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RESUMO

Estudaram-se algumas centenas de espécimens de material de lesdo, coletados
de uma amostragem de 262 pacientes do Pavilhdo de Variola do Hospital de
Isolamento “Emilio Ribas”. Para cada paciente, registraram-se a histéria clinica
e as observagbes relativas ao carater do exantema apresentado. Os espécimens fo-
ram obtidos na forma de: a) esfregacos secos, em lamina de vidro; b) fluido
vesiculo-pustular, em capilares e c) crostas, e estudados pelos seguintes métodos
laboratoriais: a) microscopia eletrénica; b) cultivo em membrana cério-alantéica
de 6vo embrionado; c) precipitacio em agar-gel; d) teste de temperatura-teto
para caracterizacio da linhagem viral e e) prova de viruléncia para camundongo.
Discute-se a precisdo de cada tipo de teste. A quantidade e condigbes de armaze-
namento da amostra demonstraram-se fatéres importantes para o diagnéstico exato.
Os resultados dos testes de temperatura-teto caracterizaram os virus isolados neste
estudo, como sendo de Variola minor; concordantemente, a analise das manifes-
tagbes clinicas situou a variola brasileira como pertencente ao Tipo VI da classi-
ficagio de MARSDEN 2.

INTRODUCAO

Embora RiBas®®, em sua descricio origi-
nal da variola prevalente no Brasil, ressalias-
se a diferenca entre o “alastrim”, como a
designou, e a varicela, muitas epidemias da
doenga tém passado desapercebidas por até
quatro seqiiéncias de casos, como relatam de
Jong ¢ em Haia, Holanda, ¢ Gorpon & col. ®
em Birmingham, Inglaterra. A pronta iden-
tifica 8o etiolégica das infecgbes pelo virus
da Variola minor é, freqiientemente, bas-
tante dificil; de outro lado, dada a baixa
morbidade da Variola minor, durante epide-
mias — tanto no Brasil como em outros

paises — pacientes portadores de exantemas
variélicos podem continuar a circular em suas
comunidades, aumentando assim o potencial

de disseminagdo da doenca.

O presente estudo tem como objetivo pri-
mordial, determinar e comparar a precisio
diagnéstica de cada um dos métodos atual-
mente adotados pelos laboratérios de virolo-
gia, para o isolamento, identificacdo e, pos-
sivelmente, caracterizagio da linhagem viral
envolvida. A interpretagio e avaliacio dos
resultados do diagnéstico indireto, sorologi-
co, constitui objeto de estudo & parte’. A
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série ora investigada compreende numerosas
amostras coletadas de 262 pacientes do Pa-
vilhfio de Variola do Hospital “Emilio Ri-
bas”, cujos quadros clinicos foram também
devidamente documentados.

MATERIAL E METODOS
Pacientes — estudaram-se 262 pacientes,
tendo sido as respectivas amostras de mate-

rial das lesGes obtidas durante um periodo
ae 3 anos consecutivos: de 18 pacientes em

Sido Paulo,

1966, 44 em 1967 e 200 em 1968. Além.
da extensdo da série, os 200 pacientes estu-
dados em 1968 oferecem diversas outras van-
tagens como o- grupo principal a ser consi-
derado no presente estudo: a informagéo cli-
nica (Fig. 1) foi documentada pessoalmen-
te por um s6 dos Autores (E.K.), também
responsavel pela coleta das amostras corres-
pondentes; as condigdes de coleta, armazena-
mento e transporte destas amostras puderam
também ser melhor controladas do que nos
anos anteriores.

DADOS DO PACIENTE

Nome:
Sexo:
Idade:
Estado vacinal: vacina sim: c/pega: s/pega:
nao
Presenca de cicatriz:

Procedéncia (bairro, cidade):
Data do inicio da doenca:
Inicio: subito: Gradual:
Febre: Dor de cabeca: Dores generaliz.:
Dores nas costas: Prostacio: NAauseas:
Vomitos: Faringite: Anorexia:
Arrepios: Diarréia:
Perda da consciéncia:
Data do inicio de exantema:
Onde apareceu em 10 lugar: Face; Mucosas: Tronco: Bracos: Pernas:
Distribuicdo: Centrifuga: Centripeta:
Indefinida:
Monoformismo regional sim: nio:
Presenca de lesges: Palmares: Plantares:
Febre secundéria: Sim: Né&o:
Duracdo do exantema:
Estado atual da infeccéo:
Material colhido:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Fig. 1 — Modélo da ficha preenchida para cada paciente estudado. Elaborada pelos Drs. Luis Flo-

réncio de Salles Gomes, Chefe da Seccdo de Virus

Dermotrdopicos do Instituto Adolfo Lutz

(Dr.

