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PRE-REQUISITO PARA REVACINAGAO ANTI-RABICA:
DETECGAQ E AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL A
VACINAGAO PASSADA POR PROVAS IN VITRO

Carlos Augusto Pereira! e Octavio Augusto C. Pereira?®

Realisamos nesse trabalho, o estudo de diferentes provas laboratoriais
gue foram selecionadas visando a possibilidade de distintos servigos
anti-rdbicos em efetud-las. Levando-se em consideracio fatores que
poderiam determinar a realisacio dessas provas laboratoriais, tais
como precisio, rapidez e custo; optamos pelo estudo das reacoes de
Fixacdo de Complemento e de Imunofluoreséncia. Assim, distintos
laboratorios com diferentes condicoes e necessidades poderio, na nossa
opinido, efetuar a pesquisa de anticorpos anti-rdbicos utilisando uma
prova que melhor se adapte as suas caracteristicas.

Introducao

Muito embora se saiba que s6 a elimi-
nacao do cao de rua e a vacinacio do cao
domiciliado possam controlar ou erradicar
a raiva urbana, tais medidas nao tem sido,
por razées que ndo tentaremos discutir,
empregadas com a necessaria eficiéncia em
nosso meio. Conseqlientemente, assumem
grande interesse os aspectos referentes a
profilaxia individual, que se faz através de
vacinagdes et administracao de soro, apds
a exposicao do individuo ao virus rabico, e
que ¢é possivel devido ao periodo relativa-
mente longo de incubacéo da virose (de 30
a 60 dias em média). Alguns desses aspec-
tos, que assinalamos abaixo, nos levaram a
realizacio do presente trabalho:

1. Sao relativamente freqiientes em nosso
meio os casos de nova exposi¢ao ao virus rabico,
em individuos vacinados no passado, sobretudo
em grupos populacionais mais expostos, tais
como veterinarios, naturalistas, tratadores e
capturadores de caes, etc. Coutinho ({0) re-
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fere em seu servico anti-rabico 189 casos de
revacinagio, num total de 1459 tratamentos.

2. As normas recomendadas pela Organiza-
¢&0 Mundial da Saiide para tais casos sao basea-
das em conhecimientos gerais de inmunologia e
nio em dados experimentais especializados.
Através de seus peritos, a OMS recomenda, nas
revacinacgdes, o uso de apenas uma dose, em
casos de exposicio leve, e de cinco doses € um
refor¢o ap6s 20 dias, em casos de mator gravi-
dade. Frisa, entretanto, que essa conduta deve
ser ser condicionada a uma resposta imunolé-
gica a primeira vacinagio, evidenciada pela pre-
senca de anticorpos (29).

3. As técnicas de que dispomos nao sio com-
pletamente satisfatérias para a verificagao da
ocorréncia da resposta imune anterior, permi-
tindo empregar a tempo o esquema de revaci-
nacio.

E muito lenta a reagio de soroneutralizacio
padronizada por Atanasiu (7), aceita como in-
dice de protecdo, que necessita de no minimo
14 dias para dar um resultado seguro. E tam-
bém dispendiosa, visto que necessita de grande
nfimero de animais e pessoal técnico especiali-
zado, nio se adaptando, por isso, a um servigo
de rotina.

A reacao de fixacao do complemento, padro-
nizada por Pereira ¢t al. (23), embora mostre
boa correlacao com a reagdo de seroneutraliza-
¢do, nio apresenta sensibilidade satisfatdria,
mostrando freqiientemente resultados negati-
vos em individuos portadores de baixos niveis
de anticorpos evidenciaveis por outras técnicas.
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A reacio de imunofluorescéncia indireta
(RIF1), padronizada por Weller e Coons (28),
modificada por Goldwasser e Kissling (13),
mostra-se bastante sensivel na detecgio de anti-
corpos anti-rabicos; contudo, diversos autores
que a estudaram em correlagio com a soroneu-
tralizagio sugeriram que a técnica fosse empre-
gada como triagem para uma posterior soro-
neutralizacio (20, 25). Além disso, a RIFI apre-
senta dificuldades quanto a reprodutibilidade
quando se procuram resultados quantitativos.

4. Acidentes neuroparaliticos decorrentes de
vacinagdes anti-rabicas tém sido largamente
descritos, verificando-se que esses acidentes sdo
proporcionais ao nimero de doses empregadas
no tratamento (3) e mais freqiientes nas revaci-
nacgdes (¢, 5,6,9,15,16,18,21,24). Sendo assim,
éde todo interesse reduzir o nimero de doses de
vacina.

