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INTRODUGAO

Consagrando o melhor de nossa atengao aos problemas
referentes 3 amebiase, capacitamo-nos, desde hd muito,
que seu estudo epidemiolégico receberia valioso impul s o
se dispuséssemos de processo prdtico que permitisse o
diagnéstico acurado dessa moléstia. Com efeito, a evidm
ciagao da Endamoeba histolytica nas fezes, método de e~
leigdo para a diagnose da forma mais comum da amebias e,
a intestinal, exige laboratorista com longo tirocinio e,
no dizer de Faust (1942), treinado intensamente pelo me-
nos durante 6 meses. Craig (1948) afirmava que os erros
diagndsticos sao de tal monta que "seria incapaz de acre
ditar néles, se ndao os tivesse visto". Considere-se, a
par disso, que a eliminagao dos cistos de E. histolytica
se faz irregularmente, de forma que um Gnico exame de
fezes formadas revela apenas fragdao dos parasitados, va-
riével de acordo com o método adotado, mas, via de regra
nao superior a metade dfles. Nos casos negativos, a re-
petigao dos exames se faz necessaria; 2, 3 ou mails vé-
zes. A administragdo de purgativo salino melhora sensi-
velmente o rendimento do exame coprolégico Yinico, mas tan
to essa pratica como a de repetigado dos exames, sé difi-
cilmente podem ser executadas com finalidades clinic a s,
e, nunca, em estudos epidemiolédgicos, em massa. FEst es-
tado de coisas explica o modo de pensar de D'Antoni ....

(1949): "Our present means of diagnosis are cumbersom e,
time consuming, and utterly impractical for mass test” ,
bem como o de Faust (1952) expresso nas palavras: "T he

lack of uniformity in the diagnosis of amebiasis 1s appa
rent i1n both ti;e clinical and epidemiologic fields".

Qutros meios diagndsticos tém sido ensaiados, tal s
como a cultura da endameba, inoculagdo em animals sensi-

veis, retossigmoidoscopia, provas imMunelédgicas (fixaga o
de complemento, precipitagdo, aglutinagdo), etc. E ssas
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tentativas indicam ndo sé puro interésse cientifico pelo
assunto,  -mas, - sobretudo, trazudem a insatisfagdo ofereci
da pelo exame coprolégico e o conseqgllente desejo de en-
contrar método pratico e seguro que possibilite o diag-
néstico da amebiase, elemento de fundamental importéncia
para o estudo de sua epidemiologia: "... o diagnéstico pre
ciso das doengas é", como bem observa Barros Barreto ...
(1951), - "o primeiro requisito para que se lhes possa
fazer o estudo epidemiol égico”.

Nessa -ordem de 1déias, consideramos a hipétese de
se aplicar, como meio diagnéstico da infecgdo amebiana, -
antigeno especifico, -por via intradérmica, tal como se
faz com éxito em numerosas moléstias infecciosas.' Como
exemplo, citemos apenas a chamada reagdo de Montenegro, -
prova cutinea de alergia infecciosa que, permitindo o
diagnéstico da leishmaniose tegumentar americana, tem
contribuido de forma significativa para o estudo clinico
e epidemiolégico dessa protozoose. Cuidadosa revisao da
literatura mostrou-nos que, na amebiase, jd foi aplicada
prova semelhante, com finalidade diagnéstica, pelo inves
tigador italiano .'calas (1923).- Os resultados animado-
res entdo obtidos e o renome do autor que ja havia dado
publicidade a valioso trabalho sébre fixagdo de comple-
mento na mesma moléstia (Scalas, 1921),. faziam crer que
se multiplicassem as observagdes nesse setor. Entretan-
to, somente em 1932 foi o assunto retomado por Spector que
concluiu pela inadequagdao do método ao diagndstico da a-
mebiase; a semelhante conclusao chegou também Secret ...

(1952).-

Outros estudos existem, ainda, referentes ao empré-
go da intradermo-reagdo em animals inoculados com dife-
rentes amebas; os resultados, neste dominio, sfo, de for
ma geral,-encorajadores.-

Sendo tdo numerosos os trabalhos sébre amebiase, ¢é
verdadeiramente surpreendente que a literatura existente
sobre a intradermo-reagao nessa protozoose seja tao po-
bre e inconclusiva. Como veremos pormenorizadamente noc
texto desta tese. subsistem dividas fundamentais sébre a
matéria e desconhece~-se o real valor da prova como meio
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diagnéstico da infecgdo amebiana.  Como conseqiiéncia é e-
la considerada com reserva ou mesmo omitida pelos mais e-
minentes autores, ".., such tests have not extensive trial”
(Culbertson,  1941).  Este mesmo autor representa a prova
cutdnea na amebiase com a seguinte notagdo:- (P). E sem
divida ainda é essa sua atual conceituagéo.  "In protozoan
infestations skin tests have been less useful. The only
instance to be mentioned is leishmaniasis.::" (Chase,1952)"

Forgoso é entao reconhecer que se tornam necessarios
novos estudos para a fixagao do real valor da intradermo-
reagao no diagnéstico da amebiase.- A matéria,-sdbre - ser
de importancia pela possibilidade de vir a contribuir pa-
ra o estudo epidemioldgico 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
with infection”" (Taliaferro, 1929).  Embora compartilhan-
do da opinido désse reputado autor, devemos levar em con-
sideragao que, no particular, a natural complexidade da
matéria e os parcos conhecimentos sdbre ela existentes tor
nam pouco promissoras para o pesquisador as perspectivas
de &xito. Mesmo assim, por termos em vista a importéncia
de que se reveste o assunto, como ja ficou evidenciado nas
consideragoes expendidas, resolvemos empreender seu estu-
do, certo de que os dados e as observagoes resultantes de
indagagdoes como a que pretendemos levar a cabo é que per-
mitirao no futuro a solugdo definitiva do problema.

No presente trabalho, em que apresentamos os resulta
dos até agora obtidos, restringimo-nos a parte fundamen-
tal do assunto, isto &, a pesquisa no homem da intradermg
reagdo a4 injegao de antigeno amebiano e sua relagao com
a presenga da E. histolytica nas fezes. Problemas corre-
latos preexistentes e outros que jéd surgiram com o desen-
volvimento desta investigagao constituem um amplo progra-
ma para ulteriores pesquisas,

Para facilidade de exposigao o presente estudo sera
dividido nos seguintes capitulos.

-



I - Evolug3o e estado atual dos conhecimentos s
bre a intradermo-reagao na amebiase.

IT - Material e método de estudo.

ITII - Andlise e interpretagao dos dados experimen-
tais.

IV - Conclusdes.



CAPITULO I

EVOLUGAO E ESTADO ATUAL
DOS CONHECIMENTOS SOBRE A
INTRADERMOREACAO NA
AMEB I ASE

Robert Koch, ao demonstrar a reatividade alteradados
tecidos do animal tuberculoso ao germe da doenga e ao s
seus produtos metabélicos (tuberculina), estava abrindo no
vo e promissor campo - o da alergia infecciosa - para o
estudo das moléstias infecto-parasitarias,

No homem e nos animais, o estado de alergia infeccig
sa pode aparecer, naturalmente, como conseqiéncia de infec
gao, ou ser induzido pela introdugao no organismo de ger-
mes vivos ou, excepcionalmente, de germes mortos ou de
produtos de germes.

O reconhecimento désse estado se faz mais frequente-
mente, pela pesquisa da reagao cuténea, que se mostra en=
- s ST LT .. .
tao modificada & injegao intradérmica dos agentes alergi-

zantes.

Se adotarmos a idéia dominante de que tal reagio se-
ja consequéncia da unido do antigeno com seu corresponden
te anticorpo in vivo, seréa licito admitir que todos os
agentes infecciosos que estimulem a produgdo de anticor -
pos possam criar o estado alérgico. Esta concepgao tem
servido de base para o largo emprégo das provas alérgicas
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cuténeas, o que vem contribuindo de forma altamente expres
siva para o estudo clinico e epidemiolégico de moléstias as
mais diversas, evidenciando-se a infecgdo no presente, ou
o contato do organismo com germes ou seus produtos, no pas
sado, pésto que o estado alérgico pode persistir mesmo a-
p6s ter cessado o estimulo alergizante.

A alergia infecciosa, melhor estudada na tuberculose,
tem sido igualmente evidenciada em outras doengas, tais co
mo a linfogranulomatose inguinal (virus), tifo epidémico(ri
ckettsia), brucelose (bactéria), tricofitias (cogumelo):.-
leishmaniose (protozoéario), filariose (helminto), para ci-
tar apenas algumas de agentes etiolégicos pertencentes. a
grupos taxonSmicos diversos.

Na amebiase, a possibilidade de €xito da intradermo -
reagao (que doravante, para facilitar, representaremos por
I R) estaria, como no caso de outras doengas infecto-para-
sitdrias, na dependéncia da capacidade de seu agente esti-
mular a formagdo de anticorpos especificos.

Os protozodrios e demais parasitas que vivem na luz
intestinal, pela falta de contato mais intimo com os teci-
dos do hospedeiro, nao estimulam a produgao de anticorpo s
ou o fazem fracamente (Culbertson, 1951). Pelo contrério,
a Endamoeba histolytica (que serd representada por E h),
parasita tissular, lesando a mucosa e penetrando, por vé-
zes, profundamente na parede do intestino grosso, provoca-
ria formagdo de anticorpos e poderia determinar alergia cu
tdnea revelavel pela injegao de quantidades adequadas de
antigeno especifico.

Serd, oportuno, entretanto, lembrar que o assunto nao
é assim tao simples e comportaria na verdade extensas con-
sideragoes.

Existem fatos ponderdveis 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 i1déia tornou -
se bem conhecida e grangeou muitos adeptos principalmente
por ter sido defendida por um parasitologista com o reno-
me e a projegao de Brumpt (1949). PEste autor estabeleceu
caracteristicas de ordem morfolégica que permitiriam dis=-
tinguir as formas comensals das patogénicas, agentes da
amebiase. Além disto a observagdo de que a presenga de E
h nas fezes nao se acompanha por vézes de qualquer per -
turbagdo tem servido de apdio para aquéles que defendem a
possibilidade de viver o referido protozodrio na luz in
testinal,

O problema é atraente e sua solugdo desde ha muito
vem sendo buscada por pesquisadores que tém estudado exaus
tivamente, do ponto de vista morfolégico, biolégico e imu
nolégico, amostras de E h, oriundas de pacientes com e
sem sintomatologia. Especial atengdo tem-se atribuido ao
tamanho da ameba e & flora de associagdo. Entretanto,. a-
té o momento, ndo foi dada a udltima palavra sGbre o assun
to, sempre atual por sua importadncia cientifica, clinic a
e epidemioldgica.

Embora acreditemos que maiores razdes assistem aque-
les que admitem a patogenicidade obrigatéria da E h, u-
ma anédlise mais pormenorizada da questao foge aos objeti-
vos de nosso trabalho. De fato, para nés, o que importa, -
em suma, é saber que o poder.antigénico da E h, ligado cer-
tamente & sua capacidade de lesar os tecidos, foi estabe-
lecido ha cerca de 40 anos, desde quando Izar (1914) veri
ficou a presenga de anticorpos fixadores do complemento no
séro sanguineo de 5 pacientes e de 3 gatinhos infectado s
com essa ameba e negatividade da prova em individuos nao
parasitados pela E h.

Scalas (1921) em casos de disenteria amebiana confir
ma a observagdo de lzar.

0 assunto sé voltou a ser tratado por Craig que a
partir de 1927 deu publicidade a varios trabalhos que con
tribuiram de forma expressiva para o conhecimento da pro-
va de.fixagdo de complemento no diagnéstico da amebiase..

(Craig, 1948).
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Outros autores, em animais infectados experimentalmep
te com a E h (Wagener, 1924; Craig & Kagy, 1933, etc.) ou
com ela injetados por via parenteral (Heathman, 1932; Me-
nendez, 1932, . etc.) evidenciaram igualmente anticorpos es-
pecificos. :

Tais verificagdes deveriam levar, naturalmente, a pra
tica de provas intradérmicas, pois a produg@o de anticor -
pos pode, embora ndo necessdriamente, acompanhar-se de es-
tado alérgico demonstréivel pela reagao cutdnea ao agente da
doenga e seus produtos, a qual, -ja dissemos, é concebivel,
em dltima andlise, como resultado da unido antigeno / an-
ticorpo in vivo.

Foi certamente esta esta ordem de idéias que levou &g
las em 1923 a experimentar a I R no estudo da amebiase. A-
liéds, a aplicagao desta prova cuténea ocorreu-lhe em 1921,
ao verificar a possibilidade de, por meio dos anticorpos fi
xadores do complemento, diagnosticar essa protozoose. Ca-
be portanto a €sse pesquisador italiano o mérito de ser o
primeiro. a tentar a reagao intradérmica na amebiase. Uil
e indispenséavel por isso o conhecimento pormenorizado do
seu trabalho pioneiro (Scalas, 1923).

O antigeno era preparado com material de casos agudos
de acdrdo com a seguinte técnica: - a 30 g de muco e fragmep
tos. de mucosa intestinal ricos em amebas, obtidos de fe-
zes humanas diarréicas. recentemente eliminadas, adicionava
50 ml de solugd@o fisiolégica. Em frasco com rolha de esme
ril contendo pérolas de vidro, a mistura era mantida em es
tufa a 37° C durante uma semana, sendo agitada vdrias vé =
zes por dia, Apés passagem em papel de filtro e vela Ber-
kefeld conetada a uma trompa de dgua, obtinha liquido lim-
pido, o antigeno, que era descorado com carvao animal e eg
terilizado por aquecimento descontinuo. Seu uso se fazi a
até um més apés a preparagao. A prova era executada pela
injegdo intradérmica de 0,25 ml do antigeno na face ante -
rior do antebrago. O contréle, feito pela inoculagao em
outro brago de igual volume da solugdao de cloreto de sédio
a 0,85%. Suave massagem assegurava rapida absorgio do li-
quido. A observagdo era feita de hora em hora. Nas rea -
Goes positivas jé4 ao fim de uma hora via-se uma elevagio ip
plantada no centro de uma zona, de colorido réseo, com 5 a
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6 cm. de didmetro. Os sinais subjetivos consistiam em pruy
rido e calor, sem dor. Nio havia linfo-adenite e nem fe-
bre ou outras perturbagGes gerais. Ao fim de 1 a 3 dias
no maximo, a reagao desaparecia e nao deixava vestiglo s.
Nos casos negativos, os fendmenos se limitavam a uma 4rea
hiperémica punctiforme,

Scalas empregou a prova em 32 individuos, cuidadosa -
mente selecionados, dentre os quals 9 apresentavam a enda-
meba patogénica nas fezes. Todos ésses 9 pacientes mos -
traram reagao cutanea positiva. Nos restantes 23 pacien -
tes, nao amebianos, a I R foi sempre negativa; déste gru-
po. 5 eram saos, 1l apresentavam moléstias vdrias e 7 en-
terocolite ndo amebiana.

Baseado nessas observagbes, Scalas afirma que é pos -
sivel, na amebiase intestinal, obter-se, com antigeno a-
dequado, I R positiva de cardter especifico. Deve-se ain-
da assinalar que a intensidade das reagbes guardava rela-
Gao com o estado clinico da amebiase, Fortemente positi -
va nos casos agudos, era leve ou fugaz nos crénicos., Nes-
tes Ultimos, nos quals os cistos nas fezes sdo de dificil
encontro e reconhecimento, a prova encontraria, no dizer
de Scalas, sua maior aplicagao.

Seria natural que o trabalho de Scalas chamasse a a-
tengdo dos estudiosos e que se fizesse pronto reexame do
problema e ampla aplicagao da prova cutdnea no diagnésti-
co da amebiase, A julgar, entretanto, pela literatura, o
trabalho em aprégo nao teve a repercussdao e a aceltagao a
que fazia jus, ndo sé pela relativa simplicidade do método
e pelos sugestivos resultados obtidos com seu empré zo,
como ainda pelo renome do autor que 2 anos antes, como Ja
vimos, havia publicado valioso trabalho (Scalas, 1921), am
pliando o cldssico estudo de Izar (1914) sébre a fixagi o
do complemento na infeccgao amebiana.

A obtengdo do antigeno deveria constitulr a malor, se
nao a unica dificuldade para que se fizesse o reestudo da
1 R, pois o material para seu preparo, fezes recentement e
eliminadas por paciente com disenteria ameblana aguda; nem
sempre pode ser conseguido com facilidade como observa o
préprio Scalas. As culturas de E h poderiam tornar-se fon
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te de substdncia antigénica e afastar €sse ébice. Tenta-
das por varios autores, dentre os quais Fajardo (1896),no
Brasil, sé foram elas obtidas, provavelmente, por Cutler
(1918). Ao tempo, porém, em que Scalas publicou seu tra-
balho, 1923, a cultura ndo se fazia satisfatoriamente. Foi
s6 2 anos mais tarde que Boeck & Drbohlav (1925) descreve
ram um meio a base de 6vo, no qual se obtém crescimento e
xuberante da ameba patogénica.

