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A REACCAO DE FIXACAO DO
COMPLEMENTO NA DETERMINACAO0 DE FOCOS E NO
DIAGNOSTICO RETROSPECTIVO DA FEBRE AMARELLA

FOR

J. LEMOS MONTEIRO & J. TRAVASSOS

Em publicagies anteriores (1), descrevémos os resultados dos nossos estu-
dos sobre a possibilidade do diagnostico retrospectivo da febre amarella por
Meio da reacgio de fixagio do complemento.

Na presente nota daremos os resultados de reacgbes praticadas em soOros
Ge individuos suspeitos de febre amarella e provenientes de Santa-Cruz de la
si“‘l‘ﬂ-. capital do Departamento de Santa-Cruz na Bolivia. Estes soros nos
foram enviados pelo dr. Salvador Mazza, chefe da ““Missio de Estudos de Pa-
u"dﬁgi:l. Regional”, da Universidade de Buenos Ayres, que, por parte do gover-
™ da Provincia de Salta, Argentina, procedeu s investigagdes de comprovagio
%agnostica in loco, estudando clinicamente os casos e colhendo o material ne-
*Ss5ario aos differentes exames.

A epidemia, em principios de 1932, alastrou-se entre os soldados do regi-
Mento holiviano “Colorados”, victimando cerca de 60 % dos homens da tropa,
Popagando-se ¢ populacio de Santa-Cruz e fazendo vanas wvictimas. O presente
00 do Departamento de Santa-Cruz attingiu principalmente a cidade de Santa-
Cruz de la Sierra, extendendo-se as provincias de Valle Grande e Cordillera,
*do de presumir que, antes de fevereiro de 1932 ¢ ja ha varios annos, reinas-
* a febre amarella sob a forma endemica em differentes zonas daquelle De-
Mrtamento,

Segundo informagbes de Mazza (2), Santa-Cruz e circunvizinhancas pa-
Ja terem sido visitadas pela febre amarella anteriormente. Documentor: da-
0 de 1887 ¢ que foram posteriormente publicados na “Revista del Instituto
H&ﬂtn Sucre™ (N.* 60, julho 1932), referem a existencia do mal nessa epocha
| populacio das Missdes (Misiones), desde Santo Antonio de Parapeti até Mu-
Siti, na provincia de Cordillera.
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A doenga, até entio classificada sob a rubrica de “ictericia grave de caré:
cter epidemico”, manifestou-se, segundo a descripcio do dr. Mamerto Salas:
medico do regimento “Colorados”, do modo seguinte:” os doentes apresenta
vam febre alta de 39° a 40°, mal estar geral, cephaléa intensa, lingua saburrosis
dor epigastrica com irradiagoes para o figado, vomitos frequentes em alguns
casos e diarréa; em outros, myalgias do thorax e dos membros, pulso accelerado;
seguia-se um segundo periodo apyretico com depauperamento accentuado, de
pressao mental e manifesta intolerancia gastrica. A maioria dos doentes m&
thorava definitivamente neste periodo, mas outros sofiriam de hemorrhagias
multiplas e abundantes: epistaxes, estomatorrhagias, hematémeses, melenas &
ainda, lhes apparecia uma sub-ictericia nas conjunctivas e na pelle. Em cert0®
doentes, a urina revelava grande quantidade de albumna”.

O material que nos foi enviado pelo dr. Mazza constava de soros de doem™
tes e de convalescentes e destinava-se ds provas de proteccio de Macacus rhesws
e fixagio do complemento. A primeira prova nio poude ser realizada neste Ins
tituto por faltar actualmente o material adequado, tendo sido feita somente 3
prova de fixacio do complemento nos 11 soros enviados.

Aquelle illustre collega, concomitantemente, enviou os soros e material @€
necropsia ao Instituto Oswaldo Cruz, do Rio de Janeiro, tendo tambem remes”
tido soros ao dr. Nelson Davis, do laboratorio da Fundagio Rockefeller, 0@
Bahia, onde foram realizadas as provas de protecgio em camondongos brancos:
No Instituto Oswaldo Cruz, o dr. H. Aragio procedeu as provas de agglutina';i“
para Leptospira ictero-hemorrhagiae ¢ os drs. Burle de Figueiredo e Magarind®
Torres procederam as verificaghes anatomo-pathologicas. Corroboraram as co®
clusbes destes ultimos exames os professores Rocha Lima, do Instituto Biologi®
co de S. Paulo, e Hoffmann, de Havana.

