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PORTADORES DO BACILO DE LOEFFLER ENTRE OS ESCOLARES
DE SAO PAULO

POR

JANDYRA P. o AMARAL & MARIA CAROLINA pe ANDRADE
(Do Laboratério de Bacteriologia do Instituto Bulantan, Sdo Foulo, Branl)

Um ponto de extrema importancia no estudo da epidemiologia da difteria é
o de saber se numa populagio tornada 1009 Schick-negativa, seja pela imunizagio
natural, seja pela vacinagio profilitica, o desaparecimento da difteria clinica esta
associado a uma reducio correspondente da porcentagem de portadores sios do
bacilo de LoeFrLEr. DubpLey (1), em 1934, sugeriu mesmo que a vacinagio con-
tra a difteria pudesse aumentar o niimero de portadores sios de bacilos diftéricos
virulentos. Fora verdadeiro ésse fato e a imunizagio dos escolares poderia redun-
dar num perigo para as creangas em idade pre-escolar.

Felizmente, porém, a sugestio de DupLEY nio encontra apoio nos dados
estatisticos acumulados sobre o argumento. Assim, DEADMAN (2) refere que em
HamictoN, ONTARIO, enquanto que em 1920, de 8261 culturas feitas em seu
laboratorio, resultaram 1040 positivas para o bacilo de LoerrLeEr, havendo cifra
igualmente elevada de resultados positivos em 1921 (1234 em 9645), depois do
inicio da vacinagio, em 1932, de 3929 culturas examinadas apenas 85 mostraram
bacilos diftéricos. Em 1934 e 1936, nio se encontrou um tinico caso de portador
de bacilo de LoerFFLER em 3817 e 3949 culturas respectivamente.

Igualmente convincentes sio as estatisticas feitas em Toronto, em 1934-1936
(4 culturas de bacilos diftéricos virulentos em 7800 exames de material de nariz
e de garganta) e em Montreal (1935-1937) onde se evidenciaram apenas 2 porta-
dores de bacilo de Loeffler num total de 1774 escolares examinados.

Em Sido Paulo, a vacinagio antidiftérica sistemitica e em escala considera-
vel foi iniciada em 1940 pelo Dr. H. Samraio Correa, diretor da Segio de Epi-
demiologia do Departamento de Satide. Este servigo conseguiu vacinar com trés
doses de anatoxina simples (0.5-1.0 ¢ 1.5 ml) um total de 108.952 escolares de
Sdo Paulo, sendo que 9891 creangas receberam vacinagio incompleta (3).

Pareceu-nos de interésse proceder a uma verificagdo do indice de portadores
entre os escolares de Sio Paulo, comparando dois lotes-vacinado e ndo vacinado,
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tanto mais quanto eram escassas as estatisticas de portadores de bacilos diftéricos,
entre nos, destacando-se apenas a tese de doutoramento de CasTro SIMOEs (4),
em 1921, a qual registra a percentagem de 3, 7% num total de 1054 individuos
de todas as idades examinados em Sao Paulo. Além deésse trabalho, temos conhe-
cimento apenas do estudo feito por MoxTeEIRO FiLmo (5), em 1937, no Rio

de Janeiro, que, examinando 548 escolares no bairro de Tijuca naquela cidade,
encontrou 3% de portadores de bacilos diftéricos virulentos e 19 de avirulentos.

As nossas verificagdes foram feitas em 1943-1944, abrangendo um total
de 3071 creancas, pertencentes a 5 grupos escolares denominados Butantan,
Alfredo Bresser, Pinheiros, Vila Madalena e Sio Paulo, o primeiro no bairro
de Butantan, os dois seguintes no bairro de Pinheiros e os dois ultimos respecti-
vamente nos bairros de Vila Madalena e Consolacio.

MATERIAL E METODOS

Com estilete apropriado foi colhido separadamente o material do nariz e da
garganta de cada creanga, o qual levado logo ao laboratorio foi semeado em
meio de Loeffler. Apoés 18 horas de incubagio a 37.° foram {eitos esirega-
gos que, corados pelos métodos de Neisser e Gram, foram cuidadosamente exa-
minados ao microscopio para selegio das culturas morfologicamente suspeitas.

