
Rubens Ázzi Leal 

INTRADERMO -REAÇÃO NA AMEBIASE 

Contribuição para o seu estudo 

Tese apresentada 'a Comissão Julgadora 
do concurso para provimento do cargo de 
Professor Catedrático de EPIDEMIOLOGIA 
E PROFILAXIA GERAIS E ESPECIAIS, da 
Faculdade de Higiene e Saúde Pública 
da Universidade de São Paulo. 

São Paulo 

1953 



,. , -
A MEMORIA DE MINHA MAE 



(NOICE 

P~gina 

INTRODUÇÃO ..... .. _ .... . . . ..... . . .... a • • • . .. . . .. . .. . ~ •• 5 

CAPÍTULO I 

EVOLUÇÃO E ESTADO ATUAL DOS CONHECIMENTOS SÔBRE 

A INTRADERMO-REAÇÃO NA AMEBÍASE . • .• • .. • •. •• •. • 9 

CAPÍTULO ' lI 

MATERIAL E MÉTODO DE ESTUDO D ••••• I. •••• • • • • •• • . 29 

1 - Antígenos : 
a) Considerações gerais . . ... . . ••• .•. . •• 29 

b) Culturas de Endamoeba histolytica 32 

c) Culturas de ~' :11(1élmOeba moshkovskii 35 

d) Técnica para o preparo dos antígeros de 
prova ••....•• ... ..•..•. . . . .. .. . . .•.. ' 35 

e) Antígeno testemunho .. . .. .. . . .. .. . . . . 38 

2 - Técnica das intradermo-reações e leitura 
de seus resultados ..• . ..• •. . ..••• • •. .. . 41 

3 - Diagnóstico coprológico da arnebíase • •. . 44 

4 - Material humano ... ... . . . .•. ... . ..... .. . ' 48 
, 

CAPITULO ' II I 

ANÁLISE E INTERPRETAÇÃO DOS DADOS EXPERIMENTAIS 50 

1 - An á 1 i s e e s ta t í s t i c a ....... ..... .. .. . . . . ' 50 

2 - Comen tários 68 

CAPÍTULO ' IV 

CONCLUSÕES ••..•.. • • • .•.••• , • •. . • •. • ••• • • ; •• ; ; . 74 

BIBLIOGRAFIA •• • • ; " ••••••• • • • •••• ; • • ; • • • ;; . ; ,. . 76 



INTRODUÇÃO 

Consagrando o melhor de nossa atenção aos problemas 
referentes l amebíase, capacitamo-nos, desde hi muito, 
que seu estudo epidemiológico receberia valioso impul s o 
se Jispubéssemos de processo prático que permitisse o 
diagnóstico acurado dessa moléstiao Com efeito, a evi~ 
ciação da Endamoeba histolytica nas fezes, método de e
leição para a diagnose da forma mais comum da amebía s e, 
a intestinal, exige laboratorista com longo tirocínio e, 
no dizer de Faust (1942), treinado intensamente pelo me
nos durante 6 meses, Craig (1948) afirmava que os erros 
diagnósticos são de tal monta que "seria incapaz de acr~ 
ditar nêles, se não os tivesse visto". Considere-se, a 
par disso, que a eliminação dos cistos de E. histolytica 
se faz irregularmente, de forma que um único exame de 
fezes formadas revela apenas fração dos parasitados, va~ 

riável de acôrdo com o método adotado, mas, via de re5r~ 
não superior à metade d&les. l\os casos negativos, a re
petição dos exames se faz necessiria, 2, 3 ou mais vê
zes, A administração de purgativo salino melhora sensi
velmente o rendimento do exame coprológico unico, ma~ ~ 
to essa prática como a de repetição dos exames, só difi
cilmente podem ser executadas com finalidades clínic as, 
e, nunca, em estudos epidemiológicos, em massao Es~ es
tado de coisas 'explica o modo de pensar de D' Antoni '" o 

(1949): !lOur present means of diagnosis are cumbersom e, 
time consuming, and utterly impractical for mass test" , 
bem como o de Faust (1952) expresso nas palavras' "1' h e 
lack of uniformity in the diagnosis of amebiasis is app» 
rent in both t;~e clinicaI and epidemiologic fields". 

Outros meios diagnósticos têm sido ensaiados, ta i s 
como a cultura da endameba, inoculação em animais sensí
veis~ retossigmoidoscopia, provas illl.un~lógicas (fixaç ã o 
de complemento, precipitação, aglutinação), etc, Essa,', 
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tentativas indicam não só puro interêsse científico pelo 
assunto, · mas, , sobretudo" trazudem a insatisfação ofereci 
da pelo exame coprológico e o conseqUente desejo de en
contrar método prático e seguro que possibilite o diag
nóstico da amebíase, ' elemento de fundamental importância 
para o estudo de sua epidemiologia : - " .,,; ' o diagnóstico p~ 
ciso das doenças é" , . como bem observa Barros Barreto • ~ ; , 
(1951) , . "o primeiro requisito para que se lhes po ss a 
fazer o estudo epidemiológico" . 

Nessa .ordem de idéias, · consideramos a hipótese de 
se aplicar, como meio diagnóstico da infecção amebiana, · 
antígeno específico , , por via intradérmica, · tal como se 
faz com êxito em numerosas moléstias infecciosas .' Como 
exemplo " citemos apenas a chamada reação de Montenegro " 
prova cutânea de alergia infecciosa que, · permitindo o 
diagnóstico da leishmaniose tegumentar americana, ' tem 
co'ntribuído de forma significativa para o estudo clínico 
e epidemiológico dessa protozoose , Cuidadosa revisão da 
literatura mostrou-nos que, · na amebíase, já foi aplicada 
prova semelhante , · com finalidadediagnóstica , , pelo inve§ 
tigador italiano . :calas (1923) " Os resultados animado
res então obtidos e o renome do autor que já havia dado 
publicidade a valioso trabalho sôbre fixação de comple
mento na mesma moléstia (Scalas. , 1921) " faziam crer que 
se muI tiplicassem as observações nesse setor.' Entretan
to , . somen te em 1932 foi o assunto retomado por Spector que 
concluiu pela inadequação do método ao diagnóstico da a
mebíase ; a semelhante conclusão chegou também Secret .. . 
(1952 L , 

Outros estudos existem , · ainda , - referentes ao emptê
go da intradermo-reação em animais inoculados com dife 
rentes amebas ; os resultados , ' neste domínio " são . de fo,!: 
ma geral '" encoraj adores , . 

Sendo tão numerosos os trabalhos sabre amebíase , é 
verdadeiramente surpreendente ~ue a literatura existente 
sôbre a intradermo ~ reação nessa protozoose seja tão po ~ 

bre e inconclusiva . Como v el.'emos pormenori"zadamente no 
texto desta tese , - subsistem dúvidas fundamentais sôbre a 
matéria e des conhece ~ se o real valor da prova como me10 
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diagnóstico da infecção amebiana . ' Como conseqüência é e
la considerada com reserva ou mesmo omitida pelos mais e
minentes autores . ' '' . . . such tests have not extensive trial" 
(Culbertson " 1941). ' Êste mesmo autor representa a prova 
cutânea na amebíase cem a seguinte notação : ~ (?' . E sem 
dúvida ainda é essa sua atual concei tuaç ão . ' "In ' protozoan 
infestations skin.' tests have been less useful. The only 
instance to be mentioned is leishmaniasis . ~ ~ ,. (Chase , 1952~ ' 

Forçoso é então reconhecer que se tornam necessários 
novos estudos para a fixação do real valor da intradermo
reação no diagnóstico da amebíase . ' A matéria, ' sôbre , ' ser 
de importância pela possibilidade de vir a contribuir pa
ra o estudo epidemiológico dessa moléstia" é interessante 
e atraente : ' "No field of parasitic immunity offers mor e 
promise of interesting practical and theorectical results 
than does the study of various skin reactions associated 
wi th infection" (Taliaferro . · 1929) . ' Embora compartilhan
do da opinião dêsse reputado autor , ' devemos levar em con
sideração que , no particular , a natural complexidade da 
matéria e os parcos conhecimentos sôbre ela existentes to}' 
nam pouco promissoras para o pesquisador as perspectivas 
de êxi to .. Mesmo assim , ' por termos em vista a importância 
de que se reveste o assunto , ' como já ficou evidenciado nas 
considerações expendidas , resolvemos empreender seu estu
do " certo de que os dados e as observações resultantes de 
indagações como a que pretendemos levar a cabo é que per
mitirão no futuro a solução definitiva do problema . 

No presente trabalho , em que apresentamos os result~ 
dos até agora obtidos " restringimo-nos à parte fundamen ~ 
tal do assunto , isto é " à pesquisa no homem da intradermQ 
reaç ão ~ injeção de antígeno amebiano e sua relação com 
a presença da E , ' h i s t olytica nas fezes . Problemas corre
la t os preexistentes e outros que já surgiram com o desen 
volvi mento desta inve s tigação constituem um amplo progra~ 

ma para ulteriores pesquisas , 

Para facil i dade de exposi ção o presente es t udo será 
di vi dido nos seguintes cap í tulos . 
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I - Evolução e estado atual dos conhecimentos s§ 
bre a intradermo-reação na amebíase. 

II - Material e método de estudo . 

III Análise e interpretação dos dados exper1men
tai s . 

IV - Conclusões . 

• • 
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CAP 'ITULO "' 

EVOLUÇÃO E ESTADO A TUA "L 

o O S CONHECIMENTOS SÕBRE A 

"' N T R A O E R M O-R E A ç Ã O N A 

AMEBíASE 

Robert Koch, ao demonstrar a reatividade alteradados 
tecidos do animal tuberculoso ao germe da doença e ao s 
seus produ tos metabóli cos (tuberculina) . estava abrindo I!> 
vo e promissor campo - o da alergia infecciosa - para o 
estudo das moléstias infecto-parasitárias . " 

No homem e nos animais , o estado de alergia infeccig 
sa pode aparecer , naturalmente, como conseqüência de in~ 
ção, ou ser induzido pela introdução no organismo de ger
mes vivos ou , excepcionalmente , de germes mortos ou de 
produtos de germes , 

o reconhecimento dêsse estado se faz maIs freqüente
mente , pela pesquisa da reação cutânea , " que se mostra en
tão modificada à injeção intradérmica dos agentes alergi
zan tes o 

Se adotarmos a idéia dominante de que tal reação se
Ja conseqtiência da união do antígeno com seu corresponden 
te antic9rpo in vivo, será lícito admitir que todos os 
agentes infecciosos que estimulem a produção de anticor -
pos possam criar o estado alérgico . Esta concepção tem 
servido de base para o largo emprêgo das provas alérgicas 



- 10 -

cutâneas, o que vem contribuindo de forma altamente expr~ 
siva para o estudo clínico e epidemiológico de molést~ as 
mais diversas, · evidenciando-se a infecção no presente, ou 
o contato do organismo com germes ou seus produtos, no pa~ 
sado, · pôsto que o estado alérgico pode persistir mesmo a
pós ter cessado o estímulo alergizante . 

A alergia infecciosa, melhor estudada na tuberculose, 
tem sido igualmente evidenciada em outras doenças " tais cg 
mo a linfogranulomatose inguinal (vírus), tifo epidêmico(ri 
ckettsia)" brucelose (bactéria) , · tricofitias (cogumelo~ ~;, . 
leishmaniose (protozoário) , filariose (helminto), para ci
tar apenas algumas de agentes etiológicos pertencentes. a 
grupos taxonômicos diversos. 

• • 

• 

Na amebíase~ . a possibilidade de êxito da intradermo -
reação (que doravante, para facilitar, representaremos por 
I R) estaria, · como no caso de outras doenças infecto-para
sitárias, na dependência da capacidade de seu agente esti
mular a formação de anticorpos específicos . 

Os protozoários e demais parasitas que vivem na luz 
intestinal , pela falta de contato mais íntimo com os teci 
dos do hospedeiro , não estimulam a produção de anticorpo s 
ou o fazem fracamente (Oulbertson , 1951) . Pelo contrário, 
a Endamoeba histolytica (que será representada por E h) , 

parasita tissular , . lesando a mucosa e penetrando , · por vê'
zes, . profundamente na parede do intestino grosso, ' provoca
ria formação de anticorpos e poderia determinar alergia c~ 
tânea revelável pel~ injeção de quantidades adequadas de 
antígeno específico . 

Será , oportuno, entretanto , lembrar que o assunto não 
é assim tão simples e comportaria na verdade extensas con
siderações . 

Existem fatos ponderáveis indicados particularmente na 
literatura européia que fazem crer na possibilidade de a 
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E h manter-se como comensal na luz do intestino como o 
faz a Endamoeba coli , por exemplo . Essa idéia tornou
se bem conhecida e grangeou muitos adeptos principalmente 
por ter sido defendida por um parasitologista com o reno
me e a projeção de Brumpt (1949) . Este autor estabeleceu 
características de ordem morfológica que permitiriam dis
tinguir as formas comensais das patogênicas, agentes da 
amebíase . Além disto a observação de que a presença de E 
h nas fezes não se acompanha por vêzes de qualquer per -
turbação tem servido de apôio para aquêles que defendem a 
possibilidade de viver o referido protozoário na luz 1D 
testinal. 

o problema é atraente e sua solução desde há , mu1t o 
vem sendo buscada po r pesqui sadores que têm es tudado exau.§ 
tivamente , do ponto de vista morfológico , biológico e im~ 

nológico , amostras de E h, oriundas de pacientes com e 
sem sintomatologia , Especial atenção tem-se atribuído ao 
tamanho da ameba e à flora de associação . Entretanto" a
té o momento , não foi dada a última palavra sôbre o assuº 
to , sempre atual por sua importância científica , clínic a 
e epidemiológica . 

Embora acreditemos que maiores razões assistem àque
les que admitem a patogenicidade obrigatória da E h , u
ma análise mais pormenorizada da questão foge aos objeti
vos de nosso trabalho . De fato, para nós, o que importa" 
em suma, ' é saber que -o poder"antig'ê nic o da E h, ligado cer
tam'ente à sua cap~cidade de lesar os tecidos" foi estabe~ 
lecido há cerca de 40 anos, desde quando Izar (1914) ver! 
ficou a presença de anticorpos fixadores do comp1emeruw no 
sôro sanguíneo de 5 pacientes e de 3 gatinhos infectado s 
com essa ameba e negatividade da prova em indivíduos não 
parasitados pela E h . 

Scalas (1921) em casos de disenteria amebiana confir 
ma a observaç ão de Izar . 

o assunto só voltou a ser tratado por Craig que a , 
partir de 1927 deu publicidade a vários trabalhos que cOD 
tribuiram de forma expressiva para o conhecimento da pro~ 
va de. fixação de complemento no diagnóstico da amebíase • • 
(Craig, 1948) . 
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Outros autores, , em animais infectados experimentalmeg 
te com a E h (Wagener, 1924; Craig. Kagy, 1933"etc. ) ou 
com ela inj 'etados por via parenteral (Heathman, , 1932; Me
nendez, 1932 , . etc.) evidenciaram igualmente anticorpos es
pecíficos. 

Tais verificações deveriam levar, naturalmente, à pr! 
tica de provas intradérmicas, pois a produção de anticor -
pos pode , embora não necessàriamente , acompanhar-se de es
tado alérgico demonstrável pela reação cutânea ao agenre da 
doença e s ,eus produtos , a qual" j á dissemos" é concebível, 
em última análise , como resultado da união antígeno / an
ticorpo in vivo. 

Foi certamente esta esta ordem de idéias que levou S~ 
1 as: el,ll 1923 a experimentar a I R no estudo da amebíase . A
liás, a aplicaçao desta prova cutânea ocorreu-lhe em 1921 , 
ao verificar a possibilidade de, por meio dos anticoqx>s fi 
xadores do complemento, diagnosticar essa protozoose. Ca
be portanto a êsse pesquisador italiano o ,mérito de ser O 

p,rimeiro , a te~t~r a reação intradé~mica na amebíase . Útil 
e indispensável por isso o conhecimento pormenorizado do 
seu trabalho pioneiro (Scalas, 1923) . 

o ~tígeno era preparado com material de casos agudos 
de acôrdo com a seguinte técnica: a 30 g de muco e fragmeg 
tos de mucosa intestinal ricos em amebas , obtidos de fe
zes humanas diarréicas'j" recentemente eliminadas, ' adicionava 
50 ml de solução fisiológica . Em frasco com rolha de esm~ 
ril contendo pérolas de vidro , a mistura era mantida em e§ 
tufa a 37 :0 , C durante uma semana, sendo agitada várias vê' -
zes por dia . Após passagem em papel de fil tro e vela Ber~ 
kefeld conetada a uma trompa de água, obtinha líquido lím
pido, ' o antígeno , que era descorado com carvão animal e e§ 
terilizado por aquecimento descontínuo . Seu uso se fazi a 
até um mês após a preparação . A prova era executada pela 
injeção intradérmica de 0 , 25 ml do antígeno na face ante ~ 
rior do antebraço . O contrôle , feito pela inoculação em 
outro braço de igual volume da soluçio de cloreto de sódio 
a 0,85%. Suave massagem assegurava rápida absorção do lí
quido . A observação era feita de hora em hora . Nas rea -
ções positivas já ao fim de uma hora via-se uma elevação iw 
plantada no centro de uma zona, de colorido róseo, ' com 5 a 
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6 cm. de diimetro. Os sinais subjetivos consistiam em pry 
rido e calor, sem dor. Nio havia linfo-adenit~ e nem fe
bre ou outras' perturbações gerais, Ao fim de 1 a 3 di a s 
no maX1mo, a reaçio desaparecia e nio deixava vestígio s. 
Nos casos negativos, os fen6menos se limitavam a uma 6rea 
hiperêmica punctiforme. 

