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RESUMO — O método da comparação dos índices de neutralização (SMIT &
WILTERDINK, 1966) foi utilizado na identificação sorológica intratípica de 49
poliovírus, pertencentes aos três tipos imunológicos e isolados de casos clínicos
com e sem contato conhecido com a vacina oral de Sabin. O método foi tam-
bém comparado com o método de Wecker e com o marcador RCT40 no estudo
da identificação intratípica das estirpes do tipo 3. Os soros imunes necessá-
rios às reações de neutralização foram preparados em cobaias com as estirpes
vacinais LSc2ab, P712Ch2ab e Leon 12a1b. As estirpes — dos tipos 1 e 3 —
isoladas dos indivíduos sem contato conhecido com a vacina oral, foram todas
identificadas como heterólogas às respectivas estirpes vacinais e as prove-
nientes dos indivíduos com contato (recém-vacinados e contatos) foram iden-
tificadas como isólogas às respectivas estirpes vacinais, exceto duas, das
quais uma (do tipo 1) foi identificada como intermediária e a outra (do tipo 3)
como heteróloga. Não foi possível interpretar convenientemente os resultados
das provas de identificação das estirpes do tipo 2, porque o índice de neutrali-
zação do protótipo Lansing, ao contrário dos índices das estirpes de referência
dos tipos 1 e 3, não deu resultados constantes em provas consecutivas na pre-
sença do sôro anti-P712Ch2ab. No estudo da identificação intratípica dos po-
liovírus do tipo 3, o método da comparação dos índices de neutralização forne-
ceu resultados plenamente concordantes com os obtidos pelo método de Wecker,
com isto evidenciando ser um método igualmente satisfatório e, devido à rela-
tiva simplicidade de sua técnica, melhor indicado para inquéritos epidemiológi-
cos, quando se examina a procedência de numerosas estirpes. Os resultados
obtidos com o marcador RCT40 mostraram a importância de utilizar provas de
diferenciação sorológica intratípica na identificação dos vírus da poliomielite
em áreas de vacinação, devido à instabilidade do caráter RCT40 das estirpes
do tipo 3.
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I N T R O D U Ç Ã O

A vacinação contra a poliomielite, me-
diante o emprego de vírus vivos atenua-
dos, permite controlar a ocorrência natu-
ral de poliovírus nas comunidades. A fim
de que este objetivo seja realmente alcan-
çado, necessário se torna a realização de
estudos sobre a eliminação de vírus pelos
grupos vacinados 33, 54, 71, 87.

Vacinas de poliovírus vivos atenuados
foram pela primeira vez administradas em
1952, por KOPROWSKI 41, mas verificou-se
que as estirpes então utilizadas ofereciam
certos riscos na vacinação em grande esca-
la 13. Novas estirpes atenuadas, desenvol-
vidas por SABIN 67, 68, 69, pelos Laborató-
rios Lederle8 e por KOPROWSKI 42, mos-
traram possuir uma neurovirulência sufi-
cientemente baixa, para poderem ser uti-
lizadas, com segurança, em campanhas de
vacinação.

Torna-se necessário controlar se as pro-
priedades dos poliovírus vacinais atenua-
dos se mantêm constantes após a multi-
plicação no intestino das pessoas vacina-
das. Estudos a respeito de certas caracte-
rísticas genéticas, a que se costuma dar
o nome de marcadores genéticos, permiti-
ram obter informações sobre a estabilida-
de genética das estirpes vacinais, não ape-
nas nos diferentes lotes de vacina, mas
também, após a sua multiplicação no in-
testino humano 2, 3. Através de um exa-
me sistemático de amostras de fezes das
crianças e de amostras dos esgotos pode-
mos medir a extensão da infecção devida
aos vírus da poliomielite nas comunidades
vacinadas, determinando se os vírus iso-
lados provêm da vacina oral ou do reser-
vatório natural10, 11, 12, 18, 19, 31, 32, 33, 34, 64,
77, 78, 79, 80, 81, 85, 86.

Os marcadores genéticos mais conheci-
dos são os seguintes: O marcador d37, o
qual mede entre as estirpes de poliovírus
virulentas e atenuadas a diferença de ca-
pacidade de formar placas de Dulbecco
em culturas de tecido, a diferentes níveis
de bicarbonato de sódio. O marcador MS38,
que mede entre as estirpes virulentas e

atenuadas a diferença de capacidade de
formar placas de Dulbecco em uma linha-
gem estabelecida de células de rim de ma-
caco rhesus. O marcador RCT40

 5, 26, 45, 46,
47, 53, 70, 71, 75, 83, 94, o qual mede a capaci-

dade de multiplicação das diversas estir-
pes a temperaturas diferentes. O marca-
dor E 36, 91, que mede a diferença entre as
diversas estirpes de serem eluídas da resi-
na de celulose ou do gel do hidróxido de
alumínio.

