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RESUMEN. 

Los su-eros equinos antitóxicos (antidiftérico y 
antitetánico) desnaturalizados, por acción pro­
teásica o carbohidrásica, de modo que no provo­
quen anafilaxia aguda por inyección intracar­
diaca a los cobayos sensibilizados para el ;.:;uero 
íntegro ni originen contracciones de les órganos 
aislados de estos mismos animales, no producen 
en la clínica el cuadro típico de la ·snfermedad 
del suero, aun cuando se trate de sujetos reinyec­
tados, obteniéndose sólo un 10,34 por 100 de rr:a­
nifestaciones monosintomáticas, leves y fugaces, 
correspondientes a dicho síndrome. 
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SUMMARY 

Antitoxic horse sera (antitoxinum diphtheri­
cum and antitoxinum tetanicum) that ha ve been 
denaturalized through proteasic or carbohyd.ra­
sic acticn 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 3:11titoxischen Pferdeseren ilir Diphtherioe 
und 'Detanu.s, die durch Prot eclitische oder Car­
bohydrasewirkung entnaturatlisi·ert worden siud, 
so dass sie bei Totalserum gegenüber sensibili­
sierten Me·erschweinschen nach intracardiakr 
lnjektione keine akute Anaphylaxie hervor rufen 
.Wld auch an den isoli·erten Organen dieser Tiere 
keinerlei Kontraktionen erzeugen, rufen in der 
iKlinik nicht mehr das typische Bild der Serum­
krankheit hervor, auch nicht, wenn die Injek­
tion wiederholt wird. In nur 10,34 % traten 
leichte und vorübergehende, ganz ver einzelte 
Manifestationen dieser Krankheit auf. 

R:t!;SUMÉ 

Les sérums équins antitoxiques (antidiphtéri­
que et antitétanique) dénaturalisés, par action 
prctéasique ou carbohydrasi::¡ue, de maniere a 
ne pas provoquer d'anaphylaxie aigüe, par in­
jection intracardiaque, chez les cobayes sensibi­
lisés par le sérum integre, et qui n'o:riginent pas 
de contractions des organes isolés de ces merues 
animaux, ne produisent 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 7í- de manifestations mcnosymp­
iomatiques, legeres et fugaces, ccrrespc-ndant au 
dit syndróme. 
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Sao numerosas as microrreacc:oes, quer de fí­
xac;;ao do complemento, quer de ｦｬｯ｣ｵｬ｡ｾ｡ｯＬ＠ que 
teem sido propcstas para o diagnósico serológico 
da Sífilis (DE:\'IANCHE e LEl\lF..LA...'.'D; CHEDIACK, 
DAVIES, EAGLE, KLINE, LEIBOFF, MAZZINI, MEl­
NICK, ROSENTHAL, STRAUSS, etc., etc.). As respec­
tivas técnicas, de tipo quialitativo, sao, na maior 
parte, ｲ･｡｣ｾｯ ･ ｳ＠ de floculac:ao, e abundam entre 
estas, as modalidades executadas em lamina. 

Nao obstante o seu número e variedad"', nao 
obtiveram tais técnicas, em muitos labcratórirn;, 
aquele franco acolhimento e plena aprova<;ao 
que poderiam permitir, a algumas delas, o in­
gresso na rotina dos servic:os. No entanto, sente­
se constantemente a sua falta cm todos os ca­
sos em que a colheita de sangue venoso se apre­
senta dificil ou impossível, com os mcios habi­
tuais. 

Passando em revista as diversas microrreac­
c;;oes de que pudémos ter conhecimento, julgá­
mos encontrar no próprio aspecto das técnicas, 
tanto sob o ponto de vista da incomodidade de 
execugao como no que respeita a exigencia de 
um critério particular, e por vezes pouco defi­
nido, de apreciagiio dos fenómenos resultanles, 
a razao das criticas que vulgarmente lhes sao 
feítas, e o motivo do ､ ｾｳ ｦ｡ｶｯｲ＠ com que, por ve­
zes, teem sido acolhidas. A necessidade de pür 
em uso um antigénio diferente dos habituais e 
de preparagao ou ｯ ｢ｴ ･ｮｾｩｯ＠ muitas vezes difíceis, 
o aspecto grosseiramente qualitativo de algumas 
reacgoes no seu modo de ･ｸ･｣ｵｾ｡ｯＬ＠ a exigéncia 
de titulargoes especiais e a natureza do material 
emprzgado em certos m étodos, enfim, a falta 
de paralelismo entre as operagoes técnicas das 
ｲｮｩ｣ｲｯｲｲ ･｡ｾｯ･ ｳ＠ e des métodos clássicos que teem 
de manter-se em rotina, sao, n a ve:rdade, incon­
vcnientss de considerável influencia. Por tais 
motivos, ao que parece, a maior parte das técni­
cas propostas nao chegou a ser ensaiada ou foi 
abandonada, em muitos servigos laboratoriais. 

A microrreacgao de Wassermann que vamos 
propor, com as suas modalidades qualitativa e 
quantitativa, consegue ef ectuar comodamente e 
com perfeita seguranga de resultados, a vulgar 
reacgao de Wassermann qualitativa, e a deler­
minagao do título de reagina no soro, empregan­
do apenas, em qualquer dos casos, urna colheita 
de 0,2 c. c. de sangue-nao mais, portanto, do 
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que a quantidade exigida pelos micrcmétcdos 
consagrados de determinaqiio da glicose da 
ureia, do azoto total nao proteico, da ｶ･ｬｯ｣ｩ､｡､ｾ＠
de ｳ･､ｩｭ･ｮｴ｡ｾ｟｡ｯＬ＠ etc. A pungtio digital da práti­
ca corrente nao tem, poiS, qualquer dificuldade 
em fornecer o sangue necesaário para a m.icro­
ｲｲ･｡｣ｾ｡ｯＮ＠

As tecnicas que vamos descrever teem pouca 
originalidade e nisso Ｑｾｳｩ､ ･Ｌ＠ talvez, a sua melhor 
ｲ･｣ｯｭ･ｮ､｡ｾ｡ｯＮ＠ Nao pretendemos for<;&-las nesse 
sentido, tanto mais que a sua ｳ･ｭ･ｬｨ｡ｮｾ｡＠ e pro­
ximidade as reacg6es clássicas lh.es dá o cr..:r:.acter 
essencialmente prático que deS(:jt¡.va.mos. ￁ｾｩｭＬ＠
os elementos reagentes sao os mesmos da habi­
tual ｲ･｡｣ｾ｡ｯ＠ de Wassermann e submetidos as 
mes ｴｩｴｵｬ｡ｾＶ･ｳＬ＠ e as diversas ｯｰＶｲ｡ｾＶ€ｳ＠ e os res­
pectivos tempos sao tamb<:m iguais, de medo 
que podem eh.ctuar-se as ｭｩ｣ｲｯｲｲ･｡｣ｾＶ･ｳ＠ a par 
das ｲ･｡｣ｾｯ･ｳ＠ da rotina já estabelecida e na mes­
ma sessao. 

