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MICRO-REACAO DE MAZZINI NO DIAGCNGSTICO
DA SIFILIS

(Primeiros resultados obtidos em nosso meio).
Pelos Drs.

CARLQS DA SILVA LACAZ e PAULO C. DE AZEVEDO

(2.9 assistente de Microbiologia e Imu- (Assistente extra-numerario de Micro-
nologia -da Faculdade de Medicina. biologia e Imunologia ds Faculdade
Professor da Escola de Enfermagem de Medicina de S&c Paulo)

da Universidade de Sio Paulo) .

Estd hoje estabelecido que, para o séro-diagnéstico da lues, devem
ser realizados, no, minimo, trés tipos de reacdes: uma, de fixacio de
complemento, uma de opacificagao rapida e a outra, de clarificagdo. As
reacoes de opacificagio e clarificagio sao dotadas, segundo Eagle
(1937) de maior sensibilidade que a de fixagdo de complemento, pre-
ferindo aquele autor, esta tiltima prova, para o diagnéstico liqud-
rico da lues.

Das reagoes de fixagio de complemento, as mais utilizadas sdo
as técnicas de Kolmer, A. Assis, Eagle e Castro Cerqueira. Dentre
as reagdes de opacificacio rapida, a de Kahn é a mais empregada,
sendo de um valor indiscutivel. As reagOes de clarificagao, propostas
inicialmente :por'Meinicke (M. K. R. II) s@o de facil leitura, porque
se formam precipitados densos, ficando o restante clarificado. Varios
tipos de técnicas tém sido propostas para éste grupo de reacdes, tais
.como as de Miiller (ou de conglobagio). as de Meinicke, Kline,
Hinton, Ide, Chediak, Migliano e Castro Cerqueira. .

Em 1939, Mazzini publicou um trabalho sébre uma nova técnica
de micro-readio para o soro diagndstico da sifilis, cujo valor tem
sido posto em evidéncia pelos trabalhos de diversos pesquizadores.

Achamos que toda nova técnica de reagao proposta para o SOro-
.diagnéstico da sifilis. deve ser julgada por um grande numero de ex-
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perimentadores, afim de que, do conjunto das provas realizadas, se
avalie do valér da reagio em questio. Foi com éste objetivo que
realizamos o presente trabalho.

O trabalho de Mazzini foi publicado no Am. Journ. of Clin. Path,,
9:163, 1939. ,

Esta reacio foi praticada inicialmente na .sec¢do de Sorologia do
Indiana State Board of Health, dos Estados Unidos. Posteriormente,
devido ao alto valor da referida reacio, no que diz respeito a sua
sensibilidade e especificidade, foi ela, em 1938, oficializada pelo Ser-
vio de Satde Publica dos Estados Unidos.

Mazzini realizou perto de 100.000 micro-reagbes, fazendo estudos
comparativos com os testes de Eagle (fixacdo de complemento e
floculagio), Hinton, Kahn (presuntivo e standard) e Kline (diagnds--
tico e exclusao), chegando aos seguintes resultados: a reagio de-
Mazzini dava uma sensibilidade de 86,7 % e 100 % de especificidade.

Segundo os dados contidos no trabalho de OOSTING e WATSON
(1943) o Servico de Satade Puablica dos Estados Unidos, em 1941,
dava a reacio de Mazzini uma especificidade de 99,6 % em casos de-
individuos normais e nao sifiliticos e 95,8 % em pacientes, com ma-
laria e lepra. A sensibilidade foi de 78,6 %, incluindo casos de si-:
filis inicial, latente e tratados.

O alto grat de sensibilidade e de especificidade desta reacdo, se-
gundo Mazzini, se explicam:

1.° — pela proporcio lipdide-colesterina ;

2.° — concentracio H+ da suspensio; ’

3.9 — proporgao goro-antigeno;

4.° — emprego da gema de ovo, reforgando a suspensio antigénica..

