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Um dos fenomenos alérgicos mais conhecidos é a reacido da tuberculina.
Este produto foi descoberto pcr KocH (14, 15 e 16) em 1890, tendo em vista
principalmente o tratamento da tuberculose. A generalizacdo, logo apés sua
descoberta, desta terapéutica, foi rapida, porém os resultados, em muitos casos,

-

nao corresponderam a expectativa, pois suas indica¢des nao estavam ainda
estabelecidas. Atualmente é empregada quase cque exclusivamente em certos
casos de infeccao crénica e principalmente nas localizacdes oculares. Os fra-
cassos desta terapéutica sio devidos a que o organismo infetado reage de
maneira intensa e violenta, mesmo a pequenas doses. Esta sensibilidade,
que é especifica, permitiu o emprégo da tuberculina como um alergeno em

testes cutdneos para verificacdo dos individuos sensiveis.

Tém sido propostas diversas técnicas para praticar a reagdo, porém o
método da cuti-reacdo de VoN PIRQUET (27) e o da intradermo-reaciao de
MAaNTOUuX (22) sdo os mais usados em medicina humana. Para os detalhes
sObre estas técnicas e interpretagdo dos resultados aconselhamos o trabalho
de SUTHERLAND (26). -

PREPARO DA TUBERCULINA

A tuberculina obtida por KocH consiste em um caldo de carne pepto-
nado a 1 % e glicerinado a 5 %, com pH ligeiramente alcalino, no qual se de-
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senvolveu o bacilo da tuberculose durante 2 meses, filtrado e concentrado
por evaporacado ao décimo. Este produto é o que se denomina ~tuberculina

bruta’’.

Com o fim de obter produtos melhores, diversos pesquisadores propuse-
ram modificacdes de técnica muitc varidaveis. Quanto aos meios de cultura
foram indicadas ndo sé6 pequenas modificagdes tendo por base o meio propos-
to por Kocu (tal como empregar carne de vitela, etc.) como também o em-
prégo de meios sintéticos, como os de SautoN (24), CALMETTE, MASSOL e
BRETON (6), ARMAND-DELILLE, MAYER, SCHAEFFER ¢ TERROINE (1), DORSET
(9), LonG (20), etc. Outras modificacdes, como o tempo de permanéncia na
estufa, a filtracdo e o modo de concentracido, sdo de pouca importancia, pois,
de um modo geral, sequem os mesmos preceitos observados por KocH. No
entanto, o emprégo de determinadas amostras tem importancia consideravel
devido a que nem tddas as amostras de bacilo de KocH produzem tuberculinas
ativas. Atualmente as amostras do tipo humano RATTI e do tipo bovino VAL-
LEE tém sido muito referidas na literatura, como amostras tuberculigenas por
exceléncia (3). Realmente estas amostras produzem uma tuberculina muito
ativa e devem ser empregadas de preferéncia. Muitos autores aconselham
usar amostras do tipo humano e do tipo bovino e misturar os produtos finais
em partes iguais ou 2/3 da do tipo humano e 1/3 da do tipo bovino e vice-
versa. Sébre esta questdo diversos pesquisadores acham imprescindivel o pre-
paro da tuberculina com bacilos dos dois tipos, pois acham que nos casos de
infeccdo pelo bacilo bovino, como também na imunizag¢do pelo B. C. G., a
tuberculina produzida com germes do mesmo tipo provoca reag¢des mais in~
tensas. No entanto, tem sido verificado que ha um excesso neste ponto de
vista, pois muitas amostras do tipo humano dio tuberculinas que reagem de
modo idéntico nestes casos, naturalmente devido a que as diferengas entre os
dois tipos sdo minimas (GERSHENFELD, 1939) (11). Um dos trabalhos que

mostra a grande quantidade de modifica¢cdes que tém sido propostas é o de
CALMETTE e DE PorTER (5).

Entretanto, alguns pesquisadores n3o se limitaram soOmente as variagoes
acima esbocadas. Procuraram purificar e obter o principio ativo da tuberculina
em estado puro. SEIBERT, LONG e outros (21), desde 1926, vém publicando os
resultados de suas pesquisas neste sentido, sendo que somente em 1934 (25)
relataram ter obtido um produto uniforme e de muita atividade denominado
“Purified protein derivative” ou “P. P. D.”. E’ obtido a partir de uma tu-
berculina preparada em meio sintético eliminando as proteinas nao ativas por

processos de precipitagao.

