2aboratorio clinico

Os Arquivos Rio Grandenses de Medicina tém a maior satisfacao
em apresenfar a sua nova secedo “Laborvatorio Clinico”, que vird preen-
cher wna lacuna existente em sua orientacio.

Cada vez se torna malor, mais intima a higacdo entre a Clinica e o
Laboratério. A verdadeira, a cientifica orientacio clinica ndo pode
prescindir do auxilio do Laboratério, que lhe fornece ¢ conhecimento
perfeito do intercimbio das diversas funedes ¢ permite a viso nitida
dos agentes causadores das infecedes.

Na secedo (ue agora iniciamos procuraremos dar wma divalgagdo
ampla de todas as conquistas que o Laboratério for realizando, procu-
rando sempre aliar A (éenica a interpretacio e o valor dos diferentes fa-
tog na etiologia, no diagndstico ¢ no progndstico.

Contaremos para isto com a colaboracio eficiente ¢ valiosa de fo-
dos ayueles que se dedicam aos estudos laboratoriais.

Que nio sejam estérels os nossos esltorcos ¢ a mossa dedicacdo, siio
os mais avdentes votos que formulamos.

Jrabalhos da 1¢ Clinica 9edica

Séro diagnoéstico da febre lifoide ®
por
Homero YJobim

Prof. de IMicrobiclogia da &scola de Deterinaria na Universidade de 9. Riegre
Assistenie do Baboratorio Geyer

Quando, em 1896, Widal aplicou a séro aglutinacio no diagndstics
da febre tifdide, foram orandes as esperancas depositadas neste método,
conhecido atualmente como reacdo de Widal.

Passado o entusiasmo dos primeiros instantes, muitos ficaram de-
cepeionados com 0 processo.

As falsas reaedes que se obsevvam, grandemente aumentadas com a
vulgarizacio da vacinacio antitifica, prejudicam muito a interpretacio
da analise.

B’ sabido que as aglutininas do vacinado silo em titulo muito infe-
rior as do infectado, e que desaparecem rapidamente. Iintretanto, nfo
menos conhecida ¢ a maneiva diversa com que reagem os individuos &
infecedo, uns dando inicialmente taxa alta de aglutininas, outros, muito
mais ravos, em que o titulo é baixo ou éstes anticorpos estdo ausentes até
o final da infeccdo.

* Uonteréneia feita na 1.0 eadeira de Clinica Médica da Faculdade de Mediei-
na.  Prof. Thomaz Mariante.
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17 também de conhecimento geral que certas entidades morbidas
podem fazer acordar aglutininas ja completamente desaparccidas em
vacinados ou em antigos infectados.

' A Talta de especificidade e a dificuldade de interpretacio prejudi-
caram muito o valor diagnoéstico da elagsica veacio de Widal,

Estudos imunoldgicos recentes vieram modificar muito a téenica e a
interpretaciio do séro diagndstico da febre tifdide.

Estes ltimos quinze anos foram férteis em trabalthos, que culmina
am com o conhecimento quasi perfeito da estrutura antigénica do ba-
ctlo de Eberth. ’

o1 essit estrutura éste bacilo se aproxima muito das Salmonelas,
tendo stdo dncluido neste altimo grupo pela comissio encarregada pela
Sociedade Internacional de Microbiologia de fixar a nomenclatura dés-
tes germes.

Antigeno H ¢ antigeno O

Desde os primérdios da bacteriologia que se atribuia aos cilios papel
importante vos fendmenos de aglutinacio.

Smith, Reagh e Dever, em 1903, mostraram, estudando os paratifi-
cos, que se deve distinguir wm antigeno flagelar, termolabil, e um soma-
tico, termoestiavel.

1001 com Weil e Felix, em 1917, que estas observacies tiveram con-
firmacio ¢ ficou reconhecida a sua importancia.