Era de se esperar que o cultivo da E h, podendo-se
constituir em fonte aprecidvel de material para o preparo
de antigeno, viesse contribuir de pronto para que a prova
cutdnea de Scalas f0sse devidamente considerada. Tal po-
rém nao se deu. Com efeito,.sdOmente anos depois Spector
(1932), estudando métodos diagnésticos da amebiase, compa
ra o valor da cultura ¢om o de provas imunolégicas, entre
as quais inclui a I R,

No preparo de antigeno para a execugdao da prova, es-
sa autora langou mao de culturas de E h tratando-as pelas
3 diferentes formas que passamos a enumerar sumariamente,

1) - Sedimento lavado de 7 cépas de E h recebia 1i-
gual volume de solugdo de Coca “). Essa mistura permane-
cia muitos dias na estufa a 37,5° C, sendo aquecida duran
te 1 hora, -a 60° C, diariamente. Como nessas condigoes os
esporos de Clostridium perfringens permanecessem VivVos, O
extrato era passalo pelo filtro Seitz,

2) - Sedimento de cultura, lavado e dessecado,.- era
pulverizado em gral estéril e depois diluido na proporgao
de 1:100 em solugdo de Coca, sendo a extragao do antigeno
feita na geladeira durante 2 dias. Apés centrifugagdo, o
sobrenadante era filtrado em Seitz.

3) - Sedimento de cultura, lavado, era tratado com
7% partes de dlcool absoluto, permanecendo o material na
estufa por 15 dias, sendo freqlientemente agitado. 0 pé
assim obtido era diluido em solugdao de Coca na proporgao
de 1:100. Apés filtragao em Seitz, o antigeno estava pron
to para ser empregado. '

NaCl 0,7 %
(*) Formula da solugao de Coca: NaHCD3 0,005 %
Fenol 0,4 %
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Finalmente um antigeno para contréle era obtido, unj
camente com os germes aero e anaerébios existentes nas cul
turas de amebas. O meio, a extragao, bem como as demais
operagoes adotadas para o preparu .do antigeno testemunho,
eram os mesmos do antigeno amebiano, inclusive a filtra -
Gao. Para os 4 antigenos, a esterilidade era comprovada
para os germes aero e anaerdbios.

Em experiéncias preliminares, Spector verificou que
o 12 antigeno forneceu os melhores resultados. O extrai-
do pelo alcool, o de n® 3, nio apresentava poder antigéni
co, Em seu trabalho figuram apenas os dados obtidos com
o de n2 1, o melhor.

Para a execugao da prova, injetava, 0,1 ml intradér-
micamente na face anterior do antebrago, fazendo o contrgd
le pela injegao do mesmo volume do antigeno testemunho. Lia
os resultados apés 20 minutos, 24, 48 e 72 horas. Um nd-
mero muito reduzido de paciertes mostrou reagao imediata,
ao fim de 20 minutos, enquanto que em alguns outros ela
sdmente se positivou ao fim de 24 horas. A intensidade ds
reagoes era variivel, indo desde ligeira vermelhidao até
forte eritema com edema e hemorragia, permanecendo por
48 a 72 horas; nunca houve distirbios gerais.

Foram estudados 157 individuos. Os resultados estao
apresentados no quadro seguinte.

(Ver quadro na pdgina seguinte)

Dentre os 157 pacientes usados para a prova cut@ne a
apenas 4 apresentavam amebiase. Os 153 individuos dados
como livres de infecgdo amebiana apresentaram com os 2
antigenos empregados, o de prova e o testemunho, tddas as
combinagdes de reagdo possivels, como se pode verificarm
quadro acima. A conclusdo a que a autora chegou de que.
a referida prova cutdnea ndo se presta para o diagnédstico
da amebiase é destituida de fundamento cientifico, pois a
andlise estatistica de seus resultados, indispensdvel pa-
ra qualquer pronunciamento autorizado em estudo dessa na-
tureza, nao foi feita; aiids, os dados disponiveis nao se
prestavam mesmo a uma andlise satisfatéria, em vista da
natural impropriedade da amostra na qual, entre 157 pa-



CORRELACAO ENTRE INFECCAO PELA E. HISTOLYTICA
E REACAO CUTANEA TARDIA

(Seg. Spector, 1932)

. REACOES CUTANEAS
INFECCAQ FELA

E. LEISTOLYTICA . TOTAL
Prova ¢$- Prova 4 [Prova = Prova -
Test, = | Test, 4 |[Test. — | Test. o
Positivo .. Disenteria 2 - - - 2
Positivo "} Por tador 2 - - 2
Negativo - - 6 27 94 26 153
TOTAL 8 29 94 26 157

91
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cientes, sdmente 4 apresentavam E h nas fezes. Conside-
re-se ainda que o diagndstico era estabelecido por meio de
cultura e de exame de fezes sem enriquecimento, critéri o
que teria deixado de revelar casos de amebiase em ndmer o
suficiente para modificar os resultados obtidos. Embor a
nao sejam fornecidos pormenores sdbre a natureza da amos-
tra estudada, é sugestivo, e de certa forma confirma essa
nossa hipétese, a baixa prevaléncia encontrada pela refe-
rida autora, pols apenas 4, entre 157 pacientes, estavam
infectados pela ameba patogénica. Mesmo que se deixe de
levar em conta éste fato, permanecem validas as outras ob
jecoes levantadas, e, portanto, o mérito da I R como meio
de diagnéstico da amebiase ndo pode ser julgado pelo tra-
balho de Spector.

Recentemente, é feita nova tentativa de diagnéstic o
da amebiase por meio da prova intradérmica, por Secret...

(1952).

Este autor francés utilizou como antigeno o conteddo
de abscesso amebiano do figado, obtido durante uma inter-
vengao cirdrgica. Bacteriolbdgicamente estéril, €ste mate

rial seria mais adequado para a feitura da I R do que o
de cultura de E h que sempre se faz na presenga de ger -
mes capazes de acarretar falsas reagées. O conteiddo do

abscesso, muito denso, era diluido com sdro fisiolégico e
em seguida tindalizado pelo aquecimento durante uma hor a
a 56° C, 3 dias consecutivos.

Dez pacientes com amebiase (5 com forma histolytica,
2 com forma tetragena e 3 eliminadores de cistos) foram
injetados com 0,2 ml do antigeno no derma do antebrago. No
ponto da injegao apareclia imediatamente uma papula urtica
riforme esbranquigada, sem outra reagadao local de eritema
ou edema, pdpula que desaparecia ao fim de 15 minutos. O
contrdle foi efetuado pela injeégao da mesma substincia ap
tigénica em 10 pacientes livres de infecgdo amebiana e os
resultados foram semelhantes aos verificados nos indivi -
duos infectados,

Redundou, portanto, em insucesso, a experiéncia de
Secret no que concerne a possibilidade de diagnéstico da
amebiase por meio da I R. O autor acredita que seus re-
sultados indicam que a amebiase é uma infecg@ao sem rea -
gdo imunitdria geral ou de hipersensibilidade cuténea, con
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trariamente ao que ocorre em certas outras moléstias in -
fecciosas. A auséncia de anticorpos explicaria a longa e
volugdo da moléstia e a negatividade da I R. °

Em resumo, foram &€sses os trés tnicos trabalhos, por
nés encontrados na literatura compulsada, nos quais a I R
era executada no homem. No primeiro déles (Scalas,.1923)
é atribuido valor a reagdo como método de diagnéstico da
amebiase. Spector (1932) e Secret (1952) chegam porém a
conclusces opostas, de sorte que no momento atual ignora-
mos a verdadeira significagao da referida prova no estudo
da infecgdo amebiana. Serd oportuno considerar que os a-
ludidos autores experimentaram antigenos amebianos elabo-
rados com material diverso. Assim, Scalas empregou fezes
disentéricas, Spector culturas de E h e Secret, conteudo
de abscesso amebiano do figado. Mesmo que se deixe de
tomar: em conta outros fatOres, sdmente a diversidade da
substdncia antigénica levar-nos-ia a natural pressuposi -
gdo de que os resultados nao deveriam ser concordantes, da
do o papel de primordial importancia desempenhado em estu
dos imunolédgicos pelo antigeno, extremamente sensivel as
menores variagdes de técnica e do material empregados :em
seu preparo. Fol mesmo em vista de reconhecer-lhe a rele
vincia que descrevemos com pormenores as manipulagdes - a-
dotadas-pelos autores citados,.em.-"sua preparagio

»* *

*

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

Alguns autores ensaiaram ainda a prova intradérmi c a
com substidncia antigénica de amebas outras que nao a E h.
Esta prdtica ‘estaria naturalmente justificada desde que se
demonstrasse capacidade antigénica naqueles organismos, pais, -
jé vimos, a I R seria conseqiiéncia da unido antigeno/anti
corpo in vivo.

E evidente que no caso de amebideos de vida livre a
antigenicidade sé poderia ser conhecida introduzindo-os por
via parenteral em animais e pesqulsando posteriormente a
presenga de anticorpos. Foi efetivamente &sse o processo
adotado pelos autores que em seguida citaremos. Serd opor
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tuno, porém, assinalar, antes disto, que, em geral, os es
tudos imunolégicos com amebas de vida livre precederam os
feitos com a E h, certamente por serem aquelas pouco exi-
gentes bioldgicamente, desde héd muito cultivadas em labo-
ratério, constituindo fécil material de estudo, ao passo
que a ameba patogénica sdmente a partir de 1925,. como vi-
mos, - foi obtida em cultura, de forma satisfatéria.

Séo relativamente antigas as investigag6es sdbre a
capacidade antigénica de protozoarios de vida livre e pag
ticularmente de amebfideos. Zaubitzer (1901) verificou que
o s6ro sanguineo de animal injetado com Vibrio comma agly
tinava, ainda que ndo especificamente, amebas que cresciam
juntamente com aquéle germe. Réssle (1905), injetando coe
lhos e cobaias com os infusérios Paramecium caudatum e
Glaucoma ‘scintillans, observou que o sdro dos animais ad-
quiria o poder de imobilizar e matar aquéles protozodrios
Coca (1912), injetando em coelbos amebas de vida livre ni
classificadas e designadas simplesmente como "Reed" e "Pro
teus”, evidenciou, por meio de provas de fixagdao de com -
plemento e de aglutinag@o, ndo sé a capacidade antigénica
déstes organismos como sua diversidade do ponto de vist a
imunolégico. Von Schuckmann (1920) e Michaelis (1930) ve
rificaram igualmente a produgdo de anticorpos em apimai s
injetados com amebas de vida livre, sendo que &€ste dltimo
empregou em seus experimentos formas cisticas.

Tais investigagdes, comprovando que diferentes proteo
zodrios de vida livre possuiam poder antigénico, consti -
tuiam base cientifica que autorizava, tal como ocorria pa
ra o caso da E h, a execugao de provas intradérmicas com
antigenos preparados a partir daqueles organismos.

Veremos a seguir como varios autores se ocuparam, efe
tivamente, da prédtica da I R em animais com subst@ncia an
tigénica de E h ou de outras amebas. Vale assinalar, des
de logo, que na maioria déstes estudos aparecem certos pro
blemas correlatos; a é€les s se fard aqui mengdo se inmpres

., . . . : -
cindivel as finalidades que temos em vista.

Parece ter sido Sellards (1911) o primeiro investiga
dor a tentar a I R com antigeno amebiano em animais.

Esse autor estudou do ponto de vista imunolégico 4
amebas morfoldgicamente distintas. Duas foram isoladas de
fezes de pacientes disentéricos. As outras duas, de vida
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livre, foram isoladas de 4gua de um rio e de infusido de
feno. Sellards, considerando cautelosa e acertadamente que
seria dificil classificar e identificar com precisdo tais
rizépodes, nomeia-os simplesmente por meio de letras, A,
B, Ce D, Essas amebas foram cultivadas em associagao com
‘Serratia marcescens em meio sélido & base de 4dgar e ex -
trato de carne,

O autor usou em suas experiéncias coelhos injetado s
repetidamente com as referidas amebas vivas e S. marces -
cens suspensos em Agua. As primeiras duas ou trés inje-
goes eram feitas por via endovenosa, e as demais por via
peritoneal. Cobaias foram, também po: vézes, injetada s
com culturas de amebas mortas pelo calor e incluidas nos
estudos de aglutinagao e I R.

Ndo foi possivel evidenciar no séro de animais imunj}
zados a presenga de precipitinas e aglutininas.

Sellards realizou ainda em coelhos e cobaias provas
intradérmicas em épocas variaveis de duas semanas até seis
meses apés a primeira injegao imunizante de amebas e 'S.
marcescens.,

Como antigeno, nessas provas, empregou o seguinte ma
terial:

1) cultura de 24 horas emulsionada em 4gua, tritura-
da com areia e, apdés centrifugagdo, filtrada em
é6xido de magnésio;

2) simples emulsdo de cultura de 24 horas em solugao
fisiolégica.

Observou o A. que 12 a 18 horas apés a injeg&do intra
dérmica do antigeno aparecia, nos an1malsyvedema e verme-
lhiddo local, especialmente com o antigeno no 2 que  por
vézes determlnava ainda supuragao. A diferenga de rea -
¢ao entre animals imunizados e normals era inconstante e
insignificante, parecendo, entretanto, que nos imunizados
a reagao era menor.

Sellards tentou ainda outras provas para verificagao
do poder antigénico das amebas. Por meio de teste microg
cépico, no qual sbéro imune era pdsto em contato com ame=
bas suspensas em dgua, observou lise de grande ndmero de
amebas com s8ro imune. O sdro normal testemunho, pelo con
tririo, era até adequado para o desenvolvimento das ame-



- 21 -

bas. Por meio dessa mesma prova foram estudadas as rela-
Goes bioldgicas existentes entre as quatro amebas ja refe
ridas (duas de vida livre e duas de origem intestinal ). Ve
rificou assim que désse ponto de vista elas eram diferen-
tes, pols o poder litico do séro era especifico para os
respectivos organismos empregados na imunizagao. Como ja
foi1 assinalado as quatro amebas eram morfolbgicamente dis
tintas embora pertencessem tédas ao tipo [imax.

Sellards para completar seu trabalho procurou eviden
ciar a presenga de anticorpos em pessoas com amebiase, co
locando o sdro sanguineo dos pacientes, em contato com as
quatro referidas amebas. Como o resultado nao indicasse
diferengas entre s8ro de individuos doentes e normais, rg

petiu a mesma prova, usando, porém, sangue e muco de fe-
zes diarréicas ricas em amebas, condigdes que lhe ofere-

ciam seguranga malor quanto 3 natureza patogénica das ame
bas empregadas, Também, esta experiéncia falhou para de-
monstrar anticorpos em sdro humano, pois a alteragido das
amebas se fazia de forma idé&ntica com sGro de doentes ou
de pessoas normais. Como sabemos a demonstragao de anti-
corpos (fixadores do complemento) em s6ro de amébicos sé
veio a ser feita por Izar, em 1914.

Apés Sellards, virios autores ja anteriormente cita-
dos fizeram em animais experimentagées imunolégicas com
protozoirios, mas a prova cutanea sé fol novamente consi-
derada por Heathman (1932) que a executou com antigeno de
amebas de vida livre e ainda com antigeno de E h. O tra-
balho dessa autora é amplo e déle destacamos os pontos que
julgamos de maior interésse. Heathman empregou em seu
estudo diferentes amebas cultivadas in vitro como segue:

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

Chaos diffluens, Nolychaos dubia e Mayorella bigemma,
em agua destilada contendo infusio de feno.

Flabellula citata e Flabellula myra, em dgua do mar
contendo alga (Fucus), esterilizada pelo calor. Estas duss
espécies cresciam satisfatbriamente associadas com uma
bactéria tipo pseudomona.

Mayorella conipes, cultivada em dgua estéril com graos
de trigo.
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Ao fim de 24 horas de cultivo, as amebas eram lava-
das trés vézes por centrifugagdo "lenta" em soluto fisio-
légico, apds o que recebiam solugdo salina fenolada a 0,%'%
e eram suspensas em nova solugdo salina, para serem intrg
- duzidas por ' via peritoneal em coelhos. ‘

A autora verificou capacidade antigénica de todos os
organismos usados, a julgar pela produgio de anticorpos eg
pecificos, fixadores do complemento e aglutininas. Foi-
lhe ainda permitido comprovar por meio dé&sses anticorpos
que as duas cépas de E h empregadas eram semelhantes bem
como havia certa identidade do ponto de vista imunolégico
entre a F. citata e a E h,

Heathmann executou ainda I R em coelhos imunizadoscam
as diferentes amebas jd mencionadas. A prova era executa-
da injetando-se intradérmicamente 0,1 ml dos antigenos da
quelas amebas, preparados de acérdo com as indicagdes se-
guintes. Antigeno de amebas de vida livre: sedimento de
culturas, lavado como jd foi indicado para o caso das in-
jegbes imunizantes, recebia, depois de sé&co, a solugdo de
Coca; a extragao se fazia em temperatura ambiente durante
24 horas e a filtragao em Berkefeld. O antigeno da E h
era feito como o anterior, sendo porém o material tritura
do em gral por uma hora antes da filtragdo. As bactérias
associadas com as amebas eram cultivadas & parte e delas
se extraiam, pelos processos acima, antigenos para contrd
le; o testemunho era também realizado com solugdo de Coca
e no caso da E h ainda com sdro de boi diluido a 1:8.

