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REACOES DA PRECIPITINA EM ALGUNS CULICIDAS (*)

ror JANDYRA P. DO AMARAL & ARACY A. AGUIAR

(Do Laboratorio de Bacteriologic do Instituto Butantan ¢ Sertvige da Profilaxia da Maldria,
5. Paulo, Brasil)

No estudo dos mosquitos hematofagos as provas de precipitina apresentam
interesse, pois indicam a preferéncia, ou mesmo a exclusividade de certas espécies
em sugar éste ou aquele animal, ou mesmo o homem, mintcias de importincia
para os trabalhos epidemiologicos em geral.

Nas pesquisas do servigo de maliria este teste é usado com muita frequén-
cia pois selecionando as fémeas que se alimentam de sangue humano estabelece
a base para os estudos da transmissio e profilaxia da moléstia.

A técnica classicamente usada, a que se encontra descrita em quase todos
os trabalhos sobre o assunto, insiste sobre estes detalhes: “Selecionam-se
somente fémeas engorgitadas recentemente e com abdomen cheio e vermelho
indicando terem se alimentado hi pouco tempo. Os especimens sio capturados
pela manhd evitando desta maneira o mais possivel a digestio do sangue.
Logo apds a coleta cada especimen ¢ amassado em um papel de filtro, devida-
mente fichado, e enviado ao laboratdrio para que se processem as reagdes” (1).

Esta técnica tio simples a primeira vista apresenta algumas dificuldades
para o nosso meio pois a mutilagio do mosquito necessitando ser feita no
momento da captura, as mais das vezes em lugares distante do laboratério
central, traz como consequéncia prejuizo para certos estudos entomolégicos que
s6 poderio ser realizados nos laboratérios centrais. Tendo em vista esta
questio, seria interessante a captura do mosquito nas zonas a estudar e a
remessa integra dos mesmos ao laboraforio central.

Tentando uma idéia sobre éste detalhe resolvemos verificar, se era possivel
a realizagio das provas de precipitinas com mosquitos conservados integros
durante um prazo de tempo razoivel para serem remetidos ao laboratdrio,
mesmo se capturados a distancia e desta maneira estudados sob outros aspéctos
antes de serem inutilizados para as provas.

Entregue para publicagio em 23 de maio de 1950.
(*) Trabalho apresentado & Sociedade de Biologia, em reumio de 12-4-1950.
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Verificamos ainda da possibilidade do mosquito ser conservado vivo durante
um tempo mais ou menos longo apés o repasto, sem prejudicar a positividade
do teste, demonstrando a proteina humana mesmo depois de digerida.

Esta é a finalidade da presente comunicacio.

Parte experimental :

Foram criados no laboratério (Servigo de Profilaxia da Maliria: Labora-
torio de Entomologia) e alimentados com sangue humano exclusivamente, fémeas

de mosquitos que sZio mortas 12 horas apés o repasto. Selecionam-se as
engorgitadas.

Divididas em 20 lotes serviam para as provas de precipitinas em intervalos
de tempo variiveis a saber: 12-24-48-72 horas — 10-20-30-35-40-45 dias e
3-4-5-6-7-8-9-10-11-12 meses.

Os mosquitos devidamente fichados foram conservados integros s6 sendo
triturados no dia da prova em tubo com 0,5 cm® de solugio fisiologica. Este
triturado depois de¢ permanecer 1 hora & temperatura ambiente era passado em
papel de filtro obtendo-se entio um liquido absolutamente transparente.

As reagbes foram efetuadas em tubos de 0,5 x 4 cm com partes iguais
do antigeno e do soro anti-humano (0,05 4+ 0,05).

O soro empregado foi preparado por nos (Laboratério de Bacteriologia
do Instituto Butantan) em coelhos, aos quais foram injetados por via endove-
nosa uma média de 18 cm® de soro humano em 10 injegoes, iniciando-se com
0,1 e terminando-se com 4 ¢cm® e intervaladas de 3 dias. O menor titulo de
soro aproveitado foi de 1:20.000.

O soro era colocado na parte inferior do tudo e o antigeno cuidadosamente
escorrido pelas paredes do mesmo de maneira a se formar uma zona de umio
e na qual se verifica a formagio de anel leitoso indicando a positividade da
reagio. As leituras foram feitas entre 5 e 10 minutos e para as reagoes
positivas jia com 5 minutos di-se o aparecimento de anel bem nitido que se
acentua até 10 minutos. Em alguns casos os tubos foram levados a estufa a
379 até 20'; em alguns tubos verifica-se a intensificacio do anel, mas julgamos
rsta etapa absolutamente Obvia pois as leituras podem ser feitas com toda a
seguranga até 10 minutos. O quadro No. 1 especifica os resultados obtidos:

Pela verificagio do quadro No. 1 nota-se que até 1 ano (o maximo
tempo examinado) é possivel se conservar o mosquito integro sem afetar a
positividade da reagio que para todos os casos se mostrou absolutamente
tipica e de facil leitura.



