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RESUMEN.

Los sueros equinos antitéxicos (antidiftérico y
antitetinico) desnaturalizados, por accién pro-
tedsica o carbohidréasica, de modo que no provo-
quen anafilaxia aguda por inyeccion intracar-
diaca a los cobayos sensibilizados para €l suero
integro ni originen contracciones de lcs organos
aislados de estos mismos animales, no producen
en la clinica €l cuadro tipico de la enfermedad
del suero, aun cuando se trate de sujetos reinyec-
tados, obteniéndcse sélo un 10,34 por 100 de ma-
nifestaciones monosintomaticas, leves y fugaces,
correspondientes a dicho sindrome.
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SUMMARY

Antitoxic horse sera (antitoxinum diphtheri-
cum and antitoxinum tetanicum) that have been
denaturalized through proteasic or carbohydra-
sic action so as not to give rise to acute anaphy-
laxis by means of intracardiac injection in gui-
nea-pigs sensitized to the whole serum, do not
produce contractions in the isolated organs of
these same animals nor do they produce a clear
clinical picture of serum sickness, even in cases
of individuals repeatedly inyected. In only
10,34 % of the cases are single, slight and fleet-
ing symptoms seen that belong to this syndrome.

ZUSAMMENFASSUNG

Die antitoxischen Pferdeseren iiir Diphtherie
und Tetanus, die durch Proteclitische oder Car-
bohydrasewirkung entnaturalisiert worden sind,
s0 dass sie bei Totalserum gegeniiber sensibili-
sierten Meerschweinschen nach intracardialer
Injektione keine akute Anaphylaxie hervorrufen
and auch an den isolierten Organen dieser Tiere
keinerlei Kontraktionen erzeugen, rufen in der
Klinik nicht mehr das typische Bild der Serum-
krankheit hervor, auch nicht, wenn die Injek-
tion wiederholt wird. In nur 10,34 9% traten
leichte und voriibergehende, ganz vercinzelte

‘Manifestationen dieser Krankheit auf,

2 RESUME

Les sérums équins antitoxiques (antidiphtéri-
que et antitétanique) dénaturalisés, par action
protéasique ou carbohydrasijue, de maniére a
ne pas provoquer d’anaphylaxie aigiie, par in-
jection intracardiaque, chez les cobayes sensibi-
lisés par le sérum intégre, et qui n’originent pas
de contractions des organes isolés de ces mémes
animaux, ne preduisent pas dans la clinique le
cadre typique de la maladie du sérum, bien qu’il
s'agisse d’'un sujet reinjecté, obtenant unique-
ment un 10,34 % de manifestations menosymp-
tomatiques, legéres et fugaces, correspendant au
dit syndnﬁme

REVISTA CLINICA ESPANOLA

31 diclembre 1947

MICRORREACCAO DE WASSERMANN

(Micrométodo qualitativo e microtitulagdao da
reagina.)
G. EGREJAS
Chefe de Laboratério.
Hospital de JaGlio de Matos, Lisboa,

Prof, A. Flores; Chefes de Clinica: Prof Ba-
rahona Fernandes - Dr, Pedro Polénlo

Director:

I

Sao numerosas as microrreaccoes, quer de fi-
xacdo do complemento, quer de floculagao, que
teem sido propostas para o diagnésico serologico
da Sifilis (DEMANCHE e LEMELAND: CHEDIACK,
Davies, EAacLE, KLINE, LEIBOFF, MAZZINI, MEIl-
NICK, ROSENTHAL, STRAUSS, ete., ete.), As respee-
tivas técnicas, de tipo quialitativo, sio, na maior
parte, reaccoes de floculagdo, e abundam entre
estas, as modalidades executadas em lamina.

N&ao obstante o seu nimero e variedade, nido
obtiveram tais técnicas, em muitos laboratorios,
aquele franco acolhimento e plena aprovacgio
que poderiam permitir, a algumas delas, o in-
gresso na rotina dos servicos. No entanto, sente-
se constantemente a sua falta em todos os ca-
sos em que a colheita de sangue venoso se apre-
senta dificil ou impossivel, com os meios hd.bl-
tuais.

Passando em revista as diversas microrreac-
¢coes de que pudémos ter conhecimento, julga-
mos encontrar no proprio aspecto das técnicas,
tanto sob o ponto de vista da incomodidade ‘de
execucdo como no que respeita a exigéncia de
um critério particular, e por vezes pouco defi-
nido, de apreciacio dos fendmenos resultantes,
a razdo das criticas que vulgarmente lhes sido
feitas, e o motivo do desfavor com que, por ve-
zes, teem sido acolhidas. A necessidade de por
em uso um antigénio diferente dos habituais e
de preparacdo ou gbtencio muitas vezes dificeis,
o aspecto grossciramente qualitativo de algumas
reaccoes no seu modo de execucdo, a exigéncia
de titulacoes especiais e a natureza do material
empregado em certcs métodos, enfim, a falta
de paralelismo entre as operacoes técnicas das
microrreaccoes e des métodos classicos que teem
de manter-se em rotina, sio, na verdade, incon-
venienteés de consideravel influéncia. Por tais
motivos, ao que parece, a maior parte das técni-
cas propostas ndo chegou a ser ensaiada ou foi
abandcnada, em muitos servicos laboratoriais.

