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PESQUISA E DOSAGEM DA TOXINA DIFTERICA NO SANGUE

DE PACIENTES DE DIFTERIA POR REACAO DE
HEMAGLUTINACAO PASSIVA
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RESUMO

Foi experimentado processo de pesquisa soroldgica da toxina do
C. diphtheriae no sangue de pacientes de difteria através de reacdo de
hemaglutinacdo passiva, na qual se empregaram hemadcias humanas do
tipo O, Rh negativas, sensibilizadas com antitoxina diftérica. O método
revelou-se simples, capaz de evidenciar até 0,00032 Lf da toxina por ml
de s6ro e permite conhecer-se o resultado em cérca de 2 horas. A reacio,
destinada a demonstrar a presenca de um antigeno identificador e nio
a de anticorpos especificos, oferece grande possibilidade de aplicacdo van-
tajosa no diagnodstico da difteria e no estudo de sua patogenia. Método
semelhante poderia ser aplicavel, para os mesmos fins, a outras infec¢des.

INTRODUCAO

Particulas inertes recobertas por anti-
geno convenientemente adsorvido tém si-
do muito utilizadas na demonstracio e
dosagem de anticorpos.

Dentre as particulas empregadas até¢
hoje naturais, como as de talco, kie-
selguhr, bentonita, bactérias e hemécias,
ou artificiais, como as particulas de co-
lodio ¢ latex — os globulos vermelhos,
de diferentes espécies de animais, tém
demonstrado apreciaveis vantagens de
ordem pratica.

A superficie natural das hemacias po-
dem adsorver-se antigenos varios, sem-
pre que de natureza polissacaridica. An-
tigenos proteicos podem ser adsorvidos
ou apds a modificacdo da superficie dos
globulos  vermelhos por 4cido tanico,
processo descoberto em 1951 por Boy-
DEN®, ou se conjugados quimicamente
através do emprégo de bis-diazo-benzi-
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dina, como descrito originalmente em
1942 por PRESSMAN, CAMPBELL e PauL-
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A aglutinagdo de hemadcias ocasiona-
da pela reacdo entre o antigeno ligado
a sua superficie e o anticorpo respectivo
tem sido denominada de hemaglutinacio
condicionada, hemaglutinacdo indireta
ou hemaglutina¢do passiva. Este ultimo
nome, proposto por BIER? ¢ o mais
usado.

O método da aglutinacdo passiva ¢
muitas vézes o tinico capaz de demons-
trar a existéncia de anticorpos, gracas a
sua extraordindria sensibilidade. Real-
mente, é processo capaz de revelar valo-
res minimos até mesmo da ordem de
0,0003-0.0006 ng de anticorpo (N/ml)
e foi estimado que ao nivel de 0,0006
pg/ml correspondem apenas cérca de 50
moléculas de anticorpo por hemdécia .

Imunologia Aplicadas da Faculdade de Higiene e

(2) Instrutor da Cadeira; Catedratico Auxiliar de Microbiologia — Facultad de Farmacia y Bio-
mica, Universidad Mayor de San Marcos, Lima, Peru.

223



CHRISTOVAO, D. de A. & COTILLO Z, L. G.
sangue de pacientes de difteria por reacfo de
Paulo, 20:223-232, 1966.

Pesquisa e
hemaglutinacio

dosagem da toxina diftérica no
passiva. Arq., Fac, Hig 8.

Dada esta elevada sensibilidade, a rea-
¢do de hemaglutinagdo passiva tem sido
também aproveitada na evidenciacdo de
quantidades muito pequenas de antige-
no, valendo-se para tal da técnica da
inibicio da hemaglutinagio. Esta ¢ ba-
seada no fato do antigeno, se presente,
reagir com o anticorpo especifico, jun-
tado préviamente a reagdo, inibindo-o
assim de aglutinar as hemécias sensibi-
lizadas com o mesmo antigeno, adiciona-
das posteriormente. A técnica pode ser
adaptada a determinagdes quantitativas.

E interessante que ja a segunda apli-
cagdo da hemaglutinacdo passiva ao
diagnostico de doenga infecciosa tenha
sido feita pela técnica da inibicdo de he-
maglutinacdo, pesquisando-se a presenca
de antigeno do agente infeccioso. Em
1949, WARBURTON, KEOGH & WILLIAMS 1°
apresentaram método desta natureza pa-
ra a evidenciagao de polissacarideos do
Hemophilus influenzae no liquido céfalo-
raquidiano, em casos de meningite devi-
da a esta bactéria.