Scalas empregou a prova em 32 indivíduos, cuidadosa -
mente selecionados, dentre os quais 9 apresentavam a enda
meba patogênica nas fezes. Todos êsse; 9 pacientes mos
traram reação cutinea positi~a. Nos restantes 23 pacien -
tes, não amebianos. a I R foi sempre negativa; dêste gru
po, 5 eram sãos, 11 apresentav~m moléstias v6rias e 7 en
terocolite não amebiana. 

Baseado nessas observações, Scalas afirma que é pos -
sí~el, na amebíase intestinal, obter-se, com antígeno a
dequado, I R positiva de car6ter específico. Deve-se ain
da assinalar que a intensidade das reações guardava rela
ção com o estado clínico da amebíase. Fortemente positi -
va nos casos agudos, era leve ou fugaz nos crônicos, Nes
tes últimos, nos quais os cistos nas fezes são de difíci I 
encontro e reconhecimento, a prova encontraria, no dizer 
de Scalas, sua maior aplicação. 

Seria natural que o trabalho de Scalas chamasse a a
tenção dos estudiosos e que se fizesse pronto reexame do 
problema e ampla aplicação da prova cutinea no diagnósti

co da amebíase, A julgar, entretanto, pela literatura, o 
trabalho em aprêço não teve a repercussão e a aceitação a 
que fazia jus, não só pela relativa simplicidade do método 
e pelos sugestivos resultados obtidos com seu emprê g o, 
como ainda pelo renome do autor que 2 anos antes, como j6 
vimos; havia publicado valioso trabalho (Scalas, 1921), aI!! 
pliando o cl6ssico estudo de Izar (1914) sôbre a fixaçã o 
do complemento na infeccção amebiana. 

A obtenção do antígeno deveria constituir a ma1or, se 
não a única dificuldade para que se fizesse o reestudo da 
I R, pois o material para seu preparo, fezes recentement e 
eliminadas por paciente com disenteria amebiana aguda, nem 
sempre pode ser conseguido com facilidade como observa o 
próprio Scalas As culturas de E h poderiam tornar-se f~ 
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te de substância antigênica e afastar êsse óbice . Tenta
das por v'rios autores , dentre os quais Fajardo (1896),no 
Brasil, · só foram elas obtidas , provàvelmente, por Cutl e r 
(1918) . Ao tempo , · porém , em que Scalas publicou seu tra
balho, 1923, a cultura não se fazia satisfatoriamente. Foi 
só 2 anos mais tarde que Boeck & Drbohlav (1925) descrev~ 
ram um meio à base de ôvo, · no qual se obtém crescimento ç 
xuberante da ameba patogênica . 

Era de se esperar que o cul ti vo da E h , podendo- s e 
constituir e~ fonte apreci'vel de material para o preparo 
de antígeno , . viesse contribuir de pronto para que a prova 
cutânea de Scalas fôsse devidamente considerada . Tal po
rém não se deu . Com efeito, · somente anos depois Spector 
(1932) , estudando métodos diagnósticos da amebíase, comp~ 
ra o valot da cultura c om o de provas imunológicas, · entre 
as quais inclui a I R. 

No preparo de antígeno para a execução da prova, es
sa autora lançou mão de culturas de E h tratando - as pelas 
3 diferentes formas que passamos a enumerar sumàriamente . 

1) - Sedimento lavado de 7 ~ cêpas de E h recebia i
gual volume de solução de Coca( - ) . Essa mistura permane
cia muitos dias na estufa a 37,5° C, sendo aquecida durall 
te 1 hora, a 60° C, diàriamente . Como nessas condiçõ~ os 
esporos de Clostridium perfringens permanecessem vivos, o 
extrato era passado pelo filtro Seitz . 

2) - Sedimento de cultura, lavado e dessecado, era 
pulverizado em gral estéril e depois diluído na proporção 
de 1 : :LOO em solução de Coca, · sendo a extração do antígeno 
feita na geladeira durante 2 dias . Após centrifugação , . o 
sobrenadante era filtrado em Seitz . 

3) - Sedimento de cultura, lavado , era tratado com 
7~ partes de 'lcool absoluto , . permanecendo o material na 
estufa por 15 dias, sendo freqUentemente agitado . ° pó 
assim obtido era diluído em solução de Coca na proporç ã o 
de 1 : 3.00 . Após filtração em Seitz, o antígeno estava pro!! 
to para ser empregado . 

NaCl 
(*) Formula da solução de Coca : NaHOO 3 

Fenol 

0,7 
0,005 
0,4 

% 
% 
% 
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Finalmente um antígeno para contrôle era obtido , uni 
camente com os germes aero e anaeróbios existentes nas cu! 
turas de amebas . O meio, a extração , bem como as demais 
operaç6es adotadas para o preparu :do antígeno testemunho , 
eram os mesmos do antígeno amebiano , inclusive a filtra -
ção , Para os 4 antígenos , . a esterilidade era comprovada 
para os germes aero e anaeróbios , 

Em experiências preliminares , Spector verificou que 
o 1Q antígeno forneceu os melhores resultados . O extraí
do pelo ~lcool , o de n Q 3, não apresentava poder antigêni 
co . Em seu trabalho figuram apenas os dados obtidos com 
o de n Q 1, o melhor , 

Para a execução da prova, injetava , O, l ml intradér
micamente na face anterior do antebraço , fazendo o contr§ 
le pela injeção do mesmo volume do antígeno testemunho, uw 
os resultados após 20 minutos, 24, · 48 e 72 horas. Um nú
mero muito reduzido de pacientes mostrou reação imediata, 
ao fim de 20 minutos , enquanto que em alguns outros ela 
somente se positivou ao fim de 24 horas . A intensid~ ~ 
reaç6es era variável , · indo desde ligeira vermelhidão até 
forte eri tema com edema e hemorragi a , permanecendo p o r 
48 a 72 horas ; nunca houve distúrbios geralS . 

Foram estudados 157 indiv {duos . Os resultados estão 
apresentados no quadro seguinte. 

(Ver quadro na página seguinte) 

DentTe os 157 pacientes usados para aprova cu·tâne a 
apenas 4 apresentavam amebíase. Os 153 indivíduos dados 
como livres de infecção amebiana apresentaram com os 2 
antígenos empregados , . o de prova e o testemunho , tôdas as 
combinaç6es de reação possíveis, como se pode verificarro 
quadro acima , A conclu ~ão a que a autora ch egou de que . 
a referida prova cutânea não se presta para o diagnóstico 
da amebíase é destituída de fundamento científico , pois a 
análise estatística de seus resultados, · indispensável pa
ra qualquer pronunciamento autorizado em estudo dessa na
tureza, não foi feita; a i iás,os dados disponívei s não se 
prestavam mesmo a uma análise satisfatória, em vista da 
natural impropriedade da amostra na qual , entre 157 pa-



CORRELAÇÃO ENTRE INFECÇÃO PELAE. HISTOLYTICA 

E REAÇÃO CUTÂNEA TARDIA 

(Seg o Spector , 1932) 

I NFECÇÃO PE LA 
REAÇÕES CUTÂNEAS 

Eo 111STOLYTICA " 

Prov a t- Prova + Prova .. 

Tes t o - Tes t o + Test o ' -

P os i tivo . ; Disenter ia 2 - -
Positivo ;: Por taclor - 2 -
Negativo 6 27 94 

T O T A L 8 29 94 

Prova 0p-

Tes t . + 

-
-

26 

26 

TOTAL 

2 
2 

153 

157 

I-' 
0\ 
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cientes" somente 4 apresentavam E h nas fezes . Conside
re-se ainda que o diagnóstico era estabelecido por mao de 
cul<ltura e de exame de fezes sem enriquecimento, critér i o 
que teria deixado de revelar casos de amebíase em núme r o 
suficiente para modificar os resultados obtidos. Embo r a 
não sejam fornecidos pormenores sôbre a natureza da amos
tra estudada, é sugestivo, e de certa forma confirma essa 
nossa hipótese, a baixa prevalência encontrada pela refe
rida autora" pois apenas 4, entre 157 pacientes, estavam 
infectados pela ameba patogênica. Mesmo que se deixe de 
levar em conta êste fa.o, pe~manecem válidas as outras ob 
jeções levantadas, e,portanto, o mérito da I R como me10 
de diagnóstico da amebíase não pode ser julgado pelo tra
balho de Spector . 

Recentemente, é feita nova tentativa de diagnósti c o 
da amebíase por meio da prova intradérmica, ' por Secret .•• 
(1952). 

Êste autor francês utilizou como antígeno o conteúdo 
de abscesso amebiano do fígado , obtido durante uma inter
venção cirúrgica . Bacteriologicamente estéril , êste mat~ 
rial seria mais adequado para a feitura da I R do que o 
de cultura de E h que sempre se faz na presença de ger -
mes capazes de acarretar falsas reações . O conteúdo do 
abscesso, muito denso " era diluído com sôro fisiológico e 
em seguida tindalizado pelo aquecimento durante uma ho r a 
a 56° C, 3 diás consecutivos . 

Dez pacientes com amebíase (5 com forma histolytica , 
2 com forma tet r agena e 3 eliminadores de cistos) fora m 
injetados com 0 , 2 ml do antígeno no derma do antebraço . No 
ponto da injeção aparecia imediatamente uma pápula urtic~ 
riforme esbranquiçada , sem outra reação local de eritem a 
ou edema , , pápula que desaparecia ao fim de 15 minutos . O 
contrôle foi efetuado pela inj~ção da mesma subst~ncia an 
tigênica em 10 pacientes livres de infecç~o amebiana e os 
resultados foram semelhantes aos verificados nos indiví -
duos infectados , 

Redundou , portanto , em 1nsucesso ,' a experiência de 
Secret no que concerne à possibilidade de diagnóstico da 
amebíase por meio da I R. O autor acredita que seus re 
sultados indicam que a amebíase é uma infecção sem rea
ção imunitária geral ou de hipersensibilidade cut~ne~co~ 
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traria~ente ao que ocorre em certas outras moléstias in 
fecciosas. A aus&nci~ de anticorpos explicaria a longa ~ 
volução da moléstia e a negatividade da I R. o 

Em resumo, foram &sses os tr8s 6nicos trabalhos, por 
nós encontrados na literatura compulsada, nos quais a I R 
era executada no homem. No primeiro dêles (Scalas, - 1923) 
é atribuído valor à reação como método de diagnóstico da 
amebíase. Spector (1932) e Secret (1952) chegam porém a 
conclus6es opostas, de sorte que no momento atual ignora
mos a verdadeira significação da referida prova no estudo 
da infecção amebiana. Será oportuno considerar que os a
ludidos autores experimentaram antígenos amebianos elabo
rados com material dive~soo Assim, Scalas empregou fezes 
disentéricas, . Spector culturas de E h e Secret, conte6do 
de abscesso amebiano do fígado. Mesmo que se deixe de 
toma~~ . em conta outros fat&res"s~mente a diversidade da 
substância antigênica levar-nos-ia à natural pressuposi -
ção de que os resultados não deveriam ser concordantes, d~ 
do o papel de primordial importância desempenhado em est~ 
dos imunológicos pelo antígeno, . extremamente sensível às 
menores variaç6es de técnica e do material empregados . em 
seu preparo, Foi mesmo em vi s ta de reconhecer-lhe a rel~ 

v~ncia que descrevemos com pormenores as manipulaç6es . ~
dQtadas,rp-e.los: -alteio J:E{s Col. ta.rlo~,., em"~sl!a Rrep araç ão 

* * 

* 

A I R fuitan~ estudada em animais experimentalmente 
infectados ou injectados por via parenteral com E h. 

Alguns autores ensaiaram ainda a pr'ova intradérmi c a 
com substância antigênica de amebas outras que não a E h. 
Esta prática ~staria na.uralmente justificada desde que~ 
demons trasse capacidade an tigênica naqueles organismos, p::ris, . 
já vimos,' a I R sena conseqüência da união" antígeno/ant! 
corpo in 'vivo. 

t evidente que no caso de amebídeos de vida livre a 
antigenicidade só poderia ser conhecida introduzindo-ospor 
via parenteral em animais e pesquisando posteriormente a 
presença de anticorpos. Foi efetivamente êsse o processo 
adotado pelos autores que em seguida citaremos. Será 0POS 
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tuno, porém, - assinalar, - antes disto, que, em geral, os e§ 
tudos imunológicos com amebas de vida livre precederam o~ 
feitos com a E h. certamente por serem aquelas pouco exi
gentes biologicamente, desde há muito cultivadas em labo
ratório, - constituindo fácil material de estudo, , ao passo 
que a ameba patogênica somente a parti r de 1925" como V1-

mos, ' foi obtida em cultura, de ' forma satisfatória. 

São relativamente antigas as investigações sôbre a 
capacidade antigênica de protozoários de vida livre e par 
ticularmente de amebídeos . Zaubitzer (1901) verificou que 
o sôro sanguíneo de animal injetado com Vibrio 'comma agly 
tinava " ainda que não especificamente, amebas que cresciam 
juntamente com aquêle germe. Rõssle (1905), injetamo co~ 
lhos e cobaias com os ' infusórios Paramecium caudatum e 
Glaucoma 'scintillans. observou que o sôro dos animais ad- ' 
quiria o poder de imobilizar e matar aquêles protozoário& 
Coca (1912), ' injetando em coelhos amebas de vida livre wo 
classificadas e designadas simplesmente como "Reed" e "Prg 
teus " " evidenciou, - por meio de provas de fixação de com -
plemento e de aglutinação, não só a capacidade antigênica 
dêstes organismos como sua diversidade do ponto de vist a 
imunológico . Von Schuckmann (1920) e Michaelis (1930) v~ 
rificaram igualmente a produção de anticorpos em a~imai s 
injetados com amebas de vida livre, sendo que êste último 
empregou em seus experimentos formas císticas. 

Tais investigações, comprovando que diferentes protg 
zoários de vida livre possuíam poder antigênico, consti -
tuíam base científica que autorizava" tal como ocorria Pi 
ra o caso da E h. a execução de provas intradérmicas com 
antígenos preparados a partir daqueles organismos . 

Veremos a seguir como vários autores se ocuparam, ef~ 
tivamente, ' da prática da I R em animais com substância a~ 
tigênica de E h ou de outras amebas . Vale assinalar, de§ 
de logo , que na maioria dêstes estudos aparecem cer~p~ 
blemas correlatos ; a êles só se fará aqui menção se impre§ 
cindível às finalidades que temos em vista . -

Parece ter sido Sellards (1911) o primeiro i~vestig! 
dor a tentar a I R com antígeno amebiano em animais. 

Êsse autor estudou do ponto de vista imunológico 4 
amebas morfologicamente distintas . Duas foram isoladas de 
fezes de pacientes disentéricos . As outras duas"de vida 
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livre , foram isoladas de água de um r10 e de infusão de 
feno . Sell ards. ' consi derando cau t 'el osa e acer tadamente q.te 
seria difícil classificar e identificar com precisão tais 
riz6podes , nomeia-os simplesmente por meio de letras, A, · 
B, C e D. Essas amebas foram culti~adas em associação rom 
Serratia marcescens em meio s6lido à base de ágar e ex -
trato de carne. 

O au tor usou em suas experiênci as coelhos inj etad o s 
repetidamente com as referidas amebas vivas eS. marces -
cens suspensos em água . As primeiras duas ou três inje
ções eram feitas por via endovenosa, e as demais por via 
peritoneal. Cobaias foram, também po J. vêzes, injetada s 
com culturas de amebas mortas pelo calor e incluídas nos 
estudos de aglutinação e I R. 

Não foi possível evidenciar no sôro de animais 1mUn! 
zádos a presença de precipitinas e aglutininas . 

Sellards realizou ainda em coelhos e cobaias provas 
intradérmicas em épocas variáveis de duas semanas até sas 
meses ap6s a pr1me1ra injeção imunizante de amebas e ' ~ 

marcescens . 

Como antígeno, nessas provas, empregou o seguinte m~ 
terial : , 

1) cultura de 24 horas emulsionada em água, tritura
da cOT areia e , ap6s centrifugação , filtrada em 
6xido'de magnésio ; 

2) simples emulsão de cultura de 24 horas em solução 
fisiol6gica . 

Observou o A. que 12 a 18 horas ap6s a injeção intr~ 
dérmica do antígeno aparecia , · nos animais , . edema e verme
lhidão local " especialmente com o antígeno n~ 2 que por 
vêzes determinava ainda supuração . A diferença de rea 
ção entre animais imunizados e normais era inconstanre e 
in~ignificante, parecendo , entretanto, · que nos imunizados 
a reação era menor . 

Sellards tentou ainda outras provas para verificação 
do poder antigênico das amebas o Por meio de teste micro~ 
c6pico , - no qual sôro im~ne era pôsto em contato com ame
bas suspensas em água , observou lise de grande número de 
amebas com sôro imune . O sôro normal testemunho " pelo cOJl 
trário , - era até adequado para o desenvolvimento das ame-
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bas. Por meio dessa mesma prova foram estudadas as rela
ÇO d S biológicas existentes "entre as quatro amebas já ref~ 
ridas (duas de vida livre ' e duas de origem intestinal). V~ 
rificou assim que dêsse ponto de vista elas eram diferen
tes, pois o poder lítico do sôro era específico para os 
respectivos organismos empregados na imunização. Como já 
foi assinalado as quatro amebas eram morfologicamente di~ 
tintas embora pertencessem tôdas ao tipo limax. 

Sellards para completar seu trabalho procurou evideg 
ciar a presença de anticorpos em pessoas com amebíase,c2 
locando o sôro sanguíneo dos pacientes, em contato com as 
quatro referidas amebas. Como o resul tado não indica s se 
diferenças entre sôro de indivíduos doentes e normais, · r~ 
petiu a mesma prova"usando, porém, sangue e muco de fe
zes diarréicas ricas em amebas, " condições que _ lhe ofere
ciam segurança maior quanto à natureza patogênica das am~ 
bas empregadas ~ Também, esta experiência falhou para de
monstrar anticorpos em sôro humano, pois a alteração das 
amebas se fazia de forma id~ntica com sôro de doentes ou 
de pessoas normais . Como sabemos a demonstração de anti
corpos (fixadores do complemento) em sôro de amébicos só 
veio a ser feita por Izar, em 1914. 

