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INTRODUCAO

De ha muito constitui a difteria em nosso municipio, sério proble-
ma sanitdrio a reclamar adequada solucdo. Altamente endémica em
Sao Paulo, apresenta exacerbacdes periodicas na sua incidéncia, tendo
se verificado em 1959 uma epidemia em que cérca de 2.000 casos e 154
Obitos foram registrados pela SEPG .

Estudando essa epidemia, Santos " verificou que uma elevada per-
centagem désses casos ocorria em escolares de 7 a 9 anos de idade.

Com base nos estudos de um grupo de peritos da OMS #, reunido
em 1950, que considerou a prova de Schick como o método mais pra-
tico para avaliar o estado imunitario da coletividade com relacdo a
difteria, Santos realizou, em 1960/61, um inquérito por meio da prova
de Schick entre os alunos das primeiras séries de alguns grupos esco-
lares do Municipio de Sao Paulo.

Tal inquérito revelou alta percentagem de suscetiveis (41,4%), taxa
esta que ultrapassou 509 em determinados estabelecimentos de ensino.

Segundo Toppley & Wilson ', o “grau de imunidade revelado pelos
individuos Schick-negativos esta longe de ser absoluto’.

Parish , grande autoridade no assunto, fazendo uma revisao da
posicao atual da prova de Schick, considera-a ‘“um pobre indicador quan-
titativo da antitoxina circulante” e acentua que “correlacio entre a
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prova de Schick e o titulo antitéxico varia em diferentes individuos e
um nivel de antitoxina, marcando a transicio entre suscetibilidade e
imunidade, nao existe”. E acrescenta: “a ocorréncia de difeteria em
pessoas Schick-negativas tem também abalado bastante a reputacao
quanto a validade que esta prova tinha anteriormente; aceita-se agora
que a reacao negativa nao é garantia absoluta de imunidade”.

Em que pese a abalisada opinido désses autores, acreditamos que,
em Satde Publica, a proporcao de Schick-positivos numa comunidade
tem, inegavelmente, grande valor. Isto porque os Schick-positivos tém,
com excecoes, titulo antitéxico inferior ao nivel médio considerado
capaz de neutralizar a toxina de Schick inoculada, e que, segundo o
proprio Parish, é de 1/200 UA por ml de sangue, nivel ésse tido como
aquéle que distinguiria as pessoas imunes das suscetiveis, nao obstante
outros autores comc Zinsser ', Carter e Smith# por exemplo, conside-
rarem-no como sendo entre 1/500 e 1/250 UA/ml.

Tendo em vista tais conceitos, procuramos dosar a antitoxina dif-
térica circulante em criancas nao submetidas a vacinacao, relacionan-
do-a a prova de Schick.

MATERIAL E METODOS

Elegemos, como campo das nossas observacgoes, meninas interna-
das em uma instituicio de assisténcia a infancia assistidas pelo Centro
de Aprendizado da Faculdade de Higiene e Saude Publica.

O nosso estudo foi feito em criancas entre 4 e 12 anos de idade,
do sexo feminino, nao vacinadas contra a difteria, realizando-se a prova
de Schick e a dosagem de antitoxina diftérica no séro.

Foi feita a prova de Schick em 65 criancas e a dosagem de anti-
toxina se restringiu a 51.

Antes da inoculacdo da toxina para a prova de Schick, foram co-
Ihidos Ge cada crianca 8 ml de sangue para a posterior determinacao
do titulo de antitoxina. No laboratério, os soros obtidos foram con-
servados em congelador a —70°C até o momento de serem usados na
dosagem.

Prova de Schick — Para a prova de Schick foi utilizada a toxina
para a reacao de Schick, do Instituto Butanta, distribuida em ampolas
de cqr ambar de 1 ml. E uma toxina padronizada, diluida de modo a
conter em 0,1 ml da solugido, 1/50 da d.m.m. para cobaia de 250 g
de péso.
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O controle da prova de Schick foi feito com a mesma toxina, porém
inativada pelo aquecimento a fim de se detectar reacdes alérgicas, pre-
parada igualmente por aquéle Instituto.