Tistudando o proteus X19, éstes autores observaram que certas mo-
dificacdes surgidas nas culturas vinham acompanhadas de variacoes so-
volégicas.,  Uma dessas alteracdes, a forma H (de Hauch) desenvolve
estendendo-se como uma membrana na suaperficie da gelose, ¢ constitui-
da de germes mévels, ciliados. A outra, a forma O (de Ohneshauch) se
apresenta nas culturas cm colonias chatas, circulares, isoladas, ¢ forma-
da de bactérias imdveis, nfo ciliadas.

A.tforma II ¢ destruida pelo dleool absoluto ou wm acido diluido,
pelo aquecimento a 100° ¢ dd com o antiséro correspondente uma aglu-
tinacio em grandes flocos, mas pouco densos e que se desfazem com a
menor agitacio.

A forma O resiste ao aleool absoluto e aos acidos, ao aqueciments
a 1009 e dd com o antiséro correspondente uma aglutinacdo finamente
granular que se deposita em grumos compactos e de diticil desintegracdo.

Os germes do tipo M, tratados pelo aleool absoluto ou pelos dcidos
diluidos, aquecidos a 1009 ou cultivados em gelose fenol, nfo aglutinam
mais em grandes flocos, mas em finas granulacdes como os do tipo O.

Tacilmente se explica esta transformacdo sabendo-se que o tipo IL
encerra os dois antigenos I e O, ao passo gue o tipo O contém exclusi-
vamente antigeno O.

O antigeno H ¢ contido nos eilios das bactérias, é o antigeno eiliar.
O antigeno O esta incorporado & propyria bactéria, & o antigeno somético.

Ao antigeno H, termolabil, corresponde a aglutinina I, termoesti-
vel, ¢ ao antigeno O, termoestivel, a aglutinina O, termolabil.
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Mais tarde Weil e Felix estenderam estas nocoes ao bacilo tifien
e ds Salmonelas.

As amostras do tipe O podem ser encontradas, mas excepeionahmen-
te, nos produtos patolégicos. Sfo obtidas facilmente pela selecio de co-
Ionias imdveis em gelose fenol de Braun. O tipo O absolutamente puro
¢ de dificil selecito, encontrando-se quasi sempre tracos de antigeno 1.

As do tipo H sfio facilmente encontradas nos produtos patolégicos.
Pavece nao existir win ﬂpo I isento de ;ult’iﬂ'ouo 0.

A constituican quimica do antigeno IT ¢ poueo conhecida.

(O antigeno O ¢ constituido dos polissacaridios microbianes. Segun-
ao Boivin ¢ Mesrobeaunu, ¢ formadoe pela unifio désses polissacaridios a
acidos graxos, constituindo wm complexo lipido-glucidico, ¢ mais uma
parte protéica, o antigeno somatico protéico.

O antigeno Il estd sujeito a variacoes de fase que se observa com
freqiicneia nas culturas. 1 chamado monofisico quando & sempre 86-
ml(’wicanlvntr—’ igual, I difdsico, gquando os carvactéres de aglutinacio

ariam de uma colénia a outra, nmas especificas, oulras ndo especificas.

Colonias rough ¢ snwoth

A dgnorancia dos fenomenos de dissociacdo microbiana atrasou mui-
to o estudo da imunidade.

Arkwright mostron em 1920 ¢ Importancia morfolégica ¢ bioldgica
da variaciio de colonias em gelose.  mas se apresentam fisas, transli-
cidas, de contornos reeularves, desenvolvem com turvacdo geral do caldo
e dio cm solucdes salinas suspensdes perfeitamente estavels; chamadas
por Arkwright “Smooth”, ou mals simplesmente 8. Outras se mostran
rugosas, chatas, de contornos denteados, desenvolvem com grande depd-
sito no caldo e dio em solucdes salinas suspensdes instaveis ¢ autoaglu-
tindveis; chamadas “Rough”, ou mals simplesmente I3

Serologicamente as formas R e 8 sfo perfeitamente distintas. A
forma R ndo ¢ aglutinada p(*h) s01r0 anti S ¢ a reciproca & verdadeira.

Schiitze desereven wn antigeno das fontes R, a que chamou eosmo-
polita.  fiste antigeno provoea nos animais a formacdo de uma aglutini-
na que reage com tOdas as Salmonelas em fase R.

