3 — RESULTADOS. DISCUSSAO
3.1 — ACCAO IMUNOLOGICA ANTIBACTERIANA

Verifica-se que as estirpes bacterianas, cuja divisio celular se pro-
cessa apenas num plano, se desenvolvem em cadeia quando submetidas in
vitro, em meios liquidos, & acgdo de soro tipo especifico.

Nas estirpes que normalmente crescem em cadeia in vitro, a acgio
do soro tipo especifico traduz-se no aumento do respectivo tamanho. Esta
mesma acc¢io do soro tipo especifico reflecte-se, nas estirpes que normal-
mente se dividem em mais dum plano, pelo aumento dos agregados celu-
lares resultantes da divisdo nos diferentes planos. A extensdo da cadeia,
dependente da natureza do crescimento da estirpe bacteriana, estd, as mais
das vezes, directamente relacionada com o ritmo da divisdo celular.

e BT e



Verifica-se que o desenvolvimento em cadeia sob a accdo do soro
tipa especifico é um fenémeno independente da aglutinacio, quer qualita-
tiva quer quantilativamente. Sob a influéncia do mesmo soro especifico,
o crescimento em cadeia processa-se nas maiores concentragoes enquanto
a aglutinacdo é observada ainda nas menores — Quadro 1.

Sempre que ha desenvolvimento em cadeia verifica-se a aglutinacio
das culturas, mas hd soros em que apenas se nota a aglutinagdo, mesmo
nas maiores concentragbes — Quadro 2.

A cadeia pode manifestar-se durante todo o ciclo de crescimento da
cultura ou apenas nas suas primeiras fases, o que estd dependente da con-
centragdo do soro tipo especifico no meio cultural. Verifica-se ainda que
o crescimento em cadeia sob a acgo do soro tipo especifico estd directa-

mente relacionado com o poder imunizante deste in vivo.

QUADRO 1
ACCAQ IMUNOLOGICA (CADEIA) E AGLUTINACAO

l TEMPO DE CRESCIMENTO DAS CULTURAS
Estirpes (*) ISnms&i(lﬂzli_)g?éficos 6 horas - i . 24 horas i
! cadeia | aglutinagio | cadela aglutinagao
; 10 + + i +
2 p:;;lzoc;da . 10 + L | B | M
10 = £ tow 3
. 10! + + =+ I +
S e ‘2!” 10~ + # | = | &
B 100 | - + -] +
& ool 0 | o+ - +
5 10 + | + — -+
da 10~ == g + s +
' 100 " R B !
P. v;;ﬂgam 10-2 + e 4 - | +
' 1078 | o= + = ; +
| i |
+ = reacgio positiva; — = reaccio negativa

(1) Cultura de 16 horas; econcentracao inicial 10-2,
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QUADRO 2

ACCAO IMUNOLOGICA (CADEIA) E AGLUTINACAO

i i TEMPO DE CRESCIMENTO DAS CULTURAS
T I o IR
| T deis | oglitinegio | cedsia | aglutinagio
1 e s + +
P. multocida 2 + + = | +
=k 3 + o = +
1 [ + : — +
1 + + + +
S. typhi 2 ¥ * = i
tipo 2 3 . g _ &
4 - e - +
1 + + + +
E. coli 2 e + - +
LU - - +
| 4 - + — +
1 + + B +
P. vulgaris 2 T . + +
H. 3 + + = +
4 ¥ f o = +
| |
+ = reacgio positiva; — = reacgio negativa

(1) Cultura de 16 horas; concentragio inicial 10-2,

(2) Soros individuais,
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O soro especifico, sem poder imunizante, sdmente aglutinava as
respectivas culturas em crescimento. A cadeia podia ainda observar-se
num momento dado se, a uma cultura em crescimento, na fase logaritmica,
fosse adicionado soro tipo especifico. No exame microscipio, em gota
pendente, destas culturas a que se juntava o soro verificavam-se pequenas’
cadeias cuja extensdo aumentava com a divisio celular. A cadeia nio se
visualizava nas cultucas desvitalizadas, nem tio pouco nas vivas quando
o soro especifico ndo possuia acgdo imunizante in vivo, verificando-se
shmente aglutinacdo.

A aglutinacéio polar referida por PraunprLer (1898), MANDELBAUN
(1932), Stuart et al (1948), seria, na realidade, um cescimento em
cadeia resultante da accdo do soro especifico, dado que era observado
apenas com culturas vivas.

A cadeia decorrente da accdo do soro especifico, é um fenémeno
imunolégico de natureza dinfmica enquanto a aglutinacio é de indole
estdtica.

A inactivagio dos soros especificos — destruigio da funcio com-
plementar pelo aquecimento a 56 °C durante 30 a 60 minutos — nio
altera praticamente as suas propriedades especificas, apreciadas através
as diferentes téenicas imunolégicas in vitro e in vivo. Em relacio i
reacgdio imunoldgica agora considerada — crescimento em cadeia — obser-
va-se que soros nestas condigbes mantém também priticamente o mesmo
poder efectivo — Quadro 3.

A confirmi-lo estio ainda as verificagbes de STOLLERMAN e
ExstepT (1957) em relacdo i long-chain reaction no Streptococcus do
Grupo A, que se manifesta indiferentemente com soros especificos inacti-
vados ou nao.

A cadeia, nas estirpes cuja divisdo celular se processa apenas num
plano, e o aumento dos agregados celulares nas estirpes que se dividem
em mais de um, parecem ser a expressio da actividade imunolégica espe-
cifica antibacteriana dos anti-soros. A divisio celular bacteriana, sob a
accdo do respectivo soro especifico, nio é seguida da separacio dos ele-

mentos celulares formados.



QUADRO 3

ACCAO TMUNOLOGICA

Soro especifico inactivado

|
| SORO NAO INACTIVADO SORO INACTIVADO (2)
Lstirpes (7) Su?ilufai;l;cgf?co cadeia cadeia
) S e
6 horas 24 horas 6 horas | 24 horas
107 + +
P. multocida |
1072 | — i Rt
P29 —1 i
10°° = ‘ = — =
| 3
107 - + +
S. typhi
. 10 —_ + _
tipo 2
1078 - — — —
I— _I_ . - e e e __!_
10 + + | %
E. coli
10 e .
}I]_
1078 — ; — s L
107 5 + + +
P. vulgaris ,
107 § — _
H] i
107 = i s = o

+ = reacgdo positiva;

— = reaccio negativa

(1) Cultura de 16 horas; concentragio inicial 1072

(2) Inactivaciio — 30 minutos a 56 °C.
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3.2 —TIPO IMUNOLOGICO

A acgdo imunolégica exercia-se sobre estirpes virulentas e atenua-
das pelo respectivo anti-soro. Mas em relacdo a estirpes da mesma espécie
ou de diferentes espécies do mesmo género, os resultados obtidos diver-
giam largamente.

Verificava-se comportamento homogéneo, cadeia e aglutinacio, em
relacdo a estirpes dumas espécies dadas — B. anthracis, E. rhusiopathiae,
S. choleraesuis — ao contrario do que ocorria com estirpes doutras espé-
cies — P. multocida, E. coli, P. vulgaris, P. mirabilis, Ps. aeruginosa,
A. aerogenes.

Nestas espécies o comportamento das estirpes sob a accio do mesmo
anti-soro variava, verificando-se o crescimento em cadeia e aglutinacéo
nuns casos, apenas aglutinacdo noutros, e, mais ainda, estirpes em que o
mesmo soro especifico nio exercia qualquer ac¢io observivel, resultando
esta diferente actuacdo da heterogeneidade antigénica das estirpes dentro
de uma mesma espécie.

Na generalidade, os soros especificos nio exerciam a referida accio
— crescimento em cadeia — sobre estirpes de diferentes espécies do
mesmo género.

Contudo, constatava-se acg¢io cruzada entre estirpes de Salmonella
de espécies diferentes, as quais pertenciam ao mesmo grupo sorolégico
do esquema de Kauffmann-White, isto ¢, possuiam estruturas antigénicas
de superficie bastante semelhantes.

Verifica-se, portanto, que hi espécies bacterianas onde o comporta-
mento das estirpes sob a ac¢io do mesmo anti-soro é homogéneo, e outras
em que é heterogéneo em relacio ao tipo de reacgio em causa — cresci-
mento em cadeia. Observava-se ainda certo grau de relacio entre estirpes
de diferentes espécies do mesmo género.

0 Quadro 4 regista o comportamento, em geral, de diferentes estir-
pes dentro de cada espécie bacteriana considerada, em crescimento in vitro,
sob a acgdo do soro especifico obtido a partir de determinada estirpe da
mesma espécie, e da sua consulta se deduz a homogeneidade dumas es-
pécies e a heterogeneidade doutras, referidas. Dezenas de estirpes foram

— 42



ensaiadas, mostrando a disparidade do seu agrupamento em cada espécie

em relacio A reaccdo imunoligica agora considerada — crescimento em

cadeia.

QUADRO 4

RELACAO IMUNOLOGICA DE ESTIRPES DA MESMA ESPECIE

ACCAO EXERCIDA PELO SORO
ESPECIFICO (2}
ESPECIES BACTERIANAS (1)
B anthracss sovemavanise i s i | + —
B rAUSTOPIERINE, s s s s san ' - —
L. OO ey O e nes i S T S + =
B mailtoctde sove st s + +
S. cholerae S5 om0, SR + | —
S, typRIMUITEM oo + —
COLL it + +
AL @ErOgenes ......ooiiiiiiiii “+ +-
B DHIEETER cooremsmmniammmisessnnu s s, + +
P50 QEFUZIROSE o wivisswratsssomn oo nsvasisgsmsms s + +

Sem accao

+ o+ o+ o+

+ = cstirpes nas condighes referidas
— = nfo foi verificada estirpe naguelas condicoes

{1) BeroEy — 1957. Culturas de 16 horas — concentracio inicial 107

(%) Soro especifico duma estirpe de cada espéeie; concentracio 1071

O agrupamento das estirpes em espécies tem sido baseado, até agora,

noutras caracteristicas, que ndo as imunolégicas, ndo tendo ainda sido

possivel, na maioria das vezes, enquadri-las soroldogicamente consoante as
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respectivas estruturas antigénicas — MANUAL DE BERGEY (BREED et al
— 1957).

Verifica-se, assim, que o desenvolvimento em cadeia sob a ac¢io de
soro tipo especifico, in vitro, representa uma reac¢do imunoldgica mais
especifica do que a aglutinacdo, e a divergéncia dos resultados entre
estirpes da mesma espécie leva a relaciond-lo com o tipo imunolégico da
estirpe, conforme se pode apreender da leitura do Quadro 4.

Concretamente sabe-se que, nas espécies B. anthracis e E. rhusio-
pathice, a imunidade cruzada entre as diferentes estirpes da mesma es-
pécie é uma realidade, sendo por conseguinte espécie homogénea, sob o
ponto de vista imunoldgico; facto idéntico se tem verificado em relacio
a estirpes de S. cholerae suis. A mesma uniformidade foi observada in
sob a accdo do soro especifico, em ele-

viiro — crescimento em cadeia
vado nimero das espéeies bacterianas acima consideradas.

Notam-se, contudo, diferengas antigénicas, embora em pequena ex-
tenséo, entre estirpes do mesmo tipo imunolégico, 4 uniformidade deste
nio correspondendo portanto a de tipo sorolégico, Kaurrmann (1954),
STERNE (1959), GrepmILL (1959).

Sabe-se, por outro lado, que a mesma homogeneidade de tipo imu-
nolégico ndo se revela nas espécies P. multocida, E. coli, P. vulgaris, P.
mirabilis, A. aerogenes, Ps. aeruginosa, e, in vitro, constata-se também
heterogeneidade de comportamento das estirpes destas espécies, sob a
accdo de soro tipo especifico — Quadro 4.

As relagdes serolégicas verificadas — aglutinacio microscépica e
macroscépica das culturas sob a acgio do soro tipo espeifico duma estirpe
da espécie —ndo traduzem identidade imunolégica, mas sim existéncia
de antigénios comuns nas diferentes estirpes da mesma espécie, e podem
ser notadas entre estirpes de diferentes espécies pertencentes a um dado
género ou a varios. Ocorria ainda divergéneia de comportamento de estir-
pes relacionadas imunolégicamente. Assim as estirpes do mesmo tipo imu-
nolégico cresciam em cadeia em menores concentracoes do respectivo anti-
-soro, que as estirpes relacionadas, sendo a variacio da D. M. I, depen-
dente do seu grau de relacdo imunoldgica.
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O estudo subsequente realizado in vitro e in vivo com estirpes de
B. anthracis e de E. rhusiopathiae, virulentas e atenuadas, e de P. multo-
cida de diferentes tipos imunolégicos, RoerTs (1947), confirma a na-
tureza imunolégica do crescimento em cadeia sob a acgio do soro tipo
especifico e mostra o seu valor na identificacio do tipo imunolégico das
bactérias, in vitro.

3.21—DB. ANTHRACIS
3.2.1.1 — Estirpes virulentas

In vitro obteve-se a confirmacio da homogeneidade de tipo imuno-
légico das estirpes de B. anthracis — Quadro 4 — desde ha muito veri-
ficada in vivo quer experimentalmente no laboratério quer a partir da
infecgdo natural, principalmente através a imunoprofilaxia e imunotera-
péutica. As variagoes da D. M. I. do mesmo soro especifico notadas in
vitro em relagio as diferentes estirpes de B. anthracis ensaiadas, atingindo
3 x com algumas estirpes, no eram por conseguinte significativas de
diferenga de tipo imunolégico e filiavam-se possivelmente na natureza do
crescimento das estirpes. Devem, deste modo, criar-se as melhores condi-
¢oes de desenvolvimento in vitro as estirpes, aproximando-as das in vivo,
a fim de reduzir a variacio da D. M. 1., tornando, implicitamente, os
resultados da identificagdo imunolégica in vitro mais significativos.

3.2.1.2 — Estirpes atenuadas

Estirpes atenuadas de B. anthracis — 2.1.1.1 — foram estudadas in
vitro e in vivo sob o ponto de vista imunoligico. As caracteristicas morfo-
logicas e biolégicas destas estirpes eram diferentes, correspondendo, por
conseguinte, a diversos tipos de populagdes, seleccionadas nos diferentes
ambientes utilizados, a partir de vdrias estirpes do mesmo tipo imuno-
légico— B. anthracis. As suas estruturas antigénicas héo-de portanto
diferir em relagdo as das estirpes tipo, e da extensio dessas divergéncias
dependerd o seu valor imunizante e, consequentemente, a sua identificacdo
como tipo imunolégico B. anthracis.
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respectivas estruturas antigénicas — MANUAL DE BERGEY (BREED et ol
— 1957).

Verifica-se, assim, que o desenvolvimento em cadeia sob a accdo de
soro tipo especifico, in vitro, representa uma reaccdo imunolégica mais
especifica do que a aglutinacio, e a divergéncia dos resultados entre
estirpes da mesma espécie leva a relacioni-lo com o tipo imunolégico da
estirpe, conforme se pode apreender da leitura do Quadro 4.

Concretamente sabe-se que, nas espécies B. anthracis e E. rhusio-
pathiae, a imunidade cruzada entre as diferentes estirpes da mesma es-
pécie é uma realidade, sendo por conseguinte espécie homogénea, sob o
ponto de vista imunoldgico; facto idéntico se tem verificado em relacio
a estirpes de S. cholerae suis. A mesma uniformidade foi observada in
vitro — crescimento em cadeia — sob a accdo do soro especifico, em ele-
vado nimero das espécies bacterianas acima consideradas.

Notam-se, contudo, diferencas antigénicas, embora em pequena ex-
tensao, entre estirpes do mesmo tipo imunolégico, & uniformidade deste
nao correspondendo portanto a de tipo sorolégico, Kaurrmany (1954),
STERNE (1959), GrepuiLL (1959).

Sabe-se, por outro lado, que a mesma homogeneidade de tipo imu-
nolégico nao se revela nas espécies P. multocida, E. coli, P. vulgaris, P.
mirabilis, A. aerogenes, Ps. aeruginosa, e, in vitro, constata-se também
heterogeneidade de comportamento das estirpes destas espécies, sob a
ac¢o de soro tipo especifico — Quadro 4.

As relagbes seroldgicas verificadas — aglutinagio microseépica e
macroscopica das culturas sob a ac¢io do soro tipo espeifico duma estirpe
da espécie —ndo traduzem identidade imunolégica, mas sim existéncia
de antigénios comuns nas diferentes estirpes da mesma espécie, e podem
ser notadas entre estirpes de diferentes espécies pertencentes a um dado
género ou a varios. Ocorria ainda divergéncia de comportamento de estir-
pes relacionadas imunolégicamente. Assim as estirpes do mesmo tipo imu-
nolégico cresciam em cadeia em menores concentracies do respectivo anti-
-soro, que as estirpes relacionadas, sendo a variacdo da D. M. I. depen-
dente do seu grau de relagio imunolégica.
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O estudo subsequente realizado in vitro e in vivo com estirpes de
B. anthracis e de E. rhusiopathiae, virulentas e atenuadas, e de P. multo-
cida de diferentes tipos imunolégicos, RoBERTS (1947), confirma a na-
tureza imunolégica do crescimento em cadeia sob a acgdo do soro tipo
especifico e mostra o seu valor na identificacdo do tipo imunolégico das

bactérias, in wvitro.

3.2.1 —B. ANTHRACIS
3.2.1.1 — Estirpes virulentas

In vitro obteve-se a confirmacido da homogeneidade de tipo imuno-
logico das estirpes de B. anthracis — Quadro 4— desde hd muito veri-
ficada in wivo quer experimentalmente no laboratério quer a partir da
infecgio natural, principalmente através a imunoprofilaxia e imunotera-
péutica. As variagbes da D. M. I. do mesmo soro especifico notadas in
vitro em relagdo as diferentes estirpes de B. anthracis ensaiadas, atingindo
3 x com algumas estirpes, nio eram por conseguinte significativas de
diferenca de tipo imunolégico e filiavam-se possivelmente na natureza do
crescimento das estirpes. Devem, deste modo, criar-se as melhores condi-
coes de desenvolvimento in vitro as estirpes, aproximando-as das in vivo,
a fim de reduzir a variagio da D. M. l., tornando, implicitamente, os
resultados da identificagio imunolégica in vitro mais significativos.

3.2.1.2 — Estirpes atenuadas

Estirpes atenuadas de B. anthracis — 2.1.1.1 — foram estudadas in
vitro e in vivo sob o ponto de vista imunolégico. As caracteristicas morfo-
logicas e biolégicas destas estirpes eram diferentes, correspondendo, por
conseguinte, a diversos tipos de populagdes, seleccionadas nos diferentes
ambientes utilizados, a partir de vdrias estirpes do mesmo tipo imuno-
légico — B. anthracis. As suas estruturas antigénicas hdo-de portanto
diferir em relacdo as das estirpes tipo, e da extensio dessas divergéncias
dependerd o seu valor imunizante e, consequentemente, a sua identificagdo
como tipo imunolégico B. anthracis.
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3.2.1.21 —In vitre

As estirpes atenuadas de B. anthracis foram desenvolvidas em meios
liquidos com diferentes concentragies de anti-soros do carbiinculo hema-
tico, de diferentc poder imunizante. Do estudo realizado deduz-se que as
estirpes atenuadas ensaiadas sofriam acgdo imunolégica — aumento da ex-
tensdo da cadeia — mantendo, por conseguinte, relagio imunolégica com
a estirpe tipo original.

A extensic da cadeia, dependente da estirpe, variava com a con-
centracao do serc no meio e seu valor imunizante. De maneira geral, a
um maior poder imunizante do soro especifico, correspondia, in wvitro.
mais intensa accdo imunolégica, verificando-se aumento da cadeia em
menores concentracdes de soro. Mas em relagdo a um mesmo soro o con-
portamento destas estirpes era diferente, isto & a D. M. I. variava com a
estirpe considerada, e nesta, com as condigfes de crescimento, sendo mais
acentuada a variaciio inicialmente e nas situagbes menos favordveis.

As estirpes que cresciam em cadeias mais extensas paveciam sofrer
mais intensamente a acgio imunolégica, verificando-se em relacio a elas
que menores concentracdes do soro especifico actuavam ainda imunolo-
sicamente, como era o caso das estirpes II-LS e I-FD, em que era mani-
festa a divergéncia entre o tipo imunolégico in vitro e in wive, e o poder
imunizante do soro in vivo. '

Para melhor interpretacio dos resultados da accdo imunolégica in
vitro em relacdo a in wivo, torna-se necessdrio criar as condicdes 6plimas
de crescimento a cada estirpe, reduzindo-se assim a extensdo da cadeia.

O Quadro 5 mostra os resultados obtidos num dos ensaios realiza-
dos e representa, na generalidade, o comportamento das estirpes atenuadas
in vitro, sob a accio do soro especifico B. anthracis, em relagio & estirpe
virulenta do mesmo tipo imunolégico. O soro especifico utilizado neste
caso, obtido de equino hiperimunizado com a estirpe virulenta Ba 245,
possuia elevado poder imunizante (4 coelhos protegidos — Método de
SosErNuEM). Verifica-se que a acgdo imunoldgica — aumento signifi-
cativo da extensdo da cadeia — se exerce sobre todas as estirpes, durante
aquele periodo, mas em concentragoes diferentes do soro especifico.
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QUADRO 5
ESTIRPES ATENUADAS DE B. ANTHRACIS

Relagdo imunoldgica

IN VITRO IN VIVO
Estirpes (1) e B
s Soro csl'wc[f]cgili?éﬁsnﬂuacis 2455 Sero-protecgio
B. anthracis | St ST o g (%)
| 1/10 /50 | 1/100 1/500 | 171000 ratinho
N | k _
I LNIV + + = . = e
IH — LNIV ds % = s - n
I — Sterne - o + + = e
1 —IPP + ¥ _ -
I—FD + + +- — — .
A—IPP | & + + + _ .
n—I1sM | + | + n _ N
n—Ls | o+ . o+ | o+ | = -
IT — Lederle + + -+ L - 4
I —Lededle .+ | + e | T -
245 + o+ |+ 5 _ _

+ = acgio imunoligica, in vitro: proteccio 70 %, in wivo,

— = reacgdo negativa, in vitro; protecgio < 30 %, in wvivo.
(1) Cuolturas de 16 horas: concentracao 10°%
(2} Soro «B. anthracis 245»

Observacio — 12 haras, in vitre; 7. dia, in vive.

Assim, é bastante acentuada a diferenca do comportamento das es-
tirpes atenuadas I e TH -LNIV em relacio & estirpe virulenta 245; o
soro exerce sobre aquelas duas estirpes accdo imunoligica em concentra-
coes mais elevadas, cerca de 10 x . O comportamento das restantes estirpes
atenuadas em relagdo & estirpe virulenta ndo varia tio significativamente,
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devendo representar uma mals intima conexdo imunolégica. Deduz-se,
contudo, dos ensaios in vivo a seguir analisados, que em relagdo as estir-
pes cujo crescimento normal in vive se processa em cadeia, nem sempre
¢ fécil determinar o tipo imunolégico.

 Verificava-se ainda que a D. M. I, determinada na fase [inal de
crescimento, era, em geral, superior cerca de 10xa D. M. I. determi-
nada na fase logaritmica.

Soros especificos absorvidos por culturas desvitalizadas das dife-
rentes estirpes atenuadas perdiam grande parte da sua acgdo imunoldgica.
A absorgdo era menos acentuada nos soros obtidos por hiperimunizacdo
com culturas vivas e variava com a estirpe. A absorcdo destes soros com
culturas vivas, apesar de mais intensa, em geral, ndo era total, e variava
também com a estirpe.

Estes soros absorvidos exerciam ainda accio imunolégica, embora
de curta duracde. A maior divergéneia nestes estudos de absor¢do era
notada entre as estirpes [ e [H-LNIV e as restantes.

Certos soros especificos, principalmente de reduzido valor imuni-
zante, pareciam exercer acgao favordvel no crescimento de a]gumae estir-
pes durante a fase inicial.

3.2.1.2.2 — In vive

O valor imunizante das estirpes alenuadas de B. anthracis ensaiadas
in vitro— QUADRO 5 —{oi apreciado in vivo em diferentes espécies
animais, As estirpes 1 e IH-LNIV, [-FD e I- Sterne, foram estudadas
no cobaia, coelhv e ovino; as estirpes II-IPP, IT e 1II - Lederle, II-LS e
II- ISM, apenas em animais das duas tltimas espécies indicadas.

A fim de tornar mais significativos os resultados destas experién-
cias em relacio as obtidas in witro, estas estirpes foram ensaiadas sob a
forma de produtos com idéntica preparacdo vacinal — 2.5.1.2.1 — nas
mesmas doses € segundo via de inoculagdo similar; a contraprova foi feita,
apés periodo anilogo de imunizacio, com as mesmas estirpes e doses
mortais, e por idéntica via— 2.5.1.2.2.
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O Quadro 6 mostra o comportamento das referidas eslirpes in vivo,
quanto ao seu poder imunizante para o cobaia, coelho e ovino, em rela-
¢io as estirpes de contraprova 1I-LS, TI-IPP, Ill-Lederle e 245, sendo os
resultados referidos, para facilitar a interpretacio de conjunto, i protec-
¢do 50 %o. Verificam-se divergéncias acentuadas do valor imunizante das
‘estirpes ensaiadas.

As estirpes I-Sterne, [ ¢ I[-IPP, II-ISM e II e Ill-Lederle imunizam
contra a estirpe virulenta 245, traduzindo desta maneira identidade de
tipo imunclégico B. anthracis. Pela mesma razdo, as estirpes I-Sterne
e I-IPP imunizam o cobaia contra as estirpes II-IPP e II-Lederle, do
mesmo tipo imunologico. Pelo contrdrio, o deficiente grau de imunidade
conferido pelas estirpes e IH-LNIV, 1-FD e II-LS ndao deverd atri-
buir-se & preparacdo vacinal, nem a nimero insuficiente de esporos, uma
vez que as estirpes foram ensaiadas nas mesmas condigdes e o niimero de
esporos € suficientemente elevado, mas antes a divergénecia de tipo imu-
nolégico.

Ensaios efectuados em cobaias e coelhos com niimero mais elevado
de esporos, deram resultados idénticos, isto é, evidenciaram mais uma evz
o deficiente poder imunizante deslas estirpes em relagio ao tipo B.
anthracts.

Por sua vez, as estirpes I-Sterne e I-IPP, nio imunizando o cobaia
contra a estirpe 1I-LS, confirmam a diferenca de tipo imunoldgico.

Divergem também imunoldgicamente, como se pode verificar, as
estirpes I e IH-LNIV e 1-FD, em relagdo & estirpe II-LS. Por outro
lado, ndo se observa variacio acentuada no valor imunizante das estirpes
em relacdo as espécies animais utilizadas no ensaios.

O comportamento imunolégico destas estirpes foi também estudado
in vive por soro-protec¢do no ratinho — 2.6.1.2 — sendo os resultados ex-
pressos, no Quadro 5 paralelamente com os obtidos in vitre em relagdo ao
mesmo anti-soro,

Este ndo protegia o ratinho contra as estirpes [-FD e [I-LS, estando
os resultados de acordo com os obtidos pela imunizagio activa— Quadro
6; notava-se ainda, com estas duas estirpes, morte antecipada dos ratinhos
soro-imunizados em comparagio as testemunhas.

sy e



QUADRO o

ESTIRPES ATENUADAS DE B. ANTHRACIS

Relagio imunologica

COBATA ‘ COELHO | OVINO
Estirpes Estirpes de contraprova
vacinais
1I.TPP l‘ 11-LS TILLederle! Ba 245 | Ba 245 Ba 245
_ - I e
1—LNIV - - = | = _ | =
IH — LNIV | - - — | = | - | =
[—Steme |+ : e 5 + ‘ + i
I—IPP o+ = + + + |+
I—FD - - - — || = —
1—1PP T e B + o+
M—1SM | e S FUUU (NN TR T
LS | v § o s [ | _
1I — Lederle s B .l e el et | +
Il —Lederle | ——— ——— l s e I B +

+ = protecgie 50 %
— = protecgao << 50 %
— — — = nao realizavel — estirpe virulenta para o cobaia.

Nio concordavam, contudo, os resultados da soro-protecgdo em re-
lacio A imunizaco activa, quanto as estirpes I e IH-LNIV, ou seja,
identidade de tipo imunolégico pelo soro-protecgio e divergéncia pelo
deficiente grau de imunidade activa conferida. Esta discordincia de com-
portamento, embora ndo seja de excluir a influéncia da espécie animal
— diferente nos diversos ensaios realizados — poderia resultar da fraca
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agressividade das referidas estirpes que se traduzia em letalidade irre-
gular para o ratinho, verificando-se protec¢io com o anti-soro de tipo
diferente, mas de acentuada relagio imunolégica.

O mesmo se nao observava com a imunizacio activa, possivelmente
porque as estirpes de contraprova, de maior agressividade, venciam a
imunidade criada pelas estirpes relacionadas imunoldgicamente, embora
de diferentes tipos. Contudo, o soro utilizado nestes ensaios, embora de
elevado poder imunizante para o coelho, nio protegia os ratinhos contra
a estirpe virulenta 245, mas a morte destes verificava-se em geral depois
da das testemunhas. Nos esfregagos dos bagos dos ratinhos soro-imuniza-
dos verificava-se elevado nimero de bacilos, mas normalmente em peque-
nas cadeias de trés elementos.

Em geral nio se observa o edema gelatinoso no local de inoculagdo.
A divergéncia verificada no valor imunizante do mesmo anti-soro em rela-
¢do ao coelho e ratinho, poderi atribuir-se a elevada sensibilidade deste
dltimo & toxina do B. anthracis— BrarL et ol (1962) KLEIN er al
(1963) — e é varidvel com a estirpe e anti-soro.

A administracdo de doses mais elevadas de soro ou a aplicagio repe-
tida de doses andlogas as iniciais, nos dias seguintes a inoculacio da
D. 8. M. das estirpes de B. anthracis, nio alteravam, umas ou outras, os
resultados da experimentagio, o mesmo se verificando quando se recorria
a mistura soro/D. S. M. Neste iltimo caso, o soro utilizado era isento de
conservador.

Nos estudos de imunidade cruzada, imunizacio activa ou pas-
siva, notase as vezes um fenémeno paradoxal que implica, em vez
de resisténcia, uma acgdo favorivel dos anticorpos. Este facto verifi-
ca-se apenas dentro de certo grau de relacdo imunolégica de estirpes de
diferentes tipos, e até do mesmo tipo, com vacinas ou soros de deficiente
poder imunizante. Nestes casos a morte dos imunizados é antecipada, em-
bora ligeiramente, em comparacido 2 das testemunhas. Este fenémeno é
mais acentuado em relagdo com a dose minima mortal (D. M. M.), veri-
ficando-se nestes casos, por vezes, maijor letalidade no grupo imunizado
que no grupo testemunha.

In wvitro nota-se ocorréncia similar, principalmente com estirpes que
normalmente crescem em cadeia, e em condigdes de cultura menos favo-

— 51 —



raveis. Nestas circunstincias pode verificar-se a accio favordvel dos anti-
corpos, principalmente em relacdo & primeira fase de desenvolvimento.

Pensa-se que tal acgio benéfica tanto in vivo como in vitro, resulta
da ligeira alteracio de permeabilidade da célula bacteriana consequente
da reac¢io antigénio-anticorpo operada em certa extensio da sua super-
ficie e dando lugar a mais féceis trocas nutritivas no inicio do crescimento.

Daqui decorrerd a par de mais rdpido desenvolvimento da estirpe,
a morte antecipada em relagio ao grupo testemunha, in vivo, e crescimento
mais precoce quando comparado ao das outras culturas in vitro. Fenémeno
idéntico, in vivo, foi observado em relagio as estirpes I.FD e II-LS, na
imunizacio activa e passiva.

Do estudo realizado in vivo, poderd concluir-se que, embora relacio-
nadas imunologicamente, as estirpes de B. anthracis atenuadas constituem
na realidade tipos imunolégicos diferentes, independentes da viruléncia,
Quanto as estirpes I e IH-LNIV, o seu deficiente poder imunizante em
relacio ao tipo imunolégico B. anthracis, pode ter resultado do processo
de conservagdo — passagens semanais em agar inclinado, durante varios
anos.

Assim se teria obtido novo tipo imunolégico por seleccdo de dife-
rentes populacbes naquele meio cultural in vitro.

Confrontando agora os resultados in vitro e in vivo — Quadros 5
e 6 — pode discriminar-se que, de maneira geral, o crescimento em cadeia
tem nestas estirpes aumento manifesto, representativo, na realidade, de
uma acgio tipo imunolégico. O comportamento in vivo e in viiro das es-
tirpes I-Sterne, I e II-IPP, II e III-Lederle e II-1SM, é bastante semelhante,
traduzindo idéntico tipo imunolégico; as diferengas verificadas sdo pouco
significativas dado o seu crescimento normal em cadeia. As estirpes I e
IH - LNIV, que in vivo conferem deficiente grau de imunidade em relacio
a estirpe virulenta de B. anthracis 245, afastando-se por isso deste tipo
imunolégico, emhora na soro-proteccio se comportem como do mesmo tipo,
pelas possiveis razées apontadas, também in vitro se distanciam do refe-
rido tipo, sofrendo apenas ac¢io imunolégica em maiores concentragies
do anti-soro, varia¢io das D. M. I. cerca de 10 x.

Divergem também os resultados in vitro e in vivo quando se trata
das estirpes [-FD e II-LS. Estas, in vivo, agem como tipos imunolégicos
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diferentes em relacdo ao B. anthracis; in vitro o acomportamento é mais
semelhante a este ltimo tipo, isto é, sofrem acg¢do imunolégica — aumento
significativo da extensdo da cadeia — em concentracSes mais aproximadas
do soro especifico.

Esta divergéncia de comportamento in vitro e in vivo, parece resul-
tar do normal crescimento em cadeia in vitro, e 6 com este tipo de estirpes
foi verificado. Apesar de se ter procurado melhorar as suas condicoes de
desenvolvimento, estas estirpes mostravam ainda cadeias extensas nas cul-
turas. Contudo, in vive, no exame directo do sangue de ratinhos vitimados
por estas estirpes, observa-se que a extensdo das cadeias se tinha reduzido
de forma a contarem apenas 2 a 3 elementos isolados.

A cadeia in vitro traduzia na verdade a dificuldade de crescimento
nas condi¢des mais precdrias, permitindo tal deficiéncia que a accio dos
anticorpos venha a fazer-se sentir numa extensdo menor da superficie bac-
teriana, donde a actividade imunolégica in vitro.

A medida que melhoram as condicées de desenvolvimento, maior
extensdo da superficie bacteriana deverd ser atingida pelos anticorpos e
acgdo imunolégica decorrerd, correspondendo o tipo imunolégico & méxima
reacgdo antigénio-anticorpo na superficie bacteriana das populagies no
ambiente em que se processa o crescimento.

In wvitro verifica-se também fendémeno idéntico em relacio as fases
de crescimento. A acgdo imunolégica resulta da reacgio antigénio-anti-
corpo numa menor extensio da superficie bacteriana, sendo menos acen-
tuadas as divergéneias das estirpes imunologicamente relacionadas, mas
de tipos diferentes. Na fase logaritmica, em que o crescimento se processa
a ritmo mais rdpido, a ac¢do imunolégica deriva duma maior extensdo
da reacgio antigénio-anticorpo na superficie bacteriana, diferenciando-se
nesta fase os tipos imunoldgicos de populagbes mais semelhantes antige-
nicamente.

Mais ainda, as populagdes bacterianas variam antigénicamente em
relagio ao ambiente em que se processa o crescimento e uma maior ou
menor variagdo, dependente da estirpe, originard diferenga de comporta-
mento imunolégico. Assim se poderd interpretar a dissemelhante situagdo
das estirpes I-FD e II-LS, in vivo e in vitro, isto &, em ambientes dispares.
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Nos anti-soros «I-FD» e «II-LS» sdo mais nitidas as divergéncias
imunolégicas entre estas estirpes e as do tipo B. anthracis, in vitro, sendo
por conseguinte mais significativas de diferenga de tipo imunolégico.

Em relagdo as estirpes de B. anthracis, com crescimento normal em
cadeia in vitro, a variacdo entre as concentragdes minimas do soro espe-
cifico que sobre elas exercem accdo imunolégica, s6 poderd ser represen-
tativa de diferenca de tipo imunoldégico, quando bastante acentuada, ao
contrario do que ocorre com a P. multocida em que a variacio da D. M. 1.,
2 x, pode evidenciar jd um diferente tipo imunolégico. Com estirpes que
crescem normalmente em cadeia in vitro, mais se justifica a interpretacio
dos resultados através de métodos estatisticos de andlise, susceptiveis de
realgar as diferencas de valor encontradas.

3.2.2—E. RHUSIOPATHIAE
3.2.2.1 — Estirpes virulentas

Confirmava-se também in vitro a homogeneidade de tipo imunolé-
gico das estirpes de E. rhusiopathiae — Quadro 4 — desde ha muito veri-
ficada in wvivo, quer experimentalmente no laboratério, quer a partir de
infecgdo natural, principalmente através a imunoprofilaxia e imunotera-
péutica. As variagdes da D. M. 1. do mesmo soro especifico, verificadas
in vitro em relagdo as diferentes estirpes de E. rhusiopathice, eram pouco
acentuadas, inferiores a 2 x, ndo sendo por conseguinte significativas de
diferenca de tipo imunolégico.

3.2.2.2 — Estirpes atenuadas

As estirpes atenuadas de E. rhusiopathiace — 2.1.4.1 — foram estu-
dadas in vitro e in vivo sob o ponto de vista imunolégico. Todas elas diver-
giam entre si por caracteristicas morfolégicas e biolégicas. Da variacio das
estruturas antigénicas das populagBes respectivas dependerd o tipo imu-
nolégico.

3.2221—1In vitro

Estas estirpes atenuadas desenvolviam em cadeia nos meios liquidos
sob a acgio de anti-soros tipo E. rhusiopathize, mantendo por conse-
guinte relagdo imunolégica com estirpes do mesmo tipo do das originais.
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O crescimento em cadeia e a extensdo desta, dependentes da estirpe,
variavam com a concentragdo do soro especifico no meio e seu poder
imunizante. De maneira geral, a wm maior valor imunizante do soro cor-
respondia, in viiro, mais acentuada accdo imunolégica, verificando-se a.
cadeia em menores concentragoes daquele. Mas em relacio a um mesmo
anti-soro, a D. M. 1. variava com a estirpe. A D. M. 1., em relacio i fase
final de crescimento, era, na generalidade, bastante superior, cerca de
10 x, a D. M. I. determinada na fase logaritmica, de pleno desen-
volvimento.

Em geral, as culturas de E. rhusiopathice em meios liquidos adi-
cionados de soro normal de equino, concentracio 107! ou superior, mos-
travam aspecto ligeiramente aglutinado, formas bacilares maiores e ca-
deias pequenas; em concentragdes inferiores a 107" o aspecto das culturas
¢ praticamente normal.

