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RESUMO: Procedeu-se ao estudo comparativo entre as provas de so-
roneutralizacdo (SN) e imunofluorescéncia indireta (IFI) para a ava-
liagdo de anticorpos anti-rébicos em soros de cédes. A prova de IFI
apresentou associacdo significante de alta intensidade e elevada con-
cordancia com a prova de SN, ndo se verificando, porém, correlagéo
significante entre os resultados obtidos por ambas as provas.

UNITERMOS: Raiva*; Anticorpo anti-rdbico*; Soroneutralizacédo*;
Imunofluorescéncia indireta*; Caes*.

INTRODUCAO

A eficiéncia das vacinas anti-rabicas pode ser avaliada
através da utilizacdo de provas sorolégicas, as quais revelam
os niveis de anticorpos séricos especificos” nos animais
ou nos seres humanos, fornecendo desta forma, subsidios
valiosos para este tipo de estudo epidemiolégico”. Isto se
prende ao fato de estar suficientemente comprovado que a
presencga de anticorpos séricos pds vacinais indica protecdo
contra a infeccdo pelo virus rabico2’5>7.8,30>embora néo
sejam estes anticorpos os Unicos responsaveis pela imunida-
de3,12,16,30,32,35,38

Dentre todas as provas sorolégicas, a soroneutralizacédo
(SN) é o método mais tradicional para a deteccdo do anti-
corpo anti-rabico*>20,25,31,»40 tanto no homem quanto
nos animais” posto que os niveis de anticorpos mensura-
veis, por sua aplicagéo, apresentam estreita relacdo com os
resultados do “challenge” ~>8.34,36 sendo considerada até o
momento como prova padrdo”.13,17,27,28 n0 entanto,
apresenta varias limitagbes decorrentes da variabilidade
apresentada pelos diferentes valores da DL5Q do virus em-
pregado em diferentes provas para fins de titulacdo dos so-
ros, do elevado nimero de camundongos a utilizar, da varia-
bilidade de respostas resultantes de outros fatores inerentes
ao préprio sistema biolégico, além do tempo prolongado
necessario a leitura de resultados">*">20>22,25,27,28,30,37

Tais restricbes motivaram pesquisas para o desenvolvi-
mento de outras provas sorolégicas que oferecessem maior
praticidade, tomando naturalmente como marco de referén-
cia a prova de SN. Assim, as provas de hemaglutinagéo pas-
siva21>15j inibicdo da hemaglutinacdo”* e fixacdo de com-
plemento2*>24,26,29,30 apresentaram resultados concor-
dantes com os da SN, porém com menores graus de sensibi-
lidade do que esta Gltima. Os mesmos resultados foram ob-
tidos com a técnica de reducdo em placa”*, inibicdo rapida
do foco de fluorescéncia*"'20>27,36>radio-imuno-ensaio™*
e contra-imuno-eletroforese*®, porém, os graus de sensibili-
dade destas provas foram superiores aos da SN.

Dentre todas estas provas a imunofluorescéncia indire-
ta (IF1) foi a que mereceu maior atencdo por parte dos pes-
quisadores* 1.14,17,19,22,:25,28,37; porquanto os trabalhos
realizados com soros humanos, provenientes de individuos
vacinados contra a raiva, demonstraram que esta prova apre-
senta, além das facilidades de execucéo e interpretagdo, sen-
sibilidade e especificidade elevadas25.28 com resultados
comparaveis aos da SN25.

ISHIZUKA*" em 1972, adaptou a prova de IFI para a
espécie bovina, tendo os résultados, também sido compara-
veis aqueles da SN, embora a magnitude da relacdo tivesse
sido de baixa intensidade. DINIZ e REIS (1975)** traba-
lhando com bovinos, confirmaram ser a prova de IFI mais
sensivel do que a de SN, ndo encontrando todavia relagdo
entre os titulos de anticorpos anti-rabicos determinados por
ambas as provas nas amostras de soros utilizados.
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JIRAN e ZAVORA (1975)19 utilizando treze soros,
provenientes de 6 (seis) cées vacinados contra a raiva, foram
de parecer que a prova de IFI é apenas um teste adicional
e de orientacdo para a avaliacdo dos niveis séricos de anti-
corpos anti-rabicos e indicaram auséncia de relagdo entre os
titulos de anticorpos determinados por ambas as provas (SN
e IFI).

Os trabalhos mencionados evidenciam que as provas
de SN e IFI, quando comparadas qualitativamente, apresen-
tam concordancia de resultados o que ndo ocorre, todavia,
quando comparadas quantitativamente, ou seja, quando
confrontados os titulos de anticorpos obtidos com estas
técnicas.