Augusto. Taunay) e John Noble, Chefe do Vesicular Disease Laboratory do National Communicable
Center, Atlanta, Ga., USA
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-Coleta e preparo das amostras: seguindo-se

as recomendacdes pertinentes da Organiza-
¢80 Mundial da Satde (OMS)™® para coleta,
armazenamento e transporte, colheu-se um
total de 352 amostras de material de lesdo
dos 200 pacientes citados, para isolamento
¢ identificaco do agente viral.

Essas amostras foram obtidas: a) como
esfregacos do exsudato de lesbes sdbre lami-
ras comuns de microscopia, principalmente
nos casos de doenca inicial, na fase maéculo-
papular; b) como fluido vesiculo-pustular,
coletado em tubos capilares e ¢) como cros-
tas sécas, quando de lesbes em fase final.

De um grupo de 30 pacientes obtiveram-
se, ainda, amostras de saliva colhidas entre
0 3.° ¢ 0 12.° dia do exantema. Leite de pa-
ciente lactante foi coletado num tnico caso,
aos 5.° dia do exantema.

Procurou-se sempre obter as amostras de
material ‘das lesbes e, quando possivel, do sb-
ro, logo ao primeiro dia de hospitalizagéo do
paciente. Subseqiientemente, €ste era visita-
do diadriamente e novas amostras colhidas a
intervalos de 3 a 5 dias. Consideravam-se
amostragem adequada: 4 ou mais esfrega-
cos em lamina, 2 tubos capilares de 67 x 1
‘mm repletos de fluido vesiculo-pustular e, no
minimo, de 6 a 12 crostas, dependendo de
seu tamanho. Com excecio dos esfregagos
“mencionados adiante, e de alguns espécimens
coletados em 1966 e 1967, to6das as amostras
_eram armazenadas em congelador a —20°C
logo apés a coleta e assim mantidas até serem
testadas em laboratdrio.

Com o objetivo de investigar a estabili-
dade do virus varidlico em condigbes varia-
veis de armazenamento, prepararam-se seis
esfregacos em lamina, de cada paciente, num
grupo de 12. Duas laminas de cada pacien-
te permaneceram a Iemperatura ambiente
(média 22°C) durante 18 dias, antes de se-
rem congeladas a —20°C; as outras 4 fo-
ram congeladas a —20°C logo apéds a cole-
ta, sendo 2 destas submetidas a incubacio
3 temperatura de 38,5°C durante 48 horas,
imediatamente antes da inoculagfio do mate-
rial em 6vo embrionado e demais provas. Du-
rante todo o periodo que precedeu os testes,
as laminas foram protegidas contra exposi-
¢do a qualquer tipo de luz.

Identificagdo do virus

a) Microscopia eletronica -— todos os es-
pécimens foram submetidos i microscopia
eletronica, utilizando-se a técnica de colora-
cdo negativa por acido fosfo-timgstico de
CruickscHANK & col.®. De cada amosira
colhida na forma de esfregago em ladmina,
fizeram-se duas preparagbes para exame ao
microscépio eletrdnico; das amostras de flui-
do vesiculo-pusiular ou de crostas, féz-se ape-
nas uma. Reticulos preparados diretamente
do homogeneizado original de fluido vesiculo-
pustular ou de crostas mostravam-se invaria-
velmente espessos demais; a diluigdo a 107*
proporcionava geralmente preparagbes satis-
fatérias. Como critério diagnéstico adotou-
se, aqui, o exame de cada preparagdo du-
rante 10 minutos quando nfo apresentasse,
antes, particulas virais tipicas dos Pox ou
dos Herpes-virus.

b) Isolamento do virus — para isola-
mento do virus adotou-se sistematicamente a
técnica-padrao da OMS ** e Downie & Duwm-
BELL ® de inoculacio de supensio do material
em membrana cério-alantdica (meca) de dvo
embrionado de galinha, de 10 a 12 dias de
incubacdo. Toédas as amostras eram prepa-
radas como suspensdes homogéneas, em solu-
cdo salina tamponada de Mcllvaine (pH
7.2) ; os esfregagos sécos, em lamina, eram
suspensos em algumas gotas da solugdo sa-
lina, o fluido vesiculo-pustular dos tubos ca-
pilares era suspenso em 0,1 a 0,2 ml, sendo
homogeneizado em gral ou por vigorosa agi-
tacdo em frasco com pérolas de vidro, sem-
pre que se apresentasse coagulado ou desse-
cado; finalmente, as crostas eram macera-
das em gral e suspensas na proporcio de 10
crostas para 1,0 ml da solucio salina. Um
décimo de mililitro das diluigGes a 107* e
10~* désse homogeneizado original era, en-
tdo, inoculado em cada um de um grupo
de ao menos 4 ovos. A amostra era consi-
derada positiva para variola quando lesdes
tipicas se desenvolvessem na mca apés 72
horas de incubacio a 35°C. Fazia-se uma
segunda passagem nos espécimens cuja pri-
meira fésse nio diagnéstica: homogenizavam-
se as membranas da passagem precedente em
frasco provido de pérolas de vidro e 0,1 ml
da diluigio a 10~* désse homogeneizado era
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inoculado em cada um de 4 ovos embriona-
dos. Uma amostra sé era considerada nega-
tiva quando, '3 segunda passagem, também
rdo apresentasse as lesGes caracteristicas do
crescimento viral,

