Ary. Fuae. Hiy. S. Paulo
20024:215-221. dezembro, 1966

PROVA DE SCHICK E DOSAGEM DE ANTITOXINA

DIFTERICA

CIRCULANTE PELA REACAO DE HEMAGLUTINACAO PASSIVA

EM GRUPOS POPULACIONAIS DE SERRA

DO NAVIO E VILA

AMAZONAS, NO TERRITORIO FEDERAL DO AMAPA

Luis G. COTILLO Z. (1
Sebastidao Timo IARIA ()

Ary Walter SCHMID ¢
Donald WILSON «4)

RESUMO

Foram submetidos a prova de Schick todos os 769

individuos de

5 a 19 anos de Serra do Navio e Vila Amazonas, no Territorio Federal
do Amapa, dos quais 640 eram vacinados e 129 ndo vacinados contra

a difteria.

Em 284 désses individuos, dos quais 247 vacinados e 37

nao vacinados, foram determinados os niveis de antitoxina diftérica cir-

culante pela reacdo de hemaglutinacdo passiva.

As discordincias encon-

tradas entre ambas as técnicas permitem presumir que elas podem medir
respostas imunitarias diferentes, ndo podendo ser seus resultados sem-

pre comparaveis,

INTRODUCAO

No intuito de avaliar o estado imuni-
tario frente a difteria, da populagdo de
5 a 19 anos de Serra do Navio ¢ Vila
Amazonas, no Territorio Federal do
Amapd, realizou-se a prova de Schick
em todos os 769 individuos déste grupo
etario e em 284 déles determinou-se
também o nivel de antitoxina diftérica
circulante.

Uma vez que a reacdo de hemagluti-
nacao passiva ™' * %6 tem mostrado
vantagens de ordem pratica na medida
do nivel de antitoxina diftérica circulan-
te, assim como uma boa correlacdo com
a titulagem feita em coelho, empregou-

se essa técnica no presente trabalho, da-

Recebido para publicacio em 11-11-1966.

das as suas qualidades de simplicidade,
rapidez e baixo custo. Pode-se, assim.
realizar mais uma comparacdo entre 0s
resultados da prova de Schick e os ti-
tulos de antitoxina diftérica revelados
por hemaglutinagao passiva.

MATERIAL E METODOS

Prova de Schick — A prova de Schick
foi realizada na totalidade da populagao
de 5 a 19 anos, de Serra do Navio ¢
Vila Amazonas, segundo a técnica clas-
sica, empregando-se a toxina preparada
no Instituto Butantan de S3o Paulo, na
dose de 0,1 ml contendo 1/50 dmm. As
leituras foram feitas apdés 3 e 7 dias.
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TABELA 1

Resultados das provas de Schick, por grupo etario, em pessoas vacinadas e nio
vacinadas contra a difteria, de Serra do Navio e Vila Amazonas,
Territério Federal do Amapa (1963)
Provas de Schick !
Vacinacao e R Pseudo- Combi- 1
Idade Positiva Negativa = ;
contra a reagao nada Total
difteri (anos) — —
eria !
! Ne| % | Ne| % | Ne| % | No ¢
I
5— 9 7 1,7 406 97,1 5 1,2 0 — 418
10 — 14 2 1,1 182 98,4 1 0,5 0 — 185
. 15 — 19 0] — 36 97,3 1 2.7 0 — 37
Vacinados
Total 9 1,4 624 97,5 7 1,1 0 I — 640
5-— 9 1 3 9,4 28 87,5 0 — 1 3,1 32
10 — 14 3 71 38 90,4 1 2,5 0 — 42
Niao vacinados 15 — 19 ’ 4 73 50 90,9 1 1,8 0 an 35
i |
Total ‘ 10 1 78 | 116 ’ 89,8 \ 2 ‘ 1,6 ‘ 1 l 0,8 ‘ 129
Total ..., ‘ 19 ‘ 25 | 740 l 96,2 1[ 9 ‘ 1,2 i 1 \ 0.1 \ 769
TABELA 11

Distribuicdo das 224 pessoas, vacinadas e ndo vacinadas contra a difteria, de Serra
do Navio e Vila Amazonas, Territério Federal do Amapa, segundo os resultados
da prova de Schick e os niveis de antitoxina diftérica circulante revelados pela
reacdo de hemaglutinacio passiva