Manteem-se exactamente ｾｳ＠ ｰｲｯｰｯｲｾ･ｳ＠ recí­
procas dos elemmtos reagcntes que a experién­
cia estabeleceu cerno maiS aconselháve1s. As 
ｰｲｯｰｯｲｾ￳･ｳ＠ em ｲ･ｬ｡ｾ｡ｯ＠ ao volume total, de nao 
menor Importancia para o ､･ｳｾ｡､･｡ｭｴｮｴｯ＠ dos 
fenómenos coloidais que interessam a ｲ･｡｣ｾ｡ｯＬ＠
sao tambem conservaaas. DesLe medo, afastam­
se sérios motivos de crítica que inc1<1em sóbre 
outras microrreacg6es. :B'inalmente, o critério de 
｡ｰｲｾ｣ｩ｡ｧ｡ｯ＠ dos resultados nao requere qualquer 
ad::.stramento especial. 

O micrométecto que apresentamos, em qual­
quer das suas modalidades, nao merecerá pois, 
ser considerado mais do que simpl·Es modificac;ao 
as técnicas vulgares. A sua uulldade prat1ca, 
nao ObsLante, pareceu-ncs aprec1ável, e ÍSSO nCS 
anlmou a pre.:>t.nte ｰｵ｢ｬｩ｣｡ｾ｡ｯＮ＠

II 

O métedo que propomos tem por base urna. 
､ｩｬｵｩｾ｡ｯ＠ inicial do sangue da celheita, com sóro 
fisiológico, em proporgoes determinadas de modo 
a obter, após ｲ･ｭｯｾ｡ｯ＠ do ceágulo, um soro di­
luido segund-o um título que, senda variável den­
tro de lrmites conhecidos, é s empre apropriado 
a ｲ･｡ｬｩｺ｡ｾ｡ｯ＠ da técnica qualitaliva. A ｲ･｡｣ｾ｡ｯ＠ de 
Wass-ennann propriamente dita, é depcis alt·ETa­
da o n ecessár10 para admitir este soro diluido, 
e r eduzida nas suas doses a 3/ 10 do seu valor 
habitual. :Este simples artifício é praticamente 
aplicável a todos os métodos correntes de soro 
inactivado, devendo apmas estudar-se para cada 
um, a adaptagao oonveni·ente, segundt> o exemp!o 
apresentado neste trabalho. 

A técnica que vamos descrever toma como 
ponto de partida a reacgao de Wassermann se­
gundo KOLMER, na sua ｭｯ､｡ｬｩ､｡､ｾ＠ qualitativa, 
apenas com 0,1 c. c. de soro (SANFORD), que nos 
abstemos de transcrever integralmmte. Lembra­
remos apenas, que a titulagao do complemento é 
feíta após urna hora de permanencia em pres·en­
ｾ｡＠ da dose antigénica. a 37°, e relativamente a 
urn sistema hemolítico constituido por 0,5 c. c. 

de suspensao a 2 % de glóbulos de carneiro e 
por duas unidades do amboceptor respectivo.' A 
dese de complemento convencwnada compóe-se 
de duas unidades completas (duas unidades exac­
tas + 0,1 c. c. de soro de cobaia a 1/ 30). As 
､ｩｬｵｩｾｯ･ｳ＠ dos elementos reagentes realizam-se de 
modo que as respectivas doses fiquem contidas 
nos ssguint€s volumes: 

Antigénio (diluigao optima) ..... . .. .. . . . . . 0,5 c. c. 
Complemento (2 unidades completas). 1 c. c. 
Amboceptor hemolítico (2 unidades). 0,5 c. c. 
Suspensáo globular (a 2 %) . . . . . .. . .. . . 0,5 c. c. 

A ｲ･｡｣ｾ｡ｯ＠ passa-se num volume total de 3 c. c. 
que a quantidade indicada de suro problema 
(0,1 c. c.) e o necessário soro fisiológico (0,4 c. c.) 
completam convenientemente. 

Pretendemos ef.s'Ctuar a ｭｩ｣ｲ｣ｲｲ･｡｣ｾ｡ｯ＠ com os 
mesmos reagentes utilizados na técnica clássica 
?e ｋｯｵＮｾｒＬ＠ mas, isso nao nos foi po.ssível sem 
mtroduzir, nesta última, urna ligeira ｡ｬｴ･ｲ｡ｾ｡ｯ＠
que consiste em reduzir a metade a ､ｩｬｵｩｾ｡ｯ＠ do 
｣ｯｭｰｾ･ｭ･ｮｴｯ＠ (empregando, por consequencia, na 
ｲ･｡｣ｾ｡ｯＬ＠ apenas metade do volume habitual) e 
em aumentar de 0,5 c. c. a quantidade de sóro 
fisiológico. 

As doses dos diversos elementos reagentes fi­
cam ｾｳｩｭ＠ contidas num volume uniforme, igual 
a 0,5 c. c. A quantidade de soro fisiolóaico pas-, b 
sara, portanto, para 0,9 c. c., de modo a com-
pletar o volume total de 3 c. c. acima indicado: 

Soro fisiológico . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,9 c. c. 
Soro problema ... . .. . . . . . . . . . . . . . .. . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . 0,1 c. e 
Antigénio (diluigao op :ima em relagiio il.s doses 

dos outros elementos reagentes). ........ ..... 0,5 c. c. 
Complemento (2 unidades completas)............ 0,5 c. c. 
Amboceptor hemolítico (2 uniC:ades) .......... .. . . 0,5 c. c. 
Suspensáo globular (a 2 %) ... . . . . . . . . .. . . . . .. . . . . . 0,5 c. c. 

