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SUMMARY

In 332 specimens of materials from suspected smalipox cases coliected hy
the Smalipox Erradication Campaign between June 1967 and August 1970, virus
cultures, eleciron microscopy, detection of viral antigen and serologic tests were
done for etiological diagnoses purposes.

Ome hundred and seventy seven samples or 53.69% were positive for smailpox
in choricailantoic membrane and/or tissue cultures methods.

Ten smallpox strains were identified as variola minor or alastrim,

One hundred and ninety two samples were studied simutaneously by virus
culture methods and electron microscopy with 899 of identical results.

Three hundred and seven samples inoculated in the chorioallantoic membrane
of hen egg's and human kidney tissue cultures line showed 929 identical results

The statistical anpalysis showed no significant diference between the two
methods of virus culture and also between theses two methods and electron
microscopy.

Only 4 out of 56 samples of blood showed titres suggesting recent poxvirus
infection trough hemaglutination inibition and complement fixation tests.

The clinical and epidemiologyeal dlagnoses of smallpox was correlated with

etinlogical laboratery resulis.

INTRODUCAD

A variola, infecgio conbecida hi séoulos,
ainda hoje apresenia, em cérea de 10-209 dos
cazos, dificuldades de diagnéstico clinkeo-
epidemiolégico. Nos paises onde a variola
raramente ocorre, ¢ 6bvio que a grande maio-
ria des clinicos & epidemiologistas nie esti
atenta para o dlagndstico desta infeccio; por
outre lado, nos lugares em que ela é endé-
mica ndo & raro ocorrerem surfos paralelos
de varicela, confundindo o quadro clinice.
epidemiolégico. B simples fazer o diagnds-
tico da varfela quando o quadro clinieo se
apresenta igual ou semelhante Zquele que
se convencionou classificar como “cléssico”
ou tpico da variola; entretanto, existe difi-

culdade de diagnéstico quande nos defron-
tamos com casos nfo usuals ou ainda modi-
ficados principalmente pela vacinagfio anti-
varitlica prévia com pega.  Segundo Dixon,
a variola, seja ela major oun minor, pode apre-
septar uma série de nove quadros clinicos di-
ferentes, variando desde a variola purptriea,
até a “sine eruptione”, sem que, eniretanto,
a maloria dos tipos se afaste daquele que
se convencionou classificar como classico. Em
nosso pals & comum observar, durante um
surto epidémico, vdrios tipes ciinices da va-
rinla com gpredomindneia do tipe VI de
Dixow %, £ ébvio que, seja qual f6r o tipo
clinico que s¢ manifeste, o isolamenio e as
medidas epidemioldgicas devem ser impostas.
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Nos paises onde a varfola nfo & endémica,
e naqueles em que se prople sua crradica-
¢lo, como & 0 nosso caso, a confirmagio etio-
logica através dos cxames virologicos espe-
cvializados é de suma importincia sob os mais
variados aspectos da saide pablica. Neste
particular, nosso laboratérie vem hé alguns
anos colaborando com a Organizagio Pan-
Americana de Satde e o Govérne Federal,
realizando  disgnésticos etiolégicos das in-
fecgbes por virus que causam exantemas.

Apresentamos neste trabalho os dades obti-
dos com os exames dos materials proceden-
tes de varias regifes do pals, através da Cam-
panha de Erradicaciio da Variola, ¢ evidén-
cias laboratoriais do tipo de virus da Variola
gue grassou em nosso meio, bem como co-
mentarios de interdsse sbbre o trabalho de-
senvolvido.

MATERIAL E MaETODOS

O material que chega regularmente ao Ser-
vigp de Virologia & constituide, na maioria
das vézes, por 2 a 4 liminas bacteriologicas
corn esfregago de vésico-pistulas e por cros-
tas de lesdes em latas de metal tipo “vaseli-
na” ou em tubos de vidro fechados com 18-
ihas de cortiga. Raramente recebemos capi-
lares ou vidros tipe “penicilina” com con-
tetido de vésico-pistulas. Todos os materiais
sem excegdo chegaram através do correio
aéreo ou nio, sem qualquer refrigeragdo, acon-
dicionados em invélucros apropriados cedidos
pela Campanba de Erradicagio da Variola,
ou ginda em caixas improvisadas de madei-
ra ou de papeldo. Geralmente o material vem
acompanhado de ficha com dados clinico-
epidemicldgicos, pessoais, do local de origem
¢ suspeita diagnéstica.

