DIAGNOSTICO LABORATORIAL DE VARIOLA:

II. Resuliados do segqundo ano de aiividades, de maio de 1969
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Os autores relatam os resultados obtidos no diagnostico laboratorial de
variola, durante o segundo ano de funcionamento de uma unidade monitada no
Instituto Presidente Castello Branco, da Fundacdo Instituto Oswaldo Cruz, no

Rio de Janeiro.

O exame de 105 espécimens de crostas e de 76 de liquido vesicular/pus-
tular, forneceu 39 e 34 amostras de virus da variola, respectivamente (Tabela 1).
A demora em chegar ao laboratorio influencia significativamente a taxa

de isolamento de virus (Tabela 2).

Fot encontrada estreita relacdo entre os diagndsticos clinico e laboratorial
(Tabela 3/, quando possivel compard-los.

A inoculacfo em ovos embrionados apos 1 a 2 horas do abairamenio da
mebrana corio-alantoica, foi considerada como adequada ds condicées em que

" sao realizados 0s exames.
especimens para diagnostico.

INTRODUCAO

A continuidade das atividades da Cam-
panha de Erradicacio da Variola no D;uS;l
reflete-se na meihoria dos servicos de ©
ficacdo de casos suspeitos e estudos cpw{ﬂ-
miologicos, aumentando a importdncia do
laboratorio de diagnostico.

O presente trabalho relata os resulta-
dos obtidos durante o segundo anc de ati-
vidades, no laboratério montado no Insti-
tuto Presidente Castello Branco, Funda-
cdo Instituto Oswaldo Cruz, no exame de
181 espécimens coletadcs em diferentes
partes de Brasil, através da Campanha de
Erradica¢io da Variola e Servigos Regio-
nais de Saude Publica.

O laboratorio continua a receber regularmente mais

No laboratorio ia foram examinados 271
espécimens, dos guais o0s primeires 90 re-
sultados foram alvo de publicacio ante-
Tior (5.

MATERIAL E METODOS

1) De 181 pacientes, foram examinados
165 espécimens de crostas e 76 de liguido
vesicuiar/pustular.

Essencialmente foram usados cs méto-
dos de trabalho preconizados pela Organi-
za2ao Mundial de Saude e cs ja descritos
3, 5y com duag alteracoes agul apresen-

a) Tampado Mc Ilvaine 0,004M pHT2
1] Ipiosicos, em substituicao a salina
PBS na suspensio dos espécimens (2),
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b) As membranas coério-alantéi-
cas (MCA) inoculadas, depois de examina-
das foram trituradas em homegeneizador
elétrico Omni-mixer, sem adicido de di-
luente, para estocar as amostras de virus
isoladas. Essas suspensdes, clarificadas por
centrifugacio, foram usadas como antige-
no em teste de confirmacédo de diagnosti-
co através precipitacdo em agar-gel, ou pa-
ra eventuais reinoculacgdes em ovos embrio-
nados quando havia duvidas no diagnés-
tico.

2) Tempo de abaixamento da MCA e
sensibilidade ao virus da variola.

Logo apos o abaixamento das membra-
nas corio-alantéicas e também 1, 2, 3 e 4
horas apos, foi inoculada em ovos embrio-
nados, uma mesma diluicao do virus da
variola. Para melhor conservacao do titu-
lo da suspensdo durante as cinco horas
necessarias ao experimento, foi usado tam-
pao Mc Ilvaine com leite desnatado a 20%
(1}). As membranas foram coletadas, exa-
minadas e contadas as lesbes produzidas
pelos virus (pocks), como anteriormente
descrito (5).

RESULTADOS

1) Isolamento de amostras de variola.

De 181 espécimens examinados neste
periodo, 73 amostras de virus da variola fo-
ram isoladas em MCA e identificadas soro-
logicamente através testes de precipitacao
em agar-gel. As taxas de isolamento alcan-
caram 37% e 43%, respectivamente para

espécimens de crostas e liquido vesicular/
pustular (Tabela 1).

A Tabela 2 apresenta os resultados de
isolamento em relacdo 4 demora do espé-
cimem em chegar ao laboratdrio e ser exa-
minado.