Esta modificagao a técnica de Kolmer sen­
do apenas de pormenor, em nada ｰｲ ･ ｪｵ､ｩ｣ｾＬ＠ evi­
dentemente, quaisquer ｱｵ｡ｬｩ､｡､ ｾｳ＠ que p cssa ter 
o seu esquema or1ginal. Podemos afirmar até, 
que lhe acre.scenta urna vantagEm. A.ssim, quan­
cto se efeclua a reacgao com líquido céfalo-raqui­
diano, a técnica primeiramente indicada nao ad­
ｭｩｴ ｾ＠ mais de 0,5 c. c., ao ｰ｡ ｾｳｯ＠ que no esquema 
mcdificado s e pedem introduzir maiores quan­
tidades. E, embora a ｩｮｴ ･ ｲｰｲ･ｴ｡ｾ｡ｯ＠ dos resulta­
dos obtidos com doses elevadas de líquido céfalo­
raquidiano deva s er cuidadosam€nte ponderada, 
nao há dúvida que a pessibilidade de se r.:.alizar 
a ｲ･｡｣ｾ｡ｯ＠ nestas condig6es, representa apreciá­
vel melhoramento. 

Com qualquer outra técnica diferente da de 
Kolmer, quer no ｳﾷｾｵ＠ esquema de ensaios quer 
nas operag6es de titulagao, para se poder efec­
tuar a microrreacgao com es mesmos reagentes, 
apenas se torna necessário modificar as dilui­
góes destes últi·-J, de modo que as respectivas 
doses fiquem • • tidas no volume uniforme de 
0,5 c. c. Evi . ... emente que estas doses a que 
nos referim a devem corresponder a um esque­
ma de eru:.- cujo volume total seja igual a 
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3 c. c. Quando se trate de técnicas que adoptam 
um volume total de ensaio diferente deste, tor­
na-se nE-cessária urna mais profunda modifica­
ｾ｡ｯＬ＠ que afectará tambem o próprio sistema de 
titulac;;oes, e que terá cerno objEctivo a transpo­
ｳｩｾ｡ｯ＠ de todas as ｯｰ･ｲ｡ｾｯ･ｳ＠ para volumes totais 
de 3 c. c. 

Nenhuma outra ｭｯ､ｩｦｩｾ｡ｴ［￡ｯ＠ é preciso adoptar para 
pór em práctica a microrres.cc;ao. No entanto, julgamos 
aconselháveis, para melhoramento paralelo da reac<;ao 
vulgar e da microrreacc:ao, outras modificac;oes a técni­
ca .de Kolmer, que mencionamos e justificamos apenas 
resumidamente, por se desviarem do objectivo principal 
déste trabalho. ｾ｡ｯ＠ elas, a reduc;ao da dose de comple­
mento a urna unidade exacta + 0,1 c. c. de sóro de 
cobaia a 1/ 30, e o emprego Ge urna dose constituida por 
aquela unidade + 0,05 c. c. do mesmo sóro diluido, !!as 
testemunhas. 

A primeira modifica<;á.o significa, evidentemente, um 
aumento de sensibilidade da preva. E recomendável, em 
especial, para quem entenda né.o dever usar, ou niio dis­
ponha, de antigénios bipercolesterinados altamente sen­
síveis. A experiencia náo nos bm condenado és.se au­
mento de sensibilidade, por excessivo, e, pelo contrário, 
em· numerosos casos de sífilis tratada, com baixos ni veis 
de reagina no sóro, pudemos apreciar o seu valor. Além 
disso, quando se emprega soro de cobaia recente, a mar­
gem de complemento livrc nao fica tao pequena como 
pode parecer, porque a unidade determina.c:.a. na titu.a­
c;á.o com urna hora de permanencia a 37u, é bastante su­
perior a unidadc correspondente a 5-8 ou mesmo 15 ho­
ras de geleira, a {!ual, na verdade, é a que interessa a 
reacc;ao. Em numerosas experiécias de titulac;ao compa­
rativa que realizámos, pudemos verificar que a diieren­
c;a entre as unidades assim determinadas é variável ｾ･＠
sessáo para ses:sá.o, e atinge com frecuencia, valores 
de 0,15 a 0,20 c. c. de sóro de cobaia a 1/ 30. Há pois que 
considerar e combater, em novas técnicas, mais éste 
factor variável entre as :IUmerosas causas determinan­
tes da inconstante sensibilldade da reacc;ao. Notaremos, 
entretanto, que o sóro estabizado no sua actividadc com­
plementar (Nicolle e Pozcrski) nil.o apresenta aquella 
divergencia e com facilidacle produz unidades muito 
mais apriximadas nos deis processos de titula<;áo. Jus­
tificando, ainda, a mesma modifica<;áo, devemos ponde­
rar tambem, que em diversas técnicas conhecidas se 
valorizam resultados correspondentes a fixac;ao de mar­
gens de complemento ainda menores (método de Sor­
maní, método de Mathis e Lebougle vários métodos de 
sóro activo), de modo que, o ｡ｵｭ･ｾｴｯ＠ de sensibilidade 
que recomendamos, mesmo a luz da experiencia .,¡¡.lheia, 
nil.o deve ser receado como comprometedor para o grau 
de ･ｳｰ･｣ｩｦｩ｣ｩｾ､･＠ indispensável. 
ｾ＠ outra modifica<;il.o que indicámoa, tem por fim con­