A microrreacgﬁo de Wassermann que vamos
propor, com as suas modalidades qualitativa e
quantitativa, consegue efectuar comodamente ¢
com perfeita seguranca de resultados, a vulgar
reaccdo de Wassermann qualitativa, e a deter-
minacio do titulo de reagina no séro, empregan-
do apenas, em qualquer dos casos, uma colheita
de 0,2 c. c. de sangue—ndo mais, portanto, do
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que a quantidade exigida pelos micrométodos
consagrados de determinacao da glicose, da
ureia, do azolo total ndo proteico, da velocidade
de sedimentagéo, etc. A puncao digital da prati-
ca corrente nao tem, pois, qualquer dificuldade
em fornecer o sangue necessario para a micro-
rreaccao,

As tecnicas que vamos descrever teem pouca
originalidade e nisso réside, talvez, a sua melhor
recomendagdo. Nao pretendemos forcéa-las nésse
sentido, tanto mais que a sua semelhanca e pro-
ximidade as reaccoes classicas lhes da o caracter
essencialmente pratico que desejavamos. Assim,
os elementos reagentes sao os mesmos da habi-
tual reaccdo de Wassermann ¢ submetidog as
meg titulacgoes, € as diversas operaco<s e os res-
pectivos tempos sdo tambem iguais, de modo
que podem elc¢ctuar-se as microrreaccOes a par
das reaccoes da rotina ja estabelecida € na mes-
ma sessao.

Manteem-se exactamente a@ proporges reci-
procas dos elementos reagentes que a experién-
cia estabeleceu ccmo mais aconselhavels. As
proporgoes em relagao ao volume total, de nao
menor importancia para o descgcadeamento dos
fenomenos coloidais que interessam a reacgao,
sdo tambem conservaaas. Désie medo, afastam-
se sérios motives de critica que incidem sobre
outras microrreaccoes. Finalmente, o critério de
apreciacao dos resultados nao requere qualquer
adestramento especial,

O micrométcdo que apresentamos, em gqual-
quer das suas modalidades, nao merecera pois,
ser considerado mais do que simples modificagao
as técnicas vulgares. A sua utlidade pratica,
nao obsiante, pareceu-nos apreciavel, e isso ncs
animou a presente publicagao.

II

O métcdo que propomos tem por base uma
diluicio inicial do sangue da eclheita, com soro
fisiclogico, em proporcocs determinadas de mcd_o
a obter, apds remocio do ccagulo, um soro di-
luido segundo um titulo que, sendo variavel den-
tro de limites conhecidos, é sempre apropriado
a realizacao da técnica qualitativa, A reacgao de
Wassermann propriamente dita, é depcis altera-
da o necessirio para admitir éste soro diluido,
e reduzida nas suas doses a 3/10 do seu valor
habitual. Este simples artificio é praticamente
aplicavel a todos os métodos correntes de soro
inactivade, devendo ap<nas estudar-se para cada
um, a adaptacio conveniente, segundo o exemplo
apresentado neste trabalho.

A técnica que vamos descrever toma como
pento de partida a reaccdo de Wassermann se-
gundo KOLMER, na sua modalidade qualitativa,
apenas com 0,1 ¢. c. de soro (SANFORD), que nos
abstemos de transcrever integralmente. Lembra-
remos apenas, que a titulacao do complemento €
feita ap6s uma hora de permanéncia em presen-
¢a da dose antigénica a 37°, e relativamente a
um sistema hemolitico constituido por 0,5 c. c.

de suspensdo a 2 % de glébulos de carneiro, e
por duas unidades do amboceptor respectivo. A
dose de complemento convencionada compoe-se
de duas unidades completas (duas unidades exac-
tas + 0,1 c. c. de soro de cobaia a 1/30). As
diluices dos elementcs reagentes realizam-se de
modo que as respectivas doses fiquem contidas
nos stguintes volumes:

Antigénio (diluicdo optima)............... 0,6¢c.c.
Complemento (2 unidades completas). 1 ec. e
Amboceptor hemolitico (2 unidades), 0,5c.c.
Suspensdo globular (& 2 %) ......evnee. 0,5¢c.c.

A reaccao passa-se num volume tota] de 3 G 1C.
que a quantidade indicada de soro problema
(0,1 ¢c. c.) e o necessario séro fisiolégico (0,4 ¢. c.)
completam convenientemente.

Pretendemos efectuar a microrreacgio com 0s
mesmos reagentes utilizados na técnica classica
de KOLMER, mas, isso nio nos foi possivel sem
introduzir, nesta Gltima, uma ligeira alteracgio
que consiste em reduzir a metade a diluicio do
complemento (empregando, por consequéncia, na
reaccao, apenas metade do volume habitual) e
em aumentar de 0,5 ¢. ¢. a quantidade de soéro
fisiologico.,

As doses dos diversos elementos reagentes fi-
cam assim contidas num volume uniforme, igual
a 0,5 ¢. ¢. A quantidade de séro fisiol6gico pas-
sara, portanto, para 0,9 ¢. ¢, de modo a com-
pletar o velume total de 3 ¢. c. acima indicado:

SOro fISIOIGEIEO s.iveesnssiesivinns A e rave Py A v hge. e
Séro problema ........ A T R AR T AN s Pes o » Ole.c
Anligénio (diluicdo op‘ima em relaciio &g doses

dos outros elementos reagentes). ............. 05c.c.
Complemento (2 unidades completas) DG 6
Amboceptor hemolitico (2 unidades)........ o Bbee
Suspenséo globular (& 2 %).ccccociniivnnnnns 05¢c.c.