Diante desses fatos, realizamos esta pes-
quisa com os seguintes objetivos:

1. Através da reacao de imunofluorescéncia
indireta (13, 17, 28), detectar baixos teores de
anticorpos em individuos ja vacinados no pa-
ssado.

2. Padronizar a “reagio de fixacio de com-
plemento em gotas sobre placas pelo método
das curvas iso-hemoliticas” (2), para o sistema
raiva, procurando determinar as curvas iso-he-
moliticas em termos de soro, pela sua relagdo
linear com o complemento.

3. Padronizar a reacio de fixagio de com-
plemento (14, 22, 27), com equipamento Tech-
nicon (26), para o sistema raiva (12).

4. Estudar comparativamente essas técnicas,
tomando como pardmetro a reacdo de fixacio
de complemento padronizada por Pereira et al.
(23), que apresentou resultados satisfatérios na
avaliagao da eficiéncia de vacinagbes e revacina-
¢oes, revelando-se, no entanto, inadequada e
pouco sensivel para a detecciio de niveis baixos
de anticorpos, como os encontrados em alguns
casos de primovacinacgio.

Material e métodos

Soros: Foram estudados soros de pacien-
tes anteriormente submetidos a vacinacgao
e revacinacao anti-rabica; contamos com
soros colhidos em diferentes periodos de
tempo apds a vacinagio e também com
soros de pacientes submetidos a distintos
esquemas de vacinacdo. Os soros foram

colhidos, separados assepticamente e con-
gelados a —25°C até o momento do uso.

Antigenos: Empregamos a vacina anti-
rabica preparada segundo Fuenzalida e
Palacios (11), fornecida pelo Instituto Bu-
tantid. Como antigeno de controle foi em-
pregada uma suspensio de cérebro de ca-
mundongos recém-nascidos normais,
submetidos aos mesmos tratamentos, nos
mesmos laboratérios. Esses dois antigenos
foram empregados nas diferentes provas
estudadas. Os demais reagentes utilizados
nas reagdes (complemento, hemaicias, he-
molisina, conjugado antigamaglobulina to-
tal) foram adquiridos comercialmente, de
fornecedores habituais.

Reacgo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI): Empregamos a técnica padroni-
zada por Weller e Coons (28) modificada
por Goldwasser e Kissling (13), e introdu-
zimos algumas modifica¢des indicadas por
Larghi e Gimenes (I7), a saber: decalques
feitos com corno de amon de caes raivosos
foram irradiados com UV durante 15 mi-
nutos (19) e utilizados sem nenhum pro-
cesso de fixacido; as laminas foram incuba-
das em cimara dmida, por 10 minutos, a
temperatura ambiente (20 25°C) tanto na
primeira como na segunda fase.

Reag@o de Fixaggo do Complemento em gotas
sobre placas pelo método das curvas iso-
hemoliticas (2) (RFCp): Técnica descrita por
Almeida (2), na qual as reagdes sao avalia-
das em ter.aos de soro ou antigeno nece-
ssario para 50% de lise e é tracado um par
de curvas iso-hemoliticas usando-se coor-
denadas aritméticas. Para tracar as curvas
iso-hemoliticas para o sistema raiva e para
o sistema que utiliza o antigeno de con-
trole, empregamos respectivamente cinco
€ quatro soros que se mostraram reagentes
pela técnica de fixacdo de complemento
padronizada por Pereiraet al. (23). Na rea-
¢do qualitativa, utilizamos 23 soros de pa-
cientes vacinados ou revacinados. Na rea-
¢ao quantitativa usamos 10 soros com ti-
tulo 8, 10 com titulo 16 e 10 com titulo 32,
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FIGURA 1—Fluxograma da fixagac do complemento automatizada.
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resultados esses obtidos também pela téc-
nica de Pereira ¢t al. (23).

