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PREFACIO

O regulamento da nossa faculdade exige a apre-
sentacao de um trabalho com que se deve encerrar
o curso academico, e que ¢ indispensavel para obten
cdo do titulo de doutor em medicina.

Confesso que nao foi o titulo, por mais honroso
que o considere, que me forcou ao trabalho. Entendi
que nao devia romper contra a velha praxe, e, por
isso, preparador que fui durante tres annos da ca-
deira de Microbiologia, magistralmente professada
pelo sabio scientista que é Pereira Filho, fui nella
buscar o assumpto do presente trabalho.

O que ha de bom e util foi por mim haurido nas
licches que recebi e nos mestres que compulsei, as
talhas e as lacunas, si as houver, pertencem-me in-
teiramente.



CAPITULO I

0S METHODOS DE SOR0-DIAGNOSTICO DA SYPHILIS

O problema do diagnostico da syphilis pelos processos so-
rologicos fqj, ¢ e sera sempre de palpitante interesse.

Quantas e quantas vezes a treponemose ¢ encontrada ador-
mecida, silenciosa, em perfeita latencia ou entao num disturbio
funcional de qualquer orgdo ou apparelho, e gue so a prova
sorologica evidencia a existencia ou a causa, confirmando a hy-
pothese do clinico, quando sua arguta observacao ja vislumbrou
o factor etiologico do mal.

Mas nao s6 para o diagnostico se uzam as provas sorolo-
gicas. Ellas tambem sao applicadas para avaliar da efficacia e
dos resultados no decorrer de um tratamento criteriosa e cons-
cienciosamente dirigido.

Duas especies de provas sorologicas existem para diagnos-
ticar a syphilis: as provas com indice hemolytico (pois com
precisao scientifica, ja nao mais se cré que o desvio de comple-
mento seja a base destas reacgdes) ¢ o grupo representado pelas
reacgoes de floculagio, comprehendendo as de precipitagio e
opacificacao as quaes veio fazer companhia recentemente a de
esclarecimento,

Do grupo das reacgées de indice hemolytico, a mais impor-
tante é a classica reaccao de Bordet-Wassermann. () seu autor
julgando aproveitar a descoberta de Bordet-Gengou applicou-a
ao diagnostico da syphilis, uzando comwo antigeno extracto de
figado heredo syphilitico em presenca de soro sanguineo a ¢xa-
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minar, tendo como indicador um systema hemolytico composto
de globulos vermelhos de carneiro e soro anti-carneiro.

Mais tarde foram propostos outros extractos, taes como:
o de coracio de boi cholesterinado, o de coragio humano cho-
lesterinado e o de coracdo de cobaio,

Para maior precisio passaram entio a fazer, em lugar
de uma, varias reaccgdes, empregancdo antigenos differentes.

No processo classico, em que o soro ¢ inactivado, 1sto &,
aquecido a 56° durante 30 minutos, utilizam-se hemolysinas e
complemento extranhos. Pode-se entretanto utilizar as hemo-
lysinas e complemento naturaes, existentes no soro simples-
mente nio o inactivando. -

Assim, da reaccao de Wassermann, fizeram-se varias moda-
lidades, todas calcadas no mesmo principio mas com alteracoes
de techmica. Hecht propoz uma modificacio que consiste em
nio inactivar o soro, e outra, que emprega como antigeno cora-
cio de boi.

Ha mais: a reaccao de Jacobstal, da qual a primeira parte
¢ feita na geladeira, o processo de Levaditi e Latapie, baseado
N0Os Mesmos principios e em que o soro nio é aquecide ¢ o pro-
cesso de Noguchi que emprega um systema hemolyvtico anti-
humano em lugar de anti-carneiro.

Este grupo de reacgdes de indice hemolytico. com varios
antigenos e de accordo com o rigorismo de uma technica pre-
cisa, tem grande valor guando executado simultaneamente, pois
se controlam reciprocamente, dando resultados mais exactos do
que si se manipulasse com uma unica reacgio do grupo.

Esplanadas estas ligeiras consideragdes sobre as reacgdes
sorologicas com indice hemolytico para diagnostico da syphilis,
vamos passar em revista as reacgdes de precipitacdo, opacificacio
e esclarecimento ou, simplesmente, o grupo de soro-floculacio.

Existem, é verdade, muitas reaccdes para a diagnose da
syphilis, mas grande parte caiu em desuso pelos resultados fa-
lhos que foram observados. Outras, entretanto, ficaram, pelo
excellente valor, dando resultados perfeitamente concordantes
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com a de Wassermann que, apezar de suas causas de erro e
dif ficuldades, exigindo um technico especializado, nio pode ainda
ser dispensada na practica corrente,

Assimtemos a de Sachs-Georgi bastante uzada e de bons
resultados, baseada no principio de precipitagio; a Sigma-reac-
cio de Dreyer ¢ Ward, que ja sofireu algumas modificacoes
e cuja execucdo ¢ bastante trabalhosa; a reaccio de Murata
uzada no Japio e que tambem da bons resultados; o methodo
creado pelo Dr. Vernes do Instituto Prophylatico de Paris e
que leva seu nome.

Seria fatigante a descripcio destas reacgdes que ja sio, de
sobejo, conhecidas entre nos.

Limitar-nos-hemos portanto, a descrever as ultimas modi-
ficagbes introduzidas nas technicas de duas reaccdes que repu-
tamos de grande valor, uma reaccio nova de grande sensibili-
dade e duas reacgbes recentemente apresentadas, respectivamente
ao corpo medico Uruguayo e Francez.

A primeira é a de Kahn, que deu tao bellos resultados na
Conferencia Sorologica Internacional de Copenhagen, recente-
mente modificada por seu proprio autor,

A segunda ¢é a reaccdo de esclarecimento de Meinicke, cujo
principio é o mesmo que o da sua reacciio de opacificagao, mas
o resultado ¢ differente pois, em lugar de uma opacificagdo, €
um esclarecimento que se obtem — donde o seu nome.

A terceira é a reaccdo de Miiller, a que demonstrou maior
sensibilidade nos trabalhos realizados na Conferencia de Copen-
hagen, mas que tem a desvantagem de precisar de um antigeno
que so podera ser fornecido por uma casa pharmaceutica indicada.

Das duas ultimas uma é a de Scaltritti, que se basea na
precipitacdo dos colloides pelo chloreto de cadmio e que, pra-
ticada por seu autor deu bons resultados; a outra e a do ben-
joim colloidal, talvez uma das mais simples e praticas das rea-
cches sOrologicas e que, feita entre nos por Clemente Argollo,
deu tambem resultados apreciaveis,



CAPITULO 11

AS TECHNICAS DOS METHODPOS DE FLOCULACAO
REACCAO DE KAHN

Esta reaccdo foi apresentada ao corpo medico norte-ameri-
cano em 1922 sendo quasi immediatamente adoptada pelo Ser-
vico de Satde do Estado de Michigan.

Hoje em dia ella ¢ empregada nos Estados Unidos, conco-
mitantemente, com o \Wassermann ou mesmo exclusivamente,
como no Exercito, na Armada e em diversos Estados.

Foi experimentada a primeira vez no Brasil em 1923 por
Magalhaes e Crespo de Castro, e entre nos, por Infantini Filho
emm 1927,

Na Europa, s6 depois da Conferencia Sorologica Interna-
cional de Copenhagen, em 1928, é que ella comecou a ser di-
fundida. :

A reaccao de Kahn apresenta, além de vantagens technicas
como simplicidade, presteza e facil leitura, wma sensibilidade e
especificidade bastante notaveis,

Nos descreveremos a technica actual, recentemente fixada
_por seu proprio autor, apoz diversas modificacoes.

Ella é uma reaccao de precipitacao e ndo de opacificagao.
Esta precipitagio ¢ obtida quasi que immediatamente a acgio
-mecanica do agitador por meio de wma suspensao concentrada
de uma solucao alcoolica cholesterinada de lipeides organicos, na
agua salgada, physiologica. Essa suspensio, embéra a impro-
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priedade do termo, nds continuaremos, com Kahn, a chamar de
antigeno,

A reaccio comporta dois methodos: um qualitativo, outro
quantitativo e pode tambem ser applicada ao liquido cephalo-

racheano.

Muaterial :

a) Instrugnentacdo: 1. — Tubos de hemolyse com 7.5
cms, de altura, e 1 cm. de diametro para a reaccao,
22 — Tubos de fundo chato com 5,5 ems. de altura e 1.5

~cms, de largura para a preparacao da suspensio de antigeno.

Estes tubos devem ser curtos e largos para permittirem os
transvasamentos rapidos.

3. — a) Pipetas de 10 ces. graduadas ao decimo de cc,

b) Pipetas de 1 cc. graduadas ao centesimo de cc.
¢ )} Pipetas capillares de 0.10 ce. graduadas ao nul-
lesimo.

