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Resumo:

Os resultados do presente estudo permitem concluir-se que:

A variagdo na quantidade de virus empregada nas provas de soroncu-
tralizacdo para a dosagem de anticorpos anti-rabicos, influencia os resulta-

dos da prova.

H& uma relagdo negativa entre a quantidade de virus empregada e o

titulo de anticorpos neutralizantes.

A diversidade na relacdo negativa existente entre a quantidade de virus
e o titulo de anticorpos neutralizantes do soro existe independentemente do
teor de anticorpos do soro, dentro de amplitude de variacdo observada.

Unitermos: Virus*; Raiva*;

mundongos *.

Anticorpos*;

Soroneutralizagdo*; Ca-

1. INTRODUCGCAO

O anticorpo circulante tem sido consi-
derado como indicador importante da con-
dicdo de imunidade, relativamente a nu-
merosas doengcas BURNET1 (1955).

Em raiva, a despeito de algumas opi-
nides divergentes24, 23, a preseng¢a, no
soro, de anticorpos especificos, acima de
certos niveis, traduz um estado de imuni-
dade, embora ndo se constitua no Uunico

parametro para julgar essa condigao*-10,
12, 13, 16.19.

Inimeras técnicas tem sido idealizadas
para medir a imunidade; a mais direta e
biologicamente significante utilizada em
relacdo as infecgBes virais, fundamenta-se
na capacidade de um soro em prevenir ou
impedir a infectividade de uma prepara-
¢do de virusu. Deste modo, conhecendo-
-se 0 titulo de um virus, podemos encon-
trar pelo menos duas maneiras para esti-
mar diretamente o poder especifico de
neutralizagcdo de um soro: seja misturando

§ Tese apresentada a Faculdade de Medicina Veterinaria da USP pelo Prof. J. de Angelis

Cortes para obtencdo do titulo de Doutor.

* Professor Assistente Doutor do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saulde
Animal, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP.
**  Chefe da Seccdo de Raiva e Encefalomielite do Instituto Biolégico de S&do Paulo.



CORTES, J. de A. & NILSSON, M. R. —

Influéncia da dose de virus sobre o resultado da

prova de soroneutrallzacdo em camundongos, objetivando a determinacgdo da taxa de anti-

corpos antl-rdbicos. Rev. Fac. Med. vet.

quantidade fixa de virus, previamente co-
nhecida com diferentes diluigcdes do soro;
seja trabalhando com quantidade constan-
te de soro, usualmente n&o diluido, asso-
ciada a igual volume de uma série de di-
luicdes do virus.
a obtengdo do

Esta ultima, que leva
indice de neutralizacdou,
foi inicialmente desenvolvida em raiva
por KOPROWSKI & JOHNSON-2Z2 em
1956, com vistas a identificagcdo do virus,
utilizando como sistema biolégico o ca-
mundongo "adulto-jovem™” intra-
cerebral.

pela via

Embora oferecendo a vantagem de pos-
sibilitar uma comparacédo quantitativa mais
efetiva entre a atividade de diferentes so-
ros n, esta técnica encontra na pratica se-
veras limitacGes em funcdo de sua maior
complexidade e do elevado numero de ca-
mundongos necessarios ao estudo de cada
soro, especialmente quanto atentamos pa-
ra o numeroso efetivo de soros a exami-
nar em levantamentos epidemiolégicos, por
exemplo.

O outro procedimento, representado pe-
la técnica que utiliza virus em dose cons-
tante, geralmente 100 DLS0, e soro diluido,
tem sido de real valor na determinacao
do titulo ou poténcia relativa das amos-
tras de soros. Em virtude de sua pratica-
bilidade e maior sensibilidade, tem encon-
trado maior aplicagdo como método pa-
drdo de laboratério 22

Independentemente da sistemética a ser
adotada, qualquer sistema biol6gico passi-
vel de ser utilizado na titulacdo de um
virus, pode também ser empregado para
aferir a capacidade de protecdo especifica
de um soro, de vez que a questdo basica
a ser respondida em todos os casos é: em
que grau o titulo infeccioso do virus fica-
rd diminuido, se ao invés de juntarmos
um diluente inerte, a ele adicionarmos um
soro imunell?