Para a inoculacao, na falta de seringas ‘“Record” de émbolo meta-
lico, mais apropriadas para provas cutaneas, usamos seringas semelhan-
tes as usadas nas provas de tuberculina, com capacidade de 1,0 ml, gra-
duadas em décimos, e agulhas finas (10-5) de bisel curto, para propi-
ciar inocula¢bes rigorosamente intradérmicas.

As leituras foram feitas sistematicamente no 3.© dia apdés a ino-
culacao para se observar reacoes alérgicas (mais precoces) e no 7.° dia,
com vistas as reacdes indicativas de suscetibilidade diftérica (mais evi-
dentes no 4.° ou 5. dia).

Titulagem da antitoxina diftérica — O método usado neste estudo
¢ o indicado por Frobisher* e que, segundo éste autor, baseia-se na-
queles descritos por Glenny e Llewelyn-Jones, Fraser e Jensen.

Como era nosso propdsito determinar niveis de antitoxina até
1/500 UA por ml, procedemos, inicialmente, a4 padronizacido da toxina
que seria usada nas dosagens dos soros, com a determinacdo da dose
Lr diante de 1/500 UA.

Utilizamos para isso uma toxina diftérica ja estabilizada e o soro
padrao internacional, éste ultimo preparado pelo Serum Institute de
Copenhague e contendo 10 UA por ml, ambos gentilmente cedidos pelo
Instituto Pinheiros Produtos Terapéuticos S.A.

Determinacdo da dose Lr da toxina diftérica fremte a 1/500 UA
padrdo — A 1 ml de diferentes diluicbes de toxina foi adicionado 1 ml
de soro padrao diluido de modo a conter 1/500 UA por ml.

Apds um contato de 1 hora a 37°C e 18 horas em geladeira a 4°C,
procedemos a inoculacdo de 0,2 m! da mistura por via intradérmica
em coelho, usando para tal seringas do tipo tuberculina e agulhas 10-5.

As leituras, sempre feitas 48 horas apds a inoculacédo, tinham por
finalidade verificar o aparecimento de uma reacdo eritematosa com
cérca de 1 cm de diametro.

Varias diluicdes da toxina foram testadas até se conseguir uma
capaz de determinar o eritema com a dimensdo desejada.

Finalmente, a toxina que seria usada no estudo mostrou uma dose
Lr frente a 1/500 UA, na diluicao a 1/640. Assim sendo, na determi-
naciao (‘1.05 niveis de antitoxina, a toxina foi sempre diluida a 1/640.
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Determinacdo dos niveis de antitoxina diftérica circulante — Fo-
ram dosados os niveis de antitoxina diftérica circulante em 351 criancas
submetidas a prova de Schick.

Momentos antes do inicio da dosagem, os soros foram descongela-
dos, colocando-se os tubos em agua fria corrente, por alguns minutos.

Como operacao inicial foram feitas as varias diluicoes necessarias,
em solucao fisiolégica a 0,85%¢, ou sejam:

a) diluicdo do so6ro a 1/3, 1/9, 1/27, 1/81, 1/243, 1 486 e 1-729,
correspondentes aos varios titulos testados e que estao relacionados
na tabela 1;

b) diluicao da toxina (estabilizada e padronizada) a 1/640;

¢) diluicao do sdéro padrao internacional a 1/5000 de maneira a
conter 1/500 UA por ml

Posteriormente, numa série de tubos, a 0,5 ml da diluicio de to-
xina, foram adicionados 0,5 ml de soro nao diluido no primeiro tubo
e 0,5 ml das diversas diluicoes nos demais tubos. Todos os tubos fo-
ram incubados durante 1 hora a 37°C e, a seguir, 18 horas em gela-
deira a 4°C, ap6s o que foram inoculados, de cada mistura, 0,2 ml por

TABELA 1 - Diluicbdes dos soros e titulos de antitoxina diftérica
correspondentes pesquisados nas condicoes da experiéncia.

Diluigao T' Ti{tulos de antitoxina
do correspondentes

soro (U.Ae/ml)

1/1 1/500 (0,002)
1/3 1/166,7 (0,006)
1/9 1/ 55,6 (0,018)
1/27 1/ 18,5 (0,054)
1/81 1/ 6,2 (0,161)
1/2432 1/ 2,1 (0,476)
1/486 1/ 1,0 (1,000)
1/729 1/ 0,7 (1,428)
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via intradérmica em coelho, usando para isso seringas do tipo tuber-
culina e agulhas de 10-5, ja citadas.