[mediatamente apés sua chegada ao la-
boratério, abertos os invélueros e verifica-
das suas condicBes, os materiais eram regis-
trados em série numérica e de aclrdo com
a quantidade de material recebido de cada
caso, separava-se parle destinada ao labora-
tério de microscopia eleirbnica e o restan-
te, de acdrdo com sua natureza, era suspen-
so e/ou macerado em 0,5-1.8 ml de solucio
fisiolégica tamponada (PBS, pH = 7.2)
acrescido de antibidticos (2.000 U Pen. +
350 y de Estreptomicina}, controlados em
meios bacterioldgicos e conservados em tem-
peratura de -27°C até o momento da feiin-
ra dos exames.
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Técnicas Firolégicas: Cultivo e Identificagdo

As inoculagBes para a fentativa do isola-
meato do virys foram feftas em membrana
coricalantéide de ovos embrionados de ga
linha de 11-12 dias de imcubaclo e/ou em
cultura  celular continua de rim  humano
{RH), origingl de Ness Ziona, Israel, de
acbrdo com a disponibilidade dos meios de
cultive. A téenica de inoculagdie em oves
embrionados foi a usual (WHO), e a quan-
tidade inoculada nos melos fol sempre de
0,1 ml. O nfimero de ovos inoeulados foi
de 4-6, e de 34 o de tubos de culiuras ce-
lulares, para cada malerial. Os meios ino-
culados foram incubades a 36°C; os oves
foram aberios apés 72 horas de incubaglo,
a membrana corioalantéide excisada e colo-
cada em placa de Petrl contendo soluclo fi-
sivlogica tamponada e examinada com luz
incidente contra fundo escuro, Observaram-
se as culturas celulares didriamente pars a
verificaciio ou nio da presenga do efeito
citopatico até 7-8 dias apds a ineculacdo,

A identificacdo do virus em membrana
corivalantéide foi feita pelo aspecto macros-
copico e caracteristicas morfolégicas das le-
sbes® verilicando-se crescimento confluente.
realizavamos passagens seriadas com dilui-
¢bes do virus até obtermos lesfes isoladas
de aspecto iipico. Se os caracteres moriold-
gicos nfo cxibissem tipicidade, procediamos
a identificagBo de grupe airavés da reagho
de hemaglutinagio com hemacias de galinha
proviamente selecionadas. A identificacio do
virus nos sistemas celulares também {oi felta
pelo carfiter de efeilo citopatico quando as
lesfes ou focos eram isolades; porém, guando
o crescimento era lotal, procediamos s pas-
sagens seriadas com diluigBes de virus iso-
lado. Se ainda persistisse qualquer davida
com relagiio ao agente isclado, realizavamos a
reacio de hemadsorcBo com hemécias de ga-
linha também préviamente selecionadas, para
identificd-lo {grupo}.

Microscopia Eletrénica

Oz exames feitos pela microscopia eletrs-
nica consistiram em coloragdes do material
pelo método de contraste negativo pele acido
fosfotfingstico (PTA) e pesquisa microscopi-
ca exausliva pars visualizacie do corpis-
culo elementar do virus® No minimo 2-3
grades de cada material eram examinadas.
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Difjusdo em Agar

Na dependéneia da quantidade de material
da amostra recebida, realizdvameos também
a prova da dupla difusdo em dgar para de-
menstrar ¢ aniigeno viral . A leltura final
da reagiio foi feita em 18- 2 horas & o sbro
hiperimune antivacinico fol por nés prepa-
rado segundo a téenica usnal. Foram sem-
pre incluidos no tleste contrbles posifivos j&
conhecides e siro de coetho nermal. O re-
sullado sé6 era considerado positive de gru-
pe quando uma linha de precipitagio do des-
conhecido unia-se ou fundia-se com uma k-
nha do contrdle positive e oz contrdles nega-
tivos nfio exiblam qualquer linha de precipi-
tagéo.

