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INTRODUGAO



A titulacao de anticorpos anti-rabicos em soros de pesso
as ou animais vacinados, ou mesmo em casos de raiva natural, po-
de ser feita, entre outros, pelo teste de soroneutralizacgao e pe
lo método indireto de imunofluorescéncia. Os valores dos titulos
de anticorpos obtidos, sdo peculiares a cada um, sendo os da so-
roneutralizacao expressos pelo logaritmo do virus neutralizado e
os do método de imunofluorescéncia indireta, pela visualiza-
¢ao dos anticorpos nas varias diluigdes do soro.

As pesquisas no campo da imunologia rabica, visando ao a
primoramento de ,técnicas adequadas ao equacionamento dos proble-
mas a ela relacionados, vém merecendo a atengdo de varios pesqui
sadores. Os autores procuram novas alternativas, no sentido de u
ma maior simplicidade de um método capaz de detectar anticorpos
anti-rabicos, associado ao aspecto econdmico e acuidade nos re-
sultados.

A imunizagao de um organismo contra a raiva, geralmente,
€ acompanhada pelo aparecimento, no soro, de propriedades neutra
lizantes contra o virus rabico. O teste de soro-neutralizagdo &
considerado padrao na determinacdo de anticorpos anti-rabicos,
nao obstante ser demorado e dispendioso, tornando-o, desta for-
ma, desvantajoso como prova de rotina. Assim, varios autores tém
aplicado e comparado com a prova de soroneutralizagiao, outros m§
todos de determinagdo quantitativa de anticorpos anti-rabicos.

KUBES & GALLIA (1943) efetuaram um estudo sobre a reacgao
de cérebro-neutralizaciao e sua relagao com a prova de soroneutra



lizagao e soroprotegdo. Concluiram que a reagao de cérebro-neu-
tralizacao demonstrcu ser fiel indicador da imunidade anti-rabi-
ca, revelando grande sensibiiidade e os resultados obtidos foram
sempre concordantes com a prova de soroprotegao. Por outro lado,
o teste da soroneutralizacao nao demonstrou as mesmas caracteris
ticas.

BERNKOPH & NACHTIGAL (1943) fizeram um estudo comparati-
vo entre a reacao de fixacdo de complemento e o teste de soroneu
tralizacdo. Usando soro de cobaios imunizados contra a raiva, o0s
autores puderam detectar anticorpos anti-rabicos nos soros des—
tes animais, ndo encontrando uma relacdo entre os titulos obti-
dos pela reacdo de fixagdo de complemento com os encontrados pe-
lo teste de soroneutralizacao.

LIPTON § FREUND (1950), usando soros de coelhos e de co-
baios imunizados contra a raiva, compararam os titulos detecta-
dos pelo teste da soroneutralizacdo com os obtidos pela reagdo
de fixagdo de complemento, concluindo pela existencia de uma re-
lagao numérica entre os titulos de anticorpos neutralizantes efi
xadores de complemento.

PEREIRA & cols. (1970), trabalhando com 286 amostras de
soro humano, compararam a reagao de fixagao de complemento com a
soroneutralizag@o. Neste trabalho, os autores apresentama seguin
te correlagido: soros que apresentaram resultados positivos pela
reacdo de fixagdo de complemento com titulos acima de 1:4, cor-
respondiam a titulos de anticorpos acima de 1:125 a soroneutrali
zacdo. Por ser uma técnica simples, pratica, pouco dispendiosa e
de boa reprodutibilidade, recomendam seu emprego para a avalia-
cdo rotineira do estado imunitario das pessoas nos servicos de va
cinagdo antirabica.

GOUGH § DIERKS (1971) compararam o teste da soroneutrali
zagdo com a prova da hemo-aglutinagdo passiva,utilizando 347 a-
mostras de sorc humano. Apesar de oito soros apresentarem resul-
tados discordantes, acreditaram que o grau de correlacao indicou
suficiente concordancia entre os métodos empregados,podendo a he



mo-aglutinagao passiva ser usada como método para medir titulos
de anticorpos nos soros.

O que se objetiva no presente trabalho abrange os seguin

tes aspectos:

a - o estabelecimento de uma correlacdo entre os titulos
de anticorpos anti-rabicos em soros de bovinos vaci-
nados obtidos pelo método de imunofluorescéncia indi
reta e soroneutralizacao;

b - sensibilidade do método de imunofluorescéncia indire
ta na deteccao de anticorpos anti-rabicos em soros de
bovinos vacinados comparada a soroneutralizacgio;

¢ - determinagao quantitativa de anticorpos anti-rabicos
em soros de bovinos vacinados, mediante aplicagao do
método de imunofluorescéncia indireta modificado.

Apesar da grande importancia do assunto, poucas sio as
pesquisas comparativas sobre estes dois métodos, visando a titu-
lagao dos soros anti-rdabicos humanos e de bovinos especialmente.

As conclusoes dos trabalhos existentes nao sac uniformes
sugerindo, inclusive, novas pesquisas, a fim de que mais estudos
comparativos sejam feitos, para que se possa padronizar o me to
do de imunofluorescencia indireta na avaliacdo dos titulos de an
ticorpos dos soros anti-rabicos.
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Especificamente no campo da virologia rabica foram, ao
que parece, GOLDWASSER & KISSLING (1958) os pioneiros na detecgio
do antigeno e do anticorpo rabico, empregando a técnica direta e
indireta de imunofluorescéncia. Para a pesquisa dos anticorpos
anti-rabicos pelo método de imunofluorescéncia indireta, usaram
soros anti-rabicos de pessoas que foram imunizadas experimental-
mente com vacina de embriao de pato. Pelos resultados obtidos,os
autores concluiram que o método de imunofluorescéncia indireta
poderia ser uma técnica conveniente para se avaliar o estado de
desenvolvimento da imunidade em homens e animais em curso de va-
cinagao contra a raiva.