Esta modificagdo a técnica de Kolmer, sen-
do apenas de permenor, em nada prejudica, evi-
dentemente, quaisquer qualidad:ss que possa ter
0 seu esquema original. Podemos afirmar até,
que lhe acrescenta uma vantagem. Assim, quan-
do se efeclua a reacgdo com liquido céfalo-raqui-
diano, a técnica primeiramente indicada ndo ad-
mite mais de 0,5 c. ¢., a0 passo que no esquema
moedificado se pcdem introduzir maiores quan-
tidades. E, embora a interpretacdo dos resulta-
dos obtidos com doses elevadas de liquido céfalo-
raquidiano deva ser cuidadosamente ponderada,
nao ha duvida que a pcssibilidade de se rcalizar
a reaccao nestas condigoss, representa aprecia-
vel melhoramento.

Com qualquer outra técnica diferente da de
Kolmer, quer no stu esquema de ensaios quer
nas operacoes de titulagao, para se poder efec-
tuar a microrreaccao com cs mesmos reagentes,
apenas se torna necessario modificar as dilui-
coes déstes ultiggs, de modo que as respectivas
doses fiquem @.tidas no volume uniforme de
0,5 c. c. Evi g . emente que estas doses a que
nos referim g devem corresponder a um esque-
ma de em.# cujo volume total seja igual a
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3 c. ¢. Quando se trate de técnicas que adoptam
um volume total de ensaio diferente déste, por-
1 na-se necessaria uma mais profunda modifica-
} ¢a0, que afectara também o proprio sistema de
titulacoes, e que terd ccmo objectivo a transpo-
gicdo de todas as operacdes para volumes totals
de 3 c. c.

Nenhuma outra modificagio é preciso adoptar para

| pOr em préctica a microrreaccio. No entanto, julgamos

! aconselhdveis, para melhoramento paralelo da reacgdo

I vulgar e da microrreaccio, outras modificagbes & técni-

ca .de Kolmer, que mencionamos e justificamos apenas

resumidamente, por se desviarem do objectivo principal

déste trabalho, S#io elas, a reducdo da dose de comple-

! mento a uma unidade exacta + 0,1 ¢. ¢. de sOro de

cobaia a 1/30, e o emprégo ce uma dose constituida por

aquela unidade + 0,05 c. ¢. do mesmo s0ro diluido, nas
testemunhas.

A primeira modificacfio significa, evidentemente, um
aumento de sensibilidade da prova. E recomendavel, em
especial, para quem entenda nZo dever usar, ou néo dis-
ponha, de antigénios hipercolesterinados altamente sen-
siveis. A expériencia ndo nos t2m condenado €sse au-
mento de sensibilidade, por excessivo, e, pelo contrario,
em numerosos casos de sifilis tratada, com baixos niveis
de reagina no sdro, pudemos apreciar o seu valor. Além
disso, quando se emprega siro de cobaia recente, a mar-
gem de complemento livre nfo fica tdo pequena como
pode parecer, porque a unidade determinada na titu.a-
gdo com uma hora de permanéncia a 37¢, € bastante su-
perior & unidade correspondente a 5-8 cu mesmo 15 ho-
ras de geleira, a qual, na verdade, é a que interessa &
reac¢do, Em numerosas experiécias de titulagiio compa-
rativa que realizamos, pudemos verificar que a diferen-
¢d entre as unidades assim determinadas é varidvel de
sessio para sessdo, e atinge com frecuéncia, valores
de 0,15 a 0,20 c. c. de s6ro de cobaia a 1/30. H4 pois que
considerar e combater, em novas técnicas, mais éste
factor varidavel entre as numerosas causas determinan-
tes da inconstante sensibilidade da reacgiio., Notaremos,
entretanto, que o s0ro estabizado no sua actividade com-
plementar (WNicolle e Pozerski) nfdio apresenta aquella
divergéncia e com facilidade produz unidades muito
mais apriximadas nos dois processos de titulagio. Jus-
tificando, ainda, a mesma modificacio, devemos ponde-
rar tambem, que em diversas técnicas conhecidas se
valorizam resultados correspondentes & fixacfio de mar-

. gens de complemento ainda- menores (método de Sor-
mani, método de Mathis e Lebougle, virics métodos de
s0ro activo), de modo que, o aumento de sensibilidade
Que recomendamos, mesmo & luz da experiéncia alheia,
nédo deve ser receado como comprometedor para o grau
de especificidade indispensdvel.

