) os titulog nfo se alteraram.

A mediana dos titulos de HAP e IFI, no
grupo de controle, fol de 1:16 (tabela 3).

Reacdo de imunofluorescénele indirete —
Os titulos obtidos nas amostras séricas dos
38 pacientes, através da prova da IFI para
a pesguisa de imunogiobulinas totais, apre-
gsentaram as seguintes variacbes da 1.* para
a 2.2 amostra: 28 pacientes (65,79%) reve-
laram ascens&o de titulo, 5 pacientes (13,16%)
revelaram queda e 8 (21,05%) mantiveram o
titule.

Da 2.5 para a 3.3 amostra, 2 pacientes
(9,009} apresentaram ascensao, 16 (72,73%)
mostraram gueda e 4 pacientes (18,819 ) nio
alteraram seus titulos.

Na IFI para pesauisa de IgM especificos,
houve a seguinte alteracio de titulos da 1.2
para a 2.% amostra: 17 pacientes (44,749},
com ascensido, 8 (21,05%), com queda, e 12
paciéntes (31,589 ) com manutengio de titule
inicial. Um paciente, {2,63%), o de n.° 31,
manteve-se sempre negativo, com titulo me-
nor ou igual a 1:4. Da 28 para & 3% amos-
tra, & pacientes (13,864%) apresentaram
aumento de titulos, O pacientes (40,909)
mostraram queda de titulos, enquante que 10
pacientes (45,45%) se mantiveram no mesmo
titulo.

TABELA 3

Variacdo de titule apresentado pele grupo controle

{160 sores humaros wormais] wes reagdes de

hemaglutinacdno pessive ¢ tmunofluorescéncia indirela para pesgquise de imunoglobulinas fofets (ly tofais)
e anticorpes Ight

N2 de Hemaelutinnes Imunofluoreseéneia indireta
casas CIRAL ultmag:ao
Titnlo (1:) bassiva Ig totais IgM
negativo 2 4 5
2 2
4 13 16 12
8 18 12 19
18 23 40 27
32 ’ 27 22 24
64 14 11
128 1 G
2566 0
Mediana des titulos 16 16 16
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TABELA 4

Digtribuicfo dos reagdes sorsldgicas segundo os resulfedos positivos ow negaiives wnos 38 pacientas

esfudados
NI de ' Titulos
casos
Reagies _ Negatives Positivos
S5AM 3 35
HAYP b4 3R
IFT {Ig totais) [} 38
IFI (IgM) 1 37
Comparando-se a sensibilidade das reagdes Aplicando-se o teste estatistico do X2, nio

experimentadas em todas as amostras de soro, 101 Vﬁ}f}iﬂ?ada diferenca significativa quanto
s e - 4 sensibilidade dessas reacdes, a nivel de 5%.

verificou-se a distribuicic das reacbes soro- A tag Qt' ! g 1t d%

L . - oreentagem combparativa de Tresu 08

légicas, segunde oz titulos pesitivos ou nega- p oy S p « a *

= - i 4 a com titulos significativos na 1.2 amostra de

tives, nos 38 pacientes cstudados, conf{orme  sop0 dos 38 pacientes examinados pelas rea-

a tabela 4. ¢Bes soroldgicas estd representada na figura 1.
00 4
w
o ?5-
-
4
@
o
Q
(=8
© 50 4
©
S
25+
HAR |[.Flgtotois IFigM  Reogbes
soroldgicas
FIGURA t — Fregiidneia percentusl dos 88 pacientes com resgdes scroldgicas com titules significatives

na 1.2 amostra de soro,
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Aplicando-se ¢ teste estatistico de igualda-
de de proporgbes para compsrar a porcenta-
gem de positividade na 1.% amostra, foi veri
ficada diferenca signifieativa da reagio de
soroaglutinagio miecroscdépica comparativa-
mente As demaiz. Tal diferenga nio foi veri-
ficada entre a hemaglutinaglo passiva e a
imunoflnoreseéncia indireta,

Entre a 1.2 e g 2,* amostra de sangue, con-
siderando-se a ascensio de titule nas quatre
reaghes testadas, nio fol verificada diferenga
estatisticamente significativa; porém, entre a
2% e g 3.2 gmostra houve diferenca como
pode ser evidenciade na figura 2.

100
w 751
@
c
©
‘©
©
a
£ 50
2
257
S.AM H.A.P LF g totais LE IgM Reagoes
sorotdgicas
manuten¢do ou quedo
[ ascengdo
FIGURA 2 — Freqiléneia percentoal de 22 pacientes com manutengie ou queda e ascensic de titulos
enfre a 2% e 3.* amostras de sangue.
Comparando-se a porcentagem de pacientes DISCUSSAC

com manutengéic ou queda de titulos, e depois
a porcentagem dos pacientes com ascensio de
titulog de anticorpos pelo teste de igualdade
de proporcbes, fol verificada diferenca esta-
tisticamente significativa; assim & que a
reagio de soroaglutinacfio microseépica foi a
gue apresentou menor tendéncia & queda des
tituJog de anticorpos comparativamente as
demais. Diferenca significativa ndo foi wveri.
ficada entre as reagles de hemaglutinacfo
passiva e imunofluoreseéneia indireta (Ig
totais e IgM).