Reacdo de Fixacio do Complemento Automa-
tizaea (RFCa) (14, 22, 26, 27): Esta reacao
foi realizada em aparelho Autoanalyser
Technicon (27), o qual utiliza o processo
de fluxo continuo, sendo aplicado o mé-
todo correspondente ao padronizado pelo
“Laboratory Branch Complement Fixa-
tion” (I) (Figura 1). Fizemos ainda uma
variagio no esquema, que nos possibilitou
executar a reacao com 50 minutos de incu-
bagido, no periodo de fixagio. Como pa-
drio 0% de hemodlise, utilizamos formol a
2%, que nos foi colocado de 10 em 10 de-
terminacées. No estudo, foram, emprega-
dos 40 soros de individuos vacinados ou
revacinados contra raiva, divididos em
cinco grupos, A, B, G, D, e E, com oito

soros de cada grupo, cada um correspon-
dendo a um titulo, isto é, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16,
1/32, 1/64, 1/128 e 1/256. Para cada soro
testado foram utilizadas tantas cubetas
quantas necessarias para obter duas dilui-
¢bes acima das previamente encontradas
pela técnica de Pereira e colaboradores.
Assim, quando o titulo do soro era 8, utili-
zavamos cubetas com soro nio diluido, e
diluido a 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 e 1/32. Foi
considerado como titulo do soro o inverso
da maior diluicdo, que apresentou pico
acima de 0,17 de densidade éptica no gra-
fico de leitura. Como alternativa, empre-
gamos o soro nio diluido e diluido a 1/2,
avaliando a intensidade da reacao pela al-
tura do pico no grafico de leitura. Realiza-
mos tambén a RFCa em 23 soros, utilizando
soro nao diluido e diluido a 1/2.

i
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Reacao de Fixacio do Complemento, segundo
Pereira e colaboradores (RFCr): Esta reacéo
pormenorizadamente descrita no trabalho
original (23), foi tomada como parametro
para comparacio dos resultados obtidos

¢ pelas outras técnicas; dessa forma, todos os
soros estudados pelos outros métodos
foram estudados também por este.

Resultados

Os resultados das diferentes provas sao
« representados sempre comparativamente
com os da RFCr.

1. Reacao de Imunofluorescéncia Indireta:
os resultados dos 420 soros estudados
encontram-se no Quadro 1, relacionando os ti-
tulos obtidos pela RFCr e pela RIFI.

2. Reacao de Fixacdo do Complemento em
placa: nos Figuras 2 e 3 estdo tracadas as curvas
de iso-hemolise para o sistemna raiva e o sistema
nervoso, respectivamente. Na titulacdo dos
soros os antigenos da raiva e do sistemna nervoso
central foram empregados sempre na diluicio
de 1/8. Observamos que ao utilizar, em algumas
ocasides, soro nao diluido, este provocou certa
inibi¢ao da reacgao. O titulo dos antigenos em-
pregados, calculade conforme descricdo de

. Almeida (2), foi de 4.800. O titulo do soro utili-
zado na determinacio da curva iso-hemolitica
foi de 9.600 para o sistema raiva e de 2.400 para
o sistema de controle (sistema nervoso). No
quadro 2 estio relacionados os titulos dos soros

FIGURA 2—Curva iso-hemolitica para o sistema
raiva.
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de pacientes vacinados contra raiva, e no Figura
4, representados alguns soros referentes ao
Quadro 2, os quais, apresentaram titulos iguais
na RFCr e diferentes titulos na RFCp. No Qua-
dro 3 mostramos os resultados obtidos pelas
duas técnicas (RFCp, RFCr), em soros de pa-
cientes nunca vacinados contra raiva.

3. Reacio de Fixagio do Complemento Auto-
matizada: os resultados estao sumarizados nos
Quadros 4, 5, 6, e 7. A technicon (26) sugere ¢
emprego do soro puro, sendo os resultados quanti-
tativos da RFCa dados em cruzes. Conforme pode
ser visto no Quadro 4 e no Figura 5, verificamos
que++++ correspondem a um titulo igual ou
maior que 16; +++ correspondem a um titulo
8; ++ correspondem a um titulo 4; + corres-

QUADRO 1—Comparagao entre os resultados obtidos pela RFCr e RIFl em soros de pacientes nao

vacinados, vacinados ou recinados contra raiva.

Soros com

titulos

- 2 4 8 16 32 64 128 + altos

No. de na L.F.

soros RFCr No. 4 No. % No. % No. % Na. % No. % No. % No. % No. %

® 5 50 100

310 - 2065 71 23 59 19 64 20 35 11,3 29 9 23 8 1 03 290 93,6
15 2 1 66 2 133 1 6,6 3 20 6 40 2 13,3 14 93
11 4 2 18,1 3 272 1 99 3 272 2 18,1 11 100
16 8 1 6,2 3 19,7 2 12,5 4 25 6 37 15 94
10 16 2 20 3 30 5 50 10 100
8 32 1 12,5 2 25 5 62,5 7 87

2 Soros de individuos nunca vacinados.
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QUADRO 2—Comparagao entre resultados pele RFC e RFCp.