A outra modificacfio que indicdmos, tem por fim con-
ferir um valor decisivo &s testemunhas, com vantagen,
sébre tudo, no apuramento dos casos de positividade
moderada. Julgamo-la recomenddvel especialmente,
quando se trabalhe com uma margem reduzida de com-
plemento livre, como aconselhdmos na primeira modi-
ficagéo. O valor que adoptdémos como diferenca entre as
doses de complemento destinadas aos tubos de reaccio
e aos tubos testemunhas (0,05 c. c. de .86ro de cobaia
a 1/30), resultou de numerosas experiéncias de titulacio
comparativa do complemento, com e sem a presenca de

- antigénios habituais, em que as diferencds verificadas

nunca excaderam aquele valor, Por outro lado, uma tal

margen de seguran¢d ndo se mostrou, na prética, im-

i peditiva ou prejudicial para a legibilidade dos resulta-
g dos, e a sua concepgiio tem, evidentemente, muito mais
16gica do que o emprégo, com o mesmo fim, de uma
dose reforgdda de sdro problema nas testemunhas, vis-
to que, € ao antigénio e nio a éste sdro que se atribuem
as diferencis de inibicAo inespecifica entre os ensaios de

;eac;ﬂo e de testemunha. A modificagfio indicada, tem

4inda a vanltagem de proporcionar um certo grau de

. seguranci contra os érros de téchica causados por im-
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perfeigdes na medida dos reagentes, actuando em con-
jungdo, o que nfo é para desprezar no trabalho corren-
te, conforme temos podido observar.

TECNICA DA MICRORREACGAO QUALITATIVA.

Lancar num tubo de centrifuga de fundo es-
treito, 0,9 c. c. de s6ro fisiolégico. Com uma pi-
peta de 0,2 ¢. c. (ou de 0,1 c. c., por duas vezes),
colher éste volume de sangue capilar e junta-lo
ou soro fisiolégico, lavando a pipeta e agitando
ligeiramente. Enquanto ndo se adquirir alguma
pratica, € prudente empregar quantidades um
pouco maiores-—1,35 c¢. ¢, de soro fisiologico e
0,3 c. c. de sangus—mas, apés os primeiros en-
saics, esta precaucgio é completamente dispen-
savel. :

Guardar o tubo na geleira durante algumas
horas, e¢ de preferéncia até ao dia inmediato.
Descolar a formacgao fibrinosa das paredes do
tubo, empregando o fio de platina. Centrifugar
a alta velccidade. Transferir o soro diluido, ago-
ra separado do coagulo, com uma pipeta de Pas-
teur afilada, provida de tetina, para outro tubo
de centrifuga idéntico ao primeiro, aproveitando
cuidadosamente o maicr volume possivel. Con-
servar na geleira. Inactivar conforme as regras
habituais, Este é o “soro problema diluido”
apropriado a reaccao,

Antes ou durante a inactivacdio pode aparecer, rara-
mente, uma nova formacdo fibrinosa que deve remo-
ver-se repetindo as operagbes indicadas.

Devem usar-se tubos escrupulosamente limpios, e evi-
tar-se hi o emprégo de sOro fisiolégico de pH demasia-
damente baixo que, além dos inconvenientes vulgarmen-
te apontacos, pode aqui prejudicar, em certos casos, &
estabilidade dos componentes coloidais do soro, princi-
palmente durante d inactivacio,

Quem desejar reduxir a quantidade de amboceptor
hemolitico natural contido nos sbros, deverd efec.uar &
colheita do modo acima indicado, mas com 0,3 c. c. de
sangue e 1,30 c. c. de sbro fisiolégico. Procederd como
ficou descrito até concluida a inactivacfo, e juntara de-
pois ao liguido uma gota de suspenséo globular a 10 %,
em sbOro fisiclégico. Apés 15 minutos de estdgio na ge-
leira, centrifugard e decantard, obtendo o “sbro proble-
ma diluido” pronto para realizar a reaccio,

Para a microrreaccao propriamente dita, uti-
lizam-se tubos de ensaio de 12 mm. < 75 mm.,
aprcximadamente (tubo vulgar para a reacgio
de Kahn). Empregam-se, como ja dissemos, 08
mesmos tempog e reagentes da reacciio vulgar
gegundo KOLMER, excepto o complemento que
sera preparado em dupla concentragao.

O esquema da reaccdo é o seguinte:

Ensaio de Ensalo de

reacciio testemunh

“Soro problema diluido”......... 0,3 c.c. 0.3 o
Antigénio (diluico optima)... 0,15 c.c. s

Soro fislolégico ...ccvcitiiiniiin,en -— 0,15 c.c

Complemento (3/10 da dose)... 0,15 c.c. 0,15 c.¢.

Periodo de estigio na geleira
Perfodo de estdgio em B, M, a 37°

_ﬁ
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Ensalo de Ensaio de

reaccio testemunh

Amboceptor hemolftico (3/10 T
de 2 unidades) ......... -.... 0,15 c. ¢, 0,15 c.c.
Suspenséio globular (a 2 %)... 0,15 c.c. 0,15 c. c.

Perfodo de estiglo em B, M. a 37

A leitura faz-se com o mesmo critério empre-
gado para a reaccdo de Wassermann vulgar, e,
quer imediata, quer tardia, apos sedimentacao
(hoje geralmentz ccndenada), ou ainda acom-
panhando o decorrer da hemdlise, ndo apresenta
qualquer dificuldade pcrque o volume contido
nes tubos oferece a observacio uma coluna de
altura suficiente para permitir .uma boa apre-
ciagdo do grau de hemolise.

