VACINA ANTI-RABICA TIPO "FUENZALIDA" MODIFICADA

Newton Neves da Silva,® Hélio Leopoldo Markus ® e Alvaristo A. Padilha *

Apresenta-se uma modificagéo de técnica de preparagdo de va-
cina anti-rdbica com encéfalo de camundongo lactente, a fim
de eliminar o irradiador UV de Dill e centrifugadores de
grande capacidade.

As vacinas anti-rabicas a base de tecido
nervoso, cérebro e medula de coelho, vém
sendo utilizadas desde a sua criagdo por
Pasteur. Inimeras modificagGes introduzi-
das no decurso dos anos, melhoraram esta
vacina, porém, o problema dos acidentes
pds-vacinais persistiun, podendo ocasionar
alteracdes do SNC numa proporgdo de
1/600 a 1/8,000 nas pessoas tratadas. Os
casos fatais chegam a 40%.

Em 1947, Kabat er al., Thomaz et al.,
e outros provaram que as substincias res-
ponsiveis pela encefalomielite alérgica ex-
perimental (EAE) e presumivelmente pelos
acidentes p4s-vacinais do homem, nfo exis-
tem no tecido nervoso de embrides ou
mamiferos recém-nascidos. Além disso,
provou-se também que o encéfalo de mami-
feros lactentes, no qual ainda nfio se pro-
cessou uma completa diferenciagfio, € uma
6tima fonte para uma abundante multipli-
cagao do virus rabico.

Baseados nestes fatos, Fuenzalida e Pala-
cios (2-5), em 1954, elaboraram uma
vacina de encéfalo de camundongos lactentes
inoculados com virus fixo, inativados pelos
raios UV e para uso em caes.

Em 1956, Peck, Powell e Culbertson (2)
introduziram uma vacina elaborada a partir
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do 6vo embrionado de pata, sendo o virus
inativado pela beta-propiolactona. Esta
vacina, para uso no homem, embora despro-
vida praticamente do assim denominado
“fator paralitico” deixa muito a desejar
quanto as suas propriedades imunogénicas
(1, 11, 13), além de ser contra-indicado o
seu uso em pessoas alérgicas as proteinas
do 6vo (12).

Em 1959, Fuenzalida et al. (2, 4, 5),
iniciaram a aplicagdo de sua vacina no ho-
mem, publicando os resultados sOmente em
1964. Este produto mostrou uma elevada
condi¢do imunogénica nas provas de potén-
cia, ao ser comparada com outras vacinas
de uso rotineiro, tanto na vacinacio de
animajs como no tratamento anti-rabico do
homem.

Em 1965, Gispen et al. (6), produziram
uma vacina com encéfalo de coelhos recém-
nascidos. Ainda neste mesmo ano, Svet-
Moldavskij et al., (10) usaram o rato lac-
tente com o mesmo fim. Karakujuncan et al.
(7), na Rdssia, baseados nos trabalhos de
Fuenzalida et al., também usaram o rato para
a fabricagdo de uma vacina anti-rdbica lio-
filizada.

O Instituto de Pesquisas Biol6gicas do Rio
Grande do Sul, responsivel! pela produgiio
de vacina anti-rdbica para uso no homem
neste Estado, iniciou em julho de 1965, a
fabricacfio de uma vacina tipo “Fuenzalida”,
porém, modificada.

A técnica por nés empregada difere da
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original de Fuenzalida e Palacios (3, 4)
em trés pontos:

1. A suspensio do encéfalo virulento de
camundongo lactente é feita em solucéo
fisioldgica em lugar de 4gua bidestilada.

2. A inativagfo realiza-se pela beta-pro-
piolactona, segundo trabalhos de Peck, Jr.
(8) e Peck et al. (9), em vez de pela
irradiac@o ultravioleta.

3. A centrifugacio da suspensfio encefa-
lica inicial foi substituida pela sedimentac@o.

Material ¢ métodos

1. Camundongos lactentes de 3 a 5 dias
. sdo inoculados por via cerebral com 0.01 ml
de uma suspensfio de aproximadamente 100
DL, de virus fixo (ragca CVS). Sdo feitas
provas de esterilidade do indculo, antes e
depois da inoculagdo, em caldo tioglicolato.
O contrdle de viruléncia é realizado me-
diante a inoculagfio em camundongos adul-
tos, via I.C.