THOMAS & cols. (1963) foram os primeiros pesquisadores a
fazerem um estudo comparativo entre a soroneutralizacio e o meé to
do de imunofluorescencia indireta. Trabalharam com 588 amostras
de soro humano, sendo que 166 soros foramdepessoas que nunca ti
nham recebido vacina. Usando tao somente uma diluigao de 1:5, re
sultou que, dos 303 soros positivos por imunofluorescéncia, 2850
foram pela soroneutralizacdo. Evidenciaram uma boa aceitabilida-
de do método de imunofluorescéncia indireta, como técnica seleti
va para a detecgao de anticorpos anti-rabicos.

LARSH (1965), em uma comparacao do método de imunofluo-
rescencia indireta com a soroneutralizacao, usando 76 soros obti
dos de pessoas imunizadas contra raiva com vacina de embrido de
pato, revelou uma grande sensibilidade do método de imunofluores
céncia indireta, inclusive ndo apresentando nenhum resultado fal
so positivo. Além do mais, o método de imunofluorescencia indire



ta apresentou certas vantagens sobre o teste de soroneutraliza-
cao, tais como: maior simplicidade e sensibilidade, resultado ré
pido (um dia ao invés de 14 na soroneutralizagao). Apesar disto,
0 autor afirma ser ainda incerto a substituicdo da soroneutrali-
zagao pelo método de imunofluoresceéncia indireta e, inclusive, e
comenda maiores estudos neste sentido.

LEFFINGWELL & IRONS (1965) procederam a titulacdo de an-
ticorpos anti-rabicos pelo método de imunofluorescéncia indireta
em 84 soros de pessoas primovacinadas, e revacinadas, cujos re-
sultados foram comparados aos obtidos pela soroneutralizagao. Hou
ve uma concordancia entre os dois testes em 78 (93%) soros exami-
nados, sendo que cinco amostras resultaram positivas pelo méto-
do de imunofluorescéncia indireta enegativas i soroneutralizacgao.
Somente uma amostra resultou negativa ao método de imunofluores-
cencia e positiva a soroneutralizacao. Em vista deste resultado,
0s autores acreditam que o método de imunofluorescéncia indireta
seja mais sensivel e que poderia superar i soroneutralizacao em
sensibilidade, rapidez e alta resolugao para titulacgoes compara-

das de soros de pré e pds-vacinacio.

GISPEN & SAATOHF (1965) titularam anticorpos antirabicos
em 61 amostras de soro humano, usandoc ambos os métodos. Todos os
26 soros negativos pelo método de imunofluorescéncia indireta tam
bém o foram a soroneutralizagio. Por outro lado, dos 35 soros po
sitivos pelo método indireto de imunofluorescéncia, somente 33
o foram a soroneutralizacao. Concluiram que o método de imunoflu
orescéncia indireta € mais sensivel e mais rdpido do que o da so
roneutralizagcao e com alto grau de especificidade.

SELINOV & cols. (1965), wutilizando 50 amostras de soro,
provenientes de 40 pessoas, encontraram uma correlacgao entre os
resultados positivos e mnegativos pelos métodos de imunofluores-
cencia indireta, soroneutralizacdo e fixacdo de complemento. Po-
rem, sob o aspecto econdomico e de rapidez, o método de imunofluo

rescencia indireta foi superior aos outros dois.



PECK (1966) comparou o método de imunofluorescéncia indi
reta com a soroneutralizagao. Utilizou 176 amostras de soro huma
no, das quais 81 foram negativas e 85 foram positivas a ambos os
métodos. Dez amostras positivas pelo método de imunofluorescén-
cia indireta resultaram negativas a soroneutralizagao.Conclui di
zendo que: "o método de imunofluorescéncia indireta € uma preva
especifica para a determinagdo de anticorpos anti-rabicos, de ma i
or sensibilidade que a soroneutralizacao e que requer de duas a
trés horas para sua realizagdo, além de ser um processo econdomi-
L o L

Mais recentemente, ISHIZUKA (1972) verificou que, das
125 amostras de soro bovino examinadas, 110 (88%)apresentaram re
sultados concordantes e as 15 (12%) restantes foram positivas a
imunofluorescéncia indireta e negativas a soroneutralizacao. Os
dois testes aplicados aos mesmos soros mostraram estreita asso-
ciacao, permitindo a rejeigdo da hipitese de independéncia das

duas variaveis.



MATERIAL E METODOS
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1 - Animais

Foram selecionadas 20 vacas da raga "Jersey', em bom es-
tado de carne, adultas, em lactacao, criadas em regime de semi-es
tabulacao, com controle genético e com idade entre trés e seis a
nos. Estes animais pertenciam a Fazenda Experimental de Criagio
do Ministério da Agricultura, Pedro Leopoldo, Minas Gerais. Nun-
ca tinham sido vacinadas contra a raiva e se encontravam identi-
ficados por tatuagem na orelha, com os seguintes numeros: 3827,
3837, 3904, 3854, 3942, 3931, 3937, 3849, 3834, 3901,4120, 4137,
4088, 4134, 3959, 4104, 4197, 3954, 4190, 4168.