Diversos estudos revelaram que os cita-
dos marcadores são, em maior ou menor
grau, relacionados à virulência dos polio-
vírus, sem serem pròpriamente atributos
genèticamente estáveis 23. Se bem que as
estirpes vacinais apresentam marcadores
genéticos próprios às estirpes não virulen-
tas, a sua descendência, multiplicando-se
nos tecidos humanos, freqüentemente reve-
lou mudanças, que puderam ser correla-
cionadas a um aumento de neurovirulên-
cia para o macaco 4, 41, 43, 53, 55, 56.

Sendo o nosso problema determinar se
um vírus, proveniente de um caso de pa-
ralisia (recém-vacinado ou contato), ori-
gina-se de uma estirpe natural virulenta
ou de um mutante virulento de uma das
estirpes vacinais, a identificação baseada
apenas nos citados marcadores não nos
conduzirá ao resultado almejado.

A composição antigênica é, a exemplo
das bactérias, uma característica funda-
mental dos vírus, constituindo a base para
a sua distinção e classificação em tipos.
Êstes tipos, por sua vez, apresentam dife-
renças antigênicas de menor grau, as quais
permitem identificar diferentes estirpes
para um mesmo tipo. As chamadas es-
tirpes de referência do grupo dos entero-
vírus, por exemplo, são entidades intratí-
picas relacionadas entre si, que podem ser
perfeitamente distinguidas umas das ou-
tras. As diferenças antigênicas entre os
vírus da poliomielite são relativamente es-
táveis e servem como marcadores genéti-
cos não relacionados à virulência.

Diferenças antigênicas entre os vírus da
poliomielite foram definitivamente com-



provadas por WENNER et al.89 (1956), para
o tipo 2. Êstes resultados foram posterior-
mente confirmados e estendidos para os
três tipos por outros investigadores, me-
diante o emprego de diversas técnicas20,

30, 31, 50, 63, 88, 90

Alguns autores puderam verificar que
variantes obtidas a partir de diversas estir-
pes, quando desenvolvidas no laboratório
sob condições variáveis de pH e de tem-
peratura, isto em diferentes culturas de
tecido ou em animais de laboratório, não
diferiam antigenicamente de suas estirpes
progenitoras 50, 56, 63, 89. Mesmo após pas-
sagens sucessivas em culturas de tecido,
contendo quantidades crescentes de sôro
homólogo, McBRIDE51 (1962), pôde sele-
cionar apenas uma pequena porcentagem
de partículas de vírus sorològicamente di-
ferentes das estirpes progenitoras. Por ou-
tro lado, o mesmo autor obteve, em rela-
ção a diversos outros marcadores genéti-
cos e em condições apropriadas, mutantes
com relativa facilidade.

Comparações sorológicas entre os vírus
da vacina oral e a sua descendência, obti-
da através de passagem em voluntários,
também foram realizadas por diversos pes-
quisadores, utilizando várias estirpes ate-
nuadas, inclusive as da vacina de Sabin 32,

54, 63. De maneira geral, foi demonstrada
a estabilidade antigênica da descendência,
após multiplicação nos tecidos humanos,
embora exceções puderam ser verificadas 7,

12, 14, 15, 16, 57, 58, 61, 87

Nos anos passados foram propostas di-
versas técnicas para a determinação do
marcador antigênico por WENNER et al.89

(1956), McBRIDE50 (1959), GARD 31

(1960), WECKER88 (1960), MELNICK5 4

(1960), SMIT & WILTERDINK 72 (1966).
Nestas técnicas foram introduzidos diver-
sos melhoramentos e algumas simplifica-
ções por PLOTKIN et al.63 (1961), GEL-
FAND et al.33 (1962), WASSERMANN &
Fox87 (1962), WOODS et al.92 (1962),
DIWAN et al.17 (1963), FURESZ et al.28

(1964) e HAHNEMANN et al.35 (1964).

A importância da identificação intra-
típica de estirpes de poliovírus isolados de
indivíduos, obriga, naturalmente, à escô-
lha de um ou mais métodos de simples
execução. Esta razão levou-nos à escôlha
do método de diferenciação sorológica de
SMIT & WILTERDINK 72. Como êste mé-
todo sòmente foi utilizado na identifica-
ção intratípica das estirpes pertencentes
ao tipo 1, propusemo-nos estudar sua apli-
cação à identificação intratípica das estir-
pes de poliovírus dos três tipos imunoló-
gicos.