2. Apés perfodo de incubagfio de 4 dias,
os encéfalos sfio extraidos mediante sucgio,
usando-se uma seringa de 2 ou 3 ml provida
de uma agulha 15 x 30, A massa é recolhida
em pequenos frascos que, se ndo forem utili-
zados imediatamente serdo armazenados a
—20°C. Cada encéfalo extraido dessa forma
pesa 0.20a 0.25 g.

3. O material coletado é moido em liqui-
dificador com solugdio fisioldgica, na por-
porgdo de 1 parte de encéfalo para 9 partes
de soluglio salina (10% ). Retira-se uma
amostra para os testes de viruléncia, de séro-
neutralizac@o e de contagem bacteriana.

4, Acrescentamos & suspensfio acima
beta-propiolactona a 1/4,000, processando-
se a inativacfo em geladeira a 4°C, durante
48 horas, em repouso, periodo durante o
qual verifica-se a sedimentacfo de parte da
massa encefalica (oscila entre 20 a 24% do
volume total).

5. A parte liquida é separada com um
sifdao, sendo o volume inicial reconstituido
com solucho fisiolgica. Sfo efetuadas pro-

vas de inocuidade em camundongos adultos
e lactentes e prova de esterilidade em tiogli-
colato. Nao sfo admitidos virus e germes
vivos.

6. A diluicdo final a 2% & feita em
solucfio salina. Acrescenta-se timerosal a
1/10,000 e fosfato dissédico a 0.5 por mil
para ajuste do pH entre 7.0 ¢ 7.2. O teste de
poténcia que utilizamos é o de Habel (13).

7. Apés o envasamento, procedem-se is
provas de inocuidade final em cobaios e
camundongos e as de esterilidade em caldo
tioglicolato ou Agar-sangue.

Vacina liofilizada

Experimentalmente o Instituto produziu
algunas partidas de vacina dessecada. O
método empregado consiste no seguinte:

1. Suspensdo da massa encefilica a
20% em PBS.

2. Acrescenta-se beta-propiolactona a
1:4,000. A inativagdo & feita em repouso
durante 48 horas a 4°C.

3. Retira-se por decantagio a parte
liquida, desprezando-se cérca, de 18% do
sedimento. Reconstituicdo do volume
primitivo com PBS.

4. Suspensdo final a 10% : Misturam-se
partes iguais da suspens@o a 20% em PBS
com a solugio seguinte:

PBS pH 7,2 . 84.0
Sacarose .. 150
Gelatina . 1.0

5. Acrescenta-se para que a vacina,
apés a reconstituigdo, tenha timerosal a
1% uma concentracdo de 1: 10,000 da
substéncia.

6. Distribuicdo e dessecacdo: Distri-
buem-se 2.8 ml da suspensio a 10% em
vidros tipo “penicilina”. Conserva-se a
vacina a —25°C durante 24 horas. A
seguir, 8§ horas a —70°C. Dessecacio em
aparelhagem Stokes. Fechamento dos
frascos em atmosfera de nitrogénio.

7. Reconstituicao: Adicionando-se 14.0
ml de dgua bidestilada a cada frasco, tere-
mos uma vacina na concentracio de 2%.
Os testes e provas a que submetemos &ste
tipo de vacina sfo idénticos aos da vacina
liquida.
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Resultado

1. Foram produzidas até o presente cérca
de 150,000 doses de 1 m! da vacina liquida
a 2% num total de 14 partidas.

2. A concentragdo inicial do virus na
suspensdo encefdlica mostrou-se muito ele-
vada, variando de 10-7 28 g 10-% 16 DL,

3. O processo de inativagdo utilizado
mostrou-se eficaz em tddas as partidas, nfio
restando virus vivo residual.

4, A poténcia proporcionada pelas va-
cinas, tanto liquida como liofilizada, quande
provada em camundongos mediante o teste
de Habel, apresentou valores de protegéo
que variavam de mais de 100,000 DL;, a
mais de 3,000,000 DL;,.

5. Submeteram-se ao tratamento anti-
rdbico até a presente data com a vacina
liquida, em todo o Estado do Rio Grande
do Sul, 7,964 pessoas, ndo se registrando
nenhum insucesso, nem qualquer acidente
pbs-vacinal de ordem neuroldgica.