O Quadro 7, com o registo dos resultados obtidos em um dos en-
saios realizados, mostra, no seu conjunto, o comportamento das estirpes
ensaiadas in vitro sob a acgio do soro especifico E. rhusiopathice, em
relagdo a estirpe virulenta do mesmo tipo imunolégico.

O soro especifico utilizado nestes ensaios, obtido de equino hiperi-
munizado com a estirpe virulenta 484, possuia elevado poder imunizante
(proteccdo 0,01 cc. — método de Marx). As estirpes atenuadas e a viru-
lenta 484 cresciam em diferentes concentragfes do soro especifico.

Verifica-se comportamento idéntico das estirpes Staub 55, Connaught
e Staub 50 P em relagdo & estirpe virulenta 484; a estirpe Staub sofre
ainda acgdo imunoldgica na concentracio de soro imediatamente inferior,
2 x menor, e a Staub 100 P apenas em concentragio superior, cerca de
10 x, em relacdo a virulenta.

A diferenca de comportamento da estirpe Staub é pouco signifi-
cativa, dada a natureza do seu crescimento in wvitro, mais lento, sob a
forma de bacilos maiores, por vezes filamentosos € em pequenas cadeias.

Pelo contrdrio, a divergéncia acentuada de comportamento da es-
tirpe Staub 100 P, em relagdo a estirpe virulenta 484 no mesmo anti-soro
E. rhusiopathiae, & bastante representativa da diferenca de tipo imu-
nolégico.



QUADRO 7

ESTIRPES ATENUADAS DE E. RHUSIOPATHIAE

Relacio imunolégica

IN VITRO IN VIVO
Estirpes () — .
do Sore csp'ecfﬁco( ;i%i;?::}smpmhiac 484» Poder i
E. rhusiopathice | = + zante (%)
0 vs0 1100 R ‘ 171000 | (ratinho)
Staub + | o+ + ‘ + ‘ 1 £
Staub 55 + i + + = e =
Staub 50 P + i + 1 + — e
Staub 100 P -+ + | = == e s
Connaught -+ + + + - s
484, | o f' + * + — -

+ = Acg¢io imunoldgica, in witro; protecgio > 70 %, in wvive.
— = Reaccio negativa, in vitro; protecciio <7 30%,in wvivo.

— — — = Prova nio realizada,
() Culturas de 16 horas; concentracio inicial 1072, in witro.
(2) 25.1.11.; contraprova com a estirpe virulenta 484,
Observagio: — 10 horas, invitro; 9.° dia, in vive.

O Quadro 8 assinala como se comportavam as mesmas estirpes em
relagdo ao soro especifico preparado em coelhos com a estirpe Staub
100 P. Neste caso, eram as estirpes Staub, Staub 55, Staub 50 P, Con-
naught e a virulenta 484 que sofriam acgio imunolégica em concentracies
superiores cerca de 10 x em comparacgio i estirpe Staub 100 P.

Confirma-se assim in vitro a diferenca imunolégica da estirpe Staub
100 P. As estirpes Staub, Staub 55, Staub 50 P e Connaught, comportan-
do-se in vitro de maneira semelhante i estirpe virulenta 484 nos soros
especificos E. rhusiopathiae e Staub 100 P, identificam-se com o tipo
imunolégico E. rhusiopathiae; a estirpe Staub 100 P, embora aparen-
tada imunologicamente com a estirpe original, manifesta-se in vitro como
um novo tipo — Quadros 7 e 8.




Os resultados obtidos in witro com soros especificos «E. rhusio-
pathiaes e «Staub 100 P» absorvidos — absor¢io cruzada — confirmam
a identidade imunolégica das estirpes Staub, Staub 55, Staub 50 P, e Con-
naught em relacdo & virulenta 481, e a divergéncia de tipo da estirpe
Staub 100 P.

De facto, verifica-se que soros especificos «E. rhusiopathiaen, absor-
vidos por culturas da estirpa Staub 100 P, exerciam ainda acentuada acg¢do
imunolégica in vitro sobre as outras estirpes; por sua vez, soros especificos
«Staub 100 P», absorvidos por culturas daquelas estirpes, exerciam tam-
bém manifesta accio imunolégica sobre a estirpe Staub 100 P.

QUADRO 8

ESTIRPES ATENUADAS DE [E. RHUSIOPATHIAE

Relagdo imunolégica

!
| IN VITRO IN VIVO
Estiré):s ) Soro especifico «Staub 100 P» S sprobins
E. rhusiopathiae (diluicdo) cao (%)
e | - «Stauh‘ 100 P»
w0 | wso | 100 | 1s0 17000 | "RHERRO)
Staub I S — — _ SR
Staub 55 + = | —_ _ — S
5 ' |
Staub 50 P + - 2 - | = L
Staub 100 P + + S s — -
Connaught + — o - = —
484 + S = e —

+ = Accio imunolégica, in vitro.

= = Accio imunoldgica de pequena intensidade, in vitro.

— = Reacgo negativa, in vitro, protecgio < 50 %, in wivo.
——— = Naio realizivel — estirpes avirulentas para o ratinho.

(1) Culturas de 16 horas; concentracio inicial 1072, in wvitro.

(2) 2.6.22

Observaciio: — 10 horas, in vitro.



Soros t‘:spt-.cif'icos «E. rhusiopathiae», obtidos de animais de dife-
rentes espécies — equinos, coelhos e cobaias — hiperimunizados com cul-
turas vivas, e absorvidos com culturas desvitalizadas do mesmo tipo, exer-
ciam ainda in vitro, nas maiores concentragdes, ligeira acgio imunolégica.
A absor¢iio ndo era por conseguinte total, dependendo da origem do
anti-soro e da estirpe, sendo mais acentuada com culturas vivas. Este facto
traduz, possivelmente, diversidade antigénica das diferentes populacdes
das estirpes em relacdo aos ambientes em que se processa o crescimento.

3.2.2.22—In vive

O valor imunizante das estirpes atenuadas de E. rhusiopathice foi
estudado in wive, no ratinho, de harmonia com as indicacdes de Staub

(1940).

O Quadro 7 apresenta também, para melhor confronto, os resulta-

dos obtidos in vivo, num dos ensaios realizados simultdneamente com as
mesmas estirpes. Na contraprova foi utilizada igualmente a estirpe viru-
lenta 484. As estirpes Staub, Staub 55, Staub 50 P e Connaught protegem
o ratinho nas condigdes referidas, identificando-se com o tipo imunolé-
gico «k. rhusiopathiaen; a estirpe Staub 100 P, nao protegendo o ratinho
nas mesmas circunstincias, comporta-se como um tipo diferente.

Dada a aviruléncia das estirpes, nédo foi possivel proceder i identi-
ficagdo do tipo imunoldgico por soro-proteccdo. Contudo, verificou-se que
o soro especifico «Staub 100 P» empregado nos ensaios in vitro — Qua-
dro 8 — ndo protegia o ratinho conira a estirpe virulenta 484. Observava-
-se, portanto, concordincia dos resultados da accio imunolégica in vitro
— crescimento em cadeia — e dos do poder imunizante, in vivo, na iden-
tificagdo do tipo imunolégico das estirpes atenuadas de E. rhusiopathiae.

A ligeira divergéncia de comportamento da estirpe Staub em rela-
¢do & estirpe virulenta 484 — variacio da D. M. L. cerca de 2 x —
resulta, possivelmente, como se disse, da natureza do seu crescimento, mais
lento, sob a forma de bacilos maiores e em pequenas cadeias. Nos meios
solidos — agar em place — este tipo de crescimento traduz-se por colé-
nias ligeiramente rugosas.



No que concerno as estirpes atenuadas de E. rhusiopathiae o tipo
imunolégico é também independente da viruléncia.

323 —P. MULTOCIDA

As estirpes de P. multocida divergem sob o ponto de vista imunold-
gico, tendo RoseErTs (1947) identificado, nas estirpes estudadas, 4 tipos,
que denominou [ -1I-1II - IV, apontando ainda, nessa altura, a existéncia
de outros a classificar oportunamente.

Mais tarde Hupson (1954), prosseguindo os ensaios de identifica-
¢do imunolégica das estirpes de P. multocida, constatou, a par da existén-
cia dos tipos de ROBERTS, a presenca de um novo tipo— o V. Por sua
vez, AFoNso er al (1964 a) identificam mais um — o tipo VI — além de
terem verificado a existéncia de tipos jd conhecidos, e ainda a de outros
a cuja identificacio se procederd.

Esta heterogeneidade imunologica das estirpes de P. multocida obser-
vava-se também in vifro — Quadro 4 — e os ensaios realizados, in vitro:
e in vivo, com estirpes de tipos ja identificados, a seguir analisados, per-
mitem relacionar o crescimento em cadeia sob a ac¢lo do soro tipo espe-
cifico com o tipo imunolégico da estirpe.

3.2.3.1 — In vitro

O Quadro 9 confirma in vitro a relagdo imunolégica verificada in
vivo entre estirpes de P. multocida dos tipos 11 e 1V, RoBErTs (1947),
AroNso et al (1964 a) e entre estirpes dos tipos I e VI, Aronso et al
(1964 a,b). As estirpes do mesmo tipo imunolégico crescem em cadeia
em menores concentragoes do respectivo anti-soro que as estirpes de tipo
relacionado, e a variagdo da D. M. I. depende do seu grau de relacéo
imunolégica — Quadros 10 e 11. Normalmente, verificava-se ainda aglu-
tinagdo da estirpe relacionada, sob a accdo da DMI da estirpe tipo.

A relacdo imunolégica entre estirpes dos tipos I (P e S;) e VI
(S, e By) era pouco acentuada — variacdo da DMI cerca de 8 x — Qua-
dro 10 — sendo féeil a sua classificacdo in vitro. Pelo contrdrio, a rela-
cdo 1munologica entre estirpes dos tipos Il (Papg € Ag) e IV (P, & 739)
— variagdo da DMI cerca de 2 x — Quadro 11 — era de tal maneira
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acentuada que nem sempre era facil a sua identificacdo. A variacio da
DMI em relagio a estirpes do mesmo tipo imunoldgico era normalmente
inferior a 2 x — Quadros 10 e 11.

3232 —1In vivoe

Os resultados dos ensaios realizados em ratinho — soro protecgdo
cruzada —com as mesmas estirpes e anti-soros — Quadros 12 e 13 — mos-
tram-se intimamente relacionados com os obtidos in vifro acima referidos
— Quadros 10 e 11 — confirmando assim a natureza imunolégica do cres-
cimento em cadeia =ob a accdo do soro tipo especifico.

QUADRO 9

ESTIRPES DE P. MULTOCIDA —TIPOS 1, II, III, TV, V e VI
Relacdo imunolégica
in vitro

SOROS ESPECIFICOS
Tipos

(229 | WPy | IV P |V (P

Estirpes
de
P, multocida

P ‘
|
|

Tipo | *
229
Tipo 1T
Py
Tipo IIT
Plz
Tipo IV

P, . , i
Tipo V ' I[
B, | | |
Tipo VI

I+
I
I
|
|

.,.I_.

+ = Tipo imunoligico
= = Relacdo imunoligica

— = Sem relacio imunoligica
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QUADRO 10
ESTIRPES DE P. MULTOCIDA —TIPOS 1 o VI

Relagdo imunologica

in vitro
SOROS ESPECIFICOS
Tipos
Estirpes (1) DILUICAO |
e Do 1 VI
P. multocida SORO L

Pa S | S ‘ B
1/10 + | + o 4
P.y 1/20 * + e ot
_ 1/40 + + s =
Tipo 1 1,/80 + ‘ + = -
1/160 + = = _
1/10 + + n
S, 1/20 + + — +
_ 1/40 - + - —
Tape 1 1/80 + + = =
| 1/160 + - | = -
| 1/10 + SRR P +
S. 1/20 ¥ - £ +
1/40 . — -+ +
Tipo VI 1/80 o B i 5
1/160 - a - 4
1/10 4 + == +
B, 1/20 + = 4 +
_ 1/40 i = 2 4
Tipo VI 1/80 B B i i
1/160 - — — | -+

+ = Aeccio imunoligica;
(1} Cultura de 16 horas;

Observagio — B horas

— = reacgio negativa

concentracio inicial 1072
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QUADRO 11

ESTIRPES DE P. MULTOCIDA —TIPOS 1II & 1V

Relagio imunolégica

In vitro

Estirpes DILUICAO
de DO
P. multocida SORO
1/10
229 1/20
1/40
Tipo 11 1/80
1/160
1/10
A, 1/20
: 1/40
Tipo 11 1/80
1/160
| - 1/10
P 1720
1/40
Tipo IV 1/80
1/160
1/10
739 1/20
i 1/40
Tipo IV 1/80
1/160

SOROS ESPECIFICOS

Tipos

| I v
229 | Ay | P 739
+ i + o+ +
S s +
+ o+ + +
+ |+ + -
s _ _ —
+ + + 1+
+ + + +
+ + + +
T + + —
g s i
+ + - +
o+ + + +
+ o+ + +
S R 4 +
_ I _
+ + ‘ + +
+ + + +

L+ + 0+ +

- L= ! - o+
— ! _ j + —

I

+ = Accio imunolbgica;
(1) Cultura de 16 horas;

Observacio — 8 horas

— = reaccao negativa

conceniracao inicial 1072




Na realidade, a relagio imunoldgica entre as estirpes dos tipos I
(Pys e Sy) e VI (S, e By) é menos acentuada — variagao da D. M. M. da
estirpe na soro-protecgio + 10000 x — Quadro 12 — que a verificada
entre estirpes dov tipos II (Payy e A,) e IV (Py2 e 739) — variacio da
D. M. M. da estirpe na soro-protecgio = 10 x — Quadro 13 — depen-
dente da viruléncia das estirpes. A variagdo da D. M. M. de estirpes do
mesmo tipo imunelégico era normalmente inferior a 10 x . Constatava-se
também in vivo maior dificuldade na identificacio das estirpes dos tipos
IT e IV, dada a sua acentuada relagdo imunolégica.

A relacdo imunolégica verificada por soro-proteccdo obtinha con-
firmagdo no ratinho por imunizagdo activa — imunidade cruzada.

Elevado nimero de ensaios efectuados, in vitro e in vive, com anti-
-soros de diferente poder imunizante, confirmavam a natureza imunolégica
do crescimento em cadeia, e, por conseguinte, o seu valor na classificac¢ao
de estirpes e na apreciacido de soros especificos in vifro. Assim, a identi-
dade imunolégica de estirpes de P. multocida correspondia in viiro com-
portamento semelhante sob a accdo dos respectivos anti-soros — variagao
da D. M. L. inferior a 2 x — nas mesmas condigdes.

Com estirpes de P. multocide, a variagdo da D. M. 1. + 2 x pa-
rece ser ja significativa de diferenca de tipo imunolégico.

O grau de relagdo imunolégica das estirpes verifica-se in vitro pela
variagdo da D. M. I. em fungio da estirpe tipo, e varia na razdo inversa
com a D. M. I. Nem sempre serd ficil identificar imunologicamente, in
vifro € in vive, estirpes de tipos bastante relacionados, como sejam os
tipos II e IV: nestes casos, os métodos de andlise estatistica a utilizar
dardo mais significado & identificagio.

De maneira geral, com soros de menor valor imunizante — protec-
¢do do ratinho contra 100 a 1000 D. M. M. da estirpe tipo — obtidos
apés rdpida hiperimunizacdo, a identificacdo imunolégica das estirpes
bastante relacionados, tipos II e IV, tornava-se mais ficil in vitro e in vivo.

Foram também realizados ensaios, in vitro e in vivo, com anti-soros
absorvidos — absorgio cruzada — e os resultados confirmavam a relagio
imunolégica verificada entre as estirpes dos tipos I (Pyy e S;) e VI (S,

e BI), ].I (ngg e _A_q,) L& IV (P12 ] 739)-
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QUADRO, 12

ESTIRPES DE P MULTOCIDA—TIPOS 1 e VI

Relagiio imunolégica

In vive
SORO — IMUNIZADOS
P. multocida Diluici Thece
i iluigao | _ )
Estirpes da ! Testemu-
de cultura 1 Vi nhas
conl raprova H <A ARy T
Pa S | s | B
10 | 0/6 | 4/6 | 6/6 | 6/6 —
P 10 0/6 2/6 | 6/6 | 6/6 -
o 10-5 /6 0/6 6/6 | 5/6 6/6
Tipo 1 10-7 | 0/6 0/6 3/6 | 0/6 6/6
10-* | 0/6 0/6 0/6 | 0/6 6/6
e W SR | S ]
| |
10-* | 2/6 | 5/6 | 6/6 6/6 =
S 104 0/6 2/6 | 6/6 6/6 2
o 10-5 | 0/6 0/6 = 5/6 6/6 6/6
Tipo 1 107 0/6 0/6 | 2/6 0/6 6/6
10-¢ 0/6 | 0/6 0/6 0/6 6/6
10-* | 6/6 | 6/6 5/6 h 1/6 =
s, 10-¢ 6/6 | /6 3/6 0/6 -
T 10-3 6/6 | 6/6 0/6 0/6 6/6
Tipo VI 10" | o/6 | 3/6 0/6 0/6 6/6
10| 0/6 | 0/6 0/6 0/6 6,/6
— S, (. — | . . — — -]
10-° 0/6 | 6/6  6/6 2/6 =
B 10-4 6/6 | 6/6 2/6 0/6 =
o 10-5 6,/6 6/6 0/6 0/6 6/6
Tipo V1 10-7 0/6 4/6 0/6 0/6 6/6
10-% 0/6 0/6 0/6 0/6 6/6
Numerador = numero de ratinhos mortos.

Denominador = niimero de ratinhos contraprovados.
— = nae realizada.
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QUADRO 13

ESTIRPES DE P. MULTOCIDA —TIPOS I ¢ IV

Relagio imunoldgica

In vive
SORO — IMUNIZADOS
P. muliocide Diluica s
Huigao i o =
Estirpes da , i Testemu-
de cultura I | By nhas
contraprova 4 | | e
229 Al P 739
10-3 3/6 6/6 6/6 6/6 -
999 10~ 0/6 3/6 4/6 5/6 —
N 10-3 0/6 0/6 0/6 3/6 6,6
Tipo 11 10-7 0/6 0/6 0/6 0/6 6,/6
10-8 0/6 0/6 0/6 0/6 6/6
10-3 2/6 5/6 6/6 6/6 -
%, 10—+ 1/6 2/6 5/6 6/6 -
o 10-9 0/6 0/6 0/6 4/6 6,/6
Tipo 11 10-7 0/6 0/6 | 0/6 0/6 6/6
10-3 0/6 0/6 0/6 0/6 6,/6
10-2 6/6 6/6 2/6 5/6 —
P 10—+ 5/6 6/6 1/6 4/6 =
- 10-5 1/6 4/6 0/6 0/6 6,/6
Tipo IV 10-7 0/6 0/6 0/6 0/6 | 6/6
10-¢ 0/6 0/6 0/6 0/6 6,/6
10-2 5/6 6/6 2/6 36 | —
730 0= | 2/6 4/6 0/6 /6 | —
_ ) 10> | 0/6 0/6 0/6 0/6 | 6/6
Tipo IV 10-° | 0/6 0/6 0/6 o/6 | 4/6
10-# 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6
Numerador = m'n.ne-ro de ratinhos mortos.

Denominador = nimero de ratinhos contraprovados.

— = nae realizada,
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A acco imunolégica, in witro, e o valor imunizante, in vivo, dos
soros absorvidos, variavam na razio inversa do grau de relagio das estir-
pes de absorgdo, e esta era menos acentuada nos anti-soros obtidos apés
hiperimunizacio com culturas vivas. As suspensdes desvitalizadas néo
absorviam totalmente os anticorpos desses anti-soros, ainda que do mesmo
tipo, € em crescimento podiam verificar-se, inicialmente, pequenas cadeias
e aglutinacio da: culturas.

O valor dos anti-soros em D. M. 1., in vitro variava na razdo directa
com o seu poder imunizante, in vivo — Quadros, 10, 11, 12 e 13.

De facto, os anti-soros dos tipos I (estirpe Pag), 11 (estirpe 229),
IV (estirpe Py.) e VI (estitpe B,) protegiam o ratinho contra, pelo me-
nos, 100000 D. M. M. da estirpe tipo e in viiro a D. M. I. correspondia,
nas condicies de ensaio, a diluigio 1/160; por outro lado, nos anti-soros
dos tipos I (estirpe S,), LI (estirpe A,), IV (estripe 739) e VI (estirpe S,)
que, nas mesmas condigbes, protegiam o ratinho contra, pelo menos,
10000 D. M. M., in vitro a D. M. L. correspondia & dilui¢io aproximada
de 1/80. A mesma relagdo nao se verificava quanto & aglutinaciio, e soros
sem valor imunizante, in vivo, e sem ac¢io imunolégica, in vitro, ainda
aglutinavam as culturas, mesmo a elevadas diluigges.

A intima relacio verificada entre acgio imunolégica dos anti-soros,
in vitro, e o respectivo poder imunizante, in vivo, permitird também a
apreciacio destes, in vitro. Essa relagdo, embora variando no mesmo sen-
tido, parece ser traduzida por valores de diferente razao. Este facto de-
ve-se em parte i diversa variagdo dos elementos nos ensaios in vitro e
in vivo. In witro, variava o anti-soro, em face de dose fixa inicial de cul-
tura; in vive, a D. M. M. da cultura em face de dose fixa do soro espe-
cifico. Contudo, deduzidos os respectivos valores perante o soro e cultura,
a razio de variacdo era, na realidade, mais aproximada.

Conclui-se dos resultados dos ensaios, in vitro e in vive, com estirpes
naturais e atenuedas, que o crescimento em cadeia ou o aumento signifi-
cativo da sua extensdo, sob a accdo de soro especifico, é uma manifes-
tacio de natureza imunoldgica.

Normalmente, a cadeia é consequéncia do crescimento das estirpes
bacterianas em situacio desfavordvel e a sua extensio reduz-se a medida
que os meios de cultura se aproximam de um condicionalismo éptimo.
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De facto, em esfregagos de sangue de animais vitimados por estirpes
cujo crescimento, in vitro, se processa em cadela — B. anthracis, Strepio-
coccus — observa-se a presenga de formas isoladas ou apenas cadeias de
2 a 3 elementos, em média, o que é demonstrativo de que este ambiente
biol6gico oferece as melhores condigbes para o desenvolvimento das estir-
pes em referéncia.

Soros especificos, de valor imunizante semelhante, obtidos de ani-
mais de diferentes espécies, hiperimunizados com culturas vivas, mostram
ligeiras divergéncias na accio imunolégica, in vitre, em relagio a estirpes
do mesmo tipo. Estas discrepincias pouco acentuadas encontram possivel
explicagdo na diversidade das populacoes de anti-corpos em cada soro
em relagdo com a variabilidade antigénica das populacdes bacterianas
das estirpes, e verificam-se também in wivo. Sio oscilagies de valor, ine-
rentes ao condicionalismo biolégico em que se processam e s6 tém signi-
ficado quando se afastam da média provivel dos ensaios realizados dentro
do mesmo ambito. Devem, por isso, igualar-se, tanto quanto possivel, as
condigdes de crescimento bacteriano, in vitro e in vivo, a fim de tornar
mais expressivos os resultados da acgdo imunolégica, a qual — in vitro —
parece vesultar da reac¢do antigénio-anticorpo, qualitativa-quantitativa,
operada em extensio na superficie bacteriana, constatando-se a variagdo
antigénica em relacdo ao ambiente em que se processa o crescimento. Da
mesma ac¢io in vive, resulta por consequéncia, perturbacio da dinimica
das populagdes bacterianas, a estirpe virulenta comportando-se como avi-
rulenta, donde a imunidade especifica.

Identidade imunoldgica de estirpes bacterianas in vitro corresponde
normalmente a andlogo comportamento sob a accdo dos respectivos anti-
-soros. Com estirpes que em geral crescem sob a forma de bacilos isolados
e a ritmo rdpido a variagdo da D. M. I. 2 x em relacdo & estirpe tipo
parece ser j4 elucidativa da diferenca de tipo imunolégico; naquelas cujo
desenvolvimento se opera mais lentamente ou em cadeia, apenas divergén-
cias mais acentuadas da D. M. I. levam a admitir a diferenca de tipo
imunoldgico. A identificagio imunolégica de estirpes relacionadas poderd
fazer-se ainda in vitro e in vivo com anti-soros absorvidos — absorcdo
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Os resultados dos estudos efectuados, in vitro e in vivo, com estirpes
atenuadas mostram a variacdo do tipo imunolégico como consequéncia do
crescimento em ambientes diferentes. Da dindmica das populagdes bacte-
rianas nos diferentes ambientes resulta ndo s6 a variacio das caracteris-
ticas morfoldgicas e biol6gicas, mas também a das estruturas antigénicas,
tanto mais pronunciada quanto mais afastado do normal é o ambiente em
que se processa o crescimento. Da extens@o da divergéncia das estruturas
antigénicas das populacgées bacterianas depende o valor imunizante e, con-
sequentemente, a identifica¢io do tipo imunolégico da estirpe. E nesta
conformidade novos tipos imunolégicos surgem.

S6 com base no conceito dinimico da acg¢do imunolégica se poderd
compreender a imunidade especifica em toda a sua extensdo.

3.3 — ACCAO IMUNOLOGICA E ESTRUTURA ANTIGENICA DA SUPERFICIE
BACTERIANA. TIPO IMUNOLOGICO

Conhecida a ac¢do imunolégica e a sua natureza dinidmica, havia
que relaciond-la com a estrutura antigénica de superficie das populacoes
bacterianas de que dependia. O género Salmonella, em que as estirpes se
encontram ji classificadas em sorotipos — esquema de KAUFFMANN-
-WiiTe, Kaurrmany (1954) — mostrava-se do maior interesse para o
fim em vista. Assim, foram estudadas in vitro, sob o ponto de vista imu-
nolégico, estirpes de Salmonelle do mesmo e de diferentes sorotipos,
pertencentes a diversos grupos sorolégicos, de modo a diseriminar as suas
inter-relagdes.

Os resultados dos ensaios, a seguir apreciados, confirmam a intima
relagdo entre ac¢do imunolégica e estrutura antigénica da superficie bac-
teriana, evidenciando simultineamente as relagdes imunolégicas das estir-
pes agrupadas bioquimica e 'soroibgicamen-te.

3.3.1 —ESTIRPES DE SALMONELLA DE DIFERENTES GRUPOS SOROLOGICOS

Nio se verificam relagfes imunolégicas entre estirpes de Selmonella
de diferentes grupos sorolégicos A, B, C e D, embora algumas possuam
determinados antigénios somdticos comuns — Quadro 14. Entre estas 1l-
timas estirpes apenas se pode observar a aglutinacio eruzada.



QUADRO 14

ESTIRPES DE SALMONELLA —GRUPOS A, B, C e D

Relagdo imumolégica

In vitro
i SOROS ESPECIFICOS
Estirpes D"‘a = ‘ 5 g i = | § =
o =2 % |% | | % |8 E
almonell ¢on | 5. 0 % = B | 2 2~ 03
salmonella & 2'4 g&'—‘l gm ‘&U %(5 g,_ %,Q
G T I S I S B %
S. paratyphi LA + — — — = — —
I L N
S. paratyphi B - + + = - = ==
1,4,5,12; b; 1, 2| |
S. typhimurium B — + + = = o =
1, 4,5 12; i; 1, 2
S. paratyphi o4 — — — 1if 4 s g
6,7 Vije; 1,5 . | i
S. cholerae suis G | = = + dfln ] es o
6,7;:¢c; 1,5 ‘
S. typhi D = — — — - | + +
9, 12, Vi; d; — ‘
S. enteritidis B o= e [ o | a | g |
1,9, 12; g, m; — | :

+ = Tipe imunoldgice.

= = Relagio imunocldgica.

— = Sem relacao imunolégica.

3.3.2 —ESTIRPES DE SALMONELLA DO MESMO GRUPO SOROLOGICO

Verificam-se relagdes imunoldgicas entre estirpes de diferentes soro-
tipos pertencentes ao mesmo grupo sorolégico — Quadro 14. A mais in-

tima relagio manifestava-se, de maneira geral, entre estirpes do mesmo

sorotipo. A relagio imunolégica verificada resulta, por conseguinte, de
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estruturas antigénicas de superficie bastante aproximadas, dependendo o
grau de relacio da maior ou menor aproximacio dessas estruturas, como
se verd.

Passa-se a considerar as relagbes imunolégicas verificadas in wvitro
entre estirpes de Salmonella, de idéntico e de diferente sorotipo, perten-
centes ao mesmo grupo sorolégico.

3.3.2.1 — Estirpes de Salmonella do Grupo B

O Quadro 15 mostra as relagbes imunolégicas observadas entre
estirpes de Salmonella incluidas no grupo sorolégico B. Como se disse,
a mais intima conexdo patenteava-se entre sorotipos mais semelhantes na
parte somdtica. Assim, a relacio imunolégica, in vitro, enire as estirpes
de S. paraityphi B e S. typhimurium, S. abortus equi e S. abortus ovis,
era de tal maneira acentuada, que nem sempre era fdcil a sua distincdo;
a D. M. L. variava em relagdo ao tipo imunolégico cerca de 2 x. A rela-
¢Ao imunoldégica entre ouftras estirpes do mesmo grupo era menos pronun-
ciada, variacdo da D. M. I. superior a 2 x, sendo mais fdcil a sua
distin¢do.

Assim, entre as estirpes de S. paratyphi B ¢ S. abortus equi ou
S. abortus ovis, S. typhimurium e S. abortus equi ou S. aborius ovis, S.
abortus bovis e S. abortus equi ou S. abortus ovis, a variagio da D. M. L.
era cerca de 3 X ; entre as estirpes de S. abortus bovis e S. paratyphi B
ou S. typhimurium, cerca de 6 x.

A estirpe de S. abortus ovis, no meio de cultura utilizado, crescia
mais lentamente que as outras estirpes do mesmo grupo e sob a forma de
bacilos maiores, inicialmente em pequenas cadeias; nos meios sélidos esta
menor capacidade de crescimento traduzia-se por colénias mais pequenas
em relagio as das outras estirpes do mesmo grupo. Notava-se, por esta
razdo, mais acentuada acg¢do imunolégica sobre esta estirpe pelos soros
especificos de diferentes tipos do mesmo grupo. Contudo, as diferengas
imunolégicas existentes entre esta estirpe e outras do mesmo agrupamento
sorolégico eram mais nitidas em face do respectivo anti-soro — Quadro 15.

No mesmo grupo sorolégico verificava-se relagio imunolégica entre
estirpes cujo sorotipo diferia na sua parte somdtica, sendo contudo mais
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pronunciada entre sorotipos idénticos. Ndo foram notadas diferengas signi-
ficativas de tipo imunoldgico nas estirpes de S. typhimurium e S. abortus
equi analisadas.

3.3.2.2 — Estirpes de Salmonella do Grupo C;

O Quadro 16 mostra a relagio imunolégica verificada in vitro entre
estirpes de Salmonella incluidas no Grupo C;. As estirpes S. cholerae suts

e S. cholerae suis var. kunzendorf — sorotipos diferindo na fase fla-
gelar — comportavam-se de maneira idéntica e as ligeiras divergéncias
por vezes observadas — variagdo da D. M. I. inferior a 2 X — nao eram

indicativas de diferente tipo imunolégico. As estirpes de S. cholerae suis
e S. typhi suis — sorotipos idénticos mas biotipos diferentes — embora se
mostrassem intimamente relacionadas no soro especifico cholerae suis,
afastavam-se contudo no anti-soro typhi suis — variagdo da D. M. L. supe-
rior 2 x. Variacio semelhante era verificada com a mesma estirpe de
S. typhi suis em relacio a outros soros especificos de estirpes do mesmo
grupo sorolégico, facto este possivelmente devido & natureza do seu cres-
cimento, mais lento, sob a forma de bacilos maiores e, inicialmente, em
curtas cadeias; nos meios s6lidos a colénia, ligeiramente rugosa, era mais
pequena que a das outras estirpes do mesmo grupo.

A acciio imunolégica neste tipo de crescimento resultard, possivel-
mente, de reaccio antigénio-anticorpo numa extensio menor da superficie
bacteriana, e dai a variacdo verificada. As diferengas imunolégicas exis-
tentes enlre esta estirpe e outras do mesmo grupo sorolégico eram con-
tudo mais acentuadas no soro especifico zyphi suis.

A reac¢do imunolégica entre as estirpes de S. paratyphi C Vi» e
S. paratyphi C — sorotipos divergindo na parte somdtica pela existéncia
de antigénio «¥i» na primeira delas— era bastante acentuada e nem
sempre era ficil a sua distingio; contudo, a variagio da D. M. L., cerca
de 2 %, era indicativa de diferencas de tipo imunolégico. Evidenciavam-
-se desta forma divergéncias imunolégicas entre variantes na forma VW
e W, Kavrrmann (1954), do mesmo sorotipo, facto este da maior impor-

tincia na imunidade.
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QUADRO 15

ESTIRPES DE SALMONELLA — GRUPO B

Relagio imumolégica

In vitro

SOR0OS ESPECIFICOS

Estirpes a2, :§: § g 2
de = 5 " it S
salmonella = B 3 2 | 3
g = 5 s
g 5 S 3 s
o3 3 o i & %]
| ]
S. paratyphi B DIMI 2 | 6 3 4
1,4,5 12; b; 1, 2
| e
S. typhimurium 2 bMl 6 3 4
1, 4,5, 12; i; 1, 2
S. aborius bowis 6 ! 6 DMI 3 4
1,4,12.27;: b; e, n, x E
S. abortus equi 3 3 3 DMI 3
4,12; —;e, n, x
S. abortus owvis 3 3 3 2 DMI
4,12;¢; 1,6
DMI = Tipo imunoligico.

Nimeros = Razio da variacio da DML

(valores aproximados).
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QUADRO 16
ESTIRPES DE SALMONELLA — GRUPO (4
Relagio imunologica

In vitro

SOROS ESPECIFICOS
= = : - =
Estirpes i = 3 i3 2
de -2 % w o "§ E '§
sedmonella ‘%;,3 = g % 2 ._Z §
5% 5 3 Sy = S
=8 Ry o LR +3
| I .
S. paratyphi C pMmI | 2 3 3
6,7, Vi; e;: 1,5 '
S. paratyphi C 2 DMI | 2 2
6,7;¢;1,5 i
S. cholerae suis 3 2 DMI DMI
6,7;¢c; 1,5
S. cholerae suis 3 2 DMI DMI |
var, kunzendorf J|
6.7; =51, 5 |
S. typhi suis 3 2 DMI DMI DMI ‘ 2
6,7;¢c;1,5
S. montevideo 4 3 | 3 | 3
6,7; g, m,s;— .
DMI = Tipo imunolégico.

Nameros = Razao da variagio da DML

(valores aproximados).
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Assim, uma dada estirpe virulenta, de capacidade imunizante, pode
perder esta por subculturas sucessivas em ambientes diferentes como, aliés,
¢ do conhecimento geral na imunologia experimental.

As estirpes de S. cholerae suis e S. typhi suis, principalmente esta
tiltima, mostravam-se mais intimamente relacionadas com a estirpe de
S. parathyphi C — variagio da D. M. 1., cerca de 2 x — que com a es-
tirpe de S. paratyphi C «Vi» — variacio da D. M. 1., cerca de 3 x.

A relagio imunolégica entre as estirpes de S. montevideo e S. para-
typhi C «Vi» é pouco acentuada — variacio da D. M. 1. cerca de 4 x —
mais acentuada, contudo, com a estirpe S. paratyphi C. e S. cholerae suis

— variagdo da D. M. L. cerca de 3 x — e com a estirpe S. typhi suis —
variagio da D. M. I. cerca de 2 x.

Em relagio ao grupo sorolégico C: pode portanto concluir-se da
experimentacdo feita que, apesar de idénticos na parte somética, com ex-
cep¢io da S. paratyphi C «Vi» que além do antigénio 6, 7 possul também
«Vin, os sorotipos deste agrupamento mostram diferentes graus de relacio
imunolégica. Por outro lado, desses ensaios se deduz ainda que é mais
acentuada a relagdo imunolégica entre a estirpe de S. paratyphi C «Vi»
e S. paratyphi €, divergindo na parte somdtica pela existéncia do antigénio
«Vi», que entre outras estirpes do mesmo grupo sorolégico, soratipos soma-
ticamente idénticos.

Nao foram, contudo, verificadas diferencas imunolégicas significa-
tivas nas estirpes de S. cholerae suis e de S. typhi suis.

3.3.2.3 — Estirpes de Salmonella do Grupo D

O Quadro 17 indica as relagdes imunoldgicas observadas in vitro
entre estirpes de Salmonella pertencentes ao grupo sorolégico D. Embora
relacionadas entre si, estas estirpes mostram diferengas aprecidveis de tipo
imunolégico. Assim, a relacio imunolégica entre as estirpes de S. iyphi
«Fi» e S. typhi, S. enteritidis e S. enteritidis var. danysz, S. gallinarum
e S. pullorum, era bastante acentuada e nem sempre era ficil a sua dis-
tingdo; contudo a variagdo da D. M. 1. verificada, cerca de 2 x, era indi-
cativa de diferenca de tipo imunolégico. _ _

As estirpes de S. enteritidis e S. enteritidis var. danysz, S. gallina-
rum e S. pullorum mostravam-se mais intimamente relacionadas, respec-
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tivamente nos anti-soros S. enteritidis e S. gallinarum — variagio da D.
M. L. inferior a 2 x — que nos anti-soros S. enteritidis var danysz e S.
pullorum — variacdo da D. M. 1. cerca de 2 x.

Resultado similar era obtido com as estirpes de S. enteritidis var.
danysz e S. pullorum, sobretudo com esta altima, em relagéo a outros soros
especificos de estirpes do mesmo grupo sorolégico, devido possivelmente
a menor capacidade de crescimento destas estirpes no meio utilizado. De
facto, o desenvolvimento destas estirpes em relacdo as outras do mesmo
agrupamento, processava-se a ritmo mais lento, sob a forma de bacilos
maiores e, inicialmente, em pequenas cadeias; nos meios sélidos a colénia
de S. enteritidis var. danysz era ligeiramente rugosa e a da S. pullorum
mais pequena.

Pensa-se, como disse em casos semelhantes, que a ac¢o imunologica
neste tipo de crescimento resultard da reacgdo antigénio-anticorpo numa
extensio menor da superficie bacteriana, donde a variacdo verificada. As
diferencas imunolégicas existentes entre estas estirpes e outras do mesmo
grupo eram, contudo, mais acentuadas nos anti-soros daquelas — S. ente-
ritidis var. danysz ¢ S. pullorum.