¢) Provas de precipitagio em dgar-gel —
¢ teste de difusGo em gel foi realizado em
tédas as amostras de fluido vesiculo-pustu-
lar, crostas e saliva e na maioria das amos-
tras do material colhido como esfregacos.
Adotou-se o padrio estabelecido por Dum-
BELL & NizAMUDDIN 7; o sbro hiperimune
especifico foi produzido em coelhos albinos
adultos, inicialmente vacinados com a linha-
gem “Lister” do virus vaccinico, adaptada a
coelhos e, 30 dias apés, inoculados por via
intravenosa com 1,0 ml de suspensio purifi-
cada da linhagem “Wyeth” do mesmo virus,
sendo sangrados 10-12 dias mais tarde. Os
soros hiperimunes assim produzidos apresen-
tavam titulos aproximados de 1:4.096 em
provas de inibi¢do da hemaglutinacio e de
1:256 em provas de fixagho do complemento;
em agar-gel, produziam geralmente uma fai-
xa de precipitagdo diante de material posi-
tivo, em cérca de 6 horas, ou 2 ou 3 faixas,
em 16 horas.

Caracterizagio da linhagem viral

a) Testes de temperatura-teto — Com o
objetivo de se pesquisar a eventual presen-
ca de Variola major entre as amostras estu-
dadas, aplicou-se, segundo a técnica de Nr-
zAMUDDIN & DUMBELL *, o teste de tempe-
ratura-teto, que é de 37,5°C para V. minor
e de até 38,5°C para V. major. Escolheram-
se ao acaso Irés amostras de material de
crostas de pacientes de 1966, trés de 1967 e
21 de 1968; de cada amosira preparada co-
mo descrito acima inocularam-se 10 ovos
com cada uma das diluigBes seguintes: 10~2,
1073 e 107*; 5 ovos de cada dilui¢do eram
incubados a 38,5°C e os restamtes 5 a 35°C.
Como contrdles, inocularam-se igualmente as
linhagens-padrdo “Harvey” de V. major e
“Butlex” de V. minor. Apés as 72 horas
usuais de incubagfio, colhiam-se as mca em
solugdo salina de Mcllvaine e procedia-se a
medida do crescimento viral por meio da
contagem do niimero médio de lesdes pro-
duzidas nas duas condigbes experimentais
testadas.
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b) Testes de viruléncia pare comundon- .
gos — adotou-se o teste de BAUER & Dum-
BELL ? para comparar a viruléncia dos iso-
lamentos do Brasil & das linhagens-padréo
“Harvey” e “Butler”.

¢} Teste de similaridade antigénica das
hemaglutininas — cultivaram-se em células
de linhagem BHK. — 13 S de rim de
“hamster” mantidas em suspensdo, segundo.
as técnicas e o meio nutriente padronizados
por HaroNeN & col.® as linhagens-padréo
“Harvey”, “Butler” e “Wyeth” (Vaccinia),
bem como 3 amostras de isolamentos brasi-
leiros tomados ao acaso, sendo um de cada
ano estudado. As culturas celulares eram ino-
culadas na propor¢io de 1 ufp por célula;
as inoculadas com o virus vaccinico foram
incubadas a 37°C, enquanto as demais o fo-
ram a 35°C. Quando 80% das células se
mostravam degeneradas ou quando o titulo
hemaglutinante do fluido da cultura era
igual a 1:16, ou seja, apds cérca de 72 a 96
horas, as suspensdes celulares eram sonicadas
e clarificadas por centrifugacdo através de
uma camada de solugfo aquosa de sacarose
a 35%, a 10.000 rpm durante uma hora
(Spinco, rotor n.° 30). As hemaglutininas
eram, entfio, conceniradas por centrifugacio.
do sobrenadante a 30.000 rpm durante 4
horas (Spinco, rotor n.° 30) e ressuspensas
em solugio salina tamponada de Mcllvaine
num volume final correspondente a 10% do
volume original da suspensio celular. Em
micro-placas, realizaram-se provas cruzadas
de inibigdo da hemaglutinacio entre as he-
maglutininas assim preparadas ¢ anti-soros
especificos produzidos em galinhas. Estas ha-
viam sido injetadas cinco vézes a intervalos
de 1 semana, por via intravenosa, com 1 ml
de suspensfo viral semi-purificada e sangra-
das 10 dias apds a filtima inoculagfo. Utili-
zou-se a férmula de ARCHETTI & HORSFALL *
para determinar os coeficientes de similari-
dade que exprimem o grau de relacionamen-
to antigénico enire as hemaglutininas,