Todos os resultados foram concordes em firmar o diagnostico de febre am®
rella e é de notar que todas essas pesquisas foram effectuadas por esses dive™
sos investigadores sem que soubessem dos resultados obtidos pelos demais, ©
que vem realgar o valor dessas differentes provas no diagnostico do mal amd”
rillico.

A prova da reacgio de fixagio do complemento, por nbs realizada, com™
portoti-se egualmente a contento e a accentuamos por ser um meio de diagnostt”
co recentemente estudado e ser esta a primeira vez que é chamada a prestar 67
vicos no diagnostico da infecgiio e elucidagio de um foco. (*)

(*) Recentemente, tivemos conhecimento do resumo, in Tropical Discases Bullﬂ'
XXX(1):3.1933, de um trabalho de Soper, Frobisher, Kerr ¢ Davis, onde sio
os resultados por elles obtidos com as provas de reacgio de fm;indumm;ﬂ:mmtuﬁ'r
parativamente com a de prafeccio em macaco rhesus, feitas depois de um surto cpidemi®®
oocorrido em Magé ¢ Santo Aleixo (Estado do Rio de Janeiro). Num total de 300
colhidos na zona endemica obtiveram resultados positivos, com a fixagio do cmnplﬂ#
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Resumiremos agora a technica empregada, os resultados obtidos e faremos
dlgumas consideracies em torno do tempo optimo da sangria dos doentes em
evolucio do mal. Na nossa 2.* nota publicada nas Memorias do Instituto do Bu-

fantan (1), expusemos a technica que empregimos nos nossos estudos sobre a
Teacgio.

Como os nossos antigeneos, conservados no frigo, datassem de quasi 2 an-
N0s, antes de realizarmos as provas definitivas procedémos a um ensaio com
80ros, mantidos em stock, de antigos doentes de febre amarella, de Sienus (Ma-
€ecus) rhesus sagrados 1 a 2 meses apés a infecgio ¢ de individuos normaes,
residentes na Bahia (Brasil) e de resultados positivos, anteriormente verificados.

O quadro No. 1 dd os resultados dessas investigagies e os resultados ante-
Mormente obtidos com esses mesmos soros, o que nos permittiu affirmar (3)
Que o antigeno amarillico preparado com figado de rhesus infectado conserva
staveis e, talvez, mesmo fortalecidas, suas propriedades fixadoras do comple-
Mento por um tempo relativamente longo (verificagio apds quasi 2 annos), em
face de soros especificos.

O quadro No. 2 reune os resultados obtidos com os 11 soros emwiados.
~ Nesse quadro sio assignalados apenas os resultados de: a) reacgoes por
N6s praticadas, embora outras tenham sido feitas pelo dr. S. Mazza com anti-
Beno que lhe enviaramos; b) prova de protecgio, quando tambem realizada com

Us referidos soros.

As informagdes clinicas que completam o quadro nos foram enviadas pelo

- dr. Mazza e os resultados das provas de protecgio para camondongos brancos,

fealizadas pelo dr. Nelson Davis, foram transcriptas do trabalho do dr. Maz-
a (2).

\ e —

. ™m 4829, resultados muito approximados ao anteriormente por nés obtido (Mem. Inst.

Bm'-\nhn V:185.1930) ; isto serve para confirmar ainda a nossa assercio quanto &4 possivel
Mumizacio dos moradores em zonas endemicas, independente de infecgio apparente e ex-
ﬁﬂl talvez pelo mechanismo ji suggerido por um de ndés (Mem. Inst. Butantan V:112.-
| M
lEm 101 soros de pessoas residentes longe da zona de endemicidade, aquelles pesquisadores
Yerificaram somente 3% de resultados positivos, o que concorda com o0s nossos estudos

- (0%) realizados com séros de estrangeiros (japoneses) recem-chegados ao Brasil, podendo

‘Ffﬂmln:ndifi:rmg ser explicada pela inclusio fortuita de soros de pessoas immunes, an-
residentes em 2ona endemica.
me:ﬁmmapmndcmﬂﬁummmdhmﬂhnmemm
Sonfirmando os resultados de nossas pesquisas anteriores, que os soros de reacgio positiva
fvam proteccio completa, apenas com uma discordancia de 13% davoravel a esta ultima
Prova, A prova de protecgio, em todo caso, pode tambem falhar, como acontecen em 1

S0, descripto pelos auctores, em que foi ella praticada com intervallos de meses, mostrando,

Ora completa protecglio, ora ausencia de protecgdo e ora protecgio incompleta.




