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O s m é t o d o s d e a v a l i a ç ã o d o s r e s u l t a d o s do t r a t a m e n t o da neuross í f i l i s ( N S ) 

e x i g e m que s e j a m r e p e t i d o s p e r i o d i c a m e n t e e x a m e s c l ín i cos e d o l íqu ido ce fa¬ 

l o r r a q u e a n o ( L C R ) . A p e s q u i s a de i m u n o g l o b u l i n a s e s p e c í f i c a s n o s o r o e no 

LCR p o d e r i a permit ir a a v a l i a ç ã o m a i s p r e c i s a d o s r e s u l t a d o s d o t ra tamento . 

Entre tanto , t e o r e s p e r s i s t e n t e m e n t e e l e v a d o s de IgG p o d e r i a m refletir a p e n a s 

que, a p ó s e s t i m u l a ç ã o a n t i g ê n i c a in tensa , o s c l o n e s p r o d u t o r e s de IgG n ã o 

c e s s a m s u a a t iv idade s e n ã o l o n g o t e m p o d e p o i s d o t r a t a m e n t o 1 5 . D e fato , 

a r e a ç ã o de i m u n o f l u o r e s c ê n c i a p a r a s í f i l i s ( F T A - A b s ) t ende a m a n t e r - s e pos i 

t i va inde f in idamente no s o r o e no LCR, e m b o r a p o s s a n e g a t i v a r - s e no LCR, 

m u i t o s a n o s d e p o i s de t r a t a m e n t o 3 , 1 0 . P a r a ava l iar o s r e s u l t a d o s d o trata

mento , s e r i a m a i s c o n v e n i e n t e e s t u d a r a s v a r i a ç õ e s d a s i m u n o g l o b u l i n a s M ( I g M ) . 

A n t i c o r p o s a n t i t r e p o n ê m i c o s da c l a s s e IgM s ã o d e t e c t á v e i s p r e c o c e m e n t e n o 

soro , e m c a s o s de s í f i l i s r e c e n t e 5 , 1 9 , e d e s a p a r e c e m r a p i d a m e n t e , a p ó s t r a t a m e n t o 

e f i c a z 1 1 , 1 4 , 1 7 , 1 9 . A p e s q u i s a d e s t e s a n t i c o r p o s n o s o r o e n o LCR p o d e r i a indicar 

a a t i v idade da N S 2 . 7 , 1 5 , 1 7 . O x e l i u s e c o l . 1 5 o b s e r v a r a m que l o g o d e p o i s de 

t r a t a m e n t o c o m penic i l ina , a s c o n c e n t r a ç õ e s de IgM r e d u z i r a m - s e r a p i d a m e n t e 

n o LCR. H á d o i s o b s t á c u l o s pr inc ipa i s a o e m p r e g o d a d e t e r m i n a ç ã o d a s IgM 

n o c o n t r o l e da a t iv idade da d o e n ç a . E m pr imeiro lugar , o d e s a p a r e c i m e n t o 

d a s IgM c o n s t a t a d o n a s í f i l i s recente n ã o é t ã o r á p i d o n a s f o r m a s t a r d i a s ; há 

c a s o s de p e r s i s t ê n c i a de IgM n o s o r o , por m a i s de d o i s a n o s d e p o i s de t ra ta 

m e n t o 4,9,14,19,20. Outro o b s t á c u l o re s ide na d i f i cu ldade de p a d r o n i z a ç ã o de 

m é t o d o s i m p l e s e e f ic iente de d e t e c ç ã o de I g M no s o r o e no LCR. A r e a ç ã o 

de i m u n o f l u o r e s c ê n c i a ( I g M - F T A - A b s ) f o r n e c e n ú m e r o e l e v a d o de r e s u l t a d o s 

f a l s o - p o s i t i v o s e f a l s o - n e g a t i v o s 5,17. A r e a ç ã o de i m u n o f l u o r e s c ê n c i a p r e c e d i d a 

de p r o c e d i m e n t o que permi ta s e p a r a r o s a n t i c o r p o s d a c l a s s e IgM d o s ant i 

c o r p o s da c l a s s e IgG ( 1 9 S - I g M - F T A - A b s ) , que t e m e l e v a d a s e s p e c i f i c i d a d e e 

s ens ib i l idade , n e c e s s i t a de l a b o r a t ó r i o e s p e c i a l i z a d o p a r a s u a r e a l i z a ç ã o 5,17. 