Em certo nimere de soros recebidos em
condigbes de serem manipulados, realizaram-
se reagbes de fixagfo de complemento e ini-
hicio da hemaglutinagio para dosagens de
anticorpos espectficos de
téenica de rotina usada
tério *#

em nosso labora-

{dentificacdo do Tipo de Virus

Todos os virus icolados foram sistemati-
camente guardados em refrigerador a ~70°C
algumas amostras foram APiemonaﬂAﬁ para a
prova de identificagio do tipe de virus da
variola; a técnica usada foi & deserita por
Nizamupin & DuMprin *®, gue consiste em
comparar o crescimento ou a inibigfo do virus
& temperatura de 35°C e 38,5°C.

RESULTADOS

No periodo de Junho de 1967 a Agdsto de
1970 recebemos amostras de materiais sus-
peitos de variola que puderam ser examina-
dos por alguns métodes laboratorials para a
confirmacio etioldgica do diagnostico clini-
co-epidemiolégico da variola, Do total de 332
materiais provenientes de varias Unidades da
Federaclio, 177 resultaram positivas para va-
riola, correspondendo a 53,0% de positivi-
dade no material estudado {Quadro 1}.

Pas cinco Unidades da Federaciio tivemos
materiais representativos de quatro, nas guais
despistamos casos positives de varfola ecom
comprovagiio etiologica no leboratério, Com
base nestes resultados podemos afirmar que

grupo pela micro-.

Materinis que puderam ser traboalpados ¢ dicgnos-
ticados por meio de isolamento e idenfificacdo do
viras, recebidos afravés de Caompoanhoe do Brradis
cacdo da Variola, de junho de 1967 qté
agdsio de 1870

Unidades da 2 ? § = =
ot Al ol
Federacio Estados . ] E g%
ZElgTE
Maranhio Y o
Ceard [ -4
Nordeste Rie Grande do Norvte 2 0
Paraiba 4 3
Pernambiieo 4 g
Alagoas .3 2
Minas Gerais - BO a3
Sudeste Rio de Jaheiro i a o
S840 Paulo 98 A3
Sul Parani 17 13
Ria Grande do Sul 70 42
Centro-Geste | Distritc Federal 24 13
(Goigs pat] 20
Bem proeg-
dénciy i [ 3
_ | |
332 | 17
38.6%

a infecgho varidlica grassou duranie o perio.
do acima citade, praticamente em todo o pals.

Foram reslizadas em dez cepas de virus
isolados de diferentes regifes do Brasil as
provas do crescimento on m]bigd() do cresci-
mento do virus da variola em temperaturas
de 35°C e 38,5°C. Dos resultados do qua-
dre I, verificamos que houve nitida inibi-
¢lo do crescimento dos virus usados no ex
perimento, na realidade 1009 de inibicfio,
guando foram incubados a temperatura de
38,5°C. A cepa padriio do virus da variola
major, cepa Harvey, demonstrou, a 38,5°C,
relativa inibigde do crescimento evidenciada
pela diminuicdo do nimero de lesfes e ainda
apresentou disereta diferenga morfolégica em
relagiio ao sen crescimiente tipico & fempera-
tura de 35°C. Todos os virus autoctones usa-
dos neste experimento iiveram comportamen-
to segundo o teste da femperatura como cepas
de variola minor ou alastrim. Comportamen-
to semethante aos viras usados foi também
verificado com: a cépa Butler, padrio repre-
sentativo da variola miner. Obviamente, de
acbrdo com os resuliados, podemos afirmar,
generalizando, gque durante o periodo estuda.
do o0s casos clinicos de variola corresponde-
ram etioldgicamente aos de variola miner ou
alastrim.
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QUADRG II

Resultados de 10 cepas submelidas o prove de
femperature para disiinedo enire wariole moajor

¢ wminor.
N de lesdes na MOA
Am;)rs‘ﬁm Procedéncla apds 72 horas

el a 38,50

1561 Paraiba 137 - 105 - 0
=200 > 200 0 -0

1571 Alagoas = 200 > 200 - 0
. 185 = 200 0- M

1606 Ceara 200 > 200 G- 0
150 180 0 - A

1827 | Coias D 200 > 200 6 - 0
200 i 0- M

1642 gtrite 8 - 68 o~ 0
Federal Po200 - 288c | O~ O

1723 Brasilia 0 - 75 o - 0
| 23 — 200 0 - M

Hurvey | Inglaterra 1H8 = 200 42 - 57
= 200 170 10sc 1fsc

Butler | Inglalerra = 200 124G g - 0
> 200 180 G- 0

2581 Parana 125 = 200 O« 0
160G > 208 - 0

3159 M. Gerals 130 96 LU
i 70 150 09 - 0

166 R. Grande G0 -~ 110 0 - 0
do Sul 180 > 200 g - 0

3199 S, Paulo 30 -~ 35 G- 0
: 42 249 0- 0
arvey | Inglaterra | Sdse 38sc |30 - Tse
100 > 200 138 B

Butler = 200 120 o - 0
353 M 0 - 0

> 200 = confluente

s¢ = gemiconfluenie
G = auséneia de lesdes
M = morte.