Após Sellards , vários autores Ja anteriormente cita
dos fizeram em animais experimentações imunológicas com 
protozoários, mas a prova cutânea só foi novamente consi
derada por Heathman (1932) que a executou com antígeno de 
amebas de vida livre e ainda com antígeno de E h. O tra
balho dessa autora é amplo e dêle destacamos os pontos ~ 
julgamos de maior interêsse . Heathman empregou em seu 
estudo diferentes amebas cultivadas in vitro como segue: 

E h, cultivada em meio de Boeck-Drbohlav modificado, 
no qual o sôro de cavalo foi substituído pelo de boi. 

Chaos diffluens, ~olychaos dubia e Mayorella bigemma, 
em agua destilada contendo infusão de feno . 

Flabellula citata e Flabellula myra, em água do mar 
contendo alga (Fucus)" esterilizada pelo calor . Estas duas 
espéci e s cresciam satisfatbriamente associadas com uma 
bactéria tipo pseudomona . 

Mayorella conipes, cultivada em água estéril com grãos 
de trigo . 
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Ao f1m de 24 horas de cultivo, as amebas eram lava
das três vêzes 'por centrifugação "lentah em soluto fisio
lógico, após o" que recebiam solução salina fenolada a O, '~% 

e eram suspehs~s ~~ nova solução salina, para serem intrQ 
duzidas po~v~aperitoneal em coelhos. 

" A au tora veri ficou capacidade an tigênica de todos os 
or'ganismos úsados, a julgar pela produção de . anticoxpos e§ 
pecífícos, . fi~adores do complemento e aglutininas . Foi
lhe ainda permitido comprovar por meio dêsses anticorpos 
que as duas ' cêpas de E h empregadas eram semelhantes bem 
como havia certa identidade do ponto de vista imunológico 
entre a F . citata e a E h. 

Heathmann executou ainda I R em coelhos imunizadosc~ 
as diferentes amebas já mencionadas. A prova era executa
da injetando-se intradermicamente 0,1 ml dos antígenos d~ 
quelas amebas, preparados de acôrdo com as indicações se
guintes . Antígeno de amebas de vida livre : · sedimento de 
cul turas, lavado como j á foi indicado para o caso das ' in
jeções imunizantes" recebia, depois de sêco, a solução de 
Coca ; a extração se fazia em temperatura ambiente durante 
24 horas e a . filtração em Berkefeld. O antígeno da E h 
era feito como o anterior, · sendo porém o material tritur~ 

do em gral por uma hora antes da filtração . As bactérias 
associadas co~ as amebas eram cultivadas l parte e delas 
se extraíam , pelos processos acima, antígenos para contr§ 
le ; o te 'stemunho era também realizado com solução de Coca 
e no caso da E h ainda com sôro de boi dil~ ído a 1: 8. 

O resultado da prova intradérmica era lido imediata
mente, 18 e 24 horas apooainoculação, e , ainda, · dilriameu 
te, ' durante uma semana. Heathman observou que, somen t e 
depois de imunizados, os coelhos passaram a dar prova 
intradérmica positiva , caracterizada por uma área averme o 

lhada e endurecida medindo 9 x 11 mm mais ou menos que a
parecia ao fim de 18 horas e persistia até 3 a 5 . dias . Deu 
tre as verificações feitas pela autora convém ainda sali
entar as seguintes : os animais injetados com E h reagi
ram à Íllt:, c.ulação intradérmica de antígeno de Flabellula cj 
tata mas não ao de Flabellula myra, embora antígeno des -
ta última determinasse reação cutânea no animal imunizado 
com F. cita ta . Coelhos previamente injetados com cultu
radeF. citata mostraram pequena reação ;i 0 antígeno deE h. 



- 23 -

o resultado dessas provas cutâneas está de acôrdo com o 
das de fixação do complemento, havendo portanto indicação 
de que existe certa 'semelhança antigênica entre a E h ' e 
a F. citata. 

Ainda no ano de 1932 é publicado um trabalho sôbre ~ 
lações sorológicas da E h (Menendez, 1932), ' no qual are! 
ção cutânea é objeto de estudo. O autor imunizou coelhos 
com os seguintes organismos. 

E h, 6 cêpas, designadas pelas letras A" B, . C, D, E 
e L"entre as quais a D e E foram isoladas de fezes huma
nas disentéricas e a amostra L"de pus de abscesso hepáti 
co; 

Endamoeba barreti, parasita, obtida pela raspagem de 
intestino de tartaruga, Chelydra 'serpentina. Essa ameba 
é morfologicamente semelhante à E h; 

Balantidium coli, isolado de fezes de porco ,e empre
gado apenas em parte das experiências. 

Êsses protozoários foram todos cultivados em meio de 
Tanabe " Chiba (base sólida de ágar a 1%" asparagina a tlJ% 
e solução de Ringer à qual eram adicionados 5% de sôro de 
coelho ou de cavalo e amido de arroz estéril) . 

Menendez padronizou a contaminação bacteriana dascul
turas de tôdas as cêpas de E h, de sorte que as diferen
ças porventura observadas entre elas nas experiências a 
serem realizadas deveriam ser atribuídas às próprias ame
bas e não à flora associada. Os coelhos empregados eram 
injetados por via endovenosa com sed,imento lavado de cul
turas dos protozoários já referidos. , O esquema para imu
nização compreendia 5 injeções intervaladas de 8 dias, ,sen
do a primeira feita com amebas mortas pelo calor a 60° C" 
por uma hora"e as demais com sedimento de cultura conte~ 
do amebas vivas. As bactérias associadas aos protozownos 
eram curti vadas à parte e introduzidas em coelho segundo 
a forma j á indicada. 

Reações de fixação do complemento realizadas com sô
ro de animais imunizados demonstraram o poder antigênico 
dos referidos protozoários bem como evidenciaram , que as 
diferentes cêpas de E h eram imunologicamente semelhan
tes . Provas de precipitação e amebólise confirmaram não 
só a capacidade antigênica da E barreti e da E h como 
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também a semelhança imunológica das diversas amostras deê 
ta úl tima. 

A parte do trabalho de Menendez que mais nos intere~ 
sa é a que versa sôbre a prova cutânea praticada em coe
lhos imunizados com E h e E. barreti, de acôrdo com a téc 
nica j á apontada ant,eriormente. No curso de seu estuch M; 
nendez empre~ou vários métodos para a obtenção de mate
rial antiginico, mas os antígenos usados para a execução 
das provas intradérmicas foram preparados segundo uma úni 
ca técnica" que passamos a descrever. 

Amebas _com 48 horas de cul tura, com bom desenvol vimEIJ 
to verificado microscopicamente, eram postas em tubos de 
centrifugação, suspensas em solução de Ringer aquecida a 
37° C e centrifugadas a ~'baixa velocidade" por I ou 2 mi
nutos . Após remoção do líquido sobrenadante, - a operação 
precedente se repetia ' por 3 v~zes , de !orte que a quase 
totalidade das bactérias era removida. Esse sedimento la
vado era colocado em frasco esterilizado juntamente com 
10 volumes de solução de Coca e pérolas de vidro, perman~ 

cendo na geladeira por 24 horas e sendo freqUentemente a
gitado para obtenção de autólise. Preparavam-se os antí
genos, testemunhos, com as Qactérias associadas aos dois 
rizópodes (E h e E. barreti),cultivadas no mesmo meio de 
Tahabe & Chiba. Ao sedimento dessas culturas adicionavam
se 10 volumes da solução de Coca e a extração se fazia C2 
mo no caso anterior . 

Tr~s meses após terem recebido a última dose imuni
zante, , os animais eram submetidos l injeção intradérmi c a 
de 0,1 ml dos antí-genos. Foram empregados 5 antígenos de 
diferentes cipas de E h, 1 de E. barreti e 2 testemunhos 
(1 de bactérias e outro de solução de Coca) . Dessa forma 
cada um dos 8 coelhos empregados nesta experiência era su!J 
metido a 8 provas intradérmicas como se poderá verificar 
no quadro que segue . Os animais sofriam depilação com 24 
horas de anteced~ncia, sendo usados só os que não apre
sentavam irritação da pele . Os resultados eram lidos ao 
fim de 24 horas quando as reaç5es positivas se mostravam 
mais fortes . Antes das imunizaç5es as provas intradérmi
cas foram negativas com qualquer dos antígenos. 



REAÇÕES CUTÂNEAS EM COELHOS PREVIAMENTE IMUNIZADOS 

COM CULTURAS DE E. HISTCLYTICA 'E DE E. BARRETI 

('Seg . Menendez, 1932) 

.-
Coelho Previamente A N TI G E NOS 

, 
imunizado com numero 

E. HISTOLYTICA SOlUÇa0 
E. b. Bactéria de 

A B C D E Coca 

I 

59 Normal - - - - - - + -
26 Bactéria - - - - - - 3 + -

8 E h B 4 + 4+ 4 + 4 + 4+ 2 + + -
11 E h C 4 + 4+ 4 + 4 + 4 + 2 + 2 + -
13 E h D 3 + 3 + 3 + 3 + 4+ + + -
15 E h E 3 + 3 + 3 + 3 + 3+ - - -
16 E h E 3 + 3 + 3 + 3 + 3+ + + -4 E b - - - - - 4 + 2 + -

& h .c EndBmoebB bBrretJ 
Reação intracutânea após 24 horas : 4 +, forte edema e vermelhidão . 3~ . 
edema moderado e vermelhidão ; 2 +, s6 vermelhidão ; + leve vermelhidão ; 

sem reação . ' 
~ 
(Jl 
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Devemos destacar no trabalho de Menendez a capacida
de antigênica da E h e da E . barret i . a julgar pela pre -
sença no sôro de animais imunizados com êsses organismo s 
de anticorpos específicos evidenciados pela fixação do 
complemento , precipitação , lise e pela I R. As diferen -
tes cêpas de E h , imunologicamente , · comportaram~se da me§ 
ma maneira , · dando reações espécie-específicas . 

Menendez acredita que as reações sorológicas poderão 
contribuir para o diagnóstico da amebíase bem como para 
a classificação de certos parasitas animais . 

Consideraremos finalmente um amplo estudo sôbre ame
bíase de autoria de Bieling{l935) , · no qual a I R é nova g 

mente praticada em animais . ~sse investigador alemão ve
rificou que cães e gatos experimentalmente infectados com 
a E h apresentavam resistência à reinfecção . Acreditan
do que tal fenômeno corresse paralelamente com a alergi a 
cutânea :específica, investigou-a nesses animais . No pre
paro do antígeno Bieling empregou intestino grosso de ga
tos mortos por disenteria amebiana aguda . As partes da 
mucosa que apresentavam alterações patológicas eram rasp~ 
das . e sêcas a 58 0 C. Após trituração em gral , o pó obti
do era suspenso em sôro fisiológico e usado como antígen~ ° conttôle , . pteparado com mucosa intestinal de gatos sa
dios . 

As provas eram executadas pela injeção intradérmic a 
de 0 , 2 - 0 , 3 ml dos antígenos . Em gatos sãos , doentes e 
curados de amebíase , · não foram vistas diferenças de rea
ções . Em cães , as injeções do an~ígeno de prova : detetmi
naram reação nos animais sadios e 'nos amébicos , nestes, .pg 
rém , mais intensa e duradoura .' Ó e~trato d~ contrôl~ por 
vêzes , provocou reação . As r~ações se positivaram ao fim 
de horas, podendo perdurar de I a 2 dias . 

Êsses experimentos preliminares indicaram a Bieli:n g 
a necessidade de obter 'ant í genos amebianos mais puros , o 
que : foi tentado por meio de fermen taç ão separati va , de a
côrdo com a seguinte técnica : muco intestinal de gato~ri 
co em amebas , era aquecido ràpidamente e semeado em meio 
de cultura líquido juntamente com o Bac i llus myco i des . ~ 

p6s 5 sem dnas de incubação, · obtinha- se filtrado isento de 
proteínas , com reação do biureto negativa , . devida à infly 
ência dos fermentos do B . mycoides , ° filtrado receb i a , 
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após centrifugação , solução de formalina a 2% .. . O líqui 
do obtido , amarelado , foi usado em diluiç,ões a 1 : 5, 1 : 10 
e 1 : 20 , em provas intradérmicas , em 3 cães . O testemunho 
para êsse antígeno era preparado com material idêntico,oo~ 
tendo lisado de bacilos tíficos . 

Dentre os cães injetados, 2 haviam sido curados de 
amebíase, não apresentando a E h nas fezes, · respectivameo 
te há 15 dias , · e há 2 meses . O outro animal estava doen
te , , eliminando ameba há mais de 4 meses. Em todos êss e s 
3 animais , o extrato específico produziu reação em 10 a 
15 minutos, com edema e vermelhidão periférica, que perdy 
rava por cêrca de 24 horas . O extrato de contrôle não prg 
vo cou aI te raç ão . 

Bieling experimentou um terceiro tipo de antíge no , 
preparado com material de abscesso amebiano de gato , · sem 
contaminação bacteriana secundária. O conteúdo do absce§ 
so era sêco a 37° C e triturado em gral . A 0,6 g do pó 
obtido, adicionavamose 6 ml de solução fisiológica e 3 gQ 
tas de clorofórmio" sendo a mistura agitada , · com pérol a s 
de vidro , · durante 8 horas . Após centrifugação obtinha-se 
líquido claro , ~ntão empregado para as provas intradérmi
~as , no volume de 0 , 2 - 0 , 3 ml. Gatos sadios e infecta -
dos recentemente (há 5 dias no máximo) não apresenta r a m 
reações diferentes . Foram ainda injetados com êste antí
geno 5 cães , sendo 2 ' sãos , · como contrôle"e 3 que havia .m 
tido infecções amebianas intestinais durante 5, 8 e 18 m~ 
ses , e sem E h nas fezes há , . respectivamente, · 18, 24 e 8 
meses . Todos êstes 3 animais apresentaram I R positiva ao 
fim de 10 minutos com o antígeno específico , concentra d o 
ou diluído a 1 : 5. Ao fim de horas o edema diminuía e a 
reação quase se negativava em 24 horas . A ausência de re.!l 
ç i o nos 2 cães testemunhos demon~t~ou a especificidade da 
prova . 

Bieling conclu{u pela existência de alergia cutân e a 
específica , em cães " ao antígeno amebiano purificado . A
credita que a falha da prova em gatos possa ser atribuída 
à e volução rápida da moléstia nesses animais , o que não 
permitiria desenvolvimento de estado alérgico , contrària
mente ao que ocorre em cães , nós quais a ameb{ase assume 
caráter crO~lCO . Sugere finalmente que se façam experiên 
cias no homem , para esclarecer se a I ' R po de ser emprega-
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da para fins diagnósticos, · lembrando a possibilidade de 
que pessoas já curadas de longas infecções amebianas a
presentem provas positivas, a exemplo do que foi observa
do em cães. 

O trabalho de Bieling é longo e compreende o estu
do de outros problemas de menor interêsse para nós. 

• • 
• 

A revisão da literatura que vimos de fazer mostra~ 
após o trabalho inicial de Scalas (1923), no qual há boa 
indicação de que a I R possa contribuir para o diagnósti
co dà amebíase no homem, , unicamente dois outros pesquisa
dores, · Spector (1932) e Secret (1952), no espaço de 3 dé
cadas, · seguiram as pegadas daquele autor italiano e apli
caram novamente a prova intradérmica, sem contudo confir
mar os seus resultados. Outros poucos autores executaram 
a referida prova em animais infectados ou parenteralmente 
injetados com a E h, bem como com outras amebas, ob~endo 

de maneira geral resultados favoráveis, pois os animais y 
sados passaram a reag1r à injeção intradérmica dos respe~ 
tivos antígenos. 

Não existe, porém, até o momento qualquer evidência 
sôbre o real valor da I R c~mo meio de diagnóstico da in
fecção amebiana no homem. O problema é naturalmente com
plexo e está a exigir repetidos estudos. Só assim serão 
acumulados conhecimentos que permitirão, no futuro, fixaI 
se de forma definitiva o verdadeiro valor da prova intr~ 
dérmica no diagnóstico da amebíase. 

Nosso trabalho experimental, apresentado no capítu
lo seguinte, . não pretende, de forma alguma, solucionar em 
definitivo o problema, · mas representa um esfôrço cujo ob
jetivo maior é contribuir para a ampliação dos parcos co
nhecimentos existentes acêrca da I R na amebíase. Tenta
remos investigar a reação cutânea à injeção intradérmi c a 
de antígeno amebiano, relacionar seu resultado ao da pes
quisa da E h nas fezes e fixar, · se possível, . o valor da 
I R como meio diagnóstico da infecção amebiana no homem. 
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1 - AN T :I GE NOS 

A) - CONSIDERA~OES GERAIS 
I 

No que concerne ao antígeno " elemento de primordial 
importância para o estudo a que nos propusemos , devemos 
ressaltar que , desde o início , . éonsideramos as dificuldD
des de sua obtenção , em condições satisfatórias . Se,pD
ra a prova de fixação do complemento na amebíase" ainda 
não se estandardizou um antígeno adequado" apesar de ser 
ponto pacífico , desde há muito , . que , nessa protozoose, 
se produzem os respectivos anticorpós fixadores, , mais di 
fícil se nos apresentava o problem'a ; , de vez que ainda não 
está devidamente comprovado que a infecção amebiana de 
termine uma alergia cutânea específica , fato"aliás, que 
motivou em parte a presente investigação . 