O contrdle consistiu na inoculacdo, por via intradérmica, de 0,2 ml
de uma mistura de 0,5 ml da toxina diluida, acima referida, e 0,5 ml
da diluicdo de séro padrio internacional, apés incubacao durante 1 hora
a 37°C e, em seguida, 18 horas em geladeira a 4°C.

As leituras foram realizadas, em todos os casos, 48 horas apds a
inoculacao, procurando-se observar reacio eritematosa semelhante aquela
provocada pelo contréle inoculado. Como o sbéro padrado contém 1,/500
UA/ml, se por exemplo o soro testado apresentar na diluicdo a 1/3 o
mesmo resultado que o obtido com o padrdo, é porque contém, naquela
diluicdo, 1/500 UA/ml. Conseqilentemente éste séro nao diluido tera
um nivel de antitoxina 3 vézes maior que o padrdo, ou seja, 1/166,7
UA/ml.

RESULTADOS OBTIDOS

Das 65 meninas submetidas 4 prova de Schick, 20 apresentaram
reacdo positiva, 2, reacdo combinada e 43, reacdo negativa. Nao fo-
ram observadas pseudo-reagoes.

TABELA 2 — Resultados da prova de Schick em 65 meninas nao
vacinadas, segundo a idade, em 1962.

Schick Positivas Negativas
Total
Idade No % NQ %
b7 4 58,3 5 k1,71 12
7+—10 9 |32,1] 19 |67,9| 28
10+—13 6 24,01 19 76,01 25
Total 22 33,9 | 43 66,1 65

Na tabela 2, sdo apresentados os resultados das provas de Schick
€ 0s respectivos percentuais, segundo o grupo etario, dados que pode-
rdo ser também apreciados no grafico 1.
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GRAFICO 1 — Distribuicdo percentual das meninas Schick-positivas
e Schick-negativas, entre as 65 examinadas, segundo a idade - 1962.
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Das 65 meninas, foram determinados os niveis de antitoxina cir-
culante em 51 e obtivemos para as Schick-positivas, titulos variando
entre menos de 1/500 UA e 1/166,7 UA por ml.

Por outro lado, as Schick-negativas revelaram niveis oscilando en-
tre menos de 1/500 UA e mais de 1/0,7 UA por ml

Na tabela 3, encontra-se a distribuicdo por grupo etario das crian-
cas Schick-positivas e Schick-negativas e os respectivos titulos de anti-
toxina circulante encontrados.

Segundo Parish®, a quantidade de antitoxina circulante que neu-
traliza a dose de toxina de Schick inoculada, varia entre os diferentes
individuos, porém o nivel antitéxico médio necessario para que aquéle
fendmeno ocorra, é o de 1/200 UA por ml.

Por ésse motivo, as criancas examinadas foram distribuidas em
grupos segundo o resultado da prova de Schick e segundo o nivel de
antitoxina circulante, classificados em <ou> que 1 166,7 UA por ml.
visto ser éste 0 que mais se aproximava daquele nivel médio de 1 200
UA por ml

Isto pode ser observado no grafico 2 e tabela 4, na qual se encon-
tra também a distribuicdo por grupo etario.
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TABELA 4 — Distribuicao das 51 meninas Schick-positivas e Schick-negativas,
com titulos de antitoxina diftérica inferior e igual ou superior a 1/166,7 UA
por ml, segundo a idade — 1962.

Schick Positivas “ Negativas
Titulo
Idade < 1/166,7 | >1/166,7 Total |l< 1/166,7|>1/166,7 | Total
b7 4 1 5 1 2 3
7—10 ? - ? 2 12 14.
10+—13 5 - 5 3 14 17
Total 16 1 17 6 28 34
Percentagen 94,1 5,9 100,0 17,6 82,4 100,0 l

GRAFICO 2 — Distribuicdo percentual das 51 meninas Schick-posi-
tivas e Schick-negativas, com titulos de antitoxina inferior e igual ou
superior a 1/166,7 UA/ml, segundo a idade — 1962.
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DISCUSSAO

No presente estudo, das 65 criancas examinadas, 33,9 (22) mos-
traram-se Schick-positivas e 66,1¢¢ (3) Schick-negativas. Convém
lembrar que, como ja foi referido anteriormente, nenhuma destas me-
ninas havia sido vacinada contra a difteria.