QUADRO No. 2

No. do soro

Informactes clinicas e outros dados

| 02 de

Reacgdo de fixagdo do
complemento

TS =

' Prova de pro-

soro | 0.1 de soro i

tec¢do para
camondongo
branco

| —
——

' J. M. C. de Santa-Cruz, clinicamente febre typhoide, Widal posi-

nusmnl:n‘:'lﬂ

2 . : : 0 | 0 ?
- tivo a 1/200, pesquisa plasmodios negativa. |
3 C. C., de Valle Grande, sub-icterica, 14 dias de doenga, pesquisa | + + et >
Leptospira negativa, Plasmodio negativa. |
: | A. M., de Potosi, doente ha 5 dias, epistaxes, Plasmodio tivar no e | 3 ’
" | sangue, '
0 | S. L. R. soldado chegado de Sucre, com 1 anno de residencia em | 3 ! + Positiva
- | Santa-Cruz. Sem dados clinicos. Pesquisa Plasmodio negativa. - :
11 ’, J.‘ .-_L. de Cmmr?pnra [‘?r‘al[-: Grande). Convalescente. Sem dados FRTR e r Poiltion
| clinicos. Plasmodio negativa.
M. M., de Warnes (Santa-Cruz). Symptomas de ictericia grave. | |
12 Internado a 15 de margo, sangue colhido a 25 de abril. Plasmodio +4+4+ |+ Positiva
negativa. ‘
D. A, recem-chegado de La Paz, ictericia grave, paralysia espas- | |
14 tica dos membros. Entrado a 1 de abril, sangue colhiddo a 26 de 0 I 0 'l Negativa
i abril; ainda doente com sub-ictericia e paralysia. ,_ |
18 1 R. M., soldado, de Santa-Cruz, sem dados clinicos, convalescente, | L ek } 3
Plasmodio negativa. |
; : : = |
19 M. E., civil, de Santa-Cruz, hemorrhagia, manchas petechiaes, icte- 0 0 |, 3
r.cia, considerado paludico. '
2 H. H., civil, de Santa-Cruz, com ictericia, sem hemorrhagias, con- | + - I 3
siderado paludico, Plasmodio negativa. Convalescente. | ! |
F. V. civil, de Charagua, com ictericia, hemorrhagias, manchas 0 0 ;
21 petechiaes, Plasmodio megativa, Weil-Felix positiva a 1/200.
4 .
Testemumhas
== :
Rhesus . . 103 | ) Immunizados febre amarella R R T SW::“
Rhesus . . 57 | R B o apos
- . 1 ﬂ-
Rhesus . . 9 | 0 |
: 1  Inoculados «typho exanthemaico de S. Paulos
Cobaia . . 471 | { 0 ! 0

+ a ++4+ = differentes graus de reacgio
0 = resultado negativo
? = reaccio nio praticada ou de resultado ndo

conhecido




QUADRO No. 1

# ANTIGENO N.c 105A i ANTIGENO No 109A
'| preparado em 25/VII/30 preparado em 27/4/32 E

SOROS EXAMINADOS | Rm';f";ﬂﬂ?l ﬂﬂg"”u Reacgdes em 27/IV/32 || Reaccdes em 27/1V/32