Um ano antes, MIDDLEBROOK & Du-
BOS %, apds ter adsorvido a hemdcias de
carneiro ou humanas um ou mais anti-
genos extraidos do Mpycobacterium tu-
berculosis, puderam demonstrar a pre-
senca de anticorpos capazes de provocar
a sua aglutinacdo nos soros de indivi-
duos doentes de tuberculose ou portado-
res de tuberculose infeccdo.

Desde entao a demonstragio, por pro-
cessos analogos, de anticorpos contra
diferentes bactérias ou virus foi descri-
ta por vdrios pesquisadores, para fins
diagnosticos ou outros. E o método tdo
sensivel da evidenciacdo e dosagem de
antigenos pela técnica da inibicdo da
hemaglutinagdo passiva, passou a ser
aplicado, com resultados compensadores,
no estudo de muitos hormonios.

Entretanto, SINITSYN % 12, em dois tra-
balhos publicados em 1960, havia inves-
tigado e modificado método apresentado
em 1956 por RyTsa1'®, para a eviden-
ciacdo direta da toxina botulinica, atra-
vés de rea¢do de hemaglutinagdo passi-
ca, na qual eram usadas hemaAcias tani-
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nizadas sensibilizadas com antitoxina bo-
tulinica. YAFAYEV & CHEPELEV Y, em
1961, haviam apresentado também os
resultados de seus estudos sdbre modi-
ficacdo do método de RyTsal, relatando
a possibilidade de se revelar em 3 horas
a presenca da toxina botulinica em ex-
tratos de salsichas artificialmente conta-
minadas com toxina ou com esporos de
Clostridium botulinum.

Considerando a alta sensibilidade da
reacdo de hemaglutinacido passiva, pare-
ceu ao primeiro autor déste trabalho que
deveria ser possivel evidenciar-se a pre-
senca de toxina diftérica no sangue ou
na urina de doentes de difteria, empre-
gando-se hemadcias sensibilizadas com
antitoxina diftérica. O processo, se es-
pecifico e sensivel, poderia, por um lado,
permitir a realizagdo de estudos novos
sobre a patogenia e a imunologia desta
doenca e, por outro, servir ao diagnos-
tico rapido da infeccdo — qualidade de
importancia dadas as desvantagens do
demorado processo classico de diagnos-
tico de laboratério (isolamento do Cory-
nebacterium diphtheriae a partir da le-
sdo e sua identificacdo posterior), bem
como a imperfeicio a que estd ainda
sujeito o processo moderno de imuno-
fluorescéncia*.

MATERIAIS E METODOS

Pacientes — As primeiras experién-
cias foram realizadas em maio de 1965,
com espécimes de sangue e urina de
casos tipicos de difteria.

Os resultados ora relatados referem-
se a dois grupos de doentes internados
no presente ano no Hospital Emilio Ri-
bas, hospital de doengas infecciosas do
Departamento de Satde, na cidade de
Sdo Paulo. O primeiro grupo compde-
se de 75 pacientes internados na enfer-
maria de difteria, com diagnostico clini-
co inicial de difteria tipica ou de sus-
peita de difteria. Alguns tiveram poste-
riormente o seu diagndstico clinico mo-
dificado. Para éstes doentes, além do
resultado do exame clinico, dispunha-se
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do diagnostico bacteriologico realizado
no Instituto Adolfo Lutz, Laboratoério
Central de Satude Piblica do Estado de
Sdo Paulo. O exame bacteriologico con-
sistia no exame microscopico das cultu-
ras de material de garganta, em meio de
Loeffler. O segundo grupo, de apenas
10 pacientes portadores de varias ou-
tras doencas, foi incluido com a finali-
dade de controle.

Material de exame — Por ocasido do
internamento no hospital e antes da apli-
cacio de sbro anti-diftérico, foram obti-
dos de todos os pacientes espécimes de
sangue e de alguns déles também de
urina. Uma vez separados os soros, és-
tes foram conservados em congelador a
— 20°C, assim como as urinas.