4.» — Supportes para os tubos da reacgio, de 29 cms. de
comprimento, 7,5 de largura ¢ 7 de altura.

Estes supportes sao em cobre oxydado e formados de tres
Jaminas metallicas superpostas collocadas a igual distancia uma
das outras e unidas, nas extrenndades, por laminas verticaes. As
laminas superior ¢ media sio providas de orificios dispostos em
diagonal sobre tres fileiras de dez medindo 15 mm. de diametro
¢ distando, um do outro, 25 mm. de centro a centro. — Elles
sdao destinados a manter, durante a agitacio mecanica, os tubos
que repousam sobre a lamina inferior, — A disposicao em dia-
gonal permitte veér, de uma so vez, os tres tubos de cada reaccao
collocados um atraz do outro,

5.2 — Apparelho de agita¢io. Este apparelho pode ser de
qualquer modelo comtanto que possa receber e immobilisar um
certo numero de supportes e ser animado por um motor que
ile imprima um movimento de vae e vem. O unico ponto im-
portante é que, com um deslocamento longitudinal de 3 a 4 cms.

- ¢lle Pc}ssa dar, approximadamente, 275 oscillagoes por minuto,

.
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6.2 — DBanho maria regulador: a 56" para a inactivagio
dos soros. :

b) Reactivos:

1.0 — Antigeno. — O antigeno ou, mais exactamente, o
reactivo precipitante, ¢ uma solucio alcoolica de lipoides choles-
terinados.  Nao detalharemos sua preparagao limitando-nos a
indicar somente que ¢ um extracto alcoolico a 1/5 de po de
coraciao de boi préviamente tratado pelo ether no qual se faz
dissolver 0,6 gr. de cholesterina por 100 ccs. no alcool a 95°.
Preparado este extracto, é preciso, em seguida, fazer a titulagem
afim de determinar a proporcao exacta segundo a qual elle deve
ser diluido com agua salgada physiologica para a preparacio da
suspensao colloidal.  E’ imprescindivel corrigir o extracto por
comparagao com o antigeno estalao, em presenca de numerosos
goros conhecidos. SO entao podera ser posto em uso. Com a
unica condicao que elle esteja ao abrigo da luz, elle se conserva,
na temperatura do laboratorio, sem mudar de titulo. = Sobre
@ mfluencia do frio pode se formar um precipitado crystallino
que é facilmente dissolvido ao banho maria.

2.2 Soéro do doente. — O soro deve ser claro e, por cen-
rifugacao, desembaracado dos globulos vermelhos e de toda a
particula figurada. Entretanto, um ligeiro grao de hemolyse nao
entrava a reaccao. A inactivagao prévia do séro augmenta a sen-
sibilidade da reaccao. Elle deve ser aquecido, durante meia hora,
a 56°. Si o soro nao é empregado immediatamente, deve ser
reaquecido durante dez minutos aquella temperatura antes de
utilisal-o.

3.2 Solucao de chloreto de sodio, chimicamente puro a 0,9
para 100 cc. na agua distillada.

Reaccdo qualitativa do séro sanguineo:

Tres tubos contendo doses decrescentes do antigeno e que
serac collocados um atraz do outro no supporte ¢ o que com-
porta a reacgao,
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. Antes de comecarmos a diluigao do antigeno, gue ¢ o pri-
meiro tempo da reaccio, devemos ter preparado todo o material
de que se vae necessitar,

1.2 Preparacio da suspensao colloidal. — Mistura-se o ex-
tracto alcoolico ¢ a agua salgada, segundo as proporg¢oes deter-
minadas pela titulagem. Estas sdo normalmente de lcc. para 1,1
c¢. observando-se, exactamente, as precaucoes seguintes:

a) medir 1,1 ce. de agua salgada e introduzil-o em um dos
tubos de fundo chato ja indicados.

b) medir, com uma pipeta secca, 1 ce. de antigeno e in-
troduzil-o em outro tubo identico ao precedente.

¢) derramar de uma s0 vez a solucio salgada sobre o
antigeno misturando-os rapidamente. 6 a 7 vezes, por transva-
samento.

Deixaremos em repouso a suspensio durante alguns minu-
tos que serdo, no minimo 10 e no maximo 30. Para que a mis-
tura se faca em boas condigbes nao poderemos empregar de
cada vez menos de 1 ce. de antigeno,

22 Reparticao da suspensao colloidal. — Agitar a sus-
pensao de maneira a tornal-a homogenea e distribuir 4 razdo de
005 cc. em todos os tubos da primeira fila; 0025 cc. nos da
segunda ¢ 00125 nos da terceira. Para a primeira fila nos
serviremos da pipeta de lce. dividida em centesimos e para as
outras duas filas, da pipeta capillar especial de 0,2 cc. dividida
de tal maneira que cada divisio corresponda a 00125 de ec.
E’ preciso ter a precaugao de introduzir a pipeta até o fundo do
tubo porque pequenas quantidades depositadas sobre a parede
poderiam secar antes de attingil-o,

3.2 Reparticao do soro, — Os soros serdo distribuidos im-
mediatamente apoz a reparticio do antigeno para evitar a evapo-
racao deste. Esta distribuicao se faz na dose de 0,15 cc. de um
mesmo soro em cada um dos tres tubos que compéem a reaccao.
Quando o supporte esta mteiramente guarnecido, sacode-se-o du-
rante alguns segundos para bem fazer a mistura e, em seguida,
submette-se 4 agitagio methodica. As proporgoes de s0ro ¢ an-
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tigeno sdio respectivamente de 1/3, 1/6 e 1/12 em cada um dos
tubos da reacgao.

4.» Controles, — Em cada serie de reaccio convem intro-
duzir um soro positivo e outro negativo e mesmo, fazer uma reac-
cio sem sOro sanguineo. ajuntando simplesmente a cada uma
das doses de antigeno, 0,15 cc. de agua salgada. E' preciso tam-
bem verificar nos soéros que apresentaremy resultado positivo,
a existencia de cellulas e particulas figuradas que constituem
causa de erro. Em caso de duvida dilue-se 0,1 cc. de séro em
0,3 cc. de agua salgada e agita-se. Si algum precipitado appa-
recer, teremos que centrifugar novamente e recomecar a reacao.

5. Agitacio. — A agitagio tem por fim facilitar a flocula-
¢iio, principalmente com o0s s6ros fracamente positivos. O
rythmo de 275 oscillagoes por minuto com um deslocamento de
3 a4 cms. é o mais favoravel. Acima de 300 oscillacdes a lei-
tura torna-se difficil porque as particulas do floculato tendem
a se desaggregar. Os soros fortemente positivos floculam ao
cabo de alguns segundos. Uma duracao de tres ninutos € pra-
ticamente sufficiente para todos os soros. A agitacao manual
satifaz quando se tem a examinar um pequeno numero de soros
e pode ser dividida em tres periodos de um minuto cada um
separados por um curto intervallo de repouso. Entretanto, a
agitacio automatica ¢ preferivel sendo mesmo indispensavel
quando temos wn grande numero de SOros a exanunar, pois a
machina assegura um rigor de technica muito maior e permitte
agitar, de uma s6 vez, trinta a sessenta sOros.

6.°  Addicio da solucao salgada, — Apdz ter retirado os
supportes da machina de agitar ajunta-se um cc. de agua salgada
a 0,85 % em todos os tubos da primeira fila e sacode-se du-
rante alguns segundos para misturar,

7." Leitura dos resultados. — Pode ser feita logo apdz a
addigio da solucao salina.  Si utilisarmos a luz do dia, é neces-
sario ter uma unica fonte de luz diante da qual nos collocaremos.
Pode-se assim, sem tirar os tubos do supporte, differenciar im-
mediatamente as reacoes francamente positivas ou negativas.
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Para as reaccoes fracas ou duvidosas é preciso examinar cada
tubo separadamente inclinando-os de maneira a observar uma fina
camada de liquido. Pode-se tambem recorrer a um augmento
por meio de uma lente biconvexa ou, de preferencia, um pequeno
espelho concavo, espetho de microscopio, acima do qual se incli-
nara o tubo, quasi horizontalmente de maneira a ver sua imagem
reflectida e augmentada. Nao € necessario empregar um agglu-
tinoscopio. As mesmas precaucdes deverao ser tomadas para a
leitura a luz artificial podendo ser empregado qualquer um dos
apparelhos construidos para ohservar a {iloculacio.