O u t r a s t é c n i c a s c o m o a de h e m a d s o r ç ã o e m f a s e s ó l i d a 1 8 e m é t o d o s imuno¬ 

* C l í n i c a N e u r o l ó g i c a d o H o s p i t a l d a s C l í n i c a s d a F a c u l d a d e d e M e d i c i n a d a U n i 

v e r s i d a d e d e S ã o P a u l o ; ** I n s t i t u t o A d o l f o L u t z , S e c r e t a r i a d e S a ú d e d o E s t a d o 

d e S ã o P a u l o . 



e n z i m á t i c o s 1 2 , 1 6 t êm s i d o d e s e n v o l v i d o s . L u g e r & c o l . 7 u t i l i zaram a técn ica 

d e h e m a d s o r ç ã o em fase s ó l i d a e d e t e c t a r a m a n t i c o r p o s a n t i t r e p o n ê m i c o s da 

c l a s s e IgM n o LCR de 10 dentre 11 d o e n t e s c o m N S n ã o tra tada . 

N ã o h á e s t u d o s que t e n h a m a v a l i a d o a e v o l u ç ã o d a s IgM d o LCR na N S 

a p ó s t r a t a m e n t o . É o b j e t o des ta p e s q u i s a contr ibuir p a r a o t ema. 

M A T E R I A L , E M É T O D O S 

N o v e d e n t r e o s 62 p a c i e n t e s c o m N S s u b m e t i d o s a p e n i c i l i n o t e r a p i a i n t r a v e n o s a 

e m a l t a s d o s e s (is) f o r a m a v a l i a d o s q u a n t o à e v o l u ç ã o d e a n t i c o r p o s a n t i t r e p o n ê m i c o s 

d a c l a s s e I g M ( c a s o s 54 a 62) . E m t o d o s a r e a ç ã o d e i m u n o f l u o r e s c ê n c i a p a r a s í f i l i s 

p a r a a n t i c o r p o s c l a s s e I g G ( F T A - A b s ) f o i r e a g e n t e n o L C R e n o s o r o . P a r t e d a s 

a m o s t r a s d e L C R e d e s o r o d e c a d a c a s o f o r a m c o n s e r v a d a s a — 2 0 ° C a t é q u e t o d a s 

a s c o l e t a s t i v e s s e m s i d o f e i t a s . E s s a s a m o s t r a s f o r a m s u b m e t i d a s n o I n s t i t u t o A d o l f o 

L u t z a o s s e g u i n t e s p r o c e d i m e n t o s : 

T e s t e d e h e m a d s o r ç ã o e m f a s e s ó l i d a p a r a d e t e c ç ã o d e a n t i c o r p o s a n t i t r e p o n ê m i c o s 

d a c l a s s e I g M — R e a l i z a d o d e a c o r d o c o m a m e t o d o l o g i a d e s c r i t a p o r S c h m i d t {is) 

c o m a l g u m a s m o d i f i c a ç õ e s : g l o b u l i n a d e c o e l h o c o m a t i v i d a d e a n t i - I g M ( D a k o p a t t s 

a / s . C o p e n h a g e n , D i n a m a r c a ) f o i d i l u í d a e m t a m p ã o c a r b o n a t o - b i c a r b o n a t o ( p H 9 , 6 ) ; 

a s i n c u b a ç õ e s p a r a s e n s i b i l i z a ç ã o d o s o r o e L C R f o r a m d e d u a s h o r a s a 37°C e, 

p o s t e r i o r m e n t e a 4<>C d u r a n t e 15 a 18 h o r a s ; a s p l a c a s f o r a m l a v a d a s c o m s o l u ç ã o 

f o s f a t a d a - t a m p o n a d a ( P B S ) ( p H 7 ,4) c o n t e n d o T w e e n 20 a 0 ,05; a s h e m á c i a s s e n s i b i 

l i z a d a s f o r a m d i l u í d a s a 1 / 1 0 e m P B S ( p H 7,4) c o n t e n d o a l b u m i n a b o v i n a ( S i g m a 

C h e m i c a l Co. , S t . L o u i s , E U A ) . F o r a m c o n s i d e r a d o s s i g n i f i c a t i v o s o s r e s u l t a d o s 

p o s i t i v o s e m d i l u i ç õ e s s u p e r i o r e s a 1 /4 . 

