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Investigagéo soroldgica da influenza tipos A e B em estudantes

universitarios, Brasil*

Serological surveillance of influenza A and B, at the university students, Brazil.

Dalva A. P. Mancini**, Valéria R. Tavares**, Clarice P. M. Espindola™

MANCINI, D.AP. et al. Investigagio soroldgica da influenza tipos A e B em estudantes universitrios,
Brasil. Rev. Saiide pibl., S. Paulo, 25: 468-72, 1991. Levantamento soroldgico realizado em 200 estu-
dantes da Universidade de Sdo Paulo, nos anos de 1984 e 1985, demonstrou ampla prevaléncia
sorolégica do virus da influenza tipos A e B. Os anticorpos dos individuos foram detectados pela
técnica de Hemolise Radial Simples (HRS), cujas médias aritméticas de titulos foram maiores entre as
cepas dos subtipos (H N ) e (H,N,) do virus da influenza tipo A, mais recentemente isoladas da popu-
lagdo. Porém, com relagdo ao tipo B, deste virus, a situagdo foi inversa, pois apesar da cepa B/Engl./
847/73 ser a mais antiga incidente, revelou melhor reatogenicidade sobre as demais cepas avaliadas e
de acordo com a doutrina do “Pecado original antigénico”, € suposto que tenha sido responsédvel pela
primo infec¢@o na maioria do grupo investigado. A avaliagio sorolégica dos subtipos do virus influenza
tipos A e B, desta populag@o, revelou indices de anticorpos de baixos titulos HRS (2,5 a2 3,5 mm) e de
altos titulos (= 4,0 mm) que estéo relacionadas ao menor e maior nivel de protegio a infec¢fo. Sendo
que a capacidade individual da imunidade e da persisténcia de anticorpos contra o virus, dependeram
da atualidade e freqiiéncia de exposi¢do a influenza.

Descritores: Influenza, epidemiologia. Métodos soroepidemioldgicos.

Introducgéo

No Brasil, como na maior parte do mundo, a
influenza tem se apresentado de forma epidémica e
endémica, atingindo individuos de todas as idades**
.25 A ocorréncia dos surtos de gripe tem acarreta-
do problemas de extrema gravidade chegando até a
casos letais, principalmente entre subnutridos e nos
grupos de risco encontrados em creches, asilos e
hospitais! 345 13.20,

Devido a circulagio de um grande ndmero de
variantes antigénicas do virus da influenza, conse-
qliientes da sua acentuada capacidade de
recombinagdo genética, € que a maioria da popula-
¢do continua susceptivel a alguma cepa deste vi-
rus'®, Além do que, a susceptibilidade mais acen-
tuada em criancgas e idosos a infeccdo viral, decor-
rente da diminui¢do acelerada dos anticorpos, faz
com que estes grupos sejam mais atingidos pelas
infecgGes gripais®> 12,
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A caracterizagdo das cepas do virus da influenza
que mais atingem uma populacdo, é de grande im-
portancia no processo de monitoramento da exten-
sdo epidemioldgica tanto do ponto de vista da sen-
sibilidade da populagdo a uma determinada cepa
como, também, para fornecer elementos a selegio
da composi¢do de imunégenos!® 13:18.20.26.29,

Dentro destas proposi¢des, foram analisados so-
ros de estudantes da Universidade de Sdo Paulo,
para se obter o levantamento sorolégico de diferen-
tes cepas dos tipos A e B do virus da influenza. A
andlise soroldgica através do teste ¢a Hemdlise Ra-
dial Simples, tem demonstrado grande sensibilidade
nas investigacdes da influenza” 122, 4ando condi-
¢cOes de caracterizar individualmente diferentes
subtipos soroldgicos do virus. Estas informagdes
permitem selecionar as cepas apropriadas para com-
posicdo da vacina inativada contra gripe trivalente
que usualmente € preparada no Instituto Butantan.

A Organizagdo Mundial de Saude informa e re-
comenda as cepas que devem compor a vacina
contra gripe, porém ressalta a importancia da ava-
liagda dos subtipos incidentes no préprio meio, para
completar esta orientagdo'®.

Materiais e Métodos
Soros

Soros de 200 estudantes da Universidade de S3o
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Paulo, de faixa etdria entre 19 e 25 anos, foram
obtidos por pungio venosa, invativados a 56°C por
30 min e mantidos congelados a -20°C até serem
submetidos ao teste.