O resultado da prova intradérmica era lido imediata-
mente, 18 e 24 horas apéainoculagdo, e, ainda, diariamen
te, durante uma semana, Heathman observou que, soment e
depois de imunizados, os coelhos passaram a dar prova
intradérmica positiva, caracterizada por uma area averme=
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. Den
tre as verificagoes feitas pela autora convém ainda sali-
entar as seguintes: os animals injetados com E h reagi -
ram 3 ivwculagao intradérmica de antigeno de Flabellula ci
tata mas nao ao de Flabellula myra, embora antigeno des -
ta iltima determinasse reagdo cut@nea no animal imunizado
com F. citata, Coelhos pr&viamente injetados com cultu-
radeF. citata mostraram pequena reagao uo antigeno de E h,
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0O resultado dessas provas cuténeas estd de acérdo com o
das de fixagdo do complemento, havendo portanto indicagdo
de que existe certa semelhanga antig@nica entre a Eh e
a F, citata, '

Ainda no ano de 1932 é publicado um trabalho sébre re
lagBes sorolégicas da E h (Menendez, 1932), no qual a rea
gao cutdnea é objeto de estudo. O autor imunizou coelhos
com os seguintes organismos.

E h, 6 cépas, 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 hepaty
co;

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

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

Esses protozodrios foram todos cultivados em meio de
Tanabe & Chiba (base sé6lida de agar a 1%, asparaginaa (\1%
e solugao de Ringer & qual eram adicionados 5% de séro de
coelho ou de cavalo e amido de arroz estéril).

Menendez padronizou a contaminagdo bacteriana dascul-
turas de tddas as cépas de E h, de sorte que as diferen-
Gas porventura observadas entre elas nas experiéncias a
serem realizadas deveriam ser atribuidas &s préprias ame-
bas e ndo & flora associada. Os coelhos empregados eram
injetados por via endovenosa com sedimento lavado de cul-
turas dos protozodrios jé referidos. O esquema para imu-
nizagdo compreendia 5 injegdes 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 conten
do amebas vivas. As bactérias associadas aos protozodrios
eram cultivadas & parte e introduzidas em coelho segundo
a forma ja indicada.

Reagoes de fixagéo do complemento realizadas com s6-
ro de animais imunizados demonstraram o poder antigénico
dos referidos protozoarios bem como evidenciaram  que as
diferentes cépas de E h eram imunoldgicamente semelhan -
tes. Provas de precipitagdo e amebdélise confirmaram nao
sé a capacidade antigénica da E barreti e da E h como
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também a semelhanga imunolégica das diversas amostras des
ta ultima.

A parte do trabalho de Menendez que mais nos intereg
sa é a que versa sObre a prova cutfnea praticada em coe-
lhos imunizados com E h e E. barreti, de acdrdo com a téc
nica j4 apontada anteriormente. No curso de seu estudo Me
nendez empre_ou varios métodos para a obtengao de mate-
rial antigénico, mas os antigenos usados para a execugiao
das provas intradérmicas foram preparados segundo uma tni
ca técnica, que passamos a descrever.

Amebas com 48 horas de cultura, com bom desenvolvima
to verificado microscopicamente, eram postas em tubos de
centrifugagao, suspensas em solug8o de Ringer aquecida a
37° C e centrifugadas a "baixa velocidade" por 1l ou 2 mi-
nutos. Apds remogdo do liquido sobrenadante,  a operagao
precedente se repetia por 3 vézes, de sorte que a quase
totalidade das bactérias era removida. Esse sedimento la-
vado era colocado em frasco esterilizado juntamente com
10 volumes de solugao de Coca e pérolas de vidro, permane
cendo na geladeira por 24 horas e sendo freqlientemente a-
gitado para obtengdao de autélise. Preparavam-se os anti-
genos, testemunhos, com as bactérias associadas aos dois
rizépodes (E h e E. barreti),cultivadas no mesmo meio de
Tanabe & Chiba. Ao sedimento dessas culturas adicionavam-
se 10 volumes da solugdo de Coca e a extragao se fazia co
mo no caso anterilor,

Trés meses apés terem recebido a dltima dose imuni-
zante, os animals eram submetidos & injegdo intradérmic a

de 0,1 ml dos antigenos. Foram empregados 5 antigenos de
diferentes cépas de E h, 1 de E. barreti e 2 testemunhos
(1 de bactérias e outro de solugiao de Coca). Dessa forma

cada um dos 8 coelhos empregados nesta experiéncia era sub
metido a 8 provas intradérmicas como se poderd verificar
no quadro que segue. Os animais sofriam depilagdo com 24
horas de antecedéncia, sendo usados sé os que ndo apre-
sentavam irritagao da pele. Os resultados eram lidos ao
fim de 24 horas quando as reagdes positivas se mostravam
mais fortes. Antes das imunizagdes as provas intradérmi-
cas foram negativas com qualquer dos antigenos.



REACOES CUTANEAS EM COELHOS PREVIAMENTE IMUNIZADOS

COM CULTURAS DE E. HISTCLYTICA E DE E. BARRETI
(Seg. Menendez, 1932)

v
Coelho] Preéviamente ANTIGENOS
nimero|imunizado com

E., HISTOLYTICA

Solugcéo
E. b. |Bactéria de
A B c D E Coca
59 Normal - - - - - - + -
26 Bactéria - - - - - - 3 4+ -
8 E h B 4 4| 44l 4|44 4 4 2 4 + -
11 E hC 4 | 44|44+ 4 4 4 4 2 4 2 4 -
13 E h D 3 4| 343 +13 4 4 + ~+ + -
15 E h E 3 4] 34|13 4+(3 4+ 3+ - - -
16 E h E 34| 343 4|3 4 34 + + -
4 E b - - - - - 4 4 2 4 -

E. %i.e Endamoeba barreti

Reagcdo intracutdnea apds 24 horas: 4 4, forte edema e vermelhidfo: 3%.

edema moderado e vermelhiddo; 2 4, sd vermelhiddo; 4 leve vermelhiddo;
sem reag#o.

- GC
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Devemos destacar no trabalho de Menendez a capacida-
de antigénica da E h e da E. barreti, a julgar pela pre -
senga no sdro de animais imunizados com &sses organismo s
de anticorpos especificos evidenciados pela fixagao do
complemento, precipitagéo, lise e pela I R. As diferen -
tes cépas de E h, imunoldgicamente, comportaram-se da meg
ma maneira, dando reagoes espécie~-especificas.

Menendez acredita que as reagoes sorolégicas poderao
contribuir para o diagnéstico da amebiase bem como para
a classificag@o de certos parasitas animais.,

Consideraremos finalmente um amplo estudo sdbre ame-
biase de autoria de Bieling (1935), no qual a I R é nova-
mente praticada em animais. Bsse investigador alemdo ve-
rificou que cdes e gatos experimentalmente infectados com
a E h apresentavam resisténcia a reinfecgéo., Acreditan-
do que tal fendémeno corresse paralelamente com a alergi a
cuténea especifica, investigou-a nesses animais. No pre-
paro do antigeno Bieling empregou intestino grosso de ga-
tos mortos por disenteria amebiana aguda. As partes da
mucosa que apresentavam alteragdes patoldgicas eram raspa
das.e sé€cas a 58° C, Apéds trituragdo em gral, o pé obti-
do era suspenso em séro fisiolégico e usado como antigeno,
O contrdle, preparado com mucosa intestinal de gatos sa-
dios. ‘

As provas eram executadas pela injegao intradérmic a
de 0,2 - 0,3 ml dos antigenos. Em gatos saos, doentes e
curados de amebiase, n&o foram vistas diferengas de rea-
gées. Em cdes, as injegdes do antigeno de prova:detgrmi-
naram reagao nos animals sadios e nos amébicos, nestes, pg
rém, mais intensa e duradoura. O extrato dé contrdle por
vézes, provocou reagao. As reagdes se positivaram ao fim
de horas, podendo perdurar de 1 a 2 dias.

Esses experimentos preliminares indicaram a Bielin g
a necessidade de obter antigenos amebianos mais puros, o
que foi tentado por meio de fermentag&o separativa, de a-
cérdo com a seguinte técnica: muco intestinal de gatos, rj
co em amebas, era aquecido rapidamente e semeado em meio
de cultura liquido juntamente com o Bac.illus mycoides. A
p6és 5 semsnas de incubagdo, obtinha-se filtrado isento de
proteinas, com reagdd do biureto negativa, devida & infly
éncia dos fermentos do B. mycoides. O filtrado recebi a,
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apés centrifugagdo, solugdo de formalina a 2% . O liqui-
do obtido, amarelado, foi usado em diluigoes a 1:5, 1:10
e 1:20, em provas intradérmicas, em 3 caes. O testemunho
para &sse antigeno era preparado com material 1déntico, cop
tendo lisado de bacilos tificos.

Dentre os caes injetados, 2 haviam sido curados de
amebiase, néo apresentando a E h nas fezes, respectivamen
te hd 15 dias, e hd 2 meses. O outro animal estava doen-
te, eliminando ameba ha mais de 4 meses. Em todos €sses
3 animais, o extrato especifico produziu reagao em 10 a
15 minutos, com edema e vermelhiddo periférica, que perdu
rava por cérca de 24 horas. O extrato de contréle nao pro
vocou alteragao.

Bieling experimentou um terceiro tipo de antige no,
preparado com material de abscesso amebiano de gato, sem
contaminagao bacteriana secunddria. O conteiido do absceg
so era séco a 37° C e triturado em gral. A 0,6 g do pé
obtido, adicionavam-se 6 ml de solugdo fisiolégica e 3 go
tas de cloroférmio, sendo a mistura agitada, com pérolas
de vidro, durante 8 horas. Apéds centrifugagado obtinha-se
liquido claro, entdo empregado para as provas intradérmi-
cas, no volume de 0,2 - 0,3 ml. Gatos sadios e infecta -
dos recentemente (ha 5 dias no mdximo) nao apresentar am
reagdes diferentes. Foram ainda injetados com &ste anti-
geno 5 caes, sendo 2 saos, como contrdle, e 3 que haviam
tido infecglées amebianas intestinais durante 5, 8 e 18 mg
ses,-e sem E h nas fezes hd, respectivamente, 18, 24 ¢ 8
meses. Todos €stes 3 animais apresentaram I R positivaao
fim de 10 minutos com o antigeno especifico, concentrado
ou diluido a 1: 5. Ao fim de horas o edema diminuia e a
reagao quase se negativava em 24 horas. A auséncia derea
Gdo nos 2 cles testemunhos demonstrou a especificidade da
prova.

Bieling concluiu pela existéncia de alergia cutne a
especifica, em c3es, ao antigeno amebiano purificado. A-
credita que a falha da prova em gatos possa ser atribuida
4 evolugdo rdpida da moléstia nesses animais, o que néo
permitiria desenvolvimento de estado alérgico, contraria-
mente ao que ocorre em cdes, nos quais a amebiase assume
carater crénico. Sugere finalmente que se fagam experién
cias no homem, para esclarecer se a I R pode ser emprega-
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da para fins diagnésticos, lembrando a possibilidade de
que pessoas ja curadas de longas infecgbes amebianas a-
presentem provas positivas, a exemplo do que foi observa-
do em caes.

O trabalho de Bieling é longo e compreende o estu-
do de outros problemas de menor interésse para nés.

* *

A revisdo da literatura que vimos de fazer mostra que, -
apés o trabalho inicial de Scalas (1923), no qual hd boa
indicagao de que a I R possa contribuir para o diagndsti-
co da amebiase no homem, dnicamente dois outros pesquisa-
dores, - Spector (1932) e Secret (1952), no espago 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,. obtendo
de maneira geral resultados favordveis, pols os animals u
sados passaram a reagir 3 injegdo intradérmica dos respec
tivos antigenos.

Ndo existe, porém, até o momento qualquer evidéncia
A ’ . . ”, . .

sGbre o real valor da I R como meio de diagnéstico da in-
fecgdo amebiana no homem. O problema é naturalmente com-
plexo e estd a exigir repetidos estudos. S4 assim serao
acumulados conhecimentos que permitirao, no futuro, fixar
se de forma definitiva o verdadeiro valor da prova intra
dérmica no diagnéstico da amebiase.

Nosso tresbalho experimental, apresentado no capitu-
lo seguinte, n#éo pretende, de forma alguma, solucionar em
definitivo o problema, mas representa um esfdrgo cujo ob-
jetivo maior é contribuir para a ampliagao dos parcos co-
nhecimentos existentes acérca da I R na amebiase. Tenta-
remos investigar a reagao cutadnea a injegao intradérmic a
de antigeno amebiano, relacionar seu resultado ao da pes-
quisa da E h nas fezes e fixar, se possivel, o valor da

I R como meio diagnéstico da infecgao amebiana no homen.
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CAPITULO I
. r'4
MATERIAL E METODO

DE ESTUDO

V4
1-ANTIGENOS
A) - CONSIDERAGOES GERAIS

No que concerne ao antigeno,: elemento de primordial
importincia para o estudo a que nos propusemos, devemos
ressaltar que, desde o inicio, consideramos as dificulda
des de sua obtengao, em condigbes satisfatérias. Se, pa
ra a prova de fixagao do complemento na amebiase, ainda
nao se estandardizou um antigeno adequado, apesar de ser
ponto pacifico, desde hd muito,  que, nessa protozoose,
se produzem os respectivos anticorpos fixadores, mais di
ficil se nos apresentava o problema, de vez que ainda nio
esta devidamente comprovado que a infecgéo amebiana de-
termine uma alergia cuténea especifica, fato, alids, que
motivou em parte a presente investigagao.

Jé que nossa finalidade era pesquisar a reatividade
cuténea a4 E h ou aos seus produtos, impunha-se,; de pron-
to, eleger a fonte de material antigénico. Nossa esco =«
lha recaiu naturalmente na cultura désse rizépode que,:
como é sabido, pode ser feita rotineiramente in vitro. A
presenta, entretanto, certas dificuldades, o que nos le-
vou a considerar a hipétese de que organismos de mais f3
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 antigeno. ¥ssa idéia nos ocorreu de }
mediato por dispormos no laboratério de uma ameba de vi-
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da livre, a Endamoeba moshkovskii (Tshalaia, 1941) - que
doravante designaremos por E m - por nés isolada de mate-
rial de esgdto (Amaral & Azzi Leal, 1949), que desde muji:
tos anos vimos mantendo em cultura com particular facili-
dade, mesmo & temperatura ambiente. A semelhanga morfolg
gica désse organismo com seu congenérico a E h é marcad a
(v. figura n® 1, pg.43), sendo necessdrias provas biolé-
gicas para que se possa diferencid-los., Tal fato consti-
tuia boa razdo para que puséssemos em pratica nossa idéia,
dado que muitas vézes a semelhanga estrutural corresponde
semelhanga antigénica,

No capitulo anterior foram considerados trabalhos que
evidenciaram, in vitro, por meio de provas de fixagdo de
complemento e outras, bem como in vi=o pela I R, que ame
bas parasitas ou nao, em geral, s3o dotadas de capacida-
de antigénica. Tais provas possibilitaram, ainda, o co -
nhecimento das relagdoes do ponto de vista antigénico en-
tre diferentes protozodrios de vida livre ou nao. Com re-
feréncia a €sse assunto serd oportuno fazer nova alusio,
ainda que breve, ao trabalho de Heathman (1932). Essa au
tora, recordemos, investigou a agao em coelhos das seguin
tes amebas injetadas por via parenteral? E h, Chaos dif-
fluens, Polychaos dubia, Mayorella bigemma, Flabellula ci
tata, Flabellula myra e Mayorella conipes. T6das elasmog
traram capacidade antigénica, a julgar pelo resultado de
diferentes provas imunolégicas (fixagdo de complemento, prg
cipitagao e I R). Animais injetados com E h reagiram a
inoculagdo intradérmica de antigeno de F. citata mas nao
ao de F. myra, embora antigeno desta determinasse reagao
cutanea nos coelhos imunizados com F. citata. Animais 1n
jetados com F. citata mostraram pequena reagao com extra-
to de E h. Os resultados désses testes cut@neos concorda
ram com os de fixagao do complemento, indicando a existén
cia de reagoes cruzadas entre a F. citata e a F. myra e
entre a E. h e a F, citata, Nao havia, porém, semelhang a
imunolégica entre a ameba patogénica e a F. myra.

