Fixacao de complemento na blastomicose.
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Auxiliares preciosos da clinica, os meto-
dos biolojicos de diagnostico tem utilidade
muito maior nas infecOoes, em que constitu-
em O unico caminho que possue o laborato-
rio para elucidacao do diagnostico; nao sao,

entretanto, poucas as vantajens que deles |

advem, quando, embora conhecido o causa-
dor da infecao, € dificil a pesquiza do germe,
quer pela tecnica exijida, quer pelo fato de
nao ser o germe acessivel ao pesquizador
em algum dos estadios da molestia, como
acontece na sifilis.-

Mesmo nos casos, que escapam as con-
dicoes mencionadas, sa0 Sempre necessarios,
como instrumento complementar de prope-
deutica.

Datam os primeiros estudos de imunida-
de nas infecoes determinadas por levedos e
cogumelos, de 1884, quando METSCHNI-
KOFF se ocupou da defesa da daphnia
contra a monospora bicuspidala. Sao muito
mais recenies os estudos de RIBBERT,
CHARRIN, OSTROWSKY e ROGER e s0-
mente depois das pesquisas de WIDAL e
ABRAMI, que examinaram doentes diversos,
acometidos de afecOes micosicas, reconhe-
cendo que o soro adquire propriedades ana-
logas as deferminadas pelas infecoes bacteri-
anas, € que se lancaram as bases do soro-

diagnostico nas infecdes causadas por cogu-
melos.

A acao aglutinante do soro de animais
inoculados com oidium albicans e a presenca
de aglutininas e anticorpos fixadores de com-
plemento no soro de esporotricoticos sao
fatos verificados e aceitos.

Nos ensaios de fixacao de complemento
na esporotricose, WIDAL e ABRAMI empre-
garam a seguinte tecnica: A 0,5cc de emul-
sao de esporotrico adicionavam Icc de soro
de paciente, 0,2cc de soro de cobaia, diluido

com egual volume de solucao fisiolojica e

finalmente 1/2cc de solucao fisiolojica, man-
tendo os tubos em banho maria na tempera-
tura de 37 graos durante 4 horas, para depois
acrecentar 0,3 de soro hewmolitico e 0,1 de
globulos lavados em suspensao em 0,5 de
solugao salina a 0,6%o.

Conseguiram assim resultados positivos
de fixacao de complemento mesmo nos
casos, em que era negativa a aglutinacao

Embora facil a pesquiza do esporotrico,
tem vantajem pratica estes ensaios nos casos
atipicos e para o diagnostico retrospefivo,
quando o paciente apresenta cicatrizes espo-
rotricoticas.

Em 1902 MALVOZ se lembrou de ensai-
ar a reacao de Bordet na Dblastomicose e



mais tarde, RICKETTS, fazendo estudos
sobre esta infecao, pesquisou em cobaias

inoculadas, precipitinas e anticorpos de Bor-
det.

Para isto empregou culturas de 3 anos,
em agar glicosado a 10/o, caldo glicosado a
10/o, agar acido e caldo acido a 10/o. Alem
deste material empregou ainda um extrato
de oidiomicelo, usando de cultura de tres
semanas a um mez, que depois de retirada
do meio de cultura era levada ao secador.
Pesado o material seco. ajitava com egual
volume de areia esterilisada e com bolas de
porcelana, para depois preparar emulsao com
10cc de solucao salina a 0,859/0.

Aos poucos adicionava solugao salina
até completar o volume de 50cc, centrifugava
e retirava o liquido que era conservado em
vidro esterilisado e de novo ajitava o sedi-
mento com outra solucao salina ate que nao
existisse celula que ndo estivesse destruida.
 Nesta ocasiao emulsionada cada grama de
germe morto em 100 cc de veiculo, garantida
a esterilidade do produto, que é amarelado
e opalecente, com 0,5 ©o/o de acido fenico e
0,3°/0 de cloroformio, estava preparado o
antijeno.

As pesquisas de aglutininas, substancias
liticas, e anticorpos fixadores de complemen-
to resultaram sempre negativas mesmo em
cobaias de recente imunisacao.

Na pesquisa de precipitinas verificou,
apos 24 a 90 horas de permanencia na ge-
leira, dos tubos, que passaram antes 2 horas
na estufa a 37 graos, resultados, que consi-
derou positivos, porque os testemunhas conti-
nuavam claros. Encontrou o maior numero
de resultados positivos entre os animais ino-
culados exclusivamente com extrato, sendo
raro, este resultado nos inoculados unica-
mente com germe. Estes resultados sao en-
tretanto prejudicados por um ensaio positivo
verificado em 96 horas com soro de cobaia
normal diluido a 1/10.

Nos ensaios de fixacao de complemento
RICKETTS empregou 0,1 de emulsao de
oidiomiceto, moderadamente turva, 0,1 de
extrato recente ou 0,15 cc de precipitado
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alcoolico de extrato, depois diluido com sO-
lucao fisiolojica.