Já que nossa finalidade era pesquisar a reatividade 
cutânea à E h ou aos seus produtos , impunha- se , , de pron
to " eleger a 'fonte de material antigênico . Nossa esco -
lh a recaíu naturalmente na cultura dêsse rizópode que, ' 
como é sabido , pode ser feita rotineiramente in 'vitro. ~ 
presenta , entretanto , ' certas dificuldades, o que nos le
vou a considerar a hipótese de que organismos de mais f! 
cil cultivo, como amebas de vida livre, . pudessem substi
tuir a E h e constituir~se em fonte de material adequado 
para o preparo de antígeno . Essa idéia nos ocorreu de i 
mediato por dispormos no laboratório de uma ameba de vi-
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da livre , a Endamoeba moshkovskii (Tshalaia , 1941) - que 
doravante designaremos por E m - por nós isolada de mate
rial de esgôto (Amaral &- Azzi Leal " 1949) , que desde mui , 
tos anos vimos ~ antendo em cultura com particular facili
dade , , mesmo à temperatura ambiente . A semelhança morfolg 
gica dêsse organismo com seu congenérico a E h é marca d a 
(v . figura n Q 1 , pg . 43), s :endo necessárias provas bioló
gIcas para que se possa diferenciá-los . Tal fato consti 
tuía boa razão para que pusessemos em prática nossa idéi~ 
dado que muitas vêzes à semelhança estrutural corresponde 
semelhança antigênica . 

No capítulo anterior foram considerados trabalhos ~ 
evidenciaram , in ' v i tro , por meio de provas de fixação de 
complemento e outras , ' bem como in v i ':" 0 pela I R, que am~ 

bas parasi tas ou não, em geral , · são dotadas de capacida
de antigênica . Tais provas possibilitaram , ainda , o co -
nhecimento das relações do ponto de vista antigênico en
tre diferentes protozoários de vida livre ou não . Com re
ferência a êsse assunto será oportuno fazer nova alusão , 
ainda que breve , · ao trabalho de Heathman (1932) . Essa ay 
tora , recordemos . investigou a ação em coelhos das segui~ 
tes amebas injetadas por via parenteral :' E h , Chaos dif 
fluens , Polychaos dubia, Mayorella bigemma, Flabellula ci 

tata , Flabellula myra e Mayorella conipes . Tôdas elas~§ 
traram capacidade antigênica , a julgar pelo resultado de 
diferentes provas imunológicas (fixação de complemento, pr~ 
cipi taç ão e I R) . Animai s inj etados com E h reagi ram à 
inoculação intradérmica de antígeno de F . citata mas não 
ao de F . myra , embora antígeno desta determinasse reação 
cutânea nos coelhos imunizados com F . c i ta ta . Animais iQ 
j etados com F . ci ta ta mostraram pequena reação com extra
to de E h . Os resultados dêsses testes cutâneos concord~ 
ram com os de fixação do complemento , · indicando a existêg 
cia de reações cruzadas entre a F . citata e a F . myra e 
entre a E . h e a F . ci tata . Não havia , porém , semelhanç a 
imunológica entre a ameba patogênica e a F . myra . 

A observação ora relatada constituíu apôio para nos 
so desejo de praticar a I R no homem com antígeno de am~ 

ba de vida livre , a E m. Com efeito , se Heathman verifi 
c ou comportamento antigênico semelhante entre a E h e a 
F . c i tata , pelo menos te~ricamente nó~ dispónhamos de i 
gual ou maior probabilidade de verificar situação semel~l 
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te entre a E h eaE m, em vista de serem elas morfologica
mente indistinguíveis. Como já dissemos, à identidade e! 
trutural corresponde muitas vêzes constituição antigênica 
semelhante. Essa é apenas uma boa hipótese que pode não 
confirmar-se na prática. Lembre-se a propósito o também 
já citado trabalho de Menendez (1932), que, experimental
meate"em coelhos, observou escassa semelhança a~tigênica 
entre a E h e a Endamoeba barreti por meio de várias pro
vas (fixação de complemento" precipitação, amebólise e.I 
R); entretanto, - como se sabe" a E h e a E. barreti são 
morfologicamente semelhantes . 

De qualquer forma, -porém, forçoso é reconhecer que 
nosso propósi to de ensaiar o preparo e aplicação de antí
geno dé ,SIJI.:rp:esentava" desde logo" um objetivo" qual seja" 
o de verificar as eventuais relações antigênicas daque I a 
ameba com a E h, objetivo justificado por dados científi
cos, como o observado por Heathman (1932) relativamente à 
semelhança imunológica de amebídeos diversos . ~ claro ~ 
a procura das referidas relações poderia ser fei ta por meio 
de diferentes provas imunológicas, , nas quais se incluía a 
própria I R. A adoção desta prática se impunha"obviame~ 
te, em vista das finalidades do nosso trabalho , Ao que ' 
parece, a execução da I R com extra,to de amebas de vida li 
vre nunca foi tentada no homem. A ela fomos levados, - não 
pelo aspecto de originalidade, mas, sobretudo, , pelo in te
rêsse da questão" ao qual nos referiremos daqui a um ins
tante . Por ora, não nos parece demais insistir que o el~ 

mento base de presunção de possíveis relações antigênicas 
entre a E m e a E h é a semelhança morfológica . 

Não cuidamos, evidentemente, que a E m pudesse para
sitar o homem e que, como conseqUência, ' determinasse a e
laboração 'de anticorpos específicos reveláveis pela prova 
cutânea ou outra qualquer. Mesmo que essa ameba ubiqUit§ 
ria,como o é"e bastante resistente , fôsse ingerida pelo 
homem"a exemplo do que pode ocorrer com outros organismos 
di to's coprozóicos, não haveria entre' a E m e os tecib do 
hospedeiro o contato íntimo e prolongado indispensável PD 
ra o estímulo à elaboração de anticorpos . Aliás, já ten~ 
tamos implantar a E m em intestino de animal, injet~ Qj 
tura dessa ameba, ' por via intrace~ , em cobaias. Nossa e! 
perimentação mostrou que a sobrevida da E m, no conteúd o 
cecal da cobaia, limitava-se a 48 horas apenas , ' e,tomo~ 
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ra de se esperar , ' a mucosa nunca foi invadida , , nem mesmo 
no local ferido pela injeção inoculadora (Azzi Leal & A
maral , : 19 50). 

Isto pôsto, digamos que ,' se o estudo das relações i 
munológicas da "E m e da E h concluisse por uma semelhan 
ça antigênica entre as duas amebas , · isto é " se ficasse W 
sitivada a possibilidade do extrato antigênico de E m 
se unir ao anticorpo da E h . seríamos levados à interes
sante perspectiva de poder substituir esta por aquela no 
preparo de antígenos aplicáveis não só à prova cutílrEa c2 
mo a outras , · v.g • • a de fixação do complemento ; a decor 
rência prática de um tal proceder se compreende , sem es
fôrço" ao atentar- se para a já referida facilidade com 
que se cultiva a E m. 

Pois bem, ,· tendo presente os diversos fatos que aca
bam de ser assinalados, · foi que demos início às nos~ in 
vestigações com material de cultura de E m. para poste -
riormente fazer as diversas provas com antígenos de E h , 

O preparo de antígeno dessas duas amebas foi reali~ 
zado a partir" de culturas plH nós isoladas e mantidas in 
vitro de acôrdo com as indicações que se seguem , 

B) - CULTURAS DE ENDAIIOEBA H 1-5 TOLYTICA 

É sabido que as cul turas de amebas po'.dem ser fei tas 
a partir de fezes contendo trofozoítos ou cistos , As 
nossas foram feitas a partir dêstes últimos , A semeadu
ra dos cistos , segundo Amaral (194.4) , deve ser feita de 
diferentes modos , de acôrdo com Os fins que se têm em 
m1ra . Se a finalidade. única é a de diagnóstico , inocu 
Iam- se as fezes puras nos meios de cultura. Para a ob -
tenção de material de antígeno " entretanto , ' é de tôda a 
conveniência a semeadura de cistos bem lavados " de modo 
a diminuir ou impedir o crescimento de o.lJtros micro-org~ 
n1smos encontrados nas fezes , os quais iriam tornar pre
cário , ou entravar o desenvolvimento das amebas . Com e
feito , a inoculação de fezes puras , ' sem qualquer trata
mento prévio , nos meios de cultura, nunca dá resultado s 
constantes e satisfatórios, pois o material fica altameQ 
te contaminado pelo crescimento de bactérias intestinais 
e de Blastocystis hominis . 
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DilUitJe disto , submetíamos o material a ser cul tiva do 
ao seguinte tratamento : uma parte de fezes contendo cis
tos de E h era misturada com 10 partes de água destilad~ 
sendo depois essa suspensão coada em gaze dobrada em qu~ 
tro ou em tamis metálico com 80-100 malhas com cm 2 , rec~ 
bido o material em cálice de sedimentação . 

Ao fim de três horas, transferiram-se por me10 de 
pipeta cêrca de 2 ml de sedimento para tubo de ens~loox 
13 mm . O material era lavado em água destilada por cen
trifugação , a 2 . 000 r . p . m. , até que o sobrenadante se a
presentasse limpo (duas a quatro operações de 5 minut o s 
cada) . Enchia-se o tubo contendo o sedimento final lav§ 
do com solução de ácido clorídrico normal " e , após agit~ 
ção manual, centrifugava-se uma vez, nas mesmas cond~ões 
anteriores . Finalmente , o sedimento , após ser lavado por 
centrifugação, três vêzes em água destilada , para retir§ 
da do ácido clorídrico, · estava pronto para ser semeado. 

O meio de cultura empregado foi o de Amaral (1945), 
meio êste que , · desde muitos anos, vem-se mostrando intei 
ramen te sa tisfatório para tal propósi to e que apresen ta, 
entre outras, a vantagem de ser l{qUido , . o que facili t a 
as manipulações para preparo do antígeno . Cada tubo de 
120 x 15 mm , contendo 5 ml do meio de Amaral , recebia u
ma pitada de amido de arroz em pó , esterilizado . O mat~ 
rial contendo cistos , previamente tratado como já foi de"§ 
cri to , era adicionado ao meio de cultura e incubado a 
37° C. Os transplantes (1 ml) eram feitos com pipeta c~ 
da 48 hor~s , e , geralmente , ao fim de 4-5 repiques, as a
mebas se adaptavam ao meio e mostravam bom crescimen~ ~a 
zia-se , então, novo contrôle diagnóstico , pelo exame de 
preparados corados pela hematQxilina férrica . Algumas ~ 

mostras foram desprezadas devido ao crescimento de Blas 
tocyst i s hominis ou de amebas tipo Hartmannella . concomi 
tantemente com a E h. 

Foram assim isoladas e selecionadas para o presente 
estudo quatro cêpas de E h : · 11. 302 , IPC, Ha> e JS . 

Será oportuno referir que certos autores admitem ~ 
diferentes cêpas de E h se comportam imunológicamente de 
forma semelhante , de sorte que qualquer cultura daque
le rizópode seria fonte de material para o preparo de a~ 
tígeno satisfatório . ç' propósi t o , a inda H 
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ma vez Menendez (1932), que verificou a semelhança antig~ 
nica de 6 diferentes amostras de E h. Outros investigadQ 
res , pelo contrário, acredi tam na necessidade do emprê g o 
de antígenos polivalentes , baseados principalmente em re
sultados de provas de fixação do complemento (Bozicevich, 
1951 L 

De qualquer maneira, seria mais recomendável que, p~ 

ra a feitura de nossos antígenos , empregássemos várias c~ 
pas para contar com maiores probabilidades de êxito, caso 
exista , realmente, variação de antigenicidade em diferen
tes amostras de E h. 

No nosso caso, utilizamo-nos das 4 cêpas acima refe
ridas , Duas delas (11, 302 e HCO), oriundas de pacient e s 
com sintomatologia que se poderia atribuir à amebíase , e
ram constituídas por amebas grandes , cujos cistos media m 
mais que 10 micra de diâmetro , Consignamos êste pormenor 
porque certos autores, e Brumpt entre êles , acreditam que 
o poder invasivo da E h tem relação com seu tamanho; as 
raças grandes teriam poder patogênico acentuados , As ou 
tras duas cepas (JS e IPe) eram originárias de portadores 
aparentemente sãos e seus cistos tinham cercÇ). de 8 mic r a 
de di âme tro , 

Acreditamos que as amostras de E h, por n6s seleci2 
nadas, embora em pequeno número , ' representando diferentes 
tipos morfol6gicos e quiçá antigênicos, constituíam mate
rial adequado para preparo de antígeno, 

Logo que as amebas se mostravam adaptadas à cultura , 
faziam-se repiques , de maneira que , de cada tubo, fôsse m 
obtidos ·2 ou 3 novos , Assim , em alguns dias ,· dispúnhamos 
de dezenas de tubos de cultura que , ap6s incubação, . forn~ 

ciam o material empregado no preparo de antígeno , Embor~ 
haja uma certa variação no crescimento e reprodução da 
E h in vitro , as cêpas isoladas se desenvolviam, de manei 
ra geral , satisfatoriamente , como se verificava ou pelo 
exame direto dos tubos ao microscépio,ou pelo de uma gô
ta de material em lâmina , Em algumas contagens por n6s 
executadas encontramos cêrca de 250,000 amebas por ml do 
me10 de cultura com 48 horas de crescimento o 

Ao terminar estas considerações sôbre as culturas ge 
Eh que serviram de fonte para o nosso antígeno amebiano , 
devemos assinalar que , em provas preliminares, tenta mos 
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obter um antígeno mais puro, - a partir de cistos daquela! 
meba, os quais podem ser completamente desembaraçados das 
bactérias que a acompanham na cultura . Para isso, procu
ramos cultivar cêpas de E h de acôrdo com as recomendaç&B 
de Stone (1935) . Entretanto, em vista da precariedade com 
que conseguimos o encistamento, - as tentativas para obter 
antígeno a partir de cistos foram abandonadas . 

C) - CULTURAS [ iE ENDAMOEBA MOSHKOVSKI I 

As culturas de E m empregadas foram as mesmas que há 
muito mantemos no laboratório, isoladas de material de e~ 
gôto (Amaral & Azzi Leal , - 1949) . O meio -de cultura adot§. 
do é o de Amaral (1945), e a temperatura , a 'wMiente, - condi 
ções que permitem, a êste rizópode de vida livre , desen -
vol vimento exuberante . Os repiques podiam:-I ser fei tos a 
grandes intervalos , cada 20, 30 ou mais dias , mas , c o mo 
norma , -neste estudo , - fizemo-los uma vez por semana . No 
laboratório , contamos com duas cêpas de E --. uma oriun d a 
de efluente de esgôto clorado e outra de lôdo digerido. NãP 
encontramos qualquer elemento de natureza morfológica que 
permitisse distinguir essas duas amostras . 

O preparo de dezenas de tubos de cultura de E m se 
fazia fàcilmente . O crescimento dessa ameba é mais regu
lar do que o da E h. 

O cultivo de E m e de E h diferia , portanto,no int~ 
valo entre os repiques e na temperatura . 

, , 
D) - TECNICA PARA O PREPARO DOS ANTIGENOS DE PROVA 

Dezenas de tubos de cul tura de E h ou de E m eram e!!, 
preéados no preparo dos respectivos antígenos . Dentre as 
várias técnicas possíveis , adotamos a que será descrita a 
seguir e que foi a mesma para ambas as amebas . Após incy 
bação adequada , tubos em igual número , - das diferentes cê~ 
pas , eram submetidos a leve agitação manual para suspen -
der o material sedimentado , - mais rico em amebas . O con
teúdo era então transferido para tubos com capacidade de 
50 ml , que _eram levados ao centrifugador por 10 minuto~ -a 

2 . 000 r - p , m_, Após remoção do sobrenadante por meio de p! 
peta , o sedimento era lavado duas vêzes em sôro fisiológ! 
co , nas mesmas condições anteriores , isto ~, por 10 minu-
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tos a 2 . 000 r . p . m. O sedimento final recebia pérolas de 
vidro e solução de mertiolato a 1 : - 10. 000 em sôro fisio -
16gica, na proporção de 1 ~1 para cada 6 tubos de cultu
ra ; o motivo da escolha desta proporção será explicOCb mais 
adiante . D tubo fechado com rolha de borracha foi , - nas 
primeiras tentativas, · submetido à agitação manual" dià -
riamente , por cêrca de 5 minutos . Verificamos " entretan 
to , ' pelo exame microsc6pico , que tal método era inadequ~ 
do , pois " ap6s 6 dias , · restavam ainda íntegvos muitos oor 
pos amebianos de E m. Passamos , então , a empregar a agi 
tação em aparelho elétrico, de Boerner & Mudd , - conseguiu 
do , - para as duas espécies de endameba , - desintegração cow 
pleta"o que viria assegurar melhor extração de antígen~ 
A agitação era feita diàriamente durante 30 minutos até 
totalizar duas horas . Fora dêsse período, " material per 
manecia em estufa a 37 0 C, da qual era retirado ao fim 
do 8g dia , - sendo e~tão centrifugado por 10 minutos a 2.000 
r . p . m. , e finalmente filtrado . Se a quantidade a filtrar 
era grande (8-10 ml), ' emp~egava-se o filtro Seitz esteri 
lizante montado em frasco de Kitasato ligado a uma trom
pa de água durante cêrca de meia hora . Quando a quanti 
dade era menor fazia-se a filtração em micro filtro de 
Seitz (tipo Swinny), adaptado a uma seringa de vidro de 
10 ml . Com isto " obtivemos o que designamos por antíge
no A, 

Preparavamos outro tipo de antígeno que diferia do 
p~imeiio ~elo fato de que o sedimento final das cultura~ 
lavado , era sêco no vácuo à temperatura ambiente . O p6 
era tratado da mesma maneira que o sedimento das cultu ~ 

ras utilizado no preparo do antígeno anterior , - isto é,a 
adição de mertiolato , a agitação da mistura , a perman~n -

. cia para extração na estufa e a filtração se faziam co 
mo para o antígeno A. 