F r a c i o n a m e n t o c r o m a t o g r á f i c o d o s o r o e d o L C R p o r f i l t r a ç ã o e m g e l — R e a l i z a d o 

s e g u n d o a t é c n i c a d e s c r i t a p o r F r i s c h - N i g g e m e y e r (i) c o m a s s e g u i n t e s m o d i f i c a ç õ e s : 

fo i u t i l i z a d a r e s i n a S e p h a c r y l S -200 ( P h a r m a c i a F i n e C h e m i c a l s , U p p s a l a , S u é c i a ) e 

p r e p a r a ç ã o d e S u d a m I I I a 0 ,3% e m p r o p a n o l - 1 . A f r a ç ã o c r o m a t o g r á f i c a c o n t e n d o 

I g M fo i u t i l i z a d a p a r a a r e a ç ã o d e i m u n o f l u o r e s c ê n c i a e p a r a a r e a ç ã o i m u n o e n z i m á t i c a 

( E L I S A ) . 

R e a ç ã o d e i m u n o f l u o r e s c ê n c i a p a r a s í f i l i s p a r a d e t e c ç ã o d e a n t i c o r p o s a n t r e p o n ê -

m i c o s d a c l a s s e I g M ( I g M F T A - A b s ) — A f r a ç ã o c r o m a t o g r á f i c a d e s a n g u e o u d e 

L C R c o n t e n d o I g M fo i u t i l i z a d a p a r a a r e a ç ã o I g M F T A - A b s s e g u n d o a t é c n i c a u t i l i z a d a 

n o I n s t i t u t o A d o l f o L u t z , e m p r e g a n d o - s e s o r o d e c o e l h o a n t i - I g M h u m a n a , e s p e c í f i c o 

p a r a c a d e i a ^ , c o n j u g a d o a i s o t i o c i a n a t o d e f l u o r e s c e í n a ( D a k o p a t t s a / s , C o p e n h a g e n , 

D i n a m a r c a ) . 

R e a ç ã o i m u n o e n z i m á t i c a ( E L I S A ) p a r a d e t e c ç ã o d e a n t i c o r p o s a n t i t r e p o n ê m i c o s d a 

c l a s s e I g M — A s u s p e n s ã o l i o f i l i z a d a d e Treponema pallidum, c e p a N i c h o l s ( B i o l a b -

- M é r i e u x , S ã o P a u l o , B r a s i l ) , u t i l i z a d a r o t i n e i r a m e n t e n o t e s t e d e i m u n o f l u o r e s c ê n c i a 

( F T A - A b s ) , f o i r e c o n s t i t u í d a c o m l m l d e á g u a d e s t i l a d a e e n t ã o d i l u í d a a 1 / 2 0 e m 

t a m p ã o c a r b o n a t o - b i c a r b o n a t o ( p H 9 ,6 ) . E s t a s u s p e n s ã o f o i s u b m e t i d a a o p r o c e s s o 

d e r o t u r a d e c é l u l a s p o r u l t r a s s o m ( T h o r t o n - I n p e c E l e t r ô n i c a S / A , S ã o P a u l o , B r a s i l ) 

a 40 K H z , 8 0 m A d u r a n t e t r ê s m i n u t o s ; e s t e p r o c e s s o f o i r e p e t i d o p o r t r ê s v e z e s . A 

s u s p e n s ã o a s s i m o b t i d a fo i c e n t r i f u g a d a a 6000g d u r a n t e 30 m i n u t o s e o s o b r e n a d a n t e , 

q u e c o r r e s p o n d i a a o a n t í g e n o , e n c o n t r a v a - s e n a c o n c e n t r a ç ã o p r o t e i c a d e SOO^g/ml. 

