Rev, Saiide publ., S. Paulo, 19:438-43, 1985,

VACINA INATIVADA CONTRA GRIPE TRIVALENTE. ESTUDO
COMPARATIVO DA RESPOSTA IMUNITARIA PELOS METODOS DE
INIBICAO DE HEMAGLUTINACAO E DA HEMOLISE RADIAL SIMPLES

Dalva A. Portari Mancini*

Elvira M. Mendes do Nascimento*
Valéria Rosa Tavares*

Maria Auxiliadora Lucchiari*
José Amaral Prado*

Murillo A. Soares*

MANCINI, D.A.P, et al. Vacina inativada contra gripe trivalente. Estudo comparativo
da resposta imunitédria pelos métodos de inibigdo de hemaglutinagdo e da hemolise
radial simples. Rev, Satnde pibl,, S. Paulo, 19:438-43, 1985.

RESUMO: A vacina inativada contra gripe, trivalente, preparada no Instituto
Butantan, contendo 200 unidades hemaglutinantes de cada uma das cepas de virus
Influenza A/SP/1/80 (H3N2), A/SP/1/78 (HiN1) e B/England/847/73, foi adminis-
trada em 110 voluntdrios humanos adultos, sendo que 62 receberam uma dose de
vacina e 48 duas doses, com intervalo de 21 dias. A resposta de anticorpos especificos
para influenza foi analisada comparativamente pelos testes de Inibigdo da Hemaglu-
tinagdo (IH) e Hemolise Radial Simples (HRS). Ocorreu aumento significativo do teor
de anticorpos nos individuos vacinados, correspondente a um aumento de 4 vezes ou
mais nos titulos obtidos pelo teste IH e a um aumento de 3,0 mm ou maior no didme-
tro das zonas de hemdlise pelo teste HRS. Os métodos demonstraram correlagdo satis-

fatéria entre si.

UNITERMOS: Gripe, vacina. Imunizagio.

INTRODUCAO

Tendo em vista a extrema variabilida-
de antigénica do virus influenza 6.7.13.15,
hé necessidade de cuidados especiais no
controle desta infecgdo. A vacina inati-
vada contra a gripe vem sendo utilizada
na prevengdo da influenza. A eficacia
imunizante dessa vacina varia de 40 a
80% (Stuart-Harris e col., 1981 21) de-
vido a vdrios fatores, tais como nimero
«de doses inoculadas e antigenos presentes
na vacina, ponto critico na profilaxia
contra influenza %1% uma vez que esses
antigenos devem corresponder aos dos
virus prevalentes na populagéo.

Viérios estudos tém sido realizados
com o objetivo da avaliagdo da imuno-
genicidade da vacina inativada contra a
gripe. Em 1976, Smith ¥ encontrou a

persisténcia da imunidade apds trés anos
de vacinacgfo, utilizando a vacina mono-
valente tipo A. Salk e Salk® (1977)
observaram que individuos vacinados du-
rante uma epidemia de influenza tipo A
apresentaram imunidade a partir do oita-
vo e nono dias apds a vacinagdo, e a
persisténcia dessa imunidade foi obser-
vada ainda um ano apés. A incidéncia
da infec¢do em grupos parcialmente va-
cinados foi 85% menor do que nos gru-
pos ndo vacinados.

Moffat e col.!* (1982) comprovaram

a eficacia de uma vacina trivalente
contendo as cepas A/Bangkok/1/79
(H3N2), A/Brazil/11/78 (HIN1) e

B/Singapore/222/79, em um grupo de
105 voluntdrios humanos. Ionitd e col.’

* Do Servico de Virologia do Instituto Butantan — Av. Vital Brasil, 1.500 — 05503 — S&o Paulo, SP —

Brasil,
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(1982), com amostras de soros pareados,
antes e apds a vacinag¢do, demonstraram
aumento significativo de anticorpos para
o virus influenza, pelos testes IH e HRS.
Mancini e col.® (1982), verificando a
resposta de anticorpos para a vacina ina-
tivada, em 75 recrutas do exército ita-
liano, na faixa média de 20 anos de
idade, observaram aumento de anticor-
pos em 77% dos individuos estudados,
os quais apresentaram titulos de anti-
corpos inibidores da hemaglutinagio =
1:40 e didmetro das zonas de hemdlise
> a 5,5mm. Schild e col.'” (1975) e
Pettersson 1* (1980), com amostras de
soros de individuos vacinados, compara-
ram os niveis de anticorpos pelos. mé-
todos de Inibigdo da Hemaglutinagio
(IH) e Hemodlise Radial Simples (HRS).
Verificaram que o teste de HRS oferece
maior rapidez e simplicidade.