Mazzini julga sua reagdo como de grande. valéor no diagndstico-
particularmente da sifilis inicial, sifilis latente, neurosifilis e nos pa--
cientes em tratamento antiluético.

Nos Estados Unidos, a reagio de Mazzini estid sendo pratica}la_
em grande escala.

Na Argentina, Raices, Etcheverry e Battaglia (1940) publicaram
um trabalho sébre a referida reacio, baseando-se em resultados ob-
tidos com 2.200 soros. Os autores praticaram esta prova junta-
mente com as reagoes de Wassermann e Kahn.

Em 334 exames foram praticadas igualmente a reagao de Kline
e em 37 casos a de Chediak. |

Os resultados foram os seguintes:

1.2 — Em 1906 s6ros, as 3 reacdes foram francamente negativas..

2. — Nos 294 séros restantes :

a) soros com as 3 reagoes positivas

(Mazzini, Wassermann e Kahn) 189
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b) soros com as reagbes de Mazzini e
Kahn positivas e Wassermann du-
vidoso ou negativo 42

c} soros com a reagio de Mazzini posi-
tiva e Wassermann e Kahn negativas 35

Desimone e Lopez (1942) realizando um estudo comparativo en-
tre as reacdes de Kahn (Standard e presuntiva) e Mazzini, concluiram
ser esta altima de uma sensibilidade superior a primeira, constituindo
desta maneira uma excelente prova para o soro diagnostico da lues.

No Uruguay, Invernizzi e Yannicelli (1944) praticaram a micro-
reacio de Mazzini em 1.700 soros, concluindo pela elevada sensibi-
lidade- desta prova.

Gragas a nimia gentileza do Dr. Grafia, obtivemos de Montevideo,
dos Drs. Invernizzi e Yannicelli, uma pequena quantidade do antigeno
de Mazzini, juntamente com a solucdo buffer e com éste pouco ma-
terial realizamos as primeiras micro-reagées em nosso melio, as quais
nos deram os melhores e mais animadores resultados.

O antigeno de Mazzini e a solugio estabilizadora ou solugéo buffer,
podem ser adquiridos da casa E. Lilly and Co., preparados sob a li-
cenca da Faculdade de Medicina da Universidade de Indiana e con-
trolado pelos Laboratérios Mazzini, apresentando-se o antigeno em pe-
quenos frascos de 15 c.c., acompanhado de outro frasco de 115 c.c.
de solucio salina buffer, necessiria para o preparo da suspensao.

. A reacdo de Mazzini, segundo o seu Autor (1939) e Gradwohl
(1943) se pratica da seguinte maneira;

Material — Pipetas de 5 cc: para medir a solugio salina Buf-
fer: Pipetas de 1 cc. graduadas em 0,01 cc. para medir o sOro e o
antigeno. Pipetas de 0,2 cc. graduadas em 0,01 para medir o acido
acético. Frascos de 30 cc., com 3 cms. de diametro, para se pre-
parar uma suspensio do antigeno (3,4 cc.). Frascos de 15 cc. com
aproximadamente 2,3 cms. de diametro, para se preparar metade da
quantidade de uma suspensdo de antigeno (1,7 cc.). Seringas de
5 cc. ajustadas com uma agulha de tamanho 25 para ser usada como
pinga-gotas. Bateria para se colocar os sOros. Banho-maria regulado
a 55-56°C. Tubos para se colocarem os soros. Cantrifugos. Mi-
groscopio. Laminas de vidro com anéis (idénticos aos usados na
reacio”de Kline).

Reagentes

Antigeno — 1  Colocar 20 grs. de p6 de coragao bovin9 des-
hidratado (Difco). 10 grs. de p6 de gema de ovo e 200 cc. de éter de
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anestesia em um baldao de 500 cc. (de boca larga). Agitar em um
agitador mecanico durante 5 minutos ou com o auxilio das mios du-
rante 15 minutos. Filtrar através de um papel de filtro. Repetir a
extragio etérea por 4 vezes, usando 100 cc. de éter cada vez. Usar
papéis de filtro novos para cada extragdo. Coletar todo o extrato
etéreo em um frasco de 500 cc. Estes filtrados combinados sio usados
posteriormente.

