DIAGNOSTICO LABORATORIAL DE VARIOLA:

I. Resultados do primeiro ano de atividades *

H. G. Schatzmayr,** e J. A, Mesquita®*#

0s autores escrevem « experiéncia obtida no Diagndstico Laboratorial
de Variola, durante o primeiro ano de funcionamenio de uma unidade montada
para servir a Campanha de Erradicac@o de Variola no Brasil.

O exame de 71 materiais de crostas e de 16 de liguido de wvesicula ou
pustula, forneceu 28 e 9 amosiras de virus da variola, respectivamente. As provas
de precipitacdo em agar-gel foram positivas em 21% e 259, dos espécimens

respectivamente (Tabela 1).

A coleta foi muitas vézes realizada em regides distantes e os espécimens
levaram algumas vézes até mais de 15 dias para chegar ao laboraiorio, ¢ que

influenciou sensivelmente os resultados obtidos

percentagem de 1isolamentos.

(Tabelas 2 e 3), reduzindo «a

A reacdo de precipitacdo diretamente a purtir do espécimen, ndo foi util
quando eram disponiveis quantidades reduzidas de material; a redacdo foi, no
entanto. usada com sucesso para informar « presenca de virus em membranas
corio-alantoicas, como confirmacdao do diagnostico.

Proximamente serdo apresentados e analisados comparativamente os re-
sultados obtidos nos meses seguintes de trabalho.

Com a intensificaciko das vacinacoes
contra a variola e conseqlientemente com
a melhora dos servicos de notificacdo de
casos suspeitos, o papel do laboratorio de
diagnostico aumenta de importancia, espe-
cialmente em relacdo aquelas areas onde a
fase de vacinacao inicial vai sendo com-
pletada.

Um laboratorio de diagnéstico foi mon-
tado no Departamento de Ciéncias Biologi-
cas da Fundacao de Recursos Humanos pa-
ra a Saude, 0 qual comecou a receber ma-
teriais de casos suspeitos, diretamente da
Campanha de Erradicacido da Variola, em
fins de maio de 1968.
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MATERIAL E METODOS

Essencialmente foram usados os méto-
dos de trabalho descritos pela Organizacao
Mundial de Saude (3).

1 — Amostras de casos suspeitos de variola

Crostas, liguido de vesicula ou pustula,
e amostras de s6ro colhidas por pessoal
da Campanha de Erradicacao da Variola,
foram recebidas pelo laboratério de dife-
rentes partes do Pais e preparadas como
descrito abaixo:
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a) Crostas foram trituradas em tubos
de vidro de fundo esmerilhado, na
proporcao de cérea de 10 crostas/ml
de PES, pH 7,2, com antibiotices, ¢
usadas para as provas de inocula-
¢ao em ovos embrionados e em tes-
tes de precipitacio em agar-gel.

b) Liguido de vesicula ou pustula —
o conteudo de tubos capilares e o
material séco da superficie de 1a-
minas foram recolhidas por lavagens
repetidas com pequeno volume de
PBS e usados para inoculacao de ovos
embrionados. A precipitacio em
agar-gel foi realizada com o contet-
do de tubos capilares, sem diluicio,
guando havia material suficiente.

<

Amostras de séro — foram inativa-
das a 56°C, por 30 minutos e usa-
das em provas de fixacio do com-
plemento e de inibi¢cdo da hemaglu-
tinacio segundo técnicas descritas(4).

—

c

2 — Inoculacdo em ovos embrionados

Ovos embrionadcs de 11 dias foram ino-
culados mna membrana coério-alantoica
(MCA), com a suspensao inicial do mate-
rial e com a diluicdo 1:100 desta, 0,1ml para
cada 6vo. Os ovos inoculados foram manti-
dos a 35°C por aproximadamente 60 horas,
apés o que foram recolhidas as MCA, exa-
minadas e eventualmente trituradas em
gral ou em homogeneizador elétrico, para
reinoculacéo.

3 — So6ro de referéncia

Obtido de coelhos hiperimunizados com
virus vaccinico, fornecido pelo Laboratd-
rio de Virus Vesiculares do NCDC, Atlan-
ta, Georgia, USA.

4 — Virus de rejeréncia

a) Vaccinia — sob a forma de vacinas
liofilizadas, fornecidas pelo Dr. José
Fonseca da Cunha, do Instituto Os-
waldo Cruz.

b) Alastrim — passagem em MCA, for-
necido pelo Dr. Luiz F. de Salles Go-
mes, do Instituto Adolfo Lutz.

5 -— Provas de Precipitacio em agar-gel

Realizada sobre laminas de microscépio,
de acordo com padroes e técnicas estabele-
cidas (2,3).

O antigeno de referéncia foi preparado
por trituracao de MCA infectadas com vi-
rus vaccinico ou de alastrim.

RESULTADOS

Foram examinados 20 espécimens, sen-
do 71 amostras de crostas, 16 de liquido
de vesicula ou pustula e 3 amostras de
soro. A tabela 1 resume os resultados ob-
tidos.

O teste de precipitacio em agar-gel
foi positivo em apenas 21¢ dos materiais
de crosta e em 25% dos materiais de 1li-
quido de vesicula ou pustula.

Os isolamentos em MCA alcancaram
39% e 569 respectivamente, para os ma-
teriais de crosta e liquido de vesicula ou
pustula.

A prova de agar-gel nao foi realizada
em algumas oportunidades devido a re-
duzida quantidade de material, disponivei
apenas para as incculacdes em ovos em-
kbrionados.