O presente trabalho propde-se a comparar, em soros de
cdes, 0 comportamento de ambas as provas segundo dois
critérios: qualitativo e quantitativo. Assim, pretende-se veri-
ficar: 1) em que medida ha concordancia de resultados
guando soros de caes, submetidos as provas de SN e IFI sdo
classificados como reagentes ou ndo reagentes; 2) como se
correlacionam os resultados de ambas as provas quando se
procede a titulagdo de soros de cdes reagentes a pelo menos
uma delas.

Em ambos os casos fixou-se em 5% o nivel de rejeicao
da hipétese de nulidade.

MATERIAL E METODOS

1. Material

1.1. Soros

Foram testadas 90 amostras de soros, pertencentes a
90 animais da espécie canina, com idades compreendidas
entre 6 e 18 meses.
1.2. Camundongos

Foram utilizados camundongos albinos suigcos, nor-
mais, com pesos variando entre 11 e 15 g, tanto para o
preparo das suspensfes de cérebro de camundongo nor-
mal e de virus quanto para a realizagdo da prova de SN.
1.3. Suspensédo de cérebro de camundongo normal

Preparada de acordo com ISHIZUKA (1972)”, con-
sistindo de uma suspensdo a 20% em &gua destilada con-
tendo 2% de soro normal de cavalo.
1.4. Suspensio de virus

A partir da semente de CVS (Challenge virus stan-
dard) foi preparada uma suspensdo a 20% em &agua desti-
lada contendo 2% de soro normal de cavalo, de acordo
com o preconizado por ISHIZUKA (1972)". O titulo
obtido para esta suspensdo de virus foi igual a 105D L5qg/
0,03 ml.
1.5. Decalques

Os decalques em nimero de oito por lamina, foram
preparados a partir de cérebros (cornos de Ammon) de
cdes comprovadaniente raivosos. Antes de sua utilizagéo
como antigeno, o material era submetido & prova de imu-
nofluorescéncia direta, conforme DEAN e ABELSETH
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(1973)9 [EQArins dg confirmagédo de positividade e avali-
acdo da riqueza do material em corpusculos de Negri.
1.6. Conjugado anti-globulina canina-fluoresceina

O preparo do conjugado empregado na execucgédo da
prova de IFI, foi efetuado de acordo com ISHIZUKA e
cols. (1974)".
1.7. Soros testemunhos

A cada diluigdo incluiu-se um soro reagente as provas
de SN e IFI.
1.8. Decalques testemunhos

Examinaram-se sistematicamente, em paralelo, pre-
parados testemunhos de decalques de cérebro (Corno de
Ammon) de cdo normal.

2. Métodos

2.1. Soroneutralizagao

Realizada de acordo com o preconizado por ATA—
NASIU (1967)1, oscilando as DL5Q do virus entre 10 e
40.
2.2. Imunofluorescéncia indireta

Realizada de acordo com a técnica de CAMARGO
(1967)6 e adaptacdo de ISHIZUKA (1972)17.
2.3. Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados utilizando-se
as seguintes técnicas: o Coeficiente de Associacdo de Yu-
le, o Teste X2 (qui quadrado) com correcdo para a conti-
nuidade da variavel, o Coeficiente de Correlagdo de Spe-
arman e o Teste t de “Student” para a avaliacdo da signi-
ficancia do Coeficiente de Correlagdo de Spearman, se-
gundo descrito em BERQUO e cols. (1980)4 e SIEGEL
(1956)33.

RESULTADOS

Os valores concernentes as provas de SN e IFI estdo re-
gistrados nas TABELAS | e Il. Assim, a TABELA | expressa
os resultados obtidos pelas referidas provas, classificando os
soros em reagentes e ndo reagentes.

O critério adotado para se classificar um dado soro co-
mo reagente ou ndo reagente, para qualquer uma das pro-
vas, foi o da presencga de anticorpos anti-rabicos na diluigdo
de 1:5.

Com base nos dados da TABELA |, calculou-se o valor
do Coeficiente de Associagio de Yule e do X2 com corre-
cdo para a continuidade da variavel, os quais foram respecti-
vamente iguais a 0,98 e 57,20. Ainda, a partir desta tabela
obteve-se para a Concordancia um valor igual a 92,2%.