RESULTADOS
Clinicos

O grupo para o qual se dispde tanto de
diagnésticos clinicos como laboratoriais com-
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-preende 165 pacientes, sendo 98 (59,4%)
homens e 67 (40,69% ) mulheres, com 59,4%
do total situando-se no grupo etario abaixo
de 15 anos de idade (Tabela I). Noventa
e nove (609%) dos pacientes nunca haviam
sido vacinados contra varfola. Embora 66
(40%) dos pacientes referissem histéria de
vacinacdo especifica prévia, apenas 16
(9,7%) apresentavam cicatriz consistente
com pega vacinal (Tabela II).

O periodo de incubagfio parece ser de
cérca de 12 dias, mas nfo pbdde ser do-
cumentado com precisdo em niimero de ca-
sos suficiente para anélise estatistica. A fase
prodrémica da doenca geralmente se insta-
lava bruscamente e, em 73% dos pacientes,
durava apenas 2 ou 3 dias. Dos 165 pacien-
tes, 98,29 referiam febre durante a fase pro-
drémica e 62,49% apresentavam febre e cala-
frios. Cefaléia foi registrada para 79,4%
dos casos; mal-estar e anorexia estiveram
presentes em 66,7% e 60,6% da populagio
estudada, respectivamente. As dores nas cos-
tas, referidas em 44,2% dos casos, eram des-
critas como dor severa e persistente na re-
gifo lombo-sacral (Tabela IIT). Pacientes
préviamente vacinados e com pega, parecem
apresentar sintomas de mesmo tipo e mes-
ma duragdo no periodo prodrémico, que os
‘pacientes nunca vacinados. N&o houve ca-
sos de lesbes confluentes ou hemorrigicas e

a maioria dos pacientes apresentava menos
de 100 lesdes discretas na face onde, na qua-
se totalidade dos casos, as lesbes apareciam
em primeiro lugar, independentemente do es-

“tado vacinal (Tabela I). Lesbes palmares

e/ou plantares foram registradas em 95,2%

-¢ distribuiciio centrifuga das lesbes, em 97,6%

dos casos.

TABELA I

Incidéncia da variola segundo o grupo etario,
em pacientes do Hospital de Isolamento “Emilio

Ribas”
Grupo
etério Numero Percentagem
(anos)
1 2 1,2
1-4 26 15,8
5-9 48 29,1
10-14 22 13,3
15-19 14 8,5
20-29 31 18,8
30-39 10 6,1
40-49 7 4,2
50+ 5 3,0
Total 165 100,0

TABELA II

Area. em qQue apareceram as primeiras lesbes variolosas, em pacientes do Hospital de
Isolamento “Emilio Ribas”

Estado vacinal .
. Nunca vacinados Sem pega Com pega
Area
noe % n.o % n.oe %

Face 7 77,8 29 58,0 9 56,2
Bracgos 12 12,1 10 20,0 5 31,2
Pernas 3 3,0 4 8,0 1 6,3
Tronco 5 51 7 14,0 1 6,3
Ignorada 2 2,0 _— — — —
Total 99 100,0 - 50 100,0 16 100,0
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TABELA IIT

Sintomas prodromicos da variola, em pacientes
do Hospital de Isolamento “Emilio Ribas”

Febre 162 ‘ 98,2
Cefaléia 131 79,4
Mal-estar 110 66,7 .
Calafrios 103 62,4
Anorexia 100 60,6
Dores nas costas 73 44,2
Faringite 63 38,2
Néusea 61 37,0
Vomitos 50 30,3
Diarréia 6 3,6

O tempo de evolugdo das lesBes varidlicas,
do estagio maculo-papular ao estagio final
de crosta, variou grandemente enire os pa-