8.2 Notagao dos resultados. — Distinguenr-se diversos ty-
pos de reaccio: -+ -+ -+ -+ precipitado formado de granulacoes
nittdamente distinetas suspensas num liquido claro ou simples-
mente opalescente e visiveis ao exame directo; -+ -+ -+ gra-
nulacées ainda nitidamente visiveis ao exame directo do fubo
collocado no supporte mas, entretanto, menos distinctas e mais
finas; - + finas granulagdes no liquido geralmente turvo e
visiveis somente ao exame individual do tubo collocado obliqua-
mente; -+ muito finos e numerosas granulacoes semelhantes

visiveis notando-se, sobretudo, o aspecto turvo do liguido. Ne-
gativas: liquido transparente ¢ opalescente, livre de toda a
particula figurada.

9.0 Interpretacio dos resultados. — O resultado final de
cada reaccao ¢ a média dos resultados obtidos em cada um dos
tres tubas sendo os duvidosos contados como negativos. [stes
resultados parciaes nao sao sempre identicos devido as differencas
nas proporcoes de soro e antigeno. Nas reaccoes fortemente po-
sitivas a floculacao é igualmente intensa nos tres tubos mas o
precipitado é mais abundante no primeiro por causa da maior
gquantidade de antigeno que elle contem. Com os soros fraca-
mente positivos a floculacao € mais fraca ou mesmo nulla no
primeiro tubo porque um excesso de antigeno em relacao as
substancias floculaveis impede a floculacao e é, no segundo ox
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terceiro tubo, que a reaccio ¢ mais nitida. So excepcionalmente
abservam-se reaccoes atypicas e, neste caso, é preferivel repetil-as.

Kahn deu o quadro seguinte para a interpretacao dos re-
cultados de sua reaccio, indicando a concordancia com a notacio
adoptado na Conferencia Sorologica Internacional da Liga das
Nagoes:

pE—————— i 3 N —————— A P———

Resultados individuaes

i) Nomencla-
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102 — Si nao se dispoe de uma quantidade de soro sui-
ficiente para fazer a reacciio nos tres tubos, serao utilizados de
preferencia os dois ultimos ou mesmo o ultimo, porgue é so nelle
que os soros de fraco potencial syphilitico dao uma reaccio po-
sitiva,

Reaccao quantitativa:

Tem por fim o methodo quantitativo medir a quantidade de
reagina contida nos soros positivos e exprimir em unidades de
reaccao (unmidades de Kahn). Poderemos empregar, para a
cbtencao deste resultado, dois processos:

a} A quantidades constantes de soro addicionam-se guanti-
dades progressivamente crescentes de antigeno para determinar a
ddse limite acima da qual o excesso de antigeno impede a flo-
culacao,

b) Inversamente, pelo methodo das diluigdes, poderemos
por quantidades cada vez mais fracas de soro em presenga de
uma dose constante de antigeno e ver qual é a menor quantidade
de soro que di um precipitado nitidamente definido em presenca
desta dose. Kahn recommenda este ultimo processo que tem a
vantagem de exigir um pequeno volume de sangue.

Defiicdo da wnidade de reaccio:

A experimentagio mostrou que a proporcio volumetrica de
antigeno ou de soro puro diluido mais favoravel para esta pes-
quiza, € de 1:15.

Admitte-se que uma reaccho francamente positiva obtida
nessas condicoes corresponde a 4 unidades. Si o soro foi em-
pregado puro, diremos que elle contem 4 unidades e, si for em-
pregado diluide, é sufficiente multiplicar 4 pelo numero que
exprime a taxa da diluiciio para conhecer o numero de unidades
que elle contem,



Diluicdo do sdro:
QO soro previamente centrifugado e aquecido. preparam-se,

coin agua physiologica, uma série de diluicoes de taxa progros-
stvaniente crescente até 1/60 segundo o guadro seguinte

TAXA DA SOLUCKO Solugiio
salzada

g | 1 Soro puro
{3 5 0,2 co. de s6ro puro -+ 0,8 ce.
N3 10 4,7 ee da diluicio - nt 24 0.7 co
N4 20 0,8 oo s | Ehar, i o 0.2 co.
N.2:5 a4 g2 e 5 o s Sl 0,4 ce;
i H 8 B p i ) fga (e (3-ce.
e Er o &l 0 Y 5 3+ 4 e,
i Fd HY] gt & e, e ;5 o,

Pratica da reaccio:

E' feita com a reacciio qualifativa mias com vito tubos em
lugar de tres para cada soro.

A suspensao colloidal ¢é preparad e empregada da mesnma
maneira,  Entretanto, é vantajoso modificar um pouco o titulo
afim de concentral-a, Exemplo: 1 cco mais 1 ce, e lugar de
I oce. omais 1,1 ce. '

Introduz-se 0,01 cc. de suspansao colloidal no fundo de
cada tubo e ajunta-se 0,15 cc. de cada uma das diluigbes.  Agi-
la-se durante tres minutos e addiccionam-se 0.5 cc. de agua sal-
gada em todos os tubos,

Leitura e calculo das unidades :

56 serdo levadas em conta os resultados mitidamente posi-
tivos,

Frocura-se qual a maior diluicio do soro que da um tal re-
sultado e o numero de unidades serd igual a quatro vezes a
taxa dessa diluicao,



REACCAO DE ESCLARECIMENTO DE MEINIUKE

Deante dos notaveis resultados obtidos por Kahn ¢ Miille
em Copenhagen, Meinicke resolven modificar a technica da sua
reaccio de opacificagio, com o proposito de tornal-a mals sen-
sivel e, ao mesmo tempo, de leitura mais facil, pela melhor dif-
ferenciacio dos seus diversos griaos de positividade,

Passou entio a empregar soros em doses differentes ¢ a
preparar suspensoes colloidaes das quaes a estabilidade variavel
¢ graduada pela addigao de quantidades crescentes de carbonato
de sodio, Consegue elle assim uma dupla proporcionalidade
entre a dose do séro e o antigeno ¢ entre a actividade das rea-
ginas syphiliticas ¢ a estabilidade do reactivo, proporcionalidade
yue pde ao abrigo dos phenomenos de zona,

() principio da reaccio é o mesmo, mas o3 resultados sio
differentes pois nos casos positivos observa-se nio mais wina
opacificacio da suspensiio, que ji ¢ fortemente opacy, as sim
um esclarecimento devido a floculacao.  Dahi o nome de reac
ciiv de esclarecimento dade a este methodo, que foi definitiva-
mente codificado em Outubro de 1929 ¢ que comporta dos

processos,

L MACRO-REAUCARO
Este processo apresenta uma vantagem preciosa: o s010,

que ¢é empregado fresco, nao aquecido, nio necessita ser de ama
pureza absoluta, A hemolyse, a presenga de pigmentos biliares



ou mesmo de alguns globulos vermelhos, o estado de turvagio
do soro, qualquer que seja a causa, nio traz modificagio alguma
i reaccio. Ella deve ser feita a temperatura do laboratorio.

O extracto utilisado ¢ um extracto alcoolico de coragio de
hot tratado pelo ether e addicionado de 2 9 de balsamo de Tola
devendo ser conservado 4 temperatura do laboratorio, ao abrigo
e lnz ¢ emy um Irasco fechado com cortica e nunca com cant-
chiic., A diluigao serd feita com agua salgada a 3.5 % addi-
cionada de quantidades variaveis de carbonato de sodio.

Preparam-se: 1.° uma solugao mie a 10 % de chloreto de
sodio na agua distillada; 2." uma solugio mie a 1 % de carbo-
natoe de sodio anhydro na agua salgada a 3,5%. Para o uso
tomam-se 35 volumes de solucio salgada aos quaes addiciona-se
65 volumes de agua distillada, o que da uma solucio a 3,5 %.
Com a solucio mie de carbonato de sodio preparam-se, mesmo
extemporaneamente, solugdes a 001 %, 0015%, 002 % e
0,04 % da maneira seguinte: a 4 volumes de solugio mie ajun-
tam-se 96 volumes de agua salgada a 3,5 9% obtendo-se a solu-
¢io a 0,04% ; addicionando a esta, seu volume de agua salgada,
teremos a solugao a 0,02 9% e, por desdobramento desta ultima, a
solugdo a 0,01 % ; emfim, é suificiente misturar, em volumes
1guaes, as solugbes a 0,01 9% e 0,02 9% para obter a solugio a
0,015 %.

E’ esta a melhor ¢ mais segura maneira de proceder.
Reparticio dos séros:

Dispde-se, wm atraz do outro, quatro supportes, com quatro
orificios cada um, guarnecidos com tubos de um centimetro de
diametro. Distribue-se cada soro na fila dos quatro tubos collo-
cados, um atraz do outro, 4 razio de 0,02 cc. nos tres primeiros
tubos e de 0,1 no quarto. A este ultimo ajunta-se 0,1 cc. de agua
salgada a 3,5 9 para que contenham assim, os tubos da ultima
fileira, soro diluido a 4.
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Preparagio e distribuicdo das dilnigdes da cxtracto:

Preparam-se quatro diluigdes com cada uma das quatro so-
lughes salgadas carbonatadas a 0,1 9%, 0,015 %, 0,02 % e 0,04 %.