Eram menos pronunciadas as relages imunoldgicas entre as estirpes
de S. typhi, S. enteritidis e S. eastbourne, S. gallinarum, S. enteritidis e
S. eastbourne, S. berta e S. eastbourne — variagio da D. M. L. cerca de
3 x — e menos evidente ainda entre as estirpes S. typhi, S. gellinarum
e S. berta— variagdo da D. M. L., cerca de 4 x. Entre estas estirpes ¢
maijor a variagdo da D. M. 1., por conseguinte mais acentuada e signi-
ficativa a diferenca de tipo imunolégico.

As divergéncias de comportamento entre as estirpes de S. typhi «¥i»
e S. typhi, S. enteritidis e S. enteritidis var. danysz, S. gallinarum e S.
pullorum, e outras estirpes do mesmo grupo — Quadro 17 — confirmam
a dissemelhanca de tipo imunolégico das referidas estirpes. Verificam-se
deste modo diferencas imunolégicas entre variantes na forma VW e W —
S. typhi «Vi» e S. typhi — e entre variantes bioquimicas — S. enteritidis
e S. enteritidis var, danysz— do mesmo sorotipo, KaUFFMANN (1954).

Por outro lado, notava-se ainda mais acentuada relacio imunolégica
entre as estirpes de S. typhi «Viv e S. typhi, diferindo pela existéncia de
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antigénio «Vi» na primeira das estirpes — que entre outras estirpes do
mesmo grupo sorologico, S. enteritidis, S. eastbourn e S. gallinarum, 8.
pullorum e S. berta, sorotipos idénticos na parte somdtica — factos estes
da maior relevincia na imunidade.

As diferengas imunolégicas entre as estirpes do mesmo grupo soro-
légico eram, em geral, menos pronunciadas quando experimentadas com
soros especificos preparados com culturas vivas.

As relagbes imunolégicas entre as estirpes pertencentes aos mesmos
grupos soroldgicos — Quadros 15, 16 e 17 — obtinham confirmacio tam-
bém in wvitro mediante ensaios realizados com anti-soros absorvidos —
absor¢io cruzada.

Assim, de maneira geral, soros especificos absorvidos com a res-
pectiva estirpe tipe deixavam de exercer acgio imunolégica sobre ela e
restantes estirpes do grupo. Anti-soros absorvidos com estirpes em que se
verificava acentuada relagdo imunolégica perdiam praticamente a sua
actividade, embora nido fosse total a absor¢io dos anticorpos, podendo
verificar-se ainda, pelo menos, aglutinacio da estirpe tipo e, por vezes,
doutros com antigénios comuns.

Nos anti-soros absorvidos com estirpes cuja relagio imunolégica era
menos acentuada — variagio da D. M. L. >3 x — deixava de obser-
var-se a acgio imunolégica sobre as estirpes de absor¢io ou outras mais
intimamente relacionadas, mantendo-se esta, contudo, sobre as estirpes tipo
ou outras mais afins. A extensdo da acc¢iio imunolégica exercida por soros
especificos absorvidos mestas condigoes — absorcio cruzada — variava
portanto na razio inversa das relagGes imunolégicas verificadas entre as
estirpes. Notavam-se tambhém, nos ensaios realizados, diferencas entre anti-
-soros preparados com culturas vivas e culturas mortas. Assim, soros espe-
cificos preparados com culturas vivas e absorvidas com culturas desvita-
lizadas da mesma estirpe nem sempre perdiam totalmente a accio imuno-
légica, que ainda se podia observar, por vezes, na parte inicial do cres-
cimento da respectiva estirpe, notando-se igualmente aglutinacio das
culturas.

Eram também menos acentuadas as diferengas imunolégicas entre
as estirpes do mesmo grupo e, por conseguinte, mais extensa a accio des-
tes anti-soros absorvidos.
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QUADRO 17

ESTIRPES DE SALMONELLA — GRUPO D

Relagdo imunolégica

In vitro

Nimeros = Razdo da variagiio da DMIL

(valores aproximados).
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3.3.2.4 — Estirpes de Salmonella do mesmo sorotipo

Verificavam-se, in vitro, divergéncias imunolégicas, por vezes acen-
tuadas, entre estirpes de Salmonella do mesmo sorotipo, mas de diferente
tipo bioquimico, como era o caso da S. cholerae suis, S. typhi suis e S.
paratyphi (variante na forma W) — Quadro 16 — e S. enteritidis e S.
enteritidis var. danysz— Quadro 17. Eram também de relevar as disse-
melhangas imunolégicas constatadas entre as formas VW e W da S. para-
typhi — Quadro 16 — e da S. #yphi — Quadro 17. Nio se verificavam,
contudo, diferengas imunolégicas significativas entre estirpes cujo sorotipo
variava apenas na fase flagelar — S. cholerae suis e S. cholerae suis var.
kunzendorf — Quadro 16.

Entre estirpes do mesmo sorotipo e biotipo ndo foram observadas
diferengas imunolégicas significativas, ndo sendo de considerar as ligeiras
divergéncias por vezes verificadas — variagao da D. M. 1. inferior a 2 x.

3.3.2.5 — Estirpes de Salmonella do mesmo tipo imunolégico

Estudadas as relagbes imunoldgicas entre estirpes de Salmonella
pertencentes a diferentes grupos sorolégicos, havia finalmente que consi-
derar o tipo imunolégico, da maior importincia ma imunoprofilaxia das
salmoneloses.

A acgio imunolégica depende, como se verifica, da estrutura anti-
génica da superficie bacteriana e resulta da reacgdo antigénio/anticorpo
em extensao.

Assim, a mais intima relagio imunoldgica é constatada entre estirpes
cujas estruturas antigénicas sdo mais semelhantes, consequentemente entre
estirpes do mesmo sorotipo. Mas, apesar de acentuadamente interligadas
imunologicamente, verificam-se ainda entre estirpes de diferentes tipos
bioquimicos do mesmo sorotipo divergéncias imunolégicas significativas
— variagdo da D. M. L. 2 x ou mais — Quadros 16 e 17. Apenas tal nio
foi verificado entre estirpes do mesmo sorotipo e biotipo, ainda que va-
riantes no comportamento bioquimico, sem valor diferencial, Kaurrmann
(1954), ou na fase flagelar.
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Encontram-se nestas condigdes as estirpes de S. typhimuriwm, S. cho-
lerae suis, S. cholerse suis var. kunzendorf, S. enteritidis, S. gallinarum
e S. pullorum, ensaiadas in vitro, as quais sdo responsdveis,, in vivo, de
processos definidos sob o ponto de vista imunolégico. O mesmo se passa
em relacdo a estirpes de S. typhi, S. paratyphi A, S. paratyphi B e S.
paratyphi C.

Verifica-se, portanto, uniformidade de tipo imunolégico in vivo e
idéntico comportamento in vitro. Desta maneira, estirpes de Salmonella que
in vitro se comportem de forma andloga — variagdo da D. M. L. inferior
a 2 x — quando submetidas nas mesmas condigdes a accdo dos respec-
tivos soros especificos, deverdo enquadrar-se no mesmo tipo imunolégico.

Restava conhecer in vivo — imunidade cruzada — o comportamento
das estirpes imunologicamente relacienadas, in vitro — variacdo da D. M. L.
2 x ou superior — Quadros 15, 16 e 17. Realizaram-se ensaios neste
sentido. A imunidade cruzada entre estirpes do grupo C; — Quadro 16 —
tem vindo a ser estudada no cobaia e no ratinho, e as dos grupos B e D
— Quadros 15 e 17, respectivamente — neste tltimo, sob a forma de
vacinas desvitalizadas pelo formol, mertiolato, e precipitadas pelo alimen.
A vacina é inoculada por via subcutinea e intraperitoneal no ratinho e
cobaia, tendo sido ensaiadas védrias doses e diferentes intervalos entre as
aplicagbes vacinais.

A contraprova ¢ feita por via subcutinea e intraperitoneal no cobaia,
¢ por estas mesmas vias e a oral no ratinho, de maneira geral, com as
estirpes S. cholerae suis (grupo C.), S. typhimurium (grupo B) e S. ente-
ritidis var. danysz (grupo D). Os resultados destes ensaios, embora nio
permitam ainda tirar conclusoes definitivas, dada a sua irregularidade,
sio contudo bastante sugestivos nalguns easos, mostrando-se concordantes
com os obtidos in vitro; a variago da D. M. I 2 x era representativa de
diferenca de tipo imunoldgico.

Verificavam-se ainda divergéncias bastante acentuadas, nalguns en-
saios, no grau de imunidade conferida pelas estirpes do mesmo grupo
sorolégico em relagdo a via de inoculagio da estirpe de contraprova.

Os ensaios efectuados no ratinho, GREENWOOD ef al (1931), sem
definirem o tipo imunolégico, mostram contudo o grau de imunidade
cruzada entre estirpes de S. typhimurium e S. parathyphi B, do mesmo
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grupo sorolégico, que possuem antigénios somdticos comuns, em grande
extensdo. [n vitro, estirpes dessas Salmonelas, diferentes no tipo sorolé-
gico mas idénticas na parte somdtica, evidenciam-se de tal maneira rela-
cionadas imunologicamente que nem sempre é fdcil, como se frizou, a sua
distingdo; contudo, a variagio da D. M. 1., cerca de 2 x, em geral veri-
ficada — Quadro 15— era significativa de divergéncia de tipo imu-
nolégico.

Os resultados obtidos na profilaxia vacinal das paratifoses e tifose
no homem, principalmente desta Gltima enfermidade, sao bastante eluci-
dativos neste sentido, parecendo confirmar in wivo, a diferenca de tipo
imunolégico verificada in vitro, variacio da D. M. L., cerca de 2 x — Qua-
dros 16 e 17 — em relagdo ds variantes na forma VW e W da S. pare-
typhi C e S. typhi. De facto, embora se afigure bastante complexa a rela-
¢do dos antigénios Vi e O da S. typhi na imunidade antibacteriana, os
resultados experimentais, no ratinho e no homem, mostram que o mdximo
efeito imunizante depende do antigénio V.

Por outro ladoe, a imunizagao do ratinho com a bactéria Bellerup,
rica em antigénio somético Vi semelhante ao da S. typhi, mas desprovida
de idéntico antigénio O, contra a inoculacio desta dltima na forma VW,
realga igualmente a importdncia protectora do antigénio em causa —
Wirson e Mrres (1955 b).

Vacinas preparadas com estirpes desprovidas de antigénio Vi, va-
riante na forma W, de maneira geral, conferiram fraca imunidade nos
ensaios realizados. O angénio Vi estaria ligado A patogeneidade da S. zyphi
para o ratinho, devido & sua elevada toxidade, Kaurrman~ (1954), e ndo
a viruléncia conforme FErix e Pirr (1934).

Na generalidade, as estirpes isoladas da tifose humana possuem
este antigénio V1 em grande extensdo na sua superficie, inibindo até a
aglutinabilidade do antigénio O, Kavrrmany (1954), donde a necessi-
dade da sua presenga na imunizagio.

Sdo raras as estirpes isoladas na fase W, portanto sem antigénio Vi,
devendo ser consideradas como variantes. In vitro, resultam do crescimento,
por passagens sucessivas, em melos simples.

Reconhecida a importancia do antigénio Vi na imunizacio, as vaci-
nas passaram a ser preparadas com estirpes virulentas, seleccionadas de




maneira a possuirem elevado teor de antigénio Vi e O, e de grande esta-
bilidade nesta forma in vitro; com a sua aplicacio, os melhores resultados
‘tém sido obtidos na profilaxia da tifose no homem — WiLson e MILES
(1955 b).

Com as estirpes de S. paratyphi A, S. paratyphi B e S. paratyphi C
passa-se fenémeno andlogo, devendo utilizar-se pela mesma razdo, na pre-
paracdo de vacina, estirpes recentemente isoladas e da maior estabilidade
antigénica in vifro.

Da variagio somadtica destas estirpes resulta, por conseguinte, defi-
ciente poder imunizante. Assim acontece com a variacio V - W das estirpes
S. paratyphi C e S. typhi, em que a perda do antigénio Vi, variante na
forma W, as torna pralicamente ineficazes na imunizagdo contra as res-
pectivas estirpes virulentas na fase V.

In vitro, as estirpes de S. paratyphi C «Vi» e S. paratyphi C — Qua-
dro 16 — e S. typhi «Vin e S. typhi — Quadro 17 — embora imunoldgica-
mente tao relacionadas que nem sempre é fdcil a sua distingdo, mostram
significativas diferencas de tipo imunolégico, variagio da D. M. L., cerca -
de 2 x. Parecem concordar assim os resultados in vivo e in vitro, podendo
também considerar-se no género Salmonella — estirpes cujo crescimento
se processa normalmente em elementos isolados € a ritmo ripido— a
variacio da D. M. I. 2 x demonstrativa de diferentes tipos imunolé-
gicos, & semelhanga do que se passa com a P. multocide — 3.2.3.

Em resumo, os ensaios realizados mostram a intima relacio entre
estrutura antigénica da superficie bacteriana e ac¢do imunolégica in vitro.

Verifica-se relagdo imunolégica entre estirpes de diferentes soro-
tipos, pertencentes ao mesmo grupo sorolégico por possuirem antigénios
comuns numa maior extensido da superficie bacteriana — Quadros 15, 16
e 17—, mas nio entre estirpes pertencentes a diferentes grupos sorolé-
gicos onde apenas ocorre aglutinagido quando da existéneia de antigénios
comuns flagelares, ou somdticos circunscritos a pequena drea da super-
ficie. Dentro do mesmo grupo soroldgico observam-se diferengas imuno-
légicas mais acentuadas entre estirpes do mesmo sorotipo que entre estir-
pes de sorotipos idénticos apenas na parte somdtica, relevando-se assim a
importincia dos antigénios da superficie em relacio aos flagelares na



acgdo imunolégica, in vitro, facto este ja assinalado na imunidade in vivo,
WiLson e MiLes (1955 b), Biozzr et ol (1963).

Verifica-se, por outro lado, mais intima conexio imunolégica entre
estirpes variantes na forma VW e W, diferindo por conseguinte na parte
somdtica pela existéneia do antigénio Vi na forma VW, que entre estirpes
do mesmo sorotipo — Quadros 16 e 17. Contudo, estas variantes VW e W
divergem imunologicamente, com variacio da D. M. L, cerca de 2 x,
indicativa de diferente tipo imunolégico. Observa-se ainda aglutinacio nas
culturas de estirpes pertencentes a sorotipos sem qualquer antigénio comum.

Tem sido verificada a existéncia de outros antigénios, a divergéncia
do mesmo tipo de antigénio e a variagio da sua extensio na superficie
bacteriana, em estirpes de um =6 ou de varios sorotipos enquadrados no
mesmo grupo sorologico, o que parece estar em desacordo com o esquema
de KAUFFMANN-WHITE, sabendo-se, contudo, que tal discordincia é devida
a serem apenas considerados nos sorotipos os antigénios de importincia
na identificagéo, procedendo-se ao agrupamento segundo o maior antigénio
somdtico — KaurrmanN (1954).

Verificam-se também diferencas antigénicas, embora limitadas, entre
estirpes do mesmo tipo imunolégico. A ac¢do imunolégica, de que de-
pende a imunidade especifica, resulta portanto duma reaccdo antigénio-
-anticorpo, qualitativa-quantitativa, em extensio na superficie bacteriana,
e ndo apenas da reaccdo de determinados antigénios com os respectivos
anticorpos. E ainda de natureza dinimica, dependente das variacdes anti-
génicas das populagdes bacterianas no ambiente em que se processa o
crescimento. Assim se justificam e compreendem as relagdes imunols-
gicas, in vitro € in vivo, entre estirpes de diferentes tipos.

A variagdo antigénica bacteriana ¢ um fenémeno geral, decorrente
da dindmica das populagdes respectivas nos diferentes ambientes — WiLSON
e MiLeEs (1955b). Surgem novos tipos imunolégicos a partir da mesma
estirpe, em fungdo da variacio do ambiente.

Nas Enterobacteriaceae, que inclui o género Salmonella, encontra-se
largamente estudada em todos os seus componentes a variacdo antigénica,
que chega a atingir os préprios elementos constituitivos da mesma popu-
lagdo bacteriana ~— Kaurrmann (1954).
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O conhecimento do fenémeno da transdugio, assinalado por ZiNpER
e LEDERBERG (1952), é da maior importdncia na genética bacteriana e,
particularmente, para a compreensdo de algumas das condicdes sob as
quais surgem sorotipos na Salmonella nas mais complexas combinagdes e,
mais ainda, para elucida¢io das divergéncias entre actividade bioquimica
e presenga de certos antigénios — KaurrFmann (1954). '

As formas V-W, Kavurrmann (1954), e P, CArLINFANTI (1946),
da S. typhi, sdo exemplos objectivos da variacio antigénica em relacao ao
ambiente. A complexa relagdo desta variacio antigénica Vi, O e P da
S. typhi e a imunidade, referida largamente na literatura, WiLson e
MiLes (1955b), s6 poderd apreender-se dentro dum conceito dindmico
das populagdes bacterianas nos diferentes ambientes e, por conseguinte,
dependente das variagdes antigénicas dessas mesmas populacdes.

S6 assim se compreenderdo também as diferencas de capacidade
imunizante das vacinas mortas, tendo em atencio, é certo, a actuacio des-
naturante na desvitalizacao, em relacio as vacinas vivas.

A ac¢o imunoldgica é na realidade um fenémeno de natureza dina-
mica e, como lal, deve ser tida em conta em todas as suas implicagoes.

Embora a variacio antigénica, somatica e flagelar, seja considerada
na identificacio sovoldgica das estirpes bacterianas, Kaurrmann (1954),
esta constitul ainda um processo de andlise de natureza estatica visto nio
poder considerar a variagdo antigénica das populacdes em relacio ao am-
biente; por sua vez, a ac¢do imunoldgica, in vitro, ¢ a imunidade especi-
fica, in wivo, representando processos dindmicos, devem ser tidas como
fundamentais na identifica¢io do tipo imunolégico das estirpes, de impor-
tincia basilar na imunoprofilaxia,

34— IDENTIFICACAO IMUNOLOGICA DE ESTIRPES BACTERIANAS [N
VITRO

Em medicina, é de fundamental importincia a identificacio imuno-
logica dos microrganismos, principalmente virus e bactérias, com vista
4 imunoprofilaxia e imunoterapéutica.

A soro-neutralizagio realizada in vive, em animais de laboratério,
e in vitro, em culturas celulares, tem sido a téenica utilizada na identifica-
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cdo imunolégica dos virus. Esta ultima constitui um processo simples,
répido e econémico de identificacio imunolégica dos virus, em especial
dos ndo patogénicos para os animais de experiéncia e que sio 0s mais
nuMerosos.

Faltava, contudo, no que concerne as bactérias uma téenica de iden-
tificagio imunoldgica in wvitro, da mesma simplicidade e eficdcia. Essa
lacuna acaba agora de ser preenchida com a técnica da acg¢io imunolégica
in vitro, intimamente relacionada com a identifica¢do imunoldgica in vive.

E simples, de rdpida execucio, muito econémica, dado que se realiza
em meros tubos de ensaio, e de fundamental eficiéncia — e nisto reside
a sua maior valia por permitir a identificagdo imunolégica de estirpes
bacterianas avirulentas para os animais de experiéncia, tal como o faz a
soro-neutralizagio em culturas celulares, in vitro, em relagio aos virus nas
mesmas circunstineias.

[ até de maior simplicidade e rapidez que esta tiltima, dada a natu-
reza do crescimento das estirpes bacterianas, Exige apenas, como se disse,
meios de culturas apropriados a cada estirpe e soros especificos. Pode ser
tornada ainda mais rdpida utilizando a microtécnica.

Os métodos de andlise estatistica conferem maior precisdo e signi-
ficado aos resultados de identificacdo imunolégica.

O estudo realizado em culturas de estirpes, umas causadoras de
processos bem definidos imunologicamente, outras experimentadas in vivo,
confirmam o valor desta técnica in vitro na identificacio imunolégica das
estirpes bacterianas.

Passa-se a encarar os ensaios efectuados.

34.1 —B. ANTHRACIS

A partir de 1946, elevado nimero de estirpes de B. anthracis, mais
de uma centena, isoladas de diferentes espécies animais, de 1920 a 1962,
no pais, foram verificadas in vitro sob o ponto de vista imunolégico. Nao
se observaram diferengas imunolégicas significativas entre estas estirpes,
tendo-se em atengdo a natureza do seu crescimento em cadeia. Confirma-
va-se in vitro a uniformidade de tipo imunolégico das estirpes de B. anthra-
cis, desde hd muito constatada in vive, quer experimentalmente, no labo-

R



ratério, quer na infeccdo natural, principalmente através da imunopro-
filaxia e imunoterapéutica da doenga — WiLsoN e MiLes (1955b),
STERNE (1959}.

Assim, em relacdo as estirpes de B. anthracis, a identificagdo imu-
nolégica corresponde 3 identificacio da espécie e, por conmseguinte, ao
diagnéstico bacteriolégico. Para mais, ndo se verificaram relagdes imu-
nologicas entre estirpes de B. anthracis e B. cereus, B. cereus var. mycoi-
des, B. subtilis e outras estirpes nio classificadas do mesmo género, o que
confere maior significado a identificacdo imunolégica da espécie B. an-
thracis in vitro.

Com a técnica simples, rdpida e econdmica, referida, identifica-se
in vitro a espécie B. anthracis, sem necessidade de recorrer a provas mo-
rosas e complicadas de aplicar no diagndstico diferencial de outras espécies
do mesmo género, em especial no de estirpes de B. cereus e B. cereus var.
mycoides, de maior semelhanga morfolégica e cultural, com certo grau
de patogeneidade para os animais de experiéncia laboratorial e com
mobilidade por vezes pouco aparente ou ausente, e ainda nos casos em
que as estirpes de B. anthracis se mostram de reduzida viruléncia ou
mesmo avirulentas e acapsuladas — Dumas (1959), Nobserc (1951 e
1953), BrEED et al (1955 — Bergey’s Manual), STeErNE (1959).

A técnica de identificacdo imunoldgica in vitre, cujo valor os resul-
tados obtidos confirmam, deverd ser utilizada no diagndstico bacteriols-
gico da espécie B. anthracis, dada a uniformidade do tipo imunolégico
das estirpes nela incluidos € ainda pelas vantagens econémicas e de tempo
que resultam da sua aplicagdo e se aliam a uma perfeita eficiéncia,

E ainda de relevar que, dentro da variagio antigénica das estirpes
de B. anthracis, se mantém a uniformidade do tipo imunolégico da espécie.

3.42—E RHUSIOPATHIAE

Mais de duas centenas de estirpes de E. rhusiopathiae, isoladas de
suinos, de 1917 a 1963, no pais, foram tambhém verificadas in vitro sob
o ponto de vista imunolégico, a partir de 1946, nio se tendo observado
diferencas significativas de tipo imunolégico entre elas. Confirmava-se
igualmente in vitro a uniformidade de tipo imunolégico das estirpes de
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E. rhusiopathiae, desde sempre verificado in vivo, experimentalmente, no
laboratério, e na infecgdo natural, principalmente através da imunopro-
filaxia e imunoterapéutica da doenga — GrLEDpHILL (1945, 1959). Tal
como sucede com o B. anthracis, a identificacio imunolégica, in vitro, das
estirpes de FE. rhusiopathiae, corresponde & da espécie, e portanto ao
diagnéstico bacteriolégico.

O facto de ndo se terem observado relagdes immunolégicas entre
estirpes de E. rhusiopathiae e de L. monocytogenes, umas e outras tdo seme-
lhantes que para a sua destringa se recorre por vezes a técnicas mais com-
plexas de diagnéstico diferencial, Dumas (1959), realca o valor da iden-
tificacdo imunolégica in vitro da espécie em causa e, implicitamente, da
técnica para a sua consecucdo. Esta deverd, pois, passar a ser utilizada no
diagnéstico bacteriologico da E. rhusiopathiae, dada a uniformidade de
tipo imunolégico das estirpes, embora verificada dentro da diversidade
antigénica das mesmas — GLEpHILL (1945, 1959).

3.4.3 —L. MONOCYTOGENES

Reveste-se também da maior importincia a identifica¢io imunolo-
gica, in vitro, das estirpes de L. monocytogenes, patogénicas para o homem,
ReEp (1964), e animais, PATERsON (1959).

Presentemente sio agrupadas soroldgicamente. Assim,, diversas es-
tirpes de L. monocytogenes isoladas de animais de diferentes espécies
— 2.1.5 — foram estudadas sob o ponto de vista imunolégico, in wvitro
e in vivo.

3.4.3.1 —In vitro

O Quadro 18 regista alguns dos resultados obtidos in vitro. Culturas
de 16 horas — concentragio inicial 1072 — sio submetidas A accdo dos
soros especificos «Weybridge», «Camarate» e «Thiery» sendo a obser-
vagdo microscopica feita passadas 10 horas. O comportamento imunolé-
gico das estirpes é bastante semelhante — variacio da D. M. 1. inferior a
2 x — parecendo haver uniformidade de tipo imunolégico.
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QUADRO 18
ESTIRPES DE L. MONOCYTOGENES

Relagio imunoldgica

In vitro
l. SOROS ESPECIFICOS
Estirpes (*) | diluigao
L. monocytogenes Camarate Thiery Weybridge
17100 1/50 1/50
Camarate ooz + + | i
Thiery wivaciemis e + *
|
!
Weybridge ........... + + +
E
SIntra .ooeeeeeiieionn, + + +
SINtra-s ...e.oeeenioe + + '- +
Mortagua ............. + + 4
Chinchila ............| + + +
Braganca ............. ! + | + -+
|

T = Acglio imuneldgica; variagio da DMI <{ 2 %

(1) = Culturas de 16 horas; concentragio inicial 1072
Observacio — 10 horas

Os soros especificos utilizados nestes ensaios foram obtidos de
cobaias hiperimunizados com suspensdes desvitalizadas e vivas das estirpes
Weybridge, Camarate e Thiery. Os soros obtidos de coelhos hiperimuni-
zados com as mesmas suspensdes, embora com elevado titulo aglutinativo,
somente exerciam acg¢io imunolégica em maiores concentracdes.
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Soros obtidos de cobaias e de coelhos, hiperimunizados apenas com
suspensoes desvitalizadas, também actuavam imunologicamente sobre as

referidas estirpes, mas por forma menos pronunciada.

3.4.3.2 — In vivo

Os resultados dos ensaios in vivo — Quadro 19 — confirmam os
obtidos in wvitro — Quadro 18. As mesmas estirpes de L. monocytogenes
comportam-se da mesma maneira nas provas de imunidade cruzada no
ratinho. No cobaia, os resultados sio também idénticos.

Embora seja muito reduzido o nimero de estirpes ensaiadas, é-se
levado a admitir a uniformidade de tipo imunolégico na L. monocytogenes,
em face das diferentes espécies animais donde foram isoladas e da extensa
area geogrifica de onde provinham. Assim, 3 identificagfio imunolégica
in. vitro, corresponderia seguro diagnostico bacteriolégico da L. monocy-
togenes.

Em relagie a este agente microbiano a imunidade especifica € essen-
cialmente celular, embora aos anticorpos circulantes se atribua papel im-
portante na manuten¢ido da integridade da respectiva célula — SUTER e
Ramseier (1964), Mackaness (1964), Miki e Mackaness (1964);
nestas condigGes, consequentemente, a imunidade especifica ndo pode ser
obtida por meio de anticorpos, mas sim pela intervengio de células imunes.

As vacinas mortas, com base nestes microrganismos, ndo imunizam,
embora originem a formacdo de anticorpos circulantes com acgido imu-
nolégica.

Por seu lado, as vacinas vivas ddo origem a imunidade celular,
factor essencial da resisténcia especifica. No Quadro 19 estio inscritos
os resultados obtidos no ratinho imunizado com vacinas inactivadas e com
culturas vivas — 2.5.2.2 — os quais confirmam, por sua vez, a ineficdcia
das primeiras em relacio as segundas. Resultados idénticos foram obtidos
no cobaia.

O soro especifico com mais de 100 D. M. I./c. c., in wvitro, por

razdo andloga, nio alterava a evolugido da infeccdo quando ministrado
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QUADRO 19
ESTIRPES DE L. MONOCYTOGENES

Rela¢do imunolégica

In wvivo
IMUNIZAGAO ACTIVA (a)
Contraprova i o = e __esu.rpea__ TSP e
selirpes Camarate Thiery Weybridge Chinchila

meita viva morta ‘ viva ‘ morta | viva morta | viva
Camarate ....[ — | + = + — i |‘ _ &
Thiery ........ e + — + == de A = He
Weybridge ... — | + : + —_ 4 _ e
Sintra ......... — |+ = + = + = B
Sintra-s ...... - ! -+ _ + _ e _ s
Mortagua ....| — | + = N _ + _ +
Chinchila ... — | + —= + = D = s
Braganca ....| — [+ —_— | _ 4 _ +

i | |

-+ = proteccio 75 %
— = proteccio < 25 %
(@) No ratinho — 2.5.2.2

juntamente com a dose infectante. O mesmo ocorria no caso da aplicagio
do soro anteceder a inoculagdo daquela cultura.

Os anticorpos circulantes exercem, da mesma forma, acgdo imuno-
légica sobre a L. monocytogenes, mas esta resiste na célula e ai se mul-
tiplica. Dai a imunidade especifica ser essencialmente de origem celular.

3.4.4—P. MULTOCIDA

A partir de 1946 comegaram a ser verificadas in vitro, sob o ponto
de vista imunolégico, estirpes de P. multocida isoladas de diferentes espé-
cies animais. Logo se notaram divergéncias de comportamento das estirpes,
em anti-soros preparados em coelhos, ndo se observando assim a unifor-
midade de tipo imunolégico das estirpes de B. anthracis e E. rhusiopathiae.
Estava-se, portanto, em presenga de tipos imunolégicos diversos de P.
multocida.
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A diversidade de tipos imunolégicos das estirpes de P. multocida
justificava a divergéncia de resultados obtidos na experiéncia de campo
nos diversos paises e, portanto, as opinides contraditorias registadas na
literatura da especialidade acerca do valor dos soros e vacinas na pro-
filaxia e terapéutica dos processos em que aqueles agentes intervém.

Sdo varias as classificagfes das estirpes de P. multocide que tém
sido estabelecidas por vdrios autores, umas baseadas em reacgdes bioqui-
micas, outras em reacgbes sorolégicas — Hupson (1959); contudo, a iden-
tificacdo sob o ponto de vista imunolégico, apesar de LIGNIERES jd em
1906 a ter sugerido, s6 mais tarde veio a ser iniciada por ROBERTS (1947)
com a identificagdo dos tipos I-II-Ill e IV. Posteriormente, Hupson
(1954, individualiza o tipo V e confirma a existéncia dos tipos jd des-
critos por RoBERTS. Dai em diante comecou a aparecer na literatura re-
feréncia & identificacdo imunolégica das estirpes de P. multocida em va-
rios paises, visando a profilaxia das pasteureloses — Bain (1954, 1955,
1958, 1963), ReporT (1959, 1962).

A diversidade de tipos imunoldgicos das estirpes de P. multocida,
assim assinalada, vinha também entre nds desde hd muito a verificar-se,
in vitro e in vivo, o que justificava que se procedesse a trabalhos de iden-
tificagdo para, com base neles, se poder estabelecer uma profilaxia ade-
quada e eficaz contra as pasteureloses no nosso pafs.

O estudo iniciado em 1957 com a identificacio imunolégica, se-
gundo o método de RoBErTs (1947), das estirpes existentes no Servico,
e isoladas principalmente na area atribuida ao L. N. I. V., foi mais tarde
alargado as estirpes provenientes das diferentes espécies animais em todo
o pais, visando, como se disse, a profilaxia das pasteureloses animais pela
aplicagio de soros e vacinas e incluido no programa previsto no II Plano
de Fomento Nacional — Investigacio Aplicada ao Fomento Nacional —
1959-1964.

No estudo realizado, Aronso et al (1964 @), confirma-se a exis-
téncia de virios tipos imunolégicos das estirpes de P. multocida, assina-
lam-se os tipos I, II e V, identifica-se o tipo VI, analisam-se as relacoes
imunolégicas entre os tipos I e VI, II e IV, e reconhece-se a existéncia de
outros tipos a identificar.



QUADRO 20

ESTIRPES DE P. MULTOCIDA
Identificagio imunolégica

In vitro

Estirpes

e
P. multocide

o+ + o+

H o

H

I+

+ A

i

I+

IN VITRO

o N vivo (a)
SorosTefkpeaciﬁc‘:us I Tip:_
I il . _ ' iinolGEiGe
_ I (P 29) | 1T (229) .‘ I (Py) | IV (Pu) ’ YV (P ' VI (S !
+ | - s |- | - | &
2y || _ | w
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- | - - — + I
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QUADRO 20

(a) Afonso et al (1964 a).

(h) Nio realizada— estirpe avirulenta.
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Tinha estudado in vitro as mesmas estirpes sob o ponto de vista
imunolégico — Quadro 20 — concordando os resultados com os obtidos
in vivo. Foram ainda apreciadas in vitro, com o mesmo objectivo, estirpes
P. multocida cuja viruléncia para o ratinho ndo permitira o seu estudo
in vivo — Quadro 20. Elevado niimero de estirpes pertencem, como se
pode verificar da consulta do mesmo quadro, a outros tipos imunoldgicos,
a identificar, prosseguindo os estudos nesse sentido.

Como acontece em relagdo a outros agentes bacterianos observa-se
maior uniformidade de tipos imunolégicos entre estirpes de P. multocida
de elevada viruléncia, isoladas de processos agudos septicémicos — estir-
pes dos tipos [ e VI — Quadro 20, que entre estirpes de fraca viruléncia,
procedentes na sua maior parte de focos pulmonares de suinos mortos
pela peste. _

A diversidade de tipos imunolégicos de P. multocida torna neces-
saria a caracterizacio prévia da espécie, procedendo-se seguidamente a
identificacio imunologica das estirpes. A técnica de identificagdo imu-
nolégica in vitro, dada a concordancia dos seus resultados com os obtidos
in vivo — Quadro 20 — deverd ser o processo a utilizar nesse sentido,
nio s6 pela sua simplicidade, rapidez e economia, mas ainda por possibi-
litar o estudo de estirpes, independentemente da sua viruléncia, o que
ndo é vidvel com o método in vive.

Em relagio as estirpes de P. multocida igualmente se verifica diver-
sidade antigénica dentro do mesmo tipo imunolégico — RePorT (1959,
1962).

Sao transcritos também no Quadro 20 os resultados dos ensaios rea-
lizados in wivo com as mesmas estirpes, AFONSO et al (1964 a), por ami-
vel deferéncia dos outros participantes no trabalho.

3.4.5— BRUCELLA

Foi também estudado in vivo o comportamento imunolégico da Bru-
cella, agente bacteriano patogénico do homem, ErLBErc (1964), e dos
animais, STABLEFORT (1959), e que compreende as espécies melitensis,

abortus e suis.
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In vivo, parece haver imunidade cruzada entre as estirpes de Br.
melitensis ¢ Br. abortus, REporT (1964), RENOUX et al (1964), o que
leva a admitir um s6 tipo imunolégico.

As diferengas sorolégicas verificadas, principalmente de natureza
quantitativa, sdo mais acentuadas entre estirpes de Br. melitensis e Br.
abortous, o que permite facilmente a sua identificagio com soros agluti-
nantes mono-especificos.

O mesmo néo acontece com as estirpes de Br. abortus e Br. suis,
dada a sua maior semelhanga antigénica. Dentro de cada espécie de Bru-
cella parece haver também uniformidade de tipo sorolégico, embora se
verifique maior complexidade antigénica na gel difusdo.

Esta estabilidade sorolégica resultaria, possivelmente, da estrita pato-
geneidade e da natureza da infeccio.

A imunidade celular constitui o principal factor da resisténcia espe-
cifica, cabendo aos anticorpos circulantes intervencio de menor relevo.
A Brucella possui capacidade de sobrevivéncia e de multiplicacio intra-
celular. A imunidade passiva ndo pode ser obtida por meio de soro imune,
mas sim pela intervengdo de células imunes. A diferenca no grau de resis-
téncia conferida por vacinas mortas e vivas resultaria, essencialmente, da
criagdo da imunidade celular sob a accio dos agentes vivos — SUTER e
Ramser (1964), Mackaness (1964).

O conhecimento do comportamento imunolégico da Brucella sob a
accio do soro especifico, in vitro, reveste-se, neste caso, do maior interesse.

Assim, as estirpes de Br. melitensis 53H38, Br. abortus 99, Br.
abortus 19, Br. suis 1330 e Ry, var. rugosa da Br. melitensis 53H38, fo-
ram submetidas, in vitro, & accdo de soros especificos obtidos de cobaias,
e de coelhos hiperimunizados, quer com culturas desvitalizadas pelo for-
mol, quer com culturas vivas, mas apenas das estirpes Br. abortus 99,
Br. abortus 19 e R,.

A acgdo imunolégica exercia-se também sobre as estirpes de Bru-
cella, o que permitia mais a verificagdo da relagio imunolégica entre as
estirpes de Br. melitensis, Br. abortus e Br. suis, em concordéncia com
resultados de imunidade cruzada obtidos na experimentacio in vivo.

A accdo imunolégica dos soros especificos preparados com culturas
vivas era contudo mais acentuada. A observagio microscépica era feita
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depois de 16 a 24 horas, dado o ritmo mais lento do crescimento das estir-
pes de Brucella; as 48 horas, havia j4 intensa aglutinagio das culturas.

Da diferenca de crescimento das estirpes de Brucella, dentro do
mesmo tipo imunolégico, resulta variagio da D. M. I, cuja amplitude
somente pode ser devidamente considerada pelo recurso aos métodos de
andlise estatistica.

A verificar-se identidade imunolégica nas estirpes de Brucella — me-
litensis, abortus e suis — como tudo leva a crer, a respectiva caracteriza-
¢do in witro corresponderd ao diagnéstico bacteriolégico.

Notavam-se, contudo, diferen¢as mais acentuadas no comportamento
imunolégico das estirpes de Br. melitensis, Br. abortus e Br. suis em rela-
¢do A Rg; sobre esta, os soros especificos daquelas estirpes lisas exerciam
reduzida acgio imunolégica, a par de certo grau de aglutinagio. Por sua
vez, o soro especifico da Rg exercia reduzida acgdo sobre as mencionadas
estirpes lisas de Brucella. Em relagdo a estas, a diferenca de comporta-
mento imunoldgico, in vitro, da R, era mais acentuada com soros especi-
ficos preparados com suspensdes desvitalizadas, o que se harmoniza com
os resultados observados in vivo — JONES e ALTON (19.36) JoNES et al
(1958 aeb).

In wvitro, a utilizacdo de meios com soro de animais susceptiveis a
infeccdo reduzird a variagdo S-R, permitindo uma melhor apreciagio de
acgio imunolégica.