" clentes. Vesiculas bem desenvolvidas geral-
mente estavam presentes ao terceiro dia da
instalacdo do exantema, evoluindo a pustu-
las no 4.° ou no 5.° dia. Dessecacdo e cica-
trizaglo precoce das lesGes principiavam em
térno do 6.° dia do exantema. Alguns pa-
clentes desenvolviam pustulas superficiais vo-
lumosas, repletas de fluido leitoso, que per-
sistiam até ao 10.° ou 11.° dia do exantema.
Outros pacientes apresentavam exantemas
abortivos, em que das vesiculas resultavam
lesGes pequenas e ja cicatrizadas ao 6.° dia.
A extensio e a taxa de evolugo do exan-
tema ndo pareceram estar relacionados ao
estado vacinal dos pacientes,

Estes geralmente recebiam alta apds 3 se-
manas de hospitalizacio, quando era total a
descamacio de todas as crostas. Nessa oca-
sifio, apresentavam manchas hipopigmentadas

“vestigiais das lesBes e, em muitos casos, li-
geiramente salientes. N&o se observaram le-
soes profundas em qualquer dos pacientes.
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Laboratoriais

O diagnéstico de variola foi estabelecido
tanto por microscopia eletrbnica como por
cultura em mca, em 100% dos casos em que
a amostra era fluido vesiculo-pustular ou ma-
terial de crosta (Tabela IV). Os testes de
precipitagdo em Agar-gel foram positivos pa-
ra 98,3% dos espécimens de fluido vesiculo-
pustular e 97,1% dos de crostas.

O diagnéstico foi menos preciso com os
esfregacos de exsudatos de lesBes que haviam
sido mantidos por periodos varidveis — al-
guns, dos coletados em 1966 e 1967, por
até 2 meses — a temperatura ambiente,
antes de serem congelados; obtiveram-se diag-
nésticos positivos por microscopia eletrénica
para 57,7% e, por cultura em mca, para
53,8% dessas amostras. Em trés casos, a
microscopia eletrénica foi positiva e o isola-
mento em' mca negativo, enquanto somente
um dos 52 esfregagos foi positivo em mca
e negativo a microscopia eletronica. O teste
de precipitacdo em agar-gel foi negativo em
20 esfregacos, mas 15 déstes foram positivos
a microscopia eletrdnica e por isolamento em
mca. Entretanto, sempre que o teste de di-
fusio em agar-gel era positivo para amos-
tras de esfregacos, a microscopia eletronica
e a cultura em mca também o eram (Tabela
V).

A influéncia da temperatura sébre a esta-
bilidade e atividade virais em 12 amostras
de material de esfregaco é demonstrada pelos
resultados da Tabela V. O virus varidlico foi
isolado e identificado em todos os esiregagos
congelados desde o momento da coleta até
o momento da prova laboratorial. Particulas

" de Poxvirus puderam ser demonstradas pela

microscopia eletronica em apenas 83% dos
esfregagos mantidos & temperatura ambiente
ou submetidos & incubacfo a 38,5°C durante
48 horas. Os resultados do isolamento em
meca foram até mesmo mais drasticamente
afetados pelas temperaturas de armazena-
mento prévio, uma vez quc apenas 16,6%
dos espécimens apresentaram crescimento.
Antigenos virais soliveis puderam ser evi-
denciados por precipitagio em agar-gel trés
vézes mais fregiientemente com os esfregagos
submetidos & temperatura de 38,5°C durante
48 horas do que com aquéles mantidos a

22°C durante 18 dias.
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TABELA IV

Resultados laboratoriais obtidos com amostras de material de lesdo, de 165 pacientes de
variola do Hospital de Isolamento “Emilio Ribas”

Microscopia eletrdnica Isolamento em meca * Precipitacdo em
agar gel
Material da amostra Sp— —
N.o de % de N2 de % de N.o de % de
espécimens positivos | espécimens positivos | espécimens positivos

Esfregacos de fluido

vesiculo-pustular 52 57,7 52 53,8 32 40,6
Fluido vesiculo-pustu-

lar #* 126 100,0 126 100,0 120 98,3
Crostas 174 *#* 100,0 171 100,0 171 971
Total 352 93,8 349 93,1 323 92,0

* meca — membrana corio-alantéica de 6vo embrionado

%+ gmostras de fluido vesicular ou pustular coletadas em tubos capilares

incluiram-se trés pacientes de varicela, de 1968.