A diferenciaciio estrutural das formas S e R se faz exclusivaments
no antigeno somatico O, que chega a desaparecer nas formas R, sendo
substituido pelo antigeno cosmopolita.

As 'F()rm,ds R puras sfio destituidas de especificidade pela auséncia
do antigeno O ¢ grande predominancia do antigeno <:<mnopo]na. K-
fas formas sfo quasi destituidas de virulénela, e, segundo Boivin ¢ Mes-
robeaunu, com toxidade diminuida ou nula pela fraca quantidade ou au-
sénela de seu antigeno somatico completo.

Entre as formas R ¢ 8 puras existe tdda a sorte de intermediarios,
dai a delicadeza em fazer a distincdo em certas colonias,

Antigeno Vi

Grinnell, comparando o valor dos tipos B ¢ 8 na vacinagio antitifi-
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ca pelo estudo do poder bactericida do soro sanguineo, viu que o tipo R
ndo awmenta ou aumenta pouco éste poder bacteriolitico, ao passo que o
tipo S o aumenta consideravelmente.

Retomando posteriormente estas pesquisas e servindo desta vez co-
wo test o camondongo, confirma ¢stes fatos e mostra que a vacinacdo com
uma amostra viralenta dd uwma protecio mais eficaz que a produzida por
tma nao virulenta.

Perry, Tindeley e Bensted confirmam as pesquisas e mostram que
uma variedade R, desde que se torne, por passagens sucessivas, virulenta
para o camondongo, confere a éste animal uma imunidade muito mais
sOlida que uma amostra IS, ndo virulenta.

Felix e seus colaboradores, baseados mnestes trabalhos, descreveramt
no corpo microbiano um antigeno novo, responsavel pela viruléneia do
germe, o antigeno Vi,

Bste antigeno ¢ completamente diverso dos antigenos H e O, como
facilmente se demonstra pela prova de saturacio de aglutininas.

O antigeno Vi tem, seeundo Ielix, grande importinceia na imunida-
de passiva, ao passo que o antigeno O estd em primeiro plano na imuni-
dade ativa.,

As condicdes de cultura tém grande influéneia s6bre o desenvolvi-
mento déste antigeno. A 20° e a 44° ¢ antigeno desaparece, bastando
entretanio nma passagenm a 37° para (ue reaparecd.

O antigeno Vi & termolabll e ndo desenvolve em  gelose fenol de
Braun.

A aplicaciio dessas nocoes na pratica do sovodiagnistico da febre
tifoide veio melhorar e consolidar a interpretacio da reacio.

Existindo na célula microbiana dois tipos distintos e fmportauntes
de antigenos, a aglutinacdo deve ser feita separadamente para cada um
déles. :

Desereveremos alguns detalhes da téenica.

Preparo dos antigenos
A selecdo das ragas ¢ de absoluta importancia pava fidelidade da
reacdo.  Como dissemos acima, & dificil conseguir forma O completa-
mente pura. ‘
As racas H ¢ O que estamos usando sfo provenientes diretaments
de Felix e nos foram cedidas pelo nosso mestre Prof. Arlindo de Assis.
Trazem as seguintes referéncias:

Hberthella typhi — Bberth Gaftky — n. 3111 da National Collection
of type Cultures (Instituto Lister de Liondres) e correspondente &
amostra H — 901 do Prof. Felix.

Eberthella typhi — n.® 3112 da mesma colecdo e correspondente a amos-
tra O — 901 de Felix.

Salmonella paratyphi — Kaiser-Brion 1.0 3175 da mesma colecio ¢ cor-
respondente 4 amostra AL de elix,
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Salmonella paratyphi — n.° 3174 (da mesma colecdo e correspondente a
amostra OAG de Felix.
Salmonella schottmiillerr Schottmulleri n.° 3176 da mesma colecio e
correspondente & amostra HB de IPelix.
Salmonella aertrycke de Nobele n.? 3173 da mesma colecio ¢ correspon-
dente & amostra OB de Felix.
Inicialmente ¢ necessaria a selecdo em colonias 5, pois como vimos
avima as colénias R s8o fracas em especificidade.
Temos, como mostra o esquema de Grinnel, as seguintes formas de
bacilo de Bberth e salmonelas:

S moével HS — contendo antigeno II e O.