192 materiais suspeitos de varfola feram
estudados simultineamente pela microscopia
eletrénica e por cullive do virus em mem-
brana coricalantdéide e/on cultura continua de
células' de rim humano, 97 materiais resul-
faram positivos para variola nos meios de
cultivo para o virus, corvespondendo pratica-

mente a 50% de positividade nos materiais
estudades. Tm microscopia eletrdnica tive-
mos 88 materiais posilivos on seja pratica.
mente 465 de material estudado. A coencor-
dincia nos dois métodos foi de 899 porque,
sels materiais foram positivos em microsco-
pia eletrdnica e negalivos em membrana co-
ricalantdide e/ou sistema celular, por outre
lado 15 materiais foram positivos em culti-
vo porém foram negativos em microscopia
cletrdnica, Og resultados déste experimento
estio demonsirados no Quadro II; o tra-
tamento estalistico demonstrou nio haver di-
ferenca significativa entre os métodos em
relacio ao diagndstico etiologico da variola.
O teste usado fol “x*”, com corregiio de Yates,
obteve.se um valor de x® = (.66 com um
gray de liherdade gue seria eslatisticamente
signticativo sdmente 2 um nivel de P = 500,

QUADRO ITi

Resnltados obtides pele icroscopic  eletrSnica
& cultive em membrane corielewicide e/ow
cultura ceglular (RH).

Resultado
: + - Total
Frova
ME 88 104 e
(92,5 {89,5)
AMCA efou 97 95 102
oT (92,5) (99,8}
Total 185 199 384
o= R4
af = 1

{N.osy = fregliéncias tedricas.
ME = microscopia eletrdnica.
MCA = membranz corialantéide
CT = cuitura de iecidos.

307 materials suspeitos de variola foram
inoculades em membrana coricalantdide de
ovos embrionados de galinha.e em cultura
continua de células de rim humano para tes-
tar a sensibilidade dos dois melos de cultivo
para o virus da variola. Os resultados estfo
ilustrados na quadre IV. 170 materiais fo-
ram positivos em membrana corioalantéide
correspondendo a 55,39 de positividade ne
material estudado. 156 materiais foram pe-
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sitivos em cultura celular correspondendo a
50,8% de positividade, As diferencas de da-
dos ebtidos nos dois méiodos quando anali-
zados sob o ponto de vista estatistico, nfe
demonstraram ser significativas. O teste usa-
do fol o “x* com corre¢iio de yates. Obte-
ve-se um valor de “x* = 1,10 com um grau
de liberdade, néste caso 86 haveria signifi.
chncia estatistica a um nivel de [P = 309,

QUADRO IV
Resultados obtidos pelos mdtodos de cullivo em

membrand corialanicide & lnhggem continua de
célulay de rim humano (RH)

Resultado
4 — Total
\\\
Méfodo .
CT 156 151 307
(163) (144)
MCA 170 137 307
{163 (144)
Total 328 288 614
x* = 1,10
df = 1
(Nes) = fregiiéneias ledricas

MCA = membrana coriolantdide
CT = cultura de tecidos,

Apenas 56 amosiras de sangue chegaram
a0 nosso laboratério em condigfes de serem
trahalhadas e, destas, somente § vierare acom-
panhadas de fichas completas, contendo dados
informativos de wvalor. Das 56 amostras, so-
mente 4 tiveram titulos iguais ou acima de
1:10 em fixaclo de complemento, e sémente
uma teve tiulo de 1:160 em inibicio da he-
maglutinago. Em tddas as amostras poesi-
tivas para inibiclo da hemaglutinagio, o ti-
tulo foi de 1:10 ou 1:20. De nenhum caso
recebemos a 2.* amostra para verificacfio do
aumento ou nfo significante de tinle. De
acbrdo com o critério dos autores ingléses”,
generalizando, podemos afirmar que sdmente
quatro amostras examinadas correspondiam
a uma infeccio atual ou recente pelo poxvi-
rus, isto porque em um caso o ttule de ini-
bicAo da hemaglutinacio de 1:160 corres-
ponden a wm titulo de fixagdo de comple-