In vivo, o soro especifico com mais de 100 DMI/c. c., administrado
préviamente e durante os primeiros dias apés a inoculagio da Brucella,
ndo alterava siguificativamente a evolugio da infecgio no cobaia em rela-
¢do as testemunhas, nem mesmo quando a dose infectante era incorporada
no respectivo soro.

Confirma-se, assim, mais uma vez, que a imunidade especifica é,
na realidade, essencialmente de natureza celular.

3.4.6 — SALMONELLA

O esquema sorolégico de KaurrMANN-WHITE constitui a base fun-
damental da identificacio das estirpes de Salmonella. Os sorotipos sdo
ainda sub-divididos em tipos bioquimicos — KavrFmann (1954).
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Este processo, bastante preciso, tem-se revelado da maior utilidade
na identificacdo das estirpes de Salmonella e, em referéncia as analisadas
— 3.3 — Quadros 15, 16 e 17 — correspondia ao tipo imunolégico. De
facto, verificou-se que, se idénticos sorotipos divergiam imunoldgicamente,
as estirpes do mesmo sorotipo ¢ tipo bioquimico comportavam-se de ma-
neira similar in vitro sob a accio dos respectivos anti-soros, nio sendo
significativas as diferengas por vezes verificadas — variacio da DMI in-
ferior a 2 x — isto é, pertenciam ao mesmo imunotipo.

Da variagio flagelar nas estirpes de S. cholerae suis e S. cholerae
suis var. kunzendorf parecia nio derivarem diferencas representativas do
tipo imunolégico; outro tanto nio sucedia com a variacdo na forma V-W
da S. paratyphi C e S. typhi, donde podem resultar dissemelhancas signi-
ficativas, como ficou explicito — 3.3. — Quadros 16 e 17.

Em relagido as estirpes de Salmonella, a variagio da D. M. L. 2 x
parece ja ser indicativa de diferenca de tipo imunoldgico e, dentro deste
principio foram estudadas in vitro diversas estirpes de S. typhimurium,
S. typhi suis, S. enteritidis, S. gallinarum e S. pullorum.

Nao se observaram, in vitro, diferencas imunolégicas significativas
nestas estirpes, sendo contudo mais acentuadas as divergéneias nas estirpes
de S. typhi suis e S. pullorum, dada a modalidade do seu crescimento mais
lento — maior grandeza das bactérias, inicialmente em pequenas cadeias —
elementos estes tidos em atengio na interpretagio dos resultados conforme
o estudo realizado nesse sentido — 3.3 — Quadros 17 e 17.

34.7—E. COLI

O esquema sorologico de KAUFFMANN-KNIPSCHILDT-VAHLNE consti-
tui presentemente a base fundamental da identificacdo das estirpes de
E. coli — KaurrMaNN (1954). As provas bioquimicas sido de limitado
valor para fins de diferenciacio, salvo dentro dos mesmos sorotipos. Ele-
vado namero destes tém sido ji assinalados, e outros vio surgindo & me-
dida que se vdo processando os estudos de identificagdo sorolégica do
E. coli, em consequéncia da complexa e heterogénea estrutura antigénica
resultante da variabilidade das estirpes em relacdo ao ambiente — Dumas

(1959).
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Largamenie distribuido na natureza, o E. coli é agente normal da
flora intestinal do homem e dos animais. Atribui-se-lhe, contudo, accdo
patogénica em frequentes afec¢des nessas mesmas espécies, principalmente
nas criangas, KAUFFMANN (1954), e animais jovens, Loverr (1959).
E frequente também a sua participagio em processos infecciosos das vias
urindrias no homem.

A maior heterogeneidade de sorotipos é constatada na flora normal
do intestino do homem e animais, podendo no mesmo individuo verificar-
-se a existéncia simultinea de diferentes deles. Embora variando constan-
temente, a coliflora intestinal mostra, contudo, a presenca de alguns soro-
tipos durante aprecidveis lapsos de tempo. Outros, pelo contrdrio, eviden-
clam-se apenas em curtos periodos — Kaurrmann (1954), LovELL
(1959).

Verifica-se maior uniformidade de sorotipos nos estirpes de E. coli
iscladas de material patolégico que nas de origem fecal. O mesmo se re-
gista em relagdo & O inaglutinabilidade cuja incidéncia é mais elevada
também nas estirpes isoladas de material patolégico que nas de normal —
Kavrrmann (1954), Loverr (1959).

Determinados sorotipos de E. coli estdo associados com processos
intestinais das criangas e animais jovens, atribuindo-selhes, por esta razio,
acgdo patogénica e significado epidemiolégico.

Desconhece-se ainda a relagio entre sorotipo e imunotipo. Tem-se
verificado, contudo, em estudos ja realizados neste sentido, certa conexdo
entre testes de precipitagio e aglutinagio do antigénio K e testes de pro-
tecgdo no ratinho — Brices (1951), Brices et al (1951); assim, a pre-
senga da aglutininas K de determinada estirpe de E. coli estaria relacio-
nada com a protecgdo contra essa mesma estirpe — LoveELL (1959).

Dada a crescente incidéncia do E£. coli nos processos infecciosos hu-
manos ¢ dos animais — que nas criangas e animais jovens, suinos e bovi-
nos, chega a atingir expansio epidémica — considera-se da maior impor-
tdncia, com vista & imunoprofilaxia, que se proceda & identificacio imuno
logica das estirpes que nos mesmos intervém. Pensa-se poder iniciar esse
estudo num futuro préximo, tendo sido ji proposta a sua realizacio ao
abrigo do 117 Plano de Fomento Nacional — 1968-1973.
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Antes, porém, e sem outra finalidade que ndo fosse a de demonstrar
a possibilidade de identificar imunologicamente in vitre estirpes de E. col,
de estrutura antigénica complexa e da maior heterogeneidade, ¢ ainda
estirpes na sua maioria avirulentas para os animais de experiéncia em
condigbes normais, submeteram-se i aegdo de anti-soros, preparados em
coelhos, dezenas de estirpes, quer de origem humana quer procedentes de
diferentes espécies animais. Umas eram isoladas de processos infecciosos
de que pareciam ser as responsdveis; outras, e estas eram a maioria, pro-
vinham de visceras de animais mortos por diferentes causas, sendo por
isso consideradas agentes banais de conspurcagio. Estas estirpes de dife-
rentes tipos bioquimicos, Kaurrmann (1954), ndo foram analisadas soro-
logicamente.

O Quadro 21 inclui os resultados obtidos com estirpes de E. coli
isoladas de material proveniente de processos infecciosos — cistites hu-
mans, enterites de leitdes e vitelos, e coli-granuloma da galinha ou doenga
de Hyirre ¢ WramBY (1945). Verifica-se relagdo imunolégica entre al-
gumas estirpes de origem suina e bovina. A estirpe G-m 1 isolada do coli-
-granuloma da galinha — comportava-se de maneira idéntica d estirpe
G-m 67, de origem sueca e procedente de aves atingidas pela mesma
doenca.

Por sua vez, o Quadro 22 apresenta os resultados obtidos com estir-
pes de E. coli provenientes de visceras de suinos mortos pela peste. Estas
estirpes foram também submetidas & accdo dos anti-soros Sy ¢ B, (Ref.”
Quadro 21) para investigar na flora normal o grau de distribuigdo destes
tipos imunolégicos relacionados com processos intestinais.

Os antisoros exerciam apenas acglo imunolégica sobre as estirpes
homsélogas, o que evidencia a grande diversidade de tipos imunolégicos
das estirpes de E. coli.

Quanto ao Quadro 23, consigna os resultados obtidos com estirpes
nao mucoides de E. coli, isoladas de visceras de galinhas mortas pela
Newcastle. Estas estirpes foram também submetidas & accdo dos anti-soros
«G-m 1», «G-m 67» (Ref.* Quadro 21) e «G-67», para se avaliar, na flora
normal, o grau de distribui¢do destes tipos imunolégicos relacionados ao
coli-granuloma. Os soros especificos apenas exerciam accdo imunolégica

sobre as estirpes homdlogas. Tdo pouco se verificou na flora normal qual-
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QUADRO 21

ESTIRPES DE E. COLI

Relagio imumologica
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QUADRO 22

ESTIRPES DE E. COLI

Relagdo imunoldgica

In vitro
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quer estirpe do mesmo tipo imunolégico da G-m1 e G-m 67, do coli-
granuloma.

Estes resultados mostram a grande diversidade de tipos imunolé-
gicos de E. coli e estdo de acordo com a heterogeneidade de sorotipos lar-
gamente referidos na literatura da especialidade — Kaurrmann (1954),
LoveLL (1959),

Dentro desta diferenciacio observa-se certa relagdo entre determi-
nados tipos e a natureza do processo infeccioso por que sio responsiveis.
A este respeito é bastante significativa a identidade imunolégica verifi-
cada entre a estirpe G-m 1 — tnica estirpe do coli-granuloma existente no
Servigo — isolada em Portugal, e a estirpe G-m 67, origindria de outro
pais, a partir de processos da mesma natureza, ou seja do coli-granuloma
da galinha.

A identidade de tipos imunolégicos de estirpes como estas, isoladas
em paises tdo distantes ¢ em épocas diferentes, poderd ainda significar
uniformidade de tipo imunolégico das estirpes do E. coli responsiveis
pelo coli granuloma da galinha. Mas se o nimero tio reduzido de apenas
duas estirpes & desprovido de qualquer valor probatério neste sentido,
pelo menos & bastante indicativo do limitado mimero de tipos imunolégicos
do E. coli relacionados com a referida doenca, salvo se se trata de pura
coincidéncia, ainda menos de admitir.

HiArre ¢ WramMBY (1945), referem-se a diferentes tipos bioqui-
micos e sua correspondéncia sorotipica em estirpes de E. coli isoladas do
coli-granuloma da galinha. Mas dissemelhancas bioquimicas e sorolégicas
podem existir dentro do mesmo tipo imunolégico, como se verificou no
decorrer do estudo das estirpes de Salmonella 3.3 — e é do conhecimento
geral, principalmente em relagdo a espécies bacterianas homogéneas sob
o ponto de vista imunolégico.

Em processos da mesma natureza parece ainda haver predominin-
cia de certos tipos sorolégicos em relacio com a espécie animal Kaur-
FMANN (1954), LoveLL (1959). Mas sorotipo nem sempre corresponde
a imunotipo, como se disse, havendo, contudo, mais intima correspondén-

cia entre estirpes do mesmo sorotipo e biotipo, como se viu — 3.3 — tor-



QUADRO 23

ESTIRPES DE E. COLI

Relacao imunologica
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nando-se necessdria na imunoprofilaxia a identificacio imunolégica das
estirpes.

A acgdo imunolégica in witro constitui também no E. coli a técnica
da eleigio para esse fim, ndo s6 pela sua simplicidade, mas, principal-
mente, por a mailoria das estirpes serem avirulentas para os animais de

experiéncia.

348 — A. AEROGENES

Virias estirpes de A. aerogenes, isoladas do contetido intestinal de
animais de diferentes espécies, mortos por outras causas, foram subme-
tidas a acgdo de anti-soros preparados em coelhos com as estirpes Oy, S,
C; e Gy— Quadro 24. Os anti-soros apenas exerciam acgido imunoldgica
sobre as estirpes homoélogas, traduzindo assim larga diversidade de imu-
notipos nesta espécie bacteriana.

As estirpes ensaiadas, classificadas bioquimicamente, BREED er al
(1957 — Bergey’s Manual), nido foi feito qualquer estudo sorolégico.
Sabe-se que nem sempre é possivel diferenciar bioquimicamente estirpes
de Klebsiella pneumoniae de estirpes normalmente classificadas como A.
aerogenes, BREED et al (1957 — Bergey’s Manual), facto este que levou
KaurrMANN (1954) a inclui-las, na sua totalidade, no mesmo grupo
Klebsiella. Tal nao era ignorado ao denominarse de 4. aerogenes as es-
tirpes classificadas bioquimicamente e ensaiadas in vitro — Quadro 24 —
para o que concorria também a sua proveniéncia. Mas a finalidade do
ensaio visa principalmente mostrar a possibilidde de identificar imunolo-
gicamente in vifro estirpes desta natureza, quase sempre avirulentas para
os amimais de experiéncia.

Kavrrmann (1954), incluindo estas estirpes no grupo Klebsiella,
como ficou dito, procede & sua identificacdo bioquimica e sorolégica,
assinalando grande diversidade de sorotipos.

A estas estirpes é atribuida accdo patogénica na espécie humana-
-KaurFrMann (1954), e mnas espécies animais, LoverLL (1959), donde a
importdncia da sua identificagdo imunolégica.
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OUADRO 24
ESTIRPES DE 4. AEROGENES
Relacio imunolbgica
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349 —A. CLOACAE

Estirpes de A. cloacae, classificadas bioquimicamente, BREED et al
(1957 — Bergey’s Manual), isoladas do conteiido intestinal de animais
de diferentes espécies, mortos por outras causas, foram submetidas in vitro
a acgdo de soros especificos preparados em coelhos com as estirpes O, S,
Ci e Gy —Quadro 25— o que permitiu relevar a heterogeneidade de
imunotipos, uma vez que os anti-soros apenas exerciam accio imunolégica
sobre as estirpes homoélogas.

O estudo sorolégico das estirpes A. cloacae ndo tem sido feito em
larga escala, nao havendo ainda, presentemente, esquema de identificacio
desta espécie bacteriana.

Normalmente é considerado agente banal de conspurcagio, atribuin-
do-se-lhe apenas, em condiges especiais, acgdo patogénica. Dumas (1959).
Sempre que for julgada necessdria a identificacdo imunolégica destas es-
tirpes, a téenica mais simples a empregar é a in vitro e, mesmo, a (inica

viavel, dada a aviruléncia da maioria delas.

3.4.10—P. VULGARIS E P. MIRABILIS

Estirpes de P. vulgaris e P. Mirabilis, isoladas do homem e de ani-
mais de diferentes espécies, foram submetidas in vitro 3 accio dos soros
especificos preparados em coelhos com estirpes das referidas espécies de
Proteus. O Quadro 26 engloba os resultados obtidos com algumas dessas
estirpes submetidas 3 acg;?io dos anti-soros «H-my» ({H-VI)}, «Covyn, «G-my»
e «S-my». Verifica-se também grande heterogeneidade de tipos imunols-
gicos, apenas a estirpe H-m, evidenciando relacio imunolégica com a
estirpe H-m,.

As estirpes de origem humana foram isoladas de urina de doentes
com cistite, a elas se atribuindo a etiologia do processo. As outras estirpes
provinham de visceras de animais mortos por causas determinadas, sendo-
consideradas agentes banais de conspurcacio.

Isolava-se com maior frequéncia o P. mirabilis que o P. vulgaris,
facto este ji assinalado na literatura — Dumas (1959), KAUFFMANN
(1954).
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QUADRO 25
ESTIRPES DE A. CLOACAE

Relagdo imunoldgica
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Presentemente, a identificagdo das estirpes de P. mirabilis e P. vul-
garis baseia-se no esquema sorolégico de KaurrmaNn e PrrcH, Kaur-
FMANN (1954), que inclui estas duas espécies por constituirem grupo
uniforme. Por esta razio figuram no mesmo Quadro 26 estirpes de P. vul-
garis e de P. Mirabilis e, por motivo anilogo, foram submetidas 3 acgdo
dos mesmos anti-soros.

A heterogeneidade de tipos imunolégicos — Quadro 26 — estd de
acordo com a diversidade de sorotipos ji apontados nas duas espécies de
Proteus, KAUFFMANN (1954), e resulta da sua grande variabilidade an-
tigénica em relagdo ao ambiente onde se encontram largamente distribui-
das. Sdo contudo responsdveis por processos infecciosos no homem e nos
animais e certas estirpes possucm ac¢io patogénica para animais de labo-
ratorio, principalmente o coelho e o cobaia— Dumas (1959), Kaur-
FMANN (1954). Assinala-se também maior uniformidade de tipos sorolé-
gicos nas estirpes isoladas de processos infecciosos por elas originados.

A técnica de identificagio imunolégica in vifro mostra-se, como an-
teriormente, da maior utilidade em relagio as estirpes destas espécies
badterianas, cm especial quando avirulentas para os animais de expe-

riéncia.

34.11—PS. AERUGINOSA

A Ps. aeruginosa, espécie bacteriana saprofitica, muito disseminada
na natureza, encontra-se normalmente na pele, cavidades naturais e intes-
tino do homem e dos animais. Em determinadas condicdes estas estirpes
de Ps. aeruginosa mostram-se patogénicas, originando diversos processos
infecciosos.

Intervém muitas vezes como agentes de infeccdo secundiria em fo-
cos supurativos, quer superficiais, quer profundos— Dumas (1959),
WiLson e MiLEs (1955 5), Smitu e Conant (1960).

Da alteragao da flora bacteriana no organismo. pela aplicagio de
antibidticos tem resultado, {iltimamente, mais frequente ¢ mais acentuada
a intervencio da Ps. aeruginose como agente secunddrio de infeccio, dada
a sua resisténcia aqueles farmacos. Dai, o interesse da identificacdo imu-
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QUADRO 26
ESTIRPES DE P. MIRABILIS E P. VULGARIS

Relagio imunolégica

In vitro
|
Estirpes de ! SOROS ESPECIFICOS
P, mirabilis e o
P. ulgaris Hm | HV Vi | Gm | Sm
H-m, & o . - | e
H-m, — — | — — —
H-m, + | — — — ! —
HV, - + | = -
H-V, — — — — ! —
Com, — — — = ' —
C-m, f = e . e -
C-m, — : — — — —
CV, = = - - | =
C-V, — — — — —
G-m, :: — _— — + —
G-m. — — - = =
G-my — — - — |’ —
Gy — _ - — : —
Gvy — ' — - — —
S-my — — — — +
S-m, = = 2 s : sy
S-my —_ — — — ' —
S-vy = — — ! — — | e
S-v, — = i w2 — i| —
| |

+ = Tipo imunolégice m = mirabilis

%+ = Relagio imunoldgica ) v = vulgaris

— = Sem relagio imunelbgica

H = do Homem; C = do coelho;
G = de galinha; S = do suino

— 113 —




nolégica das estirpes da bactéria em causa; novamente, a técnica in vitro
¢ de aplicar dada a sua fécil execugdo e tanto mais que é a tUnica vidvel
em face da aviruléncia do maior nimero dos componentes do grupo.

Diversas estirpes de Ps. aeruginosa, isoladas do homem e de ani-
mais de diferentes espécies, foram submetidas in vitro i accio dos anti-
-soros preparados em coelhos com as estirpes H,, C;, G, O; e Sz Os re-
sultados obtidos — Quadro 27 — péem em relevo a grande diversidade
de imunotipos, apenas as estirpes H; e H,, C, e C; mostrando conexdes
imunolégicas. Ndo se exclui, contudo, a possibilidade destas estirpes rela-
cionadas terem sido obtidas dos mesmos individuos, em diferentes estddios
da evolucao da doenca.

A estirpes de origem humana foram isoladas de material prove-
niente de otites e conjuntivites; os de incidéncia canina, de lesGes supu-
radas da pele e de otites; os de procedéncia ovina, de lesGes supuradas
cutineas complicacido da variola experimental; e as referentes a suinos e
galindceos, de visceras de animais mortos por outras causas.

Néo existe ainda esquema sorolégico que constitua base de identi-
ficacio da Ps. aeruginosa. Os resultados dos estudos realizados nesse sen-
tido mostram-se contraditérios. Contudo, pode verificar-se nalguns deles
grande heterogeneidade de sorotipos Dumas (1959), o que estaria de
acordo com os resultados obtidos in vitro na identificagio imunolégica de
diversas estirpes — Quadro 27 — onde se evidencia a diversidade de imu-
notipos.

O namero reduzido de estirpes ensaiadas, aliado a4 diversidade de
processos infecciosos e espécies animais donde foram isoladas, ndo per-
mite qualquer conclusio icerca da rela¢do entre imunotipo, natureza do
processo, e espécie animal. Mas o objectivo destes ensaios visava, de pre-
feréncia, demonstrar em mais uma ocasidao a simplicidade e possibilidade

de utilizacio desta técnica de identificacdo imunoldgica in witro.

3412 —A. MALLEL

Apenas a estirpe de 4. mallei 3733, de proveniéncia estrangeira e
utilizada na preparacio de maleina no Servigo de Alergenos do L. N. L. V.,
foi estudada in vitro sob o ponto de vista imunolégico.
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QUADRO 27
ESTIRPES DE PS. AERUCINOSA
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Submetida A acco do respectivo anti-soro, preparado em coelho
com culturas desvitalizadas pelo formol, sofria intensa acgdo imunologica
que se verificava nas primeiras 8 horas de crescimento.

Assim, num periodo de algumas horas apenas, era também possivel
proceder A identificacio imunolégica in vitro de estirpes de A. mallei, sem
recorrer a provas in vivo mais complexas, exigindo o mais estrito isola-
mento dado o perigo de contigio e suas graves complicacdes para o ho-
mem e animais susceptiveis, e nem sempre concludentes e exequiveis
tendo em aten¢io a natureza da infecgdo experimental e a viruléncia das
estirpes.

Nio foi possivel ajuizar-se das relagdes imunolégicas entre as es-
tirpes de A. mallei, dada a sua inexisténcia nos Servigos do L. N. L. V.
Mas tratando-se duma espécie bacteriana estritamente patogénica, encon-
trando-se apenas no organismo infectado ou em material patolégico dele
proveniente, é natural que se verifique a uniformidade imunolégica das
estirpes nela incluidas, ou, quando muito, se constate a exiguidade do
niimero de tipos.

As diferencas sorolégicas apontadas nestas estirpes, Dumas (1951—
mise & jour 1958), MineTT (1959), podem enquadrar-se na uniformidade
de tipo imunolégico, como se sabe. Sdo escassos e ainda contraditérios os
resultados dos ensaios laboratoriais realizados nesse sentido, MINETT
(1959), e a infeccio natural nfio permitiu, através dos tempos, qualquer
conclusdo imunolégica sobre as estirpes de 4. mallei. Também sdo pouco
numerosos e ainda discordantes os resultados dos estudos, no campo soro-
l6gico, efectuados com estas estirpes, nio permitindo estabelecer uma base
de identificagdo.

Indicam-se contudo 2 grupos sorolégicos onde as estirpes ensaiadas
parecem poder ser incluidas. As estirpes pertencentes a um dos grupos
possuem antigénios comuns as estirpes de Ps. pseudomaller, MINETT
(1959). Indicam-se também relages sorolégicas com estirpes de 4. lignie-
resii e A. equuli, BREED et al (1957 — Bergey’s Manual).

A doenca, devido as drdsticas medidas de policia sanitiria levadas
a efeito em Portugal, desde hd muito que ndo se verifica, o mesmo sucede
na maior parte dos outros paises. Tem, por esta razio, diminuido a im-
portincia do estudo do A. mallei, agente etiolégico dessa grave enfermi-
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dade dos equideos, transmissivel ao homem e patogénica também para
animais de laboratério. Contudo, alguma experimentacdo continua a ser
feita, principalmente em Institutos daqueles paises, em pequeno niimero
alids, onde a doenca ainda se manifesta. Ai, pelo menos, a técnica de
identifica¢do imunolégica in vitro poderd ser da maior utilidade, contri-
buindo para o melhor conhecimento das estirpes de 4. mallei e da imu-
nidade da doenga por ele determinada. '

3.4.13 — STREPTOCOCCUS

O Streptococcus, agente bacteriano largamente distribuido na natu-
reza, ¢ responsavel por diversos processos infecciosos no homem, Mac
Carty (1964), € nos animais, STABLEFORTH (1959), de onde a impor-
tdncia da sua identificacdo imunolégica.

A classificagio que lhe respeita tem assentado principalmente em
dados sorolégicos, desde LANCEFIELD (1933); a do grupo baseia-se na
presenca de substincias antigénicas de natureza polissacaridica — subs-
tancia «C» do grupo-especifico; a do tipo, dentro de cada grupo, funda-
menta-se na presenca de substincia antigénica de natureza proteica ou
polissacaridica — substéncia tipo-especifico.

O tipo sorolégico parece corresponder ao tipo imunolégico, segundo
testes de protecglo, in vivo. Pouca relagdo tem sido verificada entre o
tipo sorolégico € a espécie definida por caracteristicas bioquimicas. Por
outro lado, tem-se registado a existéneia de antigénios tipo-especifico
comuns a estirpes pertencentes a grupos sorolégicos diferentes.

E elevado o mimero de tipos sorolégicos jd assinalados dentro de
cada grupo, o que torna praticamente dificil a imunoprofilaxia.

A acgdo imunoldgica exercida pelos soros especificos sobre as estir-
pes cujo crescimento, in vitro, se processa em cadeia, traduz-se, como se
disse, no aumento da extensdo desta; tal acontece com as estirpes de Sirep-
tococcus. Elevado mimero destas estirpes B. hemeoliticas, isoladas do ho-
mem e de animais de diferentes espécies, foram também estudadas sob
o ponto de vista imunoldgico, in vitro. No Quadro 28 sio consignados os
resultados alean¢ados com’ algumas - estirpes procedentes de processos
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QUADRO 28
ESTIRPES DE STREPTOCOCCUS

Relagiio imunolégica
In vitro

Estirpes SOROS ESPECIFICOS
de )

Streptococeus Ha | Hia Ha

=
=

H oa
H, b
H,c
H:a . +

H.b — + | — —
H.,a o —_— : +

H:b —_ _ — + : =
H;e — — -+ |

H,a — — — ' +
H.b S - -+
H, s % — —

+ 4+ 4+
l
|
!

x| - | = ] = |-
b, s I e
H, _ s _
H, e - | = -
Hio - - | = -
H. - - - —

}I 12 -y - i~ i

Hyy == = = s
Hl-:l— - - - -

- = Relagie imunolégica.
— = Sem relagio imunolégica,

. H = do homem.

a, b, ¢ = individuos atingides em cada surto.
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amigdaliticos humanos, as quais foram submetidas, in vitro, & accio dos
soros especificos preparados em coelhos com as estirpes Hie, Hye, Hge, €
H,s, isoladas de individuos do mesmo agregado familiar. Nota-se relacio
imunolégica nas estirpes isoladas do mesmo surto, traduzindo contigio
entre os componentes do referido agregado num momento dado; contudo,
diferem imunologicamente, com o intervalo de 1 a 2 anos, no mesmo
agrupamento familiar. Do Quadro 29 constam os resultados obtidos com
algumas estirpes isoladas de animais de diferentes espécies, submetidas
a accdo de soros especificos, preparados em coelhos, respectivamente,
com as estirpes Sy, Ey, Cu, C; e Ri. Esses soros exerciam apenas accao
imunolégicas sobre as estirpes correspondentes.

Os resultados confirmam igualmente a origem imunolégica da ex-
tensdo da cadeia sob a ac¢io do soro tipo-especifico e mostram também,
simultdneamente, a grande diversidade de imunotipos. Hd que ter do
mesmo modo em conta na identifica¢do imunoldgica in witro, a natureza
do crescimento destas estirpes.

Desconhece-se ainda variacio da D. M. I. significativa de diferenca
de tipo imunolégico, por se ndo terem realizado ensaios nesse sentido. Os
métodos de andlise estatistica permitirdo obter também na identificacio
imunolégica destas estirpes, in witro, resultados mais vélidos, tal como o
evidenciam Haun e CorLe (1962) a quando da apreciagio da long-chain
reaction — a reaccdo imunolégica em causa — em estirpes de Strepto-
coceus do grupo A, crescendo em soro tipo-especifico.

A long-chain reaction, introduzida, como se referiu, por STOLLER:
MAN e ERSTEDT (1957) como teste de grande sensibilidade para pesquisa
de anticorpos tipo-especificos das estirpes de Strepiococcus do grupo A,
dada a sua intima relacdo com os resultados dos ensaios de soro-protec-
cio, identifica também, consequentemente, a estirpe em face do soro
tipo-especifico conhecido.

A identificacio imunolégica das estirpes de Streptococcus baseada na
variacdo da DMI em face do soro tipo-especifico, controlada estatistica-
mente, evita o emprego de soros absorvidos como foram utilizados por
STOLLERMAN e ExsTEDT (1957). A absorcdo, dada a natureza da acgdo
imunolégica — reacgio antigénio-anticorpo, qualitativa-quantitativa, em
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certa extensdo na superficie bacteriana — pode, mais discriminadamente,
delimitar os imunotipos, aumentando assim o seu nimero ¢ afastando-se
da realidade objectiva das observagies in vivo.

Ndo se procedeu a classificagdo sorolégica das estirpes de Strepio-
coccus ensaladas.

QUADRO 29
ESTIRPES DE STREPTOCOCCUS

Relacio imunolégica

in wvitro

SOROS ESPECIFICOS
Estirpes :

de
Streptococcus Ca G E R 5

(:ﬂl +

R, = = — |
A m__{+

S, -~ - —
S;z e I - -
84 - =g W | B3 £

+ = Tipo imunoclégico

— = Sem relagio imunolégica
Ca = de canino; C = de coelho; ¥ = de equino
R = de ratinho; S = de suino.
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3.4.14 — STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Nas estirpes bacterianas que normalmente dividem apenas num
plano, a ac¢do imunoldgica traduz-se in vitro pelo crescimento em cadeia
ou aumento da sua extensdo, como tem vindo a ser assinalado. Faltava,
por conseguinte, conhecer o comportamento imunoldgico in vitro de es-
tirpes bacterianas que dividem normalmente em mais dum plano, dando
origem a vdrios tipos de agregacio dos seus elementos celulares nas
culturas.

O estudo realizado neste sentido incidiu principalmente sobre es-
tirpes de St. aureus, dada a sua importincia na patologia humana, MoRSE
(1964), e animal, Smitiz (1959). Nestas estirpes a divisdo ocorre nor-
malmente em 2 ou 3 planos, podendo verificar-se nas culturas liquidas
elementos isolados, aos pares, tétradas, aglomerados irregulares de 5
ou 6 elementos, e pequenas cadeias cuja niimero de cocos raramente vai
além de 8.

A acgdo imunolégica traduz-se nestas estirpes pelo aumento do
niimero de elementos celulares nos virios tipos de agregados resultantes
da divisdo em difrentes planos, podendo confundir-se com a simples aglu-
tinagdo da cultura. A forma mais ou menos esférica dos seus elementos
celulares, contribui ainda mais para aumentar a dificuldade de distinguir
os dois fenémenos — acglo imunolégica e aglutinagio.

Foram estudadas diversas estirpes de St. aureus isoladas do homem
e de animais de diferentes espécies, criando-se, in witro, as melhores con-
di¢Ges de crescimento em meios liquidos, a fim de reduzir ao minimo o
numero de elementos celulares nos agregados. Nas culturas continuavam
a verificar-se os diversos tipos de agregacdo embora nalgumas estirpes
predominassem as pequenas cadeias. E interessante notar que estas cul-
turas com predominio da cadeia mostravam nos meios sélidos colénias
mais pequenas,

Nestas culturas tornava-se mais fdcil apreciar a accdo imunolégica
exercida pelo respectivo anti-soro. Contudo, a extensdo da cadeia resul-
tante da ac¢do imunolégica ndo atingia a observada nas culturas de Strep-
tococcus sob a accdo do respectivo anti-soro.

Diversas estirpes de St. aureus foram submetidas 3 accdo de anti-
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-soros preparado- em coelho com algumas delas. Apesar de certa dificul-
dade criada pelo tipo de divisdo celular destas estirpes — divisdo em
diferentes planos — lograva-se distinguir a accio imunolégica da aglu-
tinacao nas primeiras horas de crescimento, ndo ultrapassando a fase loga-
ritmica. A acgde irhunolégica traduzia-se pelo aumento do nimero de
elementos dos diversos tipos de agregagdo na cultura, com predominio
das pequenas cadeias; verificava-se também aumento do volume dos ele-
mentos celulares, cuja forma ainda se evidenciava mais eliptica.

A aglutinagio, nesta fase de crescimento, manifestava-se pela pre-
senca de diferentes aglomerados, resultantes da adesdo dos virios tipos
de agregacio celular. Passada a fase logaritmica os dois fendmenos difi-
cilmente se podiam distinguir, verificando-se nas culturas de 16 a 24
horas apenas grandes aglomerados celulares.

A observacdo directa — contraste fase — evidenciando a acgio do
anti-soro, Tomcsik (1956), poderd facilitar a identificacdo imunolégica
destas estirpes qué normalmente crescem em diferentes planos. Por sua
vez, a absor¢do dos anti-soros, dentro de certos limites, poderd também
contribuir para tornar mais fécil o estudo da identificagio imunoldgica
das mesmas estirpes, in vitro.

Nos ensaios realizados in wvitro verificava-se grande heterogenei-
dade imunolégica das estirpes de St. aureus. Constatava-se, contudo, certa
relagdo antigénica entre algumas das estirpes que, pelo aspecto da reacgdo
observada, se considerava simples aglutinacao.

Nao foi feita qualquer investigacdo sorolégica as estirpes ensaia-
das, e também se ignora a variagdo da D. M. L., in witro, significativa
de diferenca de tipo imunolégico, uma vez que nao foram realizados nesse
sentido ensaios in vivo.

Procurou-se apenas avaliar a possibilidade da aplicagio da téenica
de identificagdo imunolégica in vitro a estirpes bacterianas que dividem
em diferentes planos.

Nao hd ainda esquema de identificacio sorolégico das estirpes de
St. aureus, embora virios trabalhos tanham sido realizados nesse sentido.
Nesses estudos assinala-se heterogeneidade sorolégica das estirpes —
Smrtn (1959), Yosmipa e HEpEn (1962), LENHART et al (1963),
Yosuma et al (1963), CoHEN e Smrta (1964), MorsE (1964). A hete-
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rogeneidade imunolégica verificada in vitro nas estirpes de St. aureus
estaria deste modo de acordo com a diversidade sorolégica ja assinalada
e com os resultados deficientes da imunoprofilaxia dos processos infec-
ciosos por eles determinados.

A identificagdo das estirpes do agente em causa pelo bacteriéfago,
hoje largamente realizada, é de considerdvel valor, principalmente na
epidemiologia da infeccdo.

Mas sorotipo e fagotipo nem sempre correspondem a imunotipo e,
dada a incidéncia cada vez maior do St. aureus resistente aos antibiéticos
mais largamente aplicados na patologia infecciosa humana e animal, tor-
na-se necessiria a identificacdo Imumnolégica visando a imunoprofilaxia
desses processos. Julga-se que a téenica de identificacdo imunolégica in
vitro poderd também ser da maior utilidade em relagido a estas estirpes.

3.4.15 — CL. CHAUVOEI

O soro anti Cl. Chauvoei exercia, in witro, ac¢do imunoldgica
sobre a respectiva estirpe. E, por conseguinte, de considerar também esta
téenica in vitro, na identificacio imunolégica das bactérias anaerdbias.

3.5—SOR0OS IMUNES: ACCAO IMUNOLOGICA E PODER IMUNIZANTE

A falta de relagio entre o teor em anticorpos determinado in vitro
pelos diversos métodos imunolégicos e o poder imunizante in vivo dos
soros especificos foi, desde logo, assinalada e é largamente referida na
literatura — WiLson e MiLes (1955 b).

O poder imunizante dos soros especificos parecia ndo depender de
anticorpos particulares reveldveis por testes in vitro. E ,de facto, comegou
a verificar-se certa relagdo entre imunidade especifica e a presenca nos
soros imunes de anticorpos actuando sobre dados componentes antigéni-
cos da célula bacteriana. Qutros anticorpos determinados por reacgdes
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sorolégicas in vitro, mesmo a altos titulos, podiam nio exercer qualquer
efeito imunizante in vivo. Daqui, a falta de correspondéncia evidenciada
entre os testes in vitro e in vivo. Mas embora se tenha verificado ultima-
mente, nestes casos em particular, mais intima relagio entre o poder imu-
nizante dos soros especificos e o seu teor em determinados anticorpos,
pela utilizagdo de técnicas mais sensiveis e ainda pela andlise estatistica
dos resultados, Wirson e MiLEs (1955 b), continuava-se a observar, em
muitos outros casos e até naqueles, falta de correspondéncia entre resul-
tados obtidos in witro e in vivo.

Este facto derivava do desconhecimento da acg¢iio imunolégica anti-
bacteriana. A imunidade especifica era encarada, a este respeito, como
fendmeno estrito de reaccio antigénio/anticorpo, de natureza estdtica.
Agora, conhecida a accio imunoldgica in vitro e verificada a sua natureza
dinimica, havia que relaciond-la com o poder imunizante in vive, visando
a aprectagao dos soros Imunes in vitro.

O crescimento em cadeia ou o aumento da extensio desta mas estir-
pes que dividem apenas num plano, o aumento dos agregados celulares
resultantes da divis@o em mais de um, sdo, in vitro, a expressio da acc¢ao
imunolégica anti-bacteriana dos soros especificos — a divisao celular bac-
teriana sob a ac¢@o do soro imune nfo é seguida da separacio dos ele-
mentos formados — e, desde logo, se verificou a sua intima relagdo com
o poder imunizante in vivo.

A mesma conexdo nem sempre se assinalava nestes ensaios in vitro
entre aglutinagio das culturas em crescimento — reac¢do dinimica — e o
poder imunizante in vivo. E scros havia que, embora aglutinando em ele-
vada diluicio as culturas, ndo exerciam ac¢io imunolégica in vitro, nem
ac¢do imunizante in vivo.

A relagio entre acgio imunoldgica e aglutinagdo variava com o
tipo de soro e a estirpe bacteriana.

A intima relacdo entre accio imunolégica in vitro e poder imuni-
zante in vivo dos soros especificos foi largamente confirmada através de
elevade nimero de ensaios, principalmente em soros de carbiinculo hem4-
tico, mal rubro e pasteurelose (P. multocida).

Transcrevem-se seguidamente alguns dos ensaios realizados e anali-
sam-se os resultados.



351 —S0RO DE CARBUNCULO HEMATICO

O soro do carbinculo hemdtico, obtido de equideos hiperimuniza-
dos com culturas vivas e virulentas de B. anthracis, destinado & profilaxia
e terapéutica da doenga, foi largamente ensaiado porquanto a sua prepa-
racio cabia no Ambito das atribui¢ies do Servigo a meu cargo. Assim,
dezenas de soros foram estudados simultineamente in vivo e in vitro
durante um periodo de vdrios anos. In vivo, o poder imunizante era apre-
ciado pelo método de Sobernheim (cit. GERLACH — 1934) ; in vitro veri-
ficava-se a ac¢io imunolégica e a aglutinagdo.