MATERIAL E MÉTODOS

Culturas de células e meios de cultura.
Para o isolamento das estirpes de polio-
vírus foram sòmente utilizadas culturas
primárias de rim de macaco rhesus (RMK).
Na preparação das culturas preferiu-se
o esquema das tripsinizações sucessivas6,

21, 95 .Para identificação intratípica das
estirpes pela prova de SMIT e WILTERDINK
e pela prova do marcador RCT40 foram
preparados tubos com culturas de células
secundárias de rim de macaco rhesus.
O meio de Eagle24, 25, com 10% de sôro
inativado de vitelo, era o meio de cresci-
mento das células primárias e secundárias
de rim de macaco rhesus. O meio de ma-
nutenção era o meio de Eagle, com ape-
nas 2% de sôro inativado de vitelo. A
base dos meios era a solução salina de
Earle. Todos os meios apresentavam Gen-
tamycin (Merck) na concentração de 5
microgramas por ml de meio.

Para a identificação intratípica das es-
tirpes de poliovírus pela prova de Wecker
preferiu-se utilizar a linhagem de células
amnióticas "FL" 27, pela relativa facilida-
de com que estas células formam camadas
perfeitamente confluentes em placas de
plástico (tipo "disposable"). O meio de
crescimento era constituído pela solução
salina de Hanks, acrescida de hidrolisado
de lactalbumina (Difco) a 0,5% e extra-
to de levedura (Difco) a 0,1%, além de
10% de sôro inativado de vitelo. Cada
placa recebia 5 ml de uma suspensão de



células tripsinizadas, contendo 300.000 cé-
lulas por ml. As placas apresentavam um
diâmetro de 6 cm. A incubação destas
culturas era realizada em estufa especial,
alimentada por um fluxo contínuo de ar
(96%) e de gás carbônico (4%). O meio
de manutenção semi-sólido era o meio de
Eagle (Auto-Pow, Difco), autoclavável,
contendo 1% de agar-agar (Serva). No
final, o meio era suplementado com gluta-
mina, sôro e antibióticos, segundo YAMANE
et al.93 (1968).

O corante vital para o reconhecimento
macroscópico das placas de Dulbecco era
o vermelho-neutro (Merck ) na concentra-
ção de 1:12.000. O meio de diluição era
o P.B.S. , segundo DULBECCO 21.

Vírus. Foram utilizadas como estirpes
d referência as estirpes atenuadas LSc2ab,
P712Ch2ab e Leon 12a1b, respectivamente
dos tipos 1, 2 e 3 da vacina oral de Sabin,
e as estirpes naturais virulentas Mahoney
e HH-135 (tipo 1), Lansing (tipo 2) e
Habel-24 (tipo 3). Foram examinadas 48
estirpes isoladas de crianças, com quadros
clínicos semelhantes à poliomielite e ou-
tros quadros febrís e uma estirpe (HHR-
37) isolada de uma criança normal. A
relação destas estirpes se encontra na Ta-
bela 1.

O isolamento das estirpes de poliovírus
obedeceu à técnica de KIBRICK et al. 39.
Foram preferidos inóculos de 1 ml de
suspensão das amostras de fezes e de gar-
ganta, o que permitiu alcançar uma efi-
ciência de isolamento de poliovírus da or-
dem de 95% dos casos clinicamente diag-
nosticados como poliomielite paralítica ou
não paralítica. As amostras de fezes eram
preparadas de modo a se obter uma sus-
pensão a 10% em meio de manutenção de
Eagle, contendo mil unidades de penicilina
a 500 microgramas de estreptomicina por
ml, além de 50 unidades de moronal (My-
costatin, Squibb) por ml. Antes de serem
inoculadas em culturas de células primá-
rias de rim de macaco rhesus (RMK),
cultivadas em frascos de Erlenmeyer de
100 ml, as suspensões eram submetidas a

uma agitação mecânica durante cerca de
20 min e centrifugadas a 10.000 r .p .m. ,
durante meia hora em ambiente refrigera-
do, para a completa sedimentação das par-
tículas maiores. As culturas inoculadas
eram incubadas a 36°C e aquelas que apre-
sentavam um efeito citopático caracterís-
tico aos enterovírus, com destruição de
toda camada celular, eram congeladas a
-20°C, para a identificação posterior. A
partir das culturas que mostravam ape-
nas um efeito citopático discreto, efetuava-
se uma passagem em células primárias de
rim de macaco rhesus.

A identificação dos tipos imunológicos
das estirpes isoladas foi feita pela prova
de neutralização. O títudo dos vírus foi
determinado em culturas de células secun-
rárias de rim de macaco rhesus, utilizan-
do-se 3 tubos por diluição. Os cálculos fo-
ram efetuados segundo o método de REED
e MUENCH 65. Tôdas as amostras foram
testadas contra um lote de 4 "pools", cons-
tituídos pelos soros anti-pólio 1 e 2, anti-
pólio 1 e 3, anti-pólio 2 e 3 e anti-pólio 1,
2 e 3. Foram excluídos os casos de infec-
ção dupla e tripla.