mento de 1:40,

Em relacfio &s provas de dupla difusfo em
agar para demonstracio da presenga do an-
tigeno viral, realizamos sdmente 18 provas em
virtude da exigtiidade do material recebide.
A experifnela que tivemos em 1967 (Luis
Floréncio de Salles Gomes e John Noble Jr.},
de que hi necessidade de ne minime 10-12
crostas maceradas de variola minor para obter-
mos resultados pesitivos nesta prova, impedin
a realizacio de maior nimero de testes, Do
total de 18 provas, 10 exibiram vesultados
concordantes guando relacionados com o cul-
tive do virus; dos 8 materiais que foram
positivos para difusfo em Agar, 6 eram cons-
tituidos por crostas e 2 por esfregacos de con-
tetide de lesBes em laminas; dos 10 negati-
vos, O eram crostas e 1 esfregace de contefido
de lesBes em ldminas.

QUADROC V

Variola no laboratdrio
Diagndstice
olinico-epidemioldgico
Casos Pogifividade
a) Variola 122 BE*
hy N&o é variola Pl 1
¢y Duvideso 28 12

* 3 pasos Ge Vaciniz generalizada,

QUADRO VI

Dados comparetivos entre os resultados obtides
pelo diggndsiico ciinico e do laboratdrio

\\‘ DL,
"
\\\ + - Total
218 e
+ 88 34 122
- 1 24 25
Total 89 b8 147
R !
X5 o= 2805
af = 1
P o< 0001

DI, = diagpostice laboratorial
DC = diagnostico clinico
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Frm 175 casos clinicos, refacionando o= re-
sulatdos. etiologicos com as trés alternativas
diagndsticas ccmtzdaq nas iichas clinice-epi-
dem1ologica=; a saber: variola, nfo é variola

“duvidose”, quadros V e VI, eliminande
oés 28 ‘casos classificados como “duvidosos™
para o estudo estatistico, podemos concluir
gue os diagnosticos dinico e etioldgico dife-
rem significativamente quanto 4 proporgfio
de casos positivos em laboratérie. O teste
usado foi o das mudancas de McNemar, obte-
vese um valor de x* = 29.25 com um grau
de liberdade, portanto uma probalidade de
P < 0,001, o que guer dizer gue o valor

encontrado ¢ altamente significative.

COMENTARIOR

Com exceciio da Regio Norte do pais,
foram examinados materials procedentes de
thdas as Unidades da Federagfio; 53% re-
sultavam positivos pary variola, Com base
nos estudos etiolégicos, verificamos que 2 in-
fecgio grassou praticamente em todos os Te-
cantos do pals.

Sob o ponto de vista elinico-epidemiold-
gico éste fato & sobejamente cophecido; en-
tretanto, reafirmamos a verificagdo, com a
comprovacio etolégica pelo fato de ainda
existir em nosso meio certa “erenca” de que
determinadas zonas sfo isentas da variola,
scorrendo sdmente casos de “varicela”. Ora,
dste Brro & muitas vézes determinade pelo
desconhecimento do pelimerfismo do guadro
clinico da varfola e motivado ainda mais
pela ocorréueia entre nés de grande nimero
de casos benignos, claseificados como tipos

6, 7 e 8 de Dixon ™,

¥ comum ouvirmos, em assuntos referen-
tes & variela, a afirmagio de que em nosso
pais nfo existe variola e sim alastrim. Ora,
& verdade € que o alastiim € nome regional
da wvariola minor, [Epidemioldégicamente, é
considerado wma variante estivel do virus
da varfola major, causando wme entidade
nosolégica, muite afim, sdmente distingnivel
através dos dados epidemiolégicos e de testes
laboratoriais °.