fenr um valor decisivo as testemunhas, com vanta_gem, 
sóbre tudo, no apuramento dos casos de positivfdade 
moderada. Ju!gamo-la recomendável especialmente, 
quando se trabalhe com urna margem reduzida de com­
plemento livre, como aconselbámos na primeira modi­
fica<;ao. O valor que adoptámos como ｣ｬｩｦ･ｲ･ｮｾ｡＠ entre as 
doses de complemento destinadas aos tubos de reac<;ao 
e aos tubos testemunhas (0,05 c. c. de sóro de coba.ia 
a 1/ 30), resultou de numerosas experiencias de titulac;ao 
comparativa do complemento, com e sem a ｰｲ･ｳ･ｮｾ｡＠ de 
antigénios babibais, em que as diferenc;8.s verificadas 
nunca excaderam aquele valor. Por outro lado, urna tal 
margen de seguranc;a ná.o se mostrou, na prática, im­
peditiva ou prejudicial para a legibilidade dos resulta­
dos, e a sua ｣ｯｮ｣･ｰｾｩｩｯ＠ tem, evidentemente multo mala 
lógica do que o emprégo, com o mesmo fim, de urna 
dose ｲ･ｦｯｲｾ｡､｡＠ de sóro problema na.<! testemunhas vis­
to q';le, é ao antigénio e náo a €>ste sóro que se atribuem 
as diferen<;ás de ｩｮｩ｢ｩｾ｡ｯ＠ inespecifica entre os cnsaios de 
ｲｾ｡｣ｾｩ￭Ｎｯ＠ e de testemunha. A ｭｯ､ｩｦｩ｣｡ｾ｡ｯ＠ indicada, tem 
amda a vantagem de proporcionar um certo grau ue 
ｳ｣ｧｵｲ｡ｮｾ｡＠ contra os erres de téchica causados por im-

perfeic;oes na medida dos rcagentes, aduando em con­
ｪｵｮｾｩｬＮｯＬ＠ o que nil.o é ｰ｡ｲＺｾＮ＠ desprezar no trabalbo corren­
te, conforme ternos !pOdido observar. 

TÉCNICA DA M!CRORREACQAO QUALITATIVA. 

ｌ｡ｮｾ｡ｲ＠ mun tubo de centrifuga de fundo es­
treito, 0,9 c. c. de sóro fisiológico. Oom urna pi­
ｰｾｴ｡＠ de 0,2 c. c. (ou de 0,1 c. c., por duas vezes), 
colher este volume de sangue capilar e juntá-lo 
cu soro fisiológico, lavando a pipeta e agitando 
ligeiramente. Enguanto nao s-e adquirir alguma 
prática, é prudente empregar quantidades um 
ｰｾｵ｣ｯ＠ maiorés--1,35 c. c. de sóro fisiológico e 
0,3 c. c. de ｳ｡ｮｧｵ ｅ ｾｭ｡ｳＬ＠ após os primeiros en­
saics, esta ｰｲ ･｣｡ｵｾ｡ｯ＠ é completamente dispen­
sável. -

Guardar o tubo na geleira durante alguma.s 
horas, e de preferenda até ao dia inmediato. 
Descolar a ｦｯｲｭ｡ｾ｡ｯ＠ fibrinosa das paredEs do 
tubo, empregando o fio de platina. Centrifugar 
a alta velcddade. Transferir o sóro diluido, ago­
ra separado do coágulo, com urna piptia de Pa.s­
teur afilada, provida de tetina, para outro tubo 
de centrifuga identico ao primeiro, aptovdtando 
cuidadosamente o maicr volume ｰｯｳｳ￭ｶ ｾ ｬＮ＠ Con­
servar na geleira. Inaclivar conforme as regras 
habituais. Este é o "sóro problema diluido" 
apropriado a ｲ･｡｣ｾ｡ｯ Ｎ＠

Antes ou durante a lnactiva<;ao pode aparecl.'r, rara­
mente, urna nova ｦｯｲｭ｡ｾ｡ｯ＠ f ibrinosa que devc remo­
ver-se repetindo as ｯｰ･ｲ｡ｾｯ･ｳ＠ mdicadas. 

Devem usar-se tubos escrupulosamente limpios, e evi­
tar-se ba o emprego de sóro fis:ológ1co de pH aemasia­
damente baixo que, alem dos inconvenientes vulgarmen­
te ｡ｰｯｮｴ｡ｾｯｳＬ＠ pode aquí prejudicar, em certos casos, a 
estabilidade dos componentes coloidais do sóro, princi­
palmente durante a inactiva<;ii.o. 

Quem desejar reduxir a quantidade de amboceptor 
bemolitico natural contido nos sóros, deV'Zrá efec:uar a 
colheita do modo acima indicado, mas com 0,3 c. c. de 
sangue e 1,30 c. c. de sóro fisiológico. Procederá como 
!icou descrito até concluida a inactivac;ao, e juntará de­
pois ao liquido urna gota de suspensií.o globular a 10 %, 
em s6ro fisiológico. Após 15 minutos de estágio na ge­
leira, centrifugará e decantará, obtendo o "sóro proble­
ma diluiGo" pronto para realizar a reac<;il.o. 

Para a microrreacc;;ao propriamente dita, uti­
lizam-se tubo3 de ensaio de 12 mm. X 75 mm., 
｡ｰｲ｣ｾｩｭ｡､｡ｭ･ｮｴ･＠ (t-ubo vulgar para a ｲ･｡｣ｾ￼ｯ＠
de Kahn). Empregam-se, como já dissemos, os 
mesmos tempos e reagentes da ｲ ･｡｣ｾ｡ｯ＠ vulgar 
segundo KoLMER, excepto o complemento que 
será preparado em dupla ｣ｯｮ｣･ｮｴｲ｡ｾｯＮ＠

O esquema da reac<;ao é o seguinte: 

"Sóro problf>.ma diluido" ....... .. 
Antlgénio (dllui<;ao optlma) .. . 
Sóro fisiológico .. ................. . 
Complemento (3/10 da doseL.. 

Ensalodll 
reacc;11.o 

0,3 c. c. 
0,15 c. c. 

0,15 c. c. 

Ensalo de 
testemunh 

0,3 c. c. 

0,15 c. c. 
0,15 c. c. 

P!'rlodo de estAglo na gelelra 
Periodo de estAglo em B. M. a 37• 
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Ensalode 
reacc;Ao 

de centrifuga, há que aci'Escentar ainda um vo­
Ensalo de lume V de soro fisiológico que se calcula pela 
testamunh expressao seguinte: 

Amboceptor hemoUtico (3/10 
de 2 unidades) ... . ... .. ...... . 0,15 c. c. 

suspensii.o globular (a 2 %) .. . 0,15 c. c. 
0,15 c. c. 
0,15 c. c. 