6. A técnica descrita dispensa o uso do

irradiador de ultravioleta de Dill, bem como
de centrifugadores de grande capacidade, o
que torna o método mais econdmico.

Resumo

Os autores apresentam uma vacina anti-
rabica em uso no Rio Grande do Sul (Bra-
sil), constituida de uma suspenséo a 2% de
encéfalo de camundongos lactentes, inocula-
dos por via cerebral com virus fixo, inativado
com beta-propiolactona, e adicionada de
timerosal a 1:10,000. Descrevem ainda o
método de preparagio da mesma vacina sob
forma liofilizada.

Os elevados titulos de poténcia observa-
dos no teste de Habel, a eficiéncia e ino-
cuidade comprovada em 7,964 pessoas tra-
tadas, a facilidade e economia da mesma
(dispensa o irradiador UV de Dill e centrifu-
gadores), justificam plenamente o emprégo
dessa vacina para o tratamento anti-rdbico
do homem. [J
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Vacuna Antirrabica Tipo “Fuenzalida® Modificada (Resumen)

Los autores exponen los resultados de una
vacuna antirrabica, en uso en Rio Grande del
Sur, Brasil, constituida por una suspensidn al
2% de encéfalo de ratén lactante, inoculado
por via intracerebral con virus fijo inactivado
con beta-propiolactona, y adicionada de timero-
sal a 1:10,000. Se describe, asimismo, el método

de preparacién de la misma vacuna en su forma
liofilizada.

Los elevados titulos de actividad observados
mediante la prueba de Habel, la eficiencia e
inocuidad comprobada en 7,964 personas a
las que se aplicé la vacuna y la economia que
la misma representa (no requiere irradiador
UV de Dill ni centrifugadoras) justifican plena-
mente su empleo para tratamiento antirribico
del hombre.

“Fuenzalida”-type Modified Rabies Vaccine (Summary)

The authors describe the results achieved
with a rabies vaccine used in Rio Grande do
Sul, Brazil. It consists of a 2% suspension of
suckling mouse brain, which has been inocu-
lated intracerebrally with fixed virus inactivated
with beta-propilactone and to which timerosal
at 1:10,000 has been added. The authors also
describe the method used in preparing the
lyophilized form of the vaccine.

The high activity titers obtained with the
Habel test, the efficacy and innocuity con-
firmed in the 7,964 persons who were inocu-
lated with the vaccine, as well as its economy
(it requires no Dill UV radiation or centrifuge)
fully justify its use in treating man against
rabies,

Vaccin antirabique du type “Fuenzalida” modifié¢ (Résumé)

Les auteurs décrivent les résultats obtenus
avec un vaccin antirabique employé dans 1’Etat
de Rio Grande del Sur (Brésil), constitué par
une suspension 4 2% d’encéphale de trés jeunes
rats, inoculé par voie intracérébrale au moyen
d’un virus fixe inactivé avec du béta-propyl-
actone, et additionné de timersol & 1:10,000. Ils
décrivent en outre la méthode de préparation
de ce vaccin dans sa forme lyophilisée.

NOTAS EPIDEMIOLOGICAS:

Les titres d’activité observés au moyen de
I’épreuve de Habel, lefficacité et l'innocuité
constatée chez 7,964 personnes ainsi vaccinées,
et Péconomie réalisée (ce vaccin ne nécessite
ni irradiateur UV de Dill ni centrifugeuses),
justifient pleinement son emploi dans le traite-
ment antirabique de ’homme.

DISMINUYE EL DENGUE EN

VENEZUELA .—Hay indicios de que la epidemia de dengue que comenzd en
Venezuela en 1964, parece estar desapareciendo en 1967, ya que en las 20
primeras semanas de este afio se han notificado sélo 60 casos, en comparacion
con 4,097 en el periodo correspondiente de 1966. En 1967 ocurrieron dos
pequefios brotes: uno de 29 casos en el Estado T4chira, en el mes de enero, v
otro de 18 casos en el Estado Zulia, en abril. Estos Estados representan el
extremo occidental de Venezuela; los brotes de 1964, 1965 y 1966 han
afectado sucesivamente a Estados del este al oeste del pafs. (Oficina Sanitaria
Panamericana: Informe Epidemiolégico Semanal 39(27):152, 5 de julio

de 1967.)