| Leitura Leitwra | Letwra | Leitura || Leitwra | Leitura

intmedita opds 24 hs. | immediata | opds 24 hs.|| immediata | apds 24 hs.
102 01 |02]01 [02]01 | 0201 "ljt'u‘é':' o1 [02]or|
e ————— e zems . oo oo e — = — =_-*:_'.=*—_._.—.|..=-'-=.'-F“-_ = == _..r = l—-- . i e | —— ______;-_I_,_ e T a__:
P. F. N. convalescente de febre amarella, . 4 41 4 4 4 4 4 4 | = | — - &= i
Rio. caso extr. (27/1/30) nio confirmado. as o PORL 2 R B N 0508 1) 0| off o] o 0] O 5.
Rio, caso 91 (14/11/30). cM e s g R TR T I el 2 B4 I 4 AR R R T
Rig Sal B4AT(I/I/ P, LB F & ¥ Lo 4 4 3 3 NE I == 4 3 2 e
Rio, caso 62 (19/11/30) . . L ) 4 ] 1] 0 1 2 0 i 2 1 -} 0 )
Rio, caso 102 ( 4/11/30) . . . . . .« & 4517 3N el [ o T 0 VA | el 1 LT | 2
Rio. (eash 2 (20/T30). 5% . F %8 & . .« b 4 4 4 4 4 3 4 3 4 4 4 4 =
Bihiaaalf4d . 2 4% s p TR D oo FIEaB 2B S e R el W R S FE s [y ] B
Bahia, caso 51 Bt B o 4 3 3 2 4 4 4 4 4 4 4 4 -
BARISS CAMETY" . o AL LF R g R Y 4 4 4 3 4 4 4 3 4 4 4 4 =1
B chdate & o o PR TR o o IR SRS B¢ 1R CRT L Bl B e BN R lE o | B
Bahia, cas0 67 B . . _ [l 381 28 w2 W s 12 || 41 (14 1 412 3 o
Rbestlf (108 QIIVIIT/SON M. e 05 0 4 O . . 4 4 1 w4 4 4 4 4 o B ST 1T SR O | I
Rhsm??{l&f}ilﬁﬂ}.......*...k[-l b ) TR el (R TR S R L I
Roeetts 18US/YILL/ 3 Jlaw e o & e w6 s 4 4[ 4 3 4 4 4 3 4 4 4 4 g
Rhesus 112 (28/ 8/30). 4 4 4 3 4 4 4 4 || 4 4 4 4 5
Rhesus 57 (17/X/29) - Lo B 5 BT 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 K -
Ridoms RS2 CI2/RI/0YaFes, & £ B8 © & i I 4 3 3 2 2| — | 1] = 4 3 3 2 =

R J14° GRVIN/00Y 2 e o o & o % G 4 4 4 3 4 3 3 2 i1 4 4 4 4

Rhesus 62 (6/VIII/29) [H . . . . 4 4 4 3 4 4 4 el A 1 1 4

Rhesus 122 (21/VIII/30). . 3 2 2 1 3 3 ] 2 4 4 2 3

Cobaia 654 — Typho exanthematico. = — ] . — 0 0l () 0 () (0 0 0

Coelho 23 — Typho exanthematico . . . . . . . - — — —_ 0 0 0 0| O 088 G ()

| Rhesus 9 — Typho nunthrnmiﬁtf s " - - — — — 0 0} 0 0. 0 0 |00 ()

4 = ¥4+ 2= 4% 4 = duvidoso \-ﬂ == com estes shros as reaccbes primitivas foram praticadas com o antige- _

: 3 um e A en A O = wegativo wo No, V02 A, = == who foh fela a rencclho
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As reaccoes variaram em graus, do positivo intenso ao fraco. E' de crer
que 0s soros que mostravam resultados fracos tenham sido colhidos em peériodos
um tanto precoces, existindo o: anticorpos fixadores em quantidade insufficien-
te para provocar o phenomeno da fixagio total do complemento.

Pelas observagbes que temos colhido, os resultados mais intensos tém sido
obtidos com soros de doentes sangrados a partir de 20 a 40 dias apds a queda
da temperatura. Nio podemos, entretanto, precisar definitivamente o periodo
optimo da sangria, por isso que nio nos foi dado até agora acompanhar no
homem, nas differentes phases da infecgdo, a evolugio dos anticorpos fixado-
res do complemento. Nos rhesus infectados experimentalmente, sangrados
entre 10 e 30 dias apds a inoculagio do virus, os resultados francamente positi-
vos se mostram na porcentagem de 849 e nos sangrados entre 31 e 70 dias
obtem-se 100 %, para depois decrescer a 36,3 % nos sangrados mais de um anno
apos a inoculagio do wirus. No homem, é de crer que a evolugio dos anticor-
pos fixadores soffra a mesma marcha decrescente, para depois, talvez, se es-
tabilizar, sob determinado teor (dependendo da propria infecgio), conforme
acontece com os anticorpos protectores, revelados pela immunidade alquirida.

Pelos dados que foi possivel colher, enviados pelo dr. Mazza, presume-se
que o soro do doente 3, com resultado fraco (+-), tenha sido colhido aos 14
dias da doenca; o caso 11, irancamente positivo (44 -+), na convalescenga
(?); o caso 12, positivo (4+-+), aos 40 dias; o caso 18, positivo fraco
(4-), na convalescenca (?); quanto aos demais nio temos outras informa-
¢oes. Seriam necessarios dados mais minuciosos a esse respeito para que fi-
casse esclarecido definitivamente o periodo optimo em que se deve praticar a

Em conclusio, a nogio a tirar destes resultados, embora em numero redu-
zido, é que a reacgio se presta sobretudo para o diagnostico retrospectivo da
febre amarella, servindo como uma prova a mais para firmar o diagnostico
desta infeccdo e elucidacio de novos focos.