Desde o inicio de 1942 viemos, sob orientagio do Dr. ]J. G. Lacorte,
preparando tuberculina no Instituto Oswaldo Cruz e temos procurado obter
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um produto com o maximo de atividade e que conserve esta propriedade du-
rante um tempo longo. De coméco empregamos a técnica de KocH com pe-
quenas modificacdes e em seguida fomos fazendo experiéncias usando diver-
sos meios. Experimentamos o caldo glicerinado preparado com carne de Vvi-
tela e com extrato de carne (LIEBIG) e também os meios sintéticos de SAUTON,
de LoNG e de DorseT. O meio que deu melhcres resultados foi 6 meio de
DORSET nido s6 pela atividade da tuberculina obtida como também pela facili-
dade de preparo e crescimento rapido e abundante. Este meio usa como fonte
de nitrogénio a asparayina, entrando também em sua composi¢ao o citrato de
ferro e a glicose que, segundo trabalhos de HENLEY (12, 13), tém influéncia
acentuada no crescimento do bacilo de KocH.

A técnica que temos adotade é a sequinte, em linhas gerais:

Os germes do tipo humano (amostra RATTI) e do tipo bovino (amos-
tra VALLEE) sdo conservados em batata por semeaduras bimensais e na oca.-
sido do preparo da tuberculina fazemos culturas em pequenos baldes conten-
do meio de DORSET com o fim de adaptar a amostra ao meio liquido.

O meio que temos empregado wltimamente nio é preparado rigorosamente
segundo a técnica de DoORSET, pois temos introduzido modificacées com o
tito de facilitar o manejo de grandes volumes. A férmula do meio que temos
usado é a sequinte:

Asparagina =................. ... .. .. 10,0 g
Fosfato dipotassico .................. 1,0
Citratode sédio . .................. .. 0,75 7
Suifato de magnésio ................. 1,5 7
Citrato de ferro .................... . 0,3
Glicose ................... e 10,0
Glicerina ......................... . 100 cc.
Agua ... 1000 cc.

Colocamos todos os ingredientes, exceto a glicerina, para dissolucio, em
certa quantidade de dgua, e aquecemos até dissolver completamente; em se-
guida completamos o volume com agua e juntamos a glicerina. Ajusta-se a

reacao ao pH 7,2 a 7,4 com solucdo de soda a 5%. Leva-se, entdo, o liquido
a autoclave e aquece-se até a pressdo chegar a 1 atmosfera; em sequida apa-
ga-se o fogo da autoclave e deixa-se esfriar. Desta maneira obtemos uma li-
geira precipitacao sem alterar a glicose. Filtra-se em papel de filtro para re-
tirar o precipitado e reajusta-se o pH. Faz-se distribuicio e esteriliza-se na

autoclave & pressdo de 14 atmosfera, durante 20 minutos.

A modificagdo essencial que introduzimos foi a diminuicio da aspara-
gina, pois DORSET recomenda 14 g por litro. Verificamos que, diminuindo a
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asparagina até 10 g por litro, nao se nota diferenga apreciavel, porém com
menor quantidade o desenvolvimento nao se processa com tanta intensidade,
sendo mesmo dificil obter, com 2 meses e mais, induto cobrindo téda a super-
ficie do meio.

Logo que se tenha obtido crescimento nos baldes pequenos, isto no fim
de 25 a 30 dias, realizamos o repique retirando com a alca de platina um
fragmento do induto. Usamos, entdo, garratdes de &8 litros de capacidade, de
preferéncia de vidro Pyrex, com 2,5 litros de meio, inclinados de modo a
obter o maximo de superficie. A escolha déstes frascos foi devida a neces-
sidade de grande quantidade de tuberculina, commo também para evitar con-
tamina¢des que se mostravam muito freqiiéntes nos frascos tipo FERNBACH
que usavamos anteriormente.

O desenvolvimento é rapido, cobrindo logo téda a superficie do meio.
Temos observado que neste meio o induto é muito espésso, dando uma quan-
tidade de germes muito maior que nos outros meios experimentados. Esta
observacao esta de acérdo com o trabalho de DoORSET (9) que verificou, com-
parando nas mesmas condi¢des o meio classico de caldo de carne glicerinado
com o meio sintético, obter-se neste ultimo, em 100 cc. de meio, 2,0 g de
bacilos secos, ao passo que no anterior somente 0,5 a 0,7 g.