2. Depois da tltima extracio, espalhar o p6 tuinido em uma folha
de papel de filtro. Deixar o p6 a temperatura ambiente ou colocar ¢
37°C até que o éter se evapore. Colocar o p6 séco em um frasco de
boca larga (500 cc.). Juntar 80 cc. de alccol etilico. Agitar 3 mis-
tura em um agitador mecanico durante 4 horas ou deixar a tem-
peratura ambiente durante 3 dias, agitando-se durante 5 minutos 3
vezes ao dia. Filtrar a mistura através um papel de filtro, coletar o
filtrado em um frasco de 100 cc.. Desprezar o po.

3. Colocar os extratos etéreos combinados em uma travessa ou
piaca e evaporar o éter, colocando em banho maria a 55°C até que
nenhuma bolha de éter se levante na superficie do liquido. Colocar
100 cc. de acetona Merck, previamente aquecida a 55°C., rapidamente,
sobre o extrato etéreo. Misturar com uma espatula. Decantar em
-dois tubos centrifugos de 50 cc.. Centrifugar a 2.000 r.p.m. durante
5 minutos. Desprezarsa acetona. Adicionar 10 cc. de acetona a cada
tubo. Misturar os lipoides .insoluveis na acetona com um bastio de
vidro. Colocar a palma da mio sobre a boca do tubo e inverter varias
vezes. Desprezar a acetona sobrenadante. Coletar os lipoides inso-
laveis na acetona e juntar ao extrato alcodlico. Colocar em um baldo,
Banho maria a 55°C durante 30 minutos, agitando com intervalos
frequentes. Deixar esfriar, colocando o haldio em um refrigerador du-
rante 30 minutos.

4. Filtrar o extrato através de um papel de filtro de fina textura.
O antigeno estd pronto para ser titulado. Remover por filtracio qual-
quer precipitado que apareca. Guardar o antigeno bem fechado a tem-
peratura ambiente. -‘

Alcool colesterinizado a 19,. — Colocar 500 mgrs. de coleste-
rina (Pfanstiehl) em um frasco de 100 cg.. Juntar 50 cc. de alcool
etilico absoluto. Aquecer em banho-maria através papel de filtro de
fina textura.

Sol. salina Buffer - Esta solucio deve ter um pH de 6,3 a 6,4\
¢ uma concentragao salina de 10 grs. por litro.

NaCl1 .- 2,025 gr.

Na2H P04 . 0,425 §§.

KH2ZP0O4 ..... : 0,050 gr.
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Agua bi-distilada .. 2500 cc.
HCL N1 .. e 08 cc.
Formolaldeido (Merck) .. 0,25 cc.

Dissolver e filtrar. Determinar o pH pelo método colorimétrice.

‘uardar em tubos Pyrex bem fechados. Si esta solucio se cont
minar com partlculas as mais variadas poss‘ivels filtra-la. Em casos
de emergéncia aquecer a 60°C, durante 10 minutos.

Soro — Inativar a 55-56°C durante 30 minutos. Precipitados
visiveis apoOs a inativagao devem ser removidos por centrifugacio «
decantagio. Soros hemolisados podem ser testemunhados, a nio ser

que estejam muito viscosos depois do aquecimento.

Titulagem do antigeno — A4) Determinacdo da propor¢do 6tima
de Lipdides-colesterina — Colocar 5 tubos em uma bateria e nume-
ra-los de 1 a 5. Os tubos devem estar bem sécos. Colocar 0,1 cc.
do a‘ntlgeno diretamente no fundo de cada tubo.

