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Os autores escrevem a experiência obtida no Diagnóstico Laboratorial 
de Varíola, durante o primeiro ano de funcionamento de uma unidade montada  
para servir à Campanha de Erradicação de Varíola no Brasil.

O exame de 71 materiais de crostas e de 16 de líquido de vesícula ou 
pústula, forneceu 28 e 9 amostras de vírus da varíola, respectivamente. As provas 
de precipitação em ac/ar-gel foram positivas em 21% e 25% dos espécimens 
respectivamente (Tabela 1).

A coleta foi muitas vêzes realizada em regiões distantes e os espécimens  
levaram algumas vêzes até mais de 15 dias vara chegar ao laboratório, d que 
influenciou sensivelmente os resultados obtidos (Tabelas 2 e 3), reduzindo a 
percentagem de isolamentos.

A reação de precipitação diretamente a partir do espécímen, não foi útil 
quando eram disponíveis quantidades reduzidas de material; a reação foi, no 
entanto, usada com sucesso para informar a presença de vírus em  membranas  
cório-alantóicas, como confirmação do diaynóstico.

Próximamente serão apresentados e analisados comparativamente os re­
sultados obtidos nos meses seguintes de trabalho.

Com a intensificação das vacinações 
contra  a varíola e conseqüentem ente com 
a m elhora dos serviços de notificação de 
casos suspeitos, o papel do laboratório de 
diagnóstico aum enta  de im portância, espe­
cialm ente em relação àquelas áreas onde a 
fase de vacinação inicial vai sendo com ­
pletada.

Um laboratório de diagnóstico foi m on­
tado no D epartam ento de Ciências Biológi­
cas da Fundação de Recursos Hum anos p a ­
ra  a Saúde, o qual começou a receber m a­
teriais de casos suspeitos, d iretam ente da 
C am panha de Erradicação da Varíola, em 
fins de maio de 1968.

MATERIAL E MÉTODOS

Essencialm ente foram  usados os m éto­
dos de trabalho  descritos pela Organização 
M undial de Saúde (3).

1 — Amostras de casos suspeitos de varíola

Crostas, líquido de vesícula ou pústula, 
e am ostras de sôro colhidas por pessoal 
da C am panha de Erradicação da Varíola, 
foram  recebidas pelo laboratório de dife­
rentes partes do Pais e preparadas como 
descrito abaixo:
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a) Crostas foram  tritu rad as em tubos 
de vidro de fundo esm erilhado, na 
proporção de cêrca de 10 crostas/m l 
de PBS, pH 7,2, com antibióticos, c 
usadas p ara  as provas de inocula- 
ção em ovos embrionados e em tes­
tes de precipitação em agar-gel.

b) Líquido de vesícula ou pústu la — 
o conteúdo de tubos capilares e o 
m ateria l sêco da superfície de lâ ­
m inas foram  recolhidas por lavagens 
repetidas com pequeno volume de 
PBS e usados para  inoculação de ovos 
embrionados. A precipitação em 
agar-gel foi realizada com o conteú­
do de tubos capilares, sem diluição, 
quando havia m ateria l suficiente.

c) Amostras de sôro — foram  inativa- 
das a 56°C, por 30 m inutos e usa­
das em provas de fixação do com­
plem ento e de inibição da hem aglu- 
tinação segundo técnicas descritas (4).

2 — Inoculação em ovos embrionados

Ovos embrionados de 11 dias foram  ino- 
culados n a  m em brana cório-alantóica 
(MCA), com a suspensão inicial do m ate ­
rial e com a diluição 1:100 desta, 0,lml para 
cada ôvo. Os ovos inoculados foram  m an ti­
dos a 35°C por aproxim adam ente 60 horas, 
após o que foram  recolhidas as MCA, exa­
m inadas e eventualm ente tritu rad as em 
gral ou em homogeneizador elétrico, para  
reinoculação.

3 — Sôro âe referência

Obtido de coelhos hiperim unizados com 
vírus vaccínico, fornecido pelo L aborató­
rio de Vírus Vesiculares do NCDC, A tlan- 
ta, Geórgia, USA.

4 — Vírus de referência

a) Vaccinia — sob a form a de vacinas 
liofilizadas, fornecidas pelo Dr. José 
Fonseca da Cunha, do In stitu to  Os- 
waldo Cruz.

b) A lastrim  — passagem  em MCA, fo r­
necido pelo Dr. Luiz F. de Salles Go­
mes, do Institu to  Adolfo Lutz.

5 — Provas de Precipitação era agar-gel

Rt-alizada sóbre lâm inas de microscópio, 
de acórdo com padrões e técnicas estabele­
cidas (2,3).

O antígeno de referência foi preparado 
por tritu ração  de MCA infectadas com ví­
rus vaccínico ou de alastrim .

RESULTADOS

Foram  exam inados 90 espécimens, sen­
do 71 am ostras de crostas, 16 de líquido
de vesícula ou pústula e 3 am ostras de
sôro. A tabela 1 resume os resultados ob­
tidos.

O teste de precipitação em agar-gel
foi positivo em apenas 21 dos m ateriais
de crosta e em 25 cr dos m ateriais de lí­
quido de vesícula ou pústula.

Os isolam entos em MCA alcançaram  
39% e 56rc respectivam ente, p ara  os m a­
teriais de crosta e líquido de vesícula ou 
pústula.

A prova de agar-gel não foi realizada 
em algum as oportunidades devido à re ­
duzida quantidade de m aterial, disponível 
apenas para  as incculações em ovos em ­
brionados.