Depois de 6 a 8 semanas de incubacgao a 37° C., esteriliza-se a cultura
pelo vapor fluente, na autoclave, durante uma hora. Em seguida filtra-se em
papel de filtro grosso a fim de separar os corpos bacilares e passa-se a fase
sequinte da concentracdo. Para isso coloca-se o filtrado em placas de por-
celana e em banho-maria fervente reduz-se o volume ao décimo. Filtra-se
novamente em papel de filtro e procede-se a distribuicdo em ampolas ou tubos
capilares.

Em geral empregamos somente a amostra humana RATTI, porém temos
juntado também 1/3 do volume de tuberculina da amostra VALLEE. Os re-
sultados obtidos tém sido idénticos quanto a atividade.

A tuberculina preparada pela técnica descrita tem se mostrado de grande
atividade, nao havendo quase varia¢des nas diferentes partidas e quando con-
servada por longo tempo, mesmo & temperatura ambiente, ndo mostra perda

em seu poder.

VERIFICACAO DA ATIVIDADE

A verificacdo da atividade é um problema sébre o qual os pesquisado-
res tém chamado a atencido com o intuito de térmos tuberculinas uniformes.
O ideal seria podermos representar a atividade por meio de unidades, porém
os diversos trabalhos neste sentido ndo resultaram satisfatorios.
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Os métodos empregados sido muitos, podendo ser divididos em trés.
grupos, como faz Dappt (7)

1.°, métodos baseados no poder téxico;
2.°, métodos baseados em reacdes imunitirias e
3.°, métodos baseados no poder cuti-reacional.

Dos métodos do primeiro grupo temos, principalmente, o processo usa-
do por KocH e aperfei¢oado por Otto (23) em 1906, que consiste em in-
fetar um lote grande de cobaios de 350 a 400 g de péso, pela inoculacdo de
0,5 miligrama de cultura, em caldo glicerinado de 2 a 3 semanas, de uma
amostra virulenta. Ao fim de 20 dias sacrificam-se alguns animais para nos
assegurarmos da infec¢do, o que se repete ainda uma semana depois. Sendo
afirmativo o estado infeccioso dos cobaios, injetam-se doses de 0,05 a 0,3 cc.
de tuberculina por via subcutdnea. A menor quantidade que matar o cobaio
em 24 horas é o titulo da tuberculina.

-»

Outro método déste grupo é a “Spermatocyt-tuberculin-reaction” de
LonG (19), proposto em 1925. Baseia-se no fato do tecido testicular ser
muito sensivel a tuberculina, apresentando necrose mesmo com pequenas
doses. Consiste em injetar doses variaveis de tuberculina, de mais ou menos
0,01 a 0,00001, no testiculo de cobaios de 400 g de péso, preliminarmente
infetados por inoculacido de cultura de bacilos, de modo a obter um nédulo
caseoso na regiao linfatica correspondente (no fim de um més aproximada-
mente) . Os resultados podem ser interpretados numa fase precoce ou tardia.
A fase tardia, no fim de 3 a 4 semanas, da resultados muito seguros pelo
exame histolégico. A menor quantidade capaz de inibir a espermatogénese
corresponde a 1 unidade. Segundo LoNG éste método da resultados constan-

tes e é muito sensivel, porém tem o inconveniente de ser de técnica delicada
e muito demorado.

Outro método enquadrado neste grupo foi descrito por LINGELSHEIM
(18) e por BOrRrREL (2) consistindo em inoculacées intracerebrais em cobaios
saos e infetados. Devido a causas de érro inerentes ao préprio produto, como
a glicerina, a peptona, etc., ndo tem especificidade, sendo logo abandonado.

Dos métodos baseados em reacdes imunitarias temos a considerar: o mé-
todo da fixagcdo do complemento, estandardizado por WATsoN e HEAaTH (28)
e o método de precipitacio de DREYER e VorLum (10).

O primeiro foi proposto em 1924, sendo feito usando-se séro de cavalo
ou boi infetado experimentalmente por inoculagdo intravencsa de bacilos de
KocH. A técnica consiste em diluir a tuberculina a 1/20 e usar doses de 0,1 a
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1,3 cc., praticando-se a reacdo de fixagdo de acérdo com a técnica estabele-
cida por BoOrRDET. Baseando-se na quantidade de tuberculina que fixa o com-
plemento em presen¢a do anticorpo (séro de boi ou cavalo) estabelece-se o
nimero de unidades por centimetro ciibico em comparagao com uma tuber-
culina padrao.

O outro método de precipitacdo ou fluculagio, publicado em 1924, con-
siste em por em contato diluicdes de tuberculina com séro precipitante obtido
em cavalos por inoculacdo de bacilos desengordurados. Os resultados obti-
dos, em comparacdo com uma tuberculina padrado, sdo expressos em unida-

des.