O isolamento dessas foi feito em placas de agar-soro-telurato (técnica ado-
tada no Instituto A. Lutz) ¢ em meio de Mc Leod. As colonias suspeitas fo-
ram selecionadas, cultivadas em meio de LOEFFLER e as culturas de 24 horas
consideradas puras foram objeto das verificagbes seguintes:

i) Fermentacdo de carbohidratos: dextrose, maltose, sacarose, dextrina,
amido e glicogénio, incorporados na proporgio de 1% (com excecio do glico-
génio, que se usou a 0.5%) em soro-agua de Hiss com indicador ANDRADE.

i) Poder hemolitico: verificado com glébulos vermelhos de coelho, se-
gundo a técnica de HamMmerscHMID, tal como ¢ indicada por ScHIFF &
WEerser (6).

iii) Test de viruléncia: pela prova intradérmica em cobaia, segundo W.
Mar (7).

iv) Poder toxigeno: verificado em culturas feitas em caldo MarTIN —
meio clissico para a produgio da toxina diftérica, em presenca de quantidades
variaveis de ferro e tendo-se sempre o cuidado de experimentar por compa-
ragio com a raga toxigena PArRk 8 Aferi¢io das toxinas em d.m.r., pelo mé-
todo intracutineo, em coelhos.
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bacilo de Loeffler entre os escolares de Siao Paulo 3

RESULTADOS E COMENTARIOS

A tabela 1 mostra o numero de creangas examinadas em cada Grupo Es-
colar separadamente e a percentagem de portadores de bacilo de LoeFFLER.

TAeLA 1

Portadores de bacilos de Loeffler em alguns Grupos Escolares da Capital

8% de portadores

Ne, de creancas _ . .

Grupo Escolar L L de vacinados no | inad no lote nko vac-

examinadas . {"';m'?;r“::;‘?:ﬂa nado [:Eﬂ]l cfean-
Butantan ........ 506 33.8 0 2.03
Alfredo Bresser _. 865 45.3 1.58 3.28
Pinheiros ........ 215 26.5 0 2.56
Vila Madalena ... S67 55.4 2.22 4.35
Sio Paulo ....... 018 15.03 1.44 1.09
Totais 3071 34.9 1.39 2.3

Diferenca das 9% de portadores nos lotes vacinado e nio vacinado: 0.91
Desvio standard da diferenca: 0.355 — Chi-quadrado: 2.74

A porcentagem total de portadores verificada fo1 de 1.88 (58 em 3071),
inferior portanto a registrada por Castro SiMmOES, em 1921 (3,79).

Poder-se-ia pensar que tal diferenca fosse imputive]l a vacinacio, embora
no largo espago de vinte e dois anos que separam as duas investigagtes (de 1921
a 1943) muitos outros fatores epidemiologicos possam ter atuado, de modo a
modificar completamente as proporgoes observadas.

Comparando-se os lotes vacinados e niio vacinados, chega-se, porém, i con-
clusio de que niio hi diferengas significativas entre as porcentagens observadas,
pots, embora a diferenca registrada (0.91) seja igual a 2,5 vézes o desvio stan-
dard dessa diferenca, o valor chi-quadrado correspondente as porcentagens ob-
servadas atinge apenas a 2,74, equivalente a uma probabilidade de 0,1.

Aproveitando ainda as fichas organizadas para cada creanga particularmen-
te, pudemos elaborar as tabelas 2 e 3, que indicam as percentagens de portado-
res em relagio a cor € ao sexo.
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Portadores de bacilos de Loeffler em relagdo & cor

F Portadores
Cor No. de ‘ creancas
examinadas
Namero Percentagem
Brancos ..... AT 2.531 47 2,85
Amarelos .......... 145 5 3,44
Pandos .. o o v 152 1 0,65
| ' o (N R 183 5 2,73
Int, Tatha oo 0 60 0 —
Total §es . i it s 3.071 58 1,88
Taseta 3

Portadores de bacilog de Loeffler em relagdo ao sexo

S Crecanes Portadores
Sexo examinadas
N umero Percentagem
Masculino ......... 1.525 3l 2.03
Feminino .......... 1.546 27 1,74
LORRN N L. 1 oo . 1 3.071 58 1.88

Pela inspecio da tabela 3 notamos uma percentagem mais alta de portado-
res nos amarelos (3,44) seguindo-se imediatamente as creangas de cor preta
com (2,73%), os brancos (1,85%) e, por fim, os pardos (0,65).