A observagao ora relatada constituiu ap8io para nos-
so desejo de praticar a I R no homem com antigeno de ame
ba de vida livre, a E m. Com efeito, se Heathman verifi-
cou comportamento antigénico semelhante entre a E h e a
F., citata, pelo menos tedricamente nés dispinhamos de 1i-
gual ou maior probabilidade de verificar situagdo semelham
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te entre a E heaE m, em vista de serem elas morfoldgica-
mente indistinguiveis. Como jé dissemos, & identidade es
trutural corresponde muitas vézes constituigdo antigénica
semelhante. Essa é apenas uma boa hipdtese que pode nio
confirmar-se na prdtica. Lembre-se a propgsito o também
jé citado trabalho de Menendez (1932), que, experimental-
mente, em coelhos, observou escassa semelhanga antigénica
entre a E h e a Endamoeba barreti por meio de vérias pro-
vas (fixagao de complemento, precipitagdo, amebédlise e I
R); entretanto, como se sabe, a E h e a E. barreti sao
morfoldgicamente semelhantes.

De qualquer forma, porém, forgoso é reconhecer que
nosso propésito de ensaiar o preparo e aplicagao de anti-
geno de E m gresentava, desde logo, um objetivo, qual seja, .
o de verificar as eventuais relagdes antigénicas daquel a
ameba com a E h, objetivo justificado por dados cientifi-
cos, como o observado por Heathman (1932) relativamente a
semelhanga imunolédgica de amebideos diversos. E claro que
a procura das referidas relagoes poderia ser feita por meio
de diferentes provas imunolégicas, nas quais se inclufia a
prépria I R. A adogéo desta prética se impunha, dbviamen
te, em vista das finalidades do nosso trabalho. Ao que
parece, a execugdo da I R com extrato de amebas de vida li
vre nunca foi tentada no homem. A ela fomos levados, nio
pelo aspecto de originalidade, mas, sobretudo, pelo inte-
résse da questdo, ao qual nos referiremos daqui a um ins-
tante. Por ora, néo nos parece demais insistir que o ele
mento base de presungdo de possiveis relagdées antigénicas
entre a Eme a E h é a semelhanga morfoldgica.

Nao cuidamos, evidentemente, que a E m pudesse para-
sitar o homem e que, como conseqliéncia, determinasse a e-
laboragdo de anticorpos especificos reveldveis pela prova
cuténea ou outra qualquer. Mesmo que essa ameba ubiqlit§
ria, como o é, e bastante resistente, f8sse ingerida pelo
homem, - a exemplo do que podeocorrer com outros organismos
ditos coprozéicos, néo haveria entre a E m e os tecidos do
hospedeiro o contato intimo e prolongado indispensdavel pa
ra o estimulo a elaboragdo de anticorpos. Alids, jad ten-
tamos implantar a E m em intestino de animal, injetando cyd
tura dessa ameba, por via intracecal, em cobaias. Nossa ex
perimentagao mostrou que a sobrevida da E m, no contedd o
cecal da cobaia, limitava-se a 48 horas apenas, e, como e
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ra de se esperar, . a mucosa nunca foi invadida, nem mesmo
no local ferido pela injegao inoculadora (Azzi Leal & A
maral, .1950). :

Isto pésto, digamos que, se o estudo das relagdes i
munolégicas da ' E m e da E h concluisse por uma semelhan-
Ga antigénica entre as duas amebas, isto é, se ficassepp
sitivada a possibilidade do extrato antigénico de E =
se unir ao anticorpo da E h, seriamos levados a4 interes-
sante perspectiva de poder substituir esta por aquela no
preparo de antigenos aplicdveis ndo sé a prova cuténea cg
mo a outras, v.g4., a de fixagdo do complemento; a decor-
réncia prética de um tal proceder se compreende, sem es-
férgo, ao atentar-se para a j4 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 inicio as nossas in
vestigagoes com material de cultura de E m, para poste -
riormente fazer as diversas provas com antigenos de E h.

O preparo de antigeno dessas duas amebas foi reali-
zado a partir de culturas per nés isoladas e mantidas in
vitro de acdrdo com as indicagbes que se seguem,

B) - CULTURAS DE ENDAMOEBA HISTOLYTICA

E sabido que as culturas de amebas podem ser feitas
a partir de fezes contendo trofozoitos ou cistos. As
nossas foram feitas a partir déstes dltimos. A semeadu-
ra dos cistos, segundo Amaral (1944), deve ser feita de
diferentes modos, de acérdo com os fins que se tém em
mira. Se a finalidade dnica é a de diagnéstico, inocu =
lam-se as fezes puras nos meios de cultura. Para a ob -
tengdo de material de antigeno, entretanto, é de téda a
conveniéncia a semeadura de cistos bem lavados, - de modo
a diminuir ou impedir o crescimento de ojtros micro-orga
nismos encontrados nas fezes, os qualis iriam tornar pre-
cdrio ou entravar o desenvolvimento das amebas. Com e-
feito, a inoculagdo de fezes puras, sem qualquer trata -
mento prévio, nos meios de cultura, nunca dd resultado s
constantes e satisfatdérios, pois o material fica altamen
te contaminado pelo crescimento de bactérias intestinais
e de Blastocystis hominis.



e 33 .

Diwite disto, submetiamos o material a ser cultivado
ao seguinte tratamento: uma parte de fezes contendo cis-
tos de E h era misturada com lO partes de dgua destilada,
sendo depois essa suspensdo coada em gaze dobrada em qua
tro ou em tamis metédlico com 80-100 malhas com cm“, rece
bido o material em calice de sedimentagado.

Ao fim de trés horas, transferiram-se por meio de
pipeta cérca de 2 ml de sedimento para tubo de ensaio 100x
13 mm. O material era lavado em 4gua destilada por cen-
trifugagdo, a 2.000 r.p.m., até que o sobrenadante se a-
presentasse limpo (duas a quatro operagdes de 5 minuto s
cada). Enchia-se o tubo contendo o sedimento final lava
do com solugdo de dcido cloridrico normal, e, apds agita
gdo manual, centrifugava-se uma vez, nas mesmas condigoes
anteriores. Finalmente, o sedimento, apés ser lavado por
centrifugagao, trés vézes em agua destilada, para retira
da do 4cido cloridrico, estava pronto para ser semeado.

O meio de cultura empregado foi o de Amaral (1945),
meio €ste que, desde muitos anos, vem-se mostrando intei
ramente satisfatério para tal propésito e que apresenta,
entre outras, a vantagem de ser liqllido, o que facilita
as manipulagdes para preparo do antigeno. Cada tubo de
120 x 15 mm, contendo 5 ml do meio de Amaral, recebia u-
ma pitada de amido de arroz em pé, esterilizado. O mate’
rial contendo cistos, prdviamente tratado como ja foi deg
crito, era adicionado ao meio de cultura e incubado a
37° C. Os transplantes (1 ml) eram feitos com pipeta ca
da 48 horas, e, geralmente, ao fim de 4-5 repiques, as a-
mebas se adaptavam ao meio e mostravam bom crescimento. Fa
zia-se, entdo, novo contrdle diagnéstico, pelo exame de
preparados corados pela hematoxilina férrica. Algumas ga
mostras foram desprezadas devido ao crescimento de Blas-
tocystis hominis ou de amebas tipo Hartmannella, concomj
tantemente com a E h.

Foram assim isoladas e selecionadas para o presente
estudo quatro cépas de E h: 11.302, IPC, HCO e JS.

Sera oportuno referir que certos autores admitem que
diferentes cépas de E h se comportam imunolégicamente de
forma semelhante, de sorte que qualquer cultura daque-
le rizépode seria fonte de material para o preparo de am
tigeno satisfatério. Ci .a €sse propésito, ainda u
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ma vez Menendez (1932), que verificou a semelhanga antigé
nica de 6 diferentes amostras de E h. Outros investigadg
res, pelo contrédrio, acreditam na necessidade do emprégo
de antigenos polivalentes, baseados principalmente em re-
sultados de provas de fixagao do complemento (Bozicevich,

1951).

- De qualquer maneira, seria mais recomenddvel que, pa
ra a feitura de nossos antigenos, empregdssemos varias cé
pas para contar com malores probabilidades de éxito, caso
exista, realmente, variagdo de antigenicidade em diferen-
tes amostras de E h.

o nosso caso, wtilizamo-nos das 4 cépas acima refe-=
ridas. Duas delas (11.302 e HCO), oriundas de paciente s
com sintomatologia que se poderia atribuir a4 amebiase, e-
ram constituidas por amebas grandes, cujos cistos mediam
mais que 10 micra de difmetro. Consignamos &ste pormenor
porque certos autores, e Brumpt entre &les, acreditam que
o poder invasivo da E h tem relagdo com seu tamanho; as
ragas grandes teriam poder patogénico acentuados. As ou-
tras duas cepas (JS e IPC) eram origindrias de portadores
aparentemente saos e seus cistos tinham cerca de 8 micr a
de dié@metro.

Acreditamos que as amostras de E h, por nés selecig
nadas, embora em pequeno némero, representando diferentes
tipos morfolégicos e quigd antigénicos, constituiam mate-
rial adequado para preparo de antigeno, o

Logo que as amebas se mostravam adaptadas & cultura,
faziam-se repiques, de maneira que, de cada tubo, fdssem
obtidos 2 ou 3 novos. Assim, em alguns dias, dispdnhamos
de dezenas de tubos de cultura que, apés incubagdo, fornyg
ciam o material empregado no preparo de antigeno. Embora
haja uma certa variagdao no crescimento e reprodugao da
E h in vitro, as cépas isoladas se desenvolviam, de manej
ra geral, satisfatdriamente, como se verificava ou pelo
exame direto dos tubos ao microscépio, ou pelo de uma gé-
ta de material em l&mixza. Em algumas contagens por nés
executadas encontramos cérca de 250.000 amebas por ml do
meio de cultura com 48 horas de crescimento.

Ao terminar estas consideragdes slbre as culturas de
E h que serviram de fonte para o nosso antigeno amebiano,
devemos assinalar que, em provas preliminares, tentam o s



- 35 -

obter um antigeno mais puro, a partir de cistos daquela a
meba, os quais podem ser completamente desembaragados das
bactérias que a acompanham na cultura. Para isso, procu-
ramos cultivar cépas de E h de acdrdo com as recomendagoes
de Stone (1935). Entretanto, em vista da precariedade com
que conseguimos o encistamento, as tentativas para obter
antigeno a partir de cistos foram abandonadas.

C) - CULTURAS T'E ENDAHMOEBA MOSHKOVSKII

As culturas de E m empregadas foram as mesmas que ha
muito mantemos no laboratério, i1soladas de material de es
géto (Amaral & Azzi Leal, 1949). O meio-de cultura adota
do é o de Amaral (1945), e a temperatura, a‘ambiente, condi
goes que permitem, a €ste rizépode de vida livre, desen -

volvimento exuberante. Os repiques podiam:-: ser feitos a
grandes intervalos, cada 20, 30 ou mais dias, mas, como
norma, -neste estudo, fizemo-los uma vez por semana, No

laboratério, contamos com duas cépas de E -, uma oriund a
de efluente de esgbto clorado e outra de l8do digerido. Nao
encontramos qualquer elemento de natureza morfolégica que
permitisse distinguir essas duas amostras.

O preparo de dezenas de tubos de cultura de E m se
fazia facilmente. 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 inter
valo entre os repiques e na temperatura.

rd V4 .
D) - TECNICA PARA O PREPARO DOS ANTIGENOS DE PROVA

Dezenas de tubos de cultura de E h ou de E m eram em
pregados no preparo dos respectivos antigenos. Dentre as
virias técnicas possiveis, adotamos a que sera descrita a
seguir e que foi a mesma para ambas as amebas. Apés incu
bagao adequada, tubos em igual nidmero, das diferentes cé-
pas, eram submetidos a leve agitagdo manual para suspen -
der o material sedimentado, mals rico em amebas. O con-
teido era entido transferido para tubos com capacidade de
50 ml, que eram levados ao centrifugador por 10 minutos, a
2.000 r-p,m, Apés remogao do sobrenadante por meio de pi
peta, o sedimento era lavado duas vézes em séro fisioldgi
co, nas mesmas condigoes anteriores, isto €, por 10 minu-
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tos a 2,000 r.p.m. O sedimento final recebia pérolas de

vidro e solugdo de mertiolato a 1l: 10.000 em séro fisio-

légico, na proporgao de 1 ml para cada 6 tubos de cultu-

ra; o motivo da escolha desta proporgao serd explicado mais
adiante. O tubo fechado com rolha de borracha foi, nas

primeiras tentativas, submetido a agitagdo manual, dia -

riamente, por cérca de 5 minutos. Verificamos,:entretan

to, pelo exame microscédpico, que tal método era inadequa

do, pois, apés 6 dias, restavam ainda integros muitos cor

pos amebianos de E m. Passamos, entdo, a empregar a agi

tagao em aparelho elétrico, de Boerner & Mudd, conseguin

do, para as duas espécies de endameba, desintegracao com

pleta, o que viria assegurar melhor extragao de antigena.
A agitagado era feita didriamente durante 30 minutos até

totalizar duas horas. Fora désse periodo, o material per

manecia em estufa a 37° C, da qual era retirado ao fim

do 82 dia, sendo entdo centrifugado por 10 minutos a 2.000
r.p.m., € finalmente filtrado. Se a quantidade a filtrar
era grande (8-10 ml), empregava-se o filtro Seitz esteri

lizante montado em frasco de Kitasato ligado a uma trom-

pa de 4dgua durante cérca de meia hora. Quando a quanti-

dade era menor fazia-se a filtragdo em micro filtro de

Seitz (tipo Swinny), adaptado a uma seringa de vidro de

10 ml. Com isto, obtivemos o que designamos por antige-

no A, ' '

Preparavamos outro tipo de antigeno que diferia -do
primeiro pelo fato de que o sedimento fimal das culturas,
lavado, era séco no vdcuo & temperatura ambiente. O pé
era tratado da mesma maneira que o sedimento das cultu -
ras utilizado no preparo do antigeno anterior, -isto é, a
adigdo de mertiolato, a agitagdo da mistura, a permanén-

‘cia para extragio na estufa e a filtragao se faziam co-
mo para o antigeno A. '

Por qualquer dos dois processos anteriores, o anti-
geno obtido era limpido e incolor, comparavel, no aspec-
to, 4 dgua destilada. O antigeno era conservado 3 tempe
ratura de 3-5°C, em frascos-ampola esterilizados.

Os primeiros antigenos obtidos foram os de E m, =on
os quais demos inicio a uma série de experiéncias preli-
minares, indispensavels ao encaminhamento da investigagzo,
Verificamos, por intermédio delas, que o antigeno em que
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o sedimento era séco no vacuo, quando injetado intradérmj
camente em varios voluntdrios, ndo produzia,. via de regra, -
qualquer reag@o; o contrdrio acontecia com o antigeno 4.
Em vista de tal verificag@o, nosso estudo prosseguiu uti-
lizando, tdnicamente, €ste dltimo antigeno e todos os nos-
sos resultados a éle se referem.

Passaremos,  agora, a encarar a questao hd pouco alu-
dida, qual seja a da determinagdo do volume de liquido ex
trativo a ser empregado, quest@o bdsica, pois a intensida
de das reagdes cutaneas, em um mesmo individuo, depende da
capacidade antigénica do material inoculado; esta, por seu
turno deve guardar relagdo com a concentragao do substra-
to em térmos do nimero de corpos amebianos em um dado vo-
lume, desde que se admita que é néles e nao fora déles que
se encontra a substéncia ativa.g

Se a contagem das amebas era factivel, utilizando, por
exemplo, métodos e instrumental semelhantes aos usados na
hemocitometria, podia-se, em uma primeira aproximagao me-
nos rigorosa mas de alcance pritico imediato, admitir que, .
sendo empregadas culturas mais ou menos uniformes, fdsse
o nimero de amebas, dentro de limites razodveis de varia-
gao, proporcional ao nimero de tubos de cultura emprega -
dos. Aceitamos &€ste dltimo principio, e, na caracteriza-
Gao do critério de uniformidade, procedemos da forma se-
guinte.

De cada partida, separdvamos os tubos de cultura que
mostravam bom desenvolvimento, julgado pelo exame micros-
cépico direto do tubo, ou de uma géta de cultura em lémi-
na; nesta dltima eventualidade considerava-se satigfaté -
ria a presenga, -em média, de 10 amebas por campo {ocular
5,-0bj.-10). Esta selegéo era feita sdmente para os tu-
bos de cultura da £ h, pois, para a E m o crescimento se
fazia com mais regularidade, como vinhamos observando des
de hd anos; obtendo-se cérca de 15 amebas por campo nas cog
digoes indicadas.