Titulos RFC

8 16 32
Diluigées obtidas Diluigées obtidas Diluicoes obtidas
Titulos Titulos Titulos
RFCp 3uCH50 6u CH50 RFCp  3uCH50 6uCH50 RFCp 3uCH50 6uCH50
639 1/32 1/2 685 1/16 1/2 1369 1/32 1/4
810 1/8 1/2 685 1/16 1/2 2400 1/8 1/4
1200 1/4 172 6852 1/16 1/2 3191 1/32 1/8
1200 1/4 172 1596 1/16 1/4 3191 1/32 1/8
1396 1/32 1/4 15962 1/16 1/4 3191 1/32 1/8
1596 1/16 /4 1596 1/16 1/4 3191 1/32 1/8
2400 1/8 1/4 2400 1/8 1/4 4800 1/16 1/8
2400 1/8 1/4 3191 1/32 1/8 6382 1/64 1/16
2400 1/8 1/4 48002 1/16 1/8 9600 1/32 1/16
4800 1/16 1/8 4800 1/16 1/8 9600 1/32 1/16

2 Soros cujos titulos estdo representados no Figura 4.

FIGURA 3—Curva iso-hemolitica para o antigeno
de controle.

A

Wz 4 SuCHgg

3u Citgg

18 1+

e T
1732+]

o 2

L
vi2 Ue

—_
+ t t
/8 4

Antigena

QUADRO 3—Resultados das reages realizadas
em soros de individuos nunca vacinados.

No. de soros RFCr

37

RFCp

ponde a um titulo 2; ¢ = a um titulo 1, ou seja,
soro nio diluido. A comparacio dos resultados
expressos em densidade 6ptica como sugerido
por Walls (27) e a dilui¢io dos soros acham-se

no Quadro 4 e no Figura 4. Observando-se os
Quadros 5, 6 e 7, verificamos que em apenas
quatro ocasides em 40 houve discrepéancia ( de
apenas uma diluigio) entre os resultados obti-
dos com os soros diluidos e nio diluidos,
considerando-se apenas os soros com titulo até
16. O calculo da unidade de complemento 50%
hemolitica foi feito no equipamento automati-
zado, conforme a descricao de Walls (27).

4. Correlagao qualitativa entre as técnicas es-

tudadas: no Quadro 8 esto expressos os resul- -

tados qualitativos de 23 soros pelas técnicas de
RFCr, RFCp, RFCa e RIFI,

QUADRO 4—Densidades 6pticas e cruzes obti-
das diluindose previamente o soro.

Diluicgo do soro Densidade 6ptica Cruzes
1/16 de 0,38 a 0,45 ++++
1/8 de 0,32 a 0,37 +++
1/4 de 0,26 a 0,37 ++
1/2 de 0,21 a 0,25 +
1/1 de 0,17 a 0,20 +

Negativo de 0,01 a 0,16 -
Soro anti—
complementar Acima de 0,032 A.Cb
Padrio Formol de 0,40 a 0,45 +4+++

2 Nas linhas de reagio e de controle.
b A.C. = anticomplementar.

'3
H
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FIGURA 4—Representagso grafica dos titulos dos tréssoros obtidos por RFCp.

Complemento
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‘ QUADRO 5—Comparac#o entre a RFCr e RFCa empregando-se cinco soros de cada titulo por RFCr, e
diluigao prévia na RFCa.

RFCa
Incubacio a 37°C
Periodo de incubacgio: 25 minutos Periodo de incubacio: 50 minutos

R¥Cr A B C D E A B C D E

2 2 2 -2 2 4 2 4 2 2 4

4 4 4 8 8 4 4 4 8 8 4
8 8 8 4 16 8 8 8 8 16 16

- 16 32 16 16 16 16 32 16 16 16 16
o 32 32 32 32 32 64 32 32 16 32 64
64 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64

128 128 64 128 128 64 128 128 128 128 128

256 256 128 128 128 256 256 128 128 128 256

3—=negativo.

QUADRO 6—Comparagao entre RFCr e RFCa empregando-se cinco soros de cada titulo por RFCr. Soro
puro e resultados expressos em cruzes.