O periodo da coleta de amostras deu-se entre os
anos de 1984 e 1985.

Virus

Cepas de virus influenza:

*A/SP/1/78 = A/Brazil/11/78 (H\N ); *A/SP/1/
80 = A/Bang Kok/1/79/ (H,N,); A/SP/1/81 = A/
England/1333/80 (H N ); A/SP/1/82 = A/Arizona/
2/80 (H,N,); B/SP/1/83 = B/Singapore/222/79; ¢ B/
England/847/73, fornecidas pelo Instituto Adolfo
Lutz de Sdo Paulo e mantidas através de passagens
em ovos embrionados de galinha, foram emprega-
das na avaliag@o soroldgica.

Teste de Hemdlise Simples (HRS)

O teste de HRS empregado nas titulagdes dos
anticorpos nos soros baseou-se na técnica padroni-
zada por Schild * com algumas modificagges 4171
21O teste fundamenta-se na lise das hemiécias de
galo, sensibilizados com virus e mediada pelo
complemento (soro fresco de cobaia) quando na
presenca de anticorpos especificos do virus. A rea-
¢do € considerada positiva quando os valores das
médias dos didmetros dos halos de hemélise forem
iguais ou superiores a 2,5 mm. No teste controle, o
concentrado viral foi substituido por liquido
alantdide puro, seguindo-se a mesma metodologia
para verificar auséncia de reac@o.

Resultados

As freqiiéncias de anticorpos contra as cepas do
virus da influenza, A/SP/1/78 (HN,), A/SP/1/81
(H\N)), A/SP/1/80 (H,N,), B/England/847/73 e B/
SP/1/83, detectados pela técnica de HRS, em soros
de 200 estudantes se encontram registradas nas fi-
guras 1 a 6. A comparacdo das médias dos titulos
de anticorpos obtidos das diferentes cepas virais,
estd demonstrada na Figura 7.

Discussédo e Conclusdes

Nos gréficos apresentados nas Figuras 1 e 2,
observa-se a resposta de anticorpos contra o subtipo
(H,N)) do virus influenza tipo A, detectada pelo
teste HRS, onde 43,5% da populagio avaliada
apresenta titulos de anticorpos HRS de 2,5 a 3,5

* Cepas recomendadas pela OMS, para composigdo da
vacina contra gripe - 1985-1986%".
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mm, e 56,5% apresenta titulos de = 4,0 mm, para o
subtipo (H N, ) isolado no ano de 1978.

Ao que se refere ao subtipo do ano de 1981,
verifica-se 37,5% de individuos com titulos de
anticorpos HRS de 2,5 a 3,5mm e 62,5% com titu-
los de anticorpos HRS = 4,0mm:.
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Figura 1. Freqliéncia de anticorpos para virus influenza
A/SP/1/78 (H,N,) na populagéo de estudantes universita-
rios.

C

FREQ!

35

w
o
T

n
o
T

n
o
T

FREQUENCIA
@

o
T

(4]

o L _ﬂ_ﬂl—\r—l|
2 3 4 5 8 7 8 9 10 1"

TITULO EM @ DE HALO DE HEMOLISE (MM)

Figura 2. Freqliéncia de anticorpos para virus influenza
A/SP/2/81 (H,N,) na populagio de estudantes universita-
rios.
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Figura 3. Freqléncia de anticorpos para virus influenza
A/SP/1/80 (H,N,) na populagéc de estudantes universita-
rios.

469



Mancini, D.A.P. et al.

45 —
40
35
30 -
25
20 +
15 F

10
5_
0 ] N

2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
TITULO EM @ DE HALO DE HEMOLISE (MM)

FREQUENCIA

Figura 4. Fregléncia de anticorpos para virus influenza
A/SP/1/82 (H,N,) na populagéo de estudantes universita-
rios.
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Figura 5. Freqléncia de anticorpos para virus influenza
B/Engl/847/73 na populagao de estudantes universitarios.
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Flgura 6. Freqliéncia de anticorpos para virus influenza
B/SP/1/83 na populagao de estudantes universitarios.