Periodo de estáglo em B. M. a 37• 

A leitura faz-se com o mesmo critério empre­
gado para a ｲ ･｡｣ｾ｡ ｯ＠ de Wassermann vulgar, e, 
quer imediata, quer tardía, após ｳ･､ｩｭ･ｮｴ｡ｾ｡ｯ＠
(hoje ｧ･ｲ｡ｬｭ･ｮｴﾷｾ＠ ccndenada), ou ainda acom­
panhando o decorrer da hemólise, nao apresenta 
qualquer dificuldade pcrque o volume contido 
nos tubos oferece a ｯ｢ｳ･ｲｶ｡ｾ｡ｯ＠ urna coluna de 
altura suficiente para permitir .urna boa apl'e ... 
｣ｩ｡ｾ｡ｯ＠ do grau de hemólise. 

TÉCNICA DA M!CRORREAC<;AO QUANTITATIVA. 

Esta modalidades que se destina a determina­
ｾ｡ｯ＠ do título de reagina no soro, realiza-se, cDn­
fcrm-e as r egras práticas geTalmente Estabeleci­
das, nao como um método de diagnóstico inicial, 
mas após urna reac<;ao qualitativa que deu re­
sultado positivo com ｩｮｩ｢ｩｾ｡ｯ＠ completa da he­
mólise. 

Por esta razao pudémos limitar a técnica a 
pesquisa do título de reagína apenas a partir 
de 1/ 2, inclusive, visto que um título mmor que 
éste, tendo dado anteriormente um resultado po­
sitivo na ｲ･｡｣ｾ｡ｯ＠ qualitativa, nao deixa por isso 
de ficar claramente d€terminado (l/ 1). 

A microdeterminaGao do título de reagina no 
soro, pode ·efectua:rc-..se com o líquido de colheita 
obtido, como acima indicámos, para a técnica 
qualitativa, quando puder excluir-se a existen­
cia de urna anemia intensa, e quando, em traba­
lho corrente, foT tolerável um resultado apenas 
aproximado (com um erro, .e.m todo o caso, mui­
to menor do que o valor da oscilaGao natural dos 
resultadcs, de sessao para sessao, admitido pe­
los mais autorizados serologistas). Este modo, 
de proceder, cómodo e simples, satisfaz na prá­
tica, perfeitamente. 

Quando se quizer obter um título mais exacto, 
nao sugeito as ｶ｡ｲｩ｡ｾｯ･ｳ＠ do volume de eritroci­
tos sedimentados, isto é, praticamente igual ao 
que r esultaría de urna ､･ｴ･ｲｭｩｮ｡ｾ｡ｯ＠ efectuada 
em sóro de sangue venoso pelo método quanti­
tativo vulgar, proceder-se ha segundo a técnica 
que descrevemcs a seguir. 

Para um tubo de centrífuga de fundo estreito, 
medir 0,6 c. c. de soro fisiológico. Juntar 0,2 c. c. 
de sangue capilar e agitar um pouco, após lava.­
gsm da pipeta. Colher tambero sangue para um 
hematócrito de Van Allen ou de Daland, e de­
terminar o volume de eritrocitos sedimenlados 
(V. E. S.). 

A ､ｩｬｵｩｾ｡ｯ＠ de sangue efectuada naquele tubo 

V = 0,018 (100 - V. E. S.) - 0,6 

Deduzlmos esta fórmula de um moclo simples que pa.s. 
samos a descrever: 

Volume de sangue colhido =-= 0,2 c. c. 
Volume dos eritrocitos sedimentados= V. E. S. (em 

100 c. c.). 
Diluic;;ao de soro pretendida = 1/10. 
Coro esta dilulc;;ao, o ･ｭｰｲｾｧｯ＠ de 0,15 c. c. ou de 

0,20 c. c. de soro diluido, corresponde, respectivamente 
a 0,015 ou 0,020 ･Ｚｾ＠ soro puro, isto é, 3/20 ou 4/20 da 
dose de sOro habitual. 

O volume de soro existente nos 0,2 c. c. de sangue 
da colheita, é dado, evidentemente, pela expressao: 

V. E. S. 
0,2-----

500 

•Designemos por X o volume de sOro fisiológico que ｾ＠
necessário juntar aos 0,2 c. c. de sangue da colheita, 
para obter a referida dilui(;áo a 1/ 10. 

Poste o P.roblema em equac;;ao obtem-se a seguinte 
lgualdade: 

V. E. S. V. E. S. 
X+ (0,2- ) =lO (0,2-----

500 500 

ou: 

100- V. E. S. 100- V. E. S. 
X + ( ·) = 10 ( --·-) 

donde: 

500 500 

. 100- V. E. S. 
X=9(------) 

500 

X = 0,018 (100 - V. E. S.) 

Como, no acto da colheita, se efectua uma dilulc;;8.o 
provisória do sangue, coro 0,6 c. c. de sóro fisiológico, 
o volume V a acrescentar, será apenas: 

V= X - 0,6 

ou, finalmente: 

V= 0,018 (100- V. E. S.) - 0,6 

Adicionado este volume V de soro fisiológico 
ao tubo de colheita, esperar, ､ｾ｣ｯｬ｡ｲ＠ o cc.águlo, 
centrifugar e decantar, como foi indicado na 
técnica qualitativa. Inactivar segundo as normas 
habituais. 