©  isolamente da leptospira através da
bemocultura tem sido pouco fregiiente® 7. A
maloria dos pacientes com leptospirose pro-
cura assisténeia médico-hospitalar ae fim da
1.2 gemana do infeio dog sintomas, coincidindo
com o aparecimento de anticorpos circulantes
e, conseqiientemente, diminui¢io ou mesmo
ausénein de microrganismos no sangue, o que
resulta em negativacio da maioria das hemo-
culturas, como acontecen em nosso estudo.
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O sorotipo predominante, na prova de sove-
aghutinaedo, foi ¢ icterohaemorragine. Este
resultado concorda com os relatos de dife-
rentes autores -2 45 813,

Em decorréncia da apalise esiatistica, o
titulo considerado significative para as rea-
¢oes de hemaglutinagio passiva e imunofluo-
regebrieia fol maior do que 18, pois a mediana
do grupo controle situou-se em 16.

Em nossa casuistica, as reagbes de hema-
glutinagio passiva e imunofluorescéncia indi-
yeta apresentaram vresultados positives na
maioria dos pacientes, j& na 12 amostra de
gore - 94,749, na hemaglutinacio, 78,95%,
na imunefluoreseéneia para pesquisa de jmuno-
globulinas totais e 81,589, na imunofluores-
céncia para anticorpos IgM — ao contraric da
reagio de soroaglutinacho microseépica cuja
falha foi de 509, sendo tal diferenca estatis-
ticamente significativa. B ponto pacifico que,
na fase aguda da leptospirose, o anticorpo
predominante é da classe M.

Na comparagio dos padrfes de queda ou
manutencio e ascensiio de titulos de anti-
corpos, na evolugdo dos pacientes, entre a 2.3
e a 3.2 amostras de soro (figura 2) eviden-
ciou-se que as reagdes de hemaglutinagao
passiva e imunofluorescéncia indireta apre-
sentaram queda precoce, ac Passe que a rea-

¢80 de soroaglutinacfo microscépica, em oito

dentre 88 pacientes, com uma média aprexi-
mada de 38 dias apés o inicio dos sintomas,
continuou ecom ascensfio de titulos. Por con-
seguinte, as reacdes de hemaglutinagio pas-

siva e imunofluorescéncia indiveta apresen-’

taram-se como melhores testes para o diag-
ndstico de doenca aguda.

A sensibilidade das veages, conforme ficou-

demonstrado pela andlise da tabela 4, wutili-
zande-se o teste do X2, nfo apresentou dife-
renga estatisticamente significativa; porém,
analisando-se individualmente os dados de
trézs pacientes (n.© 13, 31 e 33}, negativos 2
soroaglutinacio mieroscépica, nas diferentes
amostras de sangue, verifica-se que apresen-
taram anticorpos detectdveis & reaglo de
imunofluorescéneia indireta para TgM ou

para imunoglobulinas totais. A paciente n0
33 apresentou resultados positives também na
prova de hemaglutinagéo passiva.

A utilizacho de uma unica cepa saprofitica,
nas provas de HAP e IFI, foi suficlente para
detectar anticorpos na maioria dos pacientes,
fato de importéncia em clinica, pois o diag-
néstico especifico da doenga é suficiente, desde
que nic existe tratamento medicamentoso di-
ferente para as leptospiroses causadas pelos
diferentes sorotipos. Ademais, a precocidade
do diagnéstico laboraterial ¢ de primordial
importincia para a orientagio terapfutica
adequada. Caso haja a necessidade de se iden-
tifiear o sorotipe causador, por motives epi-
demiolégicos ou por outras razdes, as amos-
tras de soro poderdo ser testadas convenien-
temente, em laboratérios dotados de possibi-
lidades diagndsticas mais amplas.

CONCLUSOES

A hemocultura, como método de diagndstico
laboratorial na leptospircse, ndo apresentou
valor pritico no material estudado.

A utilizagio de uma tGnica cepa saprofitica,
sorotipo patoe Patoe I, nas reacbes de hema-
glutinacho e de imunofluorescéneia indireta
fol suficiente para a deteccfio de anticorpos
nos pacientes com leptospirose, comportan-
do-se as referidas reagbes como género-espe-
cificas. .

As reacfes de hemaglutinagio passiva e de
imunofluoreseéneia  indireta utilizam anti-
genos estéveis gue podem ser estocados pelo
prazo de seis meses a um ano. Comparativa-
mente 3 reaclio de soroaglutinagdo micros-
cHpica, positivam-se precocemente, demons<
trando mais rapidamente a queda de titulos
de anticorpos, durante.a evolugo clinica do
paciente, proeporcionande, por conseguinte,
umsa informaciio mais precisa da doenga lep-
tospirética aguda. A hemaglutinagio passiva
& mais adequada porgue, além de possuir as
caracteristicas acima, 6 mais répida e de
custo operacional mals barato.
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