Nas Figuras 3 e 4, onde se apresentam os grafi-
cos que registram titulos de anticorpos obtidos pelo
teste HRS, contra o subtipo (H,N,) do virus
influenza tipo A, verifica-se que 55,5% dos indivi-
duos avaliados apresentam titulos de anticorpos
HRS de 2,5 a 3,5 mm e 44,5% apresentam titulos
de anticorpos HRS 2 4,0 mm, ao subtipo (H,N,)
isolado em 1980. Com relagdo ao subtipo (H,N,) do

470

Rev. Saiide publ., S. Paulo, 25(6), 1991

| r iy
ot ¢
B b

3 I 1 ¢ i I 1

HIN1/78 HIN1/81 H3N280 H3N2/82 B/Engl78 B/SP/83
CEPAS DE VIRUS INFLUENZA

TITULO EM @ DE HALO DE HEMOLISE (mm)

Figura 7. Titulos de anticorpos, pela Hemdlise Radial
Simples, de diferentes cepas do virus influenza na
populagio de estudantes universitarios.

ano de 1982, verifica-se titulos de anticorpos HRS
2> 4,0mm em 65,5% dos individuos avaliados.

A resposta de anticorpos aos subtipos do virus
influenza tipo B esta representada nos graficos das
Figuras 5 e 6, onde se observa que ao subtipo do
ano de:1973, obteve-se 17,5% de individuos com
titulos de anticorpos HRS de 2,5 a 3,5 mm e 82,5%
com titulos de anticorpos HRS 2 4,0 mm. Ao
subtipd B do ano de 1983, verifica-se titulos de
anticorpos HRS de 2,5 a 3,5mm, em 20,5% dos
individuos analisados e 79,5% destes com titulos
de antitorpos HRS 2 4,0mm.

Na Figura 7 estio demonstradas as médias dos
titulos de anticorpos HRS contra os subtipos HN)
de 1978 e 1981, subtipos (H,N,) de 1980 ¢ 1982 do
virus influenza tipo A, e o tipo B dos anos de 1973
e 1983, onde se observa que o tltimo subtipo A e
os 2 subtipos B apresentam maiores médias de titu-
los de anticorpos contra o virus influenza.

Os resultados obtidos durante a investigagdo
sorolégica, pelo teste de HRS, foram comparados
aos resultados da placa controle, onde nio se veri-
ficou a formagdo de halo de hemdlise.

Obgervando-se os resultados apresentados nas
Figuras de 1 a 6, verifica-se dois niveis de resposta
de anticorpos contra o virus influenza, um deles
com tftulos mais baixos (2,5 a 3,5 mm) e outro
com titulos mais altos (= 4,0mm), isto sugere que
além da influéncia da capacidade imunogénica que
cada cepa viral possui na indugdo de anticorpos, hd
também a variabilidade na persisténcia do nivel de
anticorpos de individuo para individuo'*, Cabendo,
ainda, relatar que o nivel de anticorpos é suposto
estar proporcionalmente relacionado ao grau de
proteg@o a infecgdo por virus influenza, como temos
obser‘yado em monitoramento sorolégico, apés
imunizagao contra gripe'’. Portanto, apesar das di-
ferengas de niveis de anticorpos detectadas na po-
pulagdo investigada, fica evidente que todas as ce-
pas do virus influenza a atingiu em sua totalidade.
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Através da andlise estatistica dos resultados das
titulagdes dos 200 soros de individuos sem histéri-
co de vacinacfo contra influenza, apresentada na
Figura 7, verificam-se médias aritméticas que apre-
sentaram os seguintes valores: titulos de anticorpos
de 4,14 (31,43) para a cepa (H,N,)/78 ¢ 4,42 (31,49)
para (H N )/81. Com relagio as cepas (H,N,) as
médias foram de 3,94 (81,56) para (H,N,)/80 ¢ 4,86
(61,62) para (H,N,)/82. Quanto as cepas do virus
da influenza tipo B, como Engl/73, e SP/83, verifi-
cam-se médias de 5,13 (81,45) e 4,89 (81,26), res-
pectivamente.

Analisando os resultados apresentados na Figura
7, pode-se verificar, no periodo da avaliacgfo
sorolégica, que cepas mais recentemente incidentes
na populacdo de Sdo Paulo, como os subtipos
(H,N)) e (H,N,) do virus influenza tipo A, apresen-
tam maiores médias de titulos de anticorpos com-
parados aos mesmos subtipos menos recentes. No
que se refere ao tipo B desse virus, a situagdo é
inversa, pois a cepa B/Engl/73, apesar de registrar
incidéncia mais antiga do que a cepa B/SP/83,
apresentou a mais alta média de titulos.