Vacinados Nao vacinados Total
§ Prova de Schick Prova de Schick Prova de Schick
® | Posit. | Neg. g | Total |Posit. | Neg. | 252490 | Total | Posit. | Neg. | Ty | Total
<0,01| — 22 — 22 2 1 — 3 2 23 — 25
0,01 1 21 — 22 2 1 —_ 3 3 22 —_— 25
0,02 — 4 1 5 - — — — —- 4 1 5
004 — 10 — 10 1 1 - 2 1 11 — 12
0,08] — 8 — 8 - 1 — 1 — 9 — 9
0,1 — 3 — 3 — 1 —_ 1 —_ 4 — 4
0,16 — 8 —_— 8 — 2 — 2 — 10 — 10
0,20 — 1 — 1 — — — — — 1 _— 1
032 — 15 — 15 — 3 — 3 — 18 — 18
040 | — 2 — 2 — 1 — 1 — 3 — 3
0,64 | — 20 1 21 — 4 1 5 — 24 2 26
0,80 2 26 2 30 2 4 — 6 4 30 2 36
1,28 — 32 — 32 — 2 — 2 — 34 — 34
258 — 8 — 8 — 1 — 1 — 9 — 9
266! — 13 — 13 — 3 — 3 —_ 16 — 16
516 | — 6 — 6 — — — — - 6 — 6
5,32 1 15 — 16 — 2 — 2 1 17 — 18
1032 | — — — —_ — — — — — — — —
~ 1032 | — 25 — 25 — 2 - 2 — 27 — 27
Total 4 239 4 247 7 29 1 37 11 268 5 284
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Soros examinados — Dos soros dos
769 individuos, colhidos em 1963, tinica-
mente foram aproveitados os de 284
pessoas, representando 36,9% da po-
pulacdo acima mencionada.

Todos éstes soros foram conservados
a —60°C até o momento do exame.
Desde que éles, na maioria, haviam sido
tratados para eliminar anticomplementa-
ridade, a fim de se determinar os seus
titulos de anticorpos fixadores de com-
plemento contra o virus RS?, somente
foi possivel iniciar a dosagem da anti-
toxina diftérica a partir da diluigido 1:8.

Reacdo de hemaglutinagdo passiva —
A determinacdo do nivel de antitoxina
diftérica circulante, pela prova de hema-
glutinacdo passiva, foi efetuada nos so-
ros de 262 habitantes de Serra do Na-
vio e 22 de Vila Amazonas.

A técnica da reagdo, com pequena mo-
dificacdo, foi a mesma descrita em tra-
balho anterior ®. Hemacias humanas do
tipo O, Rh negativas, lavadas duas vézes
e suspensas a 2,5%, foram taninizadas
com um volume igual de solugdo de &ci-
do tanico a 1:20.000, durante 15 minu-
tos a 37°C, e centrifugadas a 1.700 RPM.
Apos uma lavagem com salina tampo-
nada fosfatada (S.T.F.), pH = 7,2, fo-

ram ressuspensas de maneira a se obter.

a concentragdo original. Estas hemacias
taninizadas sensibilizaram-se a seguir
com toxdide diftérico diluido a 1:6
(30,2 Lif/ml) a 37°C por 15 minutos.
A mistura foi centrifugada a 1.500 RPM
por 10 minutos e o sedimento de hema-
cias lavado duas vézes com s0ro nor-
mal de coelho (SNC) a 1% em S.T.F.
de pH=17,2. Finalmente, reconstitui-se
a suspensdo original de 2,5% das he-
macias em SNC a 1%. Cada lote de
hemacias sensibilizadas, assim prepara-
das, foi conservado a 4°C por 48 horas,
no maximo, a fim de se evitar modifi-
cacdo do titulo hemaglutinante.
Partindo-se de 0,5 ml da diluicdo de
soro a 1:4 prepararam-se diluicdes com
razio 2, usando-se SNC a 1% como
diluente. Ao volume final de cada tubo,
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de 0,5 ml, juntaram-se a seguir 0,05 ml
da suspensdo a 2,5% das hemacias sen-
sibilizadas, agitando-se os tubos. Os
tubos foram mantidos a temperatura am-
biente e as leituras feitas apds 2 e 18
horas, segundo o padrdo estabelecido
por STAVITSKY .

As dosagens dos soros examinados
foram sempre acompanhadas da dosa-
gem da antitoxina padrdo, contendo
1 UA/ml, a partir da qual prepara-
ram-se diluicdes com intervalo logaritmi-
co de 0,1°.

