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RESUMO: Verificou-se o poder de protecdo da vacina bivalente contra a
gripe (IB) em camundongos previamente imunizados e posteriormente
infectados com suspensao de virus influenza adaptado em pulméao de ca-
mundongo. Foram usados dois grupos de camundongos, corresponden-
tes s imunizacdes com vacina pura e diluida a 107 e infectados com
duas cepas do virus influenza A/SP/1/81 (H,N;) e A/SP/1/80 (H3N,).

A imunidade foi considerada satisfatdria, pois resultou sobrevivéncia
além de 60% (Reed-Muench) para os dois grupos de animais.

PALAVRAS-CHAVE: Vacina contra a gripe, teste de protecdo.

INTRODUCAQ

O problema da gripe é de grande interesse mundial devido a alta infec-
ciosidade da doenca e sua incapacidade de produzir imunidade permanen-
te. Pelo fato de que, de uma determinada epidemia de gripe, ou ainda por
sua principal complicacdo, a pneumonia, decorram elevados coeficientes
de morbidade e mortalidade, é que a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) vem desenvolvendo um programa de colaboracédo internacional pa-
ra o controle da infeccdo. Assim, coleta informacoes epidemiologicas de
toda a parte do mundo, para divulga-las rapidamente; ainda promove e
coordena pesquisas de laboratério, a fim de descobrir novas variantes de
virus potencialmente infectantes, fornecendo-as aos laboratorios produto-
res de vacinas.

A prevencdo e o controle da gripe tém sido sustentados, principalmen-

* PqC Il = Chefe da Secdo de Rigquetsias. Servico de Virologia, Instituto Butantan.
** Estagidrias da Secdo de Riquetsias
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te, por vacinas de diferentes tipos de preparo, com nivel de protecdo de até
80% , quando utilizadas em casos de epidemias ? .

A verificacdo da poténcia da vacina contra a gripe, geralmente se faz
atraves de testes "'in vitro’’, porém & importante a avaliacdo "in vivo'' da
protecao e para este teste sdo utilizados camundongos, hamsters e fu-
rdesd 11,1213~ A padronizacdo da vacina contra a gripe, através de testes
comparativos “‘in vitro” e “'in vivo'’, é referida nas investigacdes de Mc La-
ren e colaboradores®.

Estudos da adaptacao do virus influenza em pulméo ou cérebro de ca-
mundongos adultos ou recém-nascidos, tem colaborado ndo somente no
controle de vacinas, como tambeém para esclarecimentos da infecciosidade
e da neuroviruléncia de algumas cepas variantes do virus '.6.19,

O presente trabalho procura avaliar "'in vivo' o poder imunizante da va-
cina bivalente contra a gripe, composta das cepas A/SP/1/80 (H,N,) e
A/SP/1/81 (H,N,) inativadas, produzida no Instituto Butantan e que nor-
malmente tem sua poténcia avaliada pela prova de hemaglutinacéo.

MATERIAL E METODOS

Virus

Foram empregados na pesquisa, as cepas do virus influenza, A/SP/1/80
(H;N,) e A/SP/1/81 (H,;N,), que sdo mantidas rotineiramente em passa-
gens sucessivas na cavidade alantoide de ovos embrionados de galinha,
com dez dias de idade. Com o ligquido alantoide colhido apds 40 horas da
inoculacdo, foi preparado o in6culo 2 .

VVacina

A purificacdo e a concentragdo do virus foi realizada em supercentrifuga
Sharples, com 50.000 r.p.m., fluxo continuo, a baixa temperatura (+ 2 a
5°C) ® . O virus purificado foi inativado pelo formol na proporcio de 1:4000
e ressuspenso em solucdo tampdo fosfato (PBS), de acordo com titulo he-
maglutinante, de onde resultou a vacina.

Adaptacado do virus em pulmdao de camundongo

Para adaptacdo do virus foram utilizados dois grupos de 10 camundon-

gos com peso de 17 a 20 g, para inoculacdo das cepas variantes
A/SP/1/80 (H;N,) e A/SP/1/81 (H,N,) com titulo hemaglutinante de 128
unidades cada'-'°. Recebeu cada animal, 0,2ml de in6culo, por via nasal
sob leve anestesia com éter. Apds cinco dias 0s camundongos foram rein-
fectados obedecendo a mesma tecnica utilizada anteriormente.
Decorrido o prazo de 10 dias, desde o inicio da primeira infeccdo, os pul-
moes dos animais inoculados foram retirados, triturados em gral e ressus-
pensos em solucdo tampédo fosfato (PBS), usando-se 1ml para cada pul-
mao. Em seguida, o material foi centrifugado a 2000 r.p.m. por 30 min..e o
sobrenadante foi testado quanto a infecciosidade, em um total de 20 ca-
mundcngos para cada cepa do virus, nas diluicées 107 a 104, com determi-
nacdo do titulo infeccioso (DL.,), calculado pelo método Reed-Muench ¢,
no final do 10.° dia de inoculacdo. As cepas virais assim adaptadas foram
utilizadas na prova de protecdo da vacina.
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Prova de Protecdo “‘in vivo"’