2 - Vacinas

2.1. - Vacina de virus fixo inativado pela betaproprio-
lactona, preparada em cérebro de coelhos neonatos, concentrada a
5%, partida numero 04/72, fabricada em 25 de maio de 1972 e vali
da até 25 de maio de 1973. Ao teste de poténcia de Habel apresen
tou uma protegao contra lOS’SZDLSO, ou seja, 331.100DL50.

2.2. - Vacina Formidogel, partida numero 86/72, fabrica-
da em novembro de 1972 e valida até julho de 1973. Ao testede po

tencia em cobaios apresentou uma protecao de 80%.

2.3. - Vacina Flury-HEP, partida namero 044/72, fabrica-
da em dezembro de 1972 e valida até dezembro de 1973. Ao teste de
poténcia em cobaios (Teste de Koprowski), apresentou uma protecao
de 80%.



11

3 - Imunizacgao

Na primo-vacinagao empregamos vacina de virus fixo inati
vado pela betapropriolactona, na dose de 5 ml por via sub-cuta-
nea. Com base na idade e no esquema de vacinagao, as 20 vacas fo
ram divididas em quatro grupos:

Grupo 1:

Uma unica dose. Animais de numeros: 3827, 3837, 3904 ,
3854, 3942.

Grupo II1:

Tres doses intervaladas de 24 horas. Animais de numeros:
3931, 3937, 3849, 3834, 3901.

Grupo III:

Duas doses intervaladas de 15 dias. Animais de numeros:
4120, 4137, 4088, 4134, 3959.

Grupo IV:

Duas doses intervaladas de 30 dias. Animais de numeros:
4104, 4197, 3954, 4168, 4190.

Na aplicacao da dose de reforgo, empregamos dois tipos de
vacina: Formidogel e Flury-HEP. Cada grupo foi dividido em tres
sub-grupos caracterizados na Tabela I. Todos os animais perten-
centes ao sub-grupo um de cada grupo receberam vacina Formidogel
como dose de reforco. Todos os animais pertencentes ao sub-grupo
- dois de cada grupo - receberam vacina Flury-HEP como dose de re
forgo. Finalmente, os animais do sub-grupo trés de cada grupo,
nao receberam dose de reforgo, ficando como testemunhas de cada
grupo corréspondente. O intervalo entre a ultima dose da primo—
vacinacao e a aplicacao da dose de reforgo foi de 85, 82, 70 e
55 dias, respectivamente, para os grupos I, II, III e IV.

0 esquema geral de imunizacao é apresentado na Tabela I.
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TABELA I - Esquemas de vacinacao dos bovinos contra a raiva, realiza-
dos nos periodos de 13.12.72 a 09.03.73.
Primo-Vacinacao Doses de Reforgo
Da tas Interva-
Gru Sub : lo com a
po. gru|Animal [N® Vaci Primo-va Data
" |po. do-|Vacina ag;ng Sangria |cinacao |Vacina Sangria
ses ¢ (dias)
3827 Formi-
11 3837 dogel.
I 3904 1 CCoN |13.12.72|13.01.73 85 Flury- 50403+ 75
2 | 3854 HEP.
3 3942 - -
3931 Formi-
L 3937 15.12.72 dogel.
II 3849 3 CCoN (14.12.72/15.01.73 82 Flury- 30.03.73
2 3834 15,1272 HEP.
3 3901 - -
1 4120 Formi-
4137 13.12.72 dogel.
ITI , 4088 2 CCoN 28.12.72 28:01+73 70 Blupys 30.03.73
4134 HEP.
3 3959 = -
1 4104 Formi-
4197 13.12.72 dogel.
E
IV ) 3954 2 CCoN 13.01.72 13:02:.7% 55 Flury- 30.03.73
4190 HEP.
3 4168 = =
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4 - Soros

Un total de 60 amostras de soro foram examinadas. As san
grias foram feitas assepticamente, sendo a primeira imediatamen-
te antes da vacinagdo, a segunda 30 dias apds a vacinacdo e a ter
ceira, 21 dias depois da aplicacdo dadose de reforgo. Os soros
obtidos foram centrifugados em centrifuga refrigerada a 400 g =
(1.500 rpm), durante 30 minutos. Todos 0S SOTOS foram inativados
em banho-maria a 56°C por 30 minutos e em seguida,armazenados em
congelador a -50°C.

5 - Provas soroldgicas
5.1. - Soroneutralizagao (SN)

Todos os soros foram submetidos a prova de soroneutrali-
zagao, segundo a técnica descrita por ATANASIU (1967a). A amos-
tra de CVS-27 (Challenge virus standard) utilizada como desafio,
foi recebida do Centro Panamericano de Zoonoses,Buenos Aires, Ar
gentina. Esta amostra foi inoculada, por via intracerebral, na
dose de 0,03 ml, em 100 camundongos de 21 dias, "Swiss', linha-
gem "Randon-CF-CPA'". Os cérebros foram colhidos, assepticamente,
na fase final da doenga, tendo sido preparada uma suspensao a 20%
de material nervoso em agua destilada estdril, com 2% do soro i-
nativado de equino. A suspensio foi distribuida em pequenas por-
¢oes em frascos tipo penicilina e mantidos a -50°C. Dois frascos
retirados, ao acaso, se prestaram para a prova de esterilidade e
para a prova de titulacao em camundongos.