TECNICA DA MICRORREACCAO QUANTITATIVA.

Esta modalidades que se destina & determina-
cao do titulo de reagina no soro, realiza-se, con-
fcrme as regras praticas geralmente cstabeleci-
das, nio como um método de diagndstico inicial,
mas apés uma reaccao qualitativa que deu re-
sultado positivo com inibicio completa da he-
molise.

Por esta razdo pudémos limitar a técnica a
pesquisa do titulo de reagina apenas a partir
de 1/2, inclusive, visto que um titulo menor que
éste, tendo dado anteriormente um resultado po-
sitivo na reaccio qualitativa, ndo deixa por isso
de ficar claramente determinado (1/1).

A microdeterminacio do titulo de reagina no
soro, pode cfectuar-se com o liquido de colheita
obtido, como acima indicimos, para a técnica
qualitativa, quando puder excluir-se a existén-
cia de uma anemia intensa, e quando, em traba-
lho corrente, for toleravel um resultado apenas
aproximado (com um érro, ém todo o caso, mui-
to menor do que o valor da oscilagdo natural dos
resultadcs, de sessdo para sessao, admitido pe-
los mais autorizados serologistas). Este modo,
de proceder, comodo e simples, satisfaz na pra-
tica, perfeitamente.

Quando se quizer obter um titulo mais exacto,
nido sugeito as variagdes do volume de eritroci-
tos sedimentados, isto é, praticamente igual ao
que resultaria de uma determinagio efectuada
em soro de sangus venoso pelo método quanti-
tativo vulgar, proceder-se ha segundo a técnica
que descrevemcs a seguir,

Para um tubo de centrifuga de fundo estreito,
medir 0,6 c, c. de soro fisiologico. Juntar 0,2 c. c.
de sangue capilar e agitar um pouco, apds lava-
gem da pipeta. Colher também sangue para um
hematéerito de Van Allen ou de Daland, e de-
terminar o volume de eritrocitos sedimentados
(V. E. 8.).

A diluigdo de sangue efectuada naquele tubo
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de centrifuga, hi que acrescentar ainda um vo-
lume V de soro fisiolégico que se calcula pela
expressao seguinte:

V = 0,018 (100 — V. E. 8,) — 0,6

Deduzimos esta férmula de um modo simples que pas-
samos a descrever:

Volume de sangue colhido = 0,2 c. ¢,

Volume dos eritrocitos sedimentados =— V., E, 8, (em
100 c. c.).

Diluigfio de sbro pretendida — 1/10.

Com esta diluicio, o emprégo de 0,15 c. ¢. cu de
0,20 c. c. de sdro diluido, corresponde, respectivamente
a 0,015 ou 0,020 ce sbro puro, isto € 3/20 ou 4/20 da
dose de sbro habitual.

O volume de sbro existente nos 0,2 ¢. ¢. de sangue
da colheita, é dado, evidentemente, pela expressio:

(| SR
500

Designemos por X o volume de sbro fisiolégico que €
necegsédrio juntar asos 0,2 c. ¢. de sangue da colheita,
para obter a referida diluigio a 1/10.

Posto o problema em equagio obtem-se a seguints
igualdade:

V.E. 8. V.E. 8.
X 4+ (0,2 — ) =10 (0,2 — ———)
500 500
ou:
100— V. E. 8. 100— V. E. 8.
X+ (— ) =10 ( —-)
500 500
qonde:
. 100—V.E.S.
X=9(—————-)
500

X = 0,018 (100 — V. E, 8.)

Como, no acto da colheita, se efectun uma diluigdo
proviséria do sangue, com 0,6 c. c. de sbro fisiolégico,
o volume V a acrescentar, serd apenas:

V=X—06

ou, finalmente:

V =10,018 (100 — V. E. S.) — 06

Adicionado éste volume V de séro fisiolégico
ao tubo de colheita, esperar, descolar o ccagulo,
centrifugar ¢ decantar, como foi indicado na
técnica qualitativa. Inactivar segundo as normas
habituais.

Com o liquido proveniente de qualquer das
modalidades de cclheita, proceder% determina-
cdo do titulo de reagina, conforme o esquema
que damos a seguir (nctar-se ha que os ensaios
“testemunha” e “1/2" gdo de facto correspon-
dentes, visto que representam, respectivamente,
redugdes a 3/10 e a 4/10, das doses e do volume
total, da técnica de que derivam).
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Test. 1/3 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512
y 8070 FISIOIBEICO cooorrsisrmirsenes, 03 04 04 04 04 04 04 04 O4 04
S0ro; proMeNTE’ i.. el daialiiuen o s s 0,15 0.4 —_ - — — - s — S

Passagens de O& . .l =
,Antigénio (dil. opt.) .............. — 0,2 0,2
Complemento (contendo 3/10 da

dose em 0,15, ou 4/10 em

T e 015 02 02

Test 172 1/4
Amboceptor hemolitico (contendo
8/10 da dose em 0,15, ou 4,/10
EIE D20/ CLC) . irnosrssenrmspryenies 0,15 0.2 0,2
Suspencdo globular (a 2 %)...... 0,15 0,2 0,2

e e P P P — P — P —— P

Y
0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

0.2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Perliodo de estdglio na geleira
Periodo de estfigio em B, M. a 37

1/32 1/64 1/128 1/256 1/512

0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
0,2 0.2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Periodo de estigio em B, M. a 37°

¢ Dos ensaios de reaccgdo, para se dispor de um

velume facilmente manejavel, foram os elemen-
! tos reagentes reduzidos, ndo a 3/10, como na
‘ testemunha e na microrreacgio qualitativa),
‘ mas a4/10 das doses que se empregam no ma-
crométodo correspondente. Esta mudanci de
coeficientes de reducio, em nada altera, eviden-
temente, o significado dcs ensaios, isto é, o seu
valor representativo da técnica de que derivam

e que se mantem invaridvel.