O presente trabalho visa analisar, atra-
vés dos testes de TH e HRS, os titulos
de anticorpos em soros de 110 indivi-
duos adultos, voluntarios, antes e apds
uma e duas doses de vacina contra gripe
produzida no Instituto Butantan.

MATERIAL E METODOS

Vacina contra gripe

A vacina trivalente contra gripe I.B.,
produzida no Instituto Butantan (S&o
Paulo-Brasil), a partir de ovos embrio-
nados inoculados com virus influenza, é
concentrada pela técnica de Stanley 2°
modificada e inativada pelo formol.

A composi¢do da vacina segue as re-
comendagdes da Organizagdo Mundial
da Salde 13, isto é, contém dois tipos A
com genomas diferentes: A/SP/1/80
semelhante & A/Texas/1/77 ¢ A/Bang-
kok/1/79 (H3N2); A/SP/1/78 seme-
lhante a A/Brasil/11/78 (HIN1) e um
tipo B, B/England/847/73 semelhante
a B/Hong Kong/8/73. O contetido an-
tigénico das diversas partidas varia entre
600 a 800 unidades hemaglutinantes, de-

terminadas pelo teste da Hemaglutinagéo.
A dose de vacina contém, pelo menos,
200 unidades hemaglutinantes de cada
tipo de virus.

Soros humanos

Amostras de soro de 110 individuos
adultos, sem experiéncia prévia com a
vacina contra gripe, com a idade entre
19 a 69 anos, foram obtidos através da
coleta do sangue por pung¢do venosa, an-
tes da primeira dose da vacina e 3 se-
manas apds a primeira e/ou segunda
doses. Os soros foram inativados a 56°C
por 30 min. e mantidos congelados a
—209C até a realizagdo dos testes.

Teste da Inibi¢do da
Hemaglutinagédo (IH)

O teste IH foi realizado de acordo
com o método de Takatsy 22, Inicial-
mente as amostras de soro foram trata-
das com caolim a 20% em solugéo tam-
pdo fosfato (PBS) e em seguida proce-
deu-se a titulagéo.

Teste da Hemdlise Radial Simples (HRS)

O teste de HRS empregado segue a
técnica preconizada por Schild e col.?,
com modificages 3:411:12.22 Compreen-
deu o preparo de imunoplacas com uma
suspensdo a 10% de hemécias de galo
em solugdo de DGV (Dextrose, Gelatina,
Veronal) e volume igual da vacina (an-
tigenos) contendo 200 unidades hema-
glutinantes para cada uma das duas
cepas do tipo A e 100 unidades hema-
glutinantes para o tipo B, constituidos
da vacina em estudo.

Na placa controle, o concentrado viral
foi substituido por liquido alantéide pu-
ro. Adicionou-se, em seguida, o com-
plemento (soro fresco de cobaia) com
125 wunidades — CHj,, previamente
absorvido com hemdcias de galo, e aga-
rose a 1% fundida e resfriada a 43°C.
Apés 30 min. de incubagdo a tempera-
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tura ambiente, foram feitas as perfura-
¢Oes e adicionados os soros inativados.
Apé6s 18 h de incubagdo a 37°C em cé-
mara Umida, foi feita a leitura. Os titu-
los de anticorpos foram baseados nos
didmetros da zona de hemdlise.

RESULTADOS

Inicialmente comparamos os niveis de
anticorpos contra os referidos antigenos
de influenza, pelos testes IH ¢ HRS nas
110 amostras de soros antes da vacina-

creece

¢do, 62 amostras apés a primeira dose
e 48 amostras apds a segunda dose. Os
resultados estdo demonstrados na Tabe-
la. Verificamos que h4 uma correspon-
déncia geral entre as reagbes de IH e
HRS.

A distribuicdo dos didmetros do halo
de hemélise do teste de HRS e dos titu-
los de anticorpos pelo teste IH podem
ser vistos na Figura, antes e ap6s a pri-
meira e segunda doses da vacina contra
a gripe.