RFCa
Incubacio a 37°C

Periodo de incubacio: 25 minutos Periodo de incubac¢io: 50 minutos

T RFCr A B C D E A B o D E
2 + + - + ++ |+ ++ + ++ ++
4 ++ ++ ++ +++ ++ | ++ ++ +++ e+t ++
8 e T = N +4+4++ |+ FEE R4 bt
16 e T S o T kT o o ST S A S S S e A
32 o T s e e o 2 o S O B o e o o ST S S SO S
64 R A T S e S 0 o S S I o o o S S S S S AR S
128 s i o o 2 S T S S S O O S o R S o o T o o S o oS
256 T R o o S T S B R e e
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QUADRO 7—Comparagao entre RFCr e RFCa empregando-se cinco soros de cada titulo por RFCr. Soro

puro e resultados expressos em densidade dptica.

RFCa
Incubacio a 37°C

Periodo de incubagao: 25 minutos Periodo de incubacao: 50 minutos

RFCr 1A B C D E A B C D E
2 0,22 0,25 0,14 0,24 0,27 0,23 0,27 0,172 0,262 0,27
4 0,27 0,29 0,282 0,33 0,30 0,28 0,29 0,32 0,34 0,29
8 0,35 0,36 0,31 0,38 0,36 0,36 0,35 0,33 0,39 0,342
16 0,38 0,39 0,40 0,39 0,40 0,39 0,39 0,38 0,41 0,40
32 0,41 0,40 0,41 0,43 0,40 0,39 0,42 0,38 0,41 0,40
64 0,42 0,44 0,44 0,43 0,41 0,43 0,42 0,45 0,39 0,44
128 0,41 0,45 0,44 0,43 0,39 0,39 0,45 0,42 0,45 0,43
256 0,43 0,44 0,45 0,43 0,45 0,45 0,44 0,45 0,45 0,45

2 Soros que mostram titulos diferentes em relacio 4 primeira dosagem (Quadro 5).

Discussao

O papel protetor dos anticorpos anti-
rabicos tem sido demonstrado claramente,
€ ja se concluiu que sua participagio é fun-
damental na imunidade, devendo estar
presentes logo ap6s o inicio da vacinagio e

por periodo prolongado (2, 8). A avaliacio
do nivel de anticorpos foi inicialmente as-
segurada pela padronizacao da reagio de
soroneutralizacao (7), posteriormente foi
demonstrada a eficiacia da reacio de fixa-
¢io do complemento na avaliagao da imu-
nidade e da resposta imune a vacinagao

FIGURA 5—Esquema de leitura de RFCa.
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QUADRO 8—Comparagao qualitativa entre os re-
sultados obtidos com as diferentes técnicas em 23
soros escolhidos ao acaso.

No. do soro  RFCr RIFI RFCp RFCa
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anti-rabica (23). A reacio de soroneutrali-
zacio (7), devido a sua lentidaio e 4 necessi-
dade de grande nimero de animais, no se
adapta a servigos de grande movimento,
nos quais é necessario avaliar rapidamente
a presenc¢a € o teor de anticorpos, para
determinar a necessidade de revacinagio,
o esquema de revacinagio e o esquema a
ser utilizado no caso. A RFCr se adapta a
essas necessidades, por ser suficientemente
rapida, pratica, eficiente e pouco dispen-
diosa, embora deixe a desejar quanto &
sensibilidade. Dessa forma, procuramos
aperfeicoar a técnica de fixagio do comple-
mento e estudar a técnica de imunofluores-
céncia indireta.

Foram estudados por RIFI 370 soros de
pacientes, nio sendo considerados os es-
quemas de vacinagdo e revacinagio e os
diferentes tipos de vacina. Desses soros
310 deram resultados negativos pela