Na fliteratura nacional, existe wma refe-
réncta de €ravsenL? no Rie Grande do
Sul, que publicou um estudo com bases epi-
pemiologicas e laborateriaiz afivmande gue

10

sels cepas de virus por é&le isolados foram
diagnosticadas como variola mejor. Por ou-
tro lado, Downie ® e Nosig JB. e col. ¥ 1968
estudando materiais colhidos em Sio Paule
no Hospital Emilio Ribas, e Bricefo-Rossi %,
na Venczuela, trabalhando com materiais de
indigenas da [ronteira com o Brasil, con-
chuiram que todas as cepas por &les isoladas
eram de variola minor ou alastrim.

Ainda, sob o ponto de vista clinico-epi-
demiolbgico, ha em nosso pals a descrigio da
epidemia ocorrida em 1926 no Rio de Ja-
neiro, com am indice de letalidade de 45,1265
(CouTiNmO ®) ; porlanto sob ésse aspecto nio
hé ditvidas de que o agente etioldgico em ques-
tao foi a variola major. CLAUSELE ? sugere que,
devido zos indices de letalidade de 8,5 e 5,69,
houve possibilidade de, no Rio Grande do
Sul, em 1960 e 1961, ter havido ctiologia
mista, isto é, varfola minor e major. Pa.
rece-1n0s, -entretanto, que a ocorréncia mais
freqiiente é a de surtos paralelos de virus
diferentes come a variola e a varicela, ou

.ginda, quando um virus é introduzide arti-

ficialmente, como & o caso da vacinagio an-
tivariglica.

Pas cepas por nds estudadas em tempera-
tara de 35°C e 38,5°C, renhuma padu ser
classificada como variola major, iste é, todos
os virus comporlaram-se no teste da tempe-
ratura como variola miner ou alastrim. Usan-
do um termémetro que demonstrava variagdes
de. décimos de grau, embora ndo possuisse-
Inos uim registrader que demonsirasse essas
variaghes, 4 validade de nossos experimentos
nido pode ser contestada porque introduzimos
no teste as duoas amostras pa&ré‘lo dos virus
da variola. O conirdle interno do experi-
mento afasta qualquer divida da veracidade
dos resultados,

FEstes vesuitados ainda sSo consubstancia-
dos pelos indices de letalidade apresentados
nos relatérios da Campascha de Erradicagio
da Varlola, indices que sfb compativeis com
os da variola minor ou alastrim,

Seria interessante ainda ressaltar gue o
teste de diferenciagioe pela temperatura, en-
tre varicla major ¢ minor, segundo 03 aufo-
res ingléses, & valido para as amostras de va-
riola procedentes da Holanda, Inglaterra e
América do Sul e pode dar resullados equi-
vocos com as amostras do Leste da Africa ™.
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E dbvio que existe um interésse imediato
em verificar durante o inicio de um surto
de varfola qual o virus responsivel, devido
3 alta mortalidade pela variola major em
contraste com a haixa mortalidade pela va-
ricla minor.

Fm relacio aos dados da microscopia ele-
trénica, merece algum comentario o fato de
seis materiais serem positivos para poxvirus
em prcroscopia eletrbnica e negativos em
membrana corioalantéide e/ou eultura celu-
lar. Poderiamos imediatamente interprelar
#ste achado como normal, isto & particulas
de virus encontradas ma microscopia porém
ndo vidveis, dai a {falha no cultive do mate-
vial, Porém, deve ser lembradoe que & pos
sivel isolar poxvirus a partir de crostas em
temperatura ambiente por mais de doze
meses .

Um &mo na caracterizacio do virus na
microscopia também nfio parece aceitdvel, de-
vido & experiéncia dos microscopisias e ao
achado constante de mais de uma particuia
1o mesmo malerial para a conclusdo diagnés.
tica. Outra explicacBo seria provavelmente
determinada pela escassez do malerial ine-
calade nos meios de cultivoe, tendo em vista
gue a relacio particula/infectividade em mem-
brana é de 6:1-10:1 ™,

A concordéncia obtida com os dois mé-
todos de 899 pode ser considerada como boa
se levarmos em consideragdo o fato de que
o0s materiais examinados nao foram colhidos
por especialistas. Ainda, os materiais nfio
eram uniformes, eram constituldos na maloria
por crostas e esfregacos de vésice-pistulas em
laminas ¢ chegavam ao laboratério com al-
guns dias cm teraperaiura ambiente sem qual-
gquer Hpo de refrigeragio.  Apesar déstes
problemas, o estudo estatfstico dos resulta-
dos nfio revelou diferenca significante entre
oz métodos,