Um outro ponto para o qual queremos mais uma vez chamar a attengao
¢ o da technica. Os elementos da reacgio devem ser rigorosamente doseados e
em especial o complemento que deve ser addicionado na dose optima, principal-
mente nNos €asos em que Se presuma a presenca de anticorpos em pequena quan-
tidade, o que se werifica nas sangrias precoces. Nestes casos, a reaccio deve
ser ensaiada com o complemento addicionado na unidade com T justa
ou ligeiramente accrescida, pois so assim as reacgdes fracamente positivas po-
derdo ser apreciadas. A leitura dos resultados deve ser feita em 2 tempos: 1.*
— 10 minutos apds ‘a hemolyse completa, no tubo testemunha do soro: 22: —
cerca de 8 a 10 horas de permanencia no frige, nio sendo conveniente prolon-
gar em demasia essa segunda leitura,

A reacgio bem executada pode dar informagdes de grande utilidade pratica.
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RESUMO

A reaccio de fixagio do complemento effectuada em uma serie de soros
de doentes dé febre amarella provenientes de Santa-Cruz de la Sierra, Bolivia,
deu resultados que variaram em graus do fraco ao forte e parecam estar nd
dependencia do teor de anticorpos fixadores presentes no sangue por occasido
da sangria. Conforme se deduz das observagdes ji colhidas, as reacgies mais
accentuadas se verificam a partir dos 20 a 40 dias apos a queda da temperatura,
nio tendo sido, entretanto, até agora estabelecido definitivamente esse pont0
optimo, ponto em que os anticorpos amarillicos fixadores do complemento s€
encontrem mais abundantemente no sangue. Provavelmente o inicio de sud
formagio se processaria desde o final da infecgio, elevando-se na convalescen”
ca, attingindo um maximo, para depois decrescer, como acontece nos rhesus €
estabilizando-se talvez sob terminado teor, conforme occorre com 0s anticor-
pos protectores, indice verificavel da immunidade adquirida pelo individuo.
Este modo de ver justifica-se pela percentagem de resultados positivos obtidos
com soros de individuos residentes em zonas onde o mal se tem mostrado en-
demico.

Os resultados da reacsio de fixagio do complemento com os soros exami-
nados concordaram, em geral, com os da prova de protecgio, servindo a reac
¢io como um meio para o diagnostico retrospectivo da febre amarella ¢ tanr
bem para a elucidagiio de novos focos da infecgdo.

Na realizacio daquella prova deve-se dar especial attengio ao doseamentd
dos elementos que entram na reacgio, especialmente o complemento, que deve
ser addicionado na dose justa, sobretudo nos casos de doentes cujo soro tenhd
sido colhido nos primeiros dias apds a queda da temperatura, nos quaes o teof
de anticorpos ¢ quasi sempre pequenc.

ABSTRACT

Complement fixation reaction performed in a series of sera of yellow fever
patients from Santa-Cruz de la Sierra, Bolivia, yielded results varying from
weakly positive to highly positive apparently depending on the rate at which
the especific antibodies were present in the blood at the bleeding time.

The reactions appear to be more marked with sera taken after 20 to 40
days since the drop of temperature; the optimun period for bleeding, howevet:
has not yet been established.

Probably such antibodies begin their appearance since the end of the fever
itself and raise during the comwalescence, first reaching a maximum only %
decrease afterwards and become stabilized at a certain rate as found with the
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protecting antibodies which serve as an indication for acquired immunity. This
opinion seems to be justified by the percentage of positive reactions obtained
With sera of persons living in localities where yellow fever has been endemic.

The results of the complement fixation reaction performed with the 11
samples of sera received from Santa-Cruz de la Sierra, Bolivia, through Dr. S.
Mazza, of Buenos Aires, agreed in general with those of the protection tests
_ independently conducted by Dr. N. Davis, at his laboratory, in Bahia. There-
fore, that reaction may be used as a means both of establishing the retrospec-
tive diagnosis of yellow fever and of tracing new foci of this infection.

The complement fixation reaction must be conscientiously performed es-
Pecial attention been given to all of the elements used, particulary the comple-
ment, which must be added m the right dose. This precaution is essential in
dealing with sera that have been secured during the first days following the
drop of temperature, when the rate of antibodies is still low.
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