Soros imunes. Os soros anti-Sabin 1, 2
e 3 foram preparados em cobaias. Gru-
pos de dez animais foram imunizados por
via intraperitonial, recebendo cada ani-
mal em 7 dias sucessivos, uma dose de
um ml do vírus concentrado e purifica-
do com trifluor-tricloroetano (Frigen 112,
Hoechst). O título dos vírus era acima
de 108 DICT50 por ml. Após um intervalo
de 7 dias, os animais receberam uma dose
intramuscular de 2,0 ml de uma mis-
tura contendo um ml de vírus e um
ml de adjuvante de Freund (0,1 ml de
Arlacel + 0,9 mi de Bayol). Após mais
um intervalo de 7 dias, cada animal rece-
beu uma dose intraperitonial de um ml de
suspensão de vírus. A sangria dos animais
foi realizada após 7-14 dias. Os soros
obtidos eram guardados a -20°C.

A prova de SMIT e WILTERDINK. Para
cada estirpe a ser identificada era inicial-
mente preparada uma série de diluições
em meio de manutenção de Eagle de 10-1





até 10-8, inclusive para as estirpes de re-
ferência. A quantidade de cada diluição
era de 2 ml. De cada uma das diluições,
quantidades iguais a 0,4 ml eram distri-
buídas em duas fileiras de tubos, dispos-
tos em estante colocada em banho de gêlo.
A seguir, era adicionado a uma das filei-
ras igual volume de sôro imune (previa-
mente descongelado) na diluição apropria-
da; à outra fileira de tubos era adicionado
igual volume de meio de manutenção (con-
troles) . Realizada a distribuição dos rea-
gentes, a estante era retirada do banho de
gelo e, após uma agitação manual, coloca-
da em banho-maria de 37°C pelo tempo de
5 min cronometrados. Imediatamente após
esta incubação, a estante foi recolocada no
banho de gêlo, interrompendo-se desta for-
ma a reação de neutralização. As misturas
de vírus-sôro e os controles eram então ino-

culados, em quantidades de 0,2 ml, em cul-
turas de células secundárias de rim de ma-
caco rhesus, utilizando-se 3 tubos por di-
luição. A leitura das provas era realiza-
da no final do 4.° dia de incubação a
36°C. Um efeito citopático total ou parcial
era considerado como resultado positivo.
Os títulos eram calculados segundo REED
& MUENCH 65, sendo os mesmos expressos
em valores recíprocos do logarítmo deci-
mal. Os índices de neutralização medem
a diferença entre os títulos dos vírus na
presença e na ausência de sôro imune.
Também foi determinada, para cada estir-
pe, a redução porcentual entre o índice
de neutralização (IN) da estirpe testada
e o índice da estirpe vacinal de referên-
cia, considerado igual a 100%, pela fór-
mula seguinte:

Para a identificação das estirpes exa-
minadas foi adotado o critério estabeleci-
do por PLOTKIN et al.63:

RPIN da estirpe examinada > RPIN
da estirpe vacinal — 1/3 (RPIN da es-
tirpe vacinal — RPIN da estirpe natural
de referência) = estirpe isóloga à vaci-
nal (—).

RPIN da estirpe examinada < RPIN
da estirpe vacinal — 2/3 (RPIN da estir-
pe vacinal — RPIN da estirpe natural de
referência) = estirpe heteróloga à vacinal
( + ).

RPIN da estirpe vacinal — 1/3 (RPIN
da estirpe vacinal — RPIN da estirpe
natural de referência) > RPIN da estir-
pe examinada > RPIN da estirpe vaci-
nal — 2/3 (RPIN da estirpe vacinal —
RPIN da estirpe natural de referência)
= estirpe intermediária (± ) .

A prova de Wecker. Placas de Pe-
tri, apresentando camada unicelular con-

fluente, foram inoculadas com 0,2 ml das
diluições das estirpes a serem testadas, in-
cluindo as estirpes de referência. A dilui-
ção dos vírus foi previamente determinada
para produzir 10 a 20 placas de Dulbecco,
por cultura, após o 4.° dia de incubação
a 36°C. Quatro culturas foram utilizadas
para cada estirpe. Para a adsorção e
a penetração dos vírus nas células das
culturas foi determinado um tempo de
45 min a 36°C. A seguir, sem remover o
sobrenadante, foram adicionados, a cada
cultura, 3 ml de meio de manutenção de
agar-gel, contendo o sôro imune na dilui-
ção apropriada. Paralelamente, as cultu-
ras de controle recebiam o meio de ma-
nutenção, sem sôro imune. Após a solidi-
ficação do meio de agar-gel (15 min), as
culturas eram incubadas na estufa espe-
cial (Heraeus) a 36°C, durante 4 dias.
No 4.° dia adicionava-se a solução de ver-
melho-neutro às culturas, retornando estas
à estufa. No dia seguinte, determinava-se
o diâmetro das placas de Dulbecco, em mi-
límetros. Calculava-se o diâmetro médio
das placas para cada estirpe, na presen-