O Quadro 30 consigna os resultados de alguns dos ensaios realiza-
dos em devido tempo, in vivo e in vitro, com soros de diferente valor
imunizante, para melhor se poder compard-los. E, para tornar mais signi-
ficativos os resultados, utilizava-se nos ensaios in vivo e in vitro cultura
obtida a purtir da mesma reserva de B. anthracis, estirpe 245, Por outro
lado, o meio de cultura era sempre o caldo simples glucosado a 1%/,
adicionado de 20 % de soro normal de coelho — espécie animal empre-
gada nos ensaios in vivo; procurava-se, desla maneira, aproximar os am-
bientes de crescimento da mesma estirpe durante a experimentacdo. A
diluicio do soro in vitro variava na razio de 10 e a concentragdo da cultura
era de 107; a observacdo microscépica era feita, dada a natureza do
crescimento das estirpes de B. anthracis, decorridas 10 e 24 horas a partir
da sementeira.

Considerava-se j4 indicativa de accdo imunolégica in vitro a cadeia
cuja extensio — mimero de elementos celulares bacterianos — era supe-
rior em média 2 x a da cultura testemunha. A aglutinagio era também
verificada microscopicamente na mesma cultura.

s resultados transcritos — Quadro 30 — bem como todos os obti-
dos nos ensaios efectuados confirmam a intima relagio entre poder imu-
nizante in vizo e accao imunolégica in vitro. De maneira geral, a D. M. L.
na fase logaritmica variava cerca de 10x da D. M. I. na fase final de
crescimento.

A aglutinacdo, verificada simultdneamente nas mesmas culturas,
nem sempre se mostrava directamente relacionada com o poder imuni-
zante in vivo, e variava em relago & acgdo imunolégica 100 a 1000 x .
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Contudo, em soros de coelhos hiperimunizados com culturas desvitaliza-
das, estas diferencas eram mais acentuadas, principalmente no que res-
peita & D. M. L. na fase final de crescimento.

Com estes soros, a variagdo dependia ainda da hiperimunizacio —
antigénio utilizado e esquema seguido.

QUADRO 30
SORO DE CARBUNCULO HEMATICO

Acgdo imunoldgica e poder imunizante

Estirpes B. enthracis 245
IN VITRO @) IN VIVO )
SORO0OS =
- diluigao do soro
=T - | Soro-imunizados Testemunhas
10+ 10° | 100 |
1 P B 4/5 5/5
2 + — - 5/5 4/5
3 + — e 3/5 5/5
4 + — - 5/5 53/5
5 + — = 4/5 4/5
6 + = = 4/5 3/5
7 + =+ — 2/5 5/5
8 + + — 2/5 4/5
o |+ + = 3/5 5/5
10 e 1 + == 1/5 4/5
11 | + + = | 3/5 5/5
12 | + + — 2/5 5/5
13 o2 + T 2/5 5/5
14 + + = 2/5 5/5
15 + + + 1/5 5/5
16 =+ + + 0/5 4/5
17 + + | % 2/5 5/5
18 + + ‘ - 0/5 5/5
19 f =+ + i + | 1/5 5/5
20 | 4 + ‘ P V- S
| i |
(1Y) + = Accdo imunolégica nas 24 horas. () Numerador = animais mortos.
& = Acgio imunoldgica nas 10 horas. Denominador = animais inocculados.

— = Sem acgio imunoldgica.
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Em geral, os soros que exerciam acgdo imunolégica na fase loga-
ritmica na diluicdo 10 ou ma fase final de dilui¢do 10™ satisfaziam, in
vivo, ds exigéncias de aprovacdo do método de Sobernheim, Quadro 30.
A ligeira divergéncia de resultados, por vezes notada neste sentido, en-
contra justificacio ndo s6 na diferenca dos ambientes em que se pro-
cessam ©0S ensaios in vivo e in vitro, embora se tenha diligenciado apro-
ximd-los o mais possivel, mas também no préprio método de apreciacio
in vivo.

De facto, ¢ mesmo soro experimentado no decorrer do tempo pelo
método de Sobernheim, mostrava, por vezes, divergéncia de valor. Este
método, apesar de fornecer indicagoes vélidas acerca do soro, esta longe
de se poder considerar preciso sob o ponto de vista quantitativo. Acres-
cente-se ainda a dificuldade de apreciacdo, nas condigbes de ensaio, dos
resultados da accio imunolégica, dada a natureza do crescimento em ca-
deia das estirpes de B. anthracis, in vitro.

3.,52—SORO DO MAL RUBRO

O soro do mal rubro, obtido de equinos hiperimunizados com cul-
turas vivas e virulentas de E. rhusiopatie, foi também largamente en-
saiado, uma vez que a sua preparagdo fazia parte das atribuiges do
Servico de que estava encarregado.

Este soro destinava-se a profilaxia e terapéutica do mal rubro; e,
durante varios anos, dezenas de soros de diferente poder imunizante fo-
-am estudados simultdneamente in vivo e in viiro.

O poder imunizante era apreciado no ratinho pelo método de Marx
(1907) ; in vitro, verifica-se a acgdo imunolégica e a aglutinacéo.

O Quadro 31 regista os resultados de alguns dos ensaios realizados
no decurso do tempo com soros de diferente poder imunizante, para me-
lhor se avaliar da sua relacao in vivo e in vitro. E, para tornar mais signi-

ficativos os resultados, utilizava-se nos ensaios in vive e in vitro a mesma

cultura, normalmente de 16 horas, da E. rhusiopathiee — estirpe 484.

0 meio de cultura era o caldo simples glucosado a 1 %, pH 7,2. A este
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meio ndo se juntava soro normal de ratinho, espécie utilizada na apre-
ciagio do soro, dada a quantidade necessiria para os ensaios em relacio
com o volume individual de sangue. N&o era, por conseguinte, pratico o
seu emprego, embora aconselhado para o efeito de maior aproximacio dos
ambientes em que se processava o crescimento do E. rhusiopatie.

QUADRO 31
SORO DO MAL RUBRO

Acgio imunolégica e poder imunizante

Estirpe E. rhusiopathice 484
IN VITRO (1) IN FIVO {Z)
SOROS a
Diluigie do soro Sero-imunizado
T Testemunhas
10-1 10-2 10-¢ 0,01 e c. 0,025 c.c.
1 + | = — 9/10 8/10 | 10/10
2 + ' - — i 10/10 7/10 10/10
3 + o — [ 10/10 8/10 10/10
4 =+ = — 9/10 7/10 10/10
5 + - | = 10/10 9/10 10/10
6 + — — 9/10 7/10 10/10
7 + iy = 8/10 4/10 10/10
8 + i =i 9/10 5/10 10/10
9 + b — 8/10 3/10 5 10/10
10 =k ar == 8/10 = 4/10 10/10
11 + + - I 10/10 5/10 10/10
12 + e = 7/10 4/10 i 10/10
13 + + 2t 8/10 4/10 | 10/10
14 + + | — 7/10 3/10 10/10
15 + + ! * 3/10 1/10 10/10
16 + + ' & 2/10 0/10 10/10
17 & & =+ s 4/10 2/10 10/10
18 + + + i 3/10 1/10 10/10
19 + + |+ | 5/0 2/10 10,10
20 % + | = | 30 1/10 10/10
(1) 4+ = Acciio imunoldgica nas 24 horas. (2) Numerador = animais mortos.
% = Acgio imunolégica nas 10 horas. Denominader = animais inoculados.

— = Sem acgho imunologica.
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Mas dada a natureza do desenvolvimento destas esirpes — elemen-
tos isolados — e ainda a relatividade dos ensaios, era possivel, dentro
deste condicionalismo, comparar os resultados in vivo e in vitro. A dilui-
gdo do soro in wvitro variava na razio 10 e a concentracio da cultura era
de 1077; a observagdo microscépica — acgio imunoldgica e aglutinacio —
fazia-se apds 10 e 24 horas da sementeira.

Os resultados transeritos — Quadro 31 — bem como todos os obti-
dos nos ensaios realizados, confirmam tambhém a intima relacdo entre
pader imunizante in vivo e ac¢io imunolégica in vitro. Em geral,, a varia-
¢ao entre a D. M. I. na fase logaritmica e a D. M. 1. na fase final do
crescimento era inferior a 10 x. A aglutinacio, verificada simultinea-
mente nas mesmas culturas, nem sempre se mostrava directamente rela-
cionada com o poder imunizante in vivo, e variava em relagdo i accio
imunolégica 100 a 1000 x.

Estas diferengas eram, contudo, mais pronunciadas, principalmente
em relagdo & D. M. L. na fase final de crescimento, nos soros obtidos de
coelhos hiperimunizados com culturas desvitalizadas, dependendo ainda
essas dissemelhangas do esquema de hiperimunizacio e do antigénio.

Na generalidade, os soros que na dilui¢do 1072 exerciam accio imu-
nolégica na fase logaritmica ou na fase final de crescimento na dluicio
107" protegiam o ratinho na dose 0,025 c. c., segundo o método de Marx,
e aqueles que ainda actuavam imunologicamente em 107 ¢ 1072 respec-
tivamente nas mesmas fases de crescimento das culturas protegiam-no na
dose 0,01 c. e.— Quadro 31.

As ligeiras divergéncias, por vezes verificadas, poderiam filiar-se nas
diferencas dos ambientes em que se processavam os ensaios in vivo e in
vitro, tanto mais que ndo foi praticamente possivel a adicio de soro nor-
mal de ratinho ao meio de cultura, como seria aconselhado para os apro-
Ximar e, consequentemente, para dar mais significado aos resultados.

35.3—8S0R0O DA PASTEURELOSE (P. MULTOCIDA)
O soro da pasteurelose obtido de bhovinos hiperimunizados com cul-
turas vivas e virulentas foi, desde inicio, também ensaiado in vive no

pombo, cobaia e ratinho e, paralelamente, in vitro. Nesses ensaios utiliza-
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vam-se as estirpes de hiperimunizagdo, nessa altura ainda ndo identifica.
das imunoldgicamente, Mas a reduzida produgio deste soro, destinado a
profilaxia e terapéutica da pasteurelose dos animais, veio cedo a terminar,
e os ensaios posteriores foram realizados principalmente com soros obti-
des de coelhos hiperimunizados com culturas desvitalizadas de P. multocida
de diferentes tipos imunoldgicos, Roserrs (1947), Hupson (1954),
Aronso et al (1964 a).

O Quadro 32 inscreve os resultados de alguns dos ensaios realizados
com soros de diferentes tipos imunolégicos e ‘de diverso valor imunizante
para melhor se avaliar da sua relacdo in vivo e in vitro. O poder imuni-
zante era verificado no ratinho, conforme Aronso et al (1964 ¢).

In vitro, apreciava-se a ac¢do imunolégica e a aglutinagio. E, para
tornar mais siguificativos os resultados, utilizava-se nos ensaios in vivo
e in vitro cultura obtida a partir da mesma reserva de P. multocida.
0 meio de cultura utilizado in vitro era o caldo BaiN (1954). Mais uma
vez, ¢ pelas rvazdes ja referidas, ndo foi praticamente vidvel a adicdo de
soro normal de ratinho ao meio de cultura, embora aconselhado para maior
aproximag¢io dos ambientes em que se processava o crescimento da P. mul-
tocida. Contudo, o meio utilizado, devidamente estudado por Bamw (1954),
proporcicnava conveniente desenvolvimento das estirpes de P. multocida
utilizadas, de modo a criar um condicionalismo que permitisse comparar
os resultados in vivo e in vitro.

A diluicdo de soro in vitro variava na razio 10 e a concentragao
da cultura era de 107%; a observacio microscopica — accio tmunologica
e aglutinagdo — fazia-se decorridas 8 e 24 horas apés a sementeira.

Os resultados constantes do Quadro 32, como todos os obtidos nos
ensaios realizados com soros da pasteurelose, confirmam igualmente a
intima relaciio entre acgio imunoldgica in vitro e poder imunizante in vivo.
De maneira geral, a variagio entre a D. M. L. na fase logaritmica e a D.
M. 1. na fase final de crescimento era cerca de 10 x ; nalguns casos, era
mesmo superior. A aglutinagio, verificada simultineamente nas mesmas
culturas, nem sempre se mostrava directamente relacionada com o poder
imunizante in vivo. Por outro lado, era bastante varidvel a relacio entre
aglutinacio e acgdo imunolégica, verificando-se, contudo, maior regulari-
dade nos soros obtidos de coelhos hiperimunizados com culturas vivas.
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QUADRO 32

SORO DA PASTEURELOSE

Acc¢io imunolégica e poder imunizante

IN FITRO (1) IN VIVO (2}
SOROS T
Dose de cultura
e e———— Diluigio do soro
Soro-imunizados Testemunhas
TIPOS | N |———
10-t 102 | 108 10-3 10-5 10-7 10-5 10-¢
1 o+ — = 10/10 | 8/10 3/10 |10/10 | 4/10
I 2 + |+ = 8/10 | 2/10 0/10 | 10/10 | 6/10
Py 3 + + — 7/10 | 2/10 0/10 '10/10 | 4/10
4 -+ + + 0/10 | 0/10 0/10 |10/10 | 5/10
1 -+ = = 10/10 | 9/10 4/10 | 10/10 5/10
11 2 + + - 7/10 | 3/10 1/10 10/10 | 6/10
229 3 R + = o/10 | 2/10 0/10 | 10/10 4/10
4 + + 7/10 | 0/10 | 0/10 | 10/10 | 3/10
1 - = — 16/10 | 8/10 2/10 9/10 | 2/10
111 2 + — - ]_0/10 9/10 2/10 |10/10 4./10
P, 3 + + == 6/10 | 0/10 0/10 |10/10 | 3/10
4 -+ + — 8/10 | 2/10 1/10 9/10 | 3/10
1 + = — 10/10 | 8/10 3/10 | 10/10 | 4/10
I\Y 2 -+ + = 5/10 | 2/10 0/10 | 10410 | 3/10
P, 3 =+ + = 6/16 | 1/10 0/10 | 10/10 | 4/10
4. -+ + — 8/10 | 2/10 0/10 | 10/10 | 6/10
(1) 4+ = Acciio imunoligica nas 24 horas. (2) Numerador = animais mortos.

=

= = Acg@o imunoldgica nas 8 horas,

— = Sem acg¢ido imunologica.

Denominador = animais inoculados.

Os soros que na diluigdo 107* exerciam acgdo imunoldgica na fase

logaritmica protegiam o ratinho contra mais de 10° D. M. M.; os que exer-

clam a mesma acgio apenas na diluicdo 107* protegiam o ratinho contra

mais de 10* D. M. M.; e aqueles em que essa accdo era limitada a diluigdo
107" protegiam o ratinho contra mais de 10* D. M. M.
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As pequenas divergéncias, por vezes observadas entre acciio imuno-
légica e poder imunizante, filiam-se naturalmente nas diferencas de am-
biente em que se processavam os ensaios in vivo e in vitro, tanto mais que
nao era praticamente possivel a adicdo de soro normal de ratinho ao meio
de cultura in vitro, para os aproximar, de modo a permitir uma compa-
ragio mais significativa dos resultados, facto alids ja relevado a propé-
sito dos soros estudados nas alineas anteriores.

Discriminados os resultados das observagdes feitas em relagdo a
cada tipo de soro, procura-se agora relaciond-los de forma a obter um
panorama de conjunto que permita uma conclusdo sobre o instante pro-
blema que representa a relagio entre testes in vivo e in vitro dos soros
imunes.

Nos ensaios realizados com soros do carbinculo hemitico, mal rubro
e pasteurelose observava-se relagio intima entre ac¢io imunolégica in vitro
e poder imunizante in vivo. A mesma relagio nem sempre se constatava
quanto a aglutinacdo das mesmas culturas, e a variacio verificada de-
pendia principalmente da hiperimunizagio — antigénio e esquema se-
guido — do animal produtor do soro.

A maior divergéneia manifestava-se com soros obtidos de animais
hiperimunizados com culturas desvitalizadas. Alguns destes soros sdmente
exerciam acgio aglutinante, mesmo ao fim de prolongada hiperimunizacio.

Verificava-se, contudo, mais directa relagio entre acgio imunolé-
gica, poder imunizante e aglutinagdo, com soros obtidos de animais hiperi-
munizados com culturas vivas e virulentas. Com estes soros, a variagio
entre aglutinagio e acgio imunologica normalmente era em média de
100 x, raro ascendendo além de 1000, sendo dependente da estirpe, isto
é, na sua maior ou menor diversidade antigénica. Verificava-se assim
falta de relacdo entre aglutinacio das culturas em crescimento — agluti-
nagdo dindmica — e acgio imunolégica in vitro ou poder imunizante in
vivo do soro especifico.

Maior divergéncia e maior variacdo eram ainda notadas se o valor
da aglutinagdo do soro era determinado em relagio a suspensdes bacte-
rianas desvitalizadas ou mesmo vivas, como normalmente se preceitua e
encontra largamente consignado na literatura respectiva. Neste caso, a
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variagio dependia, além da estirpe utilizada na preparagio das suspen-
soes, do meio de cultura, temperatura e tempo de crescimento, desvitaliza-
¢do, bem como do teor em elementos bacterianos e método seguido na
apreciagao.

A estandardizagdo das suspensGes antigénicas e a aplicacdo do mesmo
método de aglutinacdo apenas conduzem a maior uniformidade de resul-
tados, obtidos em tempo e locais diversos, continuando a verificar-se a
divergéncia largamente assinalada e referida em relagio ao poder imu-
nizante. O mesmo se observa em relagio ao teor em anticorpos dos soros
imunes, determinado por outros métodos sorolégicos in vitro e seu poder
imunizante in vivo.

Por absorgdo os soros especificos podem perder a sua acgio imuno-
légica in vitro e, simultineamente, o seu poder imunizante in vivo, conti-
nuando, contudo, a aglutinar as culturas ou suspensdes bacterianas; podem,
pe]o contrario, perd.e'r aacgao ag‘lutm'ante: para as suspensoes desvitaliza-
das de absor¢do e manter ainda acgdo imunolégica in vitro e poder imu-
nizante in vivo. Neste {ltimo caso, os soros aglutinam ainda as culturas
em crescimento — aglutina¢io dinimica — pois, como se disse, pode veri-
ficar-se em relagdio a um soro especifico acgdo aglutinante sem accio
imunolégica, mas ndo o contrdrio, verificando-se sempre aglutinacio das
culturas nos soros com acgio imunolégica in vitro.

Podem ainda nfio aglutinarem suspensdes desvitalizadas e exercerem
acgdo imunolégica in witro e possuirem poder imunizante in vivo, o que
estd dependente da estirpe utilizada na aglutina¢io e na hiperimunizacio
do animal produtor do soro.

Esta divergéncia é a expressdo da natureza da acgio imunolégica
dos soros especificos, resultando assim da reacgdo antigénio/anticorpo,
qualitativa/quantitativa, em extensio na superficie bacteriana, da qual,
em suma, depende o poder imunizante. Daqui, a intima relagio observada
entre poder imunizante e acgo imunolgica. Mas a acgdo imunolégica é
ainda de natureza dindmica, dependendo das variages antigénicas das
populages bacterianas no ambiente em que se processa o crescimento,
como tem vindo a ser verificado através dos ensaios realizados.

Assim, resulta ainda maior divergéncia entre o teor dos antlcorpos
determinado in wvitro pelos diversos métodos sorolégicos de pesquisa e o
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poder imunizante. O método sorologico — reacgio antigénio/anticorpo —
é, por conseguinte, desprovido de significado imunolégico dada a sua
natureza estatica.

O poder imunizante do soro antibacteriano poderd assim ser apre-
ciado pela sua acgdo imunolégica in vitro, dada a intima relagfo verifi-
cada nos ensaios efectuados.

Uma vez que nos ensaios in vitro se diluam os soros imunes na
razio 2 e se analisem estatisticamente os resultados, mais precisa indica-
¢do se logrard acerca do valor de cada soro.

36 — APRECIACAO DO PODER IMUNIZANTE DE SOROS ANTIBACTERIA-
NOS IN FITRO

Verificada a relacdo directa entre accio imunolégica in vitro e valor
imunizante in vivo, torna-se possivel fazer a apreciacdo dos soros anti-
bacterianos in vitro segundo téenica da maior simplicidade, rapidez e eco-
nomia, a qual permite ainda, e nisto reside a sua fundamental importin-
cia, apreciar soros cuja verificacio sob o ponto de vista imunolégico ndo
era praticamente vidvel, dada a aviruléncia ds estirpes para os animais
normalmente utilizados na experimentacio laboratorial, principalmente os
destinados 4 espécie humana.

E ainda mais simples, dada a natureza do crescimento das estirpes
bacterianas, que a técnica de soro-neutralizagio utilizada em culturas
celulares para o mesmo fim mas em relacio a virus e toxinas. Exige
apenas meio de cultura apropriado a cada estirpe bacteriana de harmonia
com o tipo do soro especifico e espécie animal a que este se destina.

Haverd sdbmente que encarar as normas de apreciagdo in vitro para
cada tipo de soro, sempre que possivel em funcio dos resultados obtidos
in vivo, isto é, estabelecer um método para tal fim.

Do estudo realizado in vive e in wvitro com soros do carbiinculo
hematico, mal rubro e pasteurelose (P. multocida), a seguir analisados,
deduzem-se as normas de apreciagdo dos respectivos valores imunizantes
in vuro.
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5.61 — ACCAO DE SOROS ESPECIFICOS DE DIFERENTE VALOR IMUNIZANTE SOBRE
UMA MESMA ESTIRFPE

Como se disse, verificava-se intima relagdo entre poder imunizante
in vivo e accio imunolégica in vitro nos ensaios realizados com diferentes
soros do carbiinculo hematico, mal rubro e pasteurelose —3.5 — Quadros
30, 31 e 42. Nestes ensaios fol utilizada apenas uma estirpe correspon-
dente a cada tipo de soro.

3.62— ACCAO DE UM MESMO SORO ESPECIFICO SOBRE DIVERSAS ESTIRPES

Vérias estirpes de idéntico tipo imunolégico foram submetidas a
accio dum mesmo soro tipo-especifico, in vivo e in vitro, a fim de se
verificar se havia divergéneia aprecidvel de comportamento entre elas,
ou se os resultados, como seria natural, traduziam valores aproximados
para o soro em causa. Foram ensaiados neste sentido virios sovos do
carbiinculo hematico, mal rubro e pasteurelose, e utilizados diversas es-
tirpes de B. anthracis, E. rhusiopathiae e P. multocida, respectivamente,
isoladas no decorrer do tempo em regides diferentes do pais — estirpes
essas com idénticas caracteristicas culturais e de viruléncia, para tornar
mais significativos os resultados da experimentagao.

Alguns destes constam dos Quadros 33, 34 e 35, de cuja consulta se
pode inferir que, de maneira geral, o mesmo soro se comportava de forma
semelhante em relacio as diferentes estirpes do respectivo tipo imunolé-
gico, in vivo e in vitro. As pequenas variagdes verificadas ndo eram signi-
ficativas, mantendo-se no seu conjunto o valor médio do soro. As varia-
¢Bes mais acentuadas eram observadas em relagio ao do carbiinculo he-
mético, dada a natureza do crescimento em cadeia das estirpes de B.
anthracis n vitro.

Divergéncias pronunciadas ¢ de relevar em relagio ao valor do
mesmo soro eram notadas quando se utilizavam estirpes com diferentes
caracteristicas culturais e de viruléncia, principalmente no que respeita
ao poder imunizante. Essas divergéncias virdo a ser evitadas pela utili-
zacdo de soro padrfo nos ensaios.
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3.6.3—ACCAO IMUNOLOGICA: VARIACAO DA CONCENTRACAO DO SORO ESPECL
FICO E DA CULTURA
Estudou-se também in vitro a acgio imunolégica em fungao das con-
centragdes do soro especifico e da cultura. Para isso, fazia-se variar
simultdneamente a concentragio do soro especifico e da cultura no meio
de crescimento.

QUADRO 33
SORO DO CARBUNCULO HEMATICO

Acgdo imunolégica e poder imunizante

IN VITRO() IN VIVOC()
Estirpes . - —
SOROS de diluigio do soro Soro-imuni. |
B. enthracis Testemunhas
10 10- 10 aadon
245 + &= = 4/5 3/5
o1 2.56 + — = 5/5 5/5
i 157 + = == 5/5 5/5
] 3.58 - - | - 4/5 | 4/5
245 + + — 2/5 5/5
29 2.56 + + — 3/5 5/5
1.57 + + = 2/5 4/5
3.58 + + — 2/5 5/5
A A N !
245 =+ & - | 1/5 4/5
23 2.56 - & == 2/5 ' 5/5
1.57 o + = 2/5 5/5
| 3.58 + + = 3/5 5/5
245 + + + 1/5 5/5
o4 2.56 + = + 2/5 5/5
1.57 + + =+ 1/5 | 5/5
3.58 + | + + 0/5 4/5
|
(1) + = Acclio imunologica nas 24 horas. (2) Numerador = animais mortos.
% = Acclo imunoldgica nas 10 horas. Denominador = animais ineculados.

— = Sem ac¢io imunolégica,
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Nos Quadros 36, 37 e 38 constam os resultados de alguns dos en-
saios realizados neste sentido com soro anti-carbiinculo hemitico, mal
rubro e pasteurelose, respectivamente. A concentragio do soro e a da
cultura variam na razio 10 e a observagio microscépica dos resultados
efectuava-se nos soros do carbtinculo hemético e mal rubro passados 10

QUADRO 34
SORO DO MAL RUBRO

Accio imunolégica e poder imumizante

|
Estirpes Iy VIT.R g ¢l | - W FIvg [f) .
de s | i y
SOR0S 5 Dilu do soro Soro-imunizados
i £ ;:h;.no === Raiidanid S; | = Testemunha
| PEheE 10-1 10-2 10-2 001 c.c. 0025¢c.c. |
484 i = A 8/10 6/10 10/10
21 1.57 + — — 10/10 8/10 10/10
1.58 + — 9/10 6/10 10/10
2.59 + - 9/10 7/10 10/10
4384 + + o 7/10 4,/10 10/10
99 1.57 + #F - 8/10 5/10 _ 10/10
1.58 - + — 6/10 2/10 10/10
2.59 + + = 7/10 3/10 | 10/10
484 + + — 6/10 | 3/10 10,10
93 1.57 + o — 9/10 4/10 10/10
1.58 + + = 7/10 3/10 10/10
2.59 + + — 6/10 2/10 10/10
l L R’
484 + + + 3/10 2/10 10/10
54 | 157 + |+ - 4/10 1/10 10/10
i 158 + i+ + 2/10  0/10 10/10
‘i 2.59 + + s 4/10 2/10 10/10
(1) + = Acciio imunoldgica nas 24 horas. (2} Numierador ‘= animais mortos.
* = Acclio imunolégica nas 10 horas. Denominador = animals inoculados.

-~ = Sem ac¢io imunoldgica.
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e 24 horas, no soro de pasteurelose passadas 8 e 24 horas, isto de harmo-

nia com a capacidade de crescimento das estirpes utilizadas nos ensaios,

como ja se frisou.

~ Nem sempre se verificava cultura em pleno crescimento nas primei-

ras horas com as menores concentracies, 107, das estirpes empregadas,

QUADRO 35
SORO DA PASTEURELOSE

Accdo imunolégica e poder imunizante

IN VITRO (") | IN VIVO ()
EStil’peS - Y PSSP Y > S
Sores de Dose de cultura
Tipos VI| P, multo- Diluigdo do soro — T
«Bas cida ‘ Soro-imunizados Testemunhas
Tipo VI | e = == =
10-1 10-2 I* 10-2 10-2 10-5 | 10-7 10-8 10-¢
L - | E (R S /AR .4
St + | — | — 110/10 1 9/10 = 3/10 | 10/10 = 4/10
1 Su + - - | 10/10 © 8/10  3/10 | 16/10  6/10
Bt =+ — | — |10/10 810 2/10 | 10/10  5/10
B t | — | = 1010 710 2/10 (107104710
5 + + o 8/10  2/10 : 0/10 | 16/10 « 3/10
9 St + + - 7/10 0 3/10 | 0/10 | 10/10 | 4/10
B + + | = 6/10 | 2/10 | 0/10  10/10 | 4/10
Bs s + R 8/10 | 4/10 1/10 10/10 | 6/10
5 + i = 7/10 | 2/10 | 0/10 | 10/10 | 4/10
3 St + + | = 8/10 i 3/10 1/10 | 16/10 | 5/10
B =+ + ! = 6/10 | 2/10 | /10 | 10410 | 3/10
Bs -+ + ‘ = 8710 2/10 1/10 | 10710 | 5/10
_____ Lo | ! = d et
Se + + | o+ 2/10 | 1/10 | 0/10 | 10/10 | 4/10
4 St + + |+ 3/10 | 0/10 | 0/10 | 10/10 | 3/10
Bt + F | s /10 | 0/10 | G/10 | 10/10 | 4/10
B + + + 3/10 | 1/10 | 0/10 | 10/10 | 6/10

(1) + = Accglo imunoldgica nas 24 horas:

& = Accio imunolégica nas 8 horas.

— = Sem aeg¢do imunoldgica.

(2) Numerador

= animais mortos.

Denominador = animais inoculados.
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principalmente com as da P. multocida que, por vezes, mesmo as 24 horas,
ndo mostravam desenvolvimento. Eram utilizadas nos ensaios culturas de
16 horas das estirpes referidas.

Os resultados — Quadros 36, 37 ¢ 38 — exprimindo o que de ma-
neira geral se passava em ensaios desta natureza, evidenciam que, dentro
de certos limites de varia¢do da concentracio da cultura, ndo se verifica-
vam diferencas significativas em relacio 4 mesma concentragio de qual-
quer dos soros especificos considerados. Nestas condigbes, a acgio imu-
nolégica variava principalmente com a concentracio do soro e o tempo
de crescimento da cultura.

QUADRO 36
SORO DO CARBUNCULO HEMATICO

Accdo imunoldgica

In witro
CULTURA
SORD Diluicdo ¢ tempo de observagao (1)
L | R
= 1071 1072 1073
N'D Dlluigao P e S N X LS T -
5 10 | o 5 0 | o 5 10| 24
100 | 4+ | - - + + = <+ i ‘ =
T (208 | = | = | = ||= | == | = | = | =
10-3 i . sop= S hecy e £y =y s ! A
P10t L+ o+ [+ |+ [+
2 10% | + | — | — |+ |+ =+ o+ -
| e v - B B - B v B 7
10 | + | 4+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
3 10 |+ | 4+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
0 | + | — | — 4+ |+ = |+ |+ |-
|

+ = Accido imunoligica.
— = Sem ac¢io imunolégica.

(1) = Nimero de horas apds a sementeira.
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A acgdo imunolégica pode exercer-se durante todo o ciclo de cres-
cimento da cultura ou apenas mas primeiras fases, o que depende da
concentragao do soro especifico; neste tGltimo caso, varia ainda, no de-
curso do tempo, com a natureza da estirpe e a concentragdo inicial desta
no meio. H4, por conseguinte, que ter também em conta a varidvel tempo
no método de apreciagio in vitro.

Assim, pode observar-se sob esse aspecto, toda a dinidmica imuno-
logica do complexo soro especifico-estirpe tipo.

Em face dos resultados dos ensaios realizados parece mais aceitivel
determinar o valor do soro especifico, in vitro, em funcido da dose mi-
nima por c¢. ¢. do meio que exerce ac¢do imunolégica apenas durante
parte do ciclo de crescimento da cultura. A fase logaritmica, de pleno

QUADRO 37
SORO DO MAL RUBRO

Accdo imunolbgica

In vitro
CULTURA
SORO Diluicio e tempo de observagao (1)
101 1072 1075
N.* Diluicao |

5 10 24 5 10 24 5 | 10 24

10t + o - + + — + + —

1 102 = - — — = = = — =
103 — — — = = == = = =

10° |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+

2 (102 | + | — | = |+ | + |- |+ |+ |-
10-3 _ J— — , _ J— S — J— —_—

L - . (N S
100 |+ |+ |+ ll + |+ |+ |+ |+ |+
3 (10 + | + | 4+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
10 | + | — | — |+ |+ | =]+ |+ |-

+ = Ac¢fo imunolégica.
— = Sem acc¢io imunoldgica.
(1) = Nimero de horas apds a sementeira.
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desenvolvimento, seria a mais aconselhivel para definir a dose minima
imunolégica (D. M. I.); nessa fase, de maior e mais intensa actividade
biolégica, as populagdes bacterianas atingem a maxima expressio antigé-
nica e a accdo imunolégica resulta da reaccdo antigénio/anticorpo, quali-
tativa/quantitativa, numa maior extensdo da sua superficie.

Dado o limite das populacdes bacterianas em cultura in vitro, com
excepgdo do sistema continuo, compreende-se que a variagio seja mais
acentuada em relagdo a concentragio do soro especifico do que i da cul-
tura. De facto, mantendo-se em toda a extensio a acgio imunolégica, em
relagio a diferentes concentragdes da cultura apenas se altera no tempo
a sua curva de crescimento.

QUADRO 38
SORO DA PASTEURELOSE

Acchio imunolégica

In vitro
CULTURA
SOR0 } Diluigdo e tempo de ohservagio (2)
| 107t i 1072 i 108
N.* | Diluicdo i s R ! -
\ s | 8 | | a4 | s 24 4 | 8 2
i o f 5
0 4+ | = =+ + = 1 = + —
L 102 — = — | — — — - - —
10 = = — | — — — — = | ==
- i T | B
101 e d + + + s £ + + =+
2 102 + P — + + — + + —
103 == o R = = = = T =
' i ] Lo
102 + + + -+ + + + + +
3 102 | + + | + + + + ‘ + + +
100 | + | — | — | + | + | — S
|

+ = Acciio imunoldgica.
— = Sem acgio imunolégica.
(1) = Nimero de horas apds a sementeira.
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De contririo, a ac¢do imunolégica exercida pela mesma concentra-
¢do do soro especifico variava no tempo na razio inversa da concentragao
da cultura,

Assim, dada a natureza das estirpes bacterianas utilizadas nos en-
saios, cujo crescimento se processava a ritmo rdpido in vitro, eram idén-
ticos as 24 horas os resultados da accio imunolégica da mesma comcen-
tragio de soro especifico em relacio is difertnes concentracdes da cultura.
Por esta razdo, pensa-se ser mais aconselhdvel fazer variar a concentracio
do soro especifico, mantendo a da cultura, e limitar o tempo de observa-
¢do a fase logaritmica, de pleno desenvolvimento. Este facto implica o
conhecimento das estirpes bacterianas intervenientes nos ensaios in vitro.

3.64 —METODO DE APRECIACAO

Do estudo efectuado deduzem-se as normas de apreciagio dos soros
imunes in vitro, e estabelecem-se as bases fundamentais do método.

3.04.1 — Meio de cultura

Deve utilizar-se um meio que reuna as condicdes 6ptimas de cres-
cimento para a estirpe bacteriana de ensaio. Dada a variagio antigénica
das populagdes bacterianas no ambiente em que se processa o crescimento,
sempre que a finalidade seja a apreciacio in vitro do valor imunizante do
soro, devera adicionar-se ao meio de cultura soro normal da espéeie animal
empregada no ensaio in vivo ou o daquela a que se destina, se pratica-
mente vidvel, a fim de aproximar quanto possivel as condicbes culturais
n vivo € in vitro; tornam-se deste modo mais significativos os resultados
da apreciacao in vitro. A percentagem do soro utilizado nestas condig¢des,

era, normalmente, nos ensaios realizados, de 20 %.

3.04.2 —Volume do meio de cultura

Foram experimentados diversos volumse do meio de cultura, prin-
cipalmente 1, 5 e 10 ¢. ¢, sem que se observassem diferencas aprecidveis
nos resultados. Contudo, nas condigfes de ensaio — incubacdo na estufa —
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os volumes mais reduzidos sofriam maior variacio térmica durante as
observages microscopicas. Por esta razdo, embora com maior dispéndio
de meio de cultura e de soro especifico, era utilizado o volume de 10 c. c.
nos ensaios de apreciacido do poder imunizante in vitro.

Mas é de aconselhar em tal experimentacdo o volume de 1 ¢. c. e a
incubagdo em banho-maria para reduzir as variagdes térmicas durante os
exames microscopicos, evitando-se assim maior dispéndio de meio de cul-
tura e de soro especifico.

3.6.4.3 — Concentracio do soro especilico

No estudo de apreciacdo in vifro do poder imunizante dos soros
especificos destinados & profilaxia e terapéutica, a concentracdo mais ele-
vada do soro serd 107", De facto, nos varios ensaios realizados — e foram
centenas — verificou-se ser desprovido de valor imunizante o soro que nio
exercia in vitro, na diluigdo citada, ac¢io imunolégica durante todo o ciclo
de crescimento da cultura. Este soro actuava ainda imunologicamente na
dilui¢do 107" na fase logaritmica — pleno desenvolvimento.

Facilmente se aceitard a realidade desta limitagdo, principalmente
nos soros destinados a profilaxia e terapéutica. A concentracio 107" na
corrente sanguinea exigiria j& um volume bastante elevado de soro especi-
fico, varidvel com a espécie animal e sua corpuléncia; mais dificil se tor-
naria ainda obter maior concentracio de soro se o seu valor fosse inferior,
isto é, se a ac¢do imunoclégica apenas se exercesse in vitro em concentragio
superior 4 indicada. Assim, serd 107" a concentracdo mais elevada do
soro especifico a considerar nos ensaios de apreciagio in vitro do poder
imunizante.

Verificou-se, por outro lado, que, salvo nos soros concentrados, a
acgio imunoldgica raramente se observava in vitro em dilui¢des superiores
a 107° Foi apenas notada até a dilui¢do 107% e nas primeiras fases do
crescimento da cultura em soros do mal rubro de elevado poder imuni-
zante. Nestas condigies serd 107" a menor concentracio do soro especifico
a ter em conta nos ensaios de apreciacido in vitro do poder imunizante.

Os soros especificos, considerados de valor imunizante in vivo pelos
respectivos métodos de apreciagdo, exerciam ac¢do imunolégica in vitro
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na fase logaritmica, na concentragio 1072 Esta concentra¢io, ficilmente
obtida in vivo na corrente sanguinea, aproxima-se dos valores que a expe-
riéncia aconselha na pritica da imunoprofilaxia.

A variagdo da concentracio de soro nos ensaios in vitro dependerd
da aproximagdo de valor desejada. Normalmente, nos ensaios realizados,
ela variava na razio 10, e sempre que se queria mais precisa indicacio
acerca do valor do soro, este era entdo ensaiado na razio 2. Era esta a
norma seguida e que se julga aconselhivel na experimentacio desta na-
tureza.

No entanto, verifica-se que a variagio da concentracdo do soro espe-
cifico na razio 10 permite a apreciacio do valor deste in vitro em rela-
cdo a proteccio in vivo de harmonia com os métodos normalmente adop-
tados.

3.6.4.4 — Concentragdo da cultura

Verificou-se que, dentro de certos limites de variacdo da concen-
tracdo da cultura e do soro especifico, os resultados da accdo imunolé-
gica em relacio & mesma concentra¢io de soro se aproximavam apés 24
horas de crescimento. Variavam apenas, e na razio inversa da concentracio
da cultura, os tempos em que era observada a acgio imunolégica — fase
logaritmica, de pleno desenvolvimento — em relacio i mesma concentra-
¢do do soro especifico. Consequentemente, parece mais aconselhdvel fixar
a concentracdo da cultura nos ensaios in vitro e variar a do soro.