Devido a maior reatogenicidade de cepa B/Engl/
73, sobre as demais cepas dos virus de influenza
avaliadas e apoiados na doutrina do ‘“Pecado origi-
nal antigénico™®, supde-se que esta cepa tenha sido
responsdvel pela primo infeccdo na maioria dos
individuos desta investigagdo.

Em estudo anterior com os subtipos (H3N2),
(HN,) do virus da influenza tipo A e o tipo B,
verificou-se que individuos vacinados contra os trés
antigenos tiveram respostas imune humoral de até
100% para o tipo B, 93,75% e 73,68% para os
subtipos A(H,N,) e (H N,), respectivamente, pre-
valecendo, também, a imunogenicidade do tipo B*.

Diversos trabalhos desenvolvidos com virus da
influenza tipo B consideram que as caracteristicas
menos varidveis deste tipo com relagdo ao tipo A,
o torna menos epidémico. Assim, € mais freqiiente
reincidir na populag@o, cepas homélogas do que as
heterélogas e para as quais o sistema imune do
organismo infectado responde em altos niveis de
anticorpos, como ocorre na reacio especifica de
antigeno e anticorpo* 162224,

Mancini e col.", estudaram grupos de adultos e
criangas vacinados contra influenza e verificaram
maior indice de respostas imunes tanto do tipo
especifica como cruzada para adultos e quase to-
talmente do tipo especifica para criangas, atribu-
indo a maior reatividade dos adultos o fato deles
terem sido mais expostos a infec¢do natural da
influenza.

Zuckerman e col.* (1991), avaliaram através de
um estudo realizado com cem estudantes voluntéri-
os, da Escola de Medicina de Londres, a resposta
soroldgica frente a vacinagfio. Estes autores, tam-
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bém, trabalharam com diferentes cepas, tipo
AHN)) e (H,N,), do virus influenza, assim como
o tipo B, concluindo que mais de 98% dos volunta-
rios deveriam estar protegidos contra as cepas epi-
démicas circulantes, dos tipos A ¢ B do virus
influenza.

Da avaliagio sorolégica realizada no presente
trabalho, conclui-se que ambos tipos A e B do virus
da  influenza apresentam acentuada
imunogenicidade, que ficou demonstrada na ampli-
tude das médias de niveis de anticorpos detectados
na populagfo estudada, o que indica considerdvel
prevaléncia soroldgica do virus da influenza, na
cidade de Sdo Paulo.

Com base no objetivo desta investigagio, a ava-
liag@o da capacidade imunogénica das referidas ce-
pas do virus da influenza caracterizou a importancia
da selegdo de cepas recentemente incidentes na po-
pulag@o, para constituicdo antigénica da vacina
contra gripe, considerando, principalmente, as pro-
priedades das cepas do tipo A.
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MANCINI, D.AP. et al. [Serological surveillance of in-
fluenza A and B, at the universitarian students, Brazil].
Rev. Saiide publ., S. Paulo, 25: 468-72, 1991. Wide se-
rological prevalence of influenza A and B was verified
by the serological survey covering 200 students of the
University of S. Paulo during the 1984-1985 period. The
humoral antibodies were detected by the single radial
haemolysis technique, whose arithmetic titres averages
were greater for both subtypes, (H N ) and (H,N,) of the
influenza A virus strains recently isolated from the popu-
lation. However, the situation of this type B virus was
not the same as that of type A seeing that the B/Engl/
847/73, although an older strain, showed better
reactogenicity than the other strains evaluated. It is pos-
sible that is was responsible for the primo infection of
most of the components of the group surveyed, as the
phenomenon of the “Original Antigenic Sin” explains.
The antibody responses to subtypes of influenza A and
B in this survey demonstrated levels with low SRH titres
(2.5 to 3.5 mm) and high SRH titres (2 4.0mm) related
to the lowest and highest levels of suggest protection
against infection. Individual immunity and persistence
of antibody are related to frequency and recent occurrence
of exposition to influenza. As concerns the formulation
of influenza vaccine it was established that this preserves
the antigen selection of the new strains isolated from the
population, mainly due to the behavior of the influenza
A virus.

Keywords: Influenza, epidemiology. Seroepidemiologic
methods.
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