Em relagio ao sexo a diferenca de percentagem observada foi de 0.29
apenas (2,03% para os meninos e 1,75% para as meninas).

Em 1ltima etapa foram estudadas as caracteristicas das 58 amostras isola-
das, as quais figuram resumidamente na tabela 4.

Devemos ressaltar desde logo que encontramos uma tnica amostra virulenta,
o que se fosse computado para a selegao dos portadores, como querem alguns
epidemiologistas, viria reduzir a nossa percentagem de 1,88 para 0.32,

Com relacio a capacidade de produzir toxina, encontramns 9 ragas que
mostraram, quando injetadas na pele do coelho, em comparagio com uma to-
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Jaxpyra P. po AmamarL & Maria CanoLiNA DE ANDBADE — Portadores do
bacilo de Loeffler entre os escolares de Siio Paulo 5]
xina standard, d.m.r. correspondente a 0,2 ml das seguintes dilui¢des: 1/200 —
1; 1/20.000 — 2; 1/40.000 — 1; 1/60.000 — 1 e 1/100.000 — 4.
Precedendo a classificagdo dos tipos segundo um esquema clissico de
ANDERSON & col., encontramos 8 amostras pertencentes ao tipo gravis, 17 ao mitis,
34 ao intermedius e uma amostra atipica.

E talvez digno de mencgio o fato que a unica amostra virulenta encontrada se
classifique como intermediaria.

RESUMO

1. Foram examinadas 3.071 creangas de alguns grupos escolares da capital
de S. Paulo, a fim de determinar-se a incidéncia de portadores de bacilos diftéricos
no nariz ou na garganta, encontrando-se um total de 58 culturas positivas, o que

dia uma porcentagem de 1,88%.

2. Pela separagio désses escolares em 2 lotes — vacinado (3 doses de ana-
toxina simples) e ndo vacinado, ndo se logrou verificar uma diferenca significa-
tiva das percentagens observadas (respectivamente, 1.39 e 2.3).

3. Das amostras isoladas, 1 Ginica (alids, isolada de creanga vacinada) se
mostrou virulenta e apenas 9 se revelaram toxigenas.

4. A incdeéncia dos diferentes “tipos” foi a seguinte:
mitis — 15; intermedius — 34 ; gravis — 8, além de 1 raga atipica, cujo tipo nio
poude ser determinado.

ABSTRACT

1. 3.071 children from several public schools of the city of Sio Paulo were
examined, in order to investigate the occurrence of carriers of diphtheric bacilli in
nose or throat, and 58 positive cultures were found, this is, a rate of 1.88 per
cent.

2. These children were separated in two lots: wvaccinated (3 doses of
simples anatoxin) and not vaccinated children, however it was not possible to
detect a significant difference between the observed rates (1.39 and 2.3 per cent,

respectively).

3. Of the 58 isolated samples, only one (isolated from a vaccinated child)
proved virulent and only 9 proved toxigenic.

4. The incidence of the different types was the following:
mitis — 15; intermedius — 34; graovis — 8, besides one atypical race, the type
of which could not be determined,
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IMUNIDADE ANTIDIFTERICA NA MAE E NO RECEM-NASCIDO
SUAS RELACOES COM O SCHICK TEST

POR

JANDYRA P. oo AMARAL & O. R. pe SOUZA e SILVA

(Do Laboratério de Bacteriologia do Instituto Butantan ¢ Clinica Pedidtrica,
Médica e Higiene Infantil da Escola Paulista de Medicina)

A primeira prova de imunidade antidiftérica natural data de 1894, quando
ApeL (1), examinando os soros de 6 pessoas adultas, vé que éles podem proteger
cabaias contra uma dose de culturas de bacilos diftéricos mortal para animais
testemunhas. Pela primeira vez tinha sido revelado no soro de individuos normais
a presenga de anticorpos diftéricos.