Apesar do pequeno namero de observacoes, verificou-se mais uma
vez percentagem mais elevada de criancas Schick-negativas nas idades
maiores, ocorrendo evidentemente o inverso com as Schick-positivas.

Por outro lado, na determinacio dos niveis antitéxicos realizada
em 51 das 65 meninas, constatou-se que das 34 Schick-negativas, 28
possuiam titulo antitoxico > que 1,/166,7 UA por ml, enquanto que 6
o tinham abaixo désse nivel; da mesma forma, das 17 Schick-positivas,
16 apresentavam titulo menor que 1/166,7 UA por ml e uma delas mos-
trou nivel antitéxico mais alto. Assim, 7 criancas mostraram resulta-
dos discrepantes em relacao ao nivel de 1,166,7 UA por ml pré-esta-
belecidc.

Note-se que aquelas meninas consideradas imunes pelos resultados
da prova de Schick cu da dosagem de antitoxina circulante e as tidas
como suscetiveis pelas mesmas razdes, mas que apresentavam algum
nivel antitoxico, sofreram um processo de imunizacio em maior ou
menor grau, decorrente do contato com o C. diphtheriae, provavelmente
por infeccoes subeclinicas.

Varios estudos tém sido realizados comparando a prova de Schick
com a dosagem de antitoxina diftérica circulante.

Messeloff e Karsh ‘%, dosaram a antitoxina diftérica no sangue cir-
culante de 51 criancas Schick-negativas, e verificaram que 94% apre-
sentavam pelo menos um titulo de 1/30 UA por ml, nao encontrando
em nenhuma delas auséncia de antitoxina circulante. Atribuiram o en-
contro de pessoas Schick-negativas com titulo antitéxico baixo ou au-
sente, com tdoda a probabilidade, ao uso de toxina com poténcia du-
vidosa.

Em nosso meio, Amaral ¢ Souza e Silva', realizaram um inquéritc
comparando prova de Schick e dosagem de antitoxina diftérica circu-
lante em puérperas e seus filhos. Estes autores observaram que em
121 maes, 94 eram Schick-negativas, 20 Schick-positivas e 7 apresen-
taram reacoes duvidosas; dos 123 recém-nascidos, 105 Schick-negativos,
15 Schick-positivos ¢ 3 com reacées duvidosas.

Comparando o teor imunitaric das mées e dos recém-nascidos, ve-
rificaram que os titulos antitéxicos eram praticamente iguais. Rela-
tam, porém, discrepancias entre os resultados da prova de Schick e a
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dosagem de antitoxina tanto nas maes como nos filhos. Mostram, por
exemplo, que maes Schick-positivas tinham titulo circulante maior que
0,03 UA por ml, e outras, Schick-negativas possuiam titulo menor que
0,03 UA por ml, o mesmo ocorrendo entre os recém-nascidos. Hoje,
tais discordancias observadas por aquéles pesquisadores, talvez fdossem
mais restritas, uma vez que atualmente o nivel médio antitoxico con-
siderado capaz de neutralizar a toxina inoculada na prova de Schick é
de 1/200 UA por ml, ou seja, 0,005 UA por ml.

Grasset *, estudando a difteria no meio tropical, realizou um in-
quérito imunolégico entre os Bantus, na Africa do Sul, por meio da
prova de Schick e da dosagem de antitoxina diftérica circulante.

Verificou que tanto nos individuos que viviam em cidades, como
nos isolados em territorios indigenas, havia uma percentagem aprecia-
vel de Schick-positivos, com auséncia de antitoxina no sangue. As ta-
xas de reacodes positivas eram particularmente elevadas nas criancas:
47% nos indigenas de 1 a 5 anos, nao atingindo 3¢¢ nos adultos com
mais de 20 anos.