A concentracdo mais elevada da cultura nos ensaios in vitro serd
107" e a menor 107%, De facto, a maior concentragdo — 10" — j4 se sobre-
pOe hastante & dose de cultura utilizada na maioria dos ensaios de apre-
clacdo in viwo; a menor — 107° — bastante reduzida, atinge ainda nor-
malmente, com estirpes cujo crescimento se processa a ritmo répido, o
pleno desenvolvimento nas 12 horas — periodo conveniente a ter em conta
na pritica, em ensaios desta indole; na inferior a 107% em geral, ndo
atinge o pleno crescimento naquele prazo.

Nalguns casos a concentracio 107® da cultura de P. multocida nio
origina desenvolvimento, mesmo as 24 horas.
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Com estirpes, cujo crescimento se efectuava a ritmo rapido, a con-
centracdo 107% parecia ser a mais apropriada, tendo passado por isso a
ser empregada na experimentacdo in vitro considerada.

3.6.4.5 — Temperatura de incubacio

Dado que ocorre variagdo antigénica nas populacdes bacterianas em
relagio ao ambiente em que se processa o crescimento, nos estudos de
ac¢do imunoldgica in vitro haverd que obter condigdes Sptimas tdo apro-
ximadas quanto possivel das naturais. A temperatura é uma delas. As es-
tirpes patogénicas para o homem e as espécies animais tém a sua tempe-
ratura 6ptima de crescimento numa zona bastante limitada, de maneira
geral 36-39°C, ndo se tendo verificado nela, nas experiéncias realizadas,
diferengas da D. M. I. dignas de relevo. E, assim, os ensaios de apreciagio
do poder imunizante dos soros especificos in vitro passaram a ser efectua-
dos a cerca de 37°C — temperatura normal de crescimento das estirpes
patogénicas.

3.6.4.6 — Periodo de observacio da accio imunologica

A accio imunolégica in vitro pode exercer-se, como se verificou,
durante todo o ciclo de desenvolvimento da cultura ou apenas em parte
desse mesmo ciclo, dependendo a duracio principalmente da concentragio
do soro especifico e do seu valor imunizante. A fase logaritmica, de pleno
crescimento, em que ¢ maior a expressdo antigénica das populagies bacte-
rianas, e a fase final do desenvolvimento da cultura serao, por conseguinte,
as mais apropriadas para a observacdo da accio imunolégica, devendo,
assim, a D. M. 1. ser determinada em relacio a elas.

Contudo, os resultados da apreciagio do soro especifico in wvitro
pareciam ser mais significativos quando baseados nos dois valores da
D. M. I. correspondentes aqueles periodos.

De maneira geral, as D. M. I. determinadas na fase logaritmica e
na fase final de crescimento da mesma cultura variavam entre si cerca de
10 x e a acgdo do soro especifico in vivo afigurava-se relacionada em
sentido inverso com o valor desta determinacéo.
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Assim, -dos soros destinados a imunoprofilaxia ensaiados in wvitro,
era o soro do mal rubro o de menor variacio das D. M. 1. nas condicbes
referidas, e também o de mais eficiente ac¢o in vive. A variagdo da
D. M. I. na curva de crescimento das culturas virulentas € representativa,
portanto, da dindmica imunolégica que condiciona a imunidade especifica
in vo.

O periodo de observagio da accio imunolégica dependerd assim da
estirpe e das condi¢ies de ensalo, sendo pois necessario conhecer nestas
a curva de crescimento da cultura utilizada para o fazer nas referidas fases.

- Na apreciagio do valor imunizante dos soros especificos in vitro
a observagio da acgdo imunolégica fazia-se, nas condigdes apontadas, pas-
sadas 6 a 8 e 24 horas para a P. multocida, 8 a 10 e 24 para o B. anthracis
e o K. rhustopathice.

- Quanto as outras espécies bacterianas serfo indicados a seu tempo
os respectivos periodos de observacio.

3.6.4.7 — Apreciagio do soro imune

Nos estudos realizados paralelamente in vivo e in vitro com soros de
carbinculo hemdtico, mal rubro e pasteurelose, conforme os Quadros 30,
31, 32, 33, 34 e 35, péde verificar-se a relagio entre acgdo imunoldgica e
accdo imunizante, na qual se baseard a apreciacio desses soros in vitro
consoante os Quadros 39, 40 e 41.

Esta relagio terd, por comseguinte, de ser préviamente estabelecida
para cada tipo de soro nas condi¢ies de experimentagio comparada a que
se procederd in vivo e in vitre. Por outro lado, a apreciacio feita em para-
lelo com soro padrdo e de harmonia com métodos de andlise estatistica
terd valor mais significativo, quer no tempo, quer no espaco.

De maneira geral, nos ensaios realizados, os soros que na fase loga-
ritmica exerciam ac¢do imunoldgica in vitro, na concentragio 1072, pro-
tegiam in vivo consoante as exigéneias minimas dos respectivos métodos
de apreciagio, sendo considerados de valor na imunoprofilaxia nas doses
aconselhadas pela experiéncia clinica. Assim, a dose minima imunolégica
in-vitro na fase logaritmica parece corresponder i dose minima imunizante
nas condigdes normais in vivo. ‘
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Admitido este principio, serd agora possivel apreciar in vitro o valor
imunizante dos soros em D. M. 1., principalmente o daqueles cuja verifi-
cagdo in vivo nem sempre era exequivel dada a aviruléncia para os ani-
mais de experiéncia das estirpes a utilizar.

Estdo neste caso certos tipos de soros destinados a uso humano, para
os quais hd que estabelecer, com maior precisio, os respectivos esquemas
profildcticos e terapéuticos.

De facto, s6 agora se torna vidvel estudar in vitro a dinimica imu-
nolégica — absor¢do e eliminacio — do soro especifico no organismo
animal, e estabelecer em fungdo do tempo o esquema adequado & manu-
tengdo na corrente sanguinea da concentragio necessdria i eficiente acgfo
imune. Esta serd condicionada por virios factores, principalmente a espé-
cie animal, tipe de soro, via de inoculagio, sensibiliza¢do e agente bacte-
riano interveniente.

O esquema imunoprofildctico basear-se-d na D. M. I. em relacao a
fase logaritmica in vitro, € o imunoterapéutico, uma vez que o agente in-
feccioso se encontra jd em pleno desenvolvimento no organismo, assentard
na D. M. I. determinada na fase final do crescimento da cultura.

Compreende-se assim a exigéncia, ditada pela experiéncia clinica,
da aplicagdo de maiores doses de sovo especifico e da necessidade da sua
administra¢do por via endovenosa, na cura dos processos infecciosos, ao
contrdrio do que sucede na profilaxia. Essa diferenga poderd mesmo atin-
gir 10 x conforme a evolugio da doenca, a espécie animal e a natureza
da infeecdo, estando de acordo com a variacdo normalmente verificada
in vitro entre a D. M. 1. na fase logaritmica e a D. M. I. na fase final de
crescimento da mesma cultura.

Assim, enquanto ndo existirem no mercado soros especificos anti-
bacterianos concentrados, estd indicado utilizar na profilaxia os soros que
possuam pelo menos 100 D. M. I. e na terapéutica aqueles com 1000
D. M. I., determinadas na fase logaritmica de crescimento da cultura.
Daqui se infere a marcada acglo profildctica e curativa do soro do mal
rubro, normalmente com elevado titulo em D. M. 1. e em que, principal-
mente, é de realgar a menor diferencga entre a D. M. L. na fase logaritmica
e a D. M. L. na fase final do mesmo ciclo de crescimento da cultura in vitro.
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Doses relativamente menores destes soros exercem acgio curativa
mais eficaz, o que estd de acordo ainda com as exigéncias de protecgdo
que o método de verificagio de GERLAcH (1934) para eles prescreve.

Até aqui, os esquemas imunoprofildcticos e imunoterapéuticos eram
deduzidos praticamente da experiéncia clinica, sem que a andlise estatis-
tica lhes atribuisse aprecidvel valor, sendo por isso pouco precisos. Por
seu turno, os testes sorolégicos in vitro, sem significado imunolégico, € a
experimentacio in vivo, de maior complexidade e nem sempre exequivel,
nio os conseguiram ainda estabelecer em bases mais seguras. Assim, a
técnica in vitro mostra-se, mais uma vez, de importincia fundamental nesta
matéria.

Mas hi que ter em conta que, dadas as variacies antigénicas nas
populacdes bacterianas em relacio ao ambiente, o poder imunizante do
soro especifico depende da espécie animal, natureza e via de infeccio, tal
qual se verifica em relagio aos virus na soro-neutralizagio. Assim, a acgio

QUADRO 39
SORO DO CARBUNCULO HEMATICO

Poder imunizante

Esquema de apreciagio in vitro

IN VITRO (@ ', IN VIVO (b)

Acglio imunolbgica Accio imune

Diluigao do soro

Soro-proteccio no coelho

101 10-2 10-2 |

+ { - = ‘ Sem ac¢do protectora

7+ + - | 2 a 3 coelhos sobrevivem
+ + + i 3 a 5 coelhos sobrevivem

(@) = Cultura de 16 horas; concentracie inicial 10-2.
Tempo de observagio — decorridas 8 a 12 e 24 horas,

-+ = Accio imunoligica durante 24 horas.

= = Ac¢do imunoldgica durante 8 a 12 horas.

— = Sem ac¢ao imunoldgica.

(&) = Método de SoBERNHEM (cit. GErLACE 1934).

Apreciacio — 56 devem ser utilizados na imunoprofilaxia seros que exercam acgio immu-
nolégica na fase logaritmica na concentragio 10-2— 100 D, M. I/c. ¢., valor minime.
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imunolégica in wvitro, obtida em meio com elevada percentagem de soro
normal da espécie a que se destina o soro especifico, e a partir de estirpe
virulenta sem suboulturas ou passagens por animais de diferente espécie,
dard indicagdes mais precisas acerca do valor imunizante para a espécie
considerada, por serem in vive e in vitro menos divergentes, antigénica-
mente, as populagdes bacterianas.

0 mesmo se verificard com os virus na soro-neutralizacio em cul-
tura de tecidos in vitro. Os resultados in vivo e in vitro serdo mais harmé-
nicos, se a soro-neutraliza¢io for realizada em culturas primérias de cé-
lulas susceptiveis da espécie em causa e em meio o mais aproximado
possivel, com virus virulento sem passagens por organismos ou espécies
celulares diferentes.

QUADRO 40
SORO DO MAL RUBRO
Poder imunizante

Esquema de apreciagio in vitro

IN VITRO (a) IN VIVO (b
Accio imunoldgica Accio imiine

Dilui¢ie do sore

: Soro-proteccio no ratinho
10-1 10-2 10-3
+ - - Protecgio — 0,10 c.c.
P e = Protecgio — 0,025 c. c.
< + + Protecgio — 0,01 c.c
(@) = Cultura de 16 horas; concentragio inicial 10-2,.

Tempo de observagio — decorridas 8 a 12 e 24 horas,

= Accao imunolégica durante 24 horas.

I+
I

Acciio imunoldgica durante 8 a 12 horas.

1l

— Sem acgio imunoldgica,
(5) Método de Marx (1907).

Apremagao~$o devem ser utilizados na imunoprofilaxia sofcs que exergam acqao unu-
nolégica na fase logaritmica na concentracio 10-2—100 D. M. T/e. ., valor mitiimo. )
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3.7— VACINAS: ACCAO IMUNOLOGICA E PODER IMUNIZANTE

As reacgoecs somiogzcas sem significado imunolégico, ndo permitiam
aprecmr in vitro o grau de imunidade das populagtes vacinadas e, conse-
quentemente, o valor das respectivas vacinas; as provas in vivo, de maior
complexidade, nem sempre eram exequiveis dada a aviruléncia das estir-
pes bacterianas para os animais de experiéncia, principalmente as de ori-
gem humana — WiLsoN e MiLEs (1955b), Souier (1960).

Uma vez conhecida a acgio imunolégica antibacteriana, de que
depende in vivo a imunidade especifica, torna-se possivel fazer essa apre-

QUADRO 41

SORO DA PASTEURELOSE

Poder imunizante

Esquema de apreciagio in vitro

IN VITRO (o) _ IN VIVO (b)

Acgdo imunologica Aecio imune

Diluicio do soro i

Soro-proteccio no ratinhe
10t 10-2 10-¢ _
ik - - Protecgdo = 102 D. M. M.
+ + — Protecgio = 10 D, M. M,
-+ -k + Proteccio = 10° D. M, M,
(a) = Cultura de 16 horas; concentragio inicial 10-2.

Tempo de observagio — decorridas 6 a 8 ¢ 24 horas.

+ = Accio imunolégica durante 24 horas.

=+ = Acgio im-unolégj,cé durante 6 a 8 horas.
— = Sem acgio imunoldgica.
(b) = Aronso et al (1964¢c).

Apreciagiio— S6 devem ser utilizados na imunoprofilaxia soros que exercam acgio imu-
nolégica na fase logaritmica na concentragio 10-2—100 D. M. I/c. c., valor minimo.
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ciagdo in vitro € estabelecer em bases mais precisas os esquemas imuno-
profilicticos, nomeadamente os que concernem ao homem.

Nesse sentido foram realizados vdrios ensaios com vacinas do car-
bineulo hem4tico, mal rubro, pasteurelose e salmonelose. Algumas destas
destinavam-se i profilaxia e foram utilizadas no campo com bons resul-
tados segundo informacgdes fornecidas pelos téenicos responsdveis; tor-
nam-se assim expressivos os ensaios laboratoriais, a seguir analisados.

3.7.1 —ACCAO IMUNOLOGICA IN FITRO E IMUNIDADE IN ViVO

O conhecimento da relagio entre a accdo imunolégica exercida por
soros de animais vacinados e o grau de imunidade constitui a base da apre-
clacio desta in vitro e, consequentemente, do valor das vacinas.

3.7.1.1 — Acciio imunolégica

Os animais vacinados, normalmente cobaias, em grupos de 4, eram
sangrados — no quantitativo de 5 ¢. ¢. para obtenc¢do de soro — respecti-
vamente ao 4.°, 6.°, 8.°, 10.%, 12.°, 14.°, 21.°, 30.%, 60.° ¢ 90.° dias a fim
de ser verificada, no decurso do tempo, a evolugdo da ac¢io imunoldégica
adquirida. Os animais vacinados de cada agrupamento eram sangrados
em geral uma vez e contraprovados a seguir, sempre que possivel. Deste
modo, os resultados sdo expressos em valores médios de conjunto.

Normalmente, as dilui¢gbes do soro imune nos ensaios eram: 1/3,
1/5, 1/7 e 1/9. Concentracbes maiores dificultavam o crescimento das
estirpes avirulentas para a respectiva espécie animal enquanto as menores
raramente exerciam acg¢io imunoldgica nas condigdes de ensaio. Eram tam-
bém pouco significativas as diferengas verificadas entre diluices mais
aproximadas. Era ajustada com soro normal a concentracio 1/3, no en-
saio. Para evitar possivel ac¢io bactericida do complemento nestas eleva-
das concentragbes do soro, procedia-se d sua prévia inactivacdo — 30 mi-
nutos a 56°C. :

A concentracio da cultura nos ensaios era de 1072 Utilizava-se nor-
malmente uma hemocultura de 16 horas em caldo soro a 1/3 ou subcul-
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turas, em idéntico meio, da mesma estirpe empregada nos ensaios de
imunidade, a fim de tornar mais significativos os resultados.

Para utilizar menores quantidades de soro imune os ensaios eram
realizados num volume de 1 c. ¢. em tubos apropriados.

A accio imunolégica era verificada durante a fase logaritmica, num
periodo de tempo varidvel com a natureza da estirpe, iniciando-se a obser-
vacdo normalmente decorridas 2 horas. Os soros de animais vacinados,
de maneira geral, apenas exerciam acgdo imunoldgica durante parte da
fase logaritmica, mesmo nas maiores concentracoes. Na fase final de
crescimento observava-se principalmente aglutinagio das culturas.

7.1.2 — Imunidade

A fim de se apreciar também, no decurso do tempo, a evolugio da
imunidade adquirida e relaciond-la com a ac¢do imunolégica — 3.7.1.1 —
os animais vacinades, normalmente o cobaia, eram contraprovados em
grupos de 4, logo a seguir i colheita de sangue para a obtencdo do soro
imune. Era utilizade grupo idéntico de animais ndo vacinados, como tes-
temunhas. Os resultados de ensaios realizados paralelamente mostraram
ndo ser significativa a influéncia do trauma causado pela colheita de
sangue mos animais vacinados.

Nos estudos de tmunidade, mas em menor niimero de ensaios, fm
empregado também o coelho segundo esquema indicado na devida altura.

3.7.1.3 — Vacina do carbinculo hematico

Foram ensaiados diversos tipos de vacinas do carbinculo hemadtico
no cobaia, coelho e ovino.

O Quadro 42 sintetiza o que de maneira geral se verificava em rela-
¢io ao cobaia com a vacina «Sterne» — glicerinada e precipitada pelo
alumen — destinada & campanha empreendida oficialmente contra o car-
bineulo hemdtico no pais.

Os cobaias eram vacinados com 0,50 c¢. ¢.— 5 x 10° esporos — e
contraprovados com 100 a 200 D. M. M. da estirpe atenuada de B. anthra-
cts, 11 Pasteur, SERNE (1946) — 2.5.1.2.2 — podendo notar-se intima
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relacio entre a acgio imunolégica exercida pelos soros dos cobaias vaci-
nados e o grau de imunidade.

De maneira geral, resistiam i contraprova os cobaias cujos soros
actuavam imunologicamente na diluigdo 1/3 na fase logaritmica. A pro-
tecgio verificava-se a partir do 6.° dia; ao 8.° era cerca de 50 To e ao
10.° superior a esta percentagem, o que estd de acordo com as afirmagdes
de STERNE (1946) sobre o assunto. Aos 21 e 30 dias notava-se a maior
protecgic, praticamente 100 %0, a qual depois decrescia lentamente; aos
90 dias, normalmente, ainda mais de 50 %o dos cobaias vacinados resistiam
4 contraprova.

A acgio imunolégica in vitro corria paralela com o grau de imuni-
dade, principalmente em relacio & mdxima concentragio ensaiada — 1/3;

QUADRO 42
VACINA DO CARBUNCULO HEMATICO

Acgio imunolégica e imunidade

IN VITRO IN VIVO
Tempo - : e
de Accio imunoldogica (b)
imuniza¢ao Diluigiio do soro _ Proteccio
(a) - {c)
1/3 1/5 1/7 1/9
4 s — — — =
6 s F - — a F
8 + = G e it
10 : - - = +
12 o g — = — +
14 + F = == +
21 e = = A s
30 o I - +
60 | = = = +
90 + = - == %
{
+ = mais do 50%
* = cerca de 50%
+* = menos de 50 %
- =0
(g} = dias; {b) = fase logaritmica; {¢) = 25122
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e se em velagdo a valores superiores do soro in vitro — ac¢do imunolégica
em maiores dilui¢bes — as diferencas parecem mais acentuadas, isto de-
ve-se a ser fixa a dose de contraprova na apreciacio de imunidade.

Os soros dos cobaias vacinados mostravam menor accio imunolégico
sobre a estirpe virulenta Ba 245 e a imunidade estabelecia-se mais tardia-
mente em relacdo 3 D. S. M. da mesma estirpe. De maneira geral, s6 a
partir do 10.° dia se comegava a verificar protec¢io que atingia os 50 %
ao 14.°; nesta altura, a maioria dos soros exercia acgio imunolégica na
diluigdo 1/3. Aos 21 e 30 dias notava-se também maior protecgio e acgio
imunolégica — a primeira superior a 50 %, raramente 100 %, e a se-
gunda, nalguns soros, era observada na diluigao 1/5. Aos 90 dias o poder
protector era ainda superior a 50 % e a acglo imunolégica verificava-se
na dilui¢do 1/3 em cerca de 50 % dos cobaias vacinados, mas em periodo
menor da fase logaritmica.

Outros tipos de prepara¢io da vacina «Sterne» — glicerinada/sa-
poninada, glicerinada e sem adjuvante — foram também ensaiados nestas
:'con:_d.,ig(");es, no cobaia. Os resultados obtidos com as vacinas glicerinada/
/saponinada e glicerinada pouco divergiam dos alcancados com a vacina
glicerinada/precipitada. Contudo, a protec¢io e ac¢do imunolégica afigu-
ravam-se mais acentuadas nos primeiros dias com as vacinas glicerinada/
/saponinada e s6 glicerinada, principalmente com aquela; dos 21 aos 30
dias o comportamento mostrava-se semelhante e, depois, dos 30 aos 90
dias, a maior protec¢do e accdo imunolégica verificavam-se com a vacina
glicerinada/precipitada.

Estes resultados, embora ndo concludentes dado o reduzido niimero
de ensaios e de animais utilizados, merecem ser tidos em atencgio pelo
que sugerem no ambito do estudo, a que se procedeu. A vacina sem adju-
vante — suspensdo de esporos em soluto fisiolégico — praticamente nio
protegia nestas condigfes, o que estd de acordo com a experimentacio de
StERNE (1948); normalmente, os soros diluidos a 1/3 nio exerciam
acgdo imunolégica significativa na fase logaritmica, principalmente em
relagdo a estirpe virulenta Ba 245.

Os resultados dos ensaios em coelhos vacinados com 1 c. c. da va-
cina «Sterne» — glicerinada,/precipitada — e contraprovados com 1 D. S.
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M. da estirpe virulenta Ba 245 —2.5.1.2.2 — revelam igualmente a
estreita relacio entre ac¢do imunolégica e imunidade.

Ao 7." dia raramente ocorria protec¢do e escassos eram 0s soros que
exerciam acgio imunolégica na diluigdo 1/3 sobre a mesma estirpe; ao
14.° dia a proteccdo era de cerca de 50 %0 e a accio imunolégica obser-
vava-se na diluicio 1/3, igualmente em cerca de 50 % dos soros; aos 21
e 30 dias a proteccdo era superior a 50 % e a acgdo imunoldgica paten-
teava-se na dilui¢do 1/3 na maioria dos soros; aos 60 dias a proteccio
era superior a 50 %0 e a accio imunolégica observavase apenas em cerca
de 50 % dos sores na diluicdo referida; aos 90 dias a protecgdo andava
andava ainda A volta de 50 %, quando menos de 50 % dos soros exerciam
acgdo imunolégica na diluigio 1/3 e em menor periodo da fase loga-
ritmica.

Nos ovinos, inoculados com 1 ec.c. da mesma vacina, a proteccdo
aos 21 dias era de cerca de 100 % ; a maioria dos soros exerciam acgio
imunolégica na diluicio 1/3 sobre a mesma estirpe, embora em periodo
menor da fase logaritmica. '

A acgdo imunolégica foi também apreciada em soros de animais
vacinados com as diversas estirpes atenuadas a que se refere o quadro 6,
concordando os resultados com os obtidos nas experiéncias da imunidade.

Foram também ensaiadas no cobaia e coelho vacinas desvitalizadas
pelo formol, com e sem adjuvante, e tendo por base da sua preparacio
as estirpes II-IPP e Ba 245. O teor em microrganismos destas vacinas
correspondia ao grau 5 da escala do nefelémetro de McFarLAND. A dose
vacinal era de 1 ¢. c. por via subcutdnea e a contraprova realizada com
100 a 200 D. M. M. da estirpe 1I-IPP ¢ 1 D. S. M. da estirpe virulenta
Ba 245 no cobaia; no coelho fazia-se com 1 D. S. M. da estirpe Ba 245.

A accdo imunolégica e o grau de imunidade eram verificados nor-
malmente 21 a 30 dias apds a vacinacdo. Os resultados in viire e in vive
concordavam, mas as diferencas observadas em relagio as estirpes utili-
zadas na preparagdo das vacinas e nas contraprovas eram agora mais
acentuadas, apesar de serem do mesmo tipo imunolégico; esses resultados
variavam ainda com o modo de preparacio da vacina. Assim, vacinas a
partir de culturas das estirpes II-IPP & Ba 245 em caldo simples e desvi-
talizadas as 24 horas nio protegiam os animais de ensaio, mesmo quando
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precipitadas pelo alumen ou adicionadas de adjuvante oleoso; os soros
dos animais vacinados também ndo exerciam accio imunolégica na di-
lui¢do 1/3 sobre as referidas estirpes.

Contudo, a vacina preparada a partir de hemoculturas em caldo
soro de cobaia, a 1/3, obtidas de animais desta espécie inoculados, res-
pectivamente, com [[-JPP e Ba 245, conferia ao cobaia expressivo grau
de resisténcia a ac¢do destas estirpes; os soros destes animais exerciam
acgdo imunolégica in wvitro sobre as mesmas, na diluicio 1/3. Similar
comportamento se verificava no coelho em relacio A estirpe virulenta
Ba 245. -

As vacinas preparadas com culturas de 12 a 14 horas mostravam
maior poder imunizante. Porém, a vacina preparada com a estirpe ate-
nuada II-IPP, que exercia significativa acciio protectora no cobaia contra
a respectiva eslirpe, mostrava-se ineficaz no que concerne i estirpe viru-
lenta Ba 245 nas duas espécies animais de ensaio; contudo, a vacina com
base na estirpe virulenta conferia certa proteccio contra as duas estirpes
no cobaia. .

Os resultados da ac¢do imunolégica concordavam com os da imuni-
dade cruzada, isto é, era menos acentuada sobre a Ba 245 a accio exercida
pelos soros dos animais vacinados com a estirpe atenuada IL-IPP.

Nestes ensaios a imunidade conferida era inferior i da vacina viva,
e a acglo imunoldgica exercida pelos soros na dilui¢io 1/3 era também
de menor intensidade e duragio na fase logaritmica. Com vacina viva as
diferencas verificadas em relacio s estirpes de contraprova eram menos
eXpressivas.

Uma segunda dose de vacina morta, inoculada aos 14 dias da pri-
meira, tornava mais sélida a imunidade e determinava em relagio a maior
nimero de soros mais intensa ac¢do imunolégica na diluicio 1/3, na fase
logaritmica. No que concerne uma segunda inoculacio da vacina «Sterne»
era menos evidente a divergéncia dos resultados.

A imunizagdo parecia mais intensa com as vacinas mortas a partir
de culturas em meios liquidos adicionados de soro normal da espécie
animal interveniente no ensaio. Contudo, as experiéneias realizadas, em
reduzido niimero, neste sentido, ndo permitem ainda dar significado a
esta observagio. Parecia também ser mais acentuada a partir dos 30 dias
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a imunidade conferida pelas preparacdes vacinais adicionadas de adju-
vante oleoso em relacio is precipitadas pelo alumen.

A imunizagio contra o carbinculo hemdtico com antigénios desvi-
talizados tem sido objecto de vdrios estudos por parte dos mais diversos
investigadores — Puziss € WRIGHT (1954), BELTON e STRANGE (1954),
StranGE e BrrLTon (1954), Boor e TrEsserLET (1955), Puziss e
Wricar (1959), WRIGHT et al (1962).

Estudou-se também a aglutinagio dindmica das culturas nalguns
soros de animais inoculados com vacinas mortas e vivas. Para esse efeito
as diluicdes dos soros eram mais elevadas. A aglutinagio normalmente
verificava-se nas culturas a partir do 4.° dia, atingindo valores varidveis,
10 a 100 x, em relacdo & ac¢do imunolégica.

Com vacinas mortas era mais acentuada e irregular esta variagio,
nio se notando igualmente relacdo directa com a imunidade. Ao contrdrio
da acgio imunoligica, observava-se priticamente aglutinacio em todos os
soros, sendo mais evidente entre os 21 e 30 dias. As variagbes verificadas
na D. M. 1. das diferentes estirpes de B. anthracis, chegando por vezes a
atingir 3 x em relacio ao mesmo soro imune, sdo agora de considerar
na apreciacio da acgio imunolégica dos soros dos animais vacinados,
dada a estreiteza dos limites de diluicdo e da sua aproximagio nos ensaios.

Deve utilizar-se por esse motivo neste estudo i vifro uma estirpe
virulenta, cujo crescimento se processe em cadeias com o menor nimero

possivel de elementos, a fim de tornar mais precisos os resultados.

3.7.1.4 — Vacina do mal rubro

Com o mesmo fim, foram também ensaiadas vacinas do mal rubro,
principalmente a do tipo Traub. No ratinho, verificava-se a imunidade
especifica; no cobaia, resistente ao E. rhusiopathiae, observava-se a accio
imunolégica dos soros; no coelho, de relativa susceptibilidade, esta mesma
acclo e ainda a imunidade.

O Quadro 43 apresenta os valores médios da acgio imunolégica
verificada in vitro nos soros de cobaias inoculados por via subcutinea com
1 c. c. de vacina tipo Traub. Esta vacina protegia o ratinho na diluigdo
1/8, Smuman (1954). De maneira geral, ao 6. dia comegava a notar-se
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accio imunolégica. Ao 10.” dia cerca de 50 % dos soros exerciam jd essa
acgdo na diluicdo 1/3, ao 14.° dia mais de 50 % e aos 21 e 30 dias era
atingido o maior grau de actuagdo; neste tltimo periodo algum S0T0S
actuavam na diluicdo 1/5.

Depois, a ac¢do imunoldgica decrescia lentamente e aos 90 dias era
ainda verificada em cerca de 50% dos soros, mas menos intensamente.
Uma segunda inoculagdo da vacina aos 14 dias tornava mais acentuada a
acgdo imunolégica que era verificada em maior nimero de soros na

diluigdo 1/5.
QUADRO 43
VACINA DO MAL RUBRO (a)

Acgdo imunoldgica

In witro

ACCAO IMUNOLOGICA (¢)

Tempo chlulgao do soro
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imunizacio (b}
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protegia o ratinko na diluigde 3§ — 2.5.1.1.1
dias; © {¢) = fase logaritmica.
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No coelho, inoculado com 2 c. ¢. da mesma vacina por via sub-
cutdnea, os resultados da accdo imunolégica pouco deferiam dos obtidos
na experimentacdo no cobaia, constante do Quadro 43. Os valores médios
eram ligeiramente inferiores aos alcangados no cobaia. Ao 7.° dia rara-
mente se notava acgio imunolégica na diluicio 1/3; ao 14.° dia cerca de
50 % dos soros exerciam-na nessa dilui¢io; aos 21 e 30 dias verificava-se
a acgdo imunolégica em mais de 50 % dos soros na diluigdo 1/3 e em
alguns, ainda que em nimero reduzido, na diluigdo 1/5 — isto, tal como
no cobaia.

Depois, processava-se lentamente o declinio, e aos 90 dias menos
de 50 % dos soros exerciam accdo imunolégica na diluicio 1/3, e ainda
menos intensamente. A imunidade, verificada por via endovenosa, apesar
de certa irregularidade, mostrava-se directamente relacionada com a ac¢io
imunol6gica. Notava-se, contudo, no que se refere aos valores médios,

maior proteccio que accio imunolégica na diluicio 1/3; assim, ao 7. e

90.° dias cerca de 50 %o dos coelhos resistiam & infec¢io na altura em
que menos de 50 % dos soros exerciam acgao imunolégica a 1/3 — facto
este devido possivelmente & menor susceptibilidade do coelho ao £ rhusio-
pathiae e ao maior periodo de evolucdo da doenga.

| Os soros de coelhos a que se ministraram duas doses de vacina,
espacadas de 14 dias, mostravam ao 30.° dia mais intensa acgao imuno-
logica, observada em maior nimero de soros na diluicao 1/5, tal como
no cobaia. Ela era também mais acentuada se partes iguais da dose vacinal
fossem inoculadas em 4 zonas diferentes — inguinais e axilares.

Outras preparacoes foram ensaiadas no cobaia e coelho, sendo a
acglo imunoldgica e a imunidade verificadas apenas 21 a 30 dias depois
da inoculagdo da vacina. Assim, os soros de cobaias e de coelhos inocula-
dos com vacinas do mesmo tipo mas sem valor imunizante para o ratinho
evidenciaram fraca ac¢do imunoldgica. Podia ela verificar-se com algu-
mas destas vacinas nos soros dilufdos a 1/3, mas a sua intensidade era
menor e menos duradoura na fase logaritmica.

Contudo, notava-se ainda nestas condigbes certo grau de resisténcia
4 infeccio no coelho. Neste tipo de vacina a substitui¢do do hidréxido de
aluminio por adjuvante oleoso — Arlacel A e parafina liquida — nfo

originava aumento significativo no valor imunizante para o ratinho, nem
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na acgdo imunolégica dos soros dos cobaias e coelhos vacinados. Por outro
lado, os soros de cobaias e de coelhos inoculados com vacinas preparadas
a partir de culturas em caldo soro a 1/3 da respectiva espécie actuavam
mais intensamente, sendo a imunidade conferida ao coelho, nestas condi-
¢oes, mais acentuada que no ratinho.

Os soros de cobaias e de coelhos inoculados por via subcutinea
com suspensdes vivas de E. rhusiopathiae, principalmente quando obtidas
de culturas em caldo soro a 1/3 da respectiva espécie e absorvidas pelo
hidréxido de aluminio, exerciam pronunciada accdo imunolégica. Neste
Gltimo caso, havia maior letalidade no coelho, mas os sobreviventes reve-
lavam acentuada imunidade & infecgdo por via endovenosa.

A acgdo imunolégica verificada nos soros de cobaias e de coelhos
inoculados com culturas atenuadas de E. rhusiopathiae — estirpes Staub
e Connaught — era menos evidente apesar da manifesta capacidade imu-
nizante. Com culturas desvitalizadas destas estirpes essa ac¢io era ainda
menos intensa e de menor dura¢do na fase logaritmica, notando-se apenas
nos soros diluidos a 1/3 e sendo, nestas condicdes, deficiente a resisténcia
conferida ao coelho.

A aglutinagdo observada, de maneira geral, a partic do 4.° dia,
atingia os valores mais elevados aos 21 e 30 dias. A relagio entre ela e a
accdo imunolégica variava acentuadamente — 10 a 100 x — principal-
mente com suspensdes desvitalizadas,

Tao pouco a reac¢do aglutinante mostrava ligagdo directa com a

imunidade.

3.7.1.5 — Vacina da salmonelose (S. cholerae suis)

Foram, igualmente, ensaiadas no cobaia e no eoelho vacinas de
rebanho destinadas a profilaxia da salmonelose por S. cholerae suis. Os
resultados obtidos na pritica de campo com a aplicacdo destas vacinas
foram satisfatérios.

No Quadro 44 constam os valores médios da acgdo imunolégica e
os da imunidade verificados em cobaias inoculados com 1 e. c. de vacina
por via subcutinea. De maneira geral, ao 6.° dia comecava-se a observar
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acgdo imunolégica na diluigio 1/3, que ao 14.° se mostrava extensiva a
cerca de 50 Yo dos soros nas mesmas condigdes. Aos 21 e 30 dias mais
de 50 % dos soros actuavam imunologicamente na dilui¢io referida e
alguns deles, menos de 50 %, na diluicao 1/5. Aos 60 dias a accio imu-
nolégica apenas se verificava em cerca de 50 % dos soros na diluicio
1/3, e aos 90 dias abaixo daquela percentagem, sendo pouco intensa e
manifestando-se apenas em curto periodo da fase logaritmica. A imuni-
dade, por via intraperitoneal, mostrava-se também directamente relacio-
nada com a acgdo imunoligica.

QUADRO 44

VACINA DA SALMONELOSE S. CHOLERAE SUIS
ACCAO IMUNOLOGICA E IMUNIDADE

IN VITRO(b) IN VIFO
Termpo R S S, e ——— 1) S— FENR |
de Acciao imunologica
imunizacio diluigdo do soro Proteccio
(a) 3 e S il (o)
1/3 1/5 1/7 1/9
4 _ o =i e =2
6 F = — = +
8 F — — — +
10 + e T = +
12 T = e — F
14 + ] = = = 2
21 + | 7 = . "
30 o+ | T = +
60 o e = = £
90 T — =y e %
| |
+ = mais de 50%
= = cerca de 50%
T = menos de 509
— =0
(a) = dias; (b) = [ase logaritmica; {c}) = 14 dias.
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Assim, a partir do 6." dia notava-se resisténcia a infecgdo, sendo
esta mais intensa aos 21 e 30 dias; contudo, aos 60 e 90 ela era ainda
bastante acentuada, com protec¢io de cerca de 50 %. Vé-se que em rela-
¢do 4 acgdo imunolégica na diluigio 1/3 o pode protector ¢ ligeiramente
superior, possivelmente devido & menor susceptibilidade do cobaia, jd
entdo com mais idade e maior peso, e ao maior periodo de evolucgio
da doenca.

Os resultados respeitantes i imunidade eram contudo bastante irre-
gulares, em parte como admissivel consequéncia da dificuldade em con-
trolar a D. S. M., varidvel nas condicdes de ensaio.

A acgdo imunolégica e a imunidade foram também verificadas em
coelhos inoculados com 2 c. c. da mesma vacina por via subcutinea. Ao
7.° dia, na generalidade dos casos, observava-se aglutinagdo das culturas;
a acgdo imunolégica exercida por alguns soros na diluigio 1/3 era pouco
intensa e apenas, inicialmente, na fase logaritmica. Aos 14 dias cerca de
50 % dos soros eram actuantes ma diluicio apontada, posto que fraca-
mente. Aos 21 e 30 dias a ac¢io imunoldgica era mais intensa e verifica-
va-se em mais de 50 % dos soros na diluicio 1/3, e em menos de 50 %
na dilui¢do 1/5. Aos 60 dias caia a cerca de 50 %, baixando aos 90 dias
para menos daquela percentagem na mesma dilui¢io 1/3.

A imunidade mostrava-se igualmente relacionada com a accdo imu-
nolégica. A protecgio, verificada por via subcutinea, era contudo inferior
4 do cobaia, menos susceptivel i infeccio pela S. cholere suis. Os resul-
tados evidenciavam certa irregularidade ndo s6 devido a dificuldade de
controlar a D. S. M. de contraprova, mas tambhém A heterogeneidade dos
animais de experiéncia adquiridos no mercado abastecedor e nio proce-
dentes de criagio propria.

Uma segunda inoculagdo de vacina, decorridos 14 dias da primeira,
aumentava sensivelmente a resisténcia do cobaia e do coelho i infeccao
¢ mais elevado niimero de soros actuavam imunoldgicamente nas diluicdes
1/3 ¢ 1/5 e, como nos casos precedentes, em maior periodo de tempo na
fase logaritmica. Os resultados da imunidade mostravam-se também mais

regulares.
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Eram igualmente mais acentuadas a resisténcia a infecgio e a accio
imunolégica se partes iguais da dose vacinal fossem simultineamente ino-
culadas em 4 regides diferentes do organismo— axilares e inguinais.