A s p l a c a s d e m i c r o t i t u l a ç ã o d e p o l i e s t i r e n o c o m f u n d o e m U ( I n t e r l a b , S ã o P a u l o , 

B r a s i l ) f o r a m s e n s i b i l i z a d a s c o m o a n t í g e n o d i l u í d o a 1 / 2 0 0 e m t a m p ã o c a r b o n a t o - b i 

c a r b o n a t o ( p H 9,6) s e n d o 100^1 d i s t r i b u í d o s a c a d a c a v i d a d e . A p ó s i n c u b a ç ã o a 4°C 

d u r a n t e 15 a 18 h o r a s , a p l a c a s e n s i b i l i z a d a f o i l a v a d a p o r t r ê s v e z e s c o m s o l u ç ã o 

f o s f a t a d a ( P B S ) ( p H 7 ,4) c o n t e n d o T w e e n 20 a 0 ,05% ( P B S - T ) . A s e g u i r , c a d a 

c a v i d a d e d a p l a c a f o i t r a t a d a c o m 100^1 d e s o l u ç f t o P B S ( p H 7,4) c o n t e n d o a l b u m i n a 

b o v i n a ( S i g m a C h e m i c a l Co. , S t . L o u i s , E U A ) a 1%, d u r a n t e 90 m i n u t o s a 27<>C. A p ó s 



l a v a g e m , 100^1 d a f r a ç ã o c o n t e n d o I g M , o b t i d a m e d i a n t e f r a c i o n a m e n t o c r o m a t o g r á f i c o 

d o s o r o o u d o L C R a t r a v é s de, m é t o d o d e s c r i t o , f o r a m a d i c i o n a d o s a c a d a c a v i d a d e 

d a p l a c a , d e p o i s d e t e r e m s i d o s u b m e t i d o s a d i l u i ç ã o e m t a m p ã o a b s o r v e d o r u t i l i z a d o 

n o t e s t e d e h e m a g l u t i n a ç ã o C T P H A ) ( F u j i z o k i P h a r m a c e u t i c a l Co. , T o k y o , J a p ã o ) . 

A p ó s i n c u b a ç ã o a 37<>C d u r a n t e d u a s h o r a s , a p l a c a f o i l a v a d a c o m P B S - T e a s e g u i r 



f o r a m a d i c i o n a d o s 100^1 d e soro a n t i - I g M h u m a n a , e s p e c í f i c o s p a r a c a d e i a ^ , e x t r a í d o 

d e c o e l h o s , c o n j u g a d o a p e r o x i d a s e ( S i g m a C h e m i c a l Co., St . , L o u i s , B U A ) d i l u í d o a 

1/1800 e m P B S ( p H 7,4) c o n t e n d o 0,05% d e a l b u m i n a b o v i n a . A r e a ç ã o fo i i n c u b a d a 

a 4°C d u r a n t e 15 a 18 h o r a s , e a p ó s l a v a g e m c o m P B S - T , f o r a m a d i c i o n a d o s 100 

m i c r o l i t r o s d o s u b s t r a t o c o n s t i t u í d o p o r 4 0 m g d e o r t o - f e n i l e n o d i a m i n a (Merck , R i o d e 

J a n e i r o , B r a s i l ) e m lOOml d e s o l u ç ã o t a m p o n a d a p H = 5,0, c o n t e n d o 0,04ml d e H 2 0 2 

a 30%. A p ó s 15 m i n u t o s , a r e a ç ã o fo i p a r a l i s a d a c o m a a d i ç ã o a c a d a c a v i d a d e d e 

50^1 d e s o l u ç ã o 2 N d e H^SO^. A a t i v i d a d e e n z i m á t i c a fo i d e t e r m i n a d a e s p e c t r o f o t o m e t r i -

c a m e n t e a 492nm ( T i t e r t e k M u l t i s k a n M C C - F l o w L a b o r a t o r i e s Inc . , R o c k e v i l l e , B U A ) . 

F o r a m c o n s i d e r a d o s s i g n i f i c a t i v o s o s r e s u l t a d o s p o s i t i v o s c o r r e s p o n d e n t e s a d i l u i ç õ e s 

i g u a i s o u s u p e r i o r e s a 1 / 5 0 n o L C R e a 1 /100 n o soro . 

P e s q u i s a d o f a t o r r e u m a t ó i d e — A s a m o s t r a s d e s o r o e d e L C R e a s f r a ç õ e s 

o b t i d a s a p ó s f i l t r a ç ã o e m g e l f o r a m t e s t a d a s p e l a p r o v a d o l á t e x ( B i o l a b - M é r i e u x , 

S ã o P a u l o , B r a s i l ) , s e g u n d o a m e t o d o l o g i a r e c o m e n d a d a p e l a f i r m a f a b r i c a n t e . 