Segundo a technica habitual empregam-se 10 volumes de
agua salgada para 1 volume de extracto, que sao collocados em
vasos separados aquecidos em banho maria a 33" ou 36"

Derrama-se sempre, de um s0 golpe, a agua sobre o ex-
tracto e mistura-se por transvasamentos rapidos. ILeva-sc em
s:zguida a diluicdo ao banho maria por dois minutos.

As suspensdes assim obtidas san leitosas e completamente
opacas,

As que contém 0,02 e 0,04 % de carbonato de sodio sio
nuito estaveis ¢ ficam durante 24 horas, pelo menos, 4 tempe-
ratura do laboratorio, sem clarificar nem flocular. Ao contrario,
& que contém 0,01 clarifica e precipita, quasi que completamente,
em 24 horas. Com a solucgio a 0,015 % constata-se, no mzsmo
espago de tempo, um inicio de floculagio e uma clarificagio
parcial,

Estas indicagdes permittem controlar a titulagem das di-
luigdes.

Introduzem-se 0,05 c¢c. da primeira suspensio em todos
os tubos da fileira «; 0.5 cc. da segunda em todos os fubos
da fileira b e a mesma quantidade, respectivamente da ter-
ceira e quarta suspensoes nas fileiras ¢ e d.

Esta distribuicdo deve ser feita rapidamente, para que ter-
mine, no maxime, 20 minutos apds a preparagio da suspensio.

Agitam-se os supportes para bem misturar as diluighes
acrescenta-sz a4 serie de supportes uvm, contendo quatro tubos
com 3 cc. de cada uma das suspensdes, afim de controlar sua
floculagdo expontanea nas condigdes que nds mdicamos acima

O conteudo de todos os tubos apresenta-se entdo turvo e
desprovido de qualquer transparencia. Deixa-se durante 16 a



20 horas na temperatura do laboratorio.  Uma temperatura in-
lrinr a 207 pode provocar falsas reacges e uma superior, en-
fraquecel-as.

Lettura ¢ interpretacio dos resultados:

A leitura, cuja base ¢ unicamente o grao de transparencia
¢ins tubos, sua clarificacio, deve ser feita deante de uma janella.
approximadamente a uns tres metros de distancia, olhando os
caixithos atravez da columna liquida. Quando se produz uma
sedimentacao ligeira, por vezes adherente is paredes do tube,
nic deve ser ella levada em conta st ndo for acompanhada de
nma clarificagio. Desta clarificacio distinguimos differentes
arans — desde a opacidade leitosa persistente até a transpa-
rencia completa de agua pura.

Entre os dois observa-se uma opalescencia mainr ou menor,
fuz permitte distinguir, com mais ou menos nitidez, a trave da
janella.  Nctam-se estes differentes graos em cada um dos
quatro tubos da reaccdo. Si em nenhum desses tubos ha cla-
rificagiio, a reacgio é negtiva,

Interpreta-se como fortemente positivas: 1.° as reacedos
nas quacs £0 os tres primeiros tubos sio absolutamente claros:
2" aquellas em que s6 o quarto tubo, o que contém soro di-
luido, é completamente clarificado, os outros ndo sendo siniio
parcialmente. Neste ultimo caso trata-se de um soro muito rico
cm reaginas ao qual wma dose excessiva impedia a reaccio de
se. produzir nos primeiros tubos por um phenomeno de zona.
{)bserva-se muitas vezes neste uma gradagio de reacgio cuja
mtensidade augmenta com a estabilisagio da suspensio, por
nuantidades crescentes de carbonato. Nota-se, ao contrario, uma
gradacio mversa, decrescente, do primeiro ao terceiro tubo, o
quarto ficando opaco, nas reacgbes media ou fracamente po-
sitivas. A intensidade da reacgio nesta cathegoria depende s0
da estabilidade da suspensio e lhe é inversamente proporcional:
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-+ < 4 clarificagdo total nos dois primeiros tubos — parcial
no terceiro; -+ -+ clarificagio total no primeiro — parcial no
segundo — nulla no terceiro; -+ clarificacio total no primeiro
tubo e inicio no segundo. E’ preciso ter por duvidesa a reaccio
na qual a clarificacio nao se produz sindo no tubo a contendo
a suspensao menos estavel.

2 MICRO-REACCAO

A apparelhagem é a mesma que para a micro-reacgio de
opacificagao: duas algas de platina, uma de 4 mm. de diametro
fixada sobre um supporte; outra de 2 mm. montada sobre uma
haste. A vidraria deve ser perfeitamente limpa, lavada em al-
cool para retirar todo o traco de gordura. A diluigio do ex-
tracto ¢ preparada no mesmo titulo, temperatura e processo que
para a macro-reac¢ao. A unica differenga € que se emprega
uma 0 suspensao preparada com agua salgada a 3,5 % cuntendo
uma quantidade uniforme de carbonato de sodio a 0,03 %. Esta
reacgdo pode ser praticada com pequenas quantidades de sangue
e, coma no methodo de opacificagio, a floculagao é pesquizada an
microscopio ¢ pode ser rapidamente constatada ac cabo de uma
hora.

Reaccdo:

Com a alga pequena toma-se uma gotta de soro fresco, nao
aquecido e, com a maior, uma gotta da suspensio. Colloca-se
uma sobre a outra e imprime-se um movimento de tal maneira
que se misture soro e suspensio. Depois, uma gotta dessa mis-
tiura é retirada com a pequena alga ¢ depositada na face inferior
de uma lamina formando uma camara humida exactamente jux-
taposta. Deixa-se uma hora a temperatura do laboratorio. Flam-
bam-se as alcas de platina antes de cada operacio mas é precise
deixal-as esfriar antes da seguinte. Poade-se assim fazer uma
dezena de preparagbes sem ir além de 10 minutos apos a prepa-
ragio da dilui¢io. Si dispuzermos de uma grande quantidade



de soro poderemos praticar uma mACro-reacgao Nas Mesmas con-
digoes conservando, assim, a vantagem da rapidez.

A leitura ¢ feita ao microscopio, com um fraco augmento
1/60 preferentemente com uma objectiva binocular e a luz ar-
tificial,

O exame deve ser feito principalmente sohre a parte cen-
tral do campo., Serd bom fazer sempre uma segunda leitura-
controle com um augmento 1/250.

Reacedes negativas:

O campo apresenta-se uniformemente cinza-amarellado, pon-
tuado de numerosos graos muito finos, regularmente reparticlos
e moveis. Distinguem-se, por vezes, particulas mais volumosas
devidas a impurezas ou a globulos vermelhos mas que sio faceis
de reconhecer com um augmento mais forte,

Reaccdes fortemente positivas:

Campo claro zemezado <le monticulos volumosos, irregula-
res, escuros, immoveis entre os quaes, com forte angmento, no-
tam-se espagPs completamente vazios.

Reaccoes fracamente positivas:

Os floculos sdo pequenos e mais proximos do que no caso
precedente ¢ os espagos intercalares ndo sio bem claros. E’ de-
vida 4 dimensdo dos floculos e, principalmente, & menor ou
maior claridade desses espagos que se pode distinguir diffe-
réntes graos na reaccio.

Reaccaes duvidosas:

O campo apresenta-se pontuado cono nas reacgdes nagativas
mas 0s graos nao sic tdo regulares e nem tio bem repartidos,
Com um grande angmento constatam-se ue algumas granulagoes
estio agglomeradas mas tambem moveis.



REACCAO DE CONGLOMERACAO DE MU'LLER

Esta reaccdo, yue na Conleicncia Sorologica Internacional
le Copenhagen em 1928, foi uma das que deu excellentes re-
sultados, baseia-se sobre o emprego de um antigeno cholesteri-
nisado concentrado,

Ella se faz notar pela sua sensibilidade, especificidade e,
principalmente, pela nitidez de seus resultados o que faz ex-
cluir, sindo completamente, pelo menos em grande numero, as
reaceoes duvidosas.

(Quando positiva, esta reaccio se caracterisa pela formagao
fle um conglomerado unico, eshranquicado, de aspecto gelatinoso,
tendo um nucleo mais denso e mais carregado, fluctuando li-
vremente na columna liquida.

TECHNICA

Preparagdo do cxtracto alcoolico:

Emprega-se um extracto alcoolico de coragdo de bhoi com
tima grande quantidade de cholesterina condensada a banho ma-
ria. Pode ser conservado muito tempo sob esta forma concen-
trada. A preparagao € bastante difficil e seu valor depende da
titulagem que deve ser precisa, da quantidade de coracio de boi,
da cholesterina e do grao de concentracic a que se faz chegar.