Po~ qualquer dos dois processos anteriores , o antí
geno obtido era límpido e incolor , comparável , no aspec 
to ,' ~ água destilada o O antígeno era conservado à templ'} 
ratura de 3 ~ 5°C , em frascos - ampola esterilizados . 

.. : 
Os primeiros antígeno,~ obtidos foram os de E m , ,: om 

os quais demos início a u~a série de experiências preli 
minares " indispensáveis ao encaminhamento da investigação. · 
Verificamos , por intermédio delas , que o antígeno em que 
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o sedimento era sêco no vácuo, quando injetado intradérmi 
camente em vários voluntários, , não produzia, - via de regr~ , 

qualquer reação ; o contrário acontecia com o antígeno A. 
Em vista de tal verificação , -nosso estudo prosseguiu uti
lizando , unicamente" êste último antígeno e tod~s os nos
sos resultados a êle se referem . 

Passaremos" agora , a encarar a questão há pouco alu
dida, ' qual seja a da determinação do volume de líquido e~ 
trativo a ser empregado, - questão básica , ' pois a intensid! 
de das reações cutâneas" em um mesmo indivíduo" dep 'erde da 
capacidade antigênica do material inoculado ; esta, ' por MO 

turno deve guardar relação com a concentração do substra
to em têrmos do número de corpos amebianos em um dado vo
lume, desde que se admita que é nêles e não fora dêl5 que 
se encontra a substância ativa • • 

Se a contagem das amebas era factível " utilizand~pr 

exemplo, métodos e instrumental semelhantes aos usados na 
hemocitometria , podia-se, em uma primeira aproximação me
nos rigorosa mas de al,cance prático imediato, ' admitir que, 
sendo empregadas culturas mais ou menos uniformes , fôsse 
o número de amebas" dentro de limites razoáveis de varia
ção,proporcional ao número de tubos de cultura emprega
dos. Aceitamos êste último princípio, · e, na caracteriza
ção do critério de uniformidade, , procedemos da forma se
guinte . 

De cada partida , separávamos os tubos de cultura que 
mostravam bom desenvolvimento, julgado pelo exame micros- , 
c6pico direto do tubo, , ou de uma gôta de cultura em lâmi
na ; nesta última eventualidade considerava-se sati~fat6 -
ria a presença, , em média"de 10 amebas por campo tocular 
5, -obj. ' 10). Esta seleção era feita somente para os tu
bos de cultura da E h, pois, ' para a E m o crescimento se 
fazia com mais regularidade"como vínhamos observando de§ 
de há anos; obtendo- se cêrca de l 'S amebas por campo nas cog 
dições indicadas. 

Pois bem, ensaios preliminares consistentes em inje
tar intradérmicamente antígenos com concentrações variá -
veis em voluntários que se prestaram a tais provas, mos
traram que, - em geral, , o emprêgo da proporção de 1 ml de 
mertiolato para o sedimento de cada 6 tubos de , cultura de , 
E m ou de E ,ri conduzia, - em geral, a extratos amebianos si , 
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tisfatórios,quando julgados em têrmos da intensidade da 
reação positiva, . porventura por êles provocada. 

Como últimos pormenores, salientamos : 

a) - qualquer antígeno só era empregado após compro
vação de sua esterilidade para germes aero e a
naeróbios ; neste particular, . a filtração adota
da sempre demonstrou ser eficiente ; 

b) - o pU dos extratos variava de 6,9 a 7,3, próxi
mos aliás do pU do meio de cultura usado (7,2) ; 
tais determinações foram feitas com o grau de 
precisão suficiente, · por meio do papel indica
dor universal de Merckj ' 

c) - utilizando sempre as mesmas cêpas e idênt~~ m~ 
nipulações técnicas, . preparamos 7 partidas de 
antígeno de E m e 8 de E h. as quais são numer§ 
das por algarismos romanos ; a despeito destas 
precauções, veremos que os antígenos correspon
dentes às diversas partidas , quer da E m ~r da 
E h . não apresentaram sempre reações concordan
tes, ' o que su~ere . · desde logo, ' que , · como era a
té certo ponto previsível, a capacidade antigê
nica não deve ser função unicamente do númerore 
corpos amebianos, devendo estar envolvidos fatQ 
res outros ainda desconhecidos ; o estudo de tal 
problema poderá eventualmente fornecer melhores 
conhecimentos sôbre o assunto, permitindo a ob
tenção de antígenos com atividade mais rigida
mente padronizada ; 

d) - não nos foi possível, · nas condições em que rea
lizamos êste trabalho, · fixar o período de con -
servação da potência do antígeno ; podemos ape
nas mencionar que, durante o prazo de utiliza~ 
ção de cada uma das nossas partidas , · prazo êste 
que se extendeu, · variàvelmente de 1 a 2 meses , ' 
não ocorreram diferenças preceptíveis de compor 
tamento em cada uma delas . 

, 
E) - ANTIGENO TESTEI/UNHO 

No {nício de nossos trabalhos, . usamos,para contr6le 
das I R,o próprio veículo empregado para a extração do 
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antígeno " isto é" a solução de mertiolato a 1 : 10.000 em 
sôro fisiológico . Posteriormente, passamos a usar um 
testemunho mais adequado a uma experimentação do tipo da 
que estavamos levando a efeito, ' qual seja o extrato das 
bactérias que acompanham as amebas nas culturas. 

Embora , , como já referimos , · nossos experimentos te
nham sido iniciados com antígeno de E m. o testemunho b~ 
teriano primeiro empreg~do foi obtido a partir dos ger
mes associados à E h . Este proceder " que poderia pare
cer paradoxal , . encontra sua justificativa numa questão de 
facilidade técnica , · consistente em que a simples perma -
nência dos tubos de cultura" de E h em temperatura ambieu 
te assegurava , na maioria dêles , a obtenção de material 
em que somente conservavam vitalidade os germes associa
dos " o que era fàcilmente comprovado por seu transplante 
para o próprio meio de Amaral . O fato acima apontado ~ 
ocorria no caso da E m pela razão evidente de desenvol
v ~T - se rl êste rizópode em temperatura ambiente. Neste ca 
so , o recurso empregado foi o de isolar os germes ae~ : e 

e anaeróbios pelas técnicas bacteriológicas habituai~ prQ 
cesso , aliás . estendido ao isolamento da flora associada 
à E h . 

Isolados os germes , eram êles misturados, . desde que 
provenientes de uma mesma cêpa, . e cada uma das 6 mis t~ 

assim obtidas - correspondentes a quatro amostras de E h 
e as duas de E m - cultivadas no próprio meio de Amaral . 

Repiques sucessivos garantiam o fornecimento de ma
terial necessár i o ao preparo dos testemunhos, · seguiob ~ 
nica em tudo análo g a à empregada na preparação dos antí
genos de prova ; visava-se, com isso " que o testemunho b~ 
teriano e o antígeno de prova diferissem " tão sõment~p~ 
la ausência naquele de extrato amebiano . 

Queremos, finalizando esta parte , deixar consignado 
que os trabalhos de bacteriologia revelaram o seguinte ; . 

, 
CULTURAS OBTIDAS DOS GERMES ASSOCIADOS A E . HISTOLYTICA 

CÊPA IPC ; 

DIPLOCOCOS GRAM-NEGATIVOS. 

cocos GRAM - POSITIVOS ( ESTAFILOCOCO ?) . 

COCO - BACILOS GRAM - NEGAT I VOS E FORMAS FILAMENTOSAS . 
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BACILOS GRAM-NEGATIVOS . 
• DIPLOCOCOS GRAM-NEGATIVOS , GRANDES . 

BAC ILOS GRAM - NEGAT IV OS J MA IS OU MENOS FINOS , 

COCOS GRAM - POSITIVOS . EM CACHOS ( ESTAFILOCOCO ?) . 

BACILO ANAERÓBIO, ESPORO TERMINAL, OVAL. , 
BACILO AEROBIO, GRA M-NEGATIVO, 

CÊPA 11.302: 

CÊPA JS : 

~ 

CEPA HCO; 

BACILOS GRAM-NEGAT IVOS 1 FORMAS FILAMENTOSAS. 

BACILOS GRAM - NEGATIVOS, CURTOS E FORMAS FILAMENTOSAS . 

BACILOS- GRAM-NEGATIVOS , PEQUENOS. 

BACILOS GRA"! - NEGAT IVOS, GRANDES E PEQUENOS . 

BAC ILOS GRAM - NEGATIVOS ;> CURTOS E FORMAS FILAMENTOSAS . 

BACILOS GRAM-NEGAT IVOS. PEQUENOS. 

COCO-BACILOS GRAM - NEGATIVOS . 

BACILOS GRAM-NEGATIVOS, MAIS OU MEN'ÜS FINOS . 

COCOS GRAM-POSITIVOS~ EM GRUPOS REGULARES (Sarc i na?). 
BACILO ANAERÓBIO .. ESPORO TERMINAL , OVAL . 

COCO - BACILOS GRAM-NEGATIVOS. 

BACILOS PEQUENOS GRAM-POSITIVOS ( DIFTERÓIDE ?) .. 
COCOS GRAM - POSITIVOS , EM FORMA TETRAGENICA . 

COCOS GRAM-POSITIVOS, EM CACHOS (ESTAFILOC OCO? ) , 

DIPLOCOCOS GRAM-NEGATIVOS . 

COCOS GRAM - POSITIVOS , CROMOGÊNICOS (Sarcina áurantiaca?), 
BACILOS PEQUENOS GRAM-POSITIVOS (DIFTER6IDE?). 

BACILOS ANAERÓBIOS, ESPORULADOS, GRAM-POSITIVOS , COAGULANDO - , 
O LE ITE COM FRAGMENTACAO DO COAGULO PELA ABUNDANTE FOR 

I I 

MApO DE GAS (Cl. per fringens) •. 

BACILOS PEQUENOS GRAM-POSITIVOS . 

BACILOS PEQUENOS, GRAM-NEGATIVOS . 

BACILOS LONGOS, FILAMENTOSOS. GRAM-POSITIVOS. 

BACILOS LONGOS, FILAMENTOSOS, GRAM-NEGATIVOS . 

COCOS GRAM-POSITIVOS , EM CACHOS 

BACILOS GRAM-NEGATIVOS, FINOS, DELICADOS E CURVOS . 

BACILOS GRAM-NEGATIVOS. FINOS E LONGOS. 



- 41 -

BACILOS ANAERóBIOS, ESPORULADOS, GRAM-POSITIVOS, COAGULAN 

DO O LEITE COM FRAGDNTAç10 DO COÁGULO PELA ABUNDAN

TE FORIIAÇÃO DE GÁS (Cl. per Ir ingens?) • 

CULTURAS OE:nDAS DOS GERMES ASSOCIADOS À E . MOSHKOVSKIl 

cÊPA LÔOO DIGERIDO DE ESG6ro: 
, 

BACILOS GRAII-POSITIVOS, AEROBIOS < ' 

BACILOS PEQUENOS, GRAN-POSITIVOS, PROV~VELNENTE DIFTER~IDE . 
BACILOS ANAERóBIOS, ESPORULADOS, GRAM-POS IT IV OS , COAGULA~ 

DO O LEITE COM ~NTAÇÃO, DO CoÁGULO PELA ABUNDANI'E Ff!l 

IlAçÃo DE GÁs (CI . 'perfr~s). 

CÊPA ESGÔTO CLORADO : 

BACILOS GRAII-NEGATIVOS, CROIIOGfNICOS. COM PIGMENTO AMARELO. 

BACILOS GRAII-NEGATIVOS . ' 

COCOS ORAM-POSITIVOS, CROIIOGtNICOS, COII PIONETO AMARELO • . 

BACILOS ORAII-NEGATIVOS, ALGUNS CURTOS. OUTROS LONGOS E FOR 

MAS FILAMENTOSAS . 

' BACILOS ORAII-POSITIVOS. PEQUENOS {DIFTERÓIDE') , 

BACILOS ANAERÓBIOS, ESPOR ULADOS , GRAM-POSITIVOS, COAGULAN

DO O LEITE COM FRAGMENTAÇÃO DO COÁOULO PELA ABUNDANTE 

FORMAÇÃO DE GÁs (CI. ' perlrinlens?). 

2 , - 'TÉCNICA DAS :INTRADERMO-REAÇÕ:ES :E 

LEITURA DE SEUS RESULTADOS 

As injeções eram feitas por via intradérmica na dose ' 
de 0 , 1 ml com seringa de 1 ml graduada em centésimosou d~ 
cimos f L agulhas de 10 x 5/10 mm . " O local elei to foi a f! 
ce anterior do antebraço" fazendo'-se • . por vêzes ,. no mesmo 
antebraço , , duas ou mais provas simultâneas , de , acôrdo com 
o número de antígenos empregados " mantendo ~ se , ' porém ,. a 
maior distância possível entre as injeções , ' para evita r . 
dificuldades na leitura dos resultados " decorrentes da 
confluência de reações ,' se positivas ; as inoculaç{, es do. 
ou dos testemunhos eram feitas no mesmo antebraço ou no 
ou tro" , de acôrdo com as condições de cada caso .' 
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Na parte referente à leitura da I R tivemos qe nos 
defrontar com os dois problemas clássicos atinentes a 
questôes análogas, quais sej~;o do momento da realização 
da leitura e o do encontro de um critério classifica d o r 
dos resultados observados. Embora dispuséssemos de co
nhecimentos estabelecidos em casos análogos de alergia i~ 
fecciosa, é natural que nossa conduta se baseasse em da~s 
colhidos através de experiências com o próprio antígeno em 
estudo. Pois bem, no que diz respeito ao momento da lei
tura, ,nossas observações mostraram que, ' em reduzido núme
ro de casos, ' aparecia dentro de 20 minutos no máximo" co~ 
tados a partir do instante da feitura da prova ; uma rea
~ão do tipo imedia~o, consistente numa zona eritemato~ em 
torno do botão dérmico do qual . emergiam prolongamentos em 
pseudópodes; tal reação, - em geral, desaparecia ràpidamen
te e era ou não acompanhada de reação tardia, Cedo, po
rém, convencemo-nos de que, · a exemplo, - do que acontece na 
grande maioria das provas cutâneas de alergia infecciosa, 
é à reação tardia que devemos atribuir significado. Est~ 
que se iniciava cêrca de 3 horas após a injeção, consis -
tia em uma área eritematosa localizada em tôrno do pon to 
injetado, com dimens&es variáveis - a distincia dos 2 p02 
tos mais afastados atingindo em casos extremos 9 a 10 em 
! acompanhada, por vêzes, · de edema (v , figura n Q 2, pg , 4~ 
Estes fenômenos atingiam o máximo de intensidade ao fi m 
de 20 a 24 horas. A reação desaparecia ao cabo de cêrca 
de 24 a 48 horas, contadas a partir do seu acme, deixando 
nos indivíduos de pele clara , · por poucos dias, pequena ma!! 
cha pardacenta, 

Quanto à catalogação dos resultados das I R,o me
lhor critério, - devido à sua objetividade e facilidade, é 
o da extensão da zona eritematosa, medida pela distinci a 
entre os dois pontos mais afastados , Se se pretendesse , 
como é habitual , enquadrar em certo número de grupos as 
diversas medidas -obtidas , ter ~ se-ia naturalmente de esta
belecer normas para a distinção dêstes grupos o No nosso 
caso esta tarefa se .simplificava, · pois a dicotómização dos 
resultados em positivos (+ ) e negativos (-) foi a ún i~ 

ca subdivisão julgada condizente com a . natureza e finali 
dade da pesquisa , verdadeira exploração do terreno , Com 
isto , restava , antes de tudo . - estabelecer o limite infe 
rior da zona eritematosa acima do qual a reação seria cog 
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a b c 

Fig. 1 - Microfotografias de E. trI081&kot1d;ii, em cultura. Colol'llçio pela hema

toxilina férrica. 
a e b: Trofozoítos com um núcleo (x BOO) e com dois núcleos (x.1200) 
c: Cisto com dois núcleos visíveis e corpos cromat6ides (x 12(0). 

Fig. 2 - Fotografia da face anterior do antebraço com duas intrarier
mo-reaçôes. 
A esquerda: reação a antlgeno de E. m08hkoV8kii. 
À direita: forte reação a antígeno de E. hi8tolytica. 
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siderada positiva . Observaç5es por n6s realizadas , ' con ~ 

cernentes em especial às reaç5es provocadas por injeção in 
tradérmica do te~temunho " levaram-nos a fixar em 5 mm o 
referido limite inferior . Do próprio modo como foi est~ 

belecido , segue que Sste valor , ' por si .ó.' nio devia ser 
considerado como um critério absoluto que invariàvelmente 
permi tisse enquadrar um resul tado no grupo dos posi ti vo s 
ou no grupo dos negativos . Sempre que uma reaçio se mani 
festava por um eritema com dimensio muito próxima de 5 mm , ' 
havia de nossa parte relutância em consigná-lo a um ou oy 
tro grupo . Em tais circunst âncias lançamos ·mão de me10S 
auxiliares , ' como , por exemplo " a presença de edema . Em 
certos casos , entretanto , , por maiores que fôssem os esfor 
ços dispendidos " nio era possível enquadrar o resultado num 
específico grupo e éramos forçado a assinalá-lo como duv! 
doso (± L , Isto acon teceu em 6 das 153 provas (3 , 92%) r~ 
lizadas com antígeno deE m , em 10 das 156 provas (6 , 41%) 
reaiizadas com antígeno de E h, e ,' conseqUentemente , em 16 
das 30rL p rovas (5 , 17%) a que se submeteram os nossos 141 
pacientes (v . tabela I " pg . 52 a 58) . 