R e a ç ã o d e i m u n o d i f u s ã o r a d i a l s i m p l e s p r o p o s t a p o r M a n c i n i e col . (*) —• A s 
f r a ç õ e s d e s o r o e d e L C R o b t i d a s a t r a v é s de f i l t r a ç ã o e m g e l f o r a m a n a l i s a d a s 
q u a n t o à s c o n c e n t r a ç õ e s d e I g G e d e I g M , s e g u n d o a p a d r o n i z a ç ã o t é c n i c a e m p r e g a d a 
n o I n s t i t u t o A d o l f o L u t z . 

R E S U L T A D O S 

Os r e s u l t a d o s d a s r e a ç õ e s i m u n o l ó g i c a s p a r a d e t e c ç ã o d e a n t i c o r p o s a n t i t r e p o n ê -

m i c o s d a c l a s s e I g M s ã o a p r e s e n t a d o s n a t a b e l a 1. A p e s q u i s a d o f a t o r r e u m a t ó i d e 

r e s u l t o u n e g a t i v a n o s o r o e n o L C R e m t o d o s o s c a s o s . A r e a ç ã o d e i m u n o d i f u s ã o 

r a d i a l f o i a p l i c a d a e m f r a ç õ e s o b t i d a s a p ó s f i l tração' e m g e l ; v e r i f i c o u - s e q u e p e r s i s t i a m 

q u a n t i d a d e s n ã o d e s p r e z í v e i s d e I g G e m f r a ç õ e s q u e d e v e r i a m c o n t e r a p e n a s I g M . 

C O M E N T A R I O S 

A r e a ç ã o d e i m u n o f l u o r e s c ê n c i a p a r a d e t e c ç ã o d e I g M ( I g M - F T A - A b s ) n ã o 

e v i d e n c i o u p r e s e n ç a d e a n t i c o r p o s d a c l a s s e I g M n o LCR a n t e s d o t r a t a m e n t o , e m 

4 d e 5 p a c i e n t e s e m q u e foi r e a l i z a d a . N o s o r o , foi p o s i t i v a e m 4 d o s 6 c a s o s 

e m q u e foi p e s q u i s a d a . A b a i x a s e n s i b i l i d a d e d e s t a r e a ç ã o foi c o n s t a t a d a p o r 

d i v e r s o s a u t o r e s 5 , 7 , 1 7 , 2 0 . N ú m e r o e l e v a d o de f a l s o - n e g a t i v o s o c o r r e r i a e m v ir 

t u d e de c o m p e t i ç ã o e n t r e a n t i c o r p o s d a s c l a s s e s I g G e IgM. P a r a s u p e r a r e s t e 

o b s t á c u l o , t ê m s i d o u t i l i z a d o s m é t o d o s q u e p e r m i t e m s e p a r a r i m u n o g l o b u l i n a s 

a n t e s d a r e a l i z a ç ã o d a r e a ç ã o 17. E n t r e t a n t o , o s m é t o d o s d e s e p a r a ç ã o d e p e n d e m 

de r e c u r s o s t é c n i c o s m u i t o e l a b o r a d o s 6. N e s t e e s t u d o , foi r e a l i z a d a t e n t a t i v a 

de s e p a r a ç ã o de i m u n o g l o b u l i n a s u t i l i z a n d o m é t o d o d e m a i s s i m p l e s e x e c u ç ã o 1 . 

M e d i a n t e a t é c n i c a d e i m u n o d i f u s ã o rad ia l , v e r i f i c o u - s e q u e n ã o foi p o s s í v e l 

o b t e r s e p a r a ç ã o , p e r s i s t i n d o c e r t a q u a n t i d a d e d e I g G e m f r a ç õ e s q u e d e v e r i a m 

c o n t e r a p e n a s IgM. 

A r e a ç ã o i m u n o e n z i m á t i c a ( E L I S A ) e a h e m a d s o r ç ã o e m f a s e s ó l i d a p a r a 

d e t e c ç ã o d e a n t i c o r p o s d a c l a s s e I g M m o s t r a r a m - s e m a i s s e n s í v e i s . A m a i o r 

s e n s i b i l i d a d e d a r e a ç ã o d e h e m a d s o r ç ã o n o L C R h a v i a s i d o r e f e r i d a n a l i tera

t u r a 7 . A m b a s d e m o n s t r a r a m q u e d a s d o s t í t u l o s d e p o i s d o t r a t a m e n t o , q u e foi 

m a i s e v i d e n t e n a r e a ç ã o de h e m a d s o r ç ã o . E n t r e t a n t o , n a m a i o r i a d o s c a s o s 

e m q u e e s s e s e x a m e s f o r a m r e a l i z a d o s , h o u v e p r e s e n ç a d e I g M e s p e c í f i c a n o 

s o r o e n o L C R d u r a n t e o p e r í o d o c o m p r e e n d i d o entre o 13º e o 18º m ê s . 