Reacdo de hemaglutinacdo — A pes-
quisa e dosagem de toxina diftérica no
sangue e na urina, através da reagdo de
hemaglutinacdo passiva, foram realiza-
das nos soros dos 85 pacientes e em
alguns espécimes de urina:

a) Hemdcias humanas — Na hemaglu-
tinacdo passiva usaram-se hemacias
humanas de doadores do tipo O, Rh
negativas, conservadas em A.C.D.,
em geladeira a 4°C, cedidas pelo
Banco de Sangue do Hospital das
Clinicas de Sdo Paulo. Estas he-
macias contavam sempre com mais
de uma semana e ndo- mais de um
més apoOs a sua coleta.

b) Solugoes tamponadas — Usaram-
se solu¢des tamponadas fosfatadas
(TF) com pH 7,2 e 6,4. Estas so-
lucdes a 0,15 M foram preparadas
a partir de soluc¢des estoques de
Na,HPO,.7H.O e de NaH.PO,.
2H.O, ambas a 0,3 M. Preparou-
se também uma solucdo salina tam-
ponada fosfatada (STF), de pH 7,2,
misturando-se 4 partes de solugio
salina a 0,85% com 1 parte de
solugdo tampao de fosfatos com
pH 7,2. Estas solugdes foram todas
mantidas em geladeira a 4-6°C.

¢) Solu¢do de dcido tdnico — Prepa-
rou-se solucdo mae de acido tanico
a 1/1.000 em Aagua destilada que
era mantida a 4-6°C ao abrigo da
luz e substituida cada 15 dias. A
partir desta solugdo mae, por dilui-
¢ao a 1/20 em salina tamponada
fosfatada, de pH 7,2, prepararam-
se, diariamente, as solucdes de Aaci-
do tanico a 1/20.000.

d) Antitoxina diftérica — Foi usada
antitoxina diftérica altamente purifi-
cada, produzida pelo Instituto Bu-
tantan, con titulo de 1.000 unidades
floculantes por ml.

e) Toxina diftérica padrdo — Empre-
gou-se toxina diftérica, fornecida
pelo Instituto Pinheiros, com titulo
de 18,03 Lf e 1:500 DMM por ml.

f)y Soéro normal de coelho — O soro
normal de coelho (SNC) foi obtido
pela sangria de varios coelhos nor-
mais, absorvido com hemacias hu-
manas do tipo O, Rh negativas. A
absorcdo foi realizada misturando-se
partes iguais de soro normal de
coelho e de hemdcias humanas la-
vadas trés vézes com A.C.D. Apos
um contato de 10 minutos em tem-
peratura ambiente procedeu-se a
centrifugacdo e o sobrenadante foi
decantado. Em seguida, &ste soro
absorvido, depois de inativado em
banho-maria a 56°C por 30 minu-
tos, foi diluido a 1% em STF de
pH 7,2. Esta solucdo foi sempre
mantida a 4-6°C e substituida se-
manalmente.

g) Técnica de hemaglutinacdo passiva
— Foi seguida, com pequena modi-
ficacdo, a técnica empregada por
SINITSYN 2 e YAFAYEV & CHAPE-
LEV ™", para a adsor¢do de antito-
xina as hemdcias taninizadas.

A taninizacio das hemacias foi feita
misturando-se partes iguais da suspen-
sio de hemacias a 3% e da solugdo de
4cido tanico a 1/20.000, deixando-se em
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contato por 10 minutos em banho-maria
a 37°C. Apos é&ste tempo de contato,
as hemacias foram centrifugadas a 1.500
rpm por 15 minutos e o sobrenadante
desprezado e substituido por STF de
pH 7,2, para proceder-se a lavagem das
hemdcias. Apds nova centrifugagdo por
5 minutos a 1.500 rpm, em tubo gradua-
do, o sobrenadante foi desprezado e as
hemacias ressuspensas a 2,5% em STF
de pH 7,2. Esta suspensdo foi conser-
vada a 4-6°C por 24 horas no maximo.

A sensibilizacdo foi realizada mistu-
rando-se 4 volumes de antitoxina dilui-
da a 1:10 em TF de pH 6,4 com um
volume da suspensdo a 2,5% de hema-
cias taninizadas. A mistura foi mantida
em banho-maria a 37°C por 50 minutos.
Em seguida as hemdcias foram lavadas
duas vézes com SNC a 1%, ressuspen-
sas a 2,5% ainda em SNC a 1% e a
suspensdo final foi conservada por 48
horas a 4-6°C.