Encerrando estas consideraç5es " assinalemos " ainda " 
os ~eguintes fatos de interSsse . As injeç5es eram pouco 
dolórosas , , exceção feita da realizada com o testemunho de 
mertiolato que provocava sensaçio fugaz de ardor , Os pa
cientes nio acusaram febre ou qualquer perturbação geral . 
Nas reaç5es muito intensas . , havia , no local , - calor , dor 
espont ânea , exacerbada pela p r essio e , por v ê zes , ' prurido o 

oi , oi 

3 - DIAGNOSTICO COPROLOGICO DA AMEBIASE 

Seria indispensável para nossa tese que conseguísse ~ 

mos elevado padrão no diagnóstico da ameb í ase , ' pois " se 
um nosso objetivo era c onhecer o v alor da I R na diagnose 
dessa mol í s t ia " o sucesso d ês se propósito dependia estri 
tamente da classificação dos pacientes em amébicos e não 
amébi c os .' por meio de métodos de comprovado valor . Só as 
sim ,poderíamos contar com bas e segura para avalia r o mer! 
to da pro v a intradérmica , Elegemos como método diagn6st~ 
co da ameb i ase o mais convincente e mais largamente emprg 
gado , ' que consiste em pesquisar a E h nas feze s ;' Indiví
duos c om e sem sintomatologia da moléstia foram estudados 
cuidadosamen t e , Como , ' em geral dispuséssemos de pa c ientes 
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emitindo fezes formadas, ' encontrávamos, normalmente, nos 
casos positivos, cistos da ameba patogênica. 

Ao procurarmos fixar um esquema diagnóstico " tivemos 
em vista as falhas da pesquisa do parasita nas fezes" fa
lhas que tentamos anular ou tornar desprezíveis . 

Os seguintes fatos foram considerados atentamente: 

lQ - ~ eliminação dos cistos não se faz com regulari 
dade, estando, , parece, ', sujeita a ciclos; seu nú
mero, , nas fezes de um portador, , foi estudado por 
Kofoid et aI. (1919),variando de 330.000 a 
45.000 . 000, por dia, durante os 26 dias em que 
foram feitos os exames; 

2Q - a distribuição da E h não é homogênea na maté -
ria fecal, ' podendo as amebas estar ausentes em 
certas porções e ser numerosas,em outras ; êste 
fator é de importância, dada a pequena quantid~ 
de de material usado nos exames; 

3Q - a E h pode ser confundida com relativa facilid! 
de com outros parasitas existentes nas fezes. 

As falhas ocasionadas pelo lQ e 2Q fatôres são oomoD 
ta, e, desde há muito, se vem tentando vencê-las" seja p~ 
la repetição, . em dias diferentes, ' dos exames de fezes, · s~ 
ja pelo emprêgo de métodos de enriquecimento. Entre ês
tes,citemos o de Faust e colaboradores (processo da cen
trífugo-flutuação em solução de sulfato de zineo),de lar 
go emprêgo, por suas notórias vantagens. 

Apesar de sua eficiência" um só exame por tal método 
revelou, entre nós, . na experiência de Amaral . e tal. (1947), , 
apenas cêrca de 50% dos comprovadamente parasítados pela 
E h. 

A repetição dos exames negativos em dias sucessivos 
tem contribuído para atenuar as falhas do exame único. O 
número de vêzes que o método de Faust 4t aI . deve ser r~ 
petido , nos Casos negativos, ' para que o resultado seja de 
aI to valor diagnóstico e retrate com maior fidedignida d e 
a ~revalência da amebíase" tem sido objeto de discussã o, 
e, ' sôbre o assunto, ' perduram ainda discordânciasentre os 
autores. De um modo geral, , podemos tomar como 6" em mé
dia" o número de tais exames exigidos por vário's estudio
sos, dentre os quais se alinham, com sua larga expe r iên -
cia, , Faust (1941) e Amaral êt aI. (1947) . 
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Além da repetição " existe outra prática que melho r a 
sensivelmente o rendimento do exame de fezes . Consiste ~ 
la em provocar artificialmente a emissão de fezes liqUef~ 
tas ou diarréicas , nas quais as formas trofozoíticas são 
encontradas com maior freqUência do que as císticas em f~ 

zes formadas . Para - consecução dessa finalidade , têm-se 
aplicado aos pacientes catárticos salinos (preferivelmen u 

te o sulfato de sódio) , - sais biliares , - enema de sôro fisio 
lógico e injeção de emetina . 

Um único exame em fezes diarréicas obtidas após admi 
nistração de purgativo salino , - que é o processo ma1S em
pregado entre os acima mencionados , apresentou sempre, . 
em exper1encias realizadas por diversos autores sob 
condições vári.as, , maior eficiência do que a de qualquer m~ 
todo diagnóstico executado uma só vez , ' sendo que , na exp~ 
rimen taç ão já ci tada de Amaral e t aI. (1947), a percen ta
gem de positividade por êle revelada, nos indivíduos que 
se demonstrava serem infectados, · foi de 87 , 5%. 

O exame de fezes diarréicas deve , ' porém, ser efetua
do dentro de 15 minutos , no máximo , · após sua emissã~ pois 
os trofozoítos cedo se alteram, · principalmente se não fo 
rem mantidos à temperatura de 37° C. Considere-se ainda 
que, - a fresco , o diagnóstico diferencial dos trofozoítos 
das diferentes amebas é freqJentemente impossível , - pois~ 
dados morfológicos , ' característicos da motilidade e dos 
pseudópodes , natureza das inclusões , - ~isibilidade do nú
cleo , - têm valor relativo . A presença de .;; ritrócitos no 
interior de trofozoítos seria valioso elemento para que 
se firmasse o diagnóstico de E h mas , - em fezes liqUefei
tas obtidas propositada e artificialmente pela administr~ 
ção de purgativo, as formas vegetativas da ameba patogên! 
ca se apresentam sem eritrócitos , prestando-se à confusão 
com trofozoítos de outros amebídeos intestinais , Ness a s 
condições, - o diagnóstico só poderá ser firmado com segu -
rança após exame do material fixado e corado pela hemato
xilina. O exame de fezes emitidas após emprego ' do cat~ 
tico é, como se vê , -.mais trabalhoso do que o executado em 
fezes formadas . Suas vantagens, ' j á apontadas " para o diag 
nóstico da amebíase são , porém, - de tal ordem, - que hoje ê
le é , na clínica , empregado com relativa íreqUência . 
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Nesta ordem de idéias. convém ainda considerar o u
tro fator que interfere de forma significativa no diagnó§ 
tico da amebíase, ' quando o meio adotado é o exame de fe
zes. Queremos referir-nos à capacidade técnica do labor! 
torista, ' sabido que as confus~es da E h com outros ele
mentos encontrados nas fezes são freqHentes e mesmo desa§ 
trosas . ' Os erros, · neste part icular" têm sido tantos, ' e 
de tal natureza, ' que levaram Craig (1948) a afirmar que 
"seri a incapaz de acredi tar nêles, · se não os tivesse vis
to" , Faust (1942), com a autoridade de seu nome , ' asseve
rava que , nos Estados Unidos, , não existia uma cent~na de 
bons diagnosticadores de protozoários nas fezes . Esse ay 
tor julga necessário pelo menos seis meses de treinamento 
intensivo para que um inteligente técnico de laboratório 
adquira independência e segurança no diagnóstico dos dif~ 
rentes protozoários intestinais . ' 

Esta série de considerações, · ainda que sumar~as. · in
dica claramente que quando se deseja diagnosticar com acêr 
to a amebíase por meio do exame de fezes, ' como era neces
sário que o fizéssemos. ' certas medidas acauteladoras de
vem ser postas em prática " , ~ ' No presente trabalho, a êsse 
aspecto foi atribuída a consideração que lhe era devid a . 
As dificuldades relacionadas com a capacidade técnica do 
microscopista foram fàcilmente vencidas" graças ao ProL , 
Dácio Amaral, . cuj a colaboraç ão foi de importância ÍJIpar p! 
ra a execução dêste trabalho. 

Deveríamos ainda estabelecer um esquema para o diag
nóstico coprológico que diminuisse ou anulasse as demais 
causas de falha já anteriormente apontadas . Consideramo~ 

de pronto, ' o valor rela.tivo dos dois métodos mais empreg! 
dos para o exame de fezes. , ou seja, a pesquisa de cistos 
em fezes formadas e a de trofozoítos em material liq\lefei 
to obtido pela administração de purgativo salino . Pesa
mos suas vantagens e desvantagens e finalmente adotamos o 
esquema de exame misto, , empregado e preconizado por Ama
ral (1951) : , um exame em fezes formadas , ' pelos métodos de 
sedimentação e de Faust e col .; um exame a fresco em fe
zes liqHefei tas obtidas pela administração de purgati v o 
(sulfato de sódio) e outro após coloração pela hematoxil! 
na férricaj no caso de fezes liqUefeit'as, · o material da 
segunda evacuação do paciente era imediatamente examinado 
em microscópio com platina aquecida, ' para fins de orient! 
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ção" mas ." , diagnóstico definitivo só era estabelecido em 
material corado pela laca férrica . 

Muitos pacientes, , nos quais o diagnóstico de amebía
se já era firmado pelo método de Faust et aI., não recebe
ram o catártico. Outros,porém, ' mesmo nessas condiçõe~ ~ 
to é"com exame positivo pelo processo de Faust et aI, r~ 

cebiam o purgativo . Essa prática é desnecessária e trab! 
lhosa. Era feita, ' porém como rotina, com o objetivo de 
obter dados para a elaboração de outro estudo, não rela -
cionado com o presente, em presidiários da Penitenciári a 

,_ do Estado, muitos dos quais" aliás" estão incluídos no pr~ 
sente trabalho . 

Cumpre ainda, ' para finalizar estas linhas sôbre o 
diagnóstico coprológico, considerar a eficiência do esqu~ 
ma por nós adotado para o diagnóstico da amebíase intesti 
nal. - Um exame em fezes formadas pelo método praticado,~i 
mos já" revela cêrca de 50% dos demonstradamente parasit§ 
dos pela E h. Um único exame em material liqUefeito arti 
ficialmente pela ação do catártico" sob coloração pela he
matoxilina férrica , - diagnostica 87,5% dos parasitados, s~ 

gundo a experiência já ci tada de Amaral e tal. (1947) S~ 
ria importante conhecer qual a eficiência da combinaçoo ~ 
ses 2 métodos, norma de diagnóstico por nós adotada, ou 
seja , - entre pacientes realmente com E h, qual a percenta
gem que seria revelada por meio de um exame em fezes for
madas pelo process -c de Faust et aI. e, ' se negativo" por 
outro em fezes liqUefeitas obtidas após administração de 
purgativo salino . Recentemente, Amaral (1951) assev~~ ' 
pelo emprêgo de tal esquema, - é revelada pràticamente a t2 
talidade dos parasitados . Foi em vista dêste fato que a
dotamos a orientação aqui descrita . 

4 MATERIAL HUMANO 

Embora evidente, nunca será demasiado encarecer a 
importância do material humano no estudo a que nos propu~ 
mos. Seria, naturalmente, indispensável que trabalhásse
mos com pacientes amebianos e não amebianos em número su
ficiente para permitirem o imprescindível estudo estatís
tico dos ' resultados obtidos. 

Uma vez que era de se esperar, ' l~gicamente,que cer
tas características individuais, - como sexo, , idade, · condi-
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ção social e outras semelhantes, , nenhuma interferência ti 
vessem sôbre as eventuais relações dos resultados das I R 
e os dos exames de fezes, ' pareceram-nos desprovidos de 
significado maiores preocupações no tocante a êstes atri
buto~quando da constituição da amos t ra a ser trabalhada . 
Em contraposição , . achamos de bom alvitre, afastar certas 
condições que poderiam perturbar a reatividade cutânm aos 
antígenos em estudo, · no que procuramos ser exigente" so
bretudo porque a I R, . na amebíase, , é ainda prova pràtica 
mente desconhecida . Dessa forma, nossa amostra foi cons
tituída por 141, indivíduos afebris, ' sem moléstias inter -
correntes not~rias e com estado geral satisfatório . Os 
poucos pacientes do sexo feminino não estavam em menopau 
sa , ' em período de gestação ou de puerpério ou em fase de 
menstruação . ' Exclu ímos ainda os indivíduos de raça ne
gra, ' pelas dificuldades conhecidas que a pigmentação da 
pele oferece à leitura de provas cutâneas . 

Apenas dois pacientes (casos n 9 s . 51 e 111 da tabela 
I , ' pg. 52 a 58 ) apresentavam disenteria aguda" com formas 
hematófagas da E h . Quanto à idade" eram todos" exceç ã o 
feita de um menor de 10 anos , , indivíduos de 18 a 55 anos , ' 
Apesar do estado geral satisfatório, muitos dos examina -
dos apresentavam queixas que poderiam estar relacionad 'a s 
com a infecção amebiana ; entretanto, , devido à dificuldade 
e incerteza de estabelecer êste nexo causal, tais dad cJ s 
não foram tomados em consideração para a interpretação ,~s 
resultados obtidos com a I R. ' Em certos casos havia mai2 
res indícios de amebíase pregressa, · pela informação de~r 
tos disentéricos ou diarréicos ou pela referência a exame 
de fezes positivos ; embora tais dados pudessem constituir 
elemento valioso para a interpretação dos resultados da 
I R" também não os levamos em consideração, , prefe rindo a
t&'IlOS a fatos sôbre os quais não pudessem pairar dúvida~ 
e é stes , · no caso, ' foram os nossos próprios achados" no 
momento da investigação . 

*:*:* :*:*=*:*: * 
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, 
(~ A P I T U L O I: " I 

ANÁLISE E 

o OS o A O OS 

, 
ANALISE 

I .NT E R P R E T A ç ~ O 

E X P E R I M E N T A! I S 

, 
E S T A TI ST I C A (*) 

Ao término da introdução dêste nosso trabalho , · est~ 
tuímos que a finalidade precípua por êle visada residia 
em perquerir as relações porventura existentes entre a 
presença de E h nas fezes humanas e a reatividade cutâ
nea l injeção de antígeno amebiano . 

Para atingir tal objetivo, . o material de estudo COQ 
sistiu de 141 pessoas , ' com as especificações j~ expostas. · 

Em todos os examinados foi executada " seguindo as 
normas já anteriormente apontadas , a pesquisa da E h nas 
fezes , ' tendo-se verificado que em 53 dêles , · ou seja em 
36 , 30% dos casos , ' o exame coprológico revelou a presença 
de formas da ameba patogênicao 

Quanto à prova intradérmica , em alguns dos paC1en 
tes ,' foi ela realizada utilizando-se uma ou mais parti 
das de antígeno de E h somente ; em um segundo grupo , o m~ 
terial injetado provinha de partidas de E h, e, ' por ú1ti 
mo , ' um terceiro grupo foi submetido " simultâneamente " a 
provas com um ou mais antígenos tanto de Emquanto de 
E h . 

Finalmente " no que concerne ao testemunho " é preci 
so ter presente como evoluiram os trabalhos neste senti 
do ,· Num primeiro grupo realizaram-se provas intradérmi -

(*) ~ Para a execução desta análise , · contamos com a 
valiosa colaboração do Departamento de Bioesta= 
tística da Faculdade de Higiene e Saúde Pública 
da Uni versidade de São Paulo ? ' (Di retor do De = 
partamento ; · Prof. \ Dr . Pedro Egydio de Oliveira 
Carvalho) .. 
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cas com E m e testemunho dado pelo veículo empregado na 
extração dos antígenos, isto é, . por uma solução de mer
tiolato a 1 por 10. 000 em sôro fisiológico ; seguiu-se um 
grupo em que se · testavam ant ígeno de E m e E h ain d a 
com testemunho dado pela solução de mertiolato ; foi de
pois introduzido o uso de testemunho constituído por ex
trato dos germes associados às culturas de E h, servind~ · 

então , ' para contrôlede reações tanto com antígenos de 
E h como de E m; finalmente, ' em certos casos , ' foi tam
bém utilizado como contrôle , · extrato das bactérias asso
ciadas à E m , usado em conjunto com o testemunho conten
do germes associados à E h, em provas que utilizarauan- ' 
tígenos de uma e outra das amebas . 

A falta de unicidade do critério de experimentação 
nas diferentes unidades do grupo pode parecer inexplicá
vel , se não se atentar para o fato de que o pr~sente tr! 
balho constitui um conjunto de investigações que evolui
ram à base de conhecimentos que iam sendo progressivame~ 
te adquiridos através dêle próprio . Assim , · da experimen 
tação com E m passou- se às provas com E h j igualmente, ·de 
testemunhos menos representativos passou-se àqueles que 
melhor poderiam evidenciar reações cutâneas imputáveis aos 
componentes não amebianos presentes nos antígenos de prQ 
va . ~ decorrência inevitável da pesquisa , . em terreno a
inda p'ouco perlustrado , . a impossibilidade de realizar um 
planejamento perfeito , · pois êste, . àbviamente , . se assenta 
em conhecimentos anteriormente · estabelecidos . · 

Postas estas considerações preliminares • . relaciona
mos , . na tabela I (pg.' 52 a 58), · os resul tados da procu
ra de E h nas fezes e das manifestações das provas intr§ 
dérmicas , . tanto com os antígenos amebianos quanto com os 
testemunhos " para cada um dos componentes do grupo estu
dado • . 

Para efeito de análise dêste material , mister se f! 
zia , . desde logo , · realizar uma série de tabulações . ' Foram 
t ô das elas feitas aproveitando sOmente os casos em que , ' 
peran t e o critério classificador ,· se podia assegurar a 
negatividade da prova do testemunho , ' 

O critério que se impôs , de início " para a consecu 
ção das referidas tabulações , · foi o da proveniência do 
antígeno de prova . Surgia , porém,. aqui uma dificuldad e 



Caso 
nl! 