Foram também ensaiadas no cobaia vacinas de S. cholere suis com o
mesmo teor bacteriano — escala 5 do nefeldmetro de McFarland — mas
de diferente preparagio, a saber:

— Temperaturas de crescimento das culturas — 25° e 37°C;

— Tempos de incubagio das culturas — 8, 16, 24 e 48 horas;

— Inactivagdo das culturas com mertiolato, formol ou dcido fénico
as temperaturas de cerca de 5°, 25" ¢ 37°C, e pelo calor i de
65°C;

— Meios de cultura — caldo BAIN e este adicionado de 30 % de
soro normal, inactivado, de cobaia, coelho, ovino, suino, equino,
bovino e galinha;

— Sem adjuvante, precipitadas pelo alumen, absorvidas pelo hldm-
xido de aluminio e com adjuvante oleoso.

A acgo imunoldgica e a imunidade eram apreciadas cerca de 30
dias depois da inoculagdo de 1 c. ¢. da vacina por via subcutinea. A con-
traprova era feita por via intraperitoneal. Nestes ensaios utilizava-se igual-
mente nas duas provas uma hemocultura de S. cholere suis de 16 horas
em caldo soro de cobaia a 30 %.

A major accdo imunolégica e imunidade pareciam corresponder a
vacina preparada com suspensies obtidas de hemoculturas em caldo soro
de cobaia a 30 % com 16 horas de desenvolvimento a 37°C, desvitalizadas
pelo mertiolato na geleira a 5°C e adicionada de adjuvante oleoso. As di-
vergéncias verificadas eram mails acentuadas em relacio as preparactes
— caldo soro de cobaia/e de outras espécies, principalmente de galinha,
ovino, equino ¢ bovino; temperatura de crescimento 25°-37°C; tempos de
incubagdo 8, 16 e 24-48 horas; inactivada pelo mertiolato, fm'mol/dcldo
fénico, calor; sem adjuvante/com adjuvante.

A acco imunolégica e a imunidade eram ainda mais pronunciadas
com suspensoes vivas, ndo patogénicas para o cobaia por via subcutinea.
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Estes resultados necessitam de confirmacio baseada em anslise es-
tatistica, uma vez que, a par de determinados tipos de preparacio em que
as diferengas eram mais acentuadas, outros havia em que eram pouco
evidentes e nalguns ensaios mesmo priticamente idénticos os resultados
da experimentacio.

A aglutinagdo das culturas observava-se igualmente a partir do 4.°
dia; atingido normalmente os valores mais elevados aos 21 dias. Se as
suspensdes vacinais eram adicionadas de adjuvante oleoso aquele periodo,
de maneira geral, ascendia a 30 dias.

A relagio entre a aglutinagdo e a ac¢do imunolégica variava acen-
tuadamente — 10 a 100 x ; ndo se verificava, mais uma vez, qualquer
conexdo directa com a imunidade,

3.7.1.6 — Vacina da pasteurelose (P. multocida)

Com a mesma finalidade e dentro de idéntico esquema foram tam-
bém ensaiadas no cobaia vacinas de rebanho destinadas & profilaxia da
pasteurelose suina. As estirpes de P. multocida pertenciam ao tipo VI de
RonErTs, AFoNso et al (1964 a). Estas vacinas protegiam o ratinho, se-
gundo o método de CArTER (1950), contra cerca de 10 000 DL 50 e os
resultados obtidos com a sua aplicacido foram satisfatérios.

Do Quadro 45 constam os valores médios respeitantes 4 accio imu-
nolégica e imunidade verificados em cobaias inoculadas por via subcuta-
nea com 1 c. c. da vacina, de novo se observando relacio directa entre uma
e outra. Os resultados pouco diferem dos obtidos nas mesmas condicbes
com a vacina S. cholere suis de preparacio similar. Quadro 44.

A acgfio imunolégica era da mesma forma pouco acentuada, exer-
cendo-se apenas em certo periodo da fase logaritmica. A imunidade era
menos pronunciada dada a maior susceptibilidade do cobaia 4 P. multo-
cida. Por via subcutinea, aos 14 dias, a proteccio era de cerca de 50 %
e aos 21 e 30 dias superior a esta percentagem. Por via intraperitoneal
era ainda menos evidente. Aos 21 e 30 dias, altura em que se verificava
maior ac¢do imunolégica, a protecgdo por esta via nem sempre atingia

os 50 %.
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QUADRO 45

VACINA DA PASTEURELOSE (P. MULTOCIDA)

Accgio imunolégica e imunidade

IN VITRO (d) IN VIVO (c)
Tempo
de Acciao imunolégica iz
imunizagio Diluigiio do soro Protecgio
(a)
1/3 1/5 1/7 1/9 sube, intrap,
4 — — — — — —
6 F - - - — —
8 F = == == + —
10 F — —_ = T s
12 + - - - F ¥
14 o = = = e F
21 i+ % = - a +
30 = + = e -+ +
60 + = = = + ¥
90 F — — — + ¥
+ = mais de 56%
* = cerca de 50%
&= = menos de 50%
— =0
(@) = dias; (5) = fase logaritmica; (¢} = 7 dias.

No coelho, inoculado com 2 c. ¢. da mesma vacina por via subcuti-

nea, observava-se normalmente aglutinacdo ao 7.° dia; alguns soros actua-
vam imunoldgicamente na diluicio 1/3, por curto prazo na fase loga-

ritmica. Aos 14 dias, cerca de 50 % dos soros exerciam acgio imunolégica

na diluicdo apontada mas ainda com fraca intensidade, enquanto aos 21

e 30 dias excediam aquela percentagem e alguns mesmo, menos de 50 %,
actuavam na diluigdo 1/5. A acgdo imunolégica era igualmente nesta
altura mais pronunciada, decrescendo aos 60 e 90 dias em que ficava res-

tringida a menor niimero de soros — cerca de 50 % e menos de 50 %

respectivamente — e apenas na diluicio 1/3. A imunidade mostrava-se
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da mesma forma relacionada directamente com a accio imunolégica, mas
era inferior & do cobaia, menos susceptivel & infeccio pela P. multocida.

Uma segunda inoculagio de vacina, apés 14 dias da primeira, au-
mentava de maneira sensivel a resisténcia do cobaia e do coelho i pasteu-
relose, fosse qual fosse a via empregada, mas mais aparentemente quando
se utilizava a intraperitoneal, mais soros actuando imunoldgicamente entio
nas diluigées 1/3 e 1/5 numa maior extensio da fase logaritmica. Eram
também mais acentuadas a resisténcia i infeccio e a ac¢io imunolégica
decorrentes da inoculagio simultinea de partes iguais da dose vacinal em
4 pontos diferentes do organismo, no caso, as regides axilares e inguinais.
Os resultados da imunidade mostravam-se paralelamente mais regulares.

Tal como em relacdo & S. cholere suis foram ensaiadas no cobaia
vacinas de P. multocide com o mesmo teor bacteriano — grau 5 do nefelé-
metro de McFarland — mas de diferente preparacio.

A acgo imunolégica e a imunidade eram verificadas também 21
a 30 dias depois da vacinagdo, com coniraprova feita por via intraperito-
neal. Era utilizada, da mesma forma, nestes ensaios, hemocultura de P.
muliocida de 16 horas a 37°C em caldo BAIN adicionado de 30 % de soro
normal de cobaia.

A major acgio imunolégica e imunidade pareciam corresponder no-
vamente & vacina preparada com suspensées obtidas de hemocultura em
caldo soro de cobaia a 30 %, com 16 horas de crescimento a 37°C, desvi-
talizadas pelo mertiolato na geleira a 5°C e com adjuvante oleoso. As di-
ferencas mais acentuadas eram verificadas igualmente em relacio is pre-
paraces — caldo soro de cobaia/e de outras espécies, agora principal-
mente equino, ovino e galinha; temperatura de incubagdo 25°-37°C; tempo
de desenvolvimento 8, 16 e 24-48 horas; inactivagio pelo mertiolato, for-
mol/dcido fénico, calor; sem adjuvante/com adjuvante.

Mas estes dados sdo também condicionais, havendo necessidade de
os basear estatisticamente, tanto mais que as diferencas entre determina-
das preparagbes eram pouco evidentes e, nalguns ensaios, os resultados
praticamente idénticos.

De maneira geral, de novo se observava aglutinagio a partir do 4.°
dia, atingindo os valores mais elevados aos 21 dias e, se com adjuvante
oleoso, normalmente aos 30 dias.

— 166 —



A relacio entre aglutinacio e acgido imunolégica variava acentuada-
mente — 10 a 100 x ; ndo se observava qualquer relagio directa com a

imunidade.

3.7.1.7 — Vacinas mistas

Foram também ensaiadas no cobaia vacinas mistas de diferente
composicio imunolégica em cuja preparagio eram utilizadas, em partes
iguais, suspensbes de estirpes de P. multocida e de Salmonella de dife-
rentes lipos. A preparagio era idéntica — culturas de 16 horas a 37°C
em caldo Bain, desvitalizadas pelo formol & temperatura ambiente, pre-
cipitadas pelo alumen; teor bacteriano do grau 5 do nefalémetro de
MecFarland.

QUADRO 46
VACINAS MISTAS (a)

Accio imunolbgica

In vitro
ACCAO IMUNOLOGICA (5)
Wimare Diluigio do soro a 1/3
i o Eick, —
tipos imunolégicos Nimero de inoculaghes de vacina
1 2 3
2 = + +
2 ¥ + +
4' — $ i
5 | = = F
6 = _ — —
| |
+ = Mais de 509 dos soros
=+ = Cerca de 509% dos soros
= = Menos de 50% dos soros
— =0
(@} = Salmonelose e pasteurelose; () = Fase logaritmica.
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De maneira geral era verificada a acgdo imunolégica dos soros dos
cobaias vacinados, Apenas era possivel a observacio da imunidade em
relagdo as estirpes virulentas para o cobaia, animal de ensaio. Contudo,
na preparagio das vacinas ensaiadas entrava sempre uma ou mais estir-
pes virulentas para os animais daquela espécie. Pelo menos, no que con-
cerne a estas, era verificada a imunidade nas diferentes composicées imuno-
logicas e esquemas vacinais.

As vacinas ensaiadas eram preparadas com 2 a 6 tipos imunolégicos
e 0s cobaias inoculados com 1, 2 e 3 doses de 1 c. c. por via subcutinea.
O intervalo entre as inoculacées era de 21 dias e estas feitas em zonas
diferentes. A acgio imunolégica e a imunidade eram verificadas passados
21 dias sobhre a ultima inoculacio.

O Quadro 46 abrange, em conjunto, o que de maneira geral se veri-
ficava nos ensaios realizados quanto a accio imunolégica, evidenciando
assim a sua dindmica em relacio a diferentes composicdes e esquemas
vacinais. O cobaia, dentro do condicionalismo da experimentacao, nio se
imunizava simultineamente contra os diversos tipos imunolégicos cons-
tantes da vacina.

Mesmo apés trés inoculagdes, a maior parte dos soros nio exercia
acgdo imunolégica na diluigdo 1/3 contra os 5 e 6 tipos. Pelo contrdrio,
verificava-se aglutinagio nas culturas em relacdo aos diversos imunotipos
representados nas vacinas depois de uma inoculacio.

Maiores doses ou vacinas mais concentradas ndo aumentavam pro-
porcionalmente a acgdo imunolégica e a imunidade em relagio aos diversos
imunotipos nos cobaias inoculados. Dentro de certos limites de teor bacte-
riano era mais acentuada a ac¢io das inoculagdes ou, seja, estava-se mais
na dependéncia dos esquemas vacinais.

Nio era também perceptivel qualquer ligagdo directa entre accio
imunolégica e aglutinacio.

A acgdo imunolégica em funcdo dos diferentes imunotipos interve-
nientes nas vacinas era bastante irregular, sendo igualmente varidvel a
sua intensidade na fase logaritmica.,

A imunidade, verificada apenas em relagio a determinados tipos,
mostrava-se directamente relacionada com a ac¢io imunolégica.
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A téenica da acgdo imunolégica in vitro é assim de maior utilidade
na avaliagio da capacidade imunizante das vacinas mistas. No mesmo
grupo de animais ¢ agora possivel verificar essa accio, directamente rela-
cionada com a imunidade, em fungio dos diversos imunotipos das vacinas

e estabelecer mais apropriados esquemas profilicticos.

3.7.2 —PODER IMUNIZANTE DAS VACINAS

Nos ensaios de imunizagio realizados, dependia do método de apre-
ciagio e da estirpe de contraprova a relacdo entre a imunidade e a accio
imunolégica.

De maneira geral observava-se proteccio dos animais cujos soros
exerciam ac¢do imunolégica in vitro, em certa extensio da fase logaritmica
na diluigao 1/3. Estes soros actuavam ainda na diluicio 1/5, mas em
menor periodo de tempo da fase referida. Por via subcutinea, contudo,
ainda se verificava nitida resisténcia nos animais cujos soros exerciam
acgdo imunolégica apenas na dilui¢io 1/3 e em mais curto periodo da
fase logaritmica, o que dependia, também, da espécie animal, tipo de in-
feccdo e via de contraprova.

Na infecgao natural poderd ainda verificar-se imunidade com valo-
res mais baixos da acgdo imunolégica e o seu grau dependerd desta, fora
da corrente sanguinea e, por conseguinte, da espécie animal e do tipo de
infeccdo.

Torna-se pois necessdrio proceder a estudos de imunizacio em que
estes dois factores entrem em jogo de forma a ser visvel o estabelecimento
dos indices minimos na apreciagio das vacinas e hem assim a elaboracio
dos respectivos esquemas profildcticos. O calendério das vacinacbes serd
baseado no conhecimento da imunidade das populacses no decorrer do
tempo, obtido através dos resultados da infecgdo natural, estatisticamente
analisados. Nesse mesmo estudo se baseard igualmente a correlacio da
acgdo imunolégica, simultineamente verificada.

Os resultados dos ensaios de imunizagio, agora realizados, mostram
que a evolugdo da imunidade em funcio do tempo se processa de harmo-
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nia com os ji obtidos na experimentagdo anterior e referenciados na lite-
ratura da especialidade — WiLson e MiLEs (1955 b). Da mesma maneira
evolui no tempo a accio imunolégica, de que depende a imunidade.

3.8 — ESTADO IMUNE DAS POPULACOES

O conhecimento do estado imune das populacbes é da maior impor-
tincia sob o ponto de vista epidemiolégico, e nele se devem basear, por
conseguinte, os programas de imunoprofilaxia e sanidade.

As reacgbes sorolégicas in vilro ndo permitem esse conhecimento,
dada a sua falta de relacio com a imunidade. Poder-se-d, contudo, vir a
tomar consciéncia do estado imune das populagBes através da accio imu-
nolégica in vitro, uma vez verificada a sua correlagio com a imunidade na
infeccdo natural.

3.9 — IMUNIZACAO

De maneira geral a infeccdo natural origina no organismo imuni-
dade especifica contra a reinfeccdo.

Nem sempre, porém, tem sido possivel obter idéntica resisténcia com
os microrgarnismos desvitalizados ou atenuados na sua viruléncia. Mesmo
com estirpes naturais, inoculadas ao homem ou a animais, pouco suscepti-
veis por determinada via, a vesisténcia criada é menor que a resultante da
infeccio natural. A imunidade obtida com microrganismos atenuados,
ainda que menor que aquela, é de maneira geral maior que a originada
com microrganismos desvitalizados e é s6 com base naqueles que se tem
logrado a imunizagio contra determinadas doencas infecciosas.

A imunizacio depende, contudo, de factores como a estirpe micro-
biana e condi¢bes de crescimento, espécie animal e via de inoculagio, e
tipo de infecgdo; com os microrganismos desvitalizados as variagbes sdo
ainda maiores, dependendo também da inactivagao.

A imunizacgio, sem base imunolégica, assentava na experimentacao
e evoluia durante esta por tal forma que se afigurava cada vez mais com-
plexo o mecanismo da imunidade especifica.
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O desconhecimento da ac¢io imunolégica e da sua dindmica impedia
a generalizagdo da prdtica da imunoprofilaxia.

Os resultados dos ensaios de imunizagdo agora realizados contri-
buem para o conhecimento da dinimica imunolégica, da qual depende
em vultima andlise, in vivo, a imunidade especifica.

De facto, verifica-se que a ac¢io imunoldgica e a imunidade variam
com a estirpe bacteriana utilizada na preparagio da vacina, meio de cul-
tura, temperatura e tempo de incubacdo, desvitalizacio das culturas e,
ainda, com a espécie animal e tipo de infeccio.

De maneira geral, as estirpes atenuadas desvitalizadas nio originam
imunidade contra a infeccdo natural. Com agentes vivos atenuados a accio
imunolégica e a imunidade sdo mais acentuadas, dependendo da estirpe e
condigies de criscimento, espécie animal, via de inoculacdo, e tipo de
infecgiio, sendo, contudo, menores as variaghes observadas.

Com estirpes naturais inoculadas em animais, pouco susceptiveis por
determinadas vias, sdo ainda mais pronunciadas a accio imunolégica e a
imunidade.

A acgdo imunolégica e a imunidade especifica dependem, por con-
seguinte, da dindmica das populagdes bacterianas, ou seja, das variacoes
antigénicas de superficie no ambiente em que se processa o crescimento,
como se pode inferir da experimentac@o in vitro abrangendo a aglutinacio
e acgdo imunolégica e, in vivo, compreendendo a soro-proteccio.

A composigio genética das populagdes dos microrganismos varia com
o ambiente, e alteracBes fenotipicas de natureza antigénica com expressio
imunolégica foram j4 assinaladas entre alguns dos seus componentes. Estio
neste caso a S. typhi, FELIX e PrrT (1934 a, b), FELIX et ol (1934), FéLix
e BuaTNacar (1935), FELix (1935), FELix e Prrr (1936), CARLINFANTI
(1946); a B. pertussis, LESLIE e GARDNER (1931), Stanprast (1951),
Kuwagima et al (1956), ELpErING et ol (1966); a P. pestis, BURROWS
e Bacon (1956), Ben-Erram et al (1961), MEYER (1964); a P. tula-
rensis, PANNELL (1958), PANNELL e CorpLE (1962), HATCH e NICHOLES
(1964); a P. multocide, Bain (1954, 1955, 1958, 1963); o E. rhusio-
patie, GLEDHILL (1947, 1952), TraUB (1949); o B. anthracis, Puziss
e WricHT (1954, 1959), BELTON € STRANGE (1954), STRANGE e BELTON
(1954), WricHT et al (1962); a E. coli, Brics (1951), KAUFFMANN
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(1954), LoveLL (1959), BoraRos e DeEwirrt (1966); outras espécies
bacterianas, Wirson e MiLes (1955 a, b).

Nos virus, mais dependentes do meio ambiente, Francrs (1959),
BurneET (1960), as variagdes antigénicas sdo mais expressivas imunolo-
gicamente, facto largamente verificado no estudo da preparacio de vacinas,
principalmente no das inactivadas, e referenciado na literatura da espe-
cialidade.

Assim, a acgdo imunolégica, da qual, na realidade, parece depender
in vivo a imunidade especifica, é de natureza dindmica, resultando da
reacgdo antigénio/anticorpo, qualitativa/quantitativa, em extensio na su-
perficie microbiana das populagdes e nfo apenas circunscrita a determi-
nados antigénios. Implicitamente, & uma consequéncia da natureza dina-
mica do tipo imunolégico.

Da acc¢do dos adjuvantes resulta maior formacdo de anticorpos, prin-
cipalmente sob o ponto de vista da especificidade; situacio idéntica deriva
das inoculagbes em locais diferentes do organismo ou espacadas por vé-
rios lapsos de tempo. Daqui, mais intensa acgio imunolégica e, por con-
seguinte, mais eficiente imunidade.

Pensa-se, pois, que é na natureza dinimica do tipo imunolégico e
acgdo imunolégica que se filia toda a complexa fenomenologia da imuni-
dade especifica largamente referida na bibliografia, principalmente em
relagdo aos microrganismos desvitalizados, utilizados na imunizacdo.

Assim se compreende que o mais alto grau de imunidade corres-
ponda & infec¢do natural — mdxima expressdo antigénica das populagGes
no complexo ambiente orgénico e respectiva acgio imunolégica — que seja
menos acentuada a imunidade conferida por agentes virulentos inoculados
por via diferente da da infecgdo natural, sem manifestacio da doenca e,
por conseguinte sem invasfo, e que seja ainda menos pronunciada a imu-
nidade derivada da intervencio de microrganismos atenuados.

Neste caso, hd ainda a considerar, além da diminuicio de virulén-
cia, diferencas mais acentuadas de estrutura antigénica das populacdes
em relagio ao ambiente. Essa base dindmica justifica mais a razio por
que a imunidade obtida por agentes desvitalizados seja a menos intensa
¢ nem sempre eficaz, dada a profunda divergéncia entre os meios de cres-
cimento in vitro e in vive, donde resulta variacio mais acentuada da es-

= 172



trutura antigénica de superficie das populag¢ies microbianas. Compreende-
-se, assim, em relagio as bactérias, a maior ac¢io imunizante das vacinas
mortas, preparadas em meios especiais, com estirpes recentemente isola-
das ou procedentes de passagens por animais susceptiveis — hemocultu-
ras— do que a obtida com produtos vacinais a partir de meios simples e
de estirpes mantidas in vitro através de subculturas nos mesmos meios,
conforme se encontra largamente referenciado na literatura da especia-
lidade.

Neste caso, o mais alto grau de imunidade serd obtido com micror-
ganismos cultivados em meios com elevada percentagem de soro normal
da espécie animal considerada e, melhor ainda, com hemoculturas nas
mesmas condicGes, como se verificou. A estirpe bacteriana deverd, nestas
circunstincias, ser isolada e cultivada in vitro em meio apropriado com
elevada concentragio de soro da espécie animal em causa, evitando-se assim
maior divergéncia das estruturas antigénicas das populagdes, o que se tra-
duz em mais acentuada imunidade.

O mesmo se verifica em relagio aos virus, principalmente com as
vacinas inactivadas. Neste caso, o mais alto grau de imunidade & obtido
com vacinas preparadas a partir de tecidos e fluidos de animais mortos
pela infecgiio experimental ou, melhor ainda, pela natural. Com vacinas
inactivadas de virus virulento proveniente de cultura de tecidos, in vitro,
a imunidade é menos acentuada, e ainda menor, se de virus atenuado.

O valor imunizante destas vacinas depende igualmente da estirpe de
virus e sua proveniéncia, do tipo celular e sua origem, e do meio de cul-
tura — peste suina, CoLE et al (1962), AIRAPETIAN et al (1963); febre
aftosa, LEUNEN et al (1966), MamMmERICKX ¢ LEUNEN (1966); Newcastle,
LArRIN (1964). O virus de tecidos ou de culturas primarias de células,
susceptivels in vivo, da espécie animal a que se destina a vacina é mais
imunizante que o virus de culturas primdrias de células de animal de outra
espécie, embora receptivel; o virus proveniente de culturas primérias de
células de animais resistentes ou de estirpes celulares é o menos imunizante.

E de salientar, contudo, que na generalidade dos casos se verifica
maior ac¢do imunizante se o virus virulento da cultura de tecidos utilizado
na preparagdo de vacina inactivada procede da espécie animal a que a
mesma se destina.
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Com virus vivo atenuado o valor imunizante depende também da sua
proveniéncia ou, seja, da espécie animal em que cultiva in vivo,, ou do
tipo e origem da célula em que cultiva in vitro — raiva, CABASSO et al
(1965) ; peste suina, CoLE et al (1962); Newcastle, GELENCZEI ¢ BORDT
(1960), LarRIN (1964). E ainda de relevar que é mais imunizante o virus
vivo atenuado cultivado em tecidos ou células susceptiveis da espécie ani-
mal a que se destina.

O valor imunizante das vacinas varia, por conseguinte, com a espé-
cie animal, tipo e via de infecgdo, especialmente quando se trata de mi-
crorganismos desvitalizados, facto este a ter em conta na sua apreciagio.
Na literatura encontram-se referéncias a diferente acgio imunizante de
vacinas em relagéio a espécie animal e via de contraprova — Preumococcus,
Smiti e CoNant (1960) ; P. pestis, GIRARD (1955); V. cholere, Burrows
(1953); P. multocida, Yaw e Kakavas (1957);P. tularensis, Downs e
Mooby (1955); K. rhusiopathice, ROEMMELE (1943); wvaccinia, BURNET
(1960) ; raiva, CaBASSO et al (1965). O mesmo se verifica com os soros.

Os métodos laboratoriais de apreciagdo de vacinas destinadas ao
homem e diferentes espécies animais s6 podem fornecer indicagdes de
valor quando baseados em estudos comparativos nas espécies em causa e
estatisticamente comprovados. De contrario, as indicacbes fornecidas po-
dem ndo ser significativas. O mesmo sucede nas bactérias no que concerne
4 acgdo imunolégica, dada a elevada percentagem de soro da espécie imune
no meio in vitro por ser baixa a dilui¢o, em que a mesma se verifica.
Assim, divergem mais, antigénicamente, as populagdes bacterianas in vivo
e in vitro em relacdo & espéeie a imunizar e as indicages fornecidas po-
dem igualmente ndo serem elucidativas,

Outro tanto acontece nos virus com a soro-neutralizagdo in vive e
in vitro. O estudo comparativo nem sempre € exequivel, principalmente no
que respeita as vacinas destinadas & profilaxia humana, dada a avirulén-
cia dos respectivos agentes infecciosos para os animais de laboratério; por
outro lado, a experimentagio no homem tem-se fundamentado principal-
mente na andlise estatistica na infecgdo natural, dada a falta de relagao

entre teores de anticorpos determinados in vitro e imunidade.
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Em relagdo as bactérias este problema poderd agora encontrar solu-
¢do no conhecimento da acgio imunolégica in vitro, directamente relacio-
nada com a imunidade, da qual na realidade depende, como tem sido
observado. A acg¢do imunolégica in vitro, verificada em meio com elevada
percentagem de soro homdlogo e com estirpe virulenta sem subculturas
ou passagens por animais de diferente espécie, dard indicagoes mais signi-
ficativas acerca da imunidade por serem menos divergentes antigénica-
mente as populagdes bacterianas in vivo e in vitro.

0 mesmo ocorrerd com os virus na soro-neutralizacio em culturas
de tecidos in vitro. Os resultados in vivo e in vitro serio menos divergen-
tes se a soro-neutralizacio for realizada em tecidos ou culturas primarias
de células susceptiveis da espécie animal em causa e em meio o mais
aproximado possivel, com o virus virulento sem passagens por organismos
ou espécies celulares diferentes. As estirpes celulares diploides, FERN-
ANDES et al (1964), poderio também ser tteis neste sentido, por mante-
rem in vitro caractersticas normais da espécie, permitindo assim o cres-
cimento do virus sem grande variacao.

Da exposi¢ao feita pode aperceber-se — numa panoramica de con-
junto — o porqué das divergéncias que se registam na imunizagio e que
estdo relacionadas com os mais diversos factores, tais como: espécie bac-
teriana, meio de cultura, temperatura e tempo de incubagdo, inactivacio;
espécie animal, tipo de infeccdo e respectiva via.

Quanto maior é a variagio antigénica nas populacdes microbianas
em fungdo do ambiente, maior é também a variacdo verificada na imu-
nizagdo, principalmente com microrganismos desvitalizados, dada a maior
divergéncia in vitro e in wivo.

Assim se compreende também a falta de relacdo entre teores de
anticorpos determinados in vitro pelas diferentes técnicas imunolégicas
¢ a imunidade especifica, largamente observada e referida na literatura:
nas bactérias, WiLson e MiLEs (1955b); nos virus BurneT (1960); nos
parasitas, Boyp (1956), SourLssy (1962), Furton (1963); na transplan-
tagdo, Hasek et al (1961), Gorer (1961), Sterson (1963), KLEIN
(1966).
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3.10 — INFECCAO E IMUNIDADE

No estudo da ac¢io imunolégica in vitro, principalmente com soros
em elevada concentragio no meio de cultura, superior a 1/10, verifica-
va-se diferente crescimento das diversas estirpes bacterianas utilizadas nos
ensaios, Era também varidvel o crescimento da mesma estirpe em relagio
a soros de diferentes espécies animais. A influéneia do soro no desenvol-
vimento das védrias estirpes nio dependia da ac¢do do complemento, uma
vez que os soros eram inactivados a 56°C durante 30 minutos.

Assim, a susceptibilidade e resisténcia natural, embora se admita
a sua relacio com accio bactericida tissular e humoral — WiLson e
MrLes (1955b), Rowrey (1956, 1962), Skarnes e WiLson (1957},
Oster (1961), JENKIN (1963 a), SUTER e RAMSEIER (1964), SPITZNAGEL
(1966 a, b) SpitzNaceL e WiLson (1966), Scawas e REEvEs (1966) —
parece depender essencialmente da dindmica das populagies bacterianas
no organismo, ambiente da maior complexidade bioquimica.

Braun (1949 a) aponta diferenga das populagies de Brucella abor-
tus in vilro em meios com soro de animais susceptiveis e resistentes. O soro
de animal susceptivel seleccionava a forma S, virulenta, o do resistente
condicionava a forma R, aviruenta. Os resultados in vitro estavam de acordo
com o que se passava in vivo em relagio A susceptibilidade e resisténcia
natural 3 infeccio nas respectivas espécies animais. A dindmica das po-
pulacdes S-R da Brucella abortus foi depois largamente estudada in vitro
— Braun (1949 b), Goobrow et al (1950), BraUN et ol (1951), CoLE
(1952), ALTENBERN et @l (1957), ALTENBERN et al (1959). O mesmo
se tem verificado em relagio a outras bactérias: Salmonella typhimurium,
PAGE et al (1951); Pasteurella pestis, DELWICHE et al (1959); Pasteu-
rella tularensis, Moooy (1955); Diplococcus pneumoniae, CARTA e
FirsuriN (1962); Escherichia coli, Hirscu (1961); Aerobacter aeroge-
nes, Harrison e Lawrence (1963); Staphylococcus, CYBULSKA e JEL-
JaszeEwICz (1966).

De maneira geral, parecia também haver relagido entre crescimento
do virus in vivo e in vitro, ENpERs (1949). Contudo, regista-se desenvol-
vimento do virus in vitro em células resistentes in vivo de animais suscep-
tiveis, e bem assim nas de animais resistentes 3 infeccio — virus da
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poliomielite, KapLAN (1955); virus do fibroma e mixoma, CHAPRONIERE
AnprEWES (1957). Células e virus comportam-se diferentemente in vivo
e in vitro.

A composicao genética das populagées microbianas varia com o
ambiente. As variagoes de viruléncia e antigénicas s@o da maior impor-
tdncia na infeccdo e imunidade, neste sentido se tendo efectuado alguns
ensalos in viro.

3.10.1 — SUSCEPTIBILIDADE E RESISTENCIA A INFECCAO

Foi estudada in viiro a curva de crescimento de diferentes estirpes
bacterianas em meios liquidos adicionados de soro de diversas espécies
animais. Os soros eram inactivados a 56 °C durante 30 minutos para evi-
tar possivel accao bactericida associada a presenca do complemento, e a
sua concentracio no meio de cultura variava normalmente de 1/3 a 1/10.
Nos ensaios, simultineamente e em condigbes idénticas, promovia-se o
crescimento da mesma estirpe nos soros de diferentes espécies animais,
a fim de tornar mais significativos os resultados. O grau de crescimento
das diversas culturas era verificado, na mesma altura, por contagem em
placas.

Observavam-se diferengas de crescimento da mesma estirpe, por
vezes bastante aoentua'd-u,s, £m rehgﬁt} aos diversos 20108, as quais aumen-
tavam com a concentracdo destes no meio de cultura. Facto idéntico ocorria
com diferentes estirpes bacterianas em funciao do mesmo soro, sendo as
divergéncias de crescimento mais evidentes na fase logaritmica.

O desenvolvimento in vitro mostrava-se, em geral, relacionado com
a susceptibilidade in vivo. O sore de animal susceptivel favorecia o cres-
cimento das estirpes virulentas em concentracio superior a 1/10 e difi-
cultava o das estirpes avirulentas. Com algumas destas altimas o desen-
volvimento era ji bastante reduzido a 1/10 e de tal maneira exiguo a
1/5 que em concentracbes superiores se poderia considerar praticamente
nulo. O maior crescimento destas estirpes verificava-se em meios simples
sem soro.

As curvas de crescimento eram sensivelmente alteradas pelas sub-
culturas em varios meios ou pelas passagens em animais de diversas
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espécies. A maior capacidade de adapta¢i@o a meios com soro de diferen-
tes espécies, em concentragio superior a 1/10, verificava-se nas estirpes
virulentas. Por sua vez, era diminuta, nas mesmas condicoes de experi-
mentagdo, a capacidade adaptativa das estirpes avirulentas, mesmo que o
soro proviesse de espécie animal susceptivel a estirpe virulenta do mesmo
tipo imunolégico.

Em concentracio de 1/5, ou superior, a curva de crescimento pouco
diferia da inicial, traduzindo certa estabilidade na dindmica das popula-
¢oes das estirpes atenuadas.

O crescimento da estirpe virulenta divergia intensamente apés o iso-
lamento em meios com soro de animal susceptivel, na concentragio supe-
rior a 1/’”10, € em meio sem soro, princip-almente n‘aquele-s casos em que
o desenvolvimento in wilro se processava em cadeia — B. anthracis e
Streptococcus.

A disparidade de crescimento tornava-se menos acentuada com as
subculturas da estirpe virulenta em meio sem soro, as quais faziam perder
viruléncia a estirpe; por outro lado, as subculturas em meios com soro de
animal susceptivel, em elevada concentragdo, mantinham-na. O mesmo se
observava in vivo em relagdo a passagem por animais de diferente suscep-
tibilidade.

A estirpe virulenta cresce mais rapidamente nos meios com elevada
concentragdo de soro de animal susceptivel; os elementos bacterianos mos-
tram-se, de maneira geral, isolados, mais pequenos e mais uniformes; o
crescimento do B. anthracis e Streptococcus processa-se em pequenas ca-
deias, aproximando-se do que se passa in vivo. Pelo contrdrio, a estirpe
avirulenta desenvolve-se nesses meios mais lentamente sob a forma de ele-
mentos isclados e maiores, por vezes em filamentos e em pequenas cadeias;
a sua morfologia é, por conseguinte, mais irregular. Passava-se o inverso
com as estirpes virulentas e as avirulentas em relagdo aos meios sem soro.
A estirpe virulenta cresce, em geral, mais lentamente em meios com mais
de 10 % de soro de animal resistente; a morfologia ¢ mais irregular e
maiores os elementos bacterianos. Contudo, em concentra¢es inferiores
a 10 % o soro de animal resistente pode ainda constituir elemento de
enriquecimento em relacdo a estirpes virulentas para outras espécies
animais.
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Era todavia possivel, com determinadas estirpes, obter in vitro certo
grau de viruléncia para um organismo que se mostrava resistente a sua
acgiio, através de subculturas em meios com soro da respectiva espécie
animal, em concentracio crescente a partir de 1/10. A passagem subse-
quente por animais da mesma espécie aumentava ainda mais a viruléncia
da estirpe em causa. -

Verifica-se, nestas circunstincias, certa relagdo entre crescimento
in vitro de determinada estirpe em elevada concentragio de soro e a sus-
ceptibilidade ou resisténcia da respectiva espécie animal a sua acgiio, as
quais, in vivo, parece assim depender principalmente da dindmica das
populacGes bacterianas no organismo. Dentro deste critério, essa relacio
poderd permitir a colheita de tteis indicacdes a partir da experimentagio
in vitro. Algumas das divergéncias verificadas em estudos desta natureza
poderiam filiar-se nas diferentes condigies de ensaio, principalmente no
que se refere a concentragdo de soro no meio de cultura. Para obviar a
tal e alcancar maior uniformidade nos resultados, as experiéncias deste
tipo deverdo ser realizadas em meios liquidos com “elevada concentragio

de soro, superior a 1/10.

3.10.2 — VARIACAO ANTIGENICA NAS POPULAGOES MICROBIANAS NA DINAMICA
DA INFECCAO E IMUNIDADE ESPECIFICA

Verifica-se — 3.9 — que o valor imunizante das vacinas desvitali-
zadas dependia, além de outras condigGes, do ambiente em que se proces-
sava o crescimento das populagdes bacterianas utilizadas na sua prepa-
ragdo. Variava com a espécie bacteriand e dependia ainda da estirpe, es-
pécie animal de ensaio, estirpe de contraprova e método de apreciagdo.
O maior valor imunizante parecia corresponder a vacina preparada com
suspensdes bacterianas obtidas de hemoculturas em caldo com elevada
concentragdo de soro da espécie animal do ensaio.

O mesmo se verificava com a acg¢do imunolégica in vitro. Mas esta
acgio, de que parece depender a imunidade especifica, é consequéncia da
reaccio antigénio/anticorpo, qualitativa/quantitativa, em certa extensdo na
superficie bacteriana, como jd se frisou. Por outro lado, as diferengas

— 179 —



imunolégicas resultavam da vartacdo antigénica bacteriana na dindmica
das populacdes, facto também verificado pela aglutinagdo nos ensaios de
soro-absorcdo in vitro.

A composigdo genética das populagbes bacterianas variava com o
ambiente e, dai o comportamento imunolégico decorrente das variagdes
antigénicas.

As diferencas imunolégicas diminuiam i medida que se aproxima-
vam os ambientes de crescimento bacteriano; dai, a malor ac¢do imuni-
zante das vacinas desvitalizadas preparadas a partir de cullturas virulen-
tas em meio liquido com elevada percentagem de soro normal de espécie
em causa. Aproximando-se, desta maneira, os ambientes de crescimento
in vivo e in vitro, mais semelhantes antigénicamente sido as duas populagoes.

O mesmo se passa nos virus com as vacinas inactivadas em que o
maior grau de imunidade é obtido com vacinas preparadas a partir de
material virulento, procedente de animais mortos da espécie dada, e em
consequéncia da infecgio natural. As varia¢bes imunolégicas sao mais acen-
tuadas nos virus dada a sua maior dependéncia do ambiente de cresci-
mento, ou seja, da célula.

A imunidade, consequéncia da acgdo imunolégica in vivo, é condi-
cionada assim pelos antigénios de superficie das populagdes microbianas
no decurso da infeccdo.

Desde a descoberta do antigénio Vi nas estirpes de S. typhi proce-
dentes do organismo infectado, FELIX e PiTT (1934), € dada a sua expres-
sdo imunoldégica, o deficiente poder imunizante das vacinas mortas tem
sido atribuido a diferencas antigénicas das populagdes bacterianas in vivo
e in vitro. Antigénios da mesma categoria tém sido assinalados em condi-
¢oes idénticas na P. pestis, P. multocida, B. pertussis, E. coli — 3.9; foram
ainda registados em estirpes de outras espécies bacterianas, WILSON e
MriLes (1955) a, b) tendo-se procurado manté-los in vitre, na sua maxima
expressdo, pela promocio de condigdes especiais de conservacao e de cres-
cimento dos microrganismos.