RFCr; os restantes tiveram titulos de 2 a
32. No grupo de soros negativos, apenas
6,4% mostraram-se também negativos pela
RIFI; 93,6% mostraram-se positivos. As
porcentagens referentes a cada titulo ob-
tido estio anotadas no Quadro 1. Os 60
soros restantes, que mostraram titulos va-
riados, tiveram uma porcentagem entre
80% e 100% de ttulos mais elevados na
RIFI, nzo sendo obtido nenhum resultado
negativo. Foram estudados também 50
soros de individuos nunca vacinados con-
tra raiva, os quais mostraram, em sua tota-
lidade, resultados coerentes, ou seja, nega-
tivos pelas duas técnicas (Quadro 1). Ou-
tros autores (20, 25), que mostraran ser a
RIFI bastante sensivel, especifica e capaz
de detectar mais precocemente anticorpos
devidos a vacinacio anti-rabica. A todali-
dade de resultados negativos encontrados
na RIFI em soros de pessoas nunca vaci-
nadas contra raiva, obtidos por nés e por
outros autores (20, 25), e a alta sensibili-
dade dessa prova (Quadro 1) nos levam a
considerar que ¢la pode ser empregada
nio como triagem, mas como prova de
eleicio para a pesquisa de anticorpos.
Dada a rapidez e precisao com que pode
ser realizada, pareceu-nos ideal para de-
tectar resposta imune passada, o que per-
mite decidir quanto ao emprego do es-
quema de revacinagio.

Quando iniciamos o estudo da reacao de
fixacao do complemento, procuramos uma
técnica que nos pudesse fornecer dados
precisos sobre o sistema em estudo e que
fosse também de simples € rapida execu-
¢ao, facilitando o seu emprego em servigos
especializados. Elegemos a “reacao de fixa-
¢ao do complemento em gotas sobre pla-
cas, pelo método das curvas iso-
hemoliticas” (2).

Determinamos as curvas iso-hemoliticas
para o sistema raiva utilizando o antigeno
de Fuenzalida e Palacios (11); para o sis-
tema de controle, utilizamos antigeno de
sistema nervoso normal. As duas curvas
mostraram-se correspondentes ao tipo I,
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com ligeira inibi¢ao da reagao em presenca
de excesso de antigeno (Figuras 2 e 3). Na
zona de excesso de soro, nio observamos
inibigdo da reacdo, como pode ser verifi-
cado na curva iso-hemolitica no eixo das
ordenadas. Em alguns casos em que utili-
zamos soro nio diluido houve certa inibi-
¢io da reacio. Dessa forma, pudemos nio
s6 verificar que os antigenos deveriam par-
ticipar das reagbes numa diluicio de 1/8,
como também pudemos determinar seus
titulos. Na determinacio das curvas iso-
hemoliticas, utilizamos cinco soros huma-
nos com titulos suficientemente altos, en-
contrados anteriormente pela RFCr. Ao
comparar os resultados obtidos na RFCr e
na RFCp (Quadro 2), verificamos algumas
discordancias, embora a determinacio do
titulo do soro seja distinta nessas duas pro-
vas: na primeira o titulo é o inverso da
maior dilui¢io de soro que ainda apresenta
reagio (23); na segunda é determinado
pelo valor da inclinagao da linha de regre-
ssio complemento complexo imune (2},
conforme descrito anteriormente. Cremos
que essas discrepancias se devem ao fato
de utilizarmos na RFCp duas concentragoes
de complemento, isto é, 3u de CHso; nou-
tras palavras, quando utilizamos coorde-
nadas com as distintas unidades de com-
plemento e as correspondentes quantida-
des de complexo imune, tragamos uma
reta determinada pelos dois pontos refe-
rentes as diluicbes de soro obtidas com as
duas quantidades de complemento. A in-
clinacio da reta nos fornece o titulo do
soro. Por outro lado, na RFCr o titulo é
obtido utilizando-se apenas uma dilui¢do
do complemento (2u CHioee). Portanto, gra-
ficamente, nesta ultima técnica, o titulo é
determinado por um ponto, sabendo-se
que por um Unico ponto passa um nimero
infinito de retas e que por dois pontos
passa urma Unica reta. Dessa forma, pode-
mos concluir que um soro com determi-
nado titulo obtido na RFCr podera apre-
sentar diversos titulos na RFCp (Figura 3).
No Quadro 2 aparecem os resultados obti-

dos na RFCp em soros que acusaram o
mesmo titulo pela RFCr. A boa correlagao
¢ notada, porém, quando se observa apenas
a ultima diluicio reagente a 3u CHso.
Comprovamos a especificidade da reagio
ao obter resultados sempre negativos,
quando testamos 37 soros de individuos
nao vacinados (Quadro 3). Nosso estudo
levou-nos a concluir que a técnica é bas-
tante precisa, rapida e simple na avaliagio
do teor de anticorpos anti-rabicos em pa-
cientes vacinados anteriormente.
Estudamos ainda a reacio de fixacao do
complemento automatizada (14, 22, 26,
27), que permite a execucio de até 40 de-