Colocar 0,9 cc. de 4lcool colesterinizado a 1% no tubo 1(1:10)

l4cc. 7 7 7 o7 2(1:15)
e, © * ” oo 3(1:20)
24¢cc. ” 7 o 4(1:25)
2308, © % ” o7 5(1:30)

Misturar o conteitdo dos tubos. Usar 5 baldes-de 30 cc. Nu-
mera-los 1:10, 1:15, 1:20, 1:25, e 1:30 respectivamente. Pipetar 3 cc.
de sol. salina buffer no 'fundo de cada baldo.. Usando 1 pipeta gra-
duada em 1 cc, retirar 0,4 cc. do antigeno colesterinizado a 1:10, colc-
cando no balao que contém a sol. salina buffer. Aspirar 3 a 4 vezes.
Fazer o mesmo com os outros baldes. Arrclhar os balGes e deixar
em temperatura ambiente 3 horas

B) Ewnsaio das suspensdes — No fim de 3 horas, agitar a sus-
pensio ligeiramente. Colocar em uma seringa de 5 cc. com uma agulha
de tamanho 25. Selecionar 30 soros de casos ndo sifiliticos. Pipetar
0,05 cc. de cada séro em um anel da lamina especial ja descrita an-

teriormente. Juntar 1 gota da suspensio a 1:10 em cada um dos 30
soros. Praticar movimentos de rotagdo durante 4 minutos numa média
de 120 rotdgdes por minuto. Examinar ao microscopio. com objetiva
de pequeno aumento. Anotar os resultados. Todos cs soros devem
mostrar numerosas ‘e pequenas particulas do complex lipoide-coles-
terina. Fazer a mesma coisa, usando os 30 soéros e as iluigbes dife-
rentes do antigeno-colesterina. Ha, geralmente, umz ~ropor¢do (en-
tre 1:10 e 1:30) em que a colesterina esta em exces«c n s lipdides e
havers entfio floculagio expotanea das particulas. Esta 1ro que nessas-
proporgdes, o antigéno ndo devera ser usado.
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C) Determinagdo da qualidade antigénica da suspensio — Ha-
vendo-se determinado a proporgio lipoide-colesterina que nio deter-
mina falsas reagSes positivas com soros negativos, deve-se avaliar a
propriedade antigénica dessa suspensado. Para isto, selecicnar 10 soros
parcialmente positivos, preferentemente aqueles ja tratados, e que con-
tém pequena quantidade de reagina. Colocar 0,05 cc. de cada um dos
sOros nos anéis da lamina ja anteriormente considerada. Colocar uma
gota da diluicio a 1:10 em cada soéro. Agitar 4 minutos (120 ro-
tacdes pcr minuto) e examinar ao microscopio. Ler os resultados.
Verificar as outras dilui¢bes que dao reagbes negativas, seguindo-se a
mesma técnica. Usar a suspensdo que contivér a mais alta dilui¢io
lipéides-colesterina e que nao determina flcculacio em presenga de um
soro negativo. Si a diluicio for a de 1:20; adicionar 0,5 cc. do anti-
geno a 9,5 cc. de alcool colesterinizado a 1 % afim de se obter um
suprimento para 1 més. O antigeno colesterinizado, quando bem fe-
chado, conserva as suas qualidades durante varios méses.

Técnica da reacdo

Teste qualitativo com o -séro. — Pipetar 3 cc de sol. salina buffer
em um frasco de 30 cc. Medir 0,4 cc. de antigeno colesterinizado e,.
segurando o frasco com a mao esquerda, dando-lhe movimentos de
rotaciao, descarregar o antigeno direta e imediatamente na sol. salina.
Aspirar com a pipeta e descarregar varias vezes. Arrolhar e deixar
em .temperatura ambiente durante 3 horas, findas as quais o antigeno‘
alcanga o seu Otimo de sensibilidade. Colocar em .um refrigerador a
6-8°C durante 15 minutos para acelerar .o amadurecimento do anti-

-geno, quando se quer usar irediatamente. A suspensio pode ser usada

-

dentro de 24 horas. OOSTING e WATSON (1943) realizaram
uma interessante série de experiéncias, com a finalidade de verificar

o valor de suspensdes de antigencs “amadurecidos” segundo varias
técnicas, 'a saber:

1. — Suspensio conservada em temperatura ambiente durante 4
horas;

2. — Suspensio conservada em geladeira a 6-8°Cy durante 15 minutos;

3. — Suspensdo conservada em geladeira a 6-8°C, durante 15 minu-
tos, seguida 1 hora em temperatura ambiente;

4. — Suspensdp concervada durante 27-28 horas em temperatura

ambiente.