Embora existam diferentes sistemas, co-
mo, por exemplo, o representado por cul-
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tivos celulares HRONOVSKY & BEN-
DA2 (1970) e KING et al.2l (1965), ou

por ovos embrionados YOSHINO et al.3
(1956), é, sem duvida, o que emprega o
camundongo inoculado pela via intrace-
rebral, o mais largamente usado no estu-
do da imunidade anti-rdbica nas diferentes
espécies 1-9, 13, 11, 18, 20-24, 26, 27, 20, Nes-
se sistema prevalece a técnica de manter
fixa a dose de virus e utilizar diluicdo do
soro. Tal procedimento, quando aplicado
a inquéritos epidemiolégicos, difere ligei-
ramente visando a racionalizacdo do tra-
balho; procede-se inicialmente a uma tria-
gem para afastar os soros sem anticorpos
especificos, titulando-se entdo os demais,
ATANASIU et al (1956-1957-1961) e
ATANASIU3 (1967).

Apesar de amplamente difundida, esta
técnica apresenta limitagbes, mormente
quando se pretende comparar resultados

obtidos em diferentes oportunidades.

Uma limitacdo importante resulta do fa-
to de ndo se conseguir, na pratica, traba-
lhar sempre com a mesma quantidade de
virus, ou seja, mesmo quando se parte de
fonte Unica de virus empregando-se igual
volume, a quantidade de virus com que
efetivamente se trabalha, em ocasifes dis-
tintas, flutua marcadamente, evidenciada
pela determinacdo da sua DLS0.

Essa variagcdo, que se observa de uma
prova para outra deve, provavelmente, in-
fluenciar os resultados das provas de so-
roneutralizagdo, dificultando sua compa-
racdo e interpretagdo. Evidéncias sugesti-
vas relativamente a esse aspecto tem sido
apontadas no sistema que utiliza camun-
dongos 57,29 e, também, quando a soro-
neutralizacdo é praticada empregando-se
cultivos celulares 20, 21

Resolvemos, portanto, no presente tra-
balho, estudar o efeito da variagcdo na
quantidade de virus sobre os resultados
das provas de soroneutralizagdo realizadas
em camundongos.
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Nosso experimento visou basicamente
testar a hipo6tese de nulidade, segundo a
qual a variacdo na quantidade de virus
rabico ndo exerce qualquer interferéncia
no resultado da prova de soroneutraliza-
cdo, realizada em camundongos.

Considerada verdadeira tal hipotese, po-
deriamos esperar que ao submetermos um
mesmo soro a diversas provas de soroneu-
tralizacdo paralelas frente a diferentes
quantidades de virus, o seu titulo neutra-
lizante nao diferisse significantemente.

A hipé6tese alternativa previa, entretan-
to, relacdo negativa entre a quantidade de
virus e o titulo neutralizante do soro, ou
seja, que quando se empregam quantida-
des diferentes de virus, os titulos neutra-
lizantes do soro diferem significantemente,
sendo menores quando as quantidades de
virus sdo maiores.

Como o efeito da variagcdo na quanti-
dade de virus sobre os resultados das pro-
vas de soroneutralizacdo pode,
mente, manifestar-se diferentemente na
dependéncia do teor de anticorpos no so-
ro, resolvemos, também, num sendo pas-
so, levar em conta a possivel influéncia
desta variavel.

eventual-

Desenvolvemos, pois, o experimento em
duas fases, de modo a contemplar os aspec-

tos propostos.

Na primeira fase, utilizamos um dnico
soro, com o qual foram realizadas varias
séries de provas frente a mesma amostra
de virus, cuja quantidade variou de uma
série para outra, visando obter-se diferen-
tes niveis quantitativos. Em cada série
foi empregada uma quantidade fixa de vi-
rus, frente & qual o soro em apreco foi

submetido, repetidamente, a numerosas
provas.
Na segunda fase, trés soros, escolhidos

por apresentarem diferentes concentracdes
em anticorpos, foram testados paralela-
mente, frente a quantidades definidas do
virus empregado,
tintos.

em quatro niveis dis-
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Fixamos como nivel de rejeicdo da nos-
sa hipotese de nulidade o valor 0,05.

2. MATERIAL

2.1. Animais

Utilizamos em nosso experimento, ca-
mundongos suicos albinos, pesando de 13
a 17 gramas, procedentes de coldnia cui-
dadosamente controlada.