Pois bem, ensaios preliminares consistentes em inje-
tar intradérmicamente antigenos com concentragoes varia -
veis em voluntdrios que se prestaram a tais provas, mos-
traram que,: em geral, o emprégo da proporgido de 1 ml de
mertiolato para o sedimento de cada 6 tubos de cultura de.
E m ou de E ‘h conduzia, em geral, a extratos amebianos sa.
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tisfatérios, quando julgados em térmos da intensidade da
reagao positiva, porventura por éles provocada.

Como dltimos pormenores, salientamos:

a) - qualquer antigeno sé era empregado apés compro-
vagao de sua esterilidade para germes aero e a-
naerébios; neste particular, a filtragdo adota-
da sempre demonstrou ser eficiente;

b) - o pH dos extratos variava de 6,9 a 7,3, préxi-
mos alids do pH do meio de cultura usado (7,2);
tais determinagdes foram feitas com o grau de
precisao suficiente, por meio do papel indica-
dor universal de Merck;:

c) - utilizando sempre as mesmas cépas e idénticas ma
nipulagdes técnicas, preparamos 7 partidas de
antigeno de Em e 8 de E h, as qualis sao numera
das por algarismos romanos; a despeito destas
precaugdes, veremos que os antigenos correspon-
dentes as diversas partidas, quer da E m quer da
E h, ndo apresentaram sempre reagoes concordan-
tes, o que sugere, desde logo, que, como era a-
té certo ponto previsivel, a capacidade antigé-
nica néo deve ser fungido Unicamente do nimero de
corpos amebianos, devendo estar envolvidos fatg
res outros ainda desconhecidos; o estudo de tal
problema poderd eventualmente fornecer melhores
conhecimentos s8bre o assunto, permitindo a ob-
tengao de antigenos com atividade mais rigida-
mente padronizada;

d) - ndo nos foi possivel, nas condigdes em que rea-
lizamos éste trabalho, fixar o periodo de con -
servagao da poténcia do antigeno; podemos ape-
nas mencionar que, durante o prazo de utiliza:-
gdo de cada uma das nossas partidas, prazo éste
que se extendeu, varidvelmente de 1 a 2 meses,:-
ndo ocorreram diferengas preceptiveis de compor
tamento em cada uma delas.,

E) - ANTIGENO TESTEMUNHO

No inicio de nossos trabalhos, usamos, para contrdle
das I R, o préprio veiculo empregado para a extragdo do
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antigeno, isto é, a solugdo de mertiolato a 1:10.000 em
sdro fisiolégico. Posteriormente, passamos a usar um
testemunho mais adequado a uma experimentagao do tipo da
que estavamos levando a efeito, qual seja o extrato das
bactérias que acompanham as amebas nas culturas.

Embora, como jd referimos, nossos experimentos te-
nham sido iniciados com antigeno de E m, o testemunho ba
teriano primeiro empregado foi obtido a partir dos ger-
mes associados 4 E h. Este proceder, que poderia pare-
cer paradoxal, encontra sua justificativa numa quest@o de
facilidade técnica, consistente em que a simples perma -
néncia dos tubos de culturu:de E h em temperatura ambien
te assegurava, na maioria déles, a obten¢do de material
em que sbémente conservavam vitalidade os germes associa-
dos, o que era facilmente comprovado por seu transplante
para o préprio meio de Amaral. O fato acima apontado nio
ocorria no caso da E m pela razao evidente de desenvol-
ver-se:€ste rizdépode em temperatura ambiente. Neste ca-
so, o recurso empregado foili o de isolar os germes aer e
e anaerébios pelas técnicas bacteriolégicas habituais, pro
cesso, alids, estendido ao isolamento da flora associada
a E h.

Isolados os germes, eram &les misturados,  desde que
provenientes de uma mesma cépa, e cada uma das 6 misturas
assim obtidas - correspondentes a quatro amostras de E h
e as duas de E m - cultivadas no préprio meio de Amaral.

Repiques sucessivos garantiam o fornecimento de ma-
terial necessdrio ao preparo dos testemunhos, seguindo tc
nica em tudo aniloga &4 empregada na preparagao dos anti-
genos de prova; visava-se, com 1isso, gue o testemunho bac
teriano e o antigeno de prova diferissem, tao sdmente, pe
la ausé@ncia naquele de extrato amebiano.

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

LY
CULTURAS OBTIDAS DOS GERMES ASSOCIADCS A E. HISTOLYTICA

-
CEPA IPC;

DIPLOCOCOS GRAM-NEGATIVOS,
COCOS GRAM-POSITIVOS (ESTAFILOCOCO?},
COCO-BACILOS GRAM-NEGATIVOS E FORMAS FILAMENTOSAS.



- 40 -

BACILOS GRAM~NEGATIVOS,

DIPLOCOCOS GRAﬁ-NEGATIVOS; GRANDES.

BACILOS GRAM-NEGATIVOS, MAIS OU MENOS FINOS,
COCOS GRAM-POSITIVOS, EM CACHOS (ESTAFILOCOCO?},
BACILO ANAERébIO, ESPORO TERMINAL, OVAL.

BACILO AERébIO, GRAM-NEGATIVO.

CEPA 11,302

BACILOS GRAM-NEGATIVOS, FORMAS FILAMENTOSAS.

BACILOS GRAM-NEGATIVOS, CURTOS E FORMAS FILAMENTOSAS.
BACILOS GRAM-NEGATIVOS, PEQUENOS,

BACILOS GRAM-NEGATIVOS, GRANDES E PEQUENOS.

BACILOS GRAM-NEGATIVOS, CURTOS E FORMAS FILAMENTOSAS.
BACILOS GRAM-NEGATIVOS, PEQUENOS.

COCO-BACILOS GRAM-NEGATIVOS.

BACILOS GRAM-NEGATIVOS, MAIS OU MENOS FINOS.

COCOS GRAM-POSITIVOS,» EM GRUPOS REGULARES (Sarcina?),
BACILO ANAERGBIO, ESPORO TERMINAL, OVAL.

cEPA JS:

COCO-BACILOS GRAM~NEGATIVOS. :

BACILOS PEQUENOS GRAM-POSITIVOS (DIFTERGIDE?)

COCOS GRAM-POSITIVOS, EM FORMA TETRAGENICA.

COCOS GRAM-POSITIVOS, EM CACHOS (ESTAFILOCOCO?},

DIPLOCOCOS GRAM-NEGATIVOS.

COCOS GRAM-POSITIVOS, CROMOGENICOS (Sarcina aurantiaca?).

BACILOS PEQUENOS GRAM-POSITIVOS (DIFTEROIDE?),

BACILOS ANAEROBIOS, ESPORULADOS, GRAM-POSITIVOS, COAGULANDO
0 LEITE coy FRAqMENTAgXo DO COAGULO PELA ABUNDANTE FOR
MACAO DE GAS (Cl. perfringens).

CEPA 'HCO;

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.
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BACILOS ANAERGBIOS, ESPORULADOS, GRAM-POSITIVOS, COAGULAN
DO O LEITE COM FRAGMENTACAO DO COAGULO PELA ABUNDAN-
TE FORMACAO DE GAS (CI. perfringens?).

CULTURAS OBTIDAS DOS GERMES ASSOCIADOS A E. MOSHKOVSKII

CEPA LODO DIGERIDO DE ESG3TO:

BACILOS GRAM-POSITIVOS, AEROBIOS. -

BACILOS PEQUENOS, GRAM-POSITIVOS, PROVAVELMENTE DIFTERCIDE.

BACILOS ANAEROBIOS, ESPORULADOS, GRAM-POSITIVOS, COAGULAN
DO O LEITE COM FRAGMENTACAO, DO COAGULO PELA ABUNDANTE FOR
MAGAO DE GAS (Cl, perfringens).

cEPA ESGOTO CLORADO:

BACILOS GRAM-NEGATIVOS, CROMOGENICOS, COM PIGMENTO AMARELO.

BACILOS GRAM-NEGATIVOS. -

COCOS GRAM-POSITIVOS, CROMOGENICOS, COM PIGMETO AMARELO. -

BACILOS GRAM-NEGATIVOS, ALGUNS CURTOS, OUTROS LONGOS E FOR
MAS FILAMENTOSAS.

" BACILOS GRAM-POSITIVOS, PEQUENOS (DIFTERGIDE?).

BACILOS ANAEROBIOS, ESPORULADOS, GRAM-POSITIVOS, COAGULAN-
DO O LEITE COM FRAGMENTAGAO DO COAGULO PELA ABUNDANTE
FORMACAO DE GAS (CI. perfringens?).

2 - TECNICA DAS INTRADERMO-REACOES E
LEITURA DE SEUS RESULTADOS

As injegoes eram feitas por via intradérmica na dose’
de 0,1 ml com seringa de 1 ml graduada em centésimosou dé¢
cimos e:agulhas de 10 x 5/10 mm.: O local eleito foi a fa
ce anterior do antebrago, fazendo-se,: por vézes, no mesmo
antebrago, duas ou mais provas simulté@neas, de acérdo com

o nimero de antigenos empregados, mantendo-se, porém, - a
maior distdncia possivel entre as injegdes, para evitar.
dificuldades na leitura dos resultados, decorrentes da

confluéncia de reagoes, se positivas; as inoculaghes do.
ou dos testemunhos eram feitas no mesmo antebrago ou no
outro, de acdordo com as condigoes de cada caso.-
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Na parte referente 3 leitura da I R tivemos de nos
defrontar com os dois problemas cldssicos atinentes a
questdes andlogas, quais sejam; o do momento da realizagiao
da leitura e o do encontro de um critério classificad or
dos resultados observados. Embora dispuséssemos de co-
nhecimentos estabelecidos em casos andlogos de alergia in
fecciosa, é natural que nossa conduta se baseasse em dados
colhidos através de experiéncias com o préprio antigeno em
estudo. Pois bem, no que diz respeito ao momento da lei-
tura, nossas observagdées mostraram que, em reduzido nime-
ro de casos, aparecia dentro de 20 minutos no médximo, : con
tados a partir do instante da feitura da prova, uma rea-
gao do tipo imediato, consistente numa zona eritematosa em
torno do botdo dérmico do qual-emergiam prolongamentos em
pseudépodes; tal reagio, em geral, desaparecia rapidamen-
te e era ou nao acompanhada de reagdo tardia. Cedo, po-
rém, convencemo-nos de que,.a exemplo, do que acontece na
grande maioria das provas cutfneas de alergia infecciosa,
é 3 reagdo tardia que devemos atribuir significado. Esta,
que se iniciava cérca de 3 horas apés a injegdo, consis -
tia em uma 4rea eritematosa localizada em tdrno do ponto
injetado, com dimensdes variaveis - a distancia dos 2 pon
tos mais afastados atingindo em  casos extremos 9 a 10 - em
e acompanhada, por vézes, de edema (v. figura n® 2, pg.43)
Estes fenémenos atingiam o médximo de intensidade ao fim
de 20 a 24 horas. A reagao desaparecia ao cabo de cérca
de 24 a 48 horas, contadas a partir do seu acme, deixando
nos individuos de pele clara, por poucos dias, pequena man
cha pardacenta.

Quanto & catalogagdo dos resultados das I R, o me-
lhor critério, devido & sua objetividade e facilidade, &
o da extensao da zona eritematosa, medida pela distinci a
entre os dois pontos mais afastados. Se se pretendesse,
como é habitual, enquadrar em certo nimero de grupos as
diversas medidas obtidas, ter-se-ia naturalmente de esta-
belecer normas para a distingao déstes grupos. No nosso
caso esta tarefa se .simplificava, pois a dicotomizagao dos
resultados em positivos (4 ) e negativos (=) foi a #ni-
ca subdivisdo julgada condizente com a natureza e finali-
dade da pesquisa, verdadeira exploragao do terreno. Com
isto, restava, antes de tudo, estabelecer o limite 1infe-
rior da zona eritematosa acima do qual a reagdo seria con



Fig. 1 — Microfotografias de E. moshkovskii, em cultura. Coloracio pela hema-
toxilina férrica.

a e b: Trofozoftos com um nicleo (x1400) e com dois nicleos (x.1200)
¢: Cisto com dois micleos visiveis e corpos cromatdides (x 1200),

Fig. 2 — Fotografia da face anterior do antebragco com duas intrader-
mo-reagdes.
A esquerda: reagdo a antigeno de I. moshkovskii.
A direita: forte reagdio a antigeno de E. histolytica.
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siderada positiva. Observagdes por nés realizadas, con-
cernentes em especial as reagdes provocadas por injegao in
tradérmica do testemunho, levaram-nos a fixar em 5 mm o
referido limite inferior. Do prdéprio modo como foi esta
belecido, segue que &ste valor, por si sé, -ndo devia ser
considerado como um critério absoluto que invariavelmente
permitisse enquadrar um resultado no grupo dos positivo s
ou no grupo dos negativos. Sempre que uma reagdo se manji
festava por um eritema com dimensdo muito préxima de 5mm,
havia de nossa parte relutincia em consignd-lo a um ou ou
tro grupo. Em tais circunstédncias langamos mao de meios
auxiliares, como, por exemplo, a presenga de edema, Em
certos casos, entretanto, por maiores que f8ssem os esfor
gos dispendidos, nao era possivel enquadrar o resultado num
especifico grupo e éramos forgado a assinalé-lo como duvi
doso (£ ), Isto aconteceu em 6 das 153 provas (3,92%) rea
lizadas com antigeno de E m, em 10 das 156 provas (6,41%)
realizadas com antigeno de E h, e, conseqientemente; em 16
das 309-provas (5,17%) a que se submeteram os nossos 141
pacientes (v. tabela I, pg. 52 a 58).-

Encerrando estas consideragdes, assinalemos;  ainda,.
os seguintes fatos de interésse. As injegoes eram pouco
dolorosas, excegao feita da realizada com o testemunho de
mertiolato que provocava sensagao fugaz de ardor. Os pa-
cientes ndo acusaram febre ou qualquer perturbaga@o geral.
Nas reagbes muito intensas, havia, no local, calor, dor
espontdnea exacerbada pela pressdo e, por vézes, prurido.

3 - DIAGNOSTICO COPROLOGICO DA AMEBIASE

Seria indispensdvel para nossa tese que conseguisse-
mos elevado padr@o no diagnédéstico da amebiase, pois, se
um nosso objetivo era conhecer o valor da I R na diagnose
dessa molistia,:o sucesso désse propdsito dependia estri-
tamente da classificagdo dos pacientes em amébicos e nao
amébicos, por meio de métodos de comprovado valor. Sé as-
sim .poderiamos contar com base segura para avaliar o mérj
to da prova intradérmica. Elegemos como método diagnésti
co da amebiase o mais convincente e mais largamente empre
gado, que consiste em pesquisar a E h nas fezes,  Indivi-
duos com e sem sintomatologia da moléstia foram estudados
cuidadosamente. Como, em geral dispuséssemos de paclentes
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emitindo fezes formadas, encontrdvamos, normalmente, nos
casos positivos, cistos da ameba patogénica.

Ao procurarmos fixar um esquema diagnéstico, tivemos
em vista as falhas da pesquisa do parasita nas fezes, fa-
lhas que tentamos anular ou tornar despreziveis.

Os seguintes fatos foram considerados atentamente::

12 - a eliminagdo dos cistos nao se faz com regularji
dade, estando, parece, sujejtaa ciclos; seu ni-
mero, nas fezes de um portador, foi estudado por
Kofoid et alf. (1919), variando de 330.000 a ...
45.000.000, - por dia, durante os 26 dias em que

foram feitos os exames;

22 - a distribuigdo da E h nao é homogénea na maté -
ria fecal, podendo as amebas estar ausentes em
certas porgdes e ser numerosas, em outras; &ste
fator é de importéncia, dada a pequena quantida
de de material usado nos exames;

32 - a E h pode ser confundida com relativa facilida
de com outros parasitas existentes nas fezes.

As falhas ocasionadas pelo 12 e 22 fatéres sdo de mop
ta, e, desde hd muito, se vem tentando vencé-las, seja pe
la repetigdo, em dias diferentes, dos exames de fezes, se
ja pelo emprégo de métodos de enriquecimento. Entre &s-
tes, citemos o de Faust e colaboradores (processo da cen-
trifugo-flutuagdo em solugéo de sulfato de zineo), de lar
go emprégo, por suas notdérias vantagens.

Apesar de sua eficiéncia, um sé exame por tal método
revelou, entre nés, -na experiéncia de Amaral. et al (1947),.
apenas cérca de 50% dos comprovadamente parasitados pela
E h.