O séro problema figura, pois, na quantidade
de 4/10 de 0,05 c. c. (0,02 c. c. de soéro puro, ou
0,2 c. c. de s6ro a 1/10) no ensaio de titulo “1,2",
e em doses sucessivamente reduzidas a metade
nos ensaios seguintes; cujcs titules se encontram
anotados ao alto das colunas representativas dos
diversos tubos, no esquema da determinacio.

Tanto nesta técnica como na qualitativa, a
qua anteriormente ncs referimos, nao incluimos
testemunhas para o antigénio, sistema hemoliti-
co e globulos, porque suposemos realizada para-
lelamente uma reaccao de Wassermann vuigar,
tornando inatil repetir nos micrométodos, as
mencionadas verificacoes.

A leitura, procurando o ensaio com mais alta
diluicdo de soro, que apresenta inibicio comple-
ta, tem de fazer-se com um critério de obser-
vagio tanto quanto pessivel uniforme, e ndo sus-
citarf maiores dificuldades que os métodos ha-
bituais de titulacdo da reagina.

- Deve ter-se em conta que, naturalmene, o ti-
tulo de reagina assim definido—a mais alta di-
luicdo que fixa totalmente a dose de complemen-
to eseolhida—dépende, de certo modo, da téc-

. blema (séro «m diversas diluicGes) que se em-
prega em relacio ac volume total da reaccao, da
dose de complemento convencionada para ésse

Néo ha que. esperar, portanto, resultados iguais
de diversas técnicas quantitativas, e, mesmo re-

nica ‘utilizada, isto é, do volume de liquido pro-

meésmo volume, das qualidades do antigénio, ete.

lativamente a uma determinada técnica, tanto
quanto possivel uniforme com os meios de que
actualmente se dispde, ndo podem os titulos de
reagina obtidos em diversas sessoes utilizar-se
com precisio para fins comparativos. Apenas
deve atribuir-se significado as variacoes supe-
riores a 100 % (EAGLE).
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As diferencas possiveis entre os resultados da
nmicrorreaccdo qualitativa e os da reacgdao vul-
gar, se admitirmos que o conteido em reagina
nos soros do sangue venoso e capilar é igual,
devem depender apenas da varidvel proporgéo
de soro existente no sangue, ou, por outras pa-
lavras, das variacoes que pode apresentar o vo-
lume de eritrocitos sedimentados (despresada a
presenca de fibrina).

Vejamos pois, nesta hipétese, quais sao as di-
vergéncias que se podem esperar, considerando
as alteracocs de que é susceptivel aquela gran-
deza hematclogica.

Quando o V. E. S. tiver um valor aproximado
a 50 %, a microrreaccao correspond:ra, bastan-
te exactamente, a uma reaccdo vulgar efectuada
com 0,1 ¢. c. de sOro problema.

Em todos os casos em que o V. E. S. for acen-
tuadamente inferior a 50 %, passara a micro-
rreaccao a corresponder a uma reacgao vulgar,
qualitativa, realizada com mais de 0,1 c. c. de
860ro, o que, dentro de certos limites, pode to-
mar-se como um aumento de sensibilidade. Na
verdade, porém, as alteracoes néste sentido sao
sempre moderadas. Assim, por exemplo, quando
exista uma baixa acentuada do V. E. S., atin-
gindo o valor de 25 %, a microrreaccao qualita-
tiva tornar-se ha equivalente a uma reaccao de
Wassermann vulgar ccm cérca de 0,14 c. c. de
soro, e, mesmo nos casos de extrema baixa do
V. E. S. (10 % ou menos) que raramente ge ve-
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rificam, aquela correspondéncia apenas se apro-
xima de 0,182 c. ¢. de 86ro, ndo podendo em caso
algum chegar a atingir exactamente éste valor.
Ora, na reaccio qualitativa de Kolmer (moda-
lidade semi-quantitativa, segundo SANFORD), as
quantidades de sbro empregadas sio 0,1 e
0,2 ¢. ¢, &, a experiéncia que temos desta técni-
ca mostrou-nos que o ¢nsaio de 0,1 ¢, ¢, rara-
mente se revela superior em intensidade de posi-
tivagéo, ao de 0,2 c. c., sem que, em todo o caso,
alguma vez tivessemos visto uma divergéncia
ampla neste sentido. De resto, esti estabelecido
* seguramente que as perdas de sensibilidade da
reaccdo provocadas pelo emprégo de quantida-
des excessivas de sOro problema (influéncia
inibitéria sébre a fixacio do complemento exer-
cida pelo elevado contetido proteico), tanto de
recear nos métodos com incubacio em banho-
maria a 37° ndo devem ser consideradas no
Wassermann-geleira, em que, praticamente, a
uma maior quantidade de séro corresponde uma
maior sensibilidade (embora dentro de certos li-
mites, isto é, segundo Eagle, ndo ultrapassando
0,25 c. c¢. de s6ro, num volume total & roda de
25 ¢. ¢.).