Os soros humanos foram descongela-
dos rapidamente e inativados em banho-
maria a 56°C por 30 minutos. Em se-
guida, partindo-se de 0,5 ml de cada
soro, prepararam-se diluicdes com fator
2, em tubos 12 X 75 mm, usando-se
0,5 ml de SNC a 1% como diluente.
O volume final em cada tubo era de
0,5 ml e se juntou a seguir, a cada um,
0,05 ml da suspensdo a 2,5% de hema-
cias humanas sensibilizadas. Apos agi-
tacdo de aproximadamente 30 segundos,
os tubos foram mantidos a temperatura
ambiente. As leituras da hemaglutina-
¢ao foram feitas segundo o padrdo esta-
belecido por STAVITSKY %%, apds 2 e 18
horas, considerando-se a reciproca da
maior diluicdo de sbéro que correspon-
desse a leitura de ++ como o titulo de
hemaglutinacdo do soro.

Processo semelhante foi seguido para
a pesquisa de toxina diftérica em urina,
tendo-se apenas tido sempre o cuidado
de neutralizar préviamente os espécimes
com grau mais elevado de acidez. Este
cuidado passou a ser tomado apés a ve-
rificacdo de que a hiperacidez da urina
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provocava hemolise ou reacdes inespe-
cificas.

Na reacdo foram incluidas, como con-
troles, misturas compostas de 0,5 ml de
SNC a 1% mais 0,05 ml de suspensio
de hemdcias humanas a 2,5% sensibili-
zadas e de 0,5 ml de SNC a 19 mais
0,05 ml de suspensdo de hemacias hu-
manas a 2,5% taninizadas.

As dosagens dos soros humanos fo-
ram acompanhadas da dosagem da to-
xina padrdo. A toxina padrdo, com ti-
tulo de 18,03 Lf e 1:500 DMM por ml,
foi inicialmente diluida de forma a se
ter 10 Lt por ml. Desta diluicio to-
mou-se 0,1 ml, contendo 1 Lf, e jun-
tou-se a 0,9 ml de cada um de 3 soros
de individuos Schick-positivos com me-
nos de 0,004 UA/ml. Partindo-se de
cada uma destas trés misturas prepara-
ram-se duas séries de dilui¢cbes, com vo-
lume final de 0,5 ml, desde 107! até
10~¢, com intervalos logaritmicos de 0,1,
procedimento de diluicdo recomendado
por HorsFALL & Tamm®. Em seguida,
todos os tubos receberam 0,05 ml da
suspensdo a 2,5% de hemadcias sensibi-
lizadas. A incubacdo e a leitura foram
realizadas da mesma forma descrita para
a titulacdo dos soros humanos. Cada
uma destas seis determinagbes revelou
titulo de 10*% ou seja, 6.309,5, o que
corresponde a 0,00032 Lf por ml. Este
valor de 0,00032 foi o fator de multipli-
cacao utilizado para converter os titulos
de hemaglutinacdo em Lf/ml.

RESULTADOS

Os resultados relativos ao primeiro
grupo de 75 pacientes, com diagnostico
clinico inicial de “difteria tipica” ou de
“suspeita de difteria”, sdo apresentados
em dois subgrupos, considerando-se, de
um lado, os doentes cujo diagnoéstico cli-
nico de difteria foi mantido e, de outro,
aquéles que o tiveram modificado pos-
teriormente.
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TABELA 1

Resultados da pesquisa bacteriolégica de Corynebacterium diphtheriae no material
da garganta e da pesquisa de toxina diftérica no sangue, por reacdo de hemagluti-