Com o líquido proveniente de qualquer das 
modalidades de cclheita, proceder a determina­
ｾ｡ｯ＠ do título de reagina, conforme o esquema 
que damos a seguir (nD·taT-se há que os ensaios 
"testemunha" e "1/ 2" Eao de facto correspon­
dentes, visto que re'Presmtam, respectivamente, 
ｲ Ｒ ､ｵｾ￳･ｳ＠ a 3/ 10 e a 4/ 10, das doses e do volume 
total, da tecnica de que derivam). 
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Test. 112 1/ 4 118 1/16 1132 1164 1/ 128 1/236 11512 

Soro fisiológico ... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,3 
S6ro problema . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,15 

0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 
0,4 

Passagens de 0,4 ... .... ............ . ->- ->- ->- -)- ->- __.)- ->- __.)o- r 
. Antigénio ( dil. opt.) .............. . 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 
Co'rnplemento (contendo 3/ 10 da 

dose em 0,15, ou 4/ 10 em 
0,20 c. c.) .. .. .. . . .. ....... ...... ... . 0,15 0,2 

--··-=---

Amboceptor hemolitico (contendo 
S/10 da dose em 0,15, ou 4, / 10 

Test. 112 

em 0,20 c. c.) . . . . . .. . . . . . . . .• . ... . . . . 0,15 0.2 
Suspen<;áo globular (a 2 Cfc ) .. .... 0,1:1 0,2 

0,2 

114 

0,2 
0,2 

Dos errsaios de reac<;ao, para se dispor de uro 
vclume facilmente manejável, foram os elemen­
tos reagentes reduzidos, nao a 3 10, como na 
testEmunha e na ｭｩ｣ｲｯｲｲ･｡｣ｾ｡ｯ＠ qualitativa), 
mas a 4 10 das doses que se empregam no ma­
crométodo correspondente. Esta ｭｵ､｡ｮｾ＠ de 
coeficientes de ｲ･､ｕ＼ｾ｡ｯＬ＠ em nada altera, eviden­
temente, o significado des ensaios, isto é, o seu 
valor representativo da técnica de. que derivam 
e que se mantem invariável. 

O soro problema figura, pois, na quantidade 
de 4 '10 de 0,05 c. c. (0,02 c. c. de soro puro, ou 
0,2 c. c. de soro a 1 10) no ensaio de título "1/ 2", 
e em doses sucessivamente reduzidas a metade 
nos ensaios seguintes, cujcs títulcs se encontram 
anotados ao alto das colunas representativas dos 
diversos tubos, no esquema da determina<_;ao. 

Tanto nesta técnica como na qualitativa, a 
qua anteriormente ncs referimos, nao incluimos 
testemunhas para o antigénio, sistEma hemolíti­
co e glóbulos, porque suposemos realizada para­
lelamente urna ｲ ･｡｣ｾ｡ｯ＠ de Wassermann vuigar, 
tornando inútil r epetir nos micrométodos, as 
mencionadas verificagoes. 

A leitura, procurando o ensaio ccm mais alta 
､ｩｬｵｩｾ｡ｯ＠ de soro, que ｾｰｲ･ｳ･ｮｴ｡＠ ｩｮｩ｢ｩｾｩｩｯ＠ comple­
ta, tem de fizer-se ccm um critério de ob:ser­
vagao tanto quanto pcssível unifOTme, e na-o sus­
cita,rá maiores dificu1dades que os métodos ha­
bituais de titulagao da reagina. 

Deve tsr-se em conta que, naturalmene, o ti­
ｾｵｬｯ＠ de reagina assim definido--a mais alta di­
ｬｵｩｾ｡ｯ＠ que fixa totalmente a dose de complemen­
to escolhida-depende, de certo modo, da téc­
nica ·utilizada, isto é, do volume de líquido pro­
blema (soro <.m diversas diluigoes) que se em­
prega em relagao ao volume total da reacgao, da 
dose de complemento convencionada para esse 
mesmo volume, das qualidades do antigénio, etc. 
Nao há que. esperar, portanto, resultados iguais 
de div.ersas técnicas quantitativas. e, mesmo re-

ｾＭｾＭ ---

0,2 

118 

0,2 
0,2 

0,2 

1116 

0,2 
0,2 

0,2 

1/ 32 

0,2 
0,2 

0,2 0,2 0,2 0,2 

P eriod o de es táglo na gelelra 
P eriodo de esthg lo em B . M. a 37• 

1164 1/ 128 1/ 256 1/512 

ｾＲ＠ ｾＲ＠ ｾＲ＠ ｾＲ＠

ｾＲ＠ ｾＲ＠ ｾＲ＠ ｾＲ＠

Periodo de estO.glo em B . M. a 37• 

lativamente a uma determinada técnica, tanto 
quanto possivel uniforme com os mcios de que 
actualmente se dispüe, nao podem os títulos de 
reagina obtidos em diversas sessoes utilizar-se 
com precisao para fins comparativos. Apenas 
deve atribuir-se significado as ｶ｡ｲｩ｡ｾｯ ･ ｳ＠ supe­
riores a 100 % (EAGLE). 

m 

As ､ｩｦ･ｲ･ｮｾ｡ｳ＠ possiveis entre os resultados da 
ｭｩ｣ｲｯｲｲ･｡｣ｾ｡ｯ＠ qualitativa e os da ｲ･｡｣ｾ｡ｯ＠ vul­
gar, se admitirmos que o conteúdo em reagina 
nos soros do sangue venoso e capilar é igual, 
devem depender apenas da variável proporgao 
de sóro existente no sangue, ou, por ｯｾｴｲ｡ｳ＠ pa­
lavras, das varia<$oes que pode apresentar o vo­
lume de eritrocitos sedimentados (despr€sada a 
presenga de fibrina) . 

Vejamos pois, nesta hipótese, quais sao as di­
vergencias que se podem esperar, considerando 
as alteragoEs de que é susceptível aquela gran­
deza hematológica. 

Quando o V. E . S. tiver um valor aproximado 
a 50 %, a ｭｩ｣ｲｯｲｲ･｡｣ｾ｡ｯ＠ corresponderá, bastan­
te exactamente, a urna reacgao vulgar efectuada 
com 0,1 c. c. de soro problema. 