Na TABELA Il, encontram-se os titulos de anticorpos
anti-rabicos medidos pelas provas de SN e IFI, que permiti-
ram os célculos do Coeficiente de Correlagdo de Spearman,
cujo valor foi igual a 0,17, que é ndo significante quando
feita a verificagdo pelo Teste t de “Student” (t= 1,44).
DISCUSSAO
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A TABELA | apresenta os resultados da comparagao
das provas de SN e IFIl. O calculo do Coeficiente de Associ-
acdo de Yule para os dados desta tabela forneceu valor igual
a 0,98, indicando existéncia de uma intensa associacdo en-
tre os resultados obtidos empregando-se as provas de SN e
IFI. Calculando-se a estatistica X2 obteve-se valor igual a
57,2 que, comparado ao valor critico do X2, para um grau
de liberdade (X2 a = 3,84), foi significante, ultrapassando
de muito o valor fixado para o nivel de rejeicdo adotado,
igual a 5%, permitindo assim, a rejeicdo da hipétese de nuli-
dade, segundo a qual haveria independéncia entre os resulta-
dos obtidos com ambas as provas, e consequentemente, le-
vando & aceitacdo da hipdtese alternativa da existéncia de
uma associacdo significante entre elas, tal como ja havia si-
do observada nos estudos com o0s soros humanos2” 2® de
bovinos >17 e de cées19.

A TABELA | permite concluir que houve concordan-
cia de 92,2% dos resultados obtidos com ambas as provas. O
exame de outros trabalhos de pesquisa, indica que o valor
da concordancia, registrado neste experimento, é de magni-
tude semelhante aos verificados por outros autores, quan-
do comparam estas provas utilizando soros humanos 14 22>
25,28,37 ou soros (je bovinosll’17 e encontraram valores
que situaram, respectivamente, entre 76 e 97% e 88 e 95%.
A concordancia menor (69%) encontrada por JIRAN e ZA-
VORA (1975)19 pode dever-se ao reduzido nimero de ob-
servagoes (treze) realizadas pelos mencionados autores.

Ainda a partir dos dados constantes da TABELA |1,
usando-se o teste exato pela binomial ao nivel de 5%, verifi-
cou-se que as propor¢des de sensibilidade sdo semelhantes
para ambas as provas.

A TABELA Il apresenta os resultados da titulagdo dos
soros com as provas de SN e IFI. Procedeu-se ao estudo da
correlacdo destes resultados, calculando-se o Coeficiente de
Correlagcdo de Spearman que forneceu valor igual a 0,17 in-
dicando a existéncia de correlagao positiva de baixa intensi-
dade entre ambas as provas. Quando testado o valor do Coe-
ficiente de Correlacdo Spearman utilizando-se o Teste t de
“Student”, este forneceu valor de t= 1,44 que comparado
ao valor critico de ta igual a 1,96 indicou ser esta correla-
¢do nao significante ao nivel de rejeicdo adotado. Aceita-
mos, portanto, a hipdtese de nulidade segundo a qual nédo
hé correlagdo entre os resultados das provas de IFI e SN.

ISHIZUKA (1972)17 no trabalho desenvolvido com
soros de bovinos vacinados contra raiva, ao observar uma
correlagdo positiva de baixa magnitude (0,33) entre as pro-
vas, embora significante ao nivel de rejeicdo adotado, pro-
curou justificar tal comportamento, atribuindo naturezas
diferentes aos anticorpos medidos por uma e por outra
prova.

A confirmacdo desta hip6tese foi parcialmente obtida
através dos experimentos de WIKTOR e cols. (1973)"9 COm
o virus da raiva Estes autores  constataram,
inicialmente, ser o envelope glicoproteico do virus o Gnico

antigeno capaz de induzir a formacédo de anticorpos neutra-
lizantes e, complementarmente, comprovaram serem estes
mesmos anticorpos os Unicos responsaveis pela protecédo dos
animais a subsequentes “challenge” com virus rébico.

A hipotese de ISHIZUKA (1972)17 s6 foi plenamente
confirmada apds a apresentacdo dos resultados do trabalho
de SCHNEIDER e cols. (1973)"1, confirmando ser a pro-
teina ribonuclear do virus da raiva, a responsavel pela indu-
¢do de anticorpos fluorescentes, bem como, de précipitan-
tes e fixadores de complemento.

Com base nos trabalhos de WIKTOR e cols. (1973)"9
e SCHNEIDER e cols. (1973)"1, ficou perfeitamente carac-
terizada a natureza diversa dos anticorpos anti-rabicos,
constituindo-se este fato, numa das razées mais consistentes
para explicar as diferencas entre os valores dos titulos obti-
dos por uma e por outra prova.