Na tabela 2 s&o apresentadas as per-
centagens de isolamento em relacdo ao
numero de dias entre a coleta do mate~
rial e 0 exame de laboratério. Considera-
veis distancias foram algumas vézes per-
corridas (tabela 3), o que decisivamente
influenciou nas taxas de isolamento de vi-
rus.

Uma amostra do virus da vaccinia foi
isolada de crostas coletadas de bovinos, que
adoeceram apos contacto com pessoas re-
centemente vacinadas (5).

DISCUSSAO

Os resultacos aqui apresentados refle-
tem diversos problemas do diagnostico de
variola nas condicoes brasileiras.

As amostras isoladas nao foram estu-
dadas no sentido de diferenciacao entre
variola major e alastrim. A primeira po-
rém nao tem sido assinalada ano Brasil, ex-
ceto em uma comunicacac (1).

Em nenhum dos casos estudados sus-
peitou-se de lesdes provocadas por herpes
simples nas MCA; lesoes inespecificas nio
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Tabela 1

RESULTADOS DCS EXAMES LABORATORIAIS
DE ESPECIMENS SUSPEITOS DE VARIOLA

Espécimens
_ e Isclamento Agar
\‘ em (+)
Tipos N.©° M.CA. Gel
|
- o | .
Crostas I m 28 (39%) 15 (21%)
Lig. Ves. Pust. 16 9 (56%) 4 (25%)
Soros 3 _ _
Total 90 37 19

constituiram um problema importante, po-
rém apresentaram-se com certa periodici-
dade em ovos embrionados, adquiridos sem-
pre na mesma fonte.

Reinoculacoes a partir de membranas
foram inicialmente realizadas apenas quan-
do o resultado da leitura era duvidoso (es-
pessamento de membranas, lesdes mal de-
finidas etc.). Neste caso as membranas fo-
ram trituradas em gral com cuidados es-
peciais e a suspensiao inoculada em outros
ovos. Esta decisdo foi adotada devido as

condig¢bes “abertas” do trabalho no labo-
ratério, nos primeiros meses. Posteriormen-
te as membranas passaram a ser tritura-
das em um aparelho Omni-mixer, em reci-
pientes fechados com 5ml de capacidade
sem adicao de diluente, o que em nossa
experiéncia apresentou excelentes resulta-
dos.

Todos os materiais positivos (membra-
nas com lesdes tipicas de variola) passa-
ram também a ser trituradas e as suspen-
soes usadas em um teste de precipitacan

Tabela 2

PERCENTAGEM DE ISOLAMENTOS EM RELACAO AO NUMERO
DE DIAS ENTRE A COLETA E O EXAME DO MATERIAL

Numero de Numero de Amostras isoladas
Dias Espéecimens 1 em M.C.A.

3a b 7 5 (719)
6a 8 10 ‘ 5 (50% )
9 a 11 f 9 4 (44%)
12 a 14 8 4 (50%)
15 ou + | 34 14 (41%)
Sem data da coleta 19 5 (26%)
Total 87 L 37
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em agar-gel, como confirmacao definitiva
da presenca de antigeno do grupo (3). Em
nossa experiéncia, membranas trituradas
em frascos contendo pérolas de vidro apre-

sentaram resultados irregulares quando
usadas como antigeno em provas de agar-
gel.

O diagnostico por meio de microscopia
eletronica ndo foi utilizado, nem tecai-
cas de microscopia fluorescente. Em razio
da prépria natureza dos materiais recebi-
dos, crostas e liquido pustular, niao foram

Tabela 3
ORIGEM DOS MATERIAIS
EXAMINADCS

Estados N.9 de espécimens
Cears 12
Paraiba, 8
Pernambuco 3
Alagoas 2
Goiés 14
Distrito Federal 16
Bahia | 24
Rio de Janeiro 11

realizados métodos de coloragdo. Por cu-
tro lado, como os espécimens foram sem-
pre recebidos sem refrigeracdo, ndo foram
realizadas tentativas de isolamento do vi-
rus da Varicela.

ObservacOes anteriores tém mostrado
que o diagnostico presuntivo pela prova de
agar-gel, em casos de alastrim, é util ape-
nas quando se dispbée de razoavel quanti-
dade de material (6). Isto foi por nés con-
firmado em diversas oportunidades.

Dados comparativos sobre a sobrevivén-
cia de virus em espécimens colhidos sobre
laminas ou em tubos capilares nao sfo
apresentados devido a grande variacio das
condicoes em que éstes materiais foram
colhidos e chegaram ao laboratorio.

Em proxima comunicacio serdo apre-
sentados os resultados obtidos em meses se-
guintes de trabalho, uma vez que espéci-
mens para exame continuam a ser reccbi-
dos de diversas partes do Pais.
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SUMMARY

The authors describe the etrperience of the smallpox laboratory diagnosis,
during the first year of activity of a Unit prepared as a support to the Small-

por. Eradication Campaign in Brazil.

From the specimens — 71 crusts and 16 vesicular pustular fluid —
respectively 28 and 9 smallpox strains were isolated, and the agar-gel precipit-
ation test was positive in respectively 21% and 25% of the specimens (table 1).
Different periods of time were taken to the specimens reach the laboratory, what
influenced the percentage of virus isolation (tables 2 and 3).

The agar-gel test with the original specimens showed positive results
only when enough material was available; the test, however, was used as a
confirmation of virus isolation, using egg membrane with virus lesions.

The results obtained by the laboratory in the last months will be presented

and discussed in the next paper.
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