2.2. Virus

O virus empregado constitui-se de uma
suspensdo a 20% de cérebro de camundon-
gos infectados com virus rabico fixo amos-
tra C.V.S. (Challenge Virus Standard),
de preparacdo recente e mantida a tem-

peratura de —20°C até o momento do
uso.
2.3. Soros

Foram utilizados no presente estudo so-
ros de cdes previamente selecionados, co-
lhidos em condi¢des de cuidadosa assepsia,
inativados em banho-maria a 56°C duran-
te 30 minutos e mantidos a temperatura
de —20°C até o momento do uso. Igual
tratamento foi dispensado aos soros nor-
mais de equino e de canino.

O soro numero I, usado na fase prelimi-
nar do trabalho, possuia elevado teor de
anticorpos neutralizantes. Os soros II, |11
e IV, usados na etapa complementar, fo-
ram escolhidos tendo em vista a conve-
niéncia de se ter amplitude de variacéo
suficiente da concentragdo de anticorpos,
definindo-se, arbitrariamente, trés niveis
distintos: baixo, médio e elevado .respecti-
vamente.

2.4. Diluente

tanto do virus como dos
soros, foram efetuadas em &gua destilada

As diluigdes,
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contendo 2% de soro de equino normal,
adicionada de 1.000 unidades de penicilina
e 1,25 miligramas de estreptomicina por
mililitro.

3. TECNICA

Os testes de soroneutralizacdo realiza-
ram-se segundo a técnica desenvolvida por
ATANASIU et al.5 (1956) para a titula-
¢do de anticorpos réabicos em soros hu-

manos .

As amostras de soro foram submetidas
a diluicbes em progressdo geométrica de
razdo cinco e misturadas com quantidades
iguais de uma suspensdo de virus previa-
mente preparada, de sorte a obter-se na
diluicdo final a dose de virus pretendida.

As misturas virus-soro assim obtidas fo-
ram colocadas em banho-maria a 37°C,
durante 90 minutos e, a seguir, cada uma
delas, inoculadas pela via intracraniana,
na dose de 0,03 ml por animal, em cinco
camundongos. Durante o periodo de ino-
culagdo, as referidas misturas permane-
ciam em condi¢cGes de refrigeracgao.

A sisteméatica adotada para o controle
do virus foi anéloga a dispensada ao soro.
Aqui, a suspensdo de virus foi submetida
a dilui¢cdes decimais,
guir, com

misturando-se a se-
igual quantidade de soro nor-
mal, empregado na menor diluicdo que cor-
respondia ao soro em teste.
cessario periodo de

Apés o ne-
incubagdo cada dilui-
cdo foi inoculada em dez camundongos, na
mesma dose e via apontadas.

Os animais inoculados foram observados
diariamente durante vinte e um dias, sen-
do registradas, para fins de interpretacéo
das provas, as mortes ocorridas a partir
do sexto dia, precedidas da sintomatologia
caracteristica. Os titulos dos soros e do
virus foram calculados empregando-se o
método de REED & MUENCHZ8 (1938).
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4 TRATAMENTOS

Na primeira fase deste estudo procura-
mos conhecer, de um lado, a precisdo da
técnica, mantidas constantes, tanto quan-
to possivel, as condi¢Bes experimentais e,
de outro, se a variagcdo da dose de virus
seria capaz de influenciar o resultado da
prova.

Com esse fito, organizamos quatro trata-
mentos, simbolizados pelas letras A, B, C
e D, que visavam testar o soro numero |,
repetidamente, frente a doses definidas
de uma mesma amostra de virus, em niveis
quantitativos distintos.

Cada tratamento consistiu de oito repe-
ticbes da prova de soroneutralizagdo, fren-
te a uma quantidade fixa- de virus rébico,
preparada de acordo com o recomendado
por ATANASIU 8 (1967), titulando se o vi-
rus em presenca de soro canino normal
inativado, a cada duas provas. Esta titu-
lagdo em quadruplicata objetivou reduzir
a influéncia da variabilidade do sistema
biolégico empregado, posto que o valor da
média aritmética apresenta, seguramente,
maior estabilidade do que os valores indi-
viduais.

As doses de virus usadas nos diferentes
tratamentos, calculadas com base nas mé-
dias aritméticas dos valores obtidos em
cada uma das quatro titulacdes, resulta-
ram ser 6, 49, 153 e 306 DLH5S0, respectiva-
mente.

Na segunda fase um terceiro aspecto
deveria ser considerado — a influéncia que
poderia exercer a diversidade da dose de
virus no resultado da prova, quando se
fizesse variar o teor de anticorpos do soro.