1 

2 

3 
4 
5 
6 
7 
8 

9 
10 
11 

12 

13 
,h 
15 

TABELA I 

RESULTADOS DAS PESQUISAS DE "E. HISTOLYTICA" NAS FEZES E DAS INTRADEHMo-REAÇÕES COM 
ANTÍGENOS DE "E. MOSHKOVSKII" E DE "E. HISTOLYTICA" 

Intradermo-reações realizadas oom 

E h antígeno de "E. moshkovskii· antígeno de "E. histo1ytica" testemunho 
nas NÚmero da partida Kertio 

Baoteriano 
fezes I Ir In IV V VI VII I II III IV V VI VII VIn 1ato- ~e E h de Em 

- - -
- - -- + -
+ + -
+ + -
- :I: -
+ + -
- ± -
- - -
- - -- - -
- - -
- + -
- + -
+ + -

E h - "E. histo1ytica" E m - "E. moshkovslqi" (continua) 

VI 
l'.:l 



T A B E L A I (oontinuaqão) 

Intradermo-reaqoee realizadas oom 

Caso Eh antigeno de "E. JII08hkovalcli· antigeno de "E. hi8to1ytioa" te8temuDhO 
nO na8 NÚmero da partida Baoteriano 

Ireses )lertio 
·1 II III IV V VI VII I II III IV V VI VII VIII 1ato- de B h d. Em 

16 - + _. -
17 + - -
18 - - -
19_ - + -
20 + - -
21 - - -
22 + + -
23_ - - -
~ - - + -
25 - - - -
26 + + + -
27 - - - -
28 - + -
29 - - -
30 - - -
31 + - -
32 + - -
33 + 4- -
34 - - -
35 - + + 

..]6 - - -
(oontinua) 



Caso E h 
na nas 

fezes 

37 -
38 -
39 -
40 -
41 -
42 + 
43 -
44- + 

45 -
46 -
47 -
48 + 
-49 + 

50 + 

51 + 
52 -
53 + 
54 -
55 + 
1:)6 + 
57 -

T A B E L A I (oontinuação) -
Intraderoo-reações realizadas com 

antígeno de "E. moshkovsld.l" antígeno de "E. histolytioa" 

rfumero da partida 
I II III IV V VI VI! I I! lI! IV V VI VI! VII] 

+ 

--- -- -
+ + 

+ - + 
+ + + 
+ ± + - - -- - -- - -
+ + + - - -
+ + + 

- - -
+ - + 

- - -- + -
+ + + - + -

testemunho 

Martio Bacteriano 
lato- de E h de Em 

--------
± ------------

(continua) 

(J1 

~ 



'T A B E L A I (oontinuação) -
Intradermo-reações realizadas oom 

Caso E h antigeno de "E. m.oshkovs ld.i " antigeno de "E. h1stolytioa" 
n g nas , 

tezes Numero da partida 

I II III IV V VI VII I II III IV V VI VII 
58 + - + 
59 + + + + 
&J + + + + 
61 + - + -
62 + - + + 
63 + - + + 
ó4 + - + 

65 - - -
66 - + - - -
67 - - - - -
68 + - - -
f$ + - - + -
70 + - - - -
71 - - - - -
72 - t - -
73 + - - :t 
74 - - - -
75 + - - ;!; 

76 + t - + 

77 - - - + 
78 - - - :t 

-- '-------

testennmho 

' Uertio Baoteriano 

VIII 1ato- de E h de E m; 

- I 

----
-
~,.· I: " 

,,' ------
:t 

-----
(oontinua) 

;Jl 

'-.l I 



~ A B E L A I (continuação) -
lntradermo-reações realizadas com c 

Caso ih antigeno de "E. moshkovsld.i" antigeno de "E. histo1ytioa" test8lllL1$o 
nO nas NÚmero da partida -Baoteriano fezes Kertio 

I 11 In IV v VI VII I II III IV V VI VII ~II 1ato- de E h de E m: 

79 - - - - -
80 + - + + -
81 - - - - -
82 - - - - -
83 - - - -
84 + - + + -
85 + - - - ;I: 

86 - - - - -
87 + + + -
88 - - - -
89 - + - + + - -
90 - - - -
91 - - - -
92 - - - -
93 - - ;!: -
94 - - - - -
95 - - - ;t -
96 - - - - -
97 - - - - -
98 - - - :t -
99 + + + + -.. -- - '--- ------ ---

(oontinua) 



T A B E L A I (oontinuação) -
Intradermo-reações realizadas oom 

Caso E h antigeno de "E. moshkovsldi" antígeno de "E. histo1ytica" 
n Q nas NÚmero da partida 

fezes 
I II In IV V VI VII In IV V I n VI VII 

100 - - - -
101 + + + 
102 + + + 

1Q~ + + + 
104 - - -
105 - - -
106 - + -
101 - + + 
108 + + 
109 + + 
110 - - - -
111 + + + + 
112 + -
113 - - + 
114 - + + 
115 + + + 
116 - - + 
117 - - -
118 - + 

119 - -
120 - - - --

VIII 

+ 
+ 

:I: 
+ 
+ 
+ 
+ -
+ 

-
+ 

-----

testermmho 

Ilertio Baoteriano 
1ato- de E h ide E m ---

+ 

---
+ 

---
+ -
:!: -- -
+ + - -- --- -
+ -- -

(continua) 

U'l 
-.J 



T A B E L A I (oono1usão) -
Intradenoo-rea9ões realizadas oom 

Caso Eh antigeno de "E. l1IOshkovskii" antigeno de "E. histo1ytioa" 
nl! nas 

NÚmero da partida ~eze8 
I U lU IV V VI VII I II lU IV V VI VII 

121 - + -122 - -
123 - -
124 - -
125 - -
126 - -
127 - -
128 + -
129 - -
130 + -
131 - -
132 + -
133 - -
134 - -
135 - -
136 + -
137 + -
138 + -
139 - ! 
140 - -
141 + -

VITI 

+ --
+ -
+ 

--------
+ 
+ 
+ 
;t 

+ 
+ 

-
+ 

testemunho 

14ertio Baote rie.no 
1ato- de E h de E m 

+ ! - -- -- -
! -- -- -- -- -- -- -- -- -
;t -
+ -
+ -- -+ - -
+ + -- -
:!: -

til 
o;) 
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consistente em se catalogar o pequeno núme~o de resulta 
dos duvidosos de reações intradérmicas; êste problema não 
nos pareceu solucion~vel a não ser optando pela exclusão 
de casos em tais condições, isto porque não só não dispú
nhamos de elementos obje:tivos para incluí-los seja entr e 
os posi ti vos sej a entre os nega ti vos, . cc.o taabém devi d o 
a que o nosso próprio critério de classificação das leity 
ras havia sido estabelecido em bases, , até certo ponto, - ar 
bitrárias. Adotados tais pontos de vista, . surgiram então 
os quadros constantes da linha 3 das tabelas II e III 
~g.r •. -60 e 61) 

Uma inspeção geral sôbre êstes quadros mostra, - de 
pronto" que o critério classificador adotado conduz a sup 
universos que não se prestam, todos, a uaa análise ade -
quada ; atente-se, por exemplo, , seja ao quadro concernente 
à partida I do antígeno de E h (tabela 111) em que figura 
tão somen te um indi víduo com resul tado posi ti vo ao exa m e 
coprológico" sej a ao relativo à partida III do antígeno da 
mesma ameba de que consta apenas um indivíduo co .. exaoe n~ 
gativo nas fezes, . seja, - ainda , . e principal.ente, ao sub
universo da partida V do antígeno de E. (tabela II), - cu
jo tamanho é 4 e indeterminada a razão de positividade da 
E h nas fezes nos indivíduos com I R positiva. -

Estas considerações nos levam, ' sea qualquer esfôrço , 
à conclusão de que certos aspectos deriváveis da apreC1a
ção conjunta de tais quadros só podem ser tidos como 1n
d~~i o~ _ grosseiros de outras tantas realidades efetivas. 
Com esta ressalva em mente ; - digamos, - então, que o confr09 
to das linhas 4 e 5, - ou o das linhas 6 e 7 , -das tabel a s 
11 e 111, nos fala em favor de uma associação positiva e9 
tre as posi ti vidades das duas provas, ' cuj a interrelação vi 
mos buscando ; efetivamente, - o fato verifica-se em todos 
os sub-universos , exceção feita dos três sôbre cuja cons
tituição pairam as restrições acima aludidas e do relati
vo à partida VII do antígeno de E m. 

Em face da pouquidade de elementos opinativos até o 
momento disponíveis e da circunstância de se empregar nas 
provas atinentes à partida VII do antígeno de E • o mais 
adequado testemunho (extrato dos germes associados à _.E m), ' 
a m~ncionada discrepância concernente a esta partida ti
nha de ser encarada como um elemento perturbador, de 1m-



Razão de positividade 
da IR nos individuos 
com F + 

Razão de positiv;dade 
da IR nos individuos 
com F -

Razão de poaitiv;dade 
de F nos individuos 
com IR + 

Razão de pos i tividade 
de F nos individuos 
COIT. IR -

TABELA .!! 
COMPARAÇÃO lJJ5 RESULTADOS DAS PESQUISAS DE "E. HISTOLYTICA" NAS FEZES COI! OS DAS 

INTRADEIlt4D-IlEAÇÕES REALIZADAS CO!! VÁRIAS PARTIDAS DE ANTÍGENO DE "E. HOSHKOVSKII" 

N:mu.ro das partidas de antigeno de "E. IDOshkovald.i" e natureza dos testemunhos 

I Ir in IV V Baote~iano I VII 

Mertiolato Merti01ato Uerti 01 ato Baoteriano Baoteriano Bacteriano 
ou baote- ou baote- de de de de 
riano Eh riano E h E h E h E h E m 

r-

~ + - T ~ + '- T ~ + - T Iril+ - T ~ + - T I~ + - T ~ + - T 

+ 6 511 + 3 4 7 + 7 1 8 + 1 1 2 + O O O + 4 1 5 + O 1 1 

- 2 12 14 - 5 13 18 - 8 9 17 - .3 15 18 - 2 2 4 - O 9 9 - 7 17 24 

T 8 17 25 r 8 17 25 T 15 10 25 T 4 J6 20 T 2 2 4 r 4 10 14 T 7 18 25 

.2... _ O 750 -} • 0.375 .1. ~ O 467 ~ = 0.250 
li. _ I " 000 ~ - 0.000 

8 • 15 • 4 • . 7 

5 4 1 1 1 1 
- - 0294 - • O 2.35 10 - 0 .100 - c O 065 - - O 100 - -0056 17 • 17 • 16 • 10 • 18 • 

6 2.. - O 429 i = 0.875 ~=0500 1l = 0800 -º---0545 " 0.000 
11 • 7 • 2 • 5 • 1 

~ = O 143 í. c 0.278 .§.. a 0.471 l - 0.167 ..Q. - 0.000 .1. • 0.292 
14 • 18 17 18 9 24 

.-
E h - "E. hiato1ytioa" Em· "E. moshkovsld.i" F "E. histo1ytica" nas fezes IR· Intradermo-reaçao T· Total 

0'1 
C 



Razão de positiv! 
dade da IR nos in 
diTÍduos oom F +-

Razão de p08iti~~ 
dad, da IR nos iE 
diViduos oom F -

Razão de positi V! 
dl.de de F nos i n-
di v1duos oom III + 

Razão de ~ositi~~ 
dade de F nos in-
di v1duos oom I R -

TABELA lli 
COMPARAÇÃO DOS RESULTADOS DAS PESQUISAS DE "E. mSTOLYTICA" NAS FEZES CO).! OS DAS 

INTIWlERIIo-llEAÇÕES REALIZADAS COM VÁRIAS PARTIDAS DE ANTÍGENO DE "E. HISTOLYTICA" 

N~ro das partidas de antígeno de "E. histolytiol." e natureza doa .testemunhos 

I II III IV V VI VII 

Uerti olato Bao te r i ano Baoteriano Baoteriano 
Mertiolato /Jerti 01 ato lIertio1ato ou baote- de de de 

riano E h E h E h E h 

~ + - T ~ + - T ~ + - T ~ + - T ~ + - T ~ + - T ~ + - T 

+ O 1 1 + 3 O 3 + 8 1 9 + 11 1 12 + 2 1 3 + 1 O J. + 8 4 12 

- 1 6 7 - 3 5 8 - 1 O 1 - 4 12 16 - 1 8 9 - 3 3 6 - 1 15 16 

T 1 7 8 T 6 5 li T 9 1 10 T 15 13 28 T 3 9 12 T 4 3 7 T 9 19 28 

O 3 8 11 2 ...!... O 250 ~·0889 T· 0.000 "6. 0 •500 "9. 0 ,889 15 a 0,733 T· 0.667 L~ , 
9 • 

.!.. 0, 143 ..2... 0.000 1.- • 1.000 l = 0.077 l. 0,111 .Q... 0.000 1L • 0.211 
7 5 1 13 9 3 19 

~ = 0.000 1... 1.000 
8 11 2 1 8 

- = 0, 889 - • 0, 917 -. O 667 -a 1 000 - • O 667 
1 3 9 12 3 ' 1 • 12 • 

1 3 1 4 1 .2... O 500 .l.. • O 063 -. O 143 "8- 0 . 375 -. 1000 16 • 0,250 -. 0,111 7 ' 1 • 9 6 ' 16 ' 

E h • "E.hiato1ytioa" F · "E.histo1ytioa" nas fezes I R • Intradenao-re&9ão T· Total 

VIII 

Baoteri ano 
de 

E h 

hx + - T 

+ 2 3 5 

- 1 8 9 

T 3 li 14 

~ • O 667 
3 ' 

L .0,273 
11 

2 
- • O 400 
5 ' 

1 
- • 0.111 
9 

0\ 
... ' 



portincia relativa nio desprezível, na edificaç~o da cog 
jetura sugerida pelos outros dados, quanto à existênc i a 
da referida associação positiva. 

Diante de tal estado de coisas, é claro, então, que 
um nosso qualquer pronunciamento sôbre a tese, objeto d~s 
te estudo, tinha d e se fundamentar em novos subsídio s, 
questão esta que, por seu turno, pressupunha o problmare 
saber como obtê-los. A nós, pareceu que a solução dêste 
último era simples e expontânea, Em realidade, pôsto que 
na preparação das diversas partidas dos antígenos de E m 
de um lado e de E h de outro, procurassemos manter a má
xima uniformidade, partindo das mesmas cêpas de cada um 
dos protozoários, pareceu-nos lícito admitir, como firm! 
da, em cada caso, a identidade de umas e de outras, e 
conseqUentemente aceitar, a legitimidade da análise das 
relações nos universos da E m, sem qualquer especifica -
çio e da E h, também sem qualquer especificaçio. Ao se 
pôr em prática tal princípio, naturalmente, cada indiví
duo, ainda que tivesse recebido antígeno proveniente de 
mais de uma partida ou de E m ou de E h, tinha de s e r 
computado como uma única unidade. Surgiu, com isto, uma 
dificuldade consistente em se catalogar os pacientes nos 
quais não havia concordância nas re~postas aos divers o s 
antígenos de cada uma das amebas. Este empecilho foi por 
nós removido, adotando como cri tério den tro de cada sub
universo dos antígenos de E m e de E h o de se conside -
rar a prova como positiva desde que tal fôsse o resulta
do da I R com ao menos um dos antígenos. Tal proceder foi 
ditado pela observação sediça a experimentadores afeitos 
ao preparo de antígenos a partir de protozoários, consi§ 
tente na dificuldade de obter uma atividade antigênicaco~l:3 

tante: esta observação; aliás, encontra nos nossos pró -
prios dados uma justificativa de presunção baseada nio 
s~mente no fato de que um mesmo indivíduo recebendo mais 
de uma partida do mesmo antígeno não apresentava neces -
sàriamente a mesma reação a todos êles (ver tabela I), cg 
mo na brande varia~ilidade de positividade da I R, em ig 
divíduos com E h nas fezes observada empregando Jiver -
sas partidas do meS[1JO antígeno (ver a linha 3 das tabe 
las II e IH) 

Sob êstes crItérios surgIram as tabelas IV e V 
(pgs 63 e 64) 
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Da análise da tabela IV"depreendem-se: , 

a) - entre a positividade do ex .. e de fezes para a 
E h e a positividade da reação intradérmica e
xiste uma associação positiva quando foram em
pregados os testemunhos de mertiolato, dos ger
mes associados à cultura de E h ou fazendo abs
tração da natureza do testemunho; as intensida
des destas associações positivas, ' que estão me
didas quer em têrmos de um máximo relativo (co~ 
ficiente de Yule)" quer em tênaos de um máxi m o 
absoluto (coeficiente de Tschuprow) apresent a m 
valores pouco discrepantes entre si; os valores 
obtidos para X 2 são" nos três casos, ' signifi
cantes ao nível de 5% e, ' quando se faz a abstr! 
ção da natureza do testemunho" o valor de ,,2 sy. 
pera o valor crítico (6,635) ao nível de 1%; ' 

b) - no caso que faz exceção e que. ' paradoxalmente " 
é aquêle em que se usou o testemunho mais repr~ 
sentativo para o antígeno considerado, ' a associ 
ação negativa tem intensidade _ito reduzida • ~ ' 

(0,04) quando medida em têr.os do máximo absol~ 
to; note-se, ' além disto" que neste caso a hipó
tese de independênci a não pode ser rej ei tadá, ',em 
vis ta do (Valor obtido para X. 2. ' ' 

Dada a natureza do antígeno" mais illPortante para nós, , 
é a an~liseconstante da tabela V que se ref~re , às I R r~ 
alizadas com antígenos de E h. ' Pois b~. , det"a decorre que 
a associação estudada é sempre positiva com intensidad e s 
pràticamente iguais e sempre superiore. às verifi~adas em 
correspondência a~ antígeno de E m; finai.ente. , em todos 
os casos a associação não deve ' ser imputada ao acaso, , uma 
vez que os valores de "2, , em ,todos êles. , superam o cb po~ 
to crítico ao nível 5% e nos dois últi80s. , o do ponto crí 
tico ao nível de 1%. ' Dêstes resultados. , .erecem espe
cial atenção os atinentes ao testemunho mais representati 
vo às finalidades que se têm em vista, ' ousej a ao bacte
riano de E h . Tendo presente êste fato, ' procuramos, , a 
partir de tal material"estimar as duas importantes cara~ 
terísticas necessárias à apreciação do mérito da I R,quais 
sejam " a sensibilidade e a inespecificidade"definida a 
primeira como sendo a freqdencia relativa da positividade 
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da I R entre os que têm o exame coprológico positivo e a 
segunda pela freqüência relativa da positividade da I R 
entre os que têm o exame coprológico negativo . ' Obtive -
mos então , . utilizando da função B incompleta, ' os segu1n
tes intervalos fiduciais 95% : , 

para a sensibilidade : ' ' (1: 0,35- -0, 87 e 
para a inespecificidade: , 0,04 0 , 24 

O aspecto mais salientedêstes resultados é a ampli 
tude considerável dos intervalos , ' o que, ' sem dúvida" es
tá ligado ao número relativamente reduzido de casos dis
poníveis • sua determinação . : 

Finalmente, , em relação ao problema já aludido no C! 
pítulo anterior, qual seja o de:indagar das eventuais re
lações antigênicas entre a E m e a E h, através das man! 
festações da I R" organizamos a tabela VI (pg . 67)" em 
que figuram indivíduos com reação negativa em um teste -
munho ou em ambos " se tal fôr o caso, ' e submetidos simu! 
t~neamente ~ inoculação de antígenos de E m e de E h ; no 
caso do indivíduo haver recebido mais de uma partida de · 
antígeno de uma das amebas, ' considerou- se novamente a 
I R como positiva, , desde que , tal fôsse ' o resultado em ao 
menos uma das partidas . 