A repetigdo dos exames negativos em dias sucessivo s
tem contribuido para atenuar as falhas do exame dnico. O
nimero de vézes que o método de Faust ot al, deve ser re
petido, nos tasos negativos, para que o resultado seja de
alto valor diagnéstico e retrate com maior fidedignidad e
a prevaléncia da amebiase, tem sido objeto de discussi o,-
e, sdbre o assunto, perduram ainda discord@nciasentre os
autores, De um modo geral, podemos tomar como 6, em mé-
dia, o nimero de tais exames exigidos por varios estudio-
sos, dentre os quais se alinham, com sua larga experién -

cia,  Faust (1941) e Amaral ét al. (1947).



- Além da repetigdo, existe outra pratica que melhora
sensivelmente o rendimento do exame de fezes.  Consiste e
la em provocar artificialmente a emissao de fezes ligllefel
tas ou diarréicas, -nas quals as formas trofozoiticas séao
encontradas com maior freqiiéncia do que as cisticas em fe
zes formadas. Para . consecugao dessa finalidade, tém-se:
aplicado aos pacientes catdrticos salinos (preferivelmen=
te o sulfato de sédio), sais biliares,  enema de sdro fisio-
légico e injegao de emetina.-

Un dnico exame em fezes diarréicas obtidas apés admi
nistragao de purgativo salino, que é o processo mais em-
pregado entre os acima mencionados;. apresentou sempre, -
em experiéncias realizadas por diversos autores sob
condigdes varias, maior eficiéncia do que a de qualquer mé
todo diagnédstico executado uma sé vez, sendo que, na expe
rimentagao ja citada de Amaral et al. (1947), a percenta-
gem de positividade por éle revelada, nos individuos que
se demonstrava serem infectados, foi de 87, 5%.

O exame de fezes diarréicas deve, porém, ser efetua-
do dentra de 15 minutos, no mdximo, apds sua emissio, pois
os trofozoitos cedo se alteram, principalmente se nao fo-
rem mantidos 3 temperatura de 37° C.- Considere-se ainda
que, a fresco, o diagnéstico diferencial dos trofozoitos
das diferentes amebas é freqdentemente impossivel, pois os
dados morfolégicos, caracteristicos da motilidade e dos
pseudépodes, natureza das inclusdes, visibilidade do ni-
cleo, tém valor relativo. A presenga de critrécitos no
interior de trofozoitos seria valioso elemento para que
se firmasse o diagnéstico de E h mas, em fezes ligliefei-
tas obtidas propositada e artificialmente pela administra
gdo de purgativo, as formas vegetativas da ameba patogeni
ca se apresentam sem eritrécitos, prestando-se a confusao
com trofozoitos de outros amebideos intestinais.  Nessa s
condigoes, o diagnéstico s6 poderd ser firmado com segu -
ranga ap0s exame do material fixado e corado pela hemato-

xilina. O exame de fezes emitidas apés emprego. do catdr
tico é, como se vé&, mais trabalhoso do que o executado em
fezes formadas. Suas vantagens, Ja apontadas, para o diag

néstico da amebiase sdo, porém, de tal ordem, . que hoje é-
le é, na clinica, empregado com relativa fregqtiéncia.
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Nesta ordem de idéias, convém ainda considerar ou-
tro fator que interfere de forma significativa no diagnds
tico da amebiase, quando o meio adotado é o exame de fe-
zes. Queremos referir-nos a capacidade técnica do labora
torista, sabido que as confusCes da E h com outros ele-
mentos encontrados nas fezes sdo freqlentes e mesmo desas
trosas. Os erros, neste particular,:-tém sido tantos, e
de tal natureza, que levaram Craig (1948) a afirmar que
"seria incapaz de acreditar néles, se ndo os tivesse vis-
to". Faust (1942), com a autoridade de seu nome, asseve-
rava que, nos Estados Unidos, nao existia uma centena de
bons diagnosticadores de protozodrios nas fezes. Esse au
tor julga necessdrio pelo menos seis meses de treinamento
intensivo para que um inteligente técnico de laboratério
adquira independéncia e seguranga no diagnédstico dos dife
rentes protozoarios intestinais.-

Esta série de consideragoes,  ainda que suméarias, in-
dica claramente que quando se deseja diagnosticar com acér
to a amebiase por meio do exame de fezes, como era neces-
sério que o fizéssemos, certas medidas acauteladoras de-
vem ser postas em pratica.. No presente trabalho, a é&sse
aspecto foi atribuida a consideragdo que lhe era devid a.
As dificuldades relacionadas com a capacidade técnica do
microscopista foram ficilmente vencidas, gragas ao Prof.
Dédcio Amaral, cuja colaboragdo foi de importancia inpar pa
ra a execugao déste trabalho.

Deveriamos ainda estabelecer um esquema para o diag-
néstico coprolégico que diminuisse ou anulasse as demais
causas de falha j4 anteriormente apontadas. Consideramos,
de pronto, o valor relativo dos dois métodos mais emprega
dos para o exame de fezes, ou seja, a pesquisa de cistos
em fezes formadas e a de trofozoitos em material liglefei
to obtido pela administragao 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
sedimentagdo e de Faust e col.; um exame a fresco em fe-
zes liqliefeitas obtidas pela administragao de purgativo
(sulfato de sédio) e outro apés coloragdo pela hematoxili
na férrica; no caso de fezes ligllefeitas, -0 material da
segunda evacuagdo do paciente era imediatamente examinado
em microscépio com platina aquecida,: para fins de orienta
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gdo, mas o. diagndstico definitivo sé era estabelecido em
material corado pela laca férrica.

Muitos pacientes, nos quais o diagnéstico de amebia-
se J4 era firmado pelo método de Faust et al, niao recebe-
ram o catdrtico, OQutros, porém, mesmo nessas condigdes, is
to é, com exame positivo pelo processo de Faust et al, re
cebiam o purgativo. Essa pratica é desnecessdria e traba
lhosa. Era feita, porém como rotina, com o objetivo de
obter dados para a elaboragdo de outro estudo, nao rela -
cionado com o presente, em presididrios da Penitencidri a
do Estado, muitos dos quais,-alids, est@o incluidos no pre
sente trabalho.

Cumpre ainda, para finalizar estas linhas sdbre o
diagnéstico coprolégico, considerar a eficiéncia do esque
ma por nés adotado para o diagnéstico da amebiase intest}
nal. - Um exame em fezes formadas pelo método praticado, vi
mos j4, revela cérca de 50% dos demonstradamente parasita
dos pela E h. Um dnico exame em material ligqliefeito arti
ficialmente pela agdo do catértico, sob coloragéao pela he-
matoxilina férrica, diagnostica 87,5% dos parasitados,  se
gundo a experiéncia j4 citada de Amaral et al. (1947) Se
ria importante conhecer qual a eficiéncia da combinag@® dés
ses 2 métodos, norma de diagnéstico por nés 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 processc de Faust et al.e, se negativo, por
outro em fezes liqliefeitas obtidas apés administragao de
purgativo salino. Recentemente, Amaral (1951) assevera qu, -
pelo emprégo de tal esquema, é revelada praticamente a tg
talidade dos parasitados. Foi em vista déste fato que a-
dotamos a orientagao aqui descrita.

4 - MATERIAL HUMANO

Embora evidente, nunca seria demasiado encarecer a
importincia do material humano no estudo a que nos propuse
mos. Seria, naturalmente, indispenséavel que trabalhisse-
mos com pacientes amebianos e n3o amebianos em nimero su-
ficiente para permitirem o imprescindivel estudo estatis-
tico dos resultados obtidos.

Uma vez que era de se esperar, ldgicamente, que cer-
tas caracteristicas individuails, como sexo, idade, condi-
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Gdo social e outras semelhantes, nenhuma interferéncia tj3
vessem sGbre as eventuals relagdoes dos resultados das I R
e os dos exames de fezes, pareceram-nos desprovidos de
significado maiores preocupagoes no tocante a éstes atri-
butos, quando da constituigdo da amostra a ser trabalhada.
Em contraposigao, achamos de bom alvitre, afastar certas
condigoes que poderiam perturbar a reatividade cutidnea aos
antigenos em estudo, no que procuramos ser exigente,: so-
bretudo porque a I R, na amebiase, é ainda prova pritica-
mente desconhecida. Dessa forma, nossa amostra foi comns-
tituida por lél-individuos afebris, sem moléstias inter -
correntes notorias e com estado geral satisfatério. Os
poucos pacientes do sexo feminino ndo estavam em menopau-
sa, em periodo de gestagido ou de puerpério ou em fase de
menstruagao. Excluimos ainda os individuos de raga ne-
gra, -pelas dificuldades conhecidas que a pigmentagio da
pele oferece a leitura de provas cuténeas.

Apenas dois pacientes (casos n®s. 51 e 111 da tabela
I, pg- 52 a 58 ) apresentavam disenteria aguda, com formas
hematéfagas da E h. Quanto a idade, eram todos, excegi o
feita de um menor de 10 anos, individuos de 18 a 55 anos.:
Apesar do estado geral satisfatério, muitos dos examina -
dos apresentavam queixas que poderiam estar relacionada s
com a infecgao amebiana; entretanto, devido a dificuldade
e incerteza de estabelecer &ste nexo causal, tais dado s
nio foram tomados em consideragao para a interpretagéo dos
resultados obtidos com a I R.- Em certos casos havia maio
res indicios de amebiase pregressa, pela informagao de sur
tos disentéricos ou diarréicos ou pela referéncia a exame
de fezes positivos; embora tais dados pudessem constituir
elemento valioso para a interpretagao dos resultados da
I R, também nao os levamos em consideragdo, preferindo a-
ternos a fatos sdbre os quais ndo pudessem pairar dividas
e €stes, no caso, foram os nossos préprios achados, - no
momento da investigagdo.



2“APITTULO LI
ANALISE E INTERPRETAGAO
DOS DADOS EXPERIMENTAIS

1 - ANALISE ESTATISTICA (*)

Ao término da introdugao déste nosso trabalho, esta
tuimos que-a finalidade precipua por €le visada residia
em perguerir as relagdes porventura existentes entre a
presenga de E h nas fezes humanas e a reatividade cuté-
nea 4 injegao de antigeno amebiano.-

Para atingir tal objetivo, o material de estudo con
. . . - ~ . e
sistiu de 141 pessoas, com as especificagdes ja expostas.-

Em todos os examinados foi executada,; seguindo as
normas j4 anteriormente apontadas, a pesquisa da E h nas
fezes, tendo-se verificado que em 53 déles, ou seja em
36,30% dos casos, o exame coproldgico revelou a presenga
de formas da ameba patogénica.-

Quanto & prova intradérmica, em alguns dos pacien-
tes, foi ela realizada utilizando-se uma ou mais parti-
das de antigeno de E h somente; em um segundo grupo, o ma
terial injetado provinha de partidas de E h, e, por dlti
mo, um terceiro grupo foi submetido, simult@neamente, a
provas com um ou mais antigenos tanto de E “m: quanto 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 execugdo desta andlise, contamos com a
valiosa colaboragdo do Departamento de Bioesta-
tistica da Faculdade de Higiene e Saide Publica
da Universidade de Sdo Paulo, - (Diretor do De-
partamento; Prof.: Dr., Pedro Egydio de Oliveira
Carvalho).-
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cas com E m e testemunho dado pelo veiculo empregado na
extragao dos antigenos, isto é, por uma solugdo de mer-
tiolato a 1 por 10.000 em séro fisiolégico; seguiu-se um
grupo em que se testavam antigeno de E m e E h aind a
com testemunho dado pela solugéo de mertiolato: fox de-
pois introduzido 0 uso de testemunho constituido por ex-
trato dos germes associados as culturas de E h, servindo, -
entao, para contrdle de reagées tanto com antigenos de
E h como de E m; finalmente, em certos casos,: foi tam-
bém utilizado como contrdle, extrato das bactérias asso-
ciadas 4 E m, usado em conjunto com o testemunho conten-
do germes associados & E h, em provas que utilizaran an-
tigenos de uma e outra das amebas.-

A falta de unicidade do critério de experimentagao
nas diferentes unidades do grupo pode parecer inexplica-
vel, se nao se atentar para o fato de que o presente tra
balho constitui um conjunto de investigagles que evolui-
ram & base de conhecimentos que iam sendo progressivamen
te adquiridos através déle préprio. Assim, da experimen
tagédo com E m passou-se as provas com E h; igualmente, -de
testemunhosmenos representativos passou-se aqueles que
melhor poderiam evidenciar reagdes cutédneas imputdveis aos
componentes nao amebianos presentes nos antigenos de prg
va. ! decorréncia inevitével da pesquisa, - em terreno a-
inda pouco perlustrado, a impossibilidade de realizar um
planejamento perfeito, pois éste, dbviamente, se assenta
em conhecimentos anteriormente estabelecidos.-

Postas estas consideragGes preliminares,  relaciona-
mos, na tabela I (pg. 52 a 58), os resultados da procu-
ra de E h nas fezes e das manifestagoes das provas intra
dérmicas, tanto com os antigenos amebianos quanto com os

testemunhos, para cada um dos componentes do grupo estu-
dado. -

Para efeito de andlise déste material, mister se fa
zia, desde logo, realizar uma série de tabulagdes. Foram
todas elas feitas aproveitando sémente os casos em que,
perante o critério classificador, se podia assegurar a
negatividade da prova do testemunho.-

O critério que se impds, de infcio, para a consecu-
gdo das referidas tabulagdes, foi o da proveniéncia do
antigeno de prova. Surgia, porém, aqui uma dificuldad e



TABELA I

RESULTADOS DAS PESQUISAS DE "E, HISTOLYTICA" NAS FEZES E DAS INTRADERMO-REAGOES COM
ANTGENOS DE "E. MOSHKOVSKII" E DE "E. HISTOLYTICA"

Caso

Eh
nas
fezes

Intradermo-reagoes realizadas com

antigeno de "E. moshkovskii®

entigeno de "E. histolytica®

testemunho

Nimero da ﬁartida

I |ITI|III|IV | V | VI |VII

I (II|IIIIV |V

VI

VII

VIII

Mertio

Bacteriano

lato” de Eh (de Enm
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h = "E, histolytica"

E m = "E, moshkovskii”

(continua)
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TABELA I (continuagao)

Caso
no

Eh
nas
fezes

Intradermo=-reagoes realizadas oom

antigeno de "E. moshkovsldi®

antigeno de "E. histolytioa"

testemnho

Numero da partida-

-

II |[III| IV|(V | VI |VII

I

I1

I11

IV

VI

VII

VIII

Mertio Beoteriano

lato |[de BEh|de Em

+

*|!

+

]
+

+
t|4+

+

+ 1[0

1{+|0 |+

(continua)




TABELA I (continuagao)

Caso
ne

Eh
nas
fezes

Intradermo-reaqSGs realizadas com

entigeno de "E, moahkovskii"l antigeno de "E. histolytica"

testemmho

Mmero da partida
I |II (IIjIV | V (VI |VII| I | II | III|IV

v

VI

VII

VIII

Mertig
lato |[de E h

Baoteriano

de Em

37

38

39

Lo

+

L3

L5

1|+

1|+ |+ |+
11+ |1
T+ {4+ |+

[N EdN]

L6

Lo

+
+
+

5

T+ [+ [+]|+ |1

1]+
+
+

52

+

+
1
+

55

56

+
+
+

27

1+ |+

(continus)



TABELA I (oontinuagso)

Caso
ne

fezes

Intradermo-reaqges realizadas com

entigeno de "E. moshkovskiiiwgiantigeno de "E, histolytioca"

tostermmho

I |II

III

Iv

v

Wmero da partida

VI

VII

I

II

III

Iv

v

VI

VII

VIII

Mertio |Baoteriano

lato ([de Eh [de E m

+ |+

+

+(+ |+ 1+ |+ +

+ |+ |+ |+ |+ |+ |+

+ |+ +

|+ |+|+

+|+ (1 ]|+

H|(+ |+ (141

(continua)



TABELA I (continuagao)

Intrademo-reaqses realizadas com
Caso | Eh | entigeno de "E. moshkovskii" J antigeno de "E. histolytica" testemmho
no f:::s Nimero da Fe.rtida Mertio Bacteriano '
|1 |1IT|Iv|V |vI [viI|I |II |1II|1IV|V |VI |VIIVIII| latc” (de E h |de E m.