Temos tide, nos dltimos cinco anos, vasta
experifncia demonsirandoe que, quande o ma-
terial é colhido em condigdes téenicas ideals,
seja nas fases vesicular, pustular ou de cros-
tas, os respitados t8m sido praticamente de
1009% de concordincia. Indices de alta con-
cordancia per Estes métodos sfo citades por
CrurcksHang, Bepsoxw & WarsoN® e por
Nozre Jz. et alit ™. A microscopia eletrd-
nica & extremamente util para o diagnodstice
de grupo no caso dos poxvirus, pedendo [or-

necer o resultado em menos de uma hora e,
por cutro lade, pode ainda detectar infecgoes
pelos herpesviras, dando informacgtes também
imediatas para a orientacfo das medidas pre-
ventivas cabivels.

Os resultadss obtidos com as Inoculages
em membrana corislantéide e culivra ce-
lulay continua de rim humane indica ser in-
diferente 0 uso de wm ou ou outro melo para
as tentativas de diagndstico e isolamento do
virus da variela, gualquer que seja o mate-
rial recebido. Evidentemente, a cultura ce-
Iudar substituird o évo embrionado de galinha
quando nfo dispuzermos de fornecimento
constante de ovos ou nfe tivermos ovos com
tempo de incubagho apropriado para as ine-
culagbes., Deve ser também levado em con-
sideraciio que o Herpesvirus hominis, de ori-
gem genital, pode causar lesGes semelhantes
as de variola na membrana coricalantoide, di-
ficultando a identificagio macroscopica do
virus porém, nestas membranas sempre en-
contramos lesBes caracteristicas dos herpes-
virus. No sistema celular vsado - linhagem
continua de células de rim humano - jamais
fivemos com o herpesvirus hominis um efei-
to citopdtico semclhante ae produzido pelo
virus da variola.

Em relagio ao  diagndstico  clinico-epi-
demiolégico contido pas {ichas, é prova-
vel oque, com a evolugio clinica da in-
feccio, parte déstes cases estudades tiveram
seu diagndstico clinico reavaliado. Ohvla-
mente, em vista dos resultados devemos insis-
tir da necessidade de comprovagio laborato-
rial dos casos clinicamente evidenies ou sus-
peitos de variola. Atualmente, num pais on-
de se caminha para a erradicagiio da variola,
nio se pode admitir qualquer relaxamento
ou descaso nas medidas de conirdle ¢ de diag-
néstice clinico e etioldgico dos casos suspei-
tos ou duvidosos desta infecedo.

RESUMOG

Com 332 materiais suspeitos de varfola,
encaminhades ao Inst. Adolfo Lutz através
da Campanha de Erradicacio da Variola no
periodo de junho de 1967 a agdsto de 1970,
foram realizadas provas de cultive do virus,
pesquisa direla em nieroscopia eletrOnica,
pesquisa do antigeno soltvel viral ¢ reacBes
sorolGgicas para detectar anticorpo especifico
de grupo, no sentido de estabelecer o diag-
ndstico etioldgico da infecgdo.
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177 materiais ou 53,605 resultaram posi-
tivos para variola nos meios de cultive.

Dez cepas do virus da varfola foram iden-
tificadas no teste da temperatura como cepas
de variola minor ou alastrim.

192 materiais foram estudados simultnea-
mente em meios de cultivo e em microsco-
pia eletrdnica. 89% dos resultados foram
concordantes,

307 materials foram inoculades em mem-
brana corioalantéide de ovos embrionades de
galinha e em cultura continua de célulaz de
rim humano. Houve concordincia de 92%
nos resultados.

O estudo estatistico revelou nfo haver di-
ferenca significanie entre os dois métodos de
cultivo do virus e entre o cultivo do virus e a
microscopia eletrénica.

Foram realizadas ainda, as reaces de ini-
bigdo da hemaglutinacio e fixachio do com-
plemento em 56 amostras de sangue, somen-
te guatro demonstraram titulos que sugeriam
uma infecgfio recente pelos poxvirus.

De 18 materiais foram feitas a reacio de
dupla difusfio em Agar para detectar antigeno
soltivel viral, 16 reagBes exibiram resultados
concordantes quando relacionades com o cul-
tivo do virus.

Foi relacionado o diagnésiico clinico-epi-
demiolégico da varfola com os resultados ob-
tidos em laboratorio,
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