Para ilustracio propria, fizemos verifica-
coes de aglutinacio e de fixagado de comple-
mento com soro de caes e coelhos, inocula-
dos no laboratorio com diversos escantilhoes
de esporotrico, com blastomyces e outros co-
ogumelos e de que talvez falaremos em outra
publicacao mais detalhada; pois o que nos
leva a publicar o presente artigo € a serie de
resultados positivos em ensaios de fixacao
de complemento em diversos doentes, em que
a pesquiza clinica € 0 exame microscopico
firmaram o diagnostico de blastomicose.

Nao sao simples verificacoes, e sim, 0S
primeiros resultados neste sentido publicados
em casos de infecio humana e, por isto, nao
deixam de ter interesse e merecer rejisto.

Logo ao iniciar, e mais tarde, no correr
dos trabalhos, preparamos quantidade sufi-
ciente de antijeno, que conservado na gelei-
ra, permitiu nos realisar durante muito tempo
as pesquizas e, se assim nao procedessemos,
veriamos tolhidos nossos esforcos, porque
perdemos a cultura, que nos prestou exce-
lentes servicos e que foi isolado por GASPAR
VIANNA de um doente que observou em
companhia do Prof. MIGUEL PEREIRA. E’
verdade que, depois disto, recebemos do Dr.
A. PEDROSO, de S. Paulo, escantilhoes de
blastomyces, por ele isolados, e que manti-
dos durante algum tempo no laboratorio, ti-
veram egual aplicacao em. nossas pesquizas.

Aproveitamos a ocasido para agradecer a
gentileza com que atendeu a nosso pedido.

Para preparo do extralo empregamos
culturas bem desenvolvidas, que nunca eram
de menos de seis mezes, em agar de Sabou-
rad, contendo maltose umas, e glicose outras
e, em gral esterilisado, trituramos longamente
a cultura em suspensdo em solucao fisioloji-
ca a 0,85 0/o. Depois disto, ajitamos a emul-
sao com bolas de porcelana em vidro esteri-
lisado durante 24 horas € em seguida filtra-
mos em papel Chardin e, as vezes, em vela
Berkefeld, adicionando ao filtrado 0,5 9/o de
acido fenico. Para preparo da emulsiao em-
pregdmos a mesma tecnica quanto a tritura-
cao, excluimos a ajitagao e filtramos em algo-



dao, diluindo a emulsio até que niao exer-
cesse acao impediente sobre o poder comple-
mentar do soro de cobaia.

Refere se o presente trabalho a 10 obser-
vacoes, estudadas nos anos de 1912, 1913,
1914 e 1915. Destes morreram 7: dois tive-
ram alta melhorados apos tratamento por ino-
culacoes Intravenosas de iodeto de sodio e
um teve desfecho ignorado.

9 dos observandos estiveram hospitalisa-
dos na enfermaria do Prof. TERRA, a cuja
gentileza devemos a liberdade com que co-
Ihemos material de estudo em seu servico
clinico € o decimo era doente da enfermaria
do, Prof. MIGUEL PEREIRA a cuja benevo-
lencia e interesse cientifico devemos a per-
missao que mais de uma vez merecemos para
acompanhar doentes de seu servico.

Em 8 dos doentes foi positiva a reacao
e nos outros dois negativa, mesmo quando
elevada a quantidade de soro empregada. A
substituicao do antijeno blastomicetico ou do
soro do paciente por antijeno esporotricotico
e soro de individuo normal ou tuberculoso
dava sempre logar a resultado negativo.

A quantidade de emulsio ou de extrato
empregada dependia de ensaio previo para
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evifar a acdo impedidora dos mesmos:
a quantidade de soro variava de 0,1 a 1 cc:
0,1 de soro de cobaia era quantidade fixa.
Apos 2 horas de incubacao adicionavamos
soro hemolitico de acordo com o tifulo do
mesmo € 0,5 de suspensao de globulos a 590.

Nestas condicoes podemos asseverar que
em doentes de blastomicose com diagnostico
confirmado pelo exame microscopico foram
positivos os resultados de fixacao de comple-
mento, quando o antijeno empregado era
emulsao ou extrato de blastomiceto., Nao po-
demos garantir a rigorosa especificidade da
reacao; para isto precisariamos trabalhar com
diversos cogumelos, que pela classificacao se
aproximassem dos blastomyces ; podemos, no
entanto, assegurar que constitue mais um
meio a nosso alcance para confirmar ou elu-
cidar o diagnostico de blastomicose, quando,
por qualquer motivo, este se tornar dificil.

Antes de terminar queremos assinalar
que foram negativas todas as pesquizas de
precipitinas no soro dos doentes com blasto-
micose,

Manguinhos, 3 de Fevereiro de 1916.