Em todos os casos em que o V. E . S. for acen­
tuadamente inferior a 50 %, passará a micro­
rreacgao a corresponder a uma ｲ ･｡｣ｾ｡ ｯ＠ vulgar, 
qualitativa, realizada com mais de 0,1 c. c. de 
süro, o que, dentro de certos limites, pode to­
mar-se como um aumento de sensibilidade. Na 
verdade, porem, as alteragoes neste sentido sao 
sempre moderadas. Assim, por ･ｾ ｳ ｭｰｬｯＬ＠ quando 
exista urna baixa acentuada do V. E. S., atin­
gindo o valor de 25 %, a ｭｩ｣ｲｯｲｲ ･｡｣ｾ｡ｯ＠ qualita­
tiva tornar-Se há equivalente a urna ｲ･｡｣ｾ｡ｯ＠ de 
Wassermann vulgar ccm cerca de 0,14 c. c. de 
süro, e, mesmo nos casos de extrema baixa do 
V. E. S. (10·% ou menos) que raramente se ve-
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rificam, aquela correspondencia apenas se apro­
xima de 0,182 c. c. de sóro, nao podendo em caso 
algum chegar a atingir exactamente este valor. 
Ora, na reacgao quahtativa de Kolmer (moda­
lidade semi-quantitativa, segundo SANFORD), as 
quantidades de soro empregadas sao 0,1 e 
0,2 c. c., e, a experiencia que t ernos desta técni­
ca mostrou-nos que o ensaio de 0,1 c. c. rara­
mente se revela superior em intensidade de posi­
ｴｩｶ｡ｾ｡ｯＬ＠ ao de 0,2 c. c., sem que, em todo o caso, 
alguma vez tivessemos visto urna divergencia 
ampla neste sentido. De resto, está estabelecido 
seguramente que as perdas de sensibilidade da 
reacgao provocadas pelo emprego de quantida­
des excessivas de soro problema (influencia 
inibitória sobre a fixa<;ao do complemento exer­
cida pelo elevado conteúdo proteico), t anto de 
recear nos métodos com ｩｮ｣ｵ｢｡ｾ｡ｯ＠ em banho­
maria a 37°, nao devem ser consideradas no 
Wassermann-geleira, em que, prnticament-e, a 
urna maior quantidade de soro corresponde urna 
maior sensibilidade (embora dentro de certos li­
mites, isto é, segundo Eagle, nao ultrapassando 
0,25 c. c. de sóro, num volume total a roda de 
2,5 c. c.). 

Os factos apontados parecem-nos suficientes 
para afastar apreensües quanto a variaqao de 
sensibilidade produzida pela descida do V. E. S. 

Quando, pelo contrário, o V. E. S. estiver au­
mentado, a ｭｩ｣ｲｯｲｲ ･｡｣ｾ｡ｯ＠ corresponderá a urna 
reacgao vulgar com menos de 0,1 c. c. de sóro. 
Daqui urna diminuigao de sensibilidade que a 
primeira vista pode pal'eeer de recear. Contudo, 
é fácil de concluir, examinando a questiio, que, 
sempre que se trate de um €ngrossamento tran­
sitório do sangue, a microrreacgao corresponde­
rá mais de perto (e no sentido de maior se11sibi­
lidade) a urna macrorreacgao que se ef.ectuasse 
antes daquele engrossamento, do que a própria 
reacqao vulgar praticada durante a hemoconcen­
tragao (tarnbem deslocada no sentido de maior 
sensibilidade, mas mais acentuadam·ente que a 
microrreacgao). Os restantes casos de aumento 
do V. E. S., se for apreciada a sua frequencia e 
amplitude de variagao, nao julgamos que devam 
ser considerados como objecqao séria a utilidade 
desta técnica, na prática corrznte. 

A necessidade de verificar experimentalmente 
a utilidade das técnicas que ficam descritas, 
apreciando na prática, a ｳ ･ ｧｵｲ｡ｮｾ｡＠ dos resulta­
dos que fornecem, em confronto com as técnicas 
de r eputagao firmada, levou-nos, em princípio, 
a planear a execugao de urna extensa série de 
micro e macrorreacqoes qualitativas, em casos 
nao seleccionados, de medo a poder constituir 
urna pesada estatística comparativa dos resul­
tados, como é de uso em trabalhos deste género. 
Contudo, urna apreciagáo mais cuidada do pro­
blema modificou a nossa atitude e conduziu-nos 
a outra maneira de proceder. 

Na verdade, as langas estatísticas comparati­
vas ｾｵ＠ e estamos habituados a ver publicar com 
referencia a diversas reacqoes para o diagnósti­
co serológico da sífilis, nao obedecem a planos 

de ｶ･ｲｩｦｩ｣｡ｾｯ＠ organizados de acordo com alguns 
conhecimentos seguramente adquiridos nesta 
matéria. Assim, quando duas reacqoes sao exe­
cutadas em séries paralelas, para averiguar so­
bre a sensibilidade relativa que possuem, é natu­
ral, embora urna seja muito mais sensível do 
que outra, que concordem inteiramente em to­
dos os casos francamente negativos (soros cujas 
característica.s reaccionais nao atingem o nivel 
correspondente ao limiar da positividade da téc­
nica mais sensível). Ora, estes soros, sao a gran­
de maioria dos casos, tanto quanto possível nao 
seleccionados que veem aos laboratórios das clí­
nicas vulgares. 

Por outro lado, na maioria dos casos positivos 
que aparecem nos mesmos servigos, é sabido que 
o título de r eagina excede, em medida mais ou 
menos apreciável, o valor necessário para pro­
duzir inibigao completa da hemólise numa téc­
nica escassamente sensível. Por consequencia, 
com todos estes soros, é de esperar que seja tam­
bero obtida concordancia de resultados nas duas 
técnicas ensaiadas, mesmo que exista acentuada 
divergencia das respectivas sensibilidades. 

O valor prcbatório da fracqao que acabamos 
de considerar, de urna série estatística de casos 
nao seleccionados, assim constituida, ternos de 
conluir que é de reduzido interesse. E, no en­
tanto, essa fracgao predomina largamente no 
número tctal das experiencias realizadas. 

Restam os casos com moderadas qualidades 
de positivagao, baixos títulos de reagina, em que 
as técnicas em estudo confrontam efectivamente 
as suas sensibilidades; e falamos apenas de sen­
sibilidades porque a: existencia de afinidades es­
peciais de certos antigénios para determinados 
soros (fundamentando as técnicas com múltiplos 
antigénios) está hoje posta de parte, pois escla­
receu-se definitivamente que um antigénio mais 
sensível engloba todos os r esultfldC.3 positivos 
fornecidos por outro menos sensív·el. Mas, ainda 
que assim nao fosse, urna vez que nas nossas 
microrreacgoes utilizámos o mesmo antigénio da 
técnica clássica que lhes s eTViu de padrao para 
confronto, tal dúvida nao acorrerla. 