ça e na ausência do sôro imune. No final,
eram determinadas as diferenças entre os
diâmetros médios de cada estirpe exami-

nada, além da razão entre êstes diâmetros,
como valor porcentual (Razão do tamanho
médio ou %TM), pela fórmula seguinte:

Como uma redução total seria igual a
100%, a redução porcentual do tamanho
médio das placas de uma estirpe qualquer
(RTM )será:

Para a identificação das estirpes foi
adotado o critério de PLOTKIN et al. 63.

Técnica para a determinação do mar-
cador RCT40. Para a determinação do
marcador RCT40, adotou-se a técnica de
BENYESH-MELNICK & MELNICK (1959) 4.
Foram determinadas, para cada estirpe
estudada, as quedas de temperatura a
40°C e as respectivas reduções porcen-
tuais. O critério de identificação adotado
foi o mesmo das provas sorológicas.

R E S U L T A D O S

Os soros imunes preparados apresenta-
ram títulos compreendidos entre 1:320 e
1:2.560, quando examinados com as es-
tirpes homólogas. Para a identificação
sorológica intratípica das estirpes desco-
nhecidas foram somente utilizados aque-
les soros cujos títulos se apresentaram
iguais ou superiores a 1:640. A partir de
dois ou três sôros do mesmo tipo foram
preparados "pools", sendo estes testados
pelo método da comparação dos índices
de neutralização com as estirpes naturais
e atenuadas de referência. Os índices de
neutralização das estirpes de referência
dos tipos 1 e 3, mostraram-se constantes
em provas consecutivas, variando apenas
ligeiramente, mas de modo proporcional,
os pontos finais de neutralização. Em re-
lação às estirpes do tipo 2, o protótipo
Lansing não apresentou índices de neutra-

lização constantes em provas sucessivas,
na presença do sôro anti-P712Ch2ab.

Identificação intratípica dos poliovírus do
tipo 1.

Os resultados da identificação soro-
lógica intratípica dos polivírus do ti-
po 1 se encontram na Tabela 2. Foram
determinados os índices de neutraliza-
ção (IN) para cada estirpe examinada
e as reduções porcentuais dos respectivos
índices (RPIN), em relação ao índice da
estirpe atenuada de Sabin, considerado
igual a 100%. Foram calculados os li-
mites de redução porcentual segundo o cri-
tério de identificação adotado (ver em
Material e Métodos).

As estirpes apresentando

a) RPIN > 76,2% = estirpe isóloga
à vacinal ( — ) ;

b) RPIN < 52,2% = estirpe heteró-
loga à vacinal ( + ) ;

c) 52,3<% < RPIN < 76,1% = estir-
pe intermediária (±) .

Segundo êste critério, as dez estirpes
isoladas dos indivíduos sem contato conhe-
cido com a vacina oral — as estirpes
HH-395, HH-398, HH-413, HH-455, HH-
501, HH-503, HH-550, HH-593, HH-2804
e HH-2913 — foram tôdas identificadas
como heterólogas (+ ) à estirpe atenuada
de Sabin. Das duas estirpes, isoladas das
crianças após a vacinação oral, uma foi
homóloga ( — ) à estirpe atenuada de
Sabin e a outra (HH-870) foi intermediá-
ria (±).



Identificação intratípica dos poliovírus do
tipo 2.

As estirpes isoladas dos indivíduos va-
cinados apresentaram índices de neutrali-
zação idênticos ou semelhantes ao da es-
tirpe vacinal de Sabin, enquanto que sò-
mente algumas das estirpes isoladas de in-
divíduos sem contato conhecido com a va-
cina oral, mostraram índices de neutrali-
zação diferentes.

Identificação intratípica dos poliovírus do
tipo 3.

Os resultados da identificação soroló-
gica intratípica dos poliovírus do tipo 3
são apresentados na Tabela 3.

Foram determinados, para as estirpes
examinadas, os índices de neutralização
(IN) e as reduções percentuais dos res-
pectivos índices em relação ao índice da
estirpe atenuada de Sabin, considerada
igual a 100%. Segundo o critério de iden-
tificação adotado (ver capítulo anterior),
as estirpes apresentando:

a) RPIN > 75,1% = estirpe isóloga
à vacinal ( — ) ;

b) RPIN < 50,0% = estirpe heteró-
loga à vacinal ( + ) ;

c) 60,1 < RPIN < 75,0% = estir-
pe intermediária (±).