S imével OS5 — contendo exclusivamente antigeno 0.

R mdvel HR — contendo o antigeno I1 e o antigeno cosmopolita.
R imédvel OR — contendo s6 o antigeno cosmopolita.

86 as duas primeiras servem para a séroaglutinacio.

Uma vez selecionadas as formas HS e OS faz-se a semeadura em ge-
lose simples, deixando na estufa a 379 24 horas. Verificada a pureza,
emulsiona-se a cultura em soro fisioldgico e conserva-se sob uma camada
espéssa de toluol.

As suspensoes devem ser perfeitamente estaveis e sem tendéneia a
autoaglutinacio, caracteristico essencial das formas “smooth”.

Técnica da titulagem das aglutininas

Nio entraremos em detalhes da téenica, que ¢ do conhecimento geral.
Usamos como titulo inicial 1/40 e terminamos em 1/320 que satis-
faz perfeitamente & rotina.

A incubacio pode ser feita a 379, 24 horas, ou em banho-maria a 47°,
uma hora. Preferimos o primeiro processo por ser mais comodo, embo-
ra menos rapido.

Letlura

De grande importancia ¢ a distingio dos dois tipos de aglutinacéo
j4 salientados quando tratdmos dos antigenos W e O.

O antigeno H aglutina em grandes flocos, mas pouco densos e que
se esfazem com facilidade.

O antigeno O da wma aglutinacio em pequenos flocos, mas bastan-
te compactos e que se desfazem com dificuldade.

A observaciio enidadosa distingue facilmente 8stes dois tipos  de
aglutinacao.

Interprelacio dos resultados

A pesquisa das aglutininas praticada no soro de milhares de casos
de febre tifdéide, por numerosos autores, permitiu que fOssem estabele-
cidas algumas preliminaves que facilitam a interpretagiio precisa dos re-
sultados da soroaglutinacio.
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elix afirma que o s6ro nermal ndo contém aglutininas I, ao passo
fque as vezes encerra aglutininas O até na diluiciio de 1/100.

A vaeinacio antitifica gera quast exelusivamente anticorpos ciliaves
H, que desaparceeny rapidamente, podendo entretanto reaparvecer sob a
acao de esthmulos ndo especificos.  Bm certos casos de vacinacao muito
recente se encontram aglutininas O, mas sempre em titulo muito haixo,
inferior ao que requer para o diagndstico.

A infecedo tifica determina a formacfo de aglulininas ciliaves e so-
wéticas, sendo estas ltimas as mals precoces e ue mais rapidaments
desaparcecem no final da doenca.

Diante de uma sbroaglutinacio positiva poderemos nos encontrar,
pols, com 0 seguintes casos:

a) presenca de aglutininas I e O em titulo superior a 1/100.
Permite firmar o diagndstico de mfeccilo. .

b)) aglutinaciio exelusiva com antigeno I faz pensar em individoo
vacinado cu e antigo infectado.

&) aglutinina O exclusivawente presente faz pensar em febre 1ifdi-
de no periodo inieial.

Em todos Gstes casos o diagndstico sO ¢ clentificamente seguro quan-
do as titulagens s8o praticadas em série e permitem observar a subida
“do titulo de aglutinaciio.  Buotretanto, na pratica, s6 diante dos dols 4l-
timos casos ¢ que devemos recorvrer & curva da aglutinacio.
As observacoes que pessuimos, em nilumero superior a cineoenta, co-
thidas em infectados ¢ vacinados, nos permitenn até o presente confivmar
as conclusoes dos diferentes autores.  Kntretanto nos reservamos para

Julgar em definitivo. mais tarde, quando o namero permitiv conclusdes

precisas e rigorosas.