E', pois, preferivel, empregar extractos preparados por um la-
horatorio especialisado, tendo Miuller confiado 4 casa Schering
Kahlbaum a fabricagao do que utilisa.

Preparagio da suspensio colloidal :

E’ 0 mais importante e delicado dos tempos da reaccio de-
vendo a diluicio do extracto ser feita com o maximo cuidado,
seguindo exactamente as indicacdes do auter.

Apos ter fortemente agitado os frascos contendo o extracto,
retiram-se & cc. que serdo collocados em uma proveta fechada
no esmeril. Esta proveta é mergulhada, durante meia hora, num
banho maria a 56° com o fim de dissolver os floculos lipoidicos
que o extracto possa conter.  Toma-se em seguida uma solugao
aquosa de chloreto de sodio puro a 0,9 % exactamente titulada.
Em dois vasos de 45 mm, de diametro, que serdo levados du-
rante meia hora, a uma temperatura de 17° collocam-se 5 cc.
¢ 0 cc. respectivamente, dessa solucdo. No vaso que contém
3 cc, derrama-se bruscamente o extracto que estava no banho
maria e, immediatamente, colloca-se esta mistura no vaso que
contéem 30 cc. Procedendt-se rapidamente, demora-se um se-
gundo e meio entre os dois tempos da operagao, intervalle que
¢ o mais favoravel a dispersio da suspensio colloidal. Esta
suspensa0 é collocada em provetas de 18 a 20 mm. de diametro,
que serdo fechadas com cautchouc e collocadas na estufa a 56°
durante 24 horas. (O antigeno nessas condicdes deve apresentar
uma apparencia uniformemente colloidal. Elle se conserva dois
cias approximadamente na temperatura do laboratorio mas deve-
se sempre, antes de o empregar, verificar, por meios de ensaios,
sua estabilidade e homogeneidade. Devem ser seguidos escru-
pulosamente todos esses detalhes de techmica, particularmente
25 condigdes de temperatura, o intervallo entre 0s dois tempos
da dilui¢ico e a duracio da maturacio. Com & cc. de extracto
podemos examinar 40 soros. Para um numero menor toma-
remos 4 ou mesmo® 2 cc. de extracto reduzindo proporcional-
mente o solute salino nos dois vasos,



Pratica da reacgio:

(s soros, tendo sido previamente inactivados pelo agqueci-
mento em hanho maria durante meia hora a 30°, serdo intro-
duzidos em tres tubos de 8 mm. de diametro nas doses respecti-
vamente de 0,15, 0,20 e 0,25 cc. Colloca-se em seguida, em
cada um dos tubos, 5 cc. de antigeno maturado que se retira da
proveta fechada apos tel-a agitado duas vezes. Sacodem-se for-
temente os tubos e collocam-se-0s na estufa a 37° durante 7 a
@ horas, depots a temperatura do laboratorio por espaco de 9 a
15 horas.

Leitura dos resultados:

Tendo sido o antigeno correctamente preparado, obtem-se,
com 0s soros syphiliticos, o conglomerado caracteristico que des-
crevemos € que ndo da lugar a hesitagGes. Nenhuma modifica-
Gan se ohtem nos s0r0s negativos. Quando o antigeno nao foi
bem preparado o floculato é mais denso e menos homogeneo.
Tendo em vista a quantidade do séro e a rapidez da formacgao
o conglomerado, pode-se avaliar quantitativamente a intensidade
da reacciao. Devem ser feitas duoas leituras: uma ao sahir da
estufa no fim de 7 ou 9 horas (precoce) e outra, ao cabo de
16 ou 24 horas (tardia).

Exame do liquide cephalo-racheans.

Este exame ¢ praticado da mesma forma que para o soro
porem com doses differentes. O liquido deve ser inactivado.
Empregam-se doses crescentes de 0,05, 0,10, 0.15, 0,30, 0,45 ¢
0,90 cc. 4s quaes addiccionam-se somente 3 cc. de antigeno. Si
dispuzermos s0 de uma pequena quantidade de liquido podere-
mos reduzir as doses e, correlativamente, a quantidade de an-
geno,



REACCAO DE SCALTRITTI

Dos ensaios que effectuou em seu laboratorio de Monte-
vidéo, Scaltritti concluio que, nas reacces onde se empregani
antigenos cholesterinados, a concordancia dos resultados nao de-
pende sé da propor¢ao da cholesterina facto ja evidenciado por
Sachs, mas tambem das diversas especies de cholesterina que se
podem empregar. Registou resultados discordantes ecperando
com antigenos obtidos por addiccio de cholesterina aos extractos
de orgaos, segundo a technica original de Sachs-Georgi. Utili-
sou para tal, cholesterina de diversas proveniencias dos caleulos
biliares humanos, de antigos abcessos enkystados e o commercial
ce Gritbler. — Dahi aquelles resultados,

Essas variacbes levaram Scaltritti a verificar si os lipoides
cardiacos, precipitados pelo chlorureto de cadmio, os quaes, to-
talmente privados de cholesterina, constituem um antigeno rela-
tivamente dotado de grande fixidez, nio poderiam ser utilizados
para a prova de floculacio directa. Constatou tambem que os
lipoides de outros orgios, taes como o figado, o bago. o cerebro,
tratados pelo chloreto de cadmio nao possuem. por sua flocu-
labilidade, uma especificidade comparavel aos lipoides do co-
racio. Logo nas primeiras pesquizas veiu i luz um facto im-
portante: os lipoides de origem cardiaca, (de proveniencia bo-
vina, equina ¢ porcina) isolados pelo chloreto de cadmio, mos-
tram-se muito mais facilmente floculaveis quando o tratamento



previo por que elles devem passar é feito pelo ether sulfurico
av envez da acetona. Partindo do musculo cardiaco do porco,
tratado pelo ether sulfurico é gue Scaltritti preparou o antigenv
utilisado em seus ensaios.

A fidelidade racional dos lipoides esti tambem sob a de-
pendencia, além do orgho que os fornece, da especie zoologica
a que elles pertencem. Porque os lipoides tém uma especifi-
cidade mais notavel, foi escolhido como orgiao fornecedor, o co-
raciao de boi, de porco ou de cavallo. Deve-se entretantd, esco-
lher o do porco para evitar a possivel confusido com as reaccoes
adventicias do typo Forssmann que poderiam eventualmente se
produzir com o soro de individuos anteriormente tratados pelo
soro de cavallo, Apos as primeiras pesquizas visando o elemento
[loculavel, Saltritti levou suas investigagdes até o segunda factor
complexo da reaccio — o elemento floculante do soro.  Naw
tardou, entdo, a perceber que o phenomeno que apparecia,
quando . misturava o soro syphilitico e, os lipoides preparados
segundo sua technica, se desenvolvia em dois tempos. Na pri-
meira phase é por um effeito de dispersio que a acciio do soro
se manifesta sobre os lipoides; na segunda, ¢ a acciio agglome-
rante do soro sobre 0s lipoides dispersados que constitue a flo-
culagio propriamente dicta. Observa-se somente a phase de
dispersio quando se opera com ¢ soro de individuos indemnes.
Com soros syphiliticos, o intervallo que separa a phase de dis-
persio da de floculacio é tanto mais curto quanto mais substan-
cia floculante contém o soro. Destas abservagbes pode-se de-
duzir que o principio dispersante é um elemento normal dos
sOros e que o principio agglomerante é ajuntado ao precedente
nos soros syphiliticos, Como os effeitos destes dois principios
sio antagonicos, ¢ preciso determinar a dose optima de sdro
humano que convem fazer intervir para assegurar a predomi-
nancia do effeito agglomerante sobre o effeito dispersante pondo,
assim, em relevo, a especificidade da reaccio.

Este optimo é obtido pelo emprego de soro em fracas do-
ses. Por uma série de deterninagées experimentaes, Scaltritti



considera 0,1 cc. de soro como sendo a quantidade conveniente
para revelar melhor a propriedade floculante especifica de um
soro syphilitico em presenca de lipoides cardiacos precipitados
pelo chloreto de cadmio.