Mas, mesmo nas doencas infecciosas em que os anticorpos parecem
constituir o principal factor de recuperaciio e resisténcia especifica, a
imunidade das vacinas inactivadas &, de maneira geral, inferior i das
vacinas vivas, principalmente quando dos virus, devendo mais acrescen-
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tar-se que € dependente ainda da espécie animal, natureza e via de infec-
¢do. E pouco intenso e de fraca duracgio, nem sempre evitando a expres-
sdo clinica da doenga, com alguns virus — vaccinia e esgana; é mais
mtensa e duradoura, mas nem sempre total, com outros — poliomielite,
febre aftosa, peste suina, Newcastle — BEvERIDGE (1963). Na poliomie-
lite, as vacinas inactivadas tipo Salk evitam a manifestagio paralitica da
doenga, mas sdo ineficazes quanto i localizacio intestinal, SABIN (1959);
na variola, a vacina inactivada nao protege o coelho contra a infeccdo
do virus wveccinia por via intradérmica, BURNET (1960), mas sim o
ratinho contra a infeccdo mortal do virus da ectromélia, imunologica-
mente relacionado, ANDREWES e ELrorp (1947); na psitacose, a vacina
inactivada protege o ratinho contra a infec¢do mortal, mas o virus conti-
nua a desenvolver-se no baco onde persiste virios meses, Bepson (1938);
na Newcastle, o mesmo tipo de vacina é eficiente contra a infecgio ge-
neralizada, evitando a manifestacdo clinica, mas ndo evita a sua fixagdo
na superficie das vias respiratérias; na raiva, Krause (1953), assinala
também diferengas imunoldgicas com as vacinas inactivadas em relacdo
a via de inoculagdo do virus de contraprova. No mal rubro, a vacina inac-
tivada tipo TrauB (1949) protege o ratinho, obviando ao aparecimento
de sintomas da doenca; contudo, os bacilos do E. rhusiopathiae invadem
a corrente sanguinea apés a infecgio experimental de contraprova, disse-
minando-se por diversos dérgdos onde persistem e se multiplicam durante
alguns dias; o poder protector no suino, com idéntica vacina, é mais com-
pleto, ndo se verificando a mesma disseminacdo e persisténcia bacilar apés
a infeccdo experimental, SCHNEIDER, (cit. TRAUB, 1949).

Com as vacinas vivas, a imunidade é mais duradoura e completa,
mas depende ainda da espécie a imunizar, agente vacinal e via de ino-
culagdo e bem assim da via de infeccao.

De maneira geral varia directamente, com a capacidade invasora
do agente vacinal, principalmente nos virus, sendo um tecido ou érgio
mais resistente se for atingido durante a imunizagio.

Fox (1943) verifica que os ratinhos e macacos recuperados apés
a inoculagdo intracerebral do virus atenuado da febre amarela 17D fica-
vam mais solidamente imunizados contra a infecgio devida ao virus viru-

lento, pela mesma via; o ratinho inoculado com idéntica estirpe vacinal
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por outras vias era irregularmente resistente pela via intracerebral
com a mesma dose da estirpe virulenta. Na peste humana, a vacina ndo
protege contra a forma pulmonar, mas impede a forma bubdnica de onde
deriva aquela, BALTAZARD e Brycoo (1963).

Verificam-se ainda diferencas acentuadas na imunidade activa e pas-
siva em doengas infecciosas em que os anticorpos constituem factor prin-
cipal da resisténcia especifica: — a imunidade passiva protege os pintos
contra a infeccdo generalizada da Newcastle, mas nfo contra a locali-
zagdo nas vias respiratérias, enquanto a imunidade activa com virus vivo
¢ eficiente sobre estas, BEVERIDGE (1963).

O ratinho imunizado activamente, sobrevivente a infec¢io subcuta-
nea do virus da encefalite equina de Este, é mais resistente & inoculagio
do mesmo virus por via intracerebral do que imunizado passivamente
por via intraperitoneal, embora com mais elevado titulo de anticorpos
neutralizantes na cireulagio sanguinea, TrAuB (1959); a resisténcia era
ainda menor com soro especifico de ratinho hiperimunizado com virus de
embrido de pinto — soro este de menor capacidade neutralizante, via in-
tracerebral, que o do ratinho hiperimunizado com virus cerebral da pré-
pria espécie. O mesmo se passa na raiva com a imunidade activa e passiva,
MircrAMSY (1962). :

A imunidade passiva depende assim da espécie animal imunizada,
da natureza e via de infecgdo e, por consequéncia, da espéeie animal da-
dora do soro especifico, e, ainda, da hiperimumnizacio. O mesmo se veri-
fica na soro-neutralizacio, BURNET (1960).

De maneira geral, o soro antibacteriano exerce maior accdo curativa
que o soro antivirus. Normalmente, este tiltimo apenas actua durante a
virémia primdria ,sendo a sua ac¢@o muito reduzida no caso de generali-
zagdo, enquanto que o soro antibacteriano ainda é eficaz nesta tltima fase.

Divergéncias imunolégicas, como as referidas, verificadas principal-
mente nos viruscom niveis idénticos de anticorposneutralizantes na corrente
sanguinea, ou até superiores, sio atribuidos por diferentes investigadores
a diferencas qualitativas dos anticorpos, a desigual concentracio nos 6r-
gios e tecidos, e a possivel formagdo local — poliomielite, SaBiN (1959),
PauL et al (1959); encefalites equinas, SCHLESINGER (1949), Traus
(1959), Burner (1960). '
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Essas discrepincias sdo ainda atribuidas & imunidade celular nas
vacinas vivas, em que a hipersensibilidade — tipo alérgico — desempenha
papel de relevo, como & apontado por BurneT (1960), BEVERIDGE
(1963), SuTkr ¢ Ramseier (1964). Nos virus, certas divergéncias entre
niveis de anticorpos neutralizantes e infec¢do estariam também relaciona-
das com a capacidade infecciosa do dcido ribonucleico virico, ndo neutra-
lizado pelos anticorpos, Herrior (1961).

Como se pode deduzir da matéria exposta, os anticorpos, embora de
primordial importincia na recuperacdo e resisténcia nas doencas infec-
closas desta natureza, nfo constituiriam factor inico no mecanismo da
imunidade especifica.

Pensa-se, contudo, que as diferencas imunologicas referidas e outras
de idéntica natureza se filiam, em grande parte, se ndo principalmente,
nas variacbes antigénicas nas populagdes microbianas no decurso da in-
feccdo.

De facto, a composicio genética destas populagdes varia com o
ambiente, tendo sido j4 referidas diferencas antigénicas in vive e in vitro
com expressio imunolégica — 3.9. Mas o organismo animal, pela sua com-
plexa estrutura multicelular e variedade de érgaos e tecidos, determina
na realidade para os microrganismos, principalmente para os virus, dife-
rentes ambientes no decurso da infeccdo; daqui, variacoes antigénicas de
superficie nas populagbes microbianas in vive, das quais depende a acgio
imunolégica e, por conseguinte, a imunidade especifica.

A extensdo das variacbes das populaches microbianas no organismo
serd funcdo do agente infeccioso e sua capacidade invasora, e aumentard
naquele cuja infecciosidade se processa através da corrente sanguinea, com
invasdo secunddria na doenga generalizada, conforme FENNER (1948,
1949), em relagio as viroses, e Orskov et af (1928), Orskov ¢ MOLTKE
(1928), Orskov e Lassen (1930), quanto as infecgbes bacterianas.

Contudo, neste tipo de infecgdo generalizada observa-se maior uni-
formidade imunolégica nos agentes infecciosos e mais sélida e duradoura
imunidade.

A viruléncia resultard, assim, da capacidade das popula¢des micro-
bianas em invadirem os diferentes 6rgios e tecidos interessados na infec-
¢do natural. Mas na dindmica de invasio — quer na doenga natural, quer
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na experimental — principalmente nas viroses, hd etapas, cada uma en-
volvendo diferentes tipos de células que podem ndo ser atingidas, o que
dependerd nio s6 do grau de viruléncia do microrganismo invasor — vi-
rus atenuados vacinais — mas também do organismo animal invadido,
daqui resultando ainda, consequentemente, a criagio de imunidade espe-
cifica. Assim, esta ¢ condicionada pela dindmica das populacgdes micro-
bianas na infecgdo e atinge o mais elevado grau a quando da recuperagio
na doenga natural. A infecgdo pode, deste modo, ser detida em qualquer
ponto, na sua sequéncia, sob a ac¢io da imunidade especifica.

As divergéncias imunolégicas referidas podem filiar-se, consequen-
temente, na natureza dinidmica da infecgdo/imunidade especifica, resul-
tante de variaces antigénicas nas populagbes microbianas in vivo.

Nio tém sido assinaladas variacGes antigénicas microbianas com
expressdc imunolégica na sequéncia de invasdo in vive, mas prevé-se a
sua existéncia em vista da natureza dinimica da infeccio/imunidade es-
pecifica, consequéncia da complexa estrutura multicelular orginica, ja
apontada. As infecgbes generalizadas de maior periodo de incubacio, sem
variagGes antigénicas nas populagGes microbianas na dindmica de invasio,
seritam detidas sob a ac¢io da imunidade especifica que se estabelece
a partir dos primeiros dias. Por outro lado, a imunizacio com diferentes
antigénios do mesmo microrganismo — B. anthracis, S. Lyphi — na mes-
ma espéceie animal também ndo seria vidvel sem variacio antigénica no
decurso da infecgio. A modificacio de microrganismos virulentos, prin-
cipalmente virus, por adaptacio in vivo a determinados tecidos do orga-
nismo susceptivel, como é o caso do virus fixo Pasteur na raiva, ou a
aviruléncia resultante da inoculacio por via diferente da natural, sio
igualmente expressio de variacdes fenotipicas nas populacfes microbia-
nas, na infecglo.

A imunidade passiva mostra também variagdes antigénicas na dina-
mica da infeccio natural ou experimental; o seu mais elevado grau é
obtido com soro homélogo proveniente de animal hiperimunizado, por
diferentes vias, com estirpes virulentas.

A existéncia de antigénios relevantes nas bactérias patogénicas in
vivo, dificilmente mantidos in vitre, é admitida por Smrra (1960),
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RoLwEy e JENkKIN (1962), KapLan e MEYESERIAN (1962), JENKIN
(1963 b).

Tomasz (1966), no Preumococcus, regista a influéncia do DNA
do meio ambiente no fenotipo bacteriano. No carbiinculo hemaitico,
NorpseErG (1951), assinala diferengas fenotipicas de natureza antigénica
nas populacbes de B. anthracis no decurso da invasio; o bacilo néo é
capsulado na bateriémia primdria, mestrando-se capsulado na secundaria
— generalizacio e doenga. Estes antigénios estariam relacionados com a
acgdo patogénica.

Nos virus, as variacoes fenotipicas sio mais acentuadas dada a
sua maior dependéncia do meio ambiente — a célula. In vivo e in wvitro
cada tipo celular constituird para o virus um ambiente diferente de cres-
cimento. Assim, verifica-se maior homogeneidade nas populagGes de virus
provenientes de estirpes celulares ou de culturas primdrias monocelula-
res; as provenientes de organismos multicelulares sdo bastante hetero-
oéneas, consequéncia do crescimento em diferentes tipos de células como
¢ o caso do virus da Newecastle, segundo DURAND e E1sEnNsTARK (1962),
e do virus atenuado da encefalite equina Venezuelana no ratinho, durante
a imunizacio, HEarn (1961).

Assinalam-se igualmente in vitro diferencas nas populagdes de virus
provenientes de culturas primdrias de diferentes células da mesma espé-
cie animal. Rotzman et al (1958 a, b) referem também divergéncias nas
populacdes de virus da poliomielite procedentes de diferentes estirpes ce-
lulares humanas. DRAKE e LAYy (1962) mostram a influéncia do ambiente
celular no fenotipo do virus da Newcastle. E as populagies de virus,
mesmo de culturas monocelulares in vitro, sdo heterogéneas antigénica-
mente — poliomielite, TumiLowicz e HuMMELER (1964).

E, na maior parte das populagdes viricas, verificam-se divergéncias
imunolégicas, atribuidas a diferentes susceptibilidade & inactivacio pelo
soro imune: Coxsakie — CropPiN e EcGErs (1962); [Echo— Karzon
et al (1959), Barrox e Karzon (1962); Gripe — CHorPPIN e TamMM
(1959, 1964); Mixomatose e Vaccinia — BurNET (1960).

A fraccio de virus que permanece ndo neutralizada na dindmica do
soro-neutralizacio — BURNET et al (1937), Burner e Lusm (1939),
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Dursecco et af (1956), RuBiN e FrankrLin (1957), ManpeL (1956),
Fazexas de St. Grotu e REmp (1958), Fazekas de St. Groru et al
(1958) — parece igualmente representar a variacao fenotipica de natu-
reza antigénica nas populacies de virus, na infeccdo. Seria consequéncia
de natureza dindmica da infeccio/accdo imunolégica e dependente, por
conseguinte, das populagbes de virus, dos anticorpos e do ambiente de
crescimento.

Sao também expressdo das variagbes antigénicas na dinidmica da
invasdo microbiana as diferencas imunolégicas verificadas nas populagoes
de anticorpos na infecg¢fio: poliomielite — Rorzman ez al (1958 a, b),
WENNER (1962); febre aftosa — SkiNNErR (1953).

Verificam-se, desta maneira, variacoes fenotipicas nas populag¢des
microbianas na infecgdo, mais evidentes nos virus, de maior capacidade
invasora in vivo. E no periodo de incubacio, a fase mais obscura e silen-
ciosa da infecgio, principalmente nos virus, que as variacdes devem atin-
gir a sua maxima extensio.

As variagbes de natureza antigénica condicionam a imunidade espe-
cifica e podem justificar as divergéneias imunolégicas verificadas, e atrds
referidas.

3.11 — ACCAO PARADOXAL DOS ANTICORPOS NA IMUNIDADE ESPECI-
FICA — IMMUNOLOGICAL ENHANCEMENT

3.11.1 —NA INFECCAO

Nos ensaios de apreciagio do poder imunizante de soros e vacinas
nota-se, por vezes, um fenémeno paradoxal que implica, em lugar de
imunidade, uma ac¢do favordvel dos anticorpos na infecgio. Este facto
verifica-se apenas com soros e vacinas desprovidos de poder imunizante.
Neste caso, a morte dos soro-imunizados e vacinados é antecipada, embora
ligeiramente, em comparacio as testemunhas. Este fenémeno é mais acen-
tuado em relacio com a dose minima mortal, observando-se nestes casos,

por vezes, maior letalidade no grupo imunizado que no grupo testemunha.
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Nos ensaios de imunidade cruzada, imunizacido activa e passiva,
agora realizados, notava-se fenémeno idéntico, principalmente com as es-
tirpes de B. anthracis 1-FD e II.LS. Estas estirpes mostravam ainda certo
grau de relacio imunolégica com a estirpe virulenta, embora se compoi-
tassem como de diferente tipo — 3.2.1.2 — Quadros 5 e 6.

In vitro, sob a ac¢do do soro imune, notava-se ocorréncia similar
com as mesmas estirpes e, ainda, com outras, principalmente com aquelas
que normalmente se desenvolviam em cadeia e em condigbes de cultura
mais deficientes. Nestas circunstincias, podia verificar-se accao favordvel
dos anticorpos, especialmente em relacdo i primeira fase de crescimento.

Esta acgdo pode também observar-se in vitro com soros especificos
de elevado poder imunizante e estirpes do mesmo tipo imunolégico, desde
que a concentracdo do soro no meio de cultura seja de molde a ndo exercer
acgio imunoldgica na fase logaritmica. Estes mesmos soros absorvidos com
determinadas suspensdes bacterianas da estirpe tipo ou de outra com esta
relacionada, podem igualmente actuar in vitro por maneira idéntica. In
vivo, ¢ possivel observar-se a mesma actuacdo com estes soros absorvidos,
diluidos ou em doses inferiores as da protecgio média.

Esta ac¢do in vitro variava com a estirpe, o tempo de incubagdo da
cultura de sementeira e o meio de crescimento, e era tanto mais evidente
quanto maior fosse a fase latente das culturas.

Com outros soros especificos, sem valor imunizante e sem acgio
imunolégica, mas de elevado poder aglutinante, ndo se verificava o mesmo
fenémeno, quer in vivo, quer in vilro.

Pensa-se que tal accdo, tanto in vitro, como in vive, resulte de leve
alteracio da permeabilidade da célula bacteriana consequente da reaccao
antigénio/anticorpo, operada em certa extensio da sua superficie e dando
lugar a mais fdcels trocas nutritivas no inicio do crescimento, isto é, na
fase latente. Daqui decorrerd, a par de mais ripido desenvolvimento da
estirpe, a morte antecipada em relagdo ao grupo testemunha, in vivo, e
crescimento mais precoce quando comparado ao das culturas sem soro
especifico, in witro.

Certos aspectos da fase negativa de imunidade antibacteriana
WiLson e MiLes (1955 b) — parecem enquadrar-se neste tipo de accéo
dos anticorpos.
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3.11.2 —NA TRANSFORMACAO MALIGNA E NA TRANSPLANTACAO

Os anticorpos podem favorecer a sobrevivéncia dos tecidos trans-
plantados que, normalmente, seriam regeitados — immunological enhan-
cement, Kariss (1958). Este fenémeno, verificado na transplantacio de
tecido normal e tumoral — Hasex et @l (1961), Gorer (1961), STETSON
(1963) — parece também resultar do tipo de accio dos anticorpos acima
referido e merece ser conhecido pela importancia pritica que tem.

E mais limitado e menos evidente o immunological enhancement
na transplantagio de tecidos normais que na de tumores, facto este possi-
velmente devido a diferengas de capacidade de crescimento — Hasex

et al (1961).

E, por conseguinte, em rela¢io aos tumores que o immunological
enhancement tem sido mais largamente analisado, principalmente depois
da observacio de Kariss e Kanourscu (1956).

Depende da natureza dos tumores a accio dos anticorpos: imuni-
nidade, enhancement, e imunidade ou enhancement — HASEK et al
(1961), Gorer (1961), WissLer (1962), Sterson (1963), KLEIN
(1966). Neste tltimo caso varia com a dose do soro imune; com grandes
doses verifica-se, de maneira geral, imunidade, com pequenas enhan-
cement. Com determinados soros hiperimunes a dose prodntora do
enhancement chega a ser inferior a 100 x a dose inibidora — GORER
(1961). A diferenca na reacgio do tumor i ac¢do do soro imune parece
filiar-se nas propriedades do tecido normal de origem — HaSEx et ol
(1961).

O enhancement pode ainda obter-se depois do tumor estar im-
plantado, quando se estd j& a desenvolver a imunidade de transplantacio
Hasex et al (1961).

A accdo dos anticorpos — enhancement e imunidade — é condicio-
nada também pela via de inoculacio; normalmente, o enchancement,
com pequenas doses de soro, verifica-se em local onde o tumor se desen-
volve com facilidade. Parece depender igualmente da constituicio genética
do hospedeiro. Com determinados tipos de tumores a inibigao inicial pode
ser seguida de enhancement — GoreEr (1961). O mesmo pode ocorrer
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depois de repetidas homotransplantagdes tumorais — KaLiss e BRYANT
(1958).

Imunidade e enhancement sio susceptiveis igualmente de ser
observadas na transplantacio tumoral quando se administram passiva-
mente células imunes e soro— GOrER (1961), MOLLER (1963).

A diversa accio imunolégica dos anticorpos — imunidade e enhan-
cement — parecia depender de diferentes antigénios. Contudo, estudos
mais recentes levam a admitir a identidade dos antigénios, da qual resulta
esta diferente accdo imunoldgica na transplantagiio: ambos os fenémenos
podem ser produzidos com as mesmas preparagdes antigénicas, depen-
dentes apenas da dose, via de administragio, intervalo de tempo entre a
inoculacdo e a verificagio da reacgio imunolégica — HASEK et al (1961),
Gorer (1961), WissLeEr (1962), StErson (1963), KLEIN (1966).
E, em certas condigdes, era possivel originar imunidade de transplantacao
com pequenas doses de antigénio liofilizado, e enhancement com gran-
des doses — Kaviss (1952).

Sao diversas as interpretacdes que sugere o estranho e complexo
fenémeno imunolégico — immunological enhancement, KALISS (1958,
1962). Pensa-se que resulte duma modificacio das células do tumor pelo
anticorpo favorecendo a transplantagio — Kariss (1958). Sabe-se, desde
hé muito, que o anticorpo pode estimular mitoses — GORER (1942); e
KaLiss encontra, neste facto, novo apoio para a sua hipétese de acgio
directa sobre a célula tumoral. FELDMAN e GLOBERSON (1960), na se-
quéncia do mesmo pensamento, consideram que os anticorpos estimulam
a produciio de antigénios em excesso nas células expostas, modificando-as.

Mas poderia pensar-se também que maior quantidade de antigénio
influenciaria a resposta imunolégica; KavLiss, embora perfilhando a
mesma ideia de modificacio directa do tumor pelo anticorpo, passa a
admitir a hipétese de certo efeito sobre a resposta do hospedeiro.

Contudo, a ideia da alteracio celular pela acgdo directa do anti-
corpo parecia ser incapaz de explicar o enhancement em relagio a
transplantagio do tecido normal; Gorer (1956), SNELL (1956), BILLIN-
cuAM et al (1956), SNeLL et al (1960), GORER (1961) admitem, entdo,
que os anticorpos devem interferir com a resposta imune da célula do
hospedeiro. Tem, mais, sido assinalada a acgdo inibidora da resposta
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imune pelo anticorpo administrado passivamente — UHR e BAUMANN
(1961), NEIDERs et al (1962). Assim, os anticorpos, insuficientes para
inibir as células tumorais, podiam interferir com a resposta imune da cé-
lula do hospedeiro, bloqueando a reduzida quantidade de antigénio pro-
duzido e impedindo, por conseguinte, a formagio de anticorpo, com conse-
quente enhancement na sobrevida do tumor. O enhancement seria, deste
modo, precedido por curto periodo de inibi¢io do crescimento do tumor
transplantado, facto este observado, de maneira geral, nestas condicGes
— StETson (1963).

O excesso de antigénio celular poderd conduzir igualmente a situa-
cao andloga ou, & paralisia imunolégica — HasEk et al (1961), WiSSLER
(1962).

Mas nem sempre o enhancement parece ter o seu fundamento na
interferéncia da resposta imune, dada a reduzida quantidade de soro hi-
perimune que o pode originar — GORER (1961). Pensa-se, entdo, na exis-
téncia de anticorpos bloqueantes capazes de se ligarem A célula tumoral,
sem que dai resulte acgio nociva e que evite a subsequente ligagio do
anticorpo eitotéxico, fixador do complemento. Assim, sob a accio da res-
posta imune do hospedeiro, haveria sobrevivéncia do tumor transplantado
e enhancement em vez de imunidade — GoreEr (1961), BrENT e ME-
pawaR (1961), Boysk et al (1962 a, b, ¢).

O anticorpo pode ainda impedir a inibicdao do crescimento do tumor
pelas células imunes — BATCHELOR e SILVERMAN (1962), MOLLER
(1963), MOLLER (1965).

Sabe-se muito acerca de immunological enhancement, mas conti-
nua-se a ignorar como células e soro imune podem, umas vezes, actuar
sinérgicamente e, oulras, antagonicamente, o que leva GOrErR (1961) a
admitir ainda a possibilidade dum efeito qualitativo do soro no tipo da
resposta imune. E, ainda hoje, subsistem didvidas sobre se sdo idénticos
ou divergem os anticorpos do enhancement e imunidade a quando da
transplantacio e transformacio maligna.

Nenhuma das interpretacdes até agora formuladas acerca do enhan-
cement se pode considerar satisfatéria e, presentemente, ndo had uma teo-
ria convincente e explicativa deste fendémeno imunolégico da maior im-
portdncia pritica na transplantagdo. As circunstincias em que se processa
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levam a admitir que se enquadra no mesmo tipo de actuacio favordivel dos
anticorpos observada in vive e in vitro em relagio as bactérias, como acima
toi referido. Assim, o facto de a actuacio imunolégica dos anticorpos
— imunidade e enhancement— depender da natureza do tumor e da
constituigdo genética do hospedeiro, ainda que devida fundamentalmente
a maior ou menor facilidade com que os anticorpos circulantes atingem
as c¢élulas tumorais — Amos (1955), Boyse et @l (1962 a, b, ¢), ManciNt
et al (1962) — deverd também filiar-se na capacidade de crescimento no
hospedeiro e, por conseguinte, nas variacdes antigénicas resultantes da di-
nadmica das populagdes celulares. Com determinados tipos de tumores a
accdo imunoldgica é condicionada pela dose de soro — enhancement
com pequenas doses e imunidade com doses maiores. Depende ela igual
mente da vida de inoculagdo das células tumorais e do soro, devido a maior
ou menor rapidez de absorcdo deste, da qual resulta diferente concentra-
cdo actuando sobre a célula; dependerd, ainda, de variacGes antigénicas
nas populacdes celulares. O enhancement é mais evidente com neoplasias
de ripido crescimento, das quais é provivel que resulte maior variacdo
fenotipica das respectivas populacges.

Facto andlogo se passa com células imunes e soro na transplantacio
de tumores. Assim, tal como em relacio s bactérias, a imnuidade e enhan-
cement parecem na realidade decorrer da reaccio antigénio/anticorpo,
qualitativa/quantitativa, em diferente extensio na superficie da célula e
depender das variacoes antigénicas na dindmica das populacées. Da maior
extensdo de bloqueio imunolégico da superficie celular resulta imunidade;
da menor, enhancement.

O immunological enhancement serd, assim, a consequéncia da
maior actividade mitdtica resultante de mais fdceis trocas nutritivas pro-
porcionadas por leve alteragido da permeabilidade celular. Dimanard, desta
forma, da actuagdo directa dos anticorpos sobre a célula, dependente da
variacio antigénica nas populagbes em crescimento, ndo s6 pelo bloqueio
do anticorpo como, ainda, pela sua intervencio na resposta Imunolégica
do hospedeiro. A célula reage em excesso A accdo dos anticorpos nestas
condigbes, originando malor crescimento, consequentemente, maior varia-
¢ao antigénica nas populacdes celulares; daqui, accio imunolégica em me-
nor extensio — enhancement— para o qual contribuird simultinea-
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mente o excesso de antigénio, por interferir com a resposta imune do
hospedeiro. ' _

A accao directa sobre a célula ocorre também in vizro — MOLLER
e Morrer (1962), MOLLER (1965) — tal como se verifica em relagio
as baectérias com a ac¢iio imunoldgica.

O enhancement representa, pois, um ciclo vicioso de natureza
imunolégica de que poderd resultar acgdo favordvel na transplantagio do
tecido normal, facto da maior importincia em medicina; por outro lado,
¢ de admitir que seja o mais trdgico problema biolégico em relagdo ao
cancro.

A evolugio no sentido de transformacdo maligna serd assim conse-
quéncia do immunological enhancement; a regressio provird da imu-
nidade.

E neste conceito dindmico que se deverd encarar a imunidade de

transplantagdo e a luta imunolégica contra o cancro.

3.12 — ACCAQ IMUNOLOGICA ANTIBACTERIANA T IMUNIDADE ESPE-
CIFICA

Conhecida a acco imunoldégica antibacteriana, in wvitro, ha que
esclarecer como, in vivo, ela conduz i imunidade especifica.

Segundo penso, € o crescimento em cadeia, sob a acg¢io imunonlégicé
dos anticorpos que, in vivo, determina a imunidade especifica.

De facto, a cadeia e o aumento de volume de cada elemento celular
considerado isoladamente correspondem a crescimento em condicdes des-
favordveis e verificam-se in vitro nas mais variadas circunstincias. Entre

stas podem destacar-se a variagio acentuada do pH, da temperatura, da

tensao superficial e da pressao hidrostitica, bem como a deficiéncia ou
o excesso de proteinas, vitaminas ou de iGes metdlicos, factores esses que,
principalmente, influenciam as bactérias Gram-positivas que divergem na
sua estrutura e processo de divisio celular das Gram-negativas — Bisset
(1948 b, 1953), ITERsoN (1965), CoLE (1965).

O crescimento nas condi¢Bes referidas é mais lento, o microrganismo
divide-se sem que se opere a cisdo celular e os elementos bacterianos mos-
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tram ainda apreciivel aumento de volume. A medida, porém, que melho-
ram as condi¢bes do ambiente e estas se aproximam do éptimo, reduz-se
a extensao da cadeia e diminui a grandeza de cada elemento celular.

Estas ocorréncias sio facilmente verificadas in vitro com estirpes
de B. anthracis e de Streptococcus, quando o crescimento se processa em
metos deficientes em proteinas; entdo a simples adi¢do de soro normal ao
meio de cultura origina o encurtamento da grandeza da cadeia. In vivo,
no sangue e 6rgios de animais vitimados em consequéncia da infec¢do por
estas estirpes, apenas se observam elementos isolados ou, quando muito,
cadeias com 2 ou 3 células bacterianas.

Trata-se, por conseguinte, de crescimento das popula¢des em condi-
¢oes desfavordveis e ndo de qualquer dissociagdo de natureza genética
como é o caso da forma R, cujo desenvolvimento igualmente se processa
em cadela — Bisser (1948 a).

O crescimento em cadeia, quer das bactérias Gram-positivas, quer
das Gram-negativas, sob acgdo imunolégica dos anticorpos, filiar-se-ia
assim nas condi¢bes ambientes, embora de natureza especifica, uma vez
que fora da acgido daqueles — por absor¢do com excesso de antigénio, por
continuacdo do crescimento, ou ainda por subculturas em meios sem soro
especifico— se normaliza o desenvolvimento, reduzindo-se quer a exten-
sdo da cadeia, quer a grandeza do respectivo elemento celular.

De facto — repete-se — essas condigdes ambientes modificam ndo
s6 a morfologia como ainda a prépria composicio das populacbes bacte-
rianas e, implicitamente, a sua dindmica.

A alteragio da dindmieca das populages bacterianas sob a ac¢do imu-
nolégica dos anticorpos in vive conduz & imunidade especifica, uma vez
que a bactéria se comporta nestas condigoes como a avirulenta, perde a
capacidade invasora, vindo a infec¢do a ser dominada; nestas circunstin-
cias a accdo dos anticorpos torna ainda mais vulnerdvel a bactéria as
defesas orgénicas.

Tem-se procurado verificar se os anticorpos na auséncia do com-

plemento diminuiam a actividade metabélica, interferindo no crescimento
bacteriano. SEvac e MiLLErR (1948), Harris (1948) observaram, a este
respeito, que a bactéria sensibilizada pelos anticorpos ndo diminuia o con-
sumo do oxigénio. Contudo, deve-se acentuar que acgdo dos anticorpos de-
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pende, como se verificou, da extensio da reac¢io com os antigénios na
superficie bacteriana.

Haun e CoLE (1962), analisando estatisticamente a lon-chain reac-
tion em relagdo ao Streptococcus do grupo A sob a acgdo do soro tipo
especifico, nao verificam diferencas significativas de crescimento quando
do emprego comparativo do soro normal, apenas neste caso diferindo no
niimero e extensio das cadeias; em verdade, o quantitativo de elementos
bacterianos era aproximado nos dois casos. Mas este facto ndo se verifica
em todas as circunstincias, variando com o tipo de cultura, fase de cresci-
mento e duragdo desta.

Subculturas na fase logaritmica, com reduzido inéculo em relagio
ao volume do meio, mostram, na mesma fase, maior crescimento popula-
cional quando em presenca do soro normal. Em culturas continuas as di-
ferencas de crescimento s@o, consequentemente, mais significativas, o
mesmo se dando iz vive com as estirpes patogénicas, uma vez que ¢ orga-
nismo constitui ambiente menos restrito e oferece condigbes Optimas para
o desenvolvimento.

O crescimento em cadeia, decorrente das mais variadas circunstin-
cias desfavordveis, entre elas a de natureza imunolégica, ¢, na realidade,
mais lento que nas condigdes 6ptimas, facto ainda evidenciado, como tam-
bém se referiu, pela maior grandeza dos elementos celulares bacterianos.

A acgao imunolégica ¢, sem duavida, o mais importante factor do
crescimento em cadeia e, implicitamente, da imunidade especifica.

Diverge, contudo, a maneira como se tem procurado explicar o me-
canismo que conduz a formagdo da cadeia sob a accdo dos anticorpos
quando do crescimento em presenga do soro tipo especifico. Assim, PFAUN-
pLER (1898), desde logo, em relacio as enterobactérias, a considerou
como aglutinagdo polar — fadenbildung — ideia que perdurou na ex-
plicacio do fenémeno.

Mais tarde, EKSTEDT e STOLLERMAN (1960 a), no que concerne o
Streptococcus do grupo A, rejeitam a ideia da aglutinacao polar e admitem
a hipétese de que a long-chain € resultante da inibi¢do especifica imuno-
légica de sistema enzimdtico que normalmente ocasiona a cisdo dos ele-

mentos formados apés a divisdo. Baseiam-se aqueles investigadores, ao
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admitir esta hipétese, no facto de tal reaccdo e a fragmentacao da cadeia
apenas se verificaram no periodo de crescimento, normalizando-se a exten-
sao da cadeia por absor¢do dos anticorpos no meio de cultura com anti-
génio em excesso ou pelo simples prosseguimento do desenvolvimento;
alicercam mais a sua opinido no facto da formagio da cadeia e sua redu-
¢do poderem ser alteradas por modificacio do pH, temperatura ou por
adi¢do de certas substincias actuando desfavoravelmente nos sistemas enzi-
mdticos, por conseguinte, no crescimento. '

Hann e CoLE (1962), analisando a reaccdo em causa, também no
Streptococcus do grupo A em crescimento sob a acgio do soro tipo especi-
fico, pareciam nfo aceitar igualmente a ideia da aglutinacio polar na
explicagio do fenémeno, embora a retomem mais tarde como hipdtese
mais plausivel, Haun e Core (1963). Baseiam a sua presuncio actual em
estudos realizados com anti-soros conjugados com a fluoresceina — imuno-
fluorescéncia — dos quais inferem que a cadeia é resultante da unifio dos
anticorpos bivalentes a zonas adjacentes da parede celular mantendo liga-
das as células formadas & medida que o crescimento se processe.

Pela absorcio dos anticorpos com excesso de antigénio ou em vir-
tude da continuacdo do crescimento, uma vez completada a divisio, sio
fraccionados, pelas forgas fisicas nos sistemas, as ligagdes dos elementos
celulares, normalizando-se assim, a extensio da cadeia. O facto de nio se
observar a long-chain na presenca de anticorpos univalentes, embora se
desse igualmente a cobertura de certas zonas antigénicas da superficie,
constitui o principal argumento daqueles investigadores para fundamentar
a opinido expressa sobre a aglutinacdo polar no mecanismo da formacio
da cadeia. Esta, em tltima andlise, resultaria daquela aglutinacio deter-
minada pelos anticorpos bivalentes.

Mas os estudos agora realizados e relatados parecem incompativeis
quer com a hipdtese da aglutinagio polar originada pela bivaléncia do
anticorpo — HanN e CoLE (1963) —, quer com a da inibi¢do especifica
de sistema enzimdtico — EKSTEDT e STOLLERMAN (1960 a) — quando se
pretende explicar o crescimento em cadeia sob a acc¢do dos anticorpos in
vitro. De facto, dada a natureza dindmica da acgao imunoldgica, resultante
da reacgfio antigénio/anticorpo, qualitativa/quantitativa, em extensio na
superficie bacteriana, ndo é possivel conceber-se que a aglutinacio polar
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ou a inibi¢do especifica de sistema enzimatico sejam os responsaveis pela
formacio das cadeias ou pela extensio destas.

A acgio imunoldgica dos anticorpos depende da drea antigénica atin-
gida na superficie bacteriana, verificande-se: immunological enhance-
ment — em que os anticorpos favorecendo o crescimento reduzem conse-
quentemente a extensio da cadeia

; a cadela, como consequéncia de mais
ampla drea atingida na reaccdo; e, finalmente, a simples aglutinacio.
Além disso, a hipdtese da cadeia derivar da aglutinagio polar por anti-
corpos bivalentes, visto ndo ser verificada sob a accio dos univalentes, nio
é de aceitar, dado que os anticorpos alterados na sua estrutura podem dei-
xar de exercer acgdo imunoligica antibacteriana in vitro e in vivo; e, na
realidade, é aos bivalentes que em geral se atribui a imunidade especifica.

Acresce ainda que a cadeia se verifica, como se disse, noutras cir-
cunstancias sem a intervengdo especifica dos anticorpos, principalmente
em condiges desfavordveis.

A cadeia surge assim como consequéncia de crescimento nessas cir-
cunstincias precdrias, apenas criadas, neste caso, imunologicamente, pelos
anticorpos. Alids, sabe-se que estes alteram as estruturas bacterianas, por
vezes com espessamento — Tomcsik (1956), OsreEr (1961), FELDMAN
(1964). Daquelas alteragies, principalmente a da parede celular, resulta-
rao perturbagbes da permeabilidade que se reflectem no crescimento, dando
origem ao wunbalanced growth — crescimento desequilibrado — Suoc-
KMAN 1965).

O crescimento e a divisdo celular ndo ocorrem regularmente, sendo
assim retardados e originando, possivel e consequentemente, o espessamento
da parede celular, de onde a maior dificuldade na cisio apés a divisdo.

A cadeia encontra deste modo explicagio nas condigoes ambientes,
mesmo quando resultante da acg@o especifica dos anticorpos, como no caso
presente.

A imunidade humoral desempenha, em verdade, papel preponde-
rante na resisténcia especifica quando da infec¢do de cardcter agudo por
agentes bacterianos de rdpido crescimento, sem capacidade de sobrevivén-
cia e de multiplicagio intracelular.

Neste caso, alterada a dindmica das populagdes bacterianas no orga- -
nismo em consequéncia do crescimento em cadeia sob a ac¢io imunols-
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gica dos anticorpos circulantes, a infeccio é dominada pelos elementos
celulares de defesa. :

Em relagio aos agentes bacterianos determinantes de infecgdo de
evolugio menos aguda, e em que a imunidade celular representa o prin-
cipal factor da resisténcia especifica, os anticorpos exercem, da mesma
forma, accio imunolégica — crescimento em cadeia — criando-lhes con-
dicoes desfavordveis. As infeccdes desta natureza resultam, portanto, da
capacidade de vida intracelular dos agentes infecciosos que lhes respeitam;
dai, ser fundamental i resisténeia especifica a imunidade celular, conse-
quentemente adquirida. '

O que se passa com as bactérias ocorrerd igualmente com os virus,
parasitas e células, apenas com a diferenca que resulta dos respectivos
mecanismos vitais.