’O AA. praticara ~cho de Mazzini com éstes 4 tipos de
anti~eno, verificando o maior sensibilidade era obtida quando se
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empregava uma suspensio amadurecida durante 4 horas em tempera-
tura ambiente. |

Agitar do fundo do tubo para a rolha de cortiga cerca de 10 vezes
e transferir para uma seringa de vidro de 5 cc. com uma agulha de
tamanho médio de 25. Colocar 0,05 cc. do séro do paciente em um
anel da lamina. Colocar 1 gota do antigeno em cada séro. Fazer
controles, positivo e negativo. Agitar 4 minutos (120 rotagées por
minuto). Examinar macroscépicamente para ter certeza que nio houve
transbordamento. Examinar ao microscopio com ocular 10. Inspecio-
nar a periferia dos anéis para se verificar a formagio ou nio de gru-
mos ou aglomerados.

Resultados:

Negativo — ndo ha floculos
Floculos pequenos (4 +)
Floculos de tamanho médio (+ + +)
Floculos grandes (+ + + +)
Pode-se ler tambem da seguinte maneira:
Auséncia de floculagio: .NEGATIVA
Floculos muito pequenos: .DUVIDOSA
Fléculos de tamanho médios e grandes .POSITIVA

Téste quantitativo com o séro: — Proceder da mesma maneira
‘que a reacao qualitativa, excepto no soro que devera estar dilui-
do em série. Colocar para isto, 6 tubos em uma bateria. Juntar
05, cc. de sol. fisiclégica em cada tubo. Colocar 0,5 cc. de soro
aquecido ‘no tubo n.° 1. Misturar e transferir 0,5 cc. para o tubo
2, misturar e transferir 0,5 cc. para o tubo 3 e continuar da mes-
ma maneira até o tubo 6. Ler os resultados:

0,025 cc. ++++
0,0125.cc. N i
0,0062 cc. gl i e
0,0031 cc. ++
0,0015 cc. +
0,0007 cc. NEGATIVA
Teste qualitativo para o liquor: — Nio aquecer o liquor. Nao

empregar liquores contaminados. Centrifugar a 2.000 r. p. m.
durante 5 minutos. Colocar o liquido sobrenadante em um tubo
Bbem limpo. ‘Usando uma pipeta de 0,2 cc. graduada em 0,01 cc,
colocar 0,01 cc. de uma ‘sol. de acido acético a 6% em um lado
da concavidade da ldmina usada. Usando 1 pipeta de 1 cc., colocar
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0,1 cc. do liquor, no lado oposto da camara. Misturar o 4cido e o
liquor com um pedacinho de madeira (bastio). Praticar movi-
mentos de rotagido durante 1 minuto. Juntar 1 gota de antigeno.
Movimentos de rotagdo durante 10 minutos a 120 rotagdes por
minuto. Examinar ao microscopio, tal como para o soro.

Teste quantitativo: — preparar diluigbes como para o soro.

Resultados por nos obtidos: — Dada a pequena quantidade
de antigeno por nods recebido, o numero de reagdes praticadas
foi de 168, sendo que a maioria dos sbros nos foi fornecida pela
seccao de Sorologia do Instituto Adolfo Lutz, gragas a gentileza
do colega Dr. Flery.

No Institudo Adolfo Lutz, assim como na Faculdade de Me-
dicina da Universidade de Sao Paulo, foram praticadas as teacges
de Wassermann e Kahn.

DEXTROSOL e

(GLucose — D)

. e

QUANDO NAO FOR POSSIVEL INJE-
TAR O SORO GLYCOSADO, DEXTRO-
SOL IMPOE-SE COMO SUBSTITUTO.