Para tanto, valemo-nos de trés soros
designados pelos algarismos II, Il e 1V,
que apresentavam, respectivamente, titu-
los neutralizantes baixo, médio e elevado.

Segundo a mesma orientagdo da fase
inicial, foram instituidos quatro tratamen-
tos, cada um deles correspondendo a uma

determinada dose de virus, simbolizados
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pelas letras E, F, G e H, e que revela-
ram, respectivamente, os valores de DL50
iguais a 24, 96, 202 e 404.

Nesta fase os trés soros foram testados
paralelamente frente a cada uma das qua-
tro doses de virus, ndo havendo, entretan-
to, replicagdes do tratamento.

5 RESULTADOS

Os resultados obtidos figuram nas ta-
belas e graficos que se seguem.

Na tabela | aparecem os titulos de anti-
corpos neutralizantes do mesmo soro, ex-
pressos em logaritmo de base 10, segundo
a dose de virus representada pelas DL50
empregadas em cada um dos tratamentos
A, B, C e D. Para cada tratamento figu-
ram, também, os valores da média arit-
mética, do desvio padrdo, do coeficiente de
variabilidade de Pearson e do erro padréo
da média.

O grafico 1, construido com base nos
dados apresentados na tabela I, ilustra co-
mo se comportaram os titulos de anticor-

TABELA |1

Titulos de anticorpos neutralizantes (log 10)
Sao Paulo

A (6)

2,273
2,532
2,450
2,450
2,357
2,352
2,460
2,795

Média aritmética 2,458
Desvio padréo 0,148

Coeficiente de variabilidade de
Pearson (%) 6,0

Erro padrao da média 0,057

pos neutralizantes do mesmo soro, frente
as diferentes doses de virus empregadas.

A poligonal foi construida representan-
do-se no eixo das ordenadas as médias
aritméticas dos titulos de anticorpos neu-
tralizantes correspondentes a cada um dos
tratamentos e em abscissas, os valores das
DL3 de virus empregadas em cada caso.

do soro |, segundo o tratamento adotado.
, 1972,

Tratamentos e correspondentes DL»

B (49) C (153) D (306)
2,273 1,746 1,397
1,746 1,746 1,397
1,746 1,658 1,746
1,978 1,746 1,513
2,212 1,658 1,397
2,352 1,746 1,397
1,978 1,746 1,746
1,748 1,746 1,746
2,004 1,724 1,542
0,233 0,038 0,162
11.6 2,2 105

0,090 0,015 0,061

O tratamento estatistico dos resultados
foi desenvolvido conforme os principios re-
comendados por GOLDSTEIN 15 (1965).

A regresséo linear calculada para os da-
dos da tabela I, levou a obtencdo dos va-
lores 2,279 e —0,0027, respectivamente, pa-
ra os parametros a e b, dando origem assim

9
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Grafico | — Anticorpos neutralizantes segundo a média dos titulos do soro,
expressa em logaritmo de base 10 e o numero de DL® do virus, empregadas
em cada caso. Sao Paulo, 1972.

a equacado da reta, expressa por y = 2,279 No gréafico Il figura a reta de regres-
0,0027 x. sdo calculada com base nos dados da ta-
No prosseguimento da analise obtive- bela | e os correspondentes limites de con-
mos para r o valor igual a —0,82, que re- fianca de 95%, representados, respectiva-

velou estreita relacdo negativa entre as Mmente, pelos valores + 0,17, + 0,14; *
duas variaveis, ou seja, na medida que 0,12 e + 0,22, para os tratamentos A, B,
crescem os valores de DLS do virus na C e D; e + 012 para a média x, Y.
prova de soroneutralizagdo, decrescem o0s

Na tabela 1l encontram-se os titulos

resultados do titulo do soro. neutralizantes, expressos em logaritmo de
O valor t calculado, igual a 7,84, mos- base 10, dos soros IlI, Il e IV, segundo a
trou ser significante ao nivel de rejeicéo dose de virus empregada, correspondente,
adotado, igual a 5%. respectivamente, aos tratamentos E, F, G
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Grafico Il — Reta de regressdo e correspondentes limites de confianca de 95%,
calculados com base nos dados da tabela |I. S&o Paulo, 1972.

TABELA 11

Titulos neutralizantes, expressos em logaritmo de bi.se 10, segundo o soro de baixo,
médio e elevado teor de anticorpos e as doses de vlrus empregadas, expressas em DLy,
correspondentes, respectivamente, aos tratamentos E, F, G e H. S&o Paulo. 1972.