O exame comparativo que r ealizámos, nao obe­
deceu inteiramente aos pontos de vista que aca­
bamos de expor, pela dificuldade de reunir um 
número el·evado de sorcs de positividade mode­
rada (rejeitámos o recurso a misturas de soros 
positivos e negativos, de modo a obter o grau 
de positividade conveniente, por nao dcsejarmcs 
crear a possibilidade de se introduzil'Zm novas 
variáveis no problema). 

Tambero nao quizemos desrespeitar completa­
mente as normas de ve-rificagao que t eem direi­
rtos adquiridos por um longo uso, em trabalhos 
deste tipo. Praticámos, país, a experiencia com­
parativa em dois grupos de soros, um franca­
mente negativo e outro positivo (hemólise nula) 
com a t ecnica de Kolmer, mas sem dúvidas so­
bre o escasso valor desta verificagao. 

Para controle da microrreacqao qualitativa, 
escolhemos um grupo de 120 soros, em que 60 
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eram negativos e outrcs tantos positivos-in­
cluindo nestes últimos, 9 casos de positividade 
moderada com a técnica padrao. 

Os resultados fornecidos pela microrreacgao 
e pela reacgao de Wassennann segundo KoLMER, 

coincidiram em todos os casos ｮｾｧ｡ｴｩｶｯｳＬ＠ bem 
como em todos os casos positivos (hemólise 
nula) dados por esta última reacgao. 

Dos 9 casos de positividade moderada com a 
reac<;ao de Kolmer (hemólise parcial), 3 tive­
ram o mesmo aspecto nas duas reacgoes em con­
fronto, e 6 mostraram mai'Or grau <k· positivida­
de na microrreacgao do que na reacgao vulgar, 
mas apenas com diferen<;a muito ligeira. 

A microrreaq;ao nunca se comportou, pois, 
como menos sensível que a técnica padrlio, e, 
em 6 casos, pelo contrário, evidenciou até um 
grau de &msibilidade levemente superior. No en­
tanto, sendo tao moderado este acréscimo de 
sensibilidade, nao ocorreu, nem há evidentemen­
te que recear, qualquer prejuizo no grau de es­
psdficidade indispmsável á reacGaO. 

Estes resultados estao, naturalmente de acór­
do como que se podia deduzir das ccnsideragoes 
que expusemos sóbre os fundamentos da técni­
ca ensaiada. 

Quanto a microrreac.gao quantitativa, com a 
modalidade de colheita corrigida ps1o V. E. S., 
a verifica<;ao que realizámcs consistiu numa sé­
rie de 24 titulago!:s de reagina, obtidas com o 
micrométodo e com o método vulgar, em casos 
pooitivo.s como títulcs variados. A concordáncia 
dos resultados foi perfeitamcnte satisfatória e 
COfl..sante, nunca se -encontrando diferen<;as sen­
síveis entre os títulos obtidos com as duas téc­
nicas executadas na mesma sessáo e ccm os 
mesmos reagentes. 

Esta constatagao, servindo a hipótese d·e que 
partimos, sóbre a igualdade de conteúdo em 
reagina do roro venoso e capilar, fornece, clara­
mente, novo apoio experimental a técnica da mi­
crorreacgao qualitativa. 

Ao conclulrmos éste trabalho devemos registar o nos-
150 agradeclmento aos Ex.mos Directores, Chefes de CH­
nlca e Asslstentes do Hospital de .Túllo de Matos e do 
Centro de .Asslsté.ncia Psiqulá.trlca do Sul, que roe pro­
porclonaram o material de experléncla lndlspensá.vel, e 
ao Ex.mo Snr. Dr. Manuel M:endes Silva, a quem deve­
mos uma cuidada revlsli.o. 

Para u Ex.mas Senhoras D. Maria Raquel Almeida 
Dlu e D. Maria de Lourdes ｃｯｲｲ￩ｾ＠ Pinto, pela .!!Ua de­
dicada colabora<;a.o, .!lem a qual éste trabalho nll.o. terla 
.!!Ido poss1vel, viio também os nossos melhores agrade­
clmento.e. 

RESUMO. 

Apresentam-se duas técnicas de Microrreac­
c;ao de Wa...c;sermann, urna qualitativa, e outra 
cuantitativa para determinagao do titulo de re­
agina no sóro. Esta última é proposta com duas 
modalidades, urna das quais, rigurosa, efectua a 
colheita de sangue de ac.órdo como valor do Vo­
lume de Eritrocitos SedimEntados (obtido -em he­
matócrito capilar) por meio de urna fórmula 
simples. 

Discute-se o comportamento das técnicas e 
relata-se a verificagao experimental a que foram 
submetida.s. 
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SUMMARY 

Two Wass-ennann micro-reaction techniqucs 
are given, one qualitative and the other quanti­
tative, to determine the titre of the reagin s in 
the serum. The last one is pro¡::osed in two 
forms, one of which, the most exact, measures 
the blood according to the valUfs of the vclume 
of sedimented erythrocytes (cbtained with the 
capillary hematocrit) by means of a simple 
equation. 

The beohaviour cf these t ·ecniques 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 für die Wasser­
mannsche Microreaktion festzustellen, eine qua­
litative und eine quantitative. Für die z-w-eite 
Art werden 2 Modalitaten vorgEschlagen, davcn 
eine genauere, die das Blut mittels Einer einfa­
chen Fonnel nach dem Volumenwert dsT sedi­
mmtierten Erythrczyten berechnet, dieser. Vo­
lumenwert wird durch Capilarhamatokriten 
festgestellt. 

On présente deux technique.s de microrréac­
tion de Wassermann, l'une d'elles qualitative et 
l'autre quantitative pour la détermination du ti­
tre de réagine dans le sérum. Cette derniere est 
propcsée avec deux modalités, l'une desquelles, 
plus exacte prend l·e sang .sel(ln la valEUr du vc­
lume d'érytrocyt·es ｳ･､ｩｭ･ｮｴ￩ｾ＠ (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 a laquelle elles 
furent soummises. 
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