No concernente a prova de SN, um fator que contri-
bui, para a maior variabilidade de resultados, diz respeito a
prépria natureza da prova, a qual utiliza para a fase de ino-
culacdo em camundongos, suspensdo de virus com titulo
conhecido. Porém, durante o intervalo de tempo destinado
a execucgdo da prova o titulo desta suspensdo de virus tende
a declinar, acarretando obviamente diminuicdo do ndmero
da DL5Q por inoculagdo. Como consequéncia, obtém-se os-
cilacbes dos valores dos titulos de anticorpos anti-rabicos.
De acordo com CORTES e NILSSON (1974)7 a quantidade
de virus empregada na prova de SN é outra variavel capaz
de influenciar significantemente os resultados desta.

LEFFINGWELL e IRONS (1965)25 e K1NG e cols.
(1965)20 referem ainda as variaveis bioldgicas, resisténcia
individual e mortalidade inespecifica, encontradas quando
da utilizacdo de animais de laboratério e refletida por res-
postas variadas ao antigeno como responsaveis pelas possi-
veis oscilagdes dos resultados da prova de SN.

A partir do trabalho de WIKTOR e cols. (1973)"9 a
SN ganhou maior consisténcia para sua utilizacdo, dado
que, ficou provado ser 0 anticorpo neutralizante 0 responsa-
vel pela defesa do organismo a infecgdo pelo virus rabico.
Consequentemente, os valores dos titulos de anticorpos anti
rdbicos medidos por sua aplicacdo sdo muito importantes,
pois avaliam em niveis quantitativos o grau de defesa de um
organismo suscetivel.

N&do obstante esta constatacdo, ha que considerar que,
no mesmo antigeno rabico, existe concomitancia dos ele-
mentos responsaveis pela inducdo, no organismo de um sus-
cetivel, da formacdo de anticorpos tanto neutralizantes
guanto fluorescentes. Portanto, o anticorpo fluorescente
pode ser utilizado como indicador da presenca de anticorpo
neutralizante, embora entre eles ndo haja uma relagdo quan-
titativa direta. Isto é possivel em funcédo da elevada concor-
dancia observada entre as provas, como ja foi demonstrado
neste trabalho, confirmando inclusive, pesquisas de outros
autoreslM 4>17,25,28,37

CONCLUSOES
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1) Na determinacgdo da presenca de anticorpos anti-ra-
bicos em soros de cées, isto é, qualitativamente, a prova de
IFI apresenta associagdo significante de alta intensidade e
elevada concordéancia com a prova de SN.

2) Na determinacdo do titulo de anticorpos anti-rabi-
cos em soros de cées, isto é, quantitativamente, os resulta-
dos da prova de IFI ndo apresentam correlagdo significante
com os da prova de SN.

GERMANO, P.M.L.; ISHIZUKA, M.M.; NILSSON, M.R.; MIGUEL,
O. A comparative study between the serum-neutralization
(SN) and indirect immunofluorescence (IIF) techniques for the
evaluation of rabies antibodies in sera from dogs. Rev.Fac.
Med.vct.Zootec.Univ.S. Paulo, 18(2): 139-145,1981.

SUMMARY: It was made a comparative study between the serum-
neutralization (SN) and indirect immunofluorescence (lIF) techni-
ques for the evaluation of rabies antibodies in sera from dogs. The
IIF technic showed significant association of high intensity and con-
cordance with the SN technic. No significant correlation, however,
was observed between the results obtained from both techniques.

UNITERMS: Rabies* ; Rabies antibody* ; Serum-neutralization*;
Indirect immunofluorescence*; Dogs*.
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Estudo comparativo entre as provas de soroneutralizagdo e imunofluorescéncia indireta para a avaliagdo de anticorpos...

TABELA | - Soros de cées, segundo os resultados das provas de soro-
neutralizagdo (SN) e imunofluorescéncia indireta (IFI),
Séo Paulo, 1980.
Néo
Reagente Reagente Total
"1fT~
Reagente 58 5 63
Néo
Reagente 2 25 21
Total 60 30 90
TABELA 1l —Titulos de anticorpos anti-rabicos segundo as provas de soroneutrali-
zacdo (SN) e imunofluorescéncia indireta (IF1), em soros de caes,
Séo Paulo, 1980.
IFI SN IFI SN IFI SN IFI SN
<5 8 5 125 45 5 135 1
<5 15 <5 45 5 135 19
5 <5 15 5 45 5 135 19
5 <5 10 10 45 9 135 21
5 5 15 14 45 15 135 25
5 5 15 19 45 77 135 32
5 7 15 21 45 95 135 37
5 7,5 15 21 45 125 135 38
5 8,5 15 23 45 125 135 40
5 18 15 29 45 125 135 43
5 21 15 88 45 125 135 45
5 21 15 125 135 5,5 135 52
5 29 15 125 135 55 135 125
5 45 15 125 135 6,5 135 125
5 45 45 <5 135 8 135 125
5 55 45 <5 135 9 135 125
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