terminacdes por hora. Considerando o

Quadro 5 podemos concluir que, apesar
de ter sido encontrado um resultado nega-
tivo na RFCa, quando utilizamos 25 minu-
tos como tempo de incubacio (resultado
este que foi positivo com titulo 2 na RFCr e
titulo 1 na RFCa em 50 minutos de incuba-
¢ao), a sensibilidade dessa técnica é bas-
tante satisfatéria. Consideramos também
bastante conveniente expressar os resulta-
dos em cruzes (Quadro 4), pois, um titulo
maior que 16 na RFCr corresponde a um
titulo superior a 125 em soroneutralizagio
(23), o qual, segundo a literatura, é aceito
como altamente protetor. Concluimos que
nao ha vantagens priticas em diluir pre-
viamente o soro. Embora o emprego de
soro nzo diluido nao permita, algumas ve-
zes, a obtencio do seu titulo exato (que sé
pode ser conseguido com soros de titulo
inferior a 16), a verificacio do pico ma-
Ximo correspondeu sempre a soros com
alto titulo de anticorpos na RFCr (maior
que 16) e, em conseqiiéncia, titulo neutra-
lizante superior a 125 (23). A possibilidade
de expresar os resultados em densidade
6ptica nos parece bastante boa pois per-
mite fornecer os titulos intermediarios,
dando aos resultados maior precisio
(Quadros 4 e 7). Com base nos comenta-
rios feitos quando do estudo da RFCp
(soro nao diluido em parte da reagao) su-
gerimos o emprego de soro nio diluido a

s
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1/2 por ocasizo da reacio. E nossa conclu-
sao que a RFCa apresenta grandes vanta-
gens praticas em servicos de grande mo-
vimento: possui boa reprodutibilidade, é
eficiente e pouco dispendiosa, e princi-
palmente, oferece grande rapidez e possi-
bilidade de trabalhar com grande numero
de soros.

No estudo qualitativo (ver Quadro 8)
foram comparadas as quatro técnicas. Ve-
rificamos maior sensibilidade na RIFI,
seguindo-se em ordem decrescente a
RFCp, a RFCa e a RFCr. Em nenhum caso
de RIFI negativa foi observado resultado
positivo nas outras reacdes.

Conclusoes

Assim, nesse estudo da resposta imune
humoral 2 vacinacio anti-rabica passada,
realizado com vistas para uma padroniza-
¢ao de técnicas laboratoriais que se adap-
tassem aos distintos servicos de controle da
raiva, mostramos trés diferentes procedi-
mentos que podem, dependendo de suas
propriedades, ser por eles utilizados.

A RIFI, conforme a literatura existente e
os resultados por nés obtidos, mostrou ser
a técnica mais sensivel para a deteccao de
anticorpos anti-rabicos. E, no entanto, in-
ferior as outras técnicas no que se refere a
execugio e ao custo por ndo fornecer os
resultados com rapidez e ser dispendiosa.
Diante dessas caracteristicas, recomen-
damo-la aos servigos de pouco movimento
e com bons recursos financeiros.

A RFCp € uma técnica bastante precisa e
extremamente pratica para a deteccio
dos referidos anticorpos, apresentando
sensibilidade satisfatéria. Adapta-se assim
aos servigos de pouco movimento e sem
bons recursos financeiros.

A RFCa ¢é a técnica que melhor se adapta
a um servi¢o de grande movimento. Apre-

senta boa sensibilidade e especificidade, e é
extremamente rapida e pratica, ja que
pode realizar até 40 determinacGes por
hora e realizar a verificacio quantitativa
relativa sem necessidade de diluicao prévia
do soro.

Procuramos utilizar, sempre que possi-
vel, reagentes adquiridos comercialmente,
tais como o conjugado anti-humano, com-
plemento, hemolisina e, como antigeno, a
vacina de Fuenzalida e Palacios (1 1), facili-
tando assim o posterior emprego dessas
técnicas em outros servigos e assegurando
ao mesmo tempo sua reprodutibilidade.

Resumo

Os autores estudaram as reacoes de
imunofluorescéncia indireta, fixacao do
complemento em gotas sobre placas e fixa-
¢ao do complemento automatizada, na
pesquisa e titulacio de anticorpos anti-
rabicos, tendo em vista a necessidade de
conhecer o teor desses anticorpos quando
se trata de um caso de revacinagio. Os
estudos foram feitos sempre comparati-
vamente, tendo sido utilizada como para-
metro uma reac¢io de fixagio do comple-
mento anteriormente padronizada.