Dêstes dados"dos quais os mais importantes são os 
relativos à terceira coluna, , segue a existência de uma 
associação positiva entre resultados de mesmo sinal em 
I R realizadas com antígenos de E m e de E h ; esta as
sociação é de : intensidade muito considerável , ' eos valo 
res de ~ 2 indicam não dever ela ser imputada ao acaso . 

A 

Este achado reforça, ' em muito " a veracidade da hip9 
tese de semelhança antigênica das E m e E h , que já ave~ 
tamos, , à base da semelhança morfológica existente entre 
os dois organismos . Ainda mais , , êlejustifica , ' até cer
to ponto, ' a prática por nós inicialmente adotada de em
pregar antígeno de E m em provas intradérmicas, , e, fi -
nalmente , , pode servir de sugestão para novas investiga ~ 

ções" em vista das vantagens que adviriam para o estu do 
imunológico da amebíase caso pudéssemos substituir antí
geno de · E h por de E m , como j á encarecemos . ', 
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, 
2 C O ME N T A RIOS 

Terminada, assim , a análise estatística dos dados,pg 
demos considerar . como firmado o conceito da existência de 
uma 'associaçãó entre os resultados da I R e da pesquisa da 
E h nas fezes ,' 

Tal achado cria , desde logo " a sugestão do emprê~ da 
I R como meio diagnóstico da amebíase " atribuindo-se-Ih e 
um significado que é obviamente função da sua sensibilid~ 
de e da sua especificidade . 

Ficaram tais características determinadas acima, ' de 
forma quantitativa,em têrm~s,porém, dos resultados das 
pesquisas de E h nas fezes , o que , à primeira vista,pode 
ser tomado como ponto de referência absoluto " Num melhor 
exame da questão" torna-se necessário, ' porém, que se façam 
restrições a tal juízo " das quais se colherão evidênci a s 
favoráveis tanto à sensibilidade quanto à especificid ,ad e 
da I R. ' 

Senão, vejamos" considerando, , de inícioi ' a sensibili 
dade . O achado de formas amebianas com os caracteres mo! 
fológicos da E h nas fezes não equivale à certeza de loc~ 
lização tissular da ameba capaz de originar produção de 
anticorpos " bastando, ' para concretizar esta afirmativ~lew 
brar casos em que se depara com indivíduos nas fases ini
ciais da infecção . Relativamente a êste particular , ' cit~ 
mos a opinião de Shattuck (1951), ' segundo a qual são neo 
cessárias cêrca de duas semanas para o desenvolvimento de 
precipitinas e anticorpos fixadores do complemento no saº 
gue de amebianos . A falta de equivalência acima referida 
ganharia , , naturalmente , , maior relêvo , ' caso viesse a ser 
confirmada a teoria defendid~ entre outro~por Brumpt 00 0 

(1949) que admite, recordemos" a ocorrência de uma fase 
de comensalismo paraaE h , É claro que , nestas circunstâQ 
cias , ' a falta de sensibilidade não é imputável a um demé
rito específico da prova , mas explicada em têrmos comuns 
a tôdas as reações antígeno / anticorpo . Outra causa que 
poderi a afetar a sensi bi lidade da reaç ão , , tal como foi m~ 
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dida , e ~ue ~reC1sa ser lembrada , - embora desconhecendo-se 
a magnitude de sua ocorrência , é a que diz respeito a a~ 
dos , em fezes humanas , de amebas de vida livre, - morfolog! 
camente indistinguíveis da E h . Em trabalho de que fomos 
co-autor , - tentamos verificax a possibilidade de tal ocor
rência relativamente à Em (Azzi Leal 4 Amaral, , 1950); no~ 
sa experimentação é , entretanto , , muito limitada para que 
possamos emitir juízo seguro sôbre o assunto. 

Muito mais ponderosos são os argumentos tendentes a 
mostrar que são concebíveis para a inespecificidade cifns 
inferiores à que foi estabelecida. Realmente, ' resultados 
negativos de exames de fezes não constituem certeza de i
nexistência de infecção amebiana. 

Neste sentido , - consignemos"em primeiro lugar. que. 
malgrado o gráu de segurança do esquema por nós adotado p! 
ra os exames coprológicos"êle não gurante uma eficiência 
absoluta . -

A seguir , , podemos lembrar a possibilidade de persis
tência da positividade da I R em indivíduos atualmente cy 
rados , ' mas que , , no passado" apresentaram uma infecção am~ 
biana . t verdade que , ' sôbre êste assunto , ' não se disp5e 
ainda de elementos seguros para um pronunciamento defini~ 
tivo , - Em desabono à aludida possibilidade fala , - até cer
to pon-to, a observaç ão cl ínica de freqUentes reinfecções bm 
como as averiguaç5es de Craig (1948) , êste autor , ' traba -
lhando com a reação de fixação do complemento ,- demonstrou 
que esta prova se negativava em indivíduos que, após tra ~ 

tamento não mais apresentavam a E h à pesquisa nas fezes, 
e , isto . - dentro de um prazo va~iável de 3 a 28 dias" sen
do que o fato se verificava em 86 , 6% dos casos no fim da 
segunda semana ; aliás " já em 1933 , - Craig • Kagy haviam ve 
rificado . , experimentalmente , - em cães , fato semelhante. - E 
preciso , - entretanto , não perder de vista o eventual com
portamento distinto de anticorpos amebianos nas provas de 
fixação de complemento e intradérmica . Contradizendo, ' de 
certo modo , ' os resultados experimentais acima mencionado~ , 

cabe nova referência aos ach~dos de Bieling (1935) nos 
qJ.la i s foi verificada a persistência , por longo tempo, ' de 
alergia cutânea específica , em cães curados de infeccç ã o 
amebiana experimental , o que não acontecia em gatos, devi 
do , - segundo opina o autor , - à rápida evolução da doença ~ 
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tes animais o Embora o nosso material não nos permita e~ 
pender uma op i nião objetiva s8bre o assunto , parece legj 
timo ; diante do exposto , asseverar que , até melhor escl,ª
recimento da questão " é lícita a hip6tese de que algumas 
reações inespecíficas traduzam uma infecção pregressa . 

Finalmente , em ap6io l afirmativa feita , pela qual ,' 
resultado negativo de exames de fezes não constitui cer ~ 

teza de ausência da infecção amebiana , citemos a existêu 
cia de formas extraaintestinais da moléstia , prim'rias ou 
não, mas desacompanhadas da presença do parasita nas fe
zese Não acreditamos, entretanto . que êste fator tenha 
interferido nos nossos resultados , 

À luz das informações obtidas , através do nosso ma
terial , · quanto l sensibilidade e ~ especificidade da I R 
não se pode pretender que esta prova constitua " de per 
si , um processo diagn6stico da amebíase capaz de compe -
tir com o fornecido pelo exame parasitol6gico de fezes , 
realizado em conformidade com os requisitos exigidos ; a
li's , ,julgamos mesmo lícito prever que esta situação per 
durar' , ainda que novos e maIS numerosos dados experime~ 

tais venham a contribuir para a obtenção de valores mais 
satisfat6rios quer da sensibilidade quer da especificid! 
de . 

Em nosso entender , o papel a atribuir à I R,' como 
meio de diagn6s.tico individual , é subsidi'rio ,. e , sob ê~ 
te aspecto , compar'vel , por exemplo " ao desempenhado por 
provas sorol6gicas como a da reação de fixação do compl~ 
mento de Izar - Craig . 

Não é, entretanto , o objetivo diagn6stico ,· com sua 
conseqUente repercussão para a clínica , que nos parece C! 
ber à I R mas sim , - e isto é o que efetivamente importa 
no setor da nossa especialidade a cremos que se pode an ~ 

tever para ela um largo campo de aplicação em inquéritos 
epidemiol6gicos em que se vise estimar , com razo'vel pr~ 
cisão ,. a prevalência da protozoose, em grandes grupos PQ 
pulacionais 

O motivo fundamental desta presunção reside ,· a nos -
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so ver , - no fato de que o emprêgo da pesquisa coprológica 
da ameba , , obedecendo aos requ1s1tos que asseguram sua -a! 
ta eficiência , é incompatível com as realidades práticas 
da r-otina epidemiológica , efetivamente . - o esquema ideal , 
com exames repetidos de fezes formadas . - complementados, ~ 

necessário , por exame de material obtido após administr! 
ção de purgati vo salino ,. não pode ser obedecido , seja p~ 
lo que se exige do paciente , seja pelo vulto de traba ~ 

lho envolvido . Como decorrência inevitnvel desta situa
ção , . os índices de prevalência da amebíase são obtidos à 
base de um ónico exam~ de fezes , na melhor das hipóteses 
executado pelo método de Faust et aI. Foi esta , por e 
xemplo ,. a prática adotada , · entre nós " no amplo inquérito 
realizado em 1946 , , no município de Araraquara, pela Fa
culdade de Higiene e Saóde Póblica (Departamento de Par! 
sitologia) , Ora , - tal conduta , - inteiramente aceitável na 
prática epidemiológica , · permíte- nos , · segundo dados dispg 
níveis na literatura " reconhecer apenas cêrca de 50% dos 
indivíduos que se pode demonstrar . ' por melhores esquemas 
diagnósticos , · serem eliminadores de cis~os de E h pelas 
fezes , 

Em contraposição a êstes fatos indicativos de uma 
baixa sensibilidade da prática ora considerada .' poder- s~ 

ia atribuir à mesma , ' à primeira vista , uma especifi c ida
de absoluta , uma vez que se admita como desprezível .· a 
probabilidade de ocorrência de amebas de vida livre mor
folóbica e tintorialmente indistinguíveis da E h , Esta 
concepção pode , · entretanto , · na prática,- não corresponder 
à realidade , pelo simples fato do grau de especificidade 
depender da capacidade dos técnicos encarregados dos eXD 
mes coprológicos . Embora a importância dêste aspecto já 
tenha sido considerada , ' parece- nos oportuno citar aqui , · 
também , · as recentes palavras com que Faust (1~5~) se re 
fere novamente s6bre o assunto : "Until r~latively recen
tI y there were onl y a few persons in the Uni ted States wlD 
were regarded as experts in the diagnosis of E . histoly
tica and even to day experts at times differ fron o n e 
another in ~he interpretation of the more difficult diag 
nostic specimens" e , ' em outra passagem : "in the same com 
munity and even in the same class of the population , - re
sults have differed several - fold due to inequalities of 
sampling or of diagnostic abili ty" . 
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Confrontando - se , ' de um lado" tudo quanto foi e;xposto 
concernente à (:ontribuição que rep,resenta um único exam e 
coprológico pelo método de Faust et ai . para o estudo da 

r . 
ameb1ase , ' e , , de outro lado , ' os resultados por nos obtidos 
com a I R, os quais , vimos , aprese~tam ainda perspecti~a. 
de serem melhorados, ' parece ~nos lícito antever a possibi 
lidade desta reação vir a substituir , ' em inquéritos epid~ 
miológicos . o exame de fezes . -

" 
, claro que , · se isto acontecesse , ' reduzir - se ~ ia apr~ 

ciàvelmente a massa de trabalho e facilitar - se- ia de mU1 ~ 

to o recrutamento de pessoal habilitado , , pois é , ' sem dúv! 
da , mais simples formar um técnico capaz de realizar a 1º 
jeção do antígeno e a leitura da reação, · do que instruí 
lo para proceder a um exame correto das fezes.diagnosti 
cando com acêrto as formas císticas da E h, porventura n~ 
las existentes . ' 

Se a subsii tuição aI vi trada do exame de fezes pe 1 a 
I R apresenta as vantagens que acabam de ser acenadas , ~ão 

se pode , ' de outro lado , deixar de lhe reconhecer certos i,!l 
convenientes , A primeira desvantagem que poderia ser a ~ 

ventada do emprêgo da I R consiste na exigência de dois 
contatos do investigador com o paciente para proceder .à 
injeção e posterior leitura da prova ! êste argumento é de 
valor bastante relativo , , pois , , em geral , - também no inqué~~ 
rito coprológico há uma dupla entrevista , - uma para forne 
cimento do vasilhame e instruções, , outra para entrega ou 
coleta do material . Uma segunda dificuldade , que talvez 
possa vir a surgir quando da realização de inquéritos a~ 

través da I R f , é a recusa dos pacientes em se submeter611 à 
injeção do antígeno ; tal óbice está, - naturalmente , na de 
pendência do nível de educação geral e sanitária da cole 
ti vidade inquerida " mas , , dadas as freqUentes surprêsas que 
proporcionam as reações de comunidades frente a determinª 
das solicitações " dificilmente poder- se- ia ajuizar de qua~ 
to a importância d'estas recusas sobrepujaria a do forneci 
mento de material para o exame coprológico , Um úl t imo ar 
gumento que poderia ser invocado " em fa vor da manuten ç:t :o 
da prática do exame de fezes , é o de proporcionar ê ste , 
informações outras além das concernentes ~ amebíase ; é i 
negável tal vantagem ,· se o inter ê sse do investigador es ti 
ver voltado tanto para o estudo da amebíase como das de 
mais parasi t oses inte s tinais : em alguns de ~ ais cas o s , en 
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tretanto , poder - se - ia considerar a hipótese de realizar o 
primeiro dos referidos estudos pela I R e o segundo por 
técnicas de exames de fezes menos refinadas , , de fácil ex~ 

cução , · mas satisfatórias para os fins específicos que en 
tão estariam em vista , 

*:*=*:*:*:* 
*:*:*:* 

*:* 

* 
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CAP :ITUlO ilV 

-C ON C LUS o E S 

Da argumentação expendida, - e , dos resultados forne
cidos pela experimentação e pela an~lise estatística , d~ 
correm as conclus5es abaixo . 

I 

Há elementos indicativos da existência de uma asso
ciação positiva entre resultados de mesmo sinal da pes ~ 

quisa da Endamoeba histolytica nas fezes e da intradermg 
reação realizada com antíg~no de Endamoeba moshkovskii. 

11 

Há uma associação positiva entre resultados de me§ 
mo sinal da pesquisa da E.histolytica nas fezes e da in
tradermo-reação com antígeno de E. histolytica ; dentro <hs 
critérios habituais de significância , - esta associação não 
deve ser atribuída ao ocaso ; sua intensidade , determinada 
no conjunto dos casos em que foi empregado o mais adequ~ 
do testemunho , - exprime-se pelo valor de 0,84 do coefici
ente de assoc~açao de Yule e pelo valor 0 , 52 do coefici~ 
ente de associação de Tschuprow , 

IH 

Utilizando o mesmo conjunto de casos referidos na 
conclusão precedente ,. a sensibilidade observada para a 
intradermo ~ reação foi de 0 , 625 e a inespecificidade de 
0 , 125 ,· com intervalos fiduciais 95% , dados respectivameQ 

tepor : -
0 , 35 

0 , 04 

0 , 87 e 

0 , 24 
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IV 

. Há argumentos de natureza teórica conducentes à per~ 
pectiva de melhoria dos valores estabelecidos para a sen
sibilidade e para a inespecificidade da intradermo-reaçã~ 

V 

Há uma associação positiva e significante entre te
sultados de mesmo sinal das intradermo-reaçóes realizadas 
com antígeno de E. histolytlca e de E. ' moshkovskil. 

VI 

A intradermo-reação pode vir a constituir o mét~ ip 
damental para levantamentos epida.iológicos da prevalên -
cia da amebíase em agrupamentos humanos. 

VII 

Dada a importância da possibilidade sugerida na con
clusão anterior,· reputamos essencial que o assunto sej .a 
mantido como tema de investigação para que possam ser a
profundados e ampliados conhecimentos reiativos a ce r tos 
aspectos básicos da questão, . especialmente os referent e s 
à padronização do antígeno . ' 
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