Particulas virais tipicas de Herpes-virus foram

evidenciadas por microscopia eletrénica em material de crosta, nos trés casos

TABELA V

Tstabilidade do virus varidélico em amostras de esfregacos de lesdes varidlicas de pacientes
do Hospital de Isolamento “Emilio Ribas” submetidas a diferentes temperaturas

de armazenamento

N.©0 e condicbes de armazenamento

Resultados dos testes diagnésticos

Microscopia
eletronica
% positivos

Isolamento
em mca
% positivos

Precipitacéo
em &agar-gel
% positivos

24 — Congeladas a —20°C 100 100 100

24 — 18 dias & temperatura ambiente 83,0 16,6 16,6
(média, 22°C) '

24 — 48 horas a 38,5°C 83,0 16,6 58,8

Nio se verificaram, em laboratério, resul-
tados falso-positivos. Entre os pacientes de
1967 e 1968 houve, porém, um grupo de 7
casos nos quais o diagnéstico baseado exclu-
sivamente nos dados clinicos divergiu do
diagnéstico laboratorial. Material de lesGes
foi estudado nos 7 casos: em 4, particulas
virais caracterfsticas do grupo Herpes foram
evidenciadas ao microscépio eletrénico; o iso-
lamento em mca e os testes de precipitagio em

dgar-gel foram negativos para variola em
todos os espécimens. Em 1 caso, o diagnos-
tico de varicela s6 pode ser estabelecido pe-
lo exame histo-patolégico de material colhi-
do por bidpsia, de vesiculas que aparentavam
ser tipicas da variola. Anticorpos fixadores
do complemento ‘para varicela apresentavam-
se em titulo elevado, de 1:160 ou mais, em
5 désses 7 pacientes, de forma que o diag-
nostico de varicela pode ser estabelecido em
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6 dos 7 casos, seja por microscopia eletréni-
ca ou por provas sorologicas. Somente em 1,
foi o diagnéstico re-estabelecido em bases
puramente clinicas, uma vez que o paciente
recebeu alta antes que se pudessem colher
amostras adequadas.

Diagnésticos falso-negativos para variola
foram feitos em 20 (5,7%) dos 352 espé-
cimens estudados em 1968 — todos, em ma-
terial de esfregagos. Entretanto, para 19 dos
pacientes confirmou-se o diagnéstico de va-
riola pelo exame dos demais tipos de mate-
rial; ndo se dispunha de outras amostras
no caso restante.

Quanto as amostras de saliva, embora o
diagnéstico de laboratério tenha sido positi-
vo para variola nos 30 pacientes, o virus s6
pdde ser isolado em primeira passagem em
mca em 10 das amostras colhidas entre o
6.° ¢ o 10.° dia do exantema, apresentando
o virus titulo muito baixo; 5 outros espéci-
mens. de saliva permitiram identificacio do
virus apés uma segunda passagem em mca.
A microscopia eletronica e os testes de pre-
cipitago em 4gar-gel foram consistentemente
negativos para os 30 casos. N&o se obser-
vou correlagio entre a presenca de virus na
saliva do paciente e ocorréncia de faringite,
na amostragem estudada.

Da amostra de leite da paciente lactante,
colhida ao 5.° dia do exantema, isolou-se
também o virus variflico em primeira pas-

sagem em mca. A microscopia eletrdnica fei.
negativa; ndo se féz prova de precipitacio
em agar-gel.

Caracterizagao viral

As linhagens “Harvey” e “Butler” e os
isolamentos brasileiros desenvolviam-se pron-
tamente em mca quando incubados a 35°C.
O crescimento da linhagem de V. major
(“Harvey”) é ligeiramente inibido a 38,5°C;
na presente investigagfo, sofreu uma redu-
¢io de 0,5 logi, na contagem média das le-
soes. O crescimento da linhagem padrio de
V. minor (“Butler”) e das linhagens da va-
riola brasileira foi totalmente inibido & tem-
peratura de 38,5°C.

As doses infetantes letais para a totali-
dade dos camundongos inoculados foram de
1 x 10° para a V. minor brasileira (com
4 dias de incubagdo) e de 1 x 10° para as
linhagens “Harvey” e “Butler” (com 3 dias
de incubacio).

Os coeficientes de similaridade para as
hemaglutininas do virus variélico brasileiro
e das demais linhagens estudadas apresen-
tam grau muito préximo de relacionamento
antigénico, ja que o coeficiente 1,0 na fér-
mula de ARCHETTI & HoRsFALL indica, por
definicfio, linhagens indistinguiveis nas con-
digbes experimentais adotadas (Tabela VI).

TABELA VT

Relacao antigénica das hemaglutininas das linhagens “Harvey” (V. major), “Butler”
(V. minor), V. minor brasileira (*) e “Wyeth” (Vaccinia)

Anti-soros especificos
‘ Hemaglutinina i .
Harvey Butler Brasil (¥) Vaccinia
Harvey 1.0 (%%) 1.4 1.0 1.4
Butler 1.4 1.0 0.5 1.0
Brasil 1.0 0.5 1.0 1.4
Vaccinia 1.4 1.0 1.4 1.0

(*) Amostra isolada de pacientes do Hospital de Isolamento “Emilio Ribas”

(**) Valdres de r segundo a férmula de ARCHETTI . & HORSFALL:!
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métodos diagnésticos diretos.