A Tabela 3 apresenta a relacio entre
0 resultado do exame laboratorial e o diag-
noéstico clinico, quando éste ultimo estava
indicado nas fichas de informacido que
acompanham os espécimens. N4o nos foi
possivel isolar virus de 15 casos com diag-
nostico clinico “variola” e por outro lado,
conseguimos isolar virus da variola de
dois casos com diagnéstico clinico “nao
e variola”,

Os casos em que o diagnéstico labora-
torial confirmou o diagnéstico clinico, in-
cluem o de uma gestante e seu filho, o qual
veio a nascer com variola clinica em fase
de vesiculas, enquanto a maéae apresenta-
va-se j& em fase de crostas.

2) Testes de precipitacio em agar-gel.

Os testes de precipitacdo em agar-gel,
0s quais resultaram positivos em apenas
239 dos casos anteriormente descritos (5)
usando diretamente como antigeno o es-
pécimem recebido do paciente, foram po-
sitivos em todos os casos em que se usou
triturados de MCA com abundantes lesdes
tipicas de variola.

3) Sensibilidade da MCA ao virus da
variola.

Os resultados de trés experimentos, pro-
postos como descrito em “Material e Mé-

Tabela 1

RESULTADOS DO EXAME

DE ESPECIMES RECEBIDOS

DE MAIO DE 1969 A MAIO DE 1970

Espécimens

Crostas

Liquido Vesicular/Pustular

Total

Variola | Negativo | Total
1 |
39 (31%) 66 105
|
34 (43%) | 42 } 76
73 108 181
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Tabela 2

TAXA DE ISOLAMENTO DE VIRUS DA VARIOLA EM RELACAO AO
NUMERO DE DIAS ENTRE A COLETA E C EXAME DOS ESPECIMENS

(
Dias ‘ Espécimens* ' Amostras de Virus Isoladas

‘ I S
7oﬁa 5 41 | 30 (73%)
6a 8 22 | 9 (41%)
9 a1l 9 4 (44%)
12 2 14 ‘ 4 1 (25%)
15 ou mais f 60 ‘ 25 (41)
S/data coleta | 5 4
‘ Tota]i 141 ‘ 73 )

Nao inclui 40 espécimens com diagndstico clinico “Néo ¢ variola™.

todos”, foram analisados estatisticamen- DISCUSSAO

te. Os resultados dessa analise foram com-

parados com trabalhos ja descritos (4) em A taxa de isolamento de virus a partir
que a contagem de pocks resultou em dis- de espécimens de liguido vesicular/pustu-
tribuicAo normal. A analise de varidncia, lar, maior que a partir de crostas (Tabela

com o nivel de significancia de 5%, de- 1), deve ser interpretada tendo em vista

monstrou serem nossos resultados consis- que a maioria dos espécimens de liquido

tentes com os daqueles autores. vesicular/pustular foi oriunda de Aareas
Tabela 3

DIAGNOSTICO LABORATORIAL EM RELACAO AO DIAGNOSTICO CLINICO

Diagnostico Laboratorial

Diagnostico Clinico . ’ ; ’ Total
Variola Negativo
Varicla ‘ 31 “ 15 46
Tuvidoso 5 23 28
Nao é variola 2 40 42
Nao indicado 35 30 65

Total 73 108 181
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a0 laboratorio, demorande
a coleta e o exame.

Pro oXimas me-

nor tempo entre

A Tabela 2 mostra a influéncia do tem-
po que os espécimens demoraram para che-
gar ao laboratorio, desde que nio séo trans-
portados sob refrigeracio. E Importante
notar «ue des 141 espécimens considerados,
somente 41 foram examinados com menos
de 6 dias da coleta ,e a influéncia déste
fato na taxa de isolamento de virus. Fo-
ram excluidos 40 casos com diagndstico
clinico “nao € variola”, pois alterariam a
observacio ja registrada em descricdo an-
terior (5) ¢ que € coufirmada nresente-
mente com malor nlimero de casos.