7 [ - - [- - -
80 + - + + -
81 - - - - -
82 - - - - -
83 - - - -
8l + - + + -
8 | + - - | - :
86 | - - - - -
87 + + + -
88 - - - -
89 - + - + + | = -
90 - - - -
9 - - - -
92 - - - -
93 | - - : -
o | - - - - -
95 = - - * -
9% | - - - - - -
97 | - - - - -
9% | - - - 2 -
99 + + + + -

(continua)



TABELA I (continuagao)

Cago
ne

Eh

fezes

Intradermo~reagoes realizadas oom

antigeno de "E. moshkovsidi”| ent{geno de "E. histolytica"

testemmho

NMumero da partida
I IT |III| IV| V | VI (VII|(I | II|III|IV |V | VI |VII

VIII

Mertio
lato™

Bacteriano

de Eh|de Em

100

101

102

103%

+ |+ |+

+ [+ |+
+ |+ |+

104
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+
]
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+
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+
+
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+ |+

113

11
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+ |+ |0
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(continua)
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TABELA I (conolusao)

Caso
o

Eh
nas

fezes

Intradermo-reaqges realizedas com

antigeno de "E. moshkovekii"

antigeno de "E. histolytioa"

I [II

ITI

Iv

Numero da partida

v

VI |VII| I (II |III|IV |V |VI (VII

Vi

121

I+

+
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123
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125

+ 1+t
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+ (1
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130
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+ (1 [+ |1
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136

+ [+ ||

137

158

+ |+ |+

1+(1

139

"+

+{+ |14+ + |+

+

1+(1

+

+(1

8s
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consistente em se catalogar o pequeno nimero de resulta -
dos duvidosos de reagoes intradérmicas; €ste problema nao
nos pareceu solucionavel a ndo ser optando pela excluséo
de casos em tais condigdes, isto porque nao s nio dispi-
nhamos de elementos objetivos para inclui-los seja entr e
os positivos seja entre os negativos, como também devid o
a que o nosso prdéprio critério de classificagao das leitu
ras havia sido estabelecido em bases, até certo ponto, - ar
bitrdrias. Adotados tais pontos de vista, surgiram entao
os quadros constantes da linha 3 das tabelas II e III ...

pgs. 60 e 61)

Uma inspegdo geral sdbre €stes quadros mostra, - de
pronto,  que o critério classificador adotado conduz a subp
universos que ndo se prestam, todos, a uma anélise ade -
quada; atente-se, por exemplo, seja ao quadro concernente
a partida I do antigeno de E h (tabela III) em que figura
tdo somente um individuo com resultado positivo ao exam e
coprolégico, seja ao relativo a partida III do antigeno da
mesma ameba de que consta apenas um individuo com exame ne
gativo nas fezes, seja, ainda, e principalmente, ao sub-
universo da partida V do antigeno de E ma (ctabela II), cu-
jo tamanho é 4 e indeterminada a razao de positividade da
E h nas fezes nos individuos com I R positiva.-

Estas consideragées nos levam,  sem qualquer esfdrgo,-
4 conclusdo de que certos aspectos deriviveis da aprecia-
gdo conjunta de tals quadros s6 podem ser tidos como in-
df:iox  grosseiros de outras tantas realidades efetivas.
Com esta ressalva em mente, digamos, entdao, que o confron
to das linhas 4 e 5, ou o das linhas 6 e 7,-das tabelas
ITI e III, nos fala em favor de uma associagdo positiva en
tre as positividades das duas provas, -cuja interrelagao vi
mos buscando; efetivamente, -o fato verifica-se em todos
os sub-universos, excegao feita dos trés sébre cuja cons-
tituigdo pairam as restrigdes acima aludidas e do relati-
vo a partida VII do antigeno de E m.

Em face da pouquidade de elementos opinativos até o
momento disponiveis e da circunstdncia de se empregar nas
provas atinentes a partida VII do antigeno de E m o mais
adequado testemunho (extrato dos germes associados 2 .E m) .
a mencionada discrepéncia concernente a esta partida ti-
nha de ser encarada como um elemento perturbador, de im-



TABELA

IX
COMPARAGAO 1uS RESULTADOS DAS PESQUISAS DE "E. HISTOLYTICA™ NAS FEZES COM OS DAS

INTRADERMO-BEAGOES REALIZADAS COM VARIAS PARTIDAS DE ANTIGENO DE "E, UOSHKOVSKII™

Mmero das partidas de an‘tigano de "E, moshkovskii" e natureza dos testemumhos
I II 111 Iv v VI VIl
Mertiolato Mertiolato Mertiolato Baoteriano Bacteriano Baoteriano Bacteriano
serviola ou baote- ou baocte- de de de de
riano E h riano E h E h E h E h Em
F o ]
I+-TRF+-TF+-‘1‘F+-TIRF+-‘1‘ +-TIR+-T
+ 6| 51|+ |3]| 47 1| 8fj|+|1 ]2 +|oo|o|l+|L|2]|5]+|ofl1]1
- |2 |12\ ||| - | 5]|13|18||| - 9l 17| - |3 |15(18)|| =|2]2|Lfl-|0of9]| 9l -|7]|17|2L
T |8 |17|25||| T | 817|251 |15|10[a5|/| T |L[¥ |2of|T (2|2 |L||T! 410 |W||T]|7]|18]e5
Razao de positividade | ¢ 1 ? 0
4 IR nos individuws | g = 0,70 | 2= 0,375 | [L-oker | - - 0,25 % " 1,000 | — = 0,000
com F + .
Bazao de positividade L 1 1 1
da IR nos individuos | — = 0,204 — =0,235 | — = 0,100 — = 0,065 — = 0,100 — = 0,056
oom F - 17 17 10 16 10 18 -
Razéo de positividade 6
de F nos individuos | — = 0,545 2 . 0,429 L. 0,875 L. 0,500 L 0,800 9« 0,000
oom IR + 11 7 8 2 5 1
Bazao de positividade
7 0
de F nos individuos 2. 0,143 2 - 0,278 5. 0,47 2. 0,167 — = 0,000 L . 0,292
com IR - 1L 18 17 ) 18 9 2l
E h = "E, hisbolytica® E m = "E. moshkovskii" F = "E. histolytioa" nas fezes IR = Intradermo-reagao T = Total
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TABELA III
COMPARAGAO DOS RESULTADOS DAS PESQUISAS DE "E. HISTOLYTICA" NAS FEZES COM OS DAS
INTRADERHO-REAGUES REALIZADAS COM VARIAS PARTIDAS DE ANTIGENO DE "E, HISTOLYTICA"

Nimero das partidas de antigeno de "E. histolytioa" e natureza dos .testemmhoa

I II III v v Vi VII VIII
Mertiolato Baoteriano Baoteriano| Bacteriano | Baoteriano
Mertiolato Mertiolato | llertiolato ou bacte~ de de de de
rianoc E h E h E h E h E h
Flo | _|T |-t +|-|T Flo|-|T el-|T LN R Flef-]|T
+Jofafa]ll+|3]0 +18l1l9 |||+ 112+ |21 |3|l|+]2|0|2]|||+]|8|L]|22|l|+|2]3]5
-|116|7|l|-13|5|8]||-|1]0 - Lj12|16|)[-|2|8|9]||- 316 -1 5 6|||-|2|B |9
T|2(7|8{||T|é6]5|n T(9 |1 |w T(15(13(28/!|T |3 |9 |12 T(L (3|7 T|9g|28|||T |3 [u ph
Razao de poaitivi| o 3 8 1 . 2 1 8 2
dade da IR nos im T" 0,000 Yo 0,500 ? = 0,889 -E = 0,733 ?. 0,667 T;E 0,250 ? = 0,889 ? = 0,667
dividuos oom F +
Razao de positivi]
dade da IR nos in| L. 0,143 | 2=0,000 | L -2,000 | L-o0,077] Lao,a1 | L.o0,000 | & =0,211 | 2 =0,273
dividuos com F - 7 1 13 9 3 19 11
Razao de positivi| g 8 1 2 1 P 2
dade de F nos in-| — = 0,000 2. 1,000 — = 0,889 — = 0,917 —= 0,667 —= 1,000 — = 0,667 — = 0,400
dividuos com T+ 1 3 9 12 3 1 12 5
Razdo de nositivi| ; 3 1 L 1 3 1 1
dade de F nos in-| —= 0,143 —=20,375 — = 1,000 — =0 —=a0 ~a — = 0,06 = =
dividuos com IR =| 7 : 8 ’ 1 ’ 16 »250 9 = 0,111 s 0,500 % ,063 9 0,111
E h = "E.histolytica" F = "E,histolytioca™ nas fezes I R = Intradermo-reagac T = Total
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portancia relativa nao desprezivel, na edificagzo da con
jetura sugerida pelos outros dados, quanto a existénci a
da referida associagao positiva.

Liante de tal estado de coisas, é claro, entao, que
um nosso qualquer pronunciamento sébre a tese, objeto dés
te estudo, tinha d e se fundamentar em novos subsidio s,
questao esta que, por seu turno, pressupunha o problem de
saber como obté-los. A nés, pareceu que a solugio déste
iltimo era simples e expontanea. Em realidade, pdsto que
na preparagdo das diversas partidas dos antigenos de E m
de um lado e de E h de outro, procurassemos manter a ma-
xima uniformidade, partindo das mesmas cépas de cada um
dos protozoédrios, pareceu-nos licito admitir, como firma
da, em cada caso, a identidade de umas e de outras, e
conseqlentemente aceitar, a legitimidade da anilise das
relagdes nos universos da E m, sem qualquer especifica -
gao e da E h, também sem qualquer especificagao. Ao se
poOr em pratica tal principio, naturalmente, cada indivi-
duo, ainda que tivesse recebido antigeno proveniente de
mals de uma partida ou de E m ou de E h, tinha de ser
computado como uma unica unidade. Surgiu, com 1sto, uma
dificuldade consistente em se catalogar os pacientes nos
quais nao havia concordincia nas respostas aos diverso s
antigenos de cada uma das amebas. Este empecilho fo1 por
nés removido, adotando como critério dentro de cada sub-
universo dos antigenos de E m e de E h o de se conside -
rar a prova como positiva desde que tal f6sse o resulta-
do da I R com ao menos um dos antigenos. Tlal proceder fa
ditado pela observagao sediga a experimentadores afeitos
ao preparo de antigenos a partir de protozoarios, conslg
tente na dificuldade de obter uma atividade antigénica cons
tante; esta observag&o, alidis, encontra nos nossos proé -
prios dados uma justificativa de presungao baseada nao
sOmente no fato de que um mesmo 1ndividuo recebendo mails
de uma partida do mesmo antigeno nao apresentava neces -
sariamente a mesma reagao a todos éles (ver tabela 1), co
mo na grande variatbilidade de positividade da I K, em 1in
dividuos com E h nas fezes, observada empregando diver -
sas partidas do mesmo antigeno (ver a linha 3 das tabe -

las II e II1)

Sob éstes critérios surglram as tabelas IV e V ....
(pgs. 63 e 64)



TABELA IV

COMPARAGAO DOS ERSULTADOS DAS PESQUISAS DE "B, HISTOLYTICA" KAS FBZES COM
03 DAS IFTRADERMO-REAGUES FRALIZADAS COM ANTIGENO DE "E. 1OSHKOVSKII®

Hatureza dos testemmhos

Bacteriano Baoteriano
Mertiolato de de Qualquer
*E histolytica® |"E.moshkovskii®™
F ) 4 P F
s I [N [ T M B I (07N [ *
+ (25 9|24l +«#| 5| 3] 8[|+ | o] 2| 1 + |20 |23 |33
= l1o|24|34)l -] 625 [3]||- 7| 17| 24fl - |23 |66 |89
T|25(33(58)| T |11 |28 [39|[| T | 7[218| 25| T |43 |79 22
Razdo de positivi 15 0 20
dade da IR nos in| ~Z= 0,600 - 0,455 £ = 0,000 = 0,165
duos com F + 7 43
Razao de positivi
dade da IR noe in| 2ap 2 c0.10 2.y 3.1
dividuos con F = 53 i »107 18 »056 o ¢
Razao de positivi
de de F nos in- 5. 0,625 2. 0,625 9. 0,000 20, 0,606
ividuos com IR + 2, 1 33
]Bn.zao de pont:.n
iade do Fuos in-| Doy | Saoug | Laoze | 20,20
dividuos com IR = 3l 3 2, 89
Coeff,o_‘::ente de as
sociagao de Yule Q =0, R=0,75 Q=-1 Q =0,63
Coeficiente de as
2 2
0 de Tsc! ﬁ? . ﬁ = %
Pooueafo do Taory \II' 0,33 \J:- 0,39 “T =0,0h | I: - 0,52
%2 a
com corregao 2 2 > >
de Yates, se ne - X, = 5,00 X, =3,9 ‘X-c =0, 27 %, = 12,75
cessaria
F = "E. histolytica" nas fezes IR = Intradermo-resgao T = Total
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TABELA ¥

COMPA.RAQKO DOS BESULTADOS DAS PESQUISAS DE "E, HISTOLYTICA™ NAS FEZES COM OS DAS
INTRADENO—EAQ&ES REALIZADAS COM ANTIGENO DE "E. HISTOLYTICA"

Natureza dos testemmhos

Baoteriano
Mertiolato de Qualquer

"E. histolytioa®

IR IR IR

Razao de positl =~

vidade de IR nos 12 o 2
individuos com F+ i 0,857 % 0,625 ; 0,733
Razao de positi - 5 5

vida.d? de. IR nos — = 0,250 ~— = 0,125 — = 0,16
individuos ocom F - Lo

Razdo de positi =

v:ldad? da F nos 12, 0,857 10 . 0,667 22 . 0,759
individuos com IRH U, 15

Razao de positivi 2 6 8

dede de F nos in- - -
dividuos com IR = o e Iy 0,16 o 0,163
Coefioiente de as< Q = 0,88 Q =o0,8: Q= 0,88

sooia.qao de Yule

'x.2 com oorreqao de 2
Yates, se necessa 'X-E = 5,70 %, = 12,13
ria

Coeficiente de uﬂ ‘X.2 'X.z 2

sooiaqao de Tgohu . fubali 1 -

prom (3 0,61 \ /n 0,52 - 0,59
%

F = "E, histolytioca" nas fezes . IR = Intradormo-reag;o T = Total
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Da andlise da tabela IV, depreendem-se::

a) - entre a positividade do exame de fezes para a
E h e a positividade da reagao intradérmica e-
xiste uma associagao positiva quando foram em-
pregados os testemunhos de mertiolato, dos ger-
mes associados a cultura de E h ou fazendo abs-
tragao da natureza do testemunho; as intensida-
des destas associagdes positivas, que estao me-
didas quer em térmos de um médximo relativo (cog
ficiente de Yule), quer em térmos de um mdximo
absoluto (coeficiente de Tschuprow) apresentam
valores pouco discrepantes entre si; os valores
obtidos para X “ sd@o, nos trés casos, signifi-
cantes ao nivel de 5% e, quando se faz a abstra
¢d0 da natureza do testemunho, o valor de X“ =
pera o valor critico (6,635) ao nivel de 1%;-

b) - no caso que faz excegido e que,- paradoxalmente, -
é aquéle em que se usou o testemunho mais repre
sentativo para o antigeno considerado, a associ
agao negativa tem intensidade muito reduzida ..
(0,04) quando medida em térmos do maximo absolu
to; note-se, além disto, que neste caso a hipé-
tese de independéncia nao pode ser rejeitada, em
vista do walor obtido para X “.

Dada a natureza do antigeno, mais 1-portante para nés,
é a analise constante da tabela V que se refere as I R re
alizadas com antigenos de E h.  Pois bem, dela decorn:que
a associagdo estudada é sempre positiva com intensidades
priticamente iguais e sempre superiores as verificadas em
correspondéncia ao antigeno de E m; finalmente, em todos
os casos a associagdo nag deve ser imputada ao acaso, uma
vez que os valores de x2,-em todos E€les, superam o do pon
to critico ao nivel 5% e nos dois tltimos, o do ponto crj
tico ao nivel de 1%. Déstes resultados, merecem espe-
cial atengdo os atinentes ao testemunho mais representati
vo as finalidades que se tém em vista,- ou seja ao bacte-
riano de E h. Tendo presente €ste fato,: procuramos, a
partir de tal material, estimar as duas importantes carac
teristicas necessédrias a apreciagao do mérito da I R, quais
sejam, -a sensibilidade e a inespecificidade, definida a
primeira como sendo a freqiencia relativa da positividade



- 66 -

da I R entre os que tém o exame coprolégico positivo e a
segunda pela freqiéncia relativa da positividade da I R
entre os que tém o exame coproldgico negativo.  Obtive -
mos entdo, utilizando da fungdo B incompleta, os seguin-
tes intervalos fiduciais 95%::

para a sensibilidade:. ..0,35- - 0,87 e
para a inespecificidade: 0,04 - 0,24

O aspecto mais saliente déstes resultados é a amplj
tude considerdvel dos intervalos, o que, sem divida, es-
td ligado ao nuimero relativamente reduzido de casos dis-
poniveis a sua determinagdo.-

Finalmente, em relagdo ao problema j4 aludido no ca
pitulo anterior, qual seja o de indagar das eventuals re-
lagdes antigénicas entre a E m e a E h, através das mani
festagbes da I R, organizamos a tabela VI (pg. 67), em
que figuram individuos com reagéo negativa em um teste -
munho ou em ambos, se tal fér o caso, e submetidos simul
tdneamente a inoculagdo de antigenos de E m e de E h; no
caso do individuo haver recebido mais de uma partida de
antigeno de uma das amebas, considerou-se novamente a
I R como positiva, desde que tal fésse o resultado em ao
menos uma das partidas.