O teste de triagem dos soros por soroneutralizacao, foi
conduzido a uma diluicao de 1:5, usando-se, como diluente, agua
destilada com 2% de soro normal de equino. Todos os soros positi
vos ao teste de triagem foram testados em diluigdes quintuplas,
a partir de 1:5 até 1:3.125. Os soros nas varias diluicdes, fo-
ram confrontados com um numero varidvel de 10 a 70 DL50 de virus
CVS, deixados por 90 minutos a 37°C e inoculados em camundongos.
A dose de soro-virus inoculada foi de 0,03 ml, por via intracere
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5.2.2. - Preparacao do conjugado anti-gama-globulina bo-
vina.

A preparagao do conjugado anti-gama-globulina bovina foi
feita de acordo com a técnica descrita por CORSTVET § SADLER
(1964) e constou do seguinte:

5.2.2.1. - Preparacao da coluna de DEAE-Celulose

a - Dez gramas de DEAE-Celulose (1) foram levadas tres
vezes em solugao de 0,5 M de hidréxido de sodio, a fim de elimi-
nar a cor amarela e regenerar o intercambiador ionico. Cada lava
gem foi feita sob agitacao magnética por 15 minutos, sendo em se

guida a massa suspensa em agua destilada até alcancar pH 7,0.

b - Em seguida lavou-se varias vezes em tampao fosfato
monobasico 0,5 M, para ajustar o pH a 6,3.

¢ - Finalmente, lavou-se varias vezes em tampao fosfato
a 0,0175 M, pH 6,3.

d - Preparou-se, entao, uma coluna de DEAE-Celulose de
um centimetro de diametro, por 10 cm de altura. Na altura da co-
luna, observou-se a proporgcao de tres e meio centimetros de altu
ra para cada mililitro de soro.

e - Passou-se, através desta coluna, 50 ml de tampao fos
fato a 0,0175 M, pH 6,3, sendo em seguida fechada e guardada em
geladeira a 4°cC.

5.2.2.2. - Conjugacao da anti-gama-globulina bovina

Em um erlenmeyer de 50 ml, colocamos tres mililitros de
anti-gama-globulina bovina, cuja concentracdao em proteina total
foi determinada pelo refratometro (2), deixando-os sob agitacdo

(1) Cellex-D, Bio Rad Laboratoires, 32nd, Griffin, Rechmond, Ca-
lifornia, USA.

(2) Atago Serum Refractometer. Atago Optical Works Co. Ltda. Ja-
pan.
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magnética em geladeira a 4°¢ por 15 minutos. Nestas condigoes, a
dicionou-se, gota a gota, 0,3 ml (10% do volume do soro) de tam-
pao carbonato-bicarbonato pH 9,0, permanecendo, ainda, sob agita
cdo magnética a 4°C. A conjugacao foi feita sob agitagao magnéti
ca a 4°¢C, apos adicao lenta de 1 mg de isotiocianato de fluores-
ceina (1) para cada 40 mg de proteina total de anti-gama-globuli
na bovina, durante 14 horas. Apds este periodo, a coluna de DEAE
-Celulose, anteriormente preparada, foi retirada da geladeira, a
berta, e, quando o menisco inferior do tampao fosfato estava jus
tamente na superficie superior da massa da coluna de DEAE~Celulp
se, adicionou-se, lentamente a coluna, 3 ml do conjugado. Quando
todo o confﬁgado se infiltrou na massa de DEAE-Celulose, adicio-
nou-se, com cuidado, tampao fosfato de sodio a 0,0175 M, ph 6,3,
até completar a coluna. O conjugado foi colhido em tubos de tam-
pa de rosca em banho de gelo, cessando-se a colheita tao logo do
aparecimento de liquido sem cor esverdeada. As fracoes foram a-
grupadas pela intensidade de coloragao e dializadas contra sali-
na a 0,85%,sob agitacdo magnética a 4°C, até se conseguir ausén-
cia de fluorescéncia na agua de dialise. O conjugado assim obti-
do, foi, apds sua titulacao, dividido em pequenas porgoes € man-
tido em congelador a -50°C. Na titulagdo do conjugado, emprega-
mos soro-imune conhecido de bovino. As laminas foram observadas
em um microscopio de fluorescéncia (2), binocular, standard WL,
objetiva de imersao 40X provida de diafragma, ocular 10X, conden
sador de campo escuro, iluminacdo com lampada de mercirio- HBO -
200 - filtro excitador UG-2 e filtro barreira 0/41.

5.2.3. - Preparacao das laminas

Duas impressoes por lamina foram preparadas a partir de
cérebro de camundongos infectados com virus de rua, CVS e Flury-

(1) Baltimore Biological Laboratoires, Division of Bioquest ,
Vocksville, Maryland 21030, USA.
(2) Carl Zeiss - Companhia Otica e Mecanica. Oberkochen - WG.
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HEP. Como controle da especificidade da fluorescencia preparou-
se laminas a partir de cérebro de camundongos normais. Emprega-
mos seis impressodes para cada diluicdo do soro. Apos secagem das
impressoes em temperatura ambiente por 30 minutos, as laminas fo
ram fixadas em acetona a -15°C por 30 minutos, sendo em seguida
mantidas em congelador a -50°C, durante um periodo inferior a se
te dias, até o momento de seu uso. A riqueza de aglomerados de
antigeno rabico nas laminas foi determinada pela prova direta de
imunoflucrescéncia, segundo a técnica descrita por ATANASIU
(1965).