Com base nos resultados da dosagem
da antitoxina padrdo estabeleceu-se, pa-
ra cada lote de hemdcias sensibilizadas,
um fator que foi utilizado para conver-
ter os titulos hemaglutinantes obtidos
nos soros humanos em unidades antito-
xicas por ml.

RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo relacionados os re-
sultados da prova de Schick dos 769
individuos de 5 a 19 anos de Serra do
Navio e Vila Amazonas, classificados
por grupos de idade e condicdo de va-
cinado ou ndo contra a difteria. Verifi-
ca-se que déstes 769 individuos subme-
tidos a prova de Schick, 640 eram indi-
viduos vacinados, apresentando 9 (1,4%)
prova de Schick positiva, 624 (97,59¢),
prova negativa e 7 (1,19 ), pseudo-rea-
¢do. Os 129 restantes eram ndo vaci-
nados e apresentaram as seguintes res-
postas a4 prova de Schick: 10 (7,8%),
reacio positiva, 116 (89,89 ), negativa,
2 (1,6%), pseudo-reagdo e 1 (0,8%),
reacdo combinada.

Na Tabela II encontra-se a distribui-
¢do dos individuos segundo a condicdo
de vacina¢do ou nio contra a difteria,
os resultados da prova de Schick e os
niveis de antitoxina diftérica circulante.

Na Tabela Il encontra-se a distribui-
¢ao dos individuos vacinados e ndo va-
cinados contra a difteria segundo os re-
sultados da prova de Schick e nivel de
antitoxina diftérica circulante maior ou
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menor que 0,01 UA/ml, de acérdo com
o critério ja empregado anteriormente .
Os individuos que apresentavam titulo
de antitoxina igual a 0,01 UA/ml foram
incluidos no grupo classificado como
tendo mais que 0,01 UA/ml, dada a pro-
babilidade daqueles individuos possuirem,
realmente, teor de antitoxina compreen-
dido entre 0,01 UA/ml e o nivel imedia-
tamente superior pesquisado.

Verifica-se que dos 284 individuos
examinados, 247 pertenciam ao grupo
vacinado. Ddéstes, 4 apresentaram rea-
¢io de Schick positiva, embora demons-
trando titulo de antitoxina diftérica su-
perior a 0,01 UA/ml, ¢, 239 revelaram-se
Schick negativos, dos quais 217 (90,8%)
apresentaram nivel de antitoxina supe-
rior a 0,01 UA/ml e 22 (9,2%), no en-
tanto, revelaram titulo inferior a 0,01
UA/ml. Os 4 individuos vacinados que
apresentaram pseudo-reacdo a prova de
Schick tinham todos antitoxina diftérica
em nivel maior que 0,01 UA/ml

Do grupo dos individuos ndo vacina-
dos examinaram-se 37 soros. Dentre os
7 individuos que apresentaram reagdo
de Schick positiva, 6 (85,7%) mostra-
ram nivel de antitoxina diftérica cir-
culante maior que 0,01 UA/ml e somen-
te | (14,3%) nivel menor que 0,01
UA/ml. De outro lado, dos 29 Schick-
negativos estudados, 1 (3,4% ) apresen-
tou titulo inferior a 0,01 UA/ml e os
28 (96,69 ) restantes, cifra superior ao
referido nivel. O soro do unico indivi-
duo com pseudo-reacdo apresentou nivel
antitoxico superior a 0,01 UA/ml.

DISCUSSAO

Verifica-se pelos resultados das pro-
vas de Schick realizadas na populagio
de 5 a 19 anos de Serra do Navio e
Vila Amazonas, que no grupo vacinado
se apresentaram 624 (97,5%) indivi-
duos com reagdo negativa e 7 (1,1%)
com pseudo-reagdo, convencionalmente
consideradas indicativas de imunidade, ¢

unicamente 9 (1,4%) com resposta po-
sitiva, indicadora de suscetibilidade a
difteria.

De outro lado, no grupo nio vacina-
do, 116 (89,8%) apresentaram reacao
negativa e 2 (1,6%) pseudo-reagdo, en-
quanto que 10 (7,8%) mostraram rea-
cido positiva e 1 (0,8%) reacdo combi-
nada.

Estes dados permitem apreciar a efi-
cicia da vacinacdo, mesmo realizada em
épocas variaveis, ja que pode ser aprecia-
da a presenga de 631 individuos “imu-
nes” (98,6%) e unicamente 9 (1,4%)
suscetiveis no grupo de vacinados, en-
quanto entre os ndo vacinados se encon-
traram 11 (8,6%) suscetiveis.