Os métodos cuti-reacionais baseiam-se na pratica de reacdes, tanto pela
técnica de VON PIRQUET como pela de MANTOUX, em animais tuberculizados
ou no homem, em comparacdo com tuberculinas de atividade comprovada.
Os trabalhos de MaNTOoux e Mousse, ROMER, LOEWENSTEIN e outros (29)
convergem para o emprégo de cobaios tuberculosos, como os usados no mé-
todo de OtTOo. Nestes animais fazem-se intradermo ou cuti-reag¢des com a
tuberculina em prova e a padrdo e apreciam-se os resultados. CALMETTE e
DE PoTTER (5), no trabalho sébre padronizagdo de tuberculinas de 1926,
indicam preferir a comparacdo num mesmo cobaio para evitar as variagdes
reacionais verificadas nos varios animais. Os bovideos também tém sido em-
pregados por Doucras, BuxTtoN e DuNKIN (29), principalmente com tu-
berculina para uso veterinario.

Como vemos, pela variedade de técnicas, todos os métodos de verifi-
cacdo de atividade de uma tuberculina apresentam suas falhas, ficando seu
emprégo dependente da preferéncia de cada um. A impressdo que temos é
que esta verificacdo depende da aplicacdo a que se destina a tuberculina.
No nosso caso, em que preparamos tuberculina para provas cutdneas e uso
humano exclusivo, achamos preferivel fazer a comparag¢ao no préprio homem.
Naturalmente os animais também se apresentam alérgicos, mas ha sempre
divida se no homem determinada tuberculina reage de maneira diferente, em
vista-de ter sido verificado que, comparando tuberculinas no boi e no homem

infetados, as reacdes apresentam algumas vézes grandes diferengas (5).

Também um ponto de interésse é que o poder tdxico e o cuti-reacional
nao estido sempre na mesma relacio, o que ja foi anotado por LACORTE (17)
e outros. Muitas partidas mostram pouco poder toxico e, no entanto, dao
cuti-reacdes tipicas.

Para o caso de tuberculina para fins terapéuticos, além do poder cuti-
reacional, parece-nos necessario também a verificagdo do poder téxico, que
deve ser feito de preferéncia segundo as normas de OTTO.
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Com relacdo aos metodos imunitarios, CALMETTE (4) e outros opdem
sérias obje¢des, pois o poder antigénico in vitro em geral nao estd em relagao
com o poder cuti-reacional, como também ndo exprime o poder téxico.

Tendo em vista estas consideracdes e sendo nossa tuberculina exclusi-
vamente para provas alérgicas, adotamos verificar ‘a atividade das diversas
partidas em comparacdo com uma tuberculina padrdo no préprio homem,
usando um grupo de 15 a 20 individuos adultos, pelo método de VoN PIrRQUET.
Assim, com um grupo de individuos, tomados indistintamente, temos a van-
tagem de ter tddas as gradagbes nas reacgdes e verificar como'a amostra em
exame reage tanto nos individuos pouco alergizados como nos intensamente
sensiveis. '

Os resultados tém sido satisfatérios e aconselhamos esta pratica pres-
supondo possuirmos uma boa tuberculina padrao.

RESUMO

O A. faz consideracdes sObre a técnica de preparacdao da tuberculina e
relata o método que usa no Instituto Oswaldo Cruz. Este método consiste
no emprégo de amostras de bacilo de KocH do tipo humano (RATTI) e do
tipo bovino (VALLEE) cultivadas em meio de DORSET, com pequenas modi-
ficacdes. Este meio foi o que mostrou melhores resultados em comparagao
com outros experimentados. Com relacdo a verificacdo da atividade, exa-
mina os diversos métodos empregados e mostra preferir o método compara-
tivo com uma tuberculina padrio, pela reacdo de VoN PIRQUET, num grupo
de individuos adultos, tomados indistintamente.

NOTICE ON TUBERCULINS

Summary

The A. makes considerations on the technique of preparing tuberculins
and reports the method 'which he uses at the Instituto Oswaldo Cruz. This
method consists in the use of Koch's bacillus strains both of human (Ratti)
and bovine type (Vallée) cultivated on Dorset’s medium slightly modified.
This medium was that which afforded better results as compared with others
experimented by the A. As to the verification of the tuberculin activity, the
A. examines the various methods employed and gives the preference to the
method of comparison with a standard tuberculin, by means of Von Pirquet’s
reaction, in a group of adult individuals, taken indiscriminately.
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