5.2.4. - Coloracao das laminas

Todos os soros submetidos a prova de soroneutralizacao,
foram também titulados pelo método indireto de imunofluorescén-
cia. As amostras de soro foram inativadas em banho-maria a 56°C,
por 30 minutos. A diluicao de triagem usada foi de 1:5. Os soros
positivos a diluicao de 1:5 foram, entao, testados nas seguintes
diluicoes: 1:5, 1:25, 1:50 e 1:100, usando-se, como diluente, sa
lina 0,85%. As diluigoes dos soros, assim preparadas, foram tes-
tadas frente a trés antigenos rabicos, isto €, virus de rua, CVS
e Flury-HEP. Soros positivos e negativos foram usados como con-
trole, bem como laminas controle contendo impressoes de cérebro
de camundongos normais. As impressoes das laminas, apos delimita
das com esmalte de unha, nao cintilante, foram tratadas comas di
luicoes do soro, colocadas em camara umida e levadas para a estu
fa a 37°C por 60 minutos. Em seguida foram lavadas rapidamente em
salina tamponada pH 7,2 e enxaguadas em agua destilada. Apos se-
cagem em temperatura ambiente, as impressées foram cobertas com
o conjugado anti-gama-globulina bovina,diluido a 1:10 em uma sus
pensao a 20% de cérebro de camundongo normal ,voltando a estufa a
5% por 30 minutos. Em seguida, foram lavadas da maneira ante-
riormente descrita, secas em temperatura ambiente e montadas em
glicerina tamponada pH 7,2 (nove parte de glicerina para uma par
te de salina tamponada). Finalmente, foram examinadas ao micros-
copio de fluoresceéncia. Considerou-se, como negativos, 0S SOros



18

que, na diluicao de 1:5, nao determinaram o aparecimento de cor-
pusculos fluorescentes.

Como a nossa hipotese inicial de trabalho é de que, os
dois métodos nio apresentariam resultados diferentes, fixou-se,

para rejeicao da hipotese de nulidade, o risco de erro menor que
5%-

5.3. - Imunofluorescencia indireta modificada (IFIM)

A realizagao desta prova foi feita simultaneamente com a
da soroneutralizagao, baseando-se no método de imunofluorescen-
cia indireta, descrito anteriormente. A modificacao feita em re-
lagao ao método classico, constituiu-se em empregarmos as mes-
mas diluigoes do soro-virus, preparadas para a prova de soro-
neutralizacao. Assim, os soros, em suas varias diluigoes, foram
misturados com um nimero varidvel de 10 a 70 DL50 de virus CVS,
incubados durante 90 minutos a 37°C e utilizados para a imuno-
fluorescéncia indireta modificada e para a soroneutralizacao.

Consideramos, como negativos, os soros que na diluigao
1:5, nao determinaram o aparecimento de corpusculos fluorescen-
tes.



RESULTADOS
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1 - Soroneutralizacao (SN)

Todas as amostras de soro obtidas antes da vacinacao fo-
ram negativas ao teste de soroneutralizacao.

Na tabela II, apresentamos os resultados dos testes de so
roneutralizacao dos soros, obtidos aos 30 dias apds a vacinagio
e 21 dias depois da aplicacao da dose de reforgo. Exceto um dos
soros dos obtidos aos 30 dias apds a vacinagido e que apresentou
titulo de 1:5, todas as outras amostras foram negativas a soro-
neutralizacao. Aos 21 dias apds receberem a dose de reforgco, 11
animais em 16 revacinados, apresentaram titulos neutralizantes,
enquanto os nao revacinados, isto €, que ficaram como testemunhas
de cada grupo, continuaram negativos ao teste de soroneutraliza-
¢ao. Os titulos dos soros neste teste variaram desde 1:5 até
1:756 entre os animais dos sub-grupos.

2 - Imunofluorescéncia indireta (IFI)

Todas as amostras de soro,obtidas antes da vacinagdo, fo
ram negativas a2 imunofluoresceéncia indireta.

Na tabela II, apresentamos, também, os resultados da imu
nofluorescéncia indireta dos soros examinados. Somente uma amos-
tra de soro, das obtidas aos 30 dias apods a vacinagao, resultou
positiva a esta prova,apresentando titulo igual a 1:5. As outras
19 restantes foram negativas, com titulo inferior a 1:5.

Dos soros obtidos das 16 vacas, aos 21 dias depois da
aplicacao da dose de reforgo, dois foram negativos a diluigao de
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1:5, enquanto os outros 14, resultaram positivos a imunofluores-
cencia indireta, nas diluigées que variaram de 1:5 até 1:50. Os
soros das quatro vacas que ficaram como testemunhas,sendo uma em
cada grupo, e, que niao receberam dose de reforco de vacina, fo-
ram negativos por este método.

Na tabela III, € mostrado o resultado da titulacdo dos so
ros pela imunofluorescéncia indireta, frente a trés antigenos ra
bicos: virus de rua, CVS e Flury-HEP. Dos soros obtidos de 16 va
cas, 21 dias apos terem recebido uma dose de vacina como reforgo,
14 apresentaram titulo frente ao virus de rua e 12 resultaram po
sitivos frente aoCVS e Flury-HEP. Dois soros foram negativos fren
te aos virus de rua e quatro oforam frente ao CVS e Flury-HEP.Os
soros das vacas tidas como testemunhas reagiram negativamente fren
te aos tres antigenos ribicos. Os titulos dos soros,frente ao vi
rus de rua, variaram de 1:5 ate 1:50, enquanto, os obtidos fren-
te aos CVS e Flury-HEP, variaram de 1:5 até 1:25.