Observou, ao mesmo tempo, que 30%¢ dos individuos com 7 a 10
anos, ja apresentavam titulo de 0,2 a 0,5 UA por ml, taxa essa que se
elevava a 47% nos maiores de 40 anos. Embora ndo haja referéncia
especial, aquelas criancas devem ter se revelado Schick-negativas.

Das 32 meninas de 7 a 10 anos por nés estudadas, 9 eram Schick-
positivas e 23 Schick-negativas; 7 destas ultimas (21,9¢¢) apresenta-
ram titulos entre 0,161 e 0,476 UA/ml, resultado que se aproxima do
encontrado por Grasset® na Africa do Sul.

No presente trabalho, observamos que conforme o esperado, alguns
resultados discreparam da maioria das observacées, quer entre as Schick-
negativas quer nas Schick-positivas.

Assim, verificamos que uma menina Schick-positiva apresentou
1/166,7 UA por ml de soéro.

Valquist e Hogstedt ¥, observaram que uma reacao pode ser posi-
tiva com titulo de 1/30 UA por ml, assim como pode ser negativa com
menos de 1/100 UA por ml. Entretanto, geralmente, nio ¢ comum
uma reacao positiva com 1/100 UA por ml ou mais, assim como ¢ rara
com 1/30 UA por ml ou mais; raramente ocorre reacdo negativa com
menos de 1/500 UA por ml. Estes fatos corroboram as opinides de
Parish ®, como ja vimos. '

Uma segunda dosagem de antitoxina em novas amostras de sangue
de 6 das 7 criancas referidas atras, que mostraram resultados discre-
pantes, foi realizada 9 meses ap0s a primeira, repetindo-se nessa ocasiao
a prova de Schick.
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Os resultados das dosagens referentes a primeira e segunda amos-
tras de sangue e respectivas provas de Schick, encontram-se na tabela 5.
A menina Schick-positiva, apés a primeira prova de Schick, foi vaci-
nada com 3 doses de toxoide diftérico.

TABELA 5 — Resultado das duas dosagens de antitoxina diftérica e das
duas provas de Schick, realizadas com 9 meses de intervalo, de 6 criancas
que apresentaram resultados discrepantes em relacdo a4 maioria das

observacoes — 1962.

NQ la Sangria 22 Sangria

do Schick Titulo Titulo
Séro (UeA./ml) Schick (UeAo/ml)

6 + 1/166,7 - 1/55,6
11 - 1/500 - 1/55,6
22 - 1/500 - 1/55,6
38 - 1/500 - 1/55,6
41 - 1/500 - 1/18,5
50 - 1/500 - 1/500

Mueller * afirma que se a vacinacido basica contra a difteria for
seguida de doses de reforco, de preferéncia apés 3 e 6 anos, isto propi-
ciarda uma populacido imune na adolescéncia. Nesta idade, entio o as-
sunto se torna mais complexo, dado o aparecimento de alergia aos
componentes do toxdide e, ao mesmo tempo, ocorre o esmaecimento
da imunidade artificialmente induzida. Porém, nesta fase, realizando-se
as provas de Schick e de Moloney, a simples introducdo dos antigenos
em pequena quantidade, por via intradérmica, é o suficiente para pro-
mover aumento razoavel de anticorpos naqueles que receberam imuni-
zacdo basica e as doses de reforco adequadas. Se uma segunda prova
de Schick féor feita com intervalo de 2 meses, naqueles individuos que
reagiram positivamente, observaremos que uma proporcido consideravel
déles, talvez a maior parte, se torne Schick-negativa.

No caso das criangas por nés observadas, aquelas Schick-negativas
que apresentaram titulo antitéxico menor que 1/166,7 UA por ml e
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gue foram submetidas a nova dosagem de antitoxina diftérica circulan-
te, revelaram aumento désse nivel. Este fato ja foi assinalado por di-
versos autcres, entre os quais Valquist e Hogstedt '* que, em trabalho
bem fundamentado, verificaram que a pequena quantidade de toxina
inoculada na prova de Schick exerce um estimulo antigénico, que au-
menta o nivel antitoxico, as vézes, apreciavelmente; mais recentemente,
Anderson e Arnstein® afirmam, textualmente, que: ‘“a propria prova
de Schick pode atuar como dose de estimulo se a crianca ja tiver sido,
anteriormente, imunizada”.