Na tabela 2 são apresen tadas as p e r­
centagens de isolam ento em relação ao 
núm ero de dias entre a coleta do m ate- 
rial e o exame de laboratório. Considerá­
veis distâncias foram  algum as vêzes per ■ 
corridas (tabela 3), o que decisivam ente 
influenciou nas taxas de isolam ento de ví­
rus.

Uma am ostra do vírus da vaccinia foi 
isolada de crostas coletadas de bovinos, que 
adoeceram  após contacto com pessoas re ­
centem ente vacinadas (5).

DISCUSSÃO

Os resultados aqui apresentados refle­
tem  diversos problem as do diagnóstico de 
varíola nas condições brasileiras.

As am ostras isoladas não foram  estu ­
dadas no sentido de diferenciação entre 
varíola m ajor e alastrim . A prim eira po­
rém não tem  sido assinalada no Brasil, ex ­
ceto em um a comunicação (1).

Em nenhum  dos casos estudados sus­
peitou-se de lesões provocadas por herpes 
simples nas MCA; lesões inespecííicas não
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Tabela 1

RESULTADOS DOS EXAMES LABORATORIAIS 
DE ESPÉCIMENS SUSPEITOS DE VARÍOLA

Espécimens

Tipos

Crostas 

Liq. Ves. Pust. 

Sôros 

Total

N.<

71

16

3

90

Isclam ento
em

M.C.A.

28 (39%)

9 (56% )

37

Agar
( +  )

Gel

15 (21%)

4 (25%)

19

constitu íram  um problem a im portante, po­
rém  apresen taram -se com certa  periodici­
dade em. ovos embrionados, adquiridos sem ­
pre na  m esm a fonte.

Reinoculações a p a rtir  de m em branas 
foram  inicialm ente realizadas apenas q u an ­
do o resultado da le itu ra  era duvidoso (es- 
pessam ento de m em branas, lesões m al de­
finidas etc.). Neste caso as m em branas fo­
ram  tritu rad as em gral com cuidados es­
peciais e a suspensão inoculada em outros 
ovos. Esta decisão foi adotada devido às

condições “ab ertas” do trabalho  no labo­
ratório, nos prim eiros meses. Posteriorm en­
te as m em branas passaram  a ser tr i tu ra ­
das em um aparelho Omni-mixer, em reci­
pientes fechados com 5ml de capacidade 
sem adição de diluente, o que em nossa 
experiência apresentou excelentes resu lta ­
dos.

Todos os m ateriais positivos (m em bra­
nas com lesões típicas de varíola) passa­
ram  tam bém  a ser tr itu rad as e as suspen­
sões usadas em um teste de precipitação

Tabela 2

PERCENTAGEM DE ISOLAMENTOS EM RÍELAÇAO AO NÚMERO 
DE DIAS ENTRE A COLETA E O EXAME DO MATERIAL

Número de Número de ! Am ostras isoladas
Dias Espécimens em M.C.A.

3 a 5 7 5 (71%)

6 a 8 10 5 (50%)

9 a 11 9 4 (44%)

12 a 14 8 4 (50%)

15 ou + 34 14 (41%)

Sem da ta  da coleta 19 5 (26%)

T o t a l 87 37
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em agar-gel, como confirm ação definitiva 
da presença de antígeno do grupo (3). Em 
nossa experiência, m em branas tr itu rad as 
em frascos contendo pérolas de vidro apre­
sen taram  resultados irregulares quando 
usadas como antígeno em provas de agar- 
gel.

O diagnóstico por meio de microscopia 
eletrônica não foi utilizado, nem  técn i­
cas de microscopia fluorescente. Em razão 
da própria  na tu reza  dos m ateriais recebi­
dos, crostas e líquido pustu lar, não foram

Tabela 3

ORIGEM DOS MATERIAIS 
EXAMINADOS

Estados N.° de espécimens

Ceará 12

P araíba 8

Pernam buco 3

Alagoas 2

Goiás 14

D istrito Federal 16

B ahia 24

Rio de Janeiro 11

realizados métodos de coloração. Por ou­
tro lado, como os espécimens foram  sem ­
pre recebidos sem refrigeração, não foram  
realizadas ten ta tivas de isolam ento do ví­
rus da Varicela.

Observações anteriores têm  m ostrado 
que o diagnóstico presuntivo pela prova de 
agar-gel, em casos de alastrim , é útil ape­
nas quando se dispõe de razoável q u an ti­
dade de m ateria l (6). Isto foi por nós con­
firm ado em diversas oportunidades.

Dados com parativos sôbre a sobrevivên­
cia de vírus em espécimens colhidos sóbre 
lâm inas ou em tubos capilares não sf.o 
apresentados devido à grande variação das 
condições em que êstes m ateriais foram  
colhidos e chegaram  ao laboratório.

Em próxim a comunicação serão ap re­
sentados os resultados obtidos em meses se­
guintes de trabalho, um a vez que espéci­
m ens p ara  exame continuam  a 3er recebi­
dos de diversas partes do País.
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S U M M A R Y

The authors describe the experience of the  smallpox laboratory diagnosis, 
during the first year of activity of a Unit prepareã as a support to the Small-  
por Eradication Campaign in Brazil.

Frorn the specimens  — 71 crusts and 16 vesicular pustular fluid  — 
respectively 28 and 9 smallpox strains zoere isolated, anã the agar-gel precipit- 
atlon test was positive in respectively 21% and 25% of the specimens (table 1). 
Different periods of time were tahen to the specimens reach the laboratory , w hat  
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, ivas useã as a 
confirmation of virus isolation, using egg membrane with  virus lesions.

The results obtained by the laboratory in the last m onths will be presented  
and discussed in the nex t  paper.
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