Na tabela IV, apresentamos uma comparacao dos resultados
obtidos pela imunofluorescéncia indiretae soroneutralizacao. Das
60 amostras de soro examinadas pela imunofluorescéncia indireta,
14 resultaram positivas e 46 negativas. A soroneutralizacgao, 11
soros resultaram positivos e 49 negativos. Houve uma concordin-
cia de resultados entre os dois métodos em 57 (95%) das amostras
de soro. Trés soros, dos 14 positivos pela imunofluorescénciaig
direta, resultaram negativos i soroneutralizacio. A concordincia
entre os soros positivos foi de 78,6% e, entre os negativos, foi
de 93,9%. Afrequencia de soros positivos a4 imunofluorescéncia in
direta foi de 23,3% e, a soroneutralizacao, foi de 18,3%. A dife
renca da frequencia de resultados entre os SOTros positivos foi de
5%. Nesta tabela encontra-se, também, o valor calculado para o
X2 (0,44).
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anti-rabicos dos soros de bovi-

a vacinagao e 21 dias depois da

medidos por SN, IFI e

IFIM.
Titulo de anticorpos anti-rabicos
Gru|Sub SN** IF1* 1FIMt
o.|8TuAnimal

i 30 dias|21 dias|30 _dias|21 dias[30_dias|21_ dias
p apos a|apos alapos a|apos a|apos ava|aposa do
vacina-|dose de|vacina-|dose de|cinacdo |se de re

gao reforgo|gao reforgo forco

1 3827 Neg. 1:500 Neg. 1250 Neg. 1:5

3837 Neg. 1:45 Neg. 155 Neg. Neg.

1 2 3904 Neg. Neg. Neg. +5 Neg. Neg.

3854 Neg. 1315 Neg. $5 Neg. Neg.

3 {3942* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.

1 3931 Neg. 13273 Neg. 1225 Neg. Neg.

3937 Neg. 1:260 Neg. 1:25 Neg. Neg.

i 2 3849 Neg. Neg. Neg. N335 Neg. Neg.

3834 Neg. L5k S Neg. 1:5 Neg. Neg.

3 13901* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.

1 4120 Neg. 13171 Neg. 1:25 Neg. Neg.

4137 Neg. 1:625 Neg. 1:50 Neg. 1:5

Ik 2 4088 Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.

4134 Neg. Neg. Neg. 3:5 Neg. Neg.

5.13959* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.

1 4104 Neg. Y1756 Neg. 1:50 Neg. 1:5

4197 Neg. | 1:260 | Neg. 1:25 Neg. Neg.

Vo, {3954 Neg. | Neg. | Neg. | Neg. Neg. Neg.

4190 159 1:15 15 E:25 Neg. Neg.

3 |4168* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.

* - Nao recebeu dose de

reforgo; ** - Soroneutralizagido
+ - Imunofluorescencia indireta; ++ - Imunofluorescéncia indire-
ta modificada.
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TABELA III - Titulo de anticorpos anti-rabicos dos soros de bovi

nos pela imunofluorescencia indireta,

a aplicacao da dose de reforgo,

rua, CVS e Flury-HEP.

21 dias apéds
frente ao virus de

o Tipo de virus
Grupo g Animal Vacina
grup Rua Cvs Flury-HEP
1 3827 Formidogel 1:50 15
3837 Formidogel 148 1:5
. 2 3904 Flury-HEP 4. ¥
3854 Flury-HEP 5 1i
3 3942* - Neg. Neg. Neg.
1 3931 Formidogel 1525 155 355
3937 Formidogel 1:25 125 139
i ) 3849 | Flury-HEP 1:25 1:25 1:5
3834 Flury-HEP 2B Neg. Neg.
& 3901* " Neg. Neg. Neg.
1 4120 Formidogel 125 165 255
4137 Formidogel 1:50 E - 2l
L ? 4088 Flury-HEP Neg.. Neg Neg.
4134 Flury-HEP 1:5 Neg. Neg.
3 3959% - Neg. Neg. Neg.
1 4104 Formidogel 1:50 1:25 15
4197 Formidogel 1:25 18 1:5
L¥ 2 35954 Flury-HEP Neg. Neg. Neg.
4190 Flury-HEP 125 1225 1:25
3 4168* - Neg. Neg. Neg.

* - Nao recebeu dose de reforgo.
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TABELA IV - Comparacgao dos resultados das provas de soroneutrali
zacao e imunofluorescéncia indireta, dos soros de bo

vinos vacinados contra raiva.

- Positivos Negativos TOTAL
SN
Positivos 11 0 11
Negativos 3 46 49
TOTAL 14 46 60

X" = 0,44



DISCUSSAO
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Apos a demonstragdo de anticorpos anti-rabicos pelo méto
do de imunofluorescencia indireta, introduzido por GOLDWASSER §
KISSLING (1958), varios estudos foram feitos no sentido de compa
ra-lo a soroneutralizacio.