Nos anos seguintes (1895 e 1896) aparecem verificagies semelhantes de
WassermMANN, OrLowski, PiscaE e WunseHEIM. Logo depois RomMeErR (2),
estabelecendo sua nova técnica que permitia a dosagem de pequeninas quantidades
de antitoxina no soro, pela prova intracutanea em cobaias, e ainda o método de
BeLLa Scuick (3), revelando no proprio homem o grau de imunidade apresen-
tada, trouxeram enormes facilidades ao estudo da imunidade natural i difteria.
Grande numero de trabalhos se sucedem onde os pormenores ja sdo focalizados.
As comunicagoes de Karasawa e ScHIick (1910), Harm (1912), R. Otro
(1910), Park, ZingHER e SErroTA (1914), Von pE Groer e Kassowitz
(1917), ete., especificam que a antitoxina diftérica, que ja existe no recém-nas-
cido em titulo apreciavel, diminui nos lactentes para passar a um minimo nas
criangas de 1 a 3 anos, aumentando depois para alcancar o grau maximo no adulto.
0 indice imunitario natural, que se estabelece no homem seguindo, de uma maneira
geral, a curva estabelecida acima, sofre, porém, variacdes de acordo com as con-
digées sociais do individuo e da coletividade, e ainda com relagio as diferentes
ragas humanas. '

Estatisticas realizadas no continente europeu e nos Estados Unidos tém pro-
vado que o indice imunitario é maior no homem da cidade que no do campo.
Segundo ZINGHER, as criancas dos centros muitos populosos de New York apre-
sentar 839% de reacdes de Schick negativas em contraste com a porcentagem - de
50% observada nos lugares menos habitados e de somente 239 para a crianga
da zona rural.
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Com relagio a raga, os trabalhos de KreEINE e Kroo (4), Grasser A.
PArreT-GENTIL (5), J. CAucHI e SMmITH (6), referem um mais alto grau imu-
nitario nos individuos de raca negra em detrimento dos brancos. KINNEArD (7)
em estatisticas realizadas entre negros e brancos duma mesma regido refere 90%
de negros Schick negativos e somente 60% de brancos nas mesmas condigoes
imunitarias.

NELLY e RamoN (8) em pretos do Congo Belga, constataram 95,7% de
adultos e 789 de criangas com mais de 1/30 de unidade antitoxica, cifras estas
bem mais elevadas que as existentes para pessoas da mesma idade constituintes
das populagbes brancas.

Nossas estatisticas sio bem resumidas com referéncia ap assunto.

DuLL e Ferreira (9) no Rio de Janeiro realizando a prova de Schick em
1217 pessoas de ambos os sexos e de diferentes idades, revelam 21,8% de Schick
positivos, sendo que 12, 4% sio enquadrados nos adultos.

Em 1924, BorGges Viemra (11), resumindo estatisticas de Castro SimoOzs,
CAvALCANTI, B. VIEIRA DE ALMEIDA e a do Posto Experimental, assinala a por-
centagem de Schick positivos nas diferentes idades, encontrando entre 12 e 15
anos 21,59 ; nio faz referéncia, porém, ao test no adulto.

UrnoAa Cixtra (12), em trabalho correlato com o assunto, ainda em Sio
Paulo, refere 28,2% de adultos Schick positivos.

A curva de imunidade natural, bem conhecida hoje, se inicia no recém-
nascido pela transmissiio passiva dos anticorpos da mae ao filho através da pla-
centa. Se até 1923 havia alguma diavida sobre a transmissio da imunidade anti-
diftérica na espécie humana por esta via, o trabalho de KurNer e RaTNER (13)
focalizando o assunto niio deixa a menor duvida sébre a questio, demonstrando
claramente esta transferéncia de antitoxina em quantidades praticamente iguais.
Interessante seri registrar o recente trabalho de Sorperrr (14), que levanta
davidas sobre a questiio, anotando titulos bem diferentes.

Esta imunidade inicial na vida da criangas, que se intensifica ainda pelo
aleitamento ao seio materno e que se esgota no prazo, de mais ou menos um ano,
é readquirida depois ativa e gradativamente até a idade adulta pelo contato suces-
sivo com 0s germes causadores de infecgdes subclinicas, mas vacinantes.