TECHNICA DA REACCRO

Preparacio do lipoide:

Tritura-se musculo cardiaco de porco fresco, e sem graxa.
Esta polpa muscular, extendida em camadas bem finas sobre
laminas de vidro, é exposta 4 ventilacio com o [im de obter
uma seccagem rapida. Uma vez seccada, esta polpa é pulverisada
en1 um gral e passada em um tamiz para obter um pd impalpavel,
Trata-se pelo ether sulfurico este p6, durante tres dias, mu-
dando-se o ether diversas vezes até que elle permanega incolor,
Esta operacio é feita & temperatura ordinaria. Decanta-se em
segmida, o ether e pde-se o po na estufa durante duas horas —
tempo sufficiente para que desappareca o ether que ainda podssa
existir. Massera-se este pod no alcool absoluto na proporgio de
uma parte de po para seis de alcool durante tres dias, 4 tempe-
ratura ordinaria, agitando-se a mistura diversas vezes por dia.
Ao fim deste tempo, passa-se a solucdo por um duplo papel de
filiro. Obtem-se assim um liquido transparente ou ligeiramente
corado em amarello. Esta solugio alcoolica deve ser preparada
todas as semanas. Anteriormente prepara-se uma solugio sa-
turado de chloreto de cadmio no alcool absoluto. Para isso col-
loca-se o chloreto de cadmio num gral de vidro pulverisando-o
finamente e misturando em seguida com o alcool na proporgao
de 0,10 de chloreto de cadmio para 1 cc. de alcool. Procura-se
em seguida obter a maior sclubilidade possivel. Submette-se
esta solugido 4 centrifugaciio durante 2 a 3 minutos até que se
obtenha o alcool transparente e prompto a ser empregado. To-
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mam-se 0,25 cc. desta solucio e pde-se em um pequeno fubo
identico aos que se empregam correntemente nas reaccoes de
Wassermann, Em um outro tube medem-se 2 ce. da solucio
alcoolica de lipoides e derrama-se rapidamente no tubo de chlo-
reto de cadmio. Fazem-se dois ou tres transvasamentos afim
de obter maior contacto entre o chloreto de cadmio e a solugio
de lipoide. Obtem-se assim um precipitado de aspecto caseini-
forme. Deixa-se sedimentar o precipitado durante meia hora
e, a0 fim deste tempo, centrifuga-se docemente. Decanta-se,
entao, cuidadosamente, o liquido e, com a pequena quantidade
de alcool que ficou no fundo, torna-se o precipitado homogeneo.
Isto feito, enche-se o tubo com alconl a 80%. O precipitado toma
entiio um aspecto differente do que tinha antes e assemelha-se
4 neve. Ewvita-se a formacgio de grumos imprimindo ao tubo
ligeiros movimentos circulares. Deixando-se o tubo em repousa,
vé-se que o hpoide se deposita. Decanta-se entio o alcool, que
devera ser substituido por outro novo. Deixa-se por mais al-
guns minutos e decanta-se-o novamente. Enche-se uma outra
vez 0 tubo até 4 metade com alcool a 90° e o restante com uma
solugio physiologica a 9 por mil, tendo o cuidado de nao agitar
o tubo. Si o lipoide se destaca do fundo do tubo, nds o fare-
mos retornar por um movimento centrifugo. Decanta-se final-
mente esta solucio physiologica e obtem-se o lipoide comple-
tamente desembaracado de chloreto de cadmio. O precpitado
obtido é emulsionado em 1 cc. de solugdo physiologica sendo
a homogeneisagiio assegurada por uma forte agitagio, com o
tubo fechado, durante 10 minutos. A emulsiio esth entio prompta

para o uso.

FKeaccao:

Em tubo de hemolyse mistura-se:

1 ce. de sOro inactivado a 56° durante 20 a 30 minutos ;
0,05 ce, de emulsio de lipoide,

Feita a mistura, agita-se o tubo com forga, de preferencia



Ligpin

com um agitador mechanico, durante 15 minutos. Neste mo-
mento ja se podem vér alguns floculos correspondendo aos séros
muito positivos. Entretanto, para perceber a reaccio completa
dos sOros mais fracos, é necessario deixal-o0s na temperatura am-
biente durante 18 a 20 horas.

Examinando entdo os tubos da reacgdo, por meio de uma
lente ou de uma luz apropriada, péde-se distinguir aquelles em
que ha floculacio e aquelles em que a floculagio ndo se produz.

A technica da leitura faz-se facilmente procedendo da se-
guinte maneira: colloca-se em cada tubo 1 cc. de solugio phy-
siologica a 9 por 1.000 e agita-se ligeiramente para fazer uma
boa mistura. Examinando o conteudo dos tubos, notamos a flo-
culagdo com muito mais clareza. Como contra prova, poderemos
submetter estes tubos a uma energica centrifugacio durante dois
minutos decantando em seguida o liquido, com cuidado, para que
nao arraste o lipoide. Colloca-se de novo 1 cc. da solucio phy-
siologica. Centrifuga-se e decanta-se. Finalmente collocaremos
14 cc. de solucido physiologica fazendo oscillar o tubo ligeira-
mente. Observa-se entdo que o lipoide, que foi fluculado, nédo
mais se emulsiona com a solugdo physiologica emquanto que os
lipoides nio floculados se emulsionam facilmente ¢ tornam-se
homogeneos. A intensidade da reacgio se manifesta em graos
variaveis: desde a espessa pellicula indissociavel até as parcellas
«desaggregadas nadando em um liquido transparente. Isto nos
permitte classificar as reacgGes em fortemente, medianamente, e
fracamente positivas. Deve-se ter sempre um tubo contendo
0,1 cc. de solugdo physiologica e 0,05 cc. de emulsdo de lipoide
gue submetteremos ao mesmo tratamento que os precedentes e
nos servira de testemunha.,

Realisada nestas condices a prova da floculagio permitte
registar resultados que correspondam, de uma maneira perfeita,
com os dados clinicos concernentes as molestias e sdo sensivel-
mente concordantes com as indicagbes fornecidas pelos metho-
dos de desvio de complemento como tambem com os methodos
de floculagio, notadamente os de Meinicke e Vernes.



Os resultados obtidos por Scaltritti, com soros retirados de
individuos sdos, de individuos em estado pathologico e, parti-
cularmente na syphilis em diversos periodos, autorisam a con-
cluir que este processo pode ser posto no mesmo plano que os
methodos similares conhecidos até aqui. Elle offerece, entre-
tanto, a vantagem de necessitar de um reactivo aperfeigoado, de
composi¢io simples, ndo comportando nenhuma difficuldade na
siia preparagao e que sera facilmente obtido em condiges sem-
pre identicas pelos experimentadores. '



REACCAO DO BENJOIM DE R. DUJARRIC
DE LA RIVIERE

Entre os methodos de floculagio temos a reacgio do Ben-
joim que, por seus resultados nitidos e faceis de interpretar sem
nenhuma instrumentagido optica especial, é de grande pratica e
utilidade.

Consiste essencialmente esse methodo em introduzir o soro
numa mistura de antigeno e tintura de benjoim segundo uma
technica bastante facil que nods procuraremos resumir.

A} Reactivos:

a) Antigeno., — O de Bordet-Ruelens é o preferido por
sua facilidade de preparacio. Pode-se, entretanto, para esta
reaccdo, empregar qualquer dos outros lantigenos alcoolicos:
antigeno de figado heredo-syphilitico e antigeno de coracao de
cavallo (perithynol de Vernes).

b) Tintura de benjoim. — Uma gramma de resina de ben-
joim da Sumatra finamente pulverisada é posta em contacto com
10 cc. de alcool absoluto ficando em masseragao durante 48
horas sendo constantemente agitada. Filtra-se sobre papel para
obter um liquido completamente limpido.

B) Preparacio do séro sanguineo:

Deve-se, tanto quanto possivel, utilisar soros frescos. Isto
¢ facil pois, sendo uma reacgio simples, que necessita material
muito reduzido, poéde ser praticado pouco tempo apds a retirada
do sangue. Os soros devem ser centrifugados com cuidado e
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inactivados em banho maria a 56° durante 30 minutos. Emfim,
¢ tambem necessario utilisar o soro logo apés o seu aguecimento.

C) Technica da reaccdo:

Esta techmica consiste:

a) Preparacio da mistura inicial. — Em tubo de ensaio
esterilisado misturam-se, em proporgbes convenientes, antigeno
alcoolico ¢ tintura de benjoim. Agita-se e obtem-se uma mis-
tura muito homogenea,

b) Em um tubo de hemolyse perfeitamente linwo
¢ secco pbe-se 5 cc. de agua physiologica a 85 %. E’ aconse-
lhavel collocar a agua previamente na estufa para que sua tem-
peratura seja, approximadmente, de 37°. O mesmo deve-se
fazer com a agua que servirda para lavar a vid acaria. Em se-
guida derrama-se 0,1 de cc. na mistura inicial. Agita-se e a
suspensao deve apresentar um aspecto homogenco. E’ preciso
preparar esta emulsio em agua physiologica immediatamente
antes do uso. A esta miustura homogenea addiciona-se 1 ce. de
soro quecido. Mistura-se cuidadosamente e colloca-se na es-
tufa a 37°

DISPOSICAO DA REACCAO

E [
Agua phy- Mistura : Séro 1
siologica inicial ' ]
| |
i
5 cc. 8,1 cc. 1 ce. E_Reacgin positiva: floculagio
{com clarificacio do liquido
que sobrenada. '
b ce. 0,1 cc. 1 cec. Reaccio negativa: emulsao
_ homogenea,
§ ce. 0,1 ce. -— Testemunha: emulsiao ho-
| imOgenea.
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DISCUSSA0 E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

As technicas das reacches de Bordet-Wassermann pratica-
das por varios sorologistas, nio sao alsolutamente iguaes. Exis-
tem pequenas modificacdes, que poderemos chamar de variacoes
pessoaes.