nacao passiva,

em pacientes com diagnéstico. clinico de difteria,

internados no

Hospital Emilio Ribas — S&o Paulo, 1966

Pesquisa de toxina Pesquisa de toxina
Pre(slznga diftérica no sangue Precslgnga diftérica no sangue
Paciente | C. diphthe- . Paciente | C. diphthe- .
riae na Ezztrlrllgogl?f . Toxina riae na* Eéﬁfglﬁ? Toxina
garganta tinacio ‘ Lf/ml garganta tinagio Lf/ml
|
1 — 2 | 0,00084 28 + 8 0,00256
2 + 2 I 0,00064 29 + 8 0,00256
3 - 16 0,00512 30 + 16 0,00512
4 + 0 ** 0 31 + 0 0
5 -+ 1 0,00032 32 + 16 0,00512
6 + 0 0 33 + 0 0
7 - 0 0 34 + 8 0,00256
8 + 32 0,01024 35 + 0 0
9 -+ 16 0,00512 36 . 16 0,00512
10 -+ 64 0,02048 37 + 16 0,00512
11 + 0 0 38 + 16 0,00512
12 + 32 i 0,01024 39 + 0 0
13 — 32 i 0,01024 40 + 32 0,01024
14 + 16 L 0,00512 11 4 0 0
15 — 16 0,00512 42 — 0 0
16 + 0 0 43 + 128 0,04096
17 + 2 0,00064 44 + 0 0
18 — 0 0 45 — 0 0
19 — 32 0,01024 46 + 32 0,01024
20 - 1 47 — 16 0,00512
21 + 2 0,00064 48 + 0 0
22 -+ 2 0,00064 49 -+ 0 0
23 + 16 0,00512 50 — 4 0,00128
24 -+ 8 0,00256 51 -+ 32 0,01024
25 + 1 0,00032 52 + 0 0
26 + 0 0 53 — 0 0
27 — 0 0

Estado de Sao Paulo.

Exame realizado no Instituto Adolfo Lutz, Laboratdrio Central de Satide Publica do

** (0 = hemaglutinacdo negativa no séro ndo diluido,

Na Tabela I encontram-se os resulta~
dos dos 53 pacientes na primeira condi-
cdo. O exame microscopico da cultura
do material de garganta, em Loeffler, in-
dicaria 39 casos positivos (73,6%) e a
prova de hemaglutinagdo passiva, reali-
zada com o sangue dos doentes, 33
(62,3%). Tomando-se os casos positi-
vos revelados por uma ou pela outra
técnica ou por ambas, encontram-se 47

(88,7%). Deéstes, a cultura revelou
83,0% e a hemaglutinacdo passiva,
70,2%.

Ambos os processos acusaram igual
resultado em 25 casos positivos e em
6 negativos. Mostraram-se concordan-
tes, portanto, em 31 casos e discordan-
tes em 22, o que corresponde a taxas de
concordancia de 58,5% ou de 66,0%,
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TABELA II

Resultados da pesquisa bacteriolégica de Corynebacterium diphtheriae no material
da garganta e da pesquisa de toxina diftérica no sangue, por reacdo de hemagluti-
nacgio passiva, em pacientes internados no Hospital Emilio Ribas, com diagndstico

clinico inicial de suspeita de difteria, modificado posteriormente — Sdo Paulo, 1966
Pesquisa de toxina
Presenca de diftérica no sangue
Paciente Diagnéstico clinico posterior C. diphtheriae \
na garganta * | Titulo de he- \ Toxina
maglutinacao i Lf/ml
1 Amigdalite ........... ... ..... — 16 0,00512
2 Amigdalite ................... — Q *#* 0
3 Amigdalite ................... — 1 0,00032
4 Amigdalite ................... e 32 0,01024
5 Amigdalite ................... — 0 0
6 Rinofaringite ................. _ 0 0
7 Amigdalite ** ... ... ... .. ... — 16 0,00512
8 Amigdalite ................... + 0 0
9 Amigdalite ................... — 0 0
10 Amigdalite ................... + 0 0
11 Amigdalite ................... e 32 0,01024
12 Amigdalite ........... ... ... e 64 0,02048
13 Amigdalite ................... — 128 0,04096
14 Estomatite herpética ......... + 2048 0,65536
15 Amigdalite ................... — 8 0,00256
16 Estomatite aftosa ............ — 0 0
17 Amigdalite ................... — 16 0,00512
18 Faringite ..............c.o.... + 0 0
19 Amigdalite ................... — 32 0,01024
20 Estomatite e Amigdalite — 8 0,00256
21 Amigdalite ................... — 16 0,00512
22 Faringite ..................... — 0 0

* Exame realizado no Instituto Adolfo Lutz, Laboratério Central de Saude Publica do

Estado de Sdo Paulo.

conforme se consideram, respectivamen-
te, todos os 53 casos com diagnostico
clinico de difteria ou apenas os 47 casos
positivos em ambos ou em um dos mé-
todos.

Nos casos em que foi encontrada, o
teor de toxina no sangue circulante va-
riou de 0,00032 a 0,00512 L{i/ml, tendo
sido de 0,00538 Li/ml a média geomé-
trica dos valores obtidos.