Para a realizacio deste trabalho foram
utilizados 370 soros de individuos vacina-
dos ou revacinados contra raiva, nio se
levando em conta o tipo, o nimero de
doses ou séries de vacinas recebidas e o
tempo decorrido apés a ultima dose, e 50
soros de individuos nunca vacinados con-
tra raiva.

Os autores concluiram ser a reacao de
imunofluorescéncia a mais sensivel, a de
fixacio de complemento em gotas sobre
placas a mais precisa, ¢ a de fixagdo do
complemento automatizada a mais rapida
para a verificacdo de taxa dos anticorpos
anti-rabicos.
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Prerrequisito para la revacunacidn antirrabica: Deteccidn y evaluacion de la respuesta inmune
humoral a la vacunacién por medio de pruebas in vitro (Resumen)

Se estudiaron reacciones de inmunofluores-
cencia indirecta, fijacién del complemento en
gotas sobre placas y fijacién del complemento
automatizada para la investigacién y titulacién

de anticuerpos antirrabicos, tomando en consi-
deracién la necesidad de conocer el comporta-
miento de dichos anticuerpos en casos de reva-
cunacién. Los estudios se realizaron de una
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manera comparativa utilizando como pariame-
tro una fijaciéon del complemento previamente
estandarizada.

Para la realizacién del presente estudio se
utilizaron 370 sueros de individuos que habian
sido vacunados o revacunados contra la rabia,
sin tomar en cuenta el tipo, €l nimero o series
de vacunas recibidas ni el tiempo transcurrido
después de la administracién de la dltima dosis,

y 50 sueros de individuos que nunca habian
sido vacunados contra la rabia.

Se lleg6 a la conclusién de que para verificar
la tasa de anticuerpos antirrabicos, la reaccion
de inmunofluorescencia era la mas sensible, la
de fijacién del complemento en gotas, la mas
precisa, y la de fijacién del complemento auto-
matizada, la mas rapida.

A prerequisite for rabies revaccination: Detection and evaluation of the humoral immune
reaction to vaccination by in vitro tests (Summary)

Indirect immunofluorescence reactions,
complement-fixation reactions in drops placed
on slides and mechanized complement-fixation
reactions were tested for the purpose of detec-
ting and classifying rabies antibodies, with a
view to obtaining necessary information on the
behavior of such antibodies in cases of revacci-
nation. Studies were made on a comparative
basis, using a previously standardized comple-
ment fixation as the parameter.

The study employed 370 serum samples
taken from individuals who had been vaccina-

ted or revaccinated against rabies, regardless of
the type, number or series of vaccines received
or the time elapsed since administration of the
last dose, and 50 serum samples from individ-
uals who had never been vaccinated.

It was concluded that of the three methods
used in verifying rabies antibody levels,immu-
nofluorescence reaction was the most sensitive,
complement-fixation in drops the most precise,
and mechanized complement fixation the most
rapid.

Mesures préalables a la revaccination antirrabique: détection et évaluation de la réaction
d'immunité humorale a la vaccination au moyen de tests in vitro (Résumé)

1l a été procédé a une étude des réactions 2 1’
immunofluorescence indirecte, 2 la fixation du
complément en gouttes sur plaques et 2 la fixa-
tion du complément par des procédés automa-
tiques. L’étude visait a la recherche et au titrage
des anticorps antirabiques pour connaitre leur
comportement en cas de revaccination. Les tra-
vaux ont été effectués sur une base compara-
tive, le parametre utilisé étant une fixation du
complément préalablement standardisée.

Aux effets de cette étude, il a été utilisé 370
sérums d’individus qui avaient été vaccinés ou

revaccinés contre la rage sans toutefois tenir
compte du type, du nombre ou des séries de
vaccins appliquées ni du temps écoulé depuis
la derniére inoculation, et aussi 50 sérums d'in-
dividus auxquels n’avait jamais été administré
de vaccin antirabique.

Il a été constaté que, pour vérifier le taux
d’anticorps antirabiques, la réaction d'immu-
nofluorescence était la plus sensible, celle de
fixation du complément en gouttes la plus pré-
cise et celle de fixation du complément automa-
tisé la plus rapide.