Apesar de estar fora de duvida de que a infecgio desempenha o principal
papel no aparecimento da imunidade a difteria, devemos citar outros fatores ainda
nio especificados; assim é que HirszreErp (15) e outros crem na possibilidade
de fatores hereditarios na determinagao do aparecimento dos chamados anticorpos
“normais”’. No caso particular da imunidade antidiftérica HirszFeLp pretendeu
demonstrar a correlagio existente entre a heranga das hemaglutininas (tipos san-
guineos) e da antitoxina diftérica (reagio de Schick).
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Entre nés ULHoA CinTrRa (12) em sua tese de doutoramento estuda éste
assunto e confirmando as ideias de HirszFELD conclui que o problema da consti-
tuigao sorologica” € de suma importancia no aparecimento da imunidade antidifté-
rica no adulto.

Em nossa presente comunicacio referiremos o resultado de 250 Schick tests
realizados em adultos do sexo feminino, puérperas, e em seus respectivos filhos.
Se bem que em pequena escala, acreditamos poder tirar conclusées, naturalmente
com reservas, sobre o indice imunitirio das maes e dos recém-nascidos em nosso
meio. — As venificagdes foram realizadas em puérperas e recém-nascidos da
Maternidade do Hospital S3o Paulo, de acordo com a técnica abaixo discrimi-
nada.

METODOS

Técmica do Schick test — A reagio de Schick foi feita de acordo com a
técnica usual, inoculando-se, com seringa graduada em centésimos e agulha ade-
quada, na derme da face anterior do antebrago, 0,1 cm3 de uma diluigio de toxina
diftérica em solugio tampio de borato, segundo Moloney, representando 1/50 de
D.L.M.. A estabilidade da toxina foi continuadamente verificada nio sé6 em
relagdo ao seu poder toxico, como também quanto ao seu poder de combinagio
com a antitoxina, visando os preceitos recomendados pela Comissio de estandar-
dizagio biolégica da Liga das Nagdes.

O Schick test esti baseado na particularidade de que uma determinada quan-
tidade de antitoxina circulante, usualmente estabelecida como 1/30 ou 1/25 de
unidade por cm3 de soro, é suficiente para salvaguardar a pessoa contra o risco
de uma infecgio diftérica.

A técnica do Schick test consiste na injecio intracutanea, na fase anterior
do antebrago, de uma quantidade de toxina correspondendo a 1/50 da D.M.L.
num volume de 0.1 cm3. Sendo o Schick test uma reacio em que prevalece o
fator quantitativo, importante se torna o uso de uma toxina acuradamente diluida
e aferida, para que a reagio tenha algum valor. Assim ¢, que, tanto o diluente
como a diluigio devem obedecer a condigbes ja estipuladas e tidas como impres-
cindiveis,

A toxina usada foi por nés diluida em solugiio tampio de borato segundo a
técnica de Moloney. Cuidados especiais foram tomados com o peder toxico e
sua estabilidade e ainda com o poder de combinagio da toxina com a antitoxina
padrdo, visando a técnica de estandardizacio da Comissio Binlogica da Liga das
Nagbes. Assim ¢, que, pelo preparo da solugio de toxina em meio adequado, e
pela observagio das dosagens exigidas, pudemos observar a estabilidade pelo espago
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de mais ou menos 6 méses da toxina padronizada, e ainda a porcentagem boa de
teagbes que coincidiram com as dosagens diretas dos soros dos pacientes. Com
o fito de distinguir a verdadeira reagio produzida pela toxina de possiveis pseudo-
reacoes, resultantes da irritacio da pele por constituintes nio toxicos da cultura,
foi injetada por via subcutinea, no brago oposto ao da prova, igual quantidade
(0.1 cm3) da mesma toxina, mas inativada a 70° por 5 minutos. A leitura das
reacoes foi feita durante o espaco de 4 dias, obedecendo 2o seguinte critério:

1° — Reagdo positiva — No brago em que foi inoculada a toxina, aparece,
24 a 36 horas apds, uma area circunscrita de eritema no local da inje¢io, 4drea essa
que aumenta de intensidade em coloragdo, e de tamanho até o 4° e 5° dia para,
a seguir, ir desaparecendo gradativamente.

29 — Reagdo negativa — Neste caso ha auséncia de qualquer area vermelha
ou de qualquer outra reagao em ambos os bragos.