Conforme êste critério, as estirpes HH-
R37, H-30259 e D-2025, isoladas dos in-
divíduos sem contato conhecido com a va-
cina oral, foram identificadas como hete-
rólogas (+ ) à estirpe vacinal. Com exce-
ção de uma (estirpe HH-2530), tôdas as
estirpes provenientes dos indivíduos após a
vacinação foram identificadas como isolo-
gas ( — ) à estirpe vacinal. As estirpes
HH-722, HH-849, HH-2525 e HH-2530
foram isoladas nas duas primeiras sema-
nas e as demais estirpes, nas duas sema-
nas seguintes após a vacinação oral. As
duas estirpes, provenientes dos contatos,
foram também homólogas ( — ) à estirpe
vacinal.

Baseado no critério de redução do ta-
manho das placas, foi possível, neste estu-
do, distinguir também pelo método de
WECKER tôdas as estirpes estudadas, não



ocorrendo estirpes intermediárias. Os resul-
tados corresponderam sem exceção com os
encontrados pela prova de Smit e Wilter-
dink, até mesmo em relação à estirpe HH-
2530, que foi heteróloga.

Os resultados obtidos com o marcador
RCT40 são apresentados na Tabela 4. Fo-
ram determinadas para as estirpes estu-
dads as quedas de temperatura e as suas
reduções percentuais, em relação à estir-
pe vacinal (ver capítulo anterior). Segun-
do o critério de identificação adotado, as
estirpes apresentando:

a) RP > 73,4% = estirpe RCT40- ;

b) RP < 46,6% = estirpe RCT40+ ;

c) 46,7% < RP 73,3< 73,3% = estir-
pe RCT40±.

Mediante êste critério, as estirpes iso-
ladas dos casos clínicos sem contato conhe-
cido com a vacina de Sabin — estirpes

H-30259, D-2025 - foram RCT40 + . A
estirpe HH-R37, isolada da criança nor-
mal, não vacinada, foi RCT40 — . Apenas
três das estirpes isoladas das crianças após
a vacinação e dos contatos, foram RCT40 — ,
havendo dez estirpes intermediárias
(RCT 4 0±) e duas RCT40 + (HH-237 e
HH-2530). A comparação destes resul-
tados com aqueles das provas sorológicas
utilizadas, encontra-se na Tabela 5.

Mediante a aplicação do teste exato de
FISCHER (MARQUES 49, 1969) verifica-
mos que não houve concordância entre os
resultados fornecidos pelos dois métodos
estudados, ao nível de significância de 1%.
Utilizando o teste de MCNEMAR 52 (1960),
verificamos que a diferença entre a pro-
porção de estirpes ( — ) , obtidos pelos mé-
todos de Smit e Wilterdink e a proporção
de estirpes ( — ) obtidas pelo método do
marcador RCT40 é significativa, ao nível
de 1% (Tabela 6).





D I S C U S S Ã O

Como os métodos de identificação so-
rológica intratípica, inicialmente desenvol-
vidos, foram complexos e laboriosos, limi-
tados aos laboratórios altamente especia-
lizados, houve necessidade de introduzir
técnicas praticáveis em todos os laborató-
rios de diagnóstico da poliomielite.

Estudos a respeito da influência do pe-
ríodo de incubação sobre a neutraliza-
ção do vírus possibilitaram a WASSERMANN
& Fox87 (1962) introduzir uma modifi-
cação na prova de McBride, quanto à
avaliação dos resultados, tornando-a mais
facilmente aplicável à identificação e ao
estudo de numerosas estirpes de polioví-
rus provenientes de indivíduos após a va-
cinação oral. Verificaram os autores que
períodos de incubação de apenas 5 min,
forneciam resultados mais significativos,
do que períodos mais longos. Novos estu-
dos realizados por SMIT & WILTERDINK 72

(1966), a respeito da influência do pe-
ríodo de incubação sobre os índices de
neutralização, confirmaram as observa-
ções de WASSERMANN & Fox87 (1962),
mostrando que a diferenciação entre es-
tirpes atenuadas e naturais alcançava va-
lores mais significativos com um período
de incubação de apenas 5 min, sendo as
titulações realizadas em culturas de célu-
las de rim de macaco rhesus, mantidas
em tubos. Em conseqüência destes resul-
tados, SMIT & WILTERDINK 72 (1966) in-
troduziram um novo método de diferen-
ciação sorológica intratípica, que teve o
mérito de se distinguir dos demais méto-
dos pela simplicidade de sua técnica, uma
vez que não houve mais a necessidade de
empregar o método das placas de Dulbecco,
na padronização do número de placas para
cada vírus examinado. Devido a isto, o
método da comparação dos índices de
neutralização é diretamente aplicável à
identificação intratípica dos poliovírus iso-
lados, do que resulta uma economia de
material e de tempo. A expressão dos re-
sultados é baseada nos índices de neutra-
lização (IN) determinados por meio de
titulações simultâneas dos vírus na pre-