Na Tabela 1l sdo encontrados os re-
sultados dos 22 pacientes cujo diagnos-
tico clinico inicial de difteria ou de sus-
peita de difteria foi modificado poste-
tiormente. O exame bacteriologico in-
dicaria 4 casos positivos (18,2%) e a
prova de hemaglutinacdo passiva, 13
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Caso de amigdalite em comunicante de difteria.
Hemaglutinacdo negativa no sdéro néo diluido.

(59,1%). Tomando-se os casos positi-
vos evidenciados por uma ou pela outra
técnica ou por ambas, encontram-se 16

(72,7%). Déstes, a cultura revelou
250% e a hemaglutinacdo passiva,
81,3%.

Neste grupo, ambos os processos

acusaram resultados iguais em 1 caso
positivo e em 6 negativos. Foram con-
cordantes, assim, em 7 casos e discor-
daram em 15. As taxas de concordan-
cia, conforme se consideram todos os 22
casos ou apenas os 16 com resultado
positivo por ambos ou por apenas um
dos métodos, baixaram para 31,8% e
43,8%, respectivamente.
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TABELA III

Resultados da pesquisa bacteriolégica de Corynebacterium diphtheriae no material
da garganta e da pesquisa de toxina diftérica no sangue, por reacio de hemagluti-
nacdo passiva, em portadores de varias doencas, internados no Hospital
Emilio Ribas — Sao Paulo, 1966

Pesquisa de toxina
i . i . Pre§enga de diftérica no sangue
Paciente Diagnédstico clinico C. diphtheriae

na garganta * | Titulo de he- Toxina

maglutinacéao Li/ml
1 Sarampo ... N ** Q *** 0
2 Sarampo ... e N 0 0
3 Moléstia indeterminada ...... -— 0 0
4 Broncopneumonia ............ —_— 0 0
5 Doenca indeterminada ........ — 0 0
6 Varicela ...................... N 0 0
7 Febre a esclarecer ........... N 0 0
8 Meningite infecciosa ......... N 0 0
9 Doenca indeterminada ........ N 0 0
10 Moniliase ............... .. ... — 0 0

* Exame realizado no Instituto Adolfo I.utz, Laboratdrio Central de Satde Publica do

Estado de S&o Paulo.
N = exame néao realizado.

O teor de toxina circulante, nos casos
em que pdde ser dosada, variou de
0,00032 a 0,65536 Li/ml e a média geo-
métrica dos seus valores, igual a 0,00827
Lf/ml, foi superior aquela do primeiro
grupo.

E de notar-se o caso, inicialmente sus-
peito de difteria e com diagnostico pos-
terior de “estomatite herpética”, cujo ti-
tulo de hemaglutinagao, tendo alcanga-
do o valor 2.048, revelaria a elevada
concentracdo de 0,65536 Lf de toxina
diftérica por ml de sangue circulante.

Os resultados, apresentados na Tabe-
la 1ll, referentes aos 10 portadores de
varias outras doencas foram todos ne-
gativos, inclusive para os casos em que
foi feito o exame bacterioldgico.

Os poucos espécimes de urina exami-
nados, todos de doentes com diagndstico
clinico de difteria tipica e com exame

bacteriologico positivo, revelaram nitida
hemaglutinagao.

0 = hemaglutinacdo negativa no soéro ndo diluido.

DISCUSSAO

Esta investigagdo ¢ a primeira de uma
série de estudos sdbre o emprégo de
hemdacias sensibilizadas com antitoxina
diftérica na adaptagdo da técnica da he-
maglutinacdo passiva a pesquisa da to-
xina do C. diphtheriae em material pato-
l6gico. Visa a obtencdo final de um mé-
todo que, pela rapidez de execugdo, es-
pecificidade e sensibilidade, permita o
diagnoéstico da difteria e que possa, pela
sua aplicabilidade a determinagdo do
teor de toxina presente, servir ao estudo
da patogenia desta doenca.

A técnica revelou-se altamente sensi-
vel e precisa, capaz de revelar repetida-
mente a presenca de apenas 0,00032
Lf/ml da toxina diftérica padrdo, di-
luida em soros de pessoas Shick-positi-
vas com menos de 0,0004 UA/ml. A
obtencdo das hemacias taninizadas sen-
sibilizadas ndo oferece dificuldades, pelo
menos quando se emprega, como foi fei-
to, antitoxina altamente purificada. En-
tretanto, para processo de rotina ndo
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seria desejavel ter-se de, a curtos inter-
valos, realizar novas preparagdes, como
requer o uso de tal sistema. Os autores
tencionam verificar, em trabalho poste-
rior, a possibilidade de utilizar hema-
cias formalinizadas para obviar &ste in-
conveniente. Pretendem, também, estu-
dar o comportamento de hemacias de
maior massa, de outras espécies animais,
capazes de tornar ainda menor o tempo,
ja bastante curto, de leitura da reagdo.