I — Avaliacdo dos diferentes

DISCUSSAO

As manifestacbes clinicas observadas no
grupo de pacientes estudados foram simila-
res as classicamente j4 descritas (RiBas™®;
JoreE 1°; MarspEN *2; DeJoNG *; RODRIGUES
pA Sizva & col.*; Goroon & col. ® e outros.
Em sua maioria, os pacientes apresentavam
menos de 100 lesBes na face, rarissimamente
confluentes e nunca hemorragicas, enqua-
drando-se como casos de variola do tipo VI
da classificacio estabelecida por MARSDEN *?
para casos de “alastrim” na Gra-Bretanha.

Entretanto, em alguns dos casos compro-
vadamente variolosos, verificava-se um pleo-
morfismo regional das leses, bastante suges-
tivo da varicela e, como ji se mencionou, se-
te dos casos inicialmente admitidos ao Pa-
vilhdo de Variola eram, efetivamente, de
pacientes de varicela. A excegdo de um, to-
dos tinham mais de 10 anos de idade e ha-
viam apresentado quadro prodrémico pouco
acentuado; o nimero de lesdes que exibiam
variava de 80 a 1.000 e quatro dentre Eles,
apresentavam lesGes palmares e/ou planta-
res bem definidas. Clinicamente, o érro diag-
nostico em tais pacientes s6 se evidenciava
a0 2.° oun 3.2 dia de internamento, quando
as lesbes deixavam de evoluir a fase pustu-
lar tipica da varfola, dessecando-se e des-
camando-se precocemente, O fato ilustra que,
embora o diagndstico clinico de um caso ti-
pico de variola em pleno desenvolvimento nio
oferece dividas, nem sempre é possivel se
diferenciarem casos com sintomas iniciais
atenuados ou exaniemas atipicos, de casos
severos de varicela.

As provas diagnésticas de laboratério re-
vestem-se, entdo, de extrema importdncia. O
isolamento em mca — e em primeira passa-
gem — diagndsticou em 48-72 horas, com
absoluta precisdo, todos os casos em que o
material testado provinha de lesBes vesicula-
res, pustulares ou em fase de crosta (Tabe-
1a IV); nossos resultados sfo, aqui, compa-
raveis aos relatados por Downie & DuMBELL ®
para casos de V. major. J& nos espécimens
colhidos como esfregagos de exsudatos em
laminas, de pacientes em fase inicial do exan-
‘tema, os resultados foram bem menos satis-
fatérios e o mesmo pode ser dito com rela-
‘¢io ds amostras de saliva, as quais apresen-

tavam teores muito reduzidos de virus. Das
dez amostras de saliva positivas, cinco s
apresentaram crescimento viral evidente a se-
gunda passagem em mca, embora houvessem
determinado areas de reagdo na mca, com
turvacio e opacificidade, a primeira passa-
gem. Observou-se que ndo houve um s6 iso-
lamento 4 segunda passagem quando as mca
ndo exibiam tais 4reas & primeira passagem.
A cultura em mca mostrou ser, ndo obstan-
te, o recurso diagnéstico mais sensivel para
evidenciar o virus variélico quando presen-
te em titulos reduzidos, como no caso des-
crito em que, nas demais provas testadas,
0s mesmos espécimens produziram resulta-
dos consistentemente negativos. '

Quanto a microscopia eletrénica, relatam
CRUICKSCHANK & col.® que, em dois dos
seus 30 pacientes, {oi negativa, enquanto o
isolamento em mca foi positivo. Os dois
espécimens falso-negativos haviam sido colhi-
dos ao primeiro e ao segundo dia do exan-
tema, mais cédo, portanto, do que qualquer
das amostras por nés estudadas. Na presente
investigacfio, a microscopia eletronica confir-
mou-se como meio excelente de diagnéstico
presuntivo rapido ou, praticamente, imedia-
to, embora constituindo diagnéstico apenas
genérico dentro do Grupo Variola-Vaccinia
dos Poxvirus. Foi to acurada quanto a cul-
tura em mca para o material vesiculo-pustu-
lar ou de crostas; no grupo de 52 esfrega-
cos féz somente um diagnéstico falso-negati-
vo, foi positiva trés vézes quando a inocula-
¢do em mca fol negativa e, no caso dos esfre-
gacos incubados a 38,5°C durante 48 horas,
mostrou-se cinco vézes mais precisa do que a
inoculagio em mca. Conclui-se, pois, que a
microscopia eletronica pode evidenciar efi-
cazmente tanto particulas virais ativas como
inativas, desde que presentes em certo teor.