* A essas variagOes devemos ligar a quasi totalidade dos re-
sultados contradictorios obtidos com um mesmo soro por varios
laboratorios e consequentemente por operadores diversos.

Portanto, a estandalizacao do Wassermann, principalmente
a uniformizagio no preparo e doseamento dos extractos, é de
grande necessidade pelas vantagens que adviriam, nédo so para a
clinica, como aos olhos dos leigos.

Em geral a grande maioria das simplificagdes do methodo
original de Wassermann abreviam o processo em prejuizo dos
resultados especificos. Ha, nesses casos, simplificacao de techni-
ca e diminuicao da precisao. :

Das simplificacoes mais importantes apresentadas durante
os trabalhos realizados de 19 de Novembro a 3 de Dezembro de
1923 no Instituto Sorologico de Copenhague, a unica que ven-
ceu entre os luminares da sorologia foi a technica actualmente
uzada no Instituto Pasteur de Paris por Mutermilch, que empre-
oa s0ro activo. '

De facto, a technica uzada por este sorologista deu, nos casos
de syphilis verificada, um numero de resultados positivos mais
elevado que os obtidos pelos methodos utilizados pelos outros
pesquizadores, -
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Ng entanto, convem lembrar que é absolutamente certa a
existencia da carencia sorologica no curso da syphilis secundaria.

Sdp por demais conhecidas na litteratura medica, sobre este
assumpte, a3 publicacGes de Simon, Pautrier, Hinard e Lortat-
Jacob,

Pela technica laboratorial, trata-se somente de procurar os
svmptomas sorologicos da syphilis, si assim podemos dizer,
symptomas estes que revelam alterages sanguineas, cuja inten-
sidade varia com os casos clinicos.

Pensando assim acreditamos que as reacgbes de indice he-
molytico e as reaccbes de floculagdo revelam as alteracbes soro-
logicas intensas tal é o caso das reac¢bes concordantes.

Entretanto em outras pesquizas a discordancia € evidente, o
que faz pensar que as alteragbes reveladas pelas reacgoes de flo-
culacio muitp sensiveis, como a de Kahn, nio sejam da mesma
natureza daquellas que desvendamos com as reacgdes de indice
hemolytico.

Parece que nio se trata s6 da sensibilidade da reacgio e sim
da qualidade das reaginas.

A frequencia da reaccido de Kahn positiva na heredo syphi-
lis ¢ na syphilis nervosa, pelo menos na grande maioria dos ca-
508, parece-nos mcontestavel,

Corroborando o que viemos de dizer transcreveremos algu-
mas ohservagdes da clinica do Dr. Kern, que nos foram gentil-
mente cedidas pelo Prof. Pereira Filho, e assignalaremos as ob-
servacGes do nosso trabalho, das quaes nos foi possivel obter os
dades clinicos e em que foram constatadas maiores disparidades
nos resultados das quatro reacgdes.

Ohservacdes da clinica do Dr. Kern:

1.8 — A. B. sexo feminino, 48 annos. Intensa nevralgia
do trigemen, com crises vespertinas, rebelde a todo tratamento.
Esposo fallecido com accidentes cardiacos. Um aborto exponta-
neo. Traz Wassermann negativo. Instituto Pereira F.° em
27-4-29: W — negativo; K — positivo muito fracco. Trata-
nento com Cyanureto de Hg, endovenose. Na 12.* ampoula
desapparece toda symptomatologia do trigemeo.
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2." — R, C. sexo masculino, 41 annos. Dispepsia nervosa,
anomalias sexuaes e crises asthenicas, Tem duas reacgbes de Was-
sermann negativas. Nega venereas. Nao existem estigmas de
heredo-lues. Instituto Pereira F.* em 13-4-29: K — positivo.
Notavelmente methorado pelo tratamento especifico.

3+ — E. B. sexo masculino, 15 ammos. Infantilismo, cri-
ses epilepticas. O pae nega venereas. Aboboda palatina ogival,
microdentismc. Instituto Pereira F.° em 6-4-29: W — negati-
vo; K — positivo. Tratamento especifico. Moderadores nervi-
nos. Os ataques tornam-se mais afastados, diminuem em dura-
¢io e intensidade. Melhora geral.

4 — A, S, R. sexo masculino, 43 annos. Psychastenia.
Carregados antecedentes familiares: um alienado, dois suicidas.
Nega syphilis. Accusa uma gonorrhea. Orelhas faunescas e
outros estigmas degenerativos. Existe W — negativo. Instituto
Pereira F.°* em 13-4-29: W — negativo; KX — positivo fraco.
Pouco heneficiado pelo tratamento especifico e o isolamento.
Entretanto attribuimos ao tratamento anti-luetico a regularisa¢io
«<ia tensdo arterial.

5." — L. M. sexo masculino, 30 annos. Nevralgias espe-
cialmente faciaes, rebeldes a todo tratamento até a data. Cepha-
leas vespertinas. Nao encontramos antecedentes suspeitos. En-
tretanto um ‘‘nez canard’ nos fez insistir com a pesquiza lahora-
torial até entio negativa. Instituto Pereira F.° em 24-12-27:
W — negativo; K — positivo muito fraco. Toda symptomato-
logia cede ao iratamento mixto especifico.

6.2 — F. D. sexo masculino, 21 annos. Cephaleas vesper-
tinas, asthenia, tibialgia. N&o existem nos antecedentes familia-
res ou pessoaes suspeita de lues, Traz W negativo. O typo da
cephaléa nos faz insistir com1 a prova laboratorial. Instituto Pe-
reira F.2 em 11-10-928: W — negativo; K — positivo muito
fraco. Tratamento especifico trouxe augmento de peso, desap-
parecimento de cephaléa e melhoras geraes apreciaveis.

70 — R. KK, sexo feminino, 58 annos, Sciatica rebelde a
todo tratamento anti-theumatismal e electrotherapico. Esposo
nega todo antecedente.
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Filhos sadios. Hypertensao arterial (maxima 23, Pachon-
Gallavardin). Um aborto expontaneo. Um filho fallecido em ten-
ra idade com symptomas meningeos, nos faz pedir exame de san-
oue, apezar de ter ja W negativo. Instituto Pereira F.° em
5-7-29: W — negativo; K — positivo muito fraco. Com ¢ trata-
mento especifico desappareceu a sciatica. (Tensio arterial maxi-
ma 17). '

8.2 — M. M. sexo femimino, 27 annos. Insomnia rebelde a
todo tratamento, inclusive physio e psychotherapico. Nao exis-
tem antecedentes familiares suspeitos. A doente, com excepgio
do depauperamento geral, nada accusa de especial. Ha 6 mezes
so dorme poucas horas por noite, obtidas com recursos therapeu-
ticos. Traz dois W negatives. Instituto Pereira F.° em 8-7-29:
W — negativo; K — positivo muito fraco. Distrophias denta-
rias nos levaram a requisitar este novo exame. Na quinta am-
poula de Cyanureto de Hg intra-venosa, nossa paciente dormiu
toda noite. As melhoras accentuaram-se progressivamente.

92— B. A. sexo masculino, 12 annos. Crises clonicas, in-
continencia de urinas. Pae nega syphilis. Avo paterno suspeito.
Multiplos estigmas de heredo-lues, W negativo. Effectuamos
reactivaciao. Instituto Pereira F.°2 em 17-12-28: W — negativo;
K — positivo. Submettido ao tratamento especifico obteve uma
melhora geral rapida e augmento de peso.

102 — L. P. sexo masculino, 40 annos. Neurasthenia, im-
potencia coeundi. Nega syphilis. Nada de especial nos antece-
dentes. O exame neurologico nada revelou. Instituto Pereira
Fe2 em 16-4-29: W — negativo; K — positive. Com o trata-
mento especifico obteve notaveis melhoras, :

11— R, Q. sexo masculino, 41 anunos. Neurose vaso-mo-
tora, manifestaces rebeldes a tratamentos prolongados. Ante-
cedentes familiares suspeitos, 2 irmaos fallecidos em tenra ida-
de com symptomas meningeos, Nega a syphilis. Ligeiro estra-
bismo convergente. Instituto Pereira F.2 em 22-4-29: W — ne-
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eativo; K — positivo. Notavel aproveitamento pelo tratamento
especifico.