3° — Pseudo-reagdo — Desenvolve-se igualmente em ambos os bragos e nas
primeiras 24 horas, uma zona vermelha circunscrita e mais azulada que desaparece
com rapidez, tornando-se a pele normal no 3° ou 4° dia.

4° — Reagdo combinada — Esta reagiao é uma combinagio da precoce pseudo-
reacio com o subsegiiente desenvolvimento da verdadeira reagdo a toxina; esta
altima pode ser lida sem dificuldades no 4° ou 3° dia.

59 — Reagdo duvidosa — Foi considerada reagio duvidosa aquela que, nio
apresentando em 3, 4, ou, eventualmente, 5 dias os caracteristicos de uma reacio
positiva ndo era totalmente inexistente, parecendo assim uma reagdo positiva
«dissimulada.

A falta de antitoxina foi indicada somente pelas reagdes positivas e combi-
nadas. '

Dosagem da antitoxina — As dosagens de antitoxina foram realizadas segundo
a técnica usada para o Kellog test, misturando-se as partes iguais de diferentes
diluigées (1/1, 1/2, 1/5, 1/10. 1/100 e 1/150) do soro com uma diluigio de
toxina contendo 1/30 de L4 por em3. As diluigdes referidas de soro correspon-
.dem respectivamente a 1/30, 1/15, 1,6, 1/3, 3 ¢ 5 U. A. per em3. De cada
mistura, apos contato de 1/2 hora a temperatura ambiente, injetaram-se 0,2 de
cmJ na derme de cobaias de pélo branco, pesando, em média, 350 g.

Os resultados das reagdes foram acompanhados até o 4° dia. Cada cobaia
recebeu no miximo 5 inoculagdes da mistura soro -+ toxina, e uma inoculacio
de 0.1 cm3 de 1/30 do L4 da toxina que serviu como testemunha da reacio,
indicando a poténcia necrosante da toxina, de um lado, e de outro o indice reacio-
nal da cobaia.

R
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Reagdo negativa — E aquela em que no local da inoculagiio nada de anormal
se verifica ou apenas se nota uma drea vermelha nas primeiras 24 horas, desapa-
recendo porém logo depois.

Reag¢do positiva — A reacio ¢ positiva quando nas 24 e mais acentuadamente
nas 48 ou 72 horas seguintes se nota, além da area vermelha inflamatéria, uma
zona de necrose no ponto de inoculagio.

Sempre que a reacdo testemunha apresentou-se nitida, os resultados foram
computados, pois as cobaias nio sio passiveis de apresentar falsas reagGes.

Quanto a colheita de sangue foi feita, no caso da mie, por puncgiio venosa
nas veias mediana ou basilica do antebrago e no recém-nascido, da veia do cordio
umbilical.

As amostras de sangue foram recolhidas em tubo estéril e os soros separados
quer apds a retragio natural do codgulo, quer por centrifugagio.

RESULTADOS E COMENTARIOS

Pela inspegio do quadro I verifica-se que em 121 mides, 94 apresentam imu-
nidade a difternia (Schick negativas) ; 20 sio sensiveis a4 toxina, niio tendo, por-
tanto, imunidade suficiente, e 7 apresentam-se com reagbes duvidosas. Nos
recém-nascidos nota-se que o numero de Schick negativos é maior (103), 15
apresentando reagao positiva tipica e aparecendo ainda 3 reagdes duvidosas.

Quapro [

Relagdo entre as proves de Schick na mde ¢ no recém-nascido

Reaghes
Rf“:ﬁ*—" HT-";J:#’ .
Schick positivas Schick mnegativas ds TM Total
(atipicas)
Mae 20 04 6 121
Recém- 15 . 5 -
nascido

Ainda com relagio as reagbes, queremos referir, em destaque, reacoes atipicas
do tipo bolhoso, que se apresentaram em 4 puérperas. Esta reagiio foi surpreen-
dida pela primeira vez no 16° caso observado; no dia seguinte i prova, ao exa-
minarmos a puérpera, notamos que no brago em que foéra praticado o test havia
a zona avermelhada caracteristica da reagio positiva, e, no centro, uma pequena
bolha simulando queimadura. Nos 2 dias subseqiientes, a bolha em questio
aumentou de volume, para em seguida desaparecer em 2 ou 3 dias.