A Tabela 3 é por si mesma resultade
de melhor 13 das condicoes de coleta e en-
»éci para exame, inclusive
com a inclusio da ficha epidemiolégica
correspondenta. A indicacde do diagnosti-
co clinico, por parte do médico epidemio-
logista gue examina o paciente e remete
os espécimens para exame de laboratorio,
nos permitit testar a eficiéncia dos méto-

Tabela 4

ORIGEM DOS ESPECIMENS

EXAMINADOS
Ceara 10
Pernambuco 9
Sergipe 10
Alagoas 5
Goias 7
Distritc Federal 1
Bahia 70
Parana : 1
Espirito Santo : 18
Rio de Janeiro 15
Guanakara 32
Néao anotado 3
Total 181
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dos. De 31 casos com diagnoéstico clinico

“varioia”, nfo nos foi possivel isolar vi-
rus de 15, ser notado gue todos és-
S¢S 1D esn chegaram ao laborato-
rio com mais de 16 dias apds a coleta. Em
dois casos com dlagnostico clinico “néo
¢ variola”, fol isolado virus dos espéci-

has de nedido do exoms ha-
via indicacio de contato do paciente com
pessoas dosntes cujo diagnéstico era duvi-
dosc.

noas fi

A Tabela 4 tem a intencdo de mostrar
as dmculdades de transporte que devewn
ser vencidas para gue o3 espécimens che-
guem ao laboratério em tempo vidvel ao
isolamento de virus, sendo muitos origi-
azrios de areas remotas dos respectivos

¢
[¢7]
-
)
v
o

uitados dos trés experimentos pro-
postos para estudar a sensibilidade dos »vos
usados na nossa rotina de trabalho, nio
revelaram diferencas significativas entre
o numero de pocks. Os dados conseguidos
mostram que a nessa rotina usando ovos
entre 1 e 2 horas apos o abaixamento da
membrara corio-alantdica é adequada.

A subnstituicdo de salina PBS por tain-
pao Mc Iivaine para a suspensio dos ©s-
pécimens a examinar, fol adotada nesie
segundc ano, devido a variacdes de titu-
los observados em suspensoes de virus
vaceinico mantidas no laboratério para
provas de soroneutralizacdo. Em revisdo
bibliografica fol encontrado um trabalho
(2) o qual descreve fendémenos de agrega-
cdo de particulas dos virus do grupo Pox,
em funcao da concentracdo de fosfatos no
meio.

Neste segundo ano, s consideramos com
diagnodstico de variola, os casos em que iso-
lamos virus em ovos embrionados (lesGes
caracteristicas na membrana coério-alan-
téica) e que foram confirmados sorologi-
camente por testes de precipitacio em agar.
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SUMMARY

The authors relate the results which have been obtained during ithe
second year of work in a unit set up to support the National Smallpox Erra-
dication Campaing in Brazil.

The examinaiion of 105 crusts and 76 vesicular/pustular fluid specimens
results in the isolalion of 39 and 34 smallpox strains, respectively (Table ).

Tae tvme of arrival o the laboraiory, injluenced the virus isclaiion rate
(Table 2.

Close relationship was reached between clinical diagnosis and virus isolation
rate (Table 3, when boih data were available for comparision.

The inioculation of eggs betwen 1 to 2 hours after chorio-allantoic mem-
brane dropping was shown as adequate in conditions under which tlests were
carried-out.

The laboratory is getting regularly more specimens for diagnosis.

BIBLIOGRAFIA

1 — BOUTLER, EA. — The titration of 4 .- Mc CARTY, K., DOWNIE, AW. &

vacc@nial neu.tralizing antibody on ARMITAGE, P. — The Antibody res-
cchcr)rl;lg)maélrarggglcygleigé)gane& J. Hyg., ponse in man following infection with
a. . g -a1 . 3
) ’ . viruses of the pox group, J. Hyg,
2 — GALASSO, G.J. & SHARP, D.G. — Camb. 56-84-100 1958 T Ve

Virus particle aggregation and plaque

forming unit, J. Immunol., §8:339-347, 5 -— SCHATzMAYR, H. G. & MESQUI-

1962. TA, J. A. — Diagnéstico laborato-
3 — Guide to the Laboratory Diagnosis of rial de variola. I. Resultados do pri-
Smallpox World Health Organization, meiro ano de atividades. Rev. Soc.

Geneva, 1969. Bras. Med. Trop., 5: 355-359, 1970.