A p r e s e n ç a d e a n t i c o r p o s a n t i t r e p o n ê m i c o s d a c l a s s e I g M n o s o r o , m a i s d e u m 

a n o d e p o i s d o t r a t a m e n t o , t e m s i d o d e t e c t a d a n a s f o r m a s t a r d i a s de s í f i l i s 1 4 , 1 9 , 2 0 . 



A p e s q u i s a de fa tor r e u m a t ó i d e foi r e a l i z a d a p a r a exc lu ir r e s u l t a d o s fa l so -

- p o s i t i v o s que p o d e r i a m d e p e n d e r da p r e s e n ç a d e a n t i c o r p o s d a c l a s s e IgM, c o m 

a t iv idade ant i - IgG. E l a foi n e g a t i v a e m t o d a s a s a m o s t r a s . E m pac i en te que 

a p r e s e n t o u p i o r a c l ín ica e l a b o r a t o r i a l d a N S ( c a s o 6 2 ) , o t í tu lo d a r e a ç ã o 

de h e m a d s o r ç ã o e n c o n t r a v a - s e m a i s e l e v a d o n o s o r o n o 16º m ê s a p ó s t r a t a m e n t o . 

O e n c o n t r o de a n t i c o r p o s a n t i t r e p o n ê m i c o s da c l a s s e IgM, n o s o r o e no 

LCR a l é m d e 12 m e s e s a p ó s t r a t a m e n t o , n a m a i o r i a d o s c a s o s e m que f o r a m 

p e s q u i s a d o s , p a r e c e frustrar a e x p e c t a t i v a d e que s u a d e t e c ç ã o f o s s e m é t o d o 

r á p i d o e e f ic iente d e a v a l i a ç ã o d o s r e s u l t a d o s do t r a t a m e n t o da N S . 

R E S U M O 

A n t i c o r p o s a n t i t r e p o n ê m i c o s d a c l a s s e IgM foram p e s q u i s a d o s n o s o r o e n o 

LCR d e 9 c a s o s de neuross í f i l i s s i n t o m á t i c a , a n t e s e, e m d i v e r s o s m o m e n t o s , 

d e p o i s d o t r a t a m e n t o . E s s e s a n t i c o r p o s f o r a m i n v e s t i g a d o s m e d i a n t e r e a ç õ e s 

d e i m u n o f l u o r e s c ê n c i a ( I g M - F T A - A b s ) , h e m a d s o r ç ã o e m f a s e s ó l i d a e imuno¬ 

e n z i m á t i c a ( E L I S A ) . O s t í tu los d a s r e a ç õ e s reduz iram-se , m a s h o u v e pers i s 

t ê n c i a da r e a t i v i d a d e n o s o r o e n o LCR n o s e g u n d o a n o a p ó s t ra tamento . 

S U M M A R Y 

High-dose intravenous penicillin G in the treatment of neurosyphilis. III. 

Evaluation of antitreponemic antibodies of the IgM class in cerebrospinal fluid 

and serum. 

I g M a n t i b o d i e s a g a i n s t Treponema pallidum w e r e i n v e s t i g a t e d in t h e s e r u m 

a n d in the C S F of 9 p a t i e n t s w i t h s y m p t o m a t i c neurosyph i l i s , b e f o r e t h e 

t r e a t m e n t a n d in s e v e r a l o c c a s i o n s after the t reatment . T e s t s u s e d w e r e t h e 

F T A - A b s tes t , t h e I g M - s o l i d p h a s e h e m a d s o r p t i o n t e s t and a n I g M - E l i s a test . 

T i t e r s of r e a c t i o n s d e c r e a s e d after t r e a t m e n t but t h e y w e r e sti l l reac t ive in the 

b l o o d and in the C S F d u r i n g the s e c o n d y e a r after the t reatment . 
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