Por outro lado, no grupo nao vacina-
do encontraram-se 118 (91,4%) indi-
viduos nio suscetiveis a difteria, o que
mostra que a imunizacdo devida a in-
fec¢des naturais ¢ muito comum naquela
regido do pais.

Na determinacio do nivel de antito-
xina diftérica circulante, efetuada pela
reacio de hemaglutinacdo passiva em
284 individuos desta mesma populagdo,
com o intuito de verificar a concordan-
cia de seus resultados com a prova de
Schick, encontrou-se que no grupo de
247 individuos vacinados, de 243 respos-
tas “imunes” (reagdo negativa ou pseu-
do-reacdo) a prova de Schick, 221
(90,99%) apresentaram titulo superior a
0,01 UA/ml e 22 (9,1%) titulo inferior
a éste nivel, e que todos os 4 individuos
vacinados com resposta positiva a pro-
va de Schick, apresentaram nivel supe-
rior a 0,01 UA/ml

No grupo de 37 individuos ndo vaci-
nados encontraram-se entre os 30 “imu-
nes”, 29 (96,7%) com nivel superior a
0,01 UA/ml e 1 (3,3%) com titulo in-
ferior, enquanto que no grupo dos 7
“suscetiveis”, 6 (85,7%) possuiam ni-
vel superior a 0,01 UA/ml e 1 (14,3%)
titulo inferior a éste nivel.

Portanto, no caso dos individuos va-
cinados, as duas provas revelaram resul-
tados concordantes em 89,5% (221/247)
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das vézes e discordante em apenas
10,5% (26/247). Para os ndo vaci-
nados houve concordincia em 81,1%
(30/37) e discordancias em 18,9%
(7/37). Entretanto, a diferenca entre
as taxas de concordancia encontradas
nos dois grupos ndo se mostrou estatis-
ticamente significante, ao nivel de 59%.

As discordancias aparentes encontra-
das neste estudo, no qual individuos
Schick-positivos apresentam anticorpos
em quantidade maior que 0,01 UA/ml,
nivel médio considerado como protetor,
enquanto que individuos Schick-negati-
vos mostram niveis inferiores a 0,01
UA/ml, permite-nos supor que a rela-
cdo entre a imunidade humoral, determi-
nada pelos anticorpos circulantes, e a
imunidade tissular, determinada pelos
anticorpos celulares ou teciduais, nio ¢
absoluta e que alguns individuos pode-
riam apresentar unicamente uma delas,
enquanto que a maioria apresentaria as
duas. Diversos autores tém encontrado
estas discordancias, atribuindo-as a re-
sultados falsos positivos® 1% 5112 e g
outros fatdres ® .

CONCLUSOES

Os resultados das provas de Schick
e das dosagens dos niveis de antitoxina
diftérica circulante, pela reacdo de he-
maglutinacdo passiva, admitindo-se 0,01
UA/ml como o nivel médio protetor, nos
permitem apresentar as seguintes con-
clusoes:

No grupo de individuos vacinados
contra a difteria, a concordancia entre
ambas as provas foi de 89,5%, enquanto
que a discordancia atingiu unicamente
10,5% e no grupo de individuos nao
vacinados, a concordincia foi de 81,1%
e a discordancia de 18,9%.

As discordincias encontradas entre a
prova de Schick e a dosagem de antito-
xina diftérica circulante permitem-nos
supor que, ao menos em determinada
percentagem de individuos, estas duas
técnicas megam respostas imunitdrias di-
ferentes.
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O emprégo da prova de hemaglutina-
¢do passiva em inquéritos epidemiologi-
gos de larga escala faz-se altamente re-
comendavel, dada a sua simplicidade de
execucdo e baixo custo.

SUMMARY

In the present investigation all 769 inha-
bitants between 5 and 19 years of age of
Serra do Navio and Vila Amazonas, Territo-
rio Federal do Amapa, Brazil, were studied
for immunity against diphtheria by the Schick-
-test. At the same time titres of circulating
difhtheria antitoxin of 284 of these subjects
were determined by passive hemagglutination
test. Of the 769, 640 people had been immu-
nized against diphtheria and 129 had not. Of
the 284 submitted to hemagglutination tests
247 had been immunized and 37 had not.
Differences encountered between the results
given by both types of tests permit the as-
sumption that each may measure a different
kind of immunity response and their results
may not always be comparable.
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