Os factos apontados parecem-nos suficientes
para afastar apreensdes quanto & variacio de
sensibilidade produzida pela descida do V. E. S.

Quando, pelo contrario, o V. E. S. estiver au-
mentado, a microrreaccio correspondera a uma
reaccio vulgar com menos de 0,1 e. e. de séro.
Daqui uma diminuicio de sensibilidade que a
primeira vista pode parecer de recear. Contudo,
é facil de concluir, examinando a questdo, que,
sempre que se trate de um engrossamento tran-
sitério do sangue, a microrreaccio corresponde-
ra mais de perto (e no sentido de maior sensibi-
lidade) a uma macrorreaccdo que se efectuasse
antes daquele engrossamento, do que a prépria
reaccdo vulgar praticada durante a hemoconcen-
tracdo (também deslocada no sentido de maior
sensibilidade, mas mais acentuadamente que a
microrreaccdo). Os restantes casos de aumento
do V. E. S, se for apreciada a sua frequéncia e
amplitude de variacio, ndo julgamos que devam
ser considerados como objeccdo séria A utilidade
desta técnica, na pratica corrente,

A necessidade de verificar experimentalmente
a utilidade das técnicas que ficam descritas,
apreciando na prética, a seguranca dos resulta-
dos que fornecem, em confronto com as técnicas
de reputacio firmada, levou-nos, em principio,
a planear a execucdo de uma extensa série de
micro e macrorreaccoes gualitativas, em casos
nio seleccionados, de mcdo a poder constituir
uma pesada estatistica comparativa dos resul-
tados, como é de uso em trabalhos déste género.
Contudo, uma apreciacio mais cuidada do pro-
blema modificou a nossa atitude e conduziu-nos
a outra maneira de proceder.

Na verdade, as longas estatisticas comparati-
vas que estamos habituados a ver publicar com
referéncia a diversas reaccoes para o diagnosti-
co serologico da sifilis, ndo obedecem a planos
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de verificacio organizados de ac6rdo com alguns
conhecimentos seguramente adquiridos nesta
matéria. Assim, quando duas reacgoes sdo exe-
cutadas em séries paralelas, para averiguar so-
bre a sensibilidade relativa que possuem, é natu-
ral, embora uma seja muito mais sensivel do
que outra, que concordem inteiramente em to-
dos o0s casos francamente negativos (soros cujas
caracteristicas reaccionais néo atingem o nfvel
correspondente ao limiar da positividade da téc-
nica mais sensivel). Ora, éstes sorcs, sdo a gran-
de maioria dos casos, tanto quanto possivel nao
seleccionados que veem aos laboratérios das cli-
nicas vulgares.

Por outro lado, na maioria dos casos positivos
que aparecem nos mesmos servicos, € sabido que
o titulo de reagina excede, em medida mais ou
menos aprecidvel, o valor necessario para pro-
duzir inibicdo completa da hemélise numa téc-
nica escassamente sensivel. Por consequéncia,
com todos éstes soros, é de esperar que seja tam-
bem obtida concordancia de resultados nas duas
técnicas ensaiadas, mesmo que exista acentuada
divergéncia das respectivas sensibilidades.

O valor prcbatério da fraccio que acabamos
de considerar, de uma série estatistica de casos
nio seleccionados, assim constituida, temos de
conluir que é de reduzido interesse. E, no en-
tanto, essa fraccdo predomina largamente no
nimero tctal das experiéncias realizadas,

Restam os casos com moderadas qualidades
de positivacao, baixos titulos de reagina, em que
as técnicas em estudo confrontam efectivamente
as suas sensibilidades; e falamos apenas de sen-
sibilidades porque a existéncia de afinidades es-
peciaig de certos antigénios para determinadcs
soros (fundamentando as técnicas com miultiplos
antigénios) estd hoje posta de parte, pois escla-
receu-se definitivamente que um antigénio mais
sensivel engloba todos os resultades positivos
fornecidos por outro menos sensivel. Mas, ainda
que assim ndo fOsse, uma vez gque nas nossas
microrreaccdes utilizdmos 0 mesmo antigénio da
técnica classica que lhes serviu de padrdo para
confronto, tal davida nao ocorreria.

O exame comparativo que realizimos, ndo obe-
deceu inteiramente aos pontos de vista que aca-
bamos de expor, pela dificuldade de reunir um
nimero ¢elevado de sorcs de positividade mode-
rada (rejeitimos o recurso a misturas de soros
positives e negativos, de modo a obter o grau
de positividade conveniente, por nido desejarmcs
crear a possibilidade de se introduzirem novas
varidveis no problema).