A redosagem, infelizmente, s6 foi realizada 9 meses apés, periodo ésse
relativamente longo que nao nos permite tirar qualquer concluséo, pois
o aumento do teor antitdoxico pode ter ocorrido pela simples inoculacido
da toxina de Schick, por si s6 ou complementada por infeccoes frustas
ou subclinicas, uma vez que estas meninas nao foram vacinadas pre-
viamente.

CONCLUSOES

O método mais pratico para avaliar o estado imunitario em rela-
¢ao a difteria numa comunidade ainda é a prova de Schick.

No campo estudado, observou-se uma apreciavel concordancia en-
tre os resultados da prova de Schick e o nivel de antitoxina mais ge-
ralmente aceito como indicador de imunidade diftérica.

Alguns resultados mostraram-se discordantes, principalmente entre
as Schick-negativas. Assim, 6 das 34 meninas Schick-negativas e uma
das 17 meninas Schick-positivas revelaram resultados discrepantes. Nu-
ma segunda dosagem de antitoxina realizada em 5 daquelas 6 criancas
Schick-negativas, verificou-se aumento apreciavel do titulo antitéxico,
que pode ser atribuido a um estimulo provocado pela propria toxina de
Schick ou por estimulos naturais, por infec¢des subclinicas, ou por am-
bos. Em face dos resultados obtidos e da opinido categorizada dos
diversos autores citados, éstes achados sugerem pesquisa visando obser-
vacdes mais numerosas e adequadamente controladas, com o fito de se
poder relacionar a prova de Schick a aumento do teor antitoxico cir-
culante, principalmente nos individuos Schick-negativos, o que se nos
afigura de grande valor pratico do ponto de vista epidemiolégico.

RESUMO

Neste trabalho, a prova de Schick foi relacionada a dosagem de
antitoxina diftérica circulante em criancas em idade escolar.

Foram escolhidas para campo de estudo, meninas internadas em
uma instituicdo de assisténcia a infancia, assistidas pelo Centro de
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Aprendizado da Faculdade de Higiene e Satude Publica da Universidade
de Sao Paulo.

A pesquisa foi efetuada em criancas de 4 a 12 anos, do sexo femi-
nino, nao vacinadas contra a difteria.

A prova de Schick foi feita em 65 e dosaram a antitoxina circulan-
te em 51. Das 65, encontraram 22 (33,9%) Schick-positivas e 43
(66,17¢) Schick-negativas. As Schick-positivas revelaram niveis va-
riando entre menos que 1/500 UA por ml e 1/166,7 UA por ml, enquan-
to os titulos das Schick-negativas variaram entre menos que 1/500 UA
por ml e mais que 1/0,7 UA por ml.

Das 17 Schick-positivas, 16 (94,1% ) apresentaram titulo antitéxico
menor que 1/166,7 UA por ml e apenas 1 (5,9%) revelou nivel igual
a 1/166,7 UA por ml. Das 34 Schick-negativas, 28 (82,49%) apresen-
taram titulo igual ou maior que 1/166,7 UA por ml e 6 (17,6%) nivel
menor que 1,/166,7 UA por ml.

SUMMARY

In the present study, the results of the Schick-Test with the diph-
theria antitoxin titers in children were compared.

The sample comprised children from an institution attended by the
Health Center of the School of Hygiene and Public Health.

The study was carried out in 4 to 12 year old females not vaccinated
against diphtheria.

The Schick-Test was performed on 65 subjects and circulating anti-
toxin level was determined in 51. 22 Schick-positives (33.9%) were
found as compared with 43 (66.1%) Schick-negatives. It was found
that Schick-positives showed levels varying between less than 1/500
UA/ml and 1/166.7 UA/ml, and Schick-positives, between less than
1/500 UA/m] and more that 1/0.7 UA/ml.

Of the 17 Schick-positives, 16 (94.1%) had antitoxic levels below
1/166.7 UA/m] and cnly one (5.99%) showed a titer of 1/166.7 UA/ml
as compared the 34 Schick-negatives which showed 28 (82.4%) subjects
with levels of 1/166.7 UA/ml or more and 6 (17.6%) a titer under
1/166.7 UA/ml.
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