120
TITULOS I.H.

1:40 180 160 1320 1:640 {:280

AV-Antes do vacinogo ((10amostras)
Ap190. Apds a 19 dose (62amostras)
ap 290. Apds o 29dose (48amostras)

3.0 3%/40 45/50 55/60 63/70 7.5/80 8,5/90
@Halo Hemolise (HRS)

Fig. — Freqliéncia de titulos de anticorpos para influenza expressos em titulos IH (Inibigdo de
Hemaglutinacdo) e em didmetros de HRS (Hemélise Radial Simples).
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

Como pode ser visto na Tabela, a va-
cina em estudo induziu resposta de anti-
corpos contra os referidos antigenos de
influenza, observando-se aumento dos ti-
tulos TH ¢ HRS apds a primeira e se-
gunda doses. Pode-se observar, também,
maior percentagem de titulos da ordem
de 1:1.280 e 9,0 mm para IH e HRS,
respectivamente, apés a segunda dose,
ocorrendo aumento de anticorpos, com-
parados aos iniciais.

Na Tabela pode-se verificar, ainda,
que da vacinagdo 78,19% dos soros
apresentam titulos de IH iguais ou me-
nores do que 1:40, e 21,07% apresen-
taram valores iguais ou menores do que
4,0 mm para HRS. Apés a primeira do-
se, esses valores passam para 29,03% e
1,61% de IH e HRS, respectivamente.
Apés a segunda dose uma diminuigdo
ainda mais acentuada pode ser observa-
da, com apenas 10,42% dos soros apre-
sentando IH 1:40 e 0% HRS 4,0 mm.

Observa-se na Figura o deslocamento
da distribuicdo dos titulos IH e dos dia-
metros de halos de hemdlise HRS.

Os resultados obtidos sugerem haver
correlagdo satisfatéria entre os dois mé-
todos e maior sensibilidade do teste
HRS, tendo em vista o aparecimento de
halos de hemélise na auséncia de anti-
corpos IH.

Podemos afirmar que a vacina produ-
zida no Instituto Butantan promoveu
aumento nos titulos de anticorpos nos
individuos vacinados, confirmando obser-
vagdes de outros autores 5:7.9,10,11,

Carrere ? verificou a persisténcia de
anticorpos, utilizando a vacina contra a
gripe IB. Porém, isso ndo constituiu o
objetivo deste trabalho, mas serd objeto
de estudo posterior.

As recomendagOes encontradas na lite-
ratura internacional e os resultados que
temos obtido mostram a importincia da
imunizagdo contra a gripe, principalmen-
te nos meses que antecedem o inverno,
estacdo de maior incidéncia das infecgdes
pelos virus da influenza.

MANCINI, D.A.P. et al. [Inactivated vaccine against trivalent influenza, A comparative
study of antigenicity by haemagglutination inhibition and simple radial haemolysis].

Rev, Saide publ,, S. Paulo, 19:438-43, 1985,

ABSTRACT: The inactivated vaccine anti-influenza virus, prepared at the Butantan
Institute, containing 200 U.H. from each one these virus strains, Influenza A/SP/1/80
(HyN,), A/SP/1/78 (H;N,), B/England/847/73, was administered to 110 human vo-
lunteers in one and two doses to 62 and 48 persons respectively, with an interval of
21 days between these doses. The response to specific antibodies to influenza was
analysed comparatively by the methods of Haemagglutination-Inhibition (HI) and Sin-
gle-Radial-Haemolysis (SRH). These methods demonstrated a correlation between them-
selves, with a percentual correspondence in the negative HI titres, < 1:20 and diameter of
haemolysis < 3.0 mm. Correlation between the haemolysis zone of 3.5-5.0 mm dia-
meter with HI titres of 1:40-1:80 was observed and titres of 1:160-1:320 by HI test
were equal to haemolysis zones of 5.5 mm in diameter by SRH test. Very high HI
titres » 1:640, corresponded to hemolysis zones > 7.5 mm in diameter. Soroconver-
sion raie occurred those vaccinated, which corresponded to an increase of 4 times or
more in the antibody titres obtained from the HI test and an increase of 3.0 mm or

more in the haemolysis zone diameter.

UNITERMS: Influenza vaccine. Immunization.
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