sença e na ausência de sôro imune. Como
o método da comparação dos índices de
neutralização utiliza culturas de células
em tubos, em vez das culturas em fras-
cos, ou em placas de Petri, mais exigen-
tes no seu preparo, pode ser fàcilmente
aplicado pelos laboratórios de Virologia.
O método é menos sensível do que o de
McBride na determinação de pequenas di-
ferenças antigênicas entre estirpes de po-
liovírus mais próximos, entretanto, mos-
trou resultados concordantes com os en-
contrados pelo método de Wecker, na dis-
tinção entre estirpes de poliovírus de ori-
gem natural e vacinal, do tipo 1 (SMIT &
WILTERDINK 73, 1966). No presente tra-
balho, também pudemos verificar uma
correspondência entre os resultados dos
dois métodos utilizados, desta vez na iden-
tificação intratípica de poliovírus do ti-
po 3.

Identificação dos poliovírus do tipo 1.

O resultado da identificação sorológica
intratípica das estirpes isoladas dos casos
clínicos, sem contato conhecido com a va-
cina oral, pelo método da comparação dos
índices de neutralização está em plena
concordância com os resultados encontra-
dos pelos demais métodos até hoje em-
pregados. Examinando numerosas estir-
pes isoladas de casos de poliomielite para-
lítica e não paralítica, sem contato conhe-
cido com a vacina oral, NAKANO et al.58

(1963) encontraram a elevada proporção
de 94,5% de estirpes heterólogas à va-
cina de Sabin, pela prova de Wecker mo-
dificada. A única etirpe, por êstes auto-
res identificada como homóloga, pela pro-
va de Wecker, foi heteróloga à estirpe
atenuada de Sabin, pela prova de McBride.
Considerando que as estirpes, por nós exa-
minadas, foram isoladas durante o verão,
estação na qual a circulação de enteroví-
rus naturais é maior do que nas demais
estações do ano, e como nessa época não
houve vacinação contra a poliomielite nas
áreas de isolamento, nem nas áreas adja-
centes, as mesmas devem ser de origem
natural.



Entre o material por nós examinado
houve apenas duas estirpes provenientes
de crianças após a vacinação oral, das
quais uma foi homóloga ( — ) (HH-361)
e a outra foi intermediária (±) (HH-
870). A estirpe HH-361 foi isolada na
primeira semana e a estirpe HH-870 foi
isolada na segunda semana após a vaci-
nação oral. NAKANO et al.58 (1963), es-
tudando mais de 100 estirpes, isoladas de
indivíduos recém-vacinados num período
de até 8 semanas após a vacinação oral,
verificaram que a proporção de estirpes
homólogas vai gradativamente decrescen-
do, aumentando, em conseqüência, a pro-
porção de estirpes heterólogas, à medida
que aumenta o tempo de isolamento após
a vacinação. Na primeira semana após a
vacinação, a proporção de estirpes homó-
logas era elevada (95,6%) ; na segunda
semana, a proporção baixou para 71,8%;
na terceira semana, a proporção era ape-
nas de 25,5%; e, a partir da quarta se-
mana, havia somente 11,1% de estirpes
homólogas à estirpe atenuada de Sabin.
Diversos outros autores também encontra-
ram uma reversão antigênica (antigenic
drift), se bem que em menor grau (VoNKA,
JANDA & TUCKOVA, 196284a; VONKA et al.84,
1962; WASSERMANN & Fox87 1962; WOODS
et al.92 1962; HAHNEMANN et al.35, 1964;
FURESZ et al.28 1964; KITAHARA et al.40

1967). Demonstrada a labilidade do ca-
ráter antigênico da estirpe atenuada de
Sabin, do tipo I, após a sua multiplica-
ção nos intestinos humanos, torna-se mais
difícil a determinação da proveniência de
uma estirpe desconhecida, isolada de um
caso clínico. Sendo, entretanto, devida-
mente considerado o fenômeno da reversão
e cuidadosamente interpretados os resul-
tados das provas de diferenciação soroló-
gica intratípica, êrros maiores dificilmen-
te poderão ser cometidos na prática. Apli-
cando estes conhecimentos à identificação
da estirpe HH-870 (± ) , isolada na se-
gunda semana após a vacinação oral, de-
vemos admitir que seja uma estirpe de
origem vacinal em reversão, quanto ao ca-
ráter antigênico.

Identificação intratípica dos poliovírus do
tipo 2.