Dada a inexisténcia de base de refe-
réncia exata, os resultados déste traba-
lho preliminar ainda ndo permitem julga-
mento seguro do valor, para o diagnés-
tico de difteria, da pesquisa da toxina
especifica no sangue de paciente. Com
efeito, foi verificado que no grupo de
doentes com diagnostico clinico inicial e
final de difteria, a toxina foi encontrada
em apenas 62,3% dos casos e 0 exame
microscopico da cultura do material de
garganta, em Loeffler, foi positivo em
73,69¢. Enftretanto, é fato de todos sa-
bido que, embora “quando cultivados,
espalhados em lamina e corados por
técnica apropriada, os organismos em
tais culturas” possam ‘“usualmente ser
reconhecidos por pessoa adequadamente
treinada em tal trabalho”, “a evidéncia
completa da identidade e tipo do micror-
ganismo em questdo somente pode ser
obtida apos o isolamento de uma cultu-
ra pura de C. diphtheriae a partir do pa-
ciente” *. E por outro lado, ¢ também
sobejamente conhecida a dificuldade que
pode oferecer o diagnostico clinico desta
doenga, uma vez que “a difteria pode
ocorrer sem o desenvolvimento de uma
pseudomembrana” e “uma pseudomem-
brana indistinguivel daquela causada por
C. diphtheriae pode ser produzida por
estreptococos ou pelos simbiontes fuso-
espirilares da angina de Vincent” 8,

Além déstes fatos, deve-se acrescentar
que nos casos ora estudados nao foi pos-
sivel, muitas vézes, saber-se com segu-
ranga se os doentes haviam ou ndo sido
tratados, antes do internamento, com an-
titoxina diftérica ou com antibidticos.
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Aquela, neutralizando a toxina circulan-
te, tornaria impossivel a sua evidencia-
cdo. Estes prejudicariam o exame bac-
teriologico do material de garganta.

Em outra investigacdo sdbre a aplica-
¢do ao diagnostico da difteria da técnica
ora estudada, CHRISTOVAO, COTILLO &
CANDEIAS ®* compararam o0s resultados *
do exame bacteriologico completo do

material de garganta — através do iso-
lamento, identificacdo ¢ prova de toxi-
genicidade do C. diphtheriae ~— com

aquéles obtidos pela pesquisa da presen-
ca de toxina diftérica no local da in-
fecgao.

Em trabalho em fase de planejamento,
os autores tentardo obter resposta defi-
nitiva do problema, valendo-se de inves-
tigacdo clinica a mais rigorosa possivel,
de doentes com antecedentes terapéuti-
cos realmente conhecidos, e comparando
os resultados de exames bacteriologicos
ainda mais completos com os da pes-
quisa e dosagem da toxina diftérica si-
multdneamente no local de infeccdo, no
sangue circulante e na urina.

Um método diagnostico de tal natu-
reza, baseado no uso de particulas iner-
tes recobertas por anticorpos para a pes-
quisa de antigenos especificos, se efe-
tivo e pratico, poderia ser adaptavel ao
caso de outras infeccdes e constituir
técnica  sorologica extraordinariamente
vantajosa pela capacidade obvia de po-
der oferecer resultados nas fases ini-
ciais dos processos infecciosos, muito
antes do aparecimento de anticorpos em
quantidades revelaveis. Daria resulta-
dos ainda muito mais precocemente em
todos aquéles casos onde, pela elevada
freqiiéncia de anticorpos residuais, se ¢
obrigado a pesquisar elevacio de titulos
para a comprovagdo de uma infeccio.

Este trabalho ja se encontrava em re-
dacdo quando uma revisdo mais extensa

* Os resultados preliminares desta investigacio
foram apresentados, em nota prévia, na ses-
sdo ordinaria de 4 de outubro de 1965 do
Departamento de Higiene e Medicina Tropi-
cal da Associacdo Paulista de Medicina.
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