Déstes dados, dos quais os mais importantes sdo os
relativos & terceira coluna, segue a existéncia de uma
associagao positiva entre resultados de mesmo sinal em
I R realizadas com antigenos de E m e de E h; esta as-
sociagdo é de intensidade muito considerdvel, e os valo-
res de 7 ¢ indicam nao dever ela ser imputada ao acaso.-

A

Este achado reforga, -em muito, a veracidade da hip$
tese de semelhanga antigénica das Em e E h, que ja aven
tamos, 4 base da semelhanga morfolégica existente entre
os dois organismos. Ainda mais, &le justifica, até cer-
to ponto, a pratica por nés inicialmente adotada de em-
pregar antigeno de E m em provas intradérmicas, e, - fi -
nalmente, pode servir de sugestao para novas investiga -
goes, em vista das vantagens que adviriam para o estudo
imunolégico da amebiase caso pudéssemos substituir anti-
geno de E h por de E m, como j& encarecemos.:



TABELA VI
COMPARACXO DOS RRSULTADOS DAS INTRADERIO-REAGSRS REALIZADAS COf 0S
ANTfeENOS DE "E. HISTOLYTICA" E DB "B. MOSHKOVSKII™
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Resultados das pesquisas de "E, histolytica™ nas fezes

Positivo Regativo Qualquer
=N * - | + - T = + - | T
+ 13| 0 (13 + 3] 2(.5 + (16 | 2|18
- 8| 7|15 - | 3|3|la - |11 (L5 | 56
T || 7|8 r | 6| |WB|||r |27 |WT| N
Razao de positivi-)
13 3 16
dade da I B = —== 0,62 Z =0 — =0
nos individuos conl 21 J 6 #3500 27 i
IEh+
Razao de positivi- 0 » s
dade da I E n 2 L - —_ -
nos individuos o 7 0,000 Lo 0,050 L7 0,0l3
IEh - ml
Razao de positivi
dade da "I 31;j »12-1,000 i-o,éoo E-o,seg
nos individuos ¢ 13 5 18
IEm+
Razao de positivi- 8 3 1
dade da I B h Lo . 2 o fntad
nos individuos oon 15 0,553 XY 0,07 56 0,196
IEm=
Cosfioiente de as- Q =1,00 QR = 0,9 Q= o,9
sociagao de Yule
Coeficiente de as 12 xa 1.2
sooiagao de Tsohus — =0,54 — = 0,49 — =0,62
prow n n n
%2 gom corregio 22 a 5,79 %% 6,7 x2 . 25,28
de Yatea ° o c

I E h = Intredermo-reagao oom antigeno de "E, histolytica®

I1Em = Intradermo-reagao com antigeno de "E. moshkovskii®

T = Total




2 - COMENTARTIOS

Terminada, assim, a andlise estatistica dos dados,po
demos considerar como firmado o conceito da existéncia de
uma ‘associagdo entre os resultados da I R e da pesquisa da
E h nas fezes.-

Tal achado cria, desde logo, a sugestdo do emprégo da
I R como meio diagnéstico da amebiase, atribuindo-se-lh e
um significado que é dbviamente fungdo da sua sensibilida
de e da sua especificidade.

Ficaram tais caracteristicas determinadas acima,  de
forma quantitativa, em térmos, porém, dos resultados das
pesquisas de E h nas fezes, o que,:-a primeira vista, pode
ser tomado como ponto de referéncia absoluto,: Num melhor
exame da questdo, torna-se necessirio, porém, que se fagam
restrigdes a tal juizo, das quais se colherao evidéncia s

3

favordveis tanto a sensibilidade quanto 3 especificidade

da I R.-

Senao, vejamos, considerando,: de inicio, a sensibili
dade.: O achado de formas amebianas com os caracteres mor
folégicos da E h nas fezes ndo equivale & certeza de loca
lizagao tissular da ameba capaz de originar produgéo de
anticorpos, bastando, para concretizar esta afirmativa,lem
brar casos em que se depara com individuos nas fases 1ni-
cialis da infecgao. Relativamente a &ste particular, cite
mos a opiniao de Shattuck (1951), segundo a qual sdo ne-
cessdrias cérca de duas semanas para o desenvolvimento de
precipitinas e anticorpos fixadores do complemento no san
gue de amebianos.” A falta de equivaléncia acima referida

ganharia, naturalmente. maior relévo, caso viesse a ser
confirmada a teoria defendida, entre outros, por Brumpt .:.
(1949) que admite, recordemos, a ocorréncia de uma fase

de comensalismo paraaEh. E claro que, nestas circunstéan
cias, a falta de sensibilidade ndo é imputdvel a um demé-
rito especifico da prova, mas explicada em térmos comuns
a tédas as reagdes antigeno/anxicorpoe' Outra causa  que

poderia afetar a sensibilidade da reagdo, tal como foi me
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dida, ¢ ¢ue precisa ser lembrada, embora desconhecendo-se
a magnitude de sua ocorréncia, é a que diz respeito a acha
dos, em fezes humanas, de amebas de vida livre, morfoldgi
camente indistinguiveis da E h. Em trabalho de que fomos
co-autor, tentamos verificar a possibilidade de tal ocor-
réncia relativamente & E m (Azzi Leal & Amaral,.1950); nos
sa experimentagao é, entretanto, -muito limitada para que
possamos emitir juizo seguro sdbre o assunto.:

Muito mais ponderosos sdo os argumentos tendentes a
mostrar que sdo concebiveis para a inespecificidade cifras
inferiores 3 que foi estabelecida. Realmente, resultados
negativos de exames de fezes n3o constituem certeza de i-
nexisténcia de infecgdo amebiana.

Neste sentido, consignemos, em primeiro lugar, que,.
malgrado o grdu de seguranga do esquema por nds adotado pa
ra os exames coprolégicos,: €le ndo garante uma eficiéncia
absoluta."

A seguir, -podemos lembrar a possibilidade de persis-
téncia da positividade da I R em individuos atualmente cu
rados, mas que, no passado, apresentaram uma infecg@o ame
biana.  E verdade que, sébre &ste assunto, nio se dispde
ainda de elementos seguros para um pronunciamento defini-
tivo. - Em desabono a aludida possibilidade fala, até cer-
to ponto, a observagdao clinica de freqllentes reinfecgoes bam
como as averiguagdes de Craig (1948); éste autor, traba -
lhando com a reagdao de fixagao do complemento, demonstrou
que esta prova se negativava em individuos que, apés tra-
tamento nédo mais apresentavam a E h a pesquisa nas fezes,
e, isto, dentro de um prazo variavel de 3 a 28 dias, sen-
do que o fato se verificava em 86,6% dos casos no fim da
segunda semana; alids, j& em 1933, Craig & Kagy haviam ve
rificado, experimentalmente, em ciaes, fato semelhante.-
preciso, entretanto, nao perder de vista o eventual com-
portamento distinto de anticorpos amebianos nas provas de
fixagao de complemento e intradérmica. Contradizendo,  de
certo modo, os resultados experimentais acima mencionados, -
cabe nova referéncia aos achados de Bieling (1935) nos
quais foi verificada a persisténcia, por longo tempo,: de
alergia cutidnea especifica, em cdes curados de infeccgid o
amebiana experimental, o que nio acontecia em gaios, devi
do. segundo opina o autor,-a r4pida evolugido da doenga nes
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tes animals. Fmbora o nosso material n&o nos permita ex
pender uma opinido objetiva sobre o assunto, parece legi
timo,  diante do exposto, asseverar que, até melhor escla
recimento da questao,  é licita a hipétese de que algumas
reagoes inespecificas traduzam uma infecgfo pregressa.-

Finalmente, em apdio & afirmativa feita, pela qual,
resul tado negativo de exames de fezes nao constitui cer-
teza de auséncia da infecgdo amebiana, citemos a existén
cia de formas extra-intestinais da moléstia, primérias ou
nao, mas desacompanhadas da presenga do parasita nas fe-
zes. N@o acreditamos, entretanto, que é&ste fator temha
interferido nos nossos resultados.

KDk KTk ok
R

A luz das informagdes obtidas, através do nosso ma-
terial, quanto & sensibilidade e a especificidade da I R
nao se pode pretender que esta prova constitua, - de per
si, um processo diagnéstico da amebiase capaz de compe -
tir com o fornecido pelo exame parasitolégico de fezes,
realizado em conformidade com os requisitos exigidos; a-
lids, julgamos mesmo licito prever que esta situagdo per
durard, ainda que novos e mais numerosos dados experimen
tais venham a contribuir para a obtengao de valores mais
satisfatérios quer da sensibilidade quer da especificida
de.

Em nosso entender, o papel a atribuir a I R,  como
meio de diagnéstico individual, é subsidiério, e, sob &és
te aspecto, compardavel, por exemplo, ao desempenhado por
provas sorolégicas como a da reagdo de fixagao do comple
mento de Izar-Craig.-

Nao é, entretanto, o objetivo diagnéstico, com sua
conseqliente repercussdao para a clinica, que nos parececa
ber 4 I R mas sim, ~ e isto é o que efetivamente 1mporta
no setor da nossa especialidade - cremos que se pode an-
tever para ela um largo campo de aplicagdo em inquéritos
epidemiolégicos em que se vise estimar, com razoavel pre
clsao, a prevaléncia da protozoose, em grandes grupos po
pulacionals.

O motivo fundamental desta presungao reside, a nos-
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so ver, no fato de que o emprégo da pesquisa coprolégica
da ameba, obedecendo aos requisitos que asseguram sua-al
ta eficiéncia, é incompativel com as realidades préticas
da rotina epidemiolégica, efetivamente., o esquema ideal,
com exames repetidos de fezes formadas, complementados, se
necessario, por exame de material obtido apdés administra
Gado de purgativo salino, ndo pode ser obedecido, seja pe
lo que se exige do paciente, seja pelo vulto de traba -
lho envolvido. Como decorréncia inevit:vel desta situa-
Gao, os indices de prevaléncia da amebiase s3o obtidos a
base de um dnico exame de fezes, na melhor das hipédteses
executado pelo método de Faust et al. Foi esta, por e-
xemplo, a prdatica adotada, entre nés, no amplo inquérito
realizado em 1946, no municipio de Araraquara, pela Fa-
culdade de Higiene e Saide Piblica (Departamento de Para
sitologia). Ora, tal conduta, inteiramente aceitdvel na
pratica epidemiolégica, permite-nos, segundo dados dispg
niveis na literatura, reconhecer apenas cérca de 50% dos
individuos que se pode demonstrar, por melhores esquemas
diagnésticos, serem eliminadores de cistos de E h pelas
fezes.

Em contraposigao a €stes fatos indicativos de uma
baixa sensibilidade da pratica ora considerada, - poder-se
ia atribuir 4 mesma, a primeira vista, uma especificida-
de absoluta, uma vez que se admita como desprezivel.. a
probabilidade de ocorréncia de amebas de vida livre mor~
folégica e tintorialmente indistinguiveis da E h. Esta
concepgio pode, entretanto, na pritica, n8éo corresponder
4 realidade, pelo simples fato do grau de especificidade
depender da capacidade dos técnicos encarregados dos exa
mes coprolégicos. Embora a importancia déste aspecto jéa
tenha sido considerada, parece-nos oportuno citar aqui,-
também, - as recentes palavras com que Faust (i€5%Z) se re-
fere novamente sébre o assunto: "Until relatively recen-
tly there were only a few persons in the United States wo
were regarded as experts in the diagnosis of E. histoly-
tica and even to day experts at times differ fron one
another in the 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 ability".
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Confrontando-se, de um lado, tudo quanto foi exposto
concernente a contribuigido que representa um dnico exame
coprolégico pelo método de Faust et al. para o estudo da
ameb{ase,ve,.de outro lado, os resultados por nos obtidos
com a I R, os quails, vimos, apresentam ainda perspectivas
de serem melhorados, parece-nos licito antever a possibi-
lidade desta reagao vir a substituir, em inquéritos epide
miolésicos, o exame de fezes.

.. claro que, se isto acontecesse, reduzir-se-ia apre
ciavelmente a massa de trabalho e facilitar-se-ia de mui-
to o recrutamento de pessoal habilitado, pois &, sem divi
da, mais simples formar um técnico capaz de realizar a in
jegao do antigeno e a leitura da reagao, do que instrui -
lo para proceder a um exame correto das fezes, diagnosti
cando com acérto as formas cisticas da E h, porventura ne
las existentes."

Se a subsfituigdo alvitrada do exame de fezes pel a
I R apresenta as vantagens que acabam de ser acenadas, nao
se pode, de outro lado, deixar de lhe reconhecer certos in
convenientes, A primeira desvantagem que poderia ser a -
ventada do emprégo da I R consiste na exigéncia de dois
contatos do investigador com o paciente para proceder a
injegao e posterior leitura da prova: é&ste argumento é de
valor bastante relativo, pois, em geral, também no inqué-. .
rito coprolégico ha uma dupla entrevista,.uma para forne-
cimento do vasilhame e instrugodes, outra para entrega ou
coleta do material.  Uma segunda dificuldade, que talvez
possa vir a surgir quando da realizagdo de inquéritos a-
través da I R. é a recusa dos pacientes em se submeterema
injegao do antigeno; tal ébice estd, naturalmente. na de-
pendéncia do nivel de educagdo geral e sanitdria da cole-
tividade inquerida, mas,.dadas as freqlientes surprésas que
proporcionam as reagoes de comunidades frente a determina
das solicitagdes, dificilmente poder-se-ia ajuizar de quan
to a importancia destas recusas sobrepujaria a do forneci
mento de material para o exame coprolégico.” Um udltimo ar
gumento que poderia ser invocado, em favor da manutengZ.o
da prdtica do exame de fezes, é o de proporcionar éste,
informagbes outras além das concernentes a amebiase; é i-
negavel tal vantagem, se o interé&sse do investigador esti
ver voltado tanto para o estudo da amebiase como das de-
mals parasitoses intestinals’ em alguns de *ais casos. en
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tretanto, poder-se-ia considerar a hipdtese de realizar o
primeiro dos referidos estudos pela I R e o segundo por
técnicas de exames de fezes menos refinadas, de féacil exe
cugao, mas satisfatérias para os fins especificos que en-
tdo estariam em vista,

*m k= koK
*:*:t:t
x %

*



CAPI{TULO IV

CONCLUSOE®S

Da argumentagado expendida, e, dos resultados forne-
. . ~ 7. , .
cidos pela experimentagdo e pela analise estatistica, de
correm as conclusdes abaixo.

Hd elementos indicativos da existéncia de uma asso-
ciagdo positiva entre resultados de mesmo sinal da pes -
quisa da Endamoeba histolytica nas fezes e da intradermg
reagao realizada com antigeno de Endamoeba moshkovskii.

I1

H4 uma associagio positiva entre resultados de meg
mo sinal da pesquisa da E.histolytica nas fezes e da 1in-
tradermo-reagao com antigeno de E. histolytica; dentro dos
critérios habituais de significédncia, esta associagdo nio
deve ser atribuida ao acaso:; sua intensidade, determinada
no conjunto dos casos em que foi empregado o mais adequa
do testemunho, exprime-se pelo valor de 0,84 do coefici-
ente de associagdao de Yule e pelo valor 0,52 do coefici-
ente de associagao de Tschuprow.

III
Utilizando o mesmo conjunto de casos referidos na
conclusio precedente, a sensibilidade observada para a
intradermo - reagdo foi de 0,625 e a inespecificidade de

0,125, com intervalos fiduciais 95%, dados respectivamen
te por::
0,35 -~ 0,87 e

0,04 - 0,24
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Iv

~ H4 argumentos de natureza tedrica conducentes & pers
‘pectiva de melhoria dos valores estabelecidos para a sen-
sibilidade e para a inespecificidade da intradermo-reagéo. -

\J

H4 uma associagao positiva e significante entre tYte-
sultados de mesmo sinal das intradermo-reacgoes realizadas
com antigeno de E. histolytica e de E. moshkovskii.

VI

A intradermo-reagido pode vir a constituir o método fin-
damental para levantamentos epidemiolégicos da prevalén -
cia da amebiase em agrupamentos humanos.

VII

Dada a importéncia da possibilidade sugerida na con-
clusdo anterior, reputamos essencial que o assunto sej.a
mantido como tema de investigagdo para que possam ser a-
profundados e ampliados conhecimentos relativos a cer tos
aspectos bédsicos da questdo, especialmente os referent es
& padronizagio do antigeno.

Ll Bl Bl Bl Bl ol B
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