Nesta pesquisa, procuramos relacionar os titulos de anti
corpos anti-rabicos obtidos pela imunofluorescéncia indiretae so
roneutralizacao. Encontramos uma discordancia de resultados em
tres (5%) soros dos 60 examinados. Estes trés soros reagiram po
sitivamente 2 imunofluorescéncia indireta (baixos titulos de an-
ticorpos) e negativamente a soroneutralizacao, o que evidencia u
ma maior sensibilidade da imunofluorescéncia indireta sobre a SO
roneutralizacao em termos de demonstracdo de anticorpos. Esta
maior sensibilidade estd diretamente ligada ao fato de que, pela
imunofluorescencia nio podemos quantificar os anticorpos,mas sim,
detecta-los, até mesmo em soros com baixos indices de anticorpos.

THOMAS § cols. (1963) encontraram uma discordancia de re
sultados em 78 (13,2%) amostras de soro, das 588 examinadas. Is-
to porque estes 78 soros possuiam baixos niveis de anticorpos,
nao sendo possivel detectid-los pela prova de soroneutralizacao,
mesmo quando se usou uma diluigdo a 1:2 e desafiados com um nia-
mero variavel de 10 a 100 DL50 de virus.

LARSH (1965) encontrou, também, discordancia de resulta-
dos nas 76 amostras de soro examinadas. Assim, dos 38 soros obti
dos dos pacientes antes da aplicagdo da dose de reforco, 29 (76%)
resultaram positivos a imunofluorescéncia indireta e 27 (71%) i
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soroneutralizagao. Das 38 amostras colhidas apds a aplicagao da
dose de reforco nestes mesmos pacientes, 37 (97,4%) foram positi
vos a imunofluorescencia. Destas, 37 foram testadas pela soroneu
tralizagao, resultando 31 (84%) positivas. Houve uma discordan-
cia de resultado em dois (5,2%) soros entre os obtidos antes da
aplicacao da dose de reforgco e, em seis (15,8%) soros,entre os
obtidos apds a inoculagao da dose de reforgo. Um fator importan-
te na interpretacdo destes resultados, foi que as sangrias, apos
a dose de reforgo, foram feitas aos sete dias ao invés de 30 di-
as depois. Provavelmente, a qualidade e a quantidade de anticor-
pos determinaram estas diferencas.

LEFFINGWELL § IRONS (1965) trabalhando com 84 amostras de
soro humano encontraram resultados discordantes em 5,7% destas a
mostras. Assim, 34 soros foram positivos d imunofluorescéncia in
direta e, somente 29 o foram a soroneutralizagdo.Destes cinco so
ros, trés foram obtidos antes dos 30 diasda ultima vacinacao. Pa
ra eles, haveria uma relagao direta entre o log. do virus neutra
lizado com o titulo obtido pela imunofluorescéncia. Soros com ti
tulo de anticorpos neutralizantes menor que log. de 1,7 foramcon
siderados negativos.

GISPEN § SAATHOF (1965) encontraram uma discordancia de
resultado em duas (3,28%) amostras de soro,das 61 examinadas. Co
mo ambas foram obtidas entre 13 e 17 dias apds a vacinacdo, con-

cluiram que suas reacoes poderiam ser especificas.

Para SELINOV & cols. (1965), a discordancia de resulta-
dos em quatro (8%) soros dos 50 examinados, €& explicada pela in-
suficiencia de estandardizagao das reagoes, inclusive, variabili
dade das doses de virus empregadas na soroneutralizagao, e apare
cimento precoce de anticorpos de duracdo efémera.

Por sua vez, PECK (1966) encontrou uma discrepéncia<k=rg
sultados em 10 (5,6%) soros, dos 176 examinados. Estes resulta-
dos foram atribuidos ao fato de que estes 10 soros possuiam bai-
xos niveis de anticorpos neutralizantes.
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Para ISHIZUKXKA (1972), o método de imunofluoresceéncia in-
direta permite detectar niveis de anticorpos imperceptiveis i so
roneutralizacao.

Todos estes pesquisadores foram unanimes em afirmar que,
além de uma maior sensibilidade, a imunofluorescéncia indireta su
pera a soroneutralizagao em economia e rapidez nos resultados.

Os nossos resultados mostram que o método indireto de i-
munofluoresceéncia apresentou uma concordancia com a prova da so-
roneutralizagio em 95% dos resultados. O valor de X° (qui-quadra
do) calculado com a correcdo por continuidade de Yates, citado
por BANGROFT (1967), foi de 0,44, segundo os dados da Tabela 1IV.
Este valor revelou que, a diferenca observada entre os dois méto
dos nao foi estatisticamente significante.

Com relacao aos valores dos titulos de anticorpos obti-
dos por um e outro método, observamos, pela Tabela II, que eles
guardam entre si, uma certa proporgdo. Assim, soros com titulos
de 1:5, determinados pela imunofluoresceéncia indireta, correspon
deram a titulos iguais ou menores que 1:5 3 soroneutralizacao.
Soros com titulos de 1:25, foram iguais ou menores que 1:275 3 so
roneutralizacao. Finalmente, soros com titulos de 1:50, corres-
ponderam a titulos iguais ou menores que 1:756 a4 soroneutraliza-
cao.