Tambem nao quizemos desrespeitar completa-
mente as normas de verificagdo que teem direi-
tos adquiridos por um longo uso, em trabalhos
déste tipo. PraticAmos, pois, a experiéncia com-
parativa em dois grupos de soros, um franca-
mente negativo e outro positivo (hemdlise nula)
com a tecnica de Kolmer, mas sem duvidas so-
bre o escasso valor desta verificacio,

Para controle da microrreaccio qualitativa,
escolhemos um grupo de 120 soros, em que 60
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eram negativos e outrcs tantos positivos—in-
cluindo néstes ultimos, 9 casos de positividade
moderada com a técnica padréo. ¥

Os resultadcs fornecidos pela microrreacgao
e pela reaccdo de Wassermann segundo KOLMER,
coincidiram em todos os casos ncgativos, bem
como em todos os casos positivos (hemolise
nula) dados por esta nltima reaccdo.

Dos 9 casos de positividade moderada com a
reaccio de Kolmer (hemolise parcial), 3 tive-
ram o mesmo aspecto nas duas reac¢Oes em con-
fronto, e 6 mostraram maior grau de positivida-
de na microrreaccdo do que na reaccdao vulgar,
mas apenas com diferenca muito ligeira.

A microrreaccio nunca se comportou, pois,
como menos sensivel que a técnica padrdo, e,
em 6 casocs, pelo contrario, evidenciou até um
grau de sensibilidade levemente superior. No en-
tanto, sendo tdo moderado éste acréscimo de
sensibilidade, ndo ocorreu, nem ha evidentemen-
te que recear, qualquer prejuizo no grau de es-
pecificidade indispensavel 4 reaccéo.

Estes resultados estio, naturalmente de acor-
do com o que se podia deduzir das ecnsideracgoes
que expusemos sébre os fundamentos da técni-
ca ensaiada.

Quanto & microrreaccido quantitativa, com a
medalidade de colheita corrigida pelo V., E. S,,
a verificacdo que realizamos consistiu numa sé-
rie de 24 titulacGes de reagina, obtidag com o
micrométodo e com o método vulgar, em casos
positives como titulcs variados. A concordancia
dos resultados foi perfeitamente satisfatéria e
consante, nunca se €ncontrando diferencas sen-
siveis entre os titulos obtidos com as duas téc-
nicas executadas na mesma scssi@o e ccm 08
mesmos reagentes.

Esta constatacfio, servindo a hipétese de que
partimos, sobre a igualdade de contetido em
reagina do sbro venoso e capilar, fornece, clara-
mente, novo apoio experimental & téenica da mi-
crorreaccao qualitativa,

Ao conclulrmos 8ste trabalho devemos registar o nos-
50 agradecimento aos Ex.mos Directores, Chefes de Cli-
nica e Assistentes do Hospital de Julio de Matos e do
Centro de Assisténcia Psiquidtrica do Sul, que ros pro-
porcionaram o material de experi2ncia indispensivel, e
80 Ex.mo Snr. Dr. Manuel Mendes Silva, a quem deve-
mos uma cuidada revisio,

Para as Ex.mas Senhoras D, Maria Raquel Almeida
Dias e D. Maria de Lourdes Corréa Pinto, pela sua de-
dicada colaboragfo ssm a qual éste trabalho néia teria

sldo possivel, vio também o0s nossos melhores agrade-
cimentos.

REsSUMO.

Apresentam-se duas técnicas de Microrreac-
¢do de Wassermann, uma qualitativa, e outra
cuantitativa para determinaciio do titulo de re-
agina no soro. Esta tultima é proposta com duas
modalidades, uma das quais, rigurosa, efectua a
colheita de sangue de acérdo com o valor do Vo-
lume de Eritrocitos Sedimentados (obtido #m he-
matéerito capilar) por meio de uma férmula
simples.
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Discute-se o comportamento das técnicas e
relata-se a verificacao experimental a que foram
submetidas.
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SUMMARY

Two Wassermann micro-reaction techniqucs
are given, one qualitative and the other quanti-
tative, to determine the titre of the reagines in
the serum. The last one is proposed in two
forms, one of which, the most exact, measures
the blood according to the values of the vclume
of sedimented erythrocytes (cbtained with the
capillary hematocrit) by means of a simple
equation,

The behaviour of these tecniques is discussed
and the experimental checking to which they
were subjected is put forth,

ZUSAMMENFASSUNG

Man beschreibt zwei verschiedene Methoden,
um den Reagintiter im Serum fiir die Wasser-
mannsche Microreaktion festzustellen, eine qua-
litative und eine quantitative. Fiir die zweite
Art werden 2 Modalititen vorgeschlagen, daven
eine genauere, die das Blut mittels einer einfa-
chen Formel nach dem Volumenwert d:r sedi-
mentierten Erythrozyten berechnet, dieser. Vo-
lumenwert wird durch Capilarhimatokriten
festgestellt.

RESUME

On présente deux techniques de microrréac-
tion de Wassermann, I'une d’elles qualitative et
I'autre quantitative pour la détermination du ti-
tre de réagine dans le sérum. Cette derniére est
propcsée avec deux modalités, I'une desquelles,
plus exacte prend le sang =elon la valeur du ve-
lume d’érytrocytes sedimentés (obtenu par va-
leur hématocrite capillaire) au moyen d’une sim-
ple formule.

On discute la conduite des techniques et on
expose la preuve expérimentale & laquelle elles
furent goummises.
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