Mem. Inst. Butantan,
22:205-212, Nowv.e 1950. J- P. DO AMARAL & A. A. AGUIAR 207

Quaneo |

Reacoes de precipitinas em mosquitos mortos 12 horas apds o repasto (sangue humano) ¢
triturados mo momento da procu.

Mosquitos exa- N.*s Leitura da reacio
minados depois de g T ot e ——
. uf
de exemplares 5 10* ,,,';. 3
T i T | 15 41144 154+
S Rteaa " o pn. 0 000 5.5 8 H5++ S++3+4 +
48 BOTas ......cc:see | 8 H5++ R . 15
/2 DOTAS .....0suaes 10 10+++4
3 dien i, 10 14494 ++ 14494+ 4+
- W T N + 14+ 3+++ 14 43444
D0 A e e | 12 14+ + 1144+ 1244+
NSl dine - : e ivinaa 7 1446+ + 4 | 14 64t
40 dms ....icovense 10 2+ 48444 14+ 94 ++
45 disg c.ovesencsas 10 143++6+4+4+ V12448144
d 'MeSeE ....:.-essn 12 142++94+++ | 142449444
3 IR . s e | 10 4464+ 446+ + 34544244 4
4 mMEPES ......cn2e 15 15+ 10+54 = I+64 -+
5 IERNE encesnsias 14 134144 I1|+3++ 14344+
| 5 EIES ..cccvamnn 30 29414 <4 194114-- 342344444+
d MEMES ...vscassns 25 194-6++ 11 4 J el 34164+ 6++
B mipiel .i.i.esina 10 i+34 4 | e S |+!++l+++
a9 BEIEE . .sssisaaa 29 :3+?++ P .I_I:I+ - lﬁ+$++‘+++
10 meses .....c.c00. 16 | 164 16+ 144244
130 el ..t 14 144 | 145 148445444
12 meses .......... 45 ITL84 L 354104 < 20421444443
Jotal exf. ..covussas 314 !
' Total exs., positives .. 314
Legenda 4+ &= anel pouco intenso

44 = anel intenso
+ 44 2= anel muito intenso

O segundo aspécto da questio estudada foi se o mosquito conservado vivo
por tempo maior que 12 horas apés o repasto, poderia revelar a proteina humana
em seu organismo, mesmo apos a digestio do sangue ingerido.

Mosquitos alimentados exatamente como para o primeiro lote foram sacri-
ficados apés 24-36-48-64 horas e 3 dias apds o repasto e as reagdes feitas
pela mesma técnica citada. O quadro No. 2 mostra os resultados encontrados:

Examinando-s¢ o quadro | N.2 2 chega-se a conclusio que ainda com 3
dias ap6s a alimentagio (maximo de tempo de verificacio) a proteina humana
é revelada pelos testes. Devemos porém chamar a atengio que nesta segunda
série de reagbes, isto €, com mosquitos mortos 24 horas ou mais, apés o
repasto, aparece com frequéncia, uma turvagio na parte liquida superior ao
anel, turvagio esta que nio foi notada em nenhuma das reages do primeiro
lote de mosquitos mortos 12 horas depois de terem sido alimentados.
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Quabro 2

Trestes de precipiting realisados para mosquitos alimentados com sangue humano e morios em
tempos varidveis

Tempo de vida N.e Leitura da reacio
ads de e
o rcpasto exemplares 5 10° E'L;; ¥
24 horas . .....n0.0 48 W+6++21+4 |354104++344+ 4+ 204194 4+ 944 4
36 horas .......... 24 94154t 941544 S4+154+4144+4++
48 boras ..... 22 18+ 3++1+4+4 184344144+ 4 1238442+ 4 4+
64 horas ........ e 5 I4+24 4 J424 4 14244344+
3 dias  ..icienane 11 114 11+ S++3434+++
Total X8, ..cuseess 110
Total exs. positivos .. 110

Esta turvagio nio prejudica a leitura dos testes pois o anel é bem nitido
como se poderi verificar pela fotografia em anexo.

Frizamos porém esta observagio, que poderi trazer duvidas ao técnico
pouco acostumado as leituras. Nio podemos discutir do caricter da mesma,
deixando somente assinalado o fato.

RESUMO E CONCLUSOES

1) Trabalhando com mosquitos criados no laboratério e alimentados com
sangue humano conclue-se que os testes de precipitina podem ser feitos com
mosquitos mortos 12 horas apés o repasto e conservados sécos e integros até
1 ano (o maior tempo de verificagio).

2) As reagbes, absolutamente tipicas, sio lidas com facilidade ja com 5
minutos.

3) Com aumento de tempo de vida do mosquito apoés o repasto (24 horas
até 3 dias), as reagdes ainda se mostram nitidas, aparecendo porém uma zona
de turvagio na parte superior do anel.

ABSTRACT

In laboratory bred mosquitoes, fed with human blood, the precipitin tests
are positive in samples killed 12 hours after feeding and preserved in dried
state one year (the largest period observed in the present work).

Typical reactions are easily read within 5 minutes.
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Mosquitoes killed 24 hours to 3 days after the blood meal still show

clear out reactions, though presenting a zone of turbidity on the upper part
of the ring. '
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