A prova de protecdo da vacina, foi realizada em camundongos com pe-
so de 17 a 20 gramas, inoculando-se por via intradérmica, 0,1ml da vacina
bivalente contra a gripe, de titulo hemaglutinante de 400 unidades, com-
posta das duas cepas virais em questdo. Utilizou-se vinte camundongos
para cada grupo, isto é, vacina pura e diluida 10'. Apds sete dias,
Inoculou-se a segunda dose. Decorridos 15 dias ap6s a primeira vacinacéao,
os camundongos foram infectados com as cepas virais adaptadas, sendo
que dez camundongos imunizados com a vacina pura foram infectados
com 100 DL;, da cepa A/SP/1/80 (H;N,) e os outros dez, com 100 DL, da
cepa A/SP/1/81 (H;N,). Os animais imunizados com a vacina diluida a
10!, foram igualmente infectados e todos permaneceram em observacdo
durante 25 dias. Um controle de 20 camundongos ndo-imunizados, porém
infectados, foi incluido 213 .

RESULTADOS

Os resultados obtidos estdo resumidos na tabela.

Verificou-se, atraves do metodo de Reed-Muench, a sobrevivéncia aci-
ma de b0% para os dois grupos de camundongos e que coincidentemente
apresentaram os mesmos resultados, tanto para vacina pura, como diluida
(101). Sendo 75% de protecdo conferida pela vacina pura, contra 100 DL,
da cepa A/SP/1/80 (H;N,) e a mesma porcentagem de protecdo, contra
100 DL, da cepa A/SP/1/81 (H;N,). A vacina diluida a 10", conferiu prote-
cdo de 60% , contra as mesmas DL., das referidas cepas do virus. No grupo
controle dos camundongos infectados, mas ndo imunizados, 0s niveis de
letalidade foram de /5% para a cepa A/SP/1/81 (H,N,) e de 65% para a
cepa A/SP/1/80 (H;N,), o que foi considerado alta infectividade dos virus
empregados na prova de protecao.

CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos neste trabalho, parece-nos licito concluir que a
imunizagdo dos camundongos, com vacina bivalente contra a gripe, foi sa-
tisfatdria para o primeiro grupo de camudongos que recebeu vacina pura,
contra 100 DL, da cepa do virus influenza A/SP/1/80 (H;N,) e 100 DL ,
da cepa A/SP/1/81 (H,N,), pois apresentou sobrevivéncia acima de 50% .
A imunizacdo foi considerada satisfatoria, quando este mesmo resultado
foi obtido com o segundo grupo, imunizado com vacina diluida (101) e
contra as mesmas DLg, dos virus influenza.

Podemos concluir ainda, que o teste de protecdo ““in vivo'' é muito
sensivel, e importante no processo de avaliacdo da vacina contra a gripe,
além dos testes “‘in vitro”, tendo em vista que estes nem sempre estdo as-
sociados ao poder imunizante, como observou Lacorte 2.
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TABELA
Teste de protecdo "'in vivo"' da vacina bivalente contra gripe

apos infeccdo com virus influenza

9% de Sobrevivéncia

camundongos N.° A (H,N,) A (H N,
Vac. pura
20 T Iis)
Vacinados
Vac. 10!
20 60 60
% de Letalidade
Ndo Vacina- A(H,N,) A (H,N,)
dos
(controle)
20 /h 65

ABSTRACT: The protection of Influenza vaccine was verified in mice
which had first been immunised and lateron infected with influenza virus
adapted in mice’s lungs. Two groups of mice were used corresponding
immunizations with pure and diluted at 10! vaccine and two strains of in-
fluenza virus A/SP/1/81 (H,N.) and A/SP/1/80 (H;N,). The immuniza-
tion was considered satisfatory, because of a survival of above 60%
(Reed Muench) for the two groups of animals.
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