128 — A, A, M. sexo feminino, 22 annos. Syndrome ova-
rio-thyroideano, crises hysteriformes.  Distrophias dentarias,
menstruos irregulares: W — negativo. Instituto Pereira F.° em
4-4-29: W negﬁtivu; K — positivo fraco. Pelo tratamento es-
pecifico e opotherapico obteve notaveis melhoras.

13.2 — E. H. sexo masculino, 50 annos. Syndrome de in-
sufficiencia testicular, neurasthenia, cesordens vaso-motoras.
Nega syphilis. W — negativo Instituto Pereira F.° 23-5-29:
W — negative; K — positivo fraco. Pelo tratamento especifico
obteve notaveis melhoras.

14" — D. H. sexo feminino, 35 annos. Cephaleas vesper-
tinas, metrorrhagias. Fez em clinicas europeas, sem resultado,
os mais variados fratamentos, tendentes a curar sua cephaléa.

Traz dois Wassermann, praticados em Berlim, negativos.
Instituto Pereira F.° em 10-4-29: W — negativo; K — positi-
vo. Na setima applicacfio de Neo-Salvarsan, a doente considera-
se curada.

152 — S. H. sexo feminino, 47 annos. Esta doente faz
um climaterio ruidoso, com grande symptomatologia sympathica
¢ recrudescencia duma antiga cephaléa vespertina. Hypertensao
arterial, partos a termo, tres filhos sadios.

Esposo nega venereas. Instituto Pereira F.° em 24-5-29:
W — negativo; K — positivo muito fraco. O tratamento pelo
Bismutho deu melhoras apreciaveis.

16 — A. D, sexo masculino, 24 annos. Lesdes articula-
res multiplas, exostoses, hidarthroses que classificamos como es-
tigmas do apparelho locomotor de ethiologia heredo-luetica. Este
paciente passou por uma verdadeira via-crucis do norte ao sul do
Brazil com tentativas de cura em estacoes thermaes e os ensaios
therapeuticos os mais diversos e imaginaveis. Traz 3 W. nega-

tivos, dois dos quaes com previa reactivacio. Os antecedentes
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nada informam. Em comego de 1928, requisitamos novo exa-
me de laboratorio. O W. mais uma vez foi negativo e o K. po-
sitivo fraco. Este resultado confirmou o nosso diagnostico a
priori e o tratamento especifico mixto e systematico, feito duran-
te um anno, modificaram totalmente o estado do paciente, que se
apresenta curado de suas mamfestaches osseas e articulares.

Observacdes do nosso trabalho em que {oram constatadas
miaiores disparidades nos resultados:

158 A. C. fem. W neg. H neg. M 4+ K - heredo-zyphilis,

172 C. B. masc, W neg. H neg. M 4+ K <4 syphilis tratada.
i80 4. R, femn. W neg. H neg. M O 4+ K + heredo-syphiliz.
219 J. G. fem. W neg. H neg. M 0+ K | heredo-gyphilis,
423 M. M. fem. W 04 H 04+ M + K 444 heredo-syphilis.
834 L. V. F"mase. WO+ H 44+ M 44 K 44 zyphilis tratada.
289 A. E. mase. W 04+ H O+ M neg. K-+ syphilis tratada.
466 M. J. masec. W 04+ H 0+ M 4+ K 4+ heredo-gyphilis.
357 D, A mase. W O+ H 04 M 04 K +4++ syphilis nervoaa.
ig4 C.C J fem. W O4 H 04 M 04 K -+ heredo-syphilis.
372 A, 7. mage. W O+ H 04 M 04 K 4 syphilis tratada.
376 E. B. mase. W 04 H 0+ M neg. K -4 hersdo-syphilis.
d856 8. de B. mase. W 04 H 0+ M 44 K 4+ syphilis tratadas.
#92 J. H. M. mase. W 04+ H O+ M 44 K 44 gyphilis tratada.
$12 A, K. fem. W O4 M 04 M neg. K neg. heredo-syphilis.
418 A. F. da C. masc, W O+ H O+ M ++ K -+ sgyphilis tratada.
421 I. H. masc. W 04+ H 04+ M + K 4+ syphilis tratada.
426 L. S. fem. W 04+ H 04+ M + K-+ heredo syphilis.
427 A. G, maze. W 04 H 04 M neg. K neg. syphilis tratada.

A,

B, fem. W O4 H O+ M - K 4+ syphilis tratada,.

. L. K. masc. W O+ H O+ M neg. K neg. heredo-syphilis.
P. mas¢e. W 04+ H 04+ M neg. K neg. syphilia tratada.

P. fem. W O+ H 04+ M 4+ K 4+ heredo-syphilis,

C. mese. W 04 H 04 M O K 4-- syphilis tratada.

2. masce, ' W neg. H O+ M 04 K + syphilis tratada.

D. P. ;nzse. W neg. H 04+ M +4 K 4 syphilis tratada.

. 8. P, mare, W neg. H 04 M neg, ¥ -+ heredo-syphilis. '
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As reacgdes sorologicas, como symptomas que sio, nao dis-
pensam entretanto o criterio do medico espectalizado em syphi-
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lis, que tirard as conclusfes apropriadas para cada doente. A
conferencia de Copenhague assignalou tambem, entre outros {a-
ctos de grande importancia, que os extractos de coraciao de boi,
foram os que deram melhores resuitados e que os resultados ob-
tidos pelos methodos baseados em muitos extractos, nao se mos-
traram superiores aos que uzaram um so.

Esses methodos baseados em um sé extracto oiferecem a
vantagem de necessitarem menor quantidade de soro, podendo o
restante ser utilizado para a pesquiza por outras technicas sorolo-
gicas,

Os resultados serdo mais precisos com o emprego de algu-
mas technicas sorologicas differentes, do que fazendo wvarios
Wassermann com differentes extractos. O ideal, segundo a pra-
tica sorologica da actualidade, é fazer accompanhar a reacgio de
Wassermann por uma reacgio complementar, que uze soro acti-
vo, ficando assim evidente as duas sensibilizadoras syphiliticas,
uma thermolavel, outra thermo estavel .



CONCLUSOES

1.0 A reaccio de Bordet-Wassermann ¢ as reacgoes de flo-
culagio associadas, diminuem as discordancias entre os signaes
clinicos e os signaes de laboratorio. Completam-se, nido sendo
permittido com os conhecimentos actuaes, o seu emprego isolado
como queriam alguns sorologistas.

2 Da parte da reaccio de Wassermann, sao evitadas prin-
cipalmente as reaccoes impedidoras de hemolyse, os excessos de
hemolysinas naturaes, que muitas vezes exigem as repeticoes com
as technicas indicadas para corrigir os inconvenientes dos metho-
dos com indice hemolytico, augmento das doses hemolyticas ou a
saturacio das hemolysinas naturaes.

3.2 Com o emprego simultaneo das reaccoes de Hecht e
Wassermann, determinamos com seguranga a existencia das rea-
ginas thermo-estaveis assim como as thermolaveis.

4. Os methodos de floculacio exigem unicamente anti-
genos rigorosainente dosados, sem o que todos os resultados me-
recem ser considerados como suspeitos, sob o ponto de vista de
especibicidade.

5.2 Melhor sera que todos esses extractos sejam official-
mente estandalizados como acontece em centros europeus e norte-
AMIEricanos. '

6.° Sio os methodos ideaes para os pequenos centros, onde a
technica classica do Wassermann apresenta difficuldades mate-
riaes. i
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7.5 Conforme as nossas estatisticas a reacciio de Kahn ¢
miais sensivel na syphilis nervosa ¢ na heredo-syphilis.

8.7 Concluimos ainda gue na syphilis tratada, esta sensibi-
lidade € em geral ainda maior do que com o methodo de Bordet-
VWassermann.

9.°  Facilita a leitura das reacgdes fracamente positivas,
pertuittindo assim ao sorologista, maior seguranca na leitura dos
restittados,

10:°  Em certos casos entretanto notamos a positividade do
Wassermann concordando com os signaes clinicos e em desaccor-
GO ocom as reaccoes negativas das provas de floculacao.

112 Pretendemos explicar essas reacgdes paradoxacs acre-
ditando em multiplas alteragoes sdrologicas occasionadas pela in-
feceiio syphilitica ¢ revelavels differentemente pelos reactivos
antizenos,

12,7 Pode bem ser neste caso uma questio da qualidade de
redgina e nao da quantidade.

13.2 Das reaccoes de floculagio prefermmos a de Kahn,
peia sua simplicidade technica e sensibilidade especifica, accres-
cendo ainda a particularidade de seus antigenos poderem ser
preparados pelos sorologistas.

140 As technicas associadas das reaccoes de indice hemoly-
tico ¢ floculacio permittem o emprego de um unico antigeno con-
venientemente dosado na prova do Wassermann,
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