POR VIA BUCAL

REFINACOES DE MILHO, BRASIL S. A.

s,:oxo PAULO RIO DE’ JANEIRO
Caixa Postal, 151-B Caixa Postal, 3421




Soros do Inst. A. Lutz.

Soros do Inst. A. Lutz.
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Dia: 26-VII-44. Dia: 27-VII-44,
] Resultado jo
N.° _ -1 | Resultado
W — K | Mazzinj 1 N.© R
l | W.— K | Mazzini
38 | 4+ | [ |
E A R 6 R
3t |+ | 9 — —
65 | ++++ | ++++ 1 = —
28 | 44+ | 22 — —
68 | +4+++ | ++++ 5 | - | -
70 | +4+++ | ++++ B | = —
41 — — 70 — —
55 —_ — 69 — —
57 — — 63 — ==
66 = , == 33 — —
17 +4+++ | ++++ 37 — —
53 —_ — 27 + +
64 — — & — =
51 — — 30 ++++ +++-+
52 f— - 36 ++ +++
58 — — 39 | — | =5
59 — = n | - | =
- » T e
Sérgs da Faculd. Medicina.
Dia: 26-VII-44. (Cont.)
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W — K | Mazzim ' W — K | Mazzini
.1 —+ + |
2 ++ h=te 75 +++ +++
3 = - 58 — —
4 = — 54 — —
5 | — == 38 — —
6 ! —r = 73 - —
7 — + 1 % _ -
42 — —
(Cont.) ‘gs - _
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N©o 3 - —
W — K| Mazzini 74 - -
17 o =
8 - |'++++ | ++++ 61 - -
9 — — 38 - _
10 - — 2 _ _
11 - = i _ _
— = » 50 — —
o = — 62 ++ +++
14 ++ | ++++ 5 = oy
A e L 2| | 4+t
6 | — + '




Soéros da Faculd. Medicina.
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1 — — 8 N
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-3 ] 4 | 76 e e

4 | +4+++ | ++++ 78 = =

5 = — 52 — ==

6 = s 34 == o

7 | = ++ 68 — —

8 | = = "66 e —

g | =+ F = 7 — —_

10 | ++++ | ++++ 18 — —

| 69 — —

. 52 — —
Soéros do Inst. A. Lutz. 57 _ _
Dia: 2-8-44 (reacgio). 43 _ _
Séreos recebidos nos dias: 40 _ _

T 31-VII -4, P — _
1-VIII-44, 5 — —
2-VIII-44.

s Resultado o | Resultado
W — K | Mazzini : W — K | Mazzini
45 — -
59 - - —
7 Z — | — —
4 - — ;8 = &
79 4+ | A i — T+
R s A -
- o 2 — =
54 e -
27 — _ 27 ++ i
73 - - 34 & ¢
46 _ ‘ . 57 - —
100 — W = 38 +++ 4+t
63 — = 41 Ft +4
101 —= = 44 — —
58 — —
45 — =
Resultado 43 — =
N.o = 25 — —_
W — K | Mazzini 6(7) —_ —
12 — —_
19 — . 29 — (.
17 — — 27 — =
25 — — 33 — —
24 — — 10 — —
57 — — 24 - —
82 " _ /
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Verificamos que a reacio de Mazzini, em todos os casos de Was-
sermann ow Kahn positivos, se mostrou igualmente positiva, assim
como foi ja verificado por outros autores.

Com o pequeno nimero de casos que possuimos (168) verifi-
camos uma superior positividade de 2,97%, da reacio de Mazzini
sobre os outros testes ensaiados. Ao nosso ver, pela facilidade de
execugio, pela reduzida quantidade de séro empregado e pela
sua espeficidade e sensibilidade, a micro-reacio de Mazzini deve
ocupar um lugar de destaque entre as reagoes de clarificagio para
o soro-diagnostico da sifilis.
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