Confirmando os resultados de Paniker &
KaLrA *® no diagnéstico da variola hemorra-
gica, observamos aqui boa correlagio entre
o isolamento viral e as provas de precipita-
cio em agar-gel e obtivemos até mesmo per-
centagem mais elevada de testes positivos —
989% das amostras de material vesiculo-pus-
tular e 979 das crostas — em relacio as
que referem Nicorr & col.*, ou seja, 839%
das amostras de fluido e 69% das de cros-
tas. Testes de precipitagdo realizados com
certas amostras de crostas colhidas em 1966
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e 1967 haviam produzido em nosso labora-
torio resultados inconsistentes, o que féz com
que procurassemos coletar ao menos 12 cros-
tas de cada paciente em 1968, ja que o vo-
lume de cada amosira parece ter contribui-
do para a malor precisio obtida com os
fluidos e crostas.

Resultados precisos das provas laboratoriais
mostraram-se, assim, dependentes da quan-
tidade e preservagio adequada das amostras.
Os critérios obedecidos néste estudo para a
coleta de amostras foram satisfatérios para
crostas e fluidos; mas, como j& se referiu,
os esfregacos em limina, de exsudatos de
lesbes, se mantidos & temperatura ambiente
por certo tempo, deixavam de constituir ma-
terial satisfatério. Downie & DUMBELL ¢ ob-
servaram crescente inativacio do virus da V.
major a temperatura ambiente, em fluido ve-

sicular s€co sébre laminas de vidro, apés 35

dias 4 luz e ap6s 84 dias em auséncia de
luz; a linhagem brasileira de V. minor, con-
servada em auséneia de luz e sob condicBes
variadas de temperatura, sofreu inativacio
mais rapida. Em tais esfregacos a microsco-
pia eletronica revelou degeneracbes estrutu-
rais das particulas virais e os testes negati-
vos de difusdo em agar-gel indicam que tam-
bém os antigenos virais soltveis haviam sido
destruidos.

~Ocasionalmente, os laboratérios de diagnos-
tico vém-se as voltas com espécimens negati-
vos de casos 6bvios de variola. Em 1967,
crostas de 2 pacientes do Hospital de Iso-
lamento “Emilio Ribas” foram negativos,
neste laboratério, as provas de difusdo em
Agar-gel, microscopia eletrénica e cultura em
meca. Os trés testes, repetidos em outras
crostas colhidas dos mesmos pacientes dois
dias depois, foram positivos. Mas de manei-
ra geral, pode-se afirmar que sempre que
quantidades adequadas de crostas, fluido ve-
siculo-pustular ou esfregagos de material de
lesdo s@o colhidas e transportadas rapidamen-
te para o laboratério e congeladas até o mo-
mento da prova, os trés testes diagnosticos-
padrées mostram exatidio e inteira correla-
céo. _

' Finalmente, quanto a caracterizacio viral,
os resultados dos testes de temperatura-teto,
das reacOes cruzadas de inibigdo da hema-
glutinacio entre hemaglutininas e anti-soros
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especificos e das provas de patogenicidade
para camundongos, permitem-nos situar a
amostra brasileira do virus varidlico como
linhagem de Variola minor cuja hemagluti-
nina é antigénicamente indistinguivel das he-
maglutininas produzidas pelas linhagens-pa-
drdes “Harvey”, de V. major, “Butler” de
V. minor e “Wyeth” de Vaccinia, mas que
apresenta menor viruléncia para camundon-
gos recém-nascidos do que as outras duas
linhagens do virus varidlico estudadas.

SUMMARY

Laboratory study of smallpox in patients of

the “Emilio Ribas” Infectious Disease Hospi-

tal, Sdo Paulo, Brasil. I — An evaluation of
the different direct diagnostic methods

‘Specimens from a sample of 262 patients
were studied on the smallpox wards of the
“Emilio Ribas” Infectious Disease Hospital.
For each patient, clinical histories were
obtained and observations concerning the
character of the exanthem were recorded.
The specimens were obtained as: (i) dried
smears of lesion exsudate on glass slides; (ii)
vesicular or pustular fluids, in capillary tu-
bes; (iii) scabs from crusting lesions. La-
boratory methods comprised: (i) electron
microscopy; (ii) culture on chorioallantoic
membrane (cam); (ili) agar gel diffusion
tests; (iv) viral characterization test. Accu-
racy of each type of test is discussed. Avai-
lability and storage conditions of the sam-
ple have proved to be essential for exact
diagnosis. The results of the ceiling-tempe-
rature test clearly characterized the variola
isolants from Brasil as Variola minor; accord-
ingly, the analysis of the clinical manifes-
tations situates the Brazilian smallpox as
conforming to the Type VI described by
MARSDEN 2,
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