Em dois soros (3849 e 4190), esta proporcao nao foi ob-
servada. Provavelmente, tenha havido uma interferéncia de outros
tipos de anticorpos, que n3o os neutralizantes e que foram detec
tados pela imunofluorescencia, o que nao ocorre com a soroneutra
lizagao. Segundo CAMPBELL § cols. (1967), deveria estabelecer,
em bases quantitativas, a correlacdo entre as diferentes varieda
des de anticorpos (neutralizantes, fixadores de complemento, pre
cipitantes, inibidores da hemoaglutinacdo e citoliticos) e a imu
nidade. Ha evidencia de uma acentuada diferenca no efeito prote-
tor das gama-globulinas especificas, 19S (precoces) e 7S (tar-
dias), na dinamica da formacao destes anticorpos depois da vaci-
nacgao.
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Segundo os dados da Tabela III, obtivemos melhores resul
tados, quando empregamos o virus de rua, na titulacao dos anti-
corpos dos.soros. Segundo GOLDWASSER § KISSLING (1958), excelen-
tes coloragoes foram obtidas com este tipo de antigeno, no estu-
do de soro-imune, derivados de pessoas imunizadas contra raiva,
inclusive, podendo ser empregado para avaliacao do desenvolvimen
to da imunidade em homens e animais, em curso de vacinagido con-
tra a raiva.

A determinagao quantitativa de anticorpos anti-rabicos
dos soros, pelo método indireto de imunofluorescencia modificado
foi feita com base no nimero de DL50 de virus neutralizado e cal-
culada segundo os resultados da prova de soroneutralizacio.

Segundo ATANASIUS (1967b), citado por PEREIRA e cols.
(1970) soros com niveis de anticorpos anti-rabicos de 1:25 ou mais,
quando desafiados contra 20 DL50de CVS na soroneutralizagdo, as-
segura uma certa protecao. Empregamos um numero variavel de 10 a
70 DL50 de CVS, o que satisfaz tal exigencia. Assim, conforme po
demos notar na Tabela II, somente soros com titulos de 1:50, de-
monstrados pela imunofluorescéncia indireta, corresponderam a ti
tulos de 1:5 no método de imuno-fluorescéncia modificado. Houve
uma quantidade suficiente de anticorpo para neutralizar as DL50
de CVS utilizadas na mistura soro-virus e ainds sobrou anticorpo
que foi detectado. A soroneutralizacio corresponderam a titulos
iguais ou menores que 1:756. Soros com titulos iguais ou inferio
res a 1:25, determinados por imunofluorescencia indireta, resul-
taram negativos no método modificado. Provavelmente, nestes ca-
sos, os anticorpos foram neutralizados pelo virus utilizado no de
safio. A soroneutralizacao, estes soros alcangaram titulos iguais
ou menores que 1:275.

Desde que se disponha de uma amostra de CVS, devidamente
titulada, acreditamos que esta técnica seria de grande valia na
titulacao quantitativa de anticorpos antirabicos em soros de pes
soas ou animais, em curso, ou apos terem sido vacinados contra a
raiva. A técnica é simples, ndo requer mais que quatro horas pa-
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ra sua realizagao, além de se poder trabalhar com mais de uma a-
mostra de soro por dia.
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Pelos resultados obtidos na presente pesquisa, as seguin
tes conclusoes sao evidentes:

1 - Os valores dos titulos de anticorpos anti-rabicos,
obtidos pela imunofluorescencia indireta,foram inferiores aos da
soroneutralizagao e guardam entre si, uma proporcao dez vezes me
nor, aproximadamente.

2 - 0 método de imunofluorescéncia indireta apresentou u
ma concordancia com a prova de soroneutralizacao em 95% dos re-
sultados.

3 - A analise estatistica revelou que a diferenca de re-
sultado em 5% dos soros, observada entre os dois metodos,nao foi
estatisticamente significante.

4 - Em soros com baixo indice de anticorpos, o método de
imunofluorescencia indireta apresentouuma maior sensibilidade do
que a soroneutralizagao.

5 - Melhores resultados foram obtidos com o virus de rua
na titulacao dos anticorpos dos soros pela imunofluorescéncia in
direta.

6 - 0 método de imunofluorescencia indireta modificado
pode ser aplicado, em condigoes de rotina, na avaliagao quantita
tiva dos anticorpos anti-rabicos dos soros de bovinos em curso,
ou apos terem sido vacinados contra a raiva.
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Foram testadas pela imunofluorescencia indireta e soro-
neutralizagao, 60 soros de bovinos vacinados contra a raiva. Hou
ve uma concordancia de resultados em 95% dos soros. Dos 14 soros
positivos a imunofluorescencia indireta, 11 o foram a soroneutra
lizacao. Dos 49 soros que resultaram negativos 4 soroneutraliza-
¢ao, 46 o foram a imunofluorescéncia indireta. A analise destes
resultados mostrou nao haver diferencas estatisticamente signifi
cantes entre eles. Os titulos de anticorpos anti-rabicos, obti-
dos pela imunofluorescéncia indireta, foram menores que os obti-
dos pela soroneutralizagdo, embora a imunofluorescéncia indireta
apresentasse uma maior sensibilidade sobre a soroneutralizacao,
em soros com baixa concentracao de anticorpos. Na preparaciao das
impressoes nas laminas, conseguiu-se melhores resultados como vi
rus rabico de rua, do que com o virus fixo, na detecgao dos anti
corpos pela imunofluorescéncia. O método de imunofluorescéncia
indireta modificado, aplicado na demonstracio quantitativa dos
anticorpos anti-rabicos, talvez possa ser utilizado na avaliacao
da imunidade em bovinos vacinados.
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