Soros
1 11 v
Tratamentos
E (24) 1.978 2,265 2,795
F (96) 1,751 1,746 2,677
G (202) 1.625 1,658 2,445
H (404) 1,052 1,287 2,212
Média aritmética 1,601 1,739 2,532
Desvio padréao 0,34 0,35 0,22
Coeficiente de variabilidade de
Pearson (%) 21,2 20,1 8,7
Erro padrdo da média 0,20 0,20 0,13

5 |_10 ! E 0 ' \J-S.P.
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Grafico lir — Anticorpos neutralizantes dos soros de baixo, médio e elevado
teor de anticorpos, segundo o titulo expresso em logaritmo de base 10 e a
dose de virus empregada, expressa em DL». S&do Paulo, 1972.

Il - SORO DE B8AIX0 TITULO NEUTRALIZANTE
I = SOMO DE MEDIO TITULO NEUTRALIZANTE
IV - SORO DE ELEVADO TITULO NEUTRALIZANTE

e H, figurando também, para cada soro, A regressdo calculada para os soros II,

os valores da média aritmética, do des- Il e IV forneceu para os parametros a

vio padrédo, do coeficiente de variabilidade e b, respectivamente, os seguintes valores:

de Pearson e do erro padrédo média. soro 1, 2,018 e -0,0023; soro IIlI, 2,156 e
O grafico 11l mostra as trés poligonais 0,0023; e soro 1V, 2,804 e -0,0015.

correspondentes ao comportamento dos so-

ros I, 111 e IV, frente as diferentes do- Isto possibilitou, correspondentemente, o

. , A
ses fixadas de virus. calculo das equagdes de regressdo y =

Este gréafico foi construido consoante a
mesma orientacdo empregada para o gra-
fico namero 1. ey = 2804 - 0,0015 x.

2,018 - 00023 x; y = 215 - 0,0023 x
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Gréfico IV — Retas de regressdo calculadas com base nos dados da tabela II.
S&o Paulo, 1972.

Os valores de r calculados para cada uma
das trés retas foram, na mesma sequéncia,
-0,97; -0,94 e -0,98.

O grafico IV mostra as trés retas de re-
gressdo calculadas com base nos dados da
Tabela 1I.

6. DISCUSSAO

Os dados obtidos e os resultados das ana-
lises estatisticas realizadas p6em em evi-

déncia alguns aspectos que convém dis-
cutir.

A prova de soroneutralizacdo realizada
segundo a técnica descrita por ATANA-
SIU et al.5 (1956), apresenta boa repro-
dutibilidade desde que se trabalhe efetiva-

mente com dose de virus constante.

De fato, os valores de dispersédo calcula-
dos para a distribuicdo de frequéncia
dos valores de cada um dos tratamentos
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da tabela | indicam que é relativamente
baixa a variabilidade dos resultados.

Os dados constantes dessa mesma ta-
bela, pdem em evidéncia, entretanto, a
influéncia que exerce a diversidade da
quantidade de virus no resultado das pro-
vas de soroneutralizagdo. Realmente, veri-
fica-se que na medida em que crescem as
quantidades de virus empregadas, sdo me-
nores, para um mesmo soro, os titulos de
anticorpos neutralizantes.

HRONOVSKI & BENDAXD (1970) e
KING et al. 21 (1965), realizando provas de
soroneutralizagdo em sistema biolégico di-
ferente, representado por cultivos celula-
res, constataram também que doses maio-
res de virus determinam valores menores
para os titulos de anticorpos neutralizan-
tes do soro.

Os resultados constantes da tabela 11
mostram que a relacdo negativa existente
entre a dose de virus e o titulo de anti-
corpos neutralizantes estd presente quer
se trate de soros de concentragdo baixa,
média ou elevada de anticorpos.

Cortes, J. de A. & Nilsson, M. R.

Zootec.

Univ. S. Paulo, 11:95-106, 1974.

O conjunto dos resultados
tanto,

indica, por-
que a quantidade de virus empre-
gada na prova de soroneutralizacdo é uma
variavel capaz de influenciar significante-
mente os resultados desta, e deve, portan-
to, ser adequadamente controlada, mor-
mente quando se pretende comparar re-
sultados de diferentes provas, referentes
ao mesmo grupo de animais em diferen-
tes tempos ou entre grupos diferentes de
animais.
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