O fato de os resultados das reações de
neutralização com a estirpe de referência
Lansing não mostrarem reprodutibilidade
(variando em nossos estudos significativa-
mente o índice de neutralização em exa-
mes sucessivos) foi também observado por
BALAYAN et al.1 (1964), em suas investi-
gações sobre diversas estirpes de polioví-
rus do tipo 2, utilizando o método de
Wecker. Estes autores verificaram que di-
versas estirpes naturais eram facilmente
neutralizadas pelo sôro anti-P712-Ch-2ab
e por outros soros heterólogos. Em con-
seqüência, estas estirpes eram erroneamen-
te identificadas, quando examinadas com
soros heterólogos. BALAYAN et al. 1 (1964)
dividiram as estirpes examinadas em dois
grupos: O grupo das estirpes fàcilmente
neutralizáveis ("estirpes fracas") que in-
clui a estirpe Lansing e o grupo das es-
tirpes dificilmente neutralizáveis ("estir-
pes fortes"). Êste fenômeno assim impe-
de a utilização do protótipo Lansing como
estirpe de referência.

Identificação intratípica dos poliovírus do
tipo 3.

Neste estudo, os métodos de Wecker e
de Smit e Wilterdink forneceram os mes-
mos resultados de identificação. As estir-
pes, isoladas de indivíduos sem contato
conhecido com a vacina oral, foram iden-
tificadas por ambos os métodos utiliza-
dos, como heterólogas à estirpe vacinal.
Êste resultado era esperado, pois as estir-
pes foram isoladas nos mêses de verão e
outono, épocas nas quais não houve vaci-
nação nas áreas de isolamento, nem nas
regiões adjacentes. As mesmas estirpes
foram RCT40 +, característica das estir-
pes naturais virulentas, exceto a estirpe
isolada da criança normal (HHR-37),
que foi RCT40 -, certamente devido a
seu caráter avirulento. Sendo êste cará-
ter RCT40 — próprio das estirpes atenua-
das de Sabin, a estirpe HHR-37, isolada de
um indivíduo sem contato conhecido com



a vacina oral, seria errôneamente identi-
ficada, caso os resultados fôssem apenas
baseados no marcador RCT40, como uma
estirpe de origem vacinal. Por conseguin-
te, êste caso serviu para mostrar a neces-
sidade de se utilizar provas de diferencia-
ção sorológica intratípica a fim de distin-
guir as estirpes vacinais das estirpes na-
turais.

NAKANO et al.59 (1966), examinaram
grande número (108) de poliovírus isola-
dos de indivíduos sem contato conhecido
com a vacina oral, procedentes de regiões
diversas da América do Norte, encontran-
do pelos métodos de McBride e de Wecker
modificado uma proporção de 12% de
estirpes semelhantes à estirpe atenuada
de Sabin. Após a aplicação de provas
cruzadas, esta proporção baixou para ape-
nas 2,5%. Esta proporção também foi en-
contrada por DEIBEL & MCDONALD 16

(1968), quando examinaram pela prova
de McBride 40 estirpes naturais, median-
te dois soros imunes, sendo um deles pre-
parado com a estirpe Leon 12a1b. A fre-
qüência da ocorrência de estirpes naturais,
semelhantes às da vacina de Sabin, é de
grande importância para a avaliação dos
resultados das provas de identificação so-
rológica intratípica. Felizmente as pro-
porções encontradas foram relativamente
baixas.

As estirpes isoladas das crianças que
tiveram contato com a vacina oral —
recém-vacinados e contatos — foram, co-
mo era de se esperar, isólogas à estirpe
vacinal, exceto uma, a estirpe HH-2530,
que foi heteróloga. A fim de verificar a
constância dos índices de neutralização
das estirpes identificadas, em provas su-
cessivas, diversos exames foram repetidos
uma ou duas vêzes. Alterações nos índi-
ces não puderam ser encontradas, pois
foram mantidas as mesmas condições ex-
perimentais. Sòmente foram observadas
pequenas variações, que entretanto não
modificaram os resultados de identifica-
ção, quando se utilizou uma outra dilui-

ção do sôro ou uma nova mistura de so-
ros.

Os resultados de identificação intratípica
encontrados no presente trabalho são com-
paráveis aos de outros autores, utilizando
os métodos de McBride e de Wecker modi-
ficado 16, 60, 74. NAKANO et al.59 (1966),
por exemplo, examinando 160 estirpes
isoladas de indivíduos após a vacina-
ção oral de Sabin, encontraram as ele-
vadas proporções de 97,5% e de 96,4%
de estirpes isólogas à vacinal, respectiva-
mente, pelos métodos de Wecker e de
McBride. Além disto, não houve diferen-
ça nestas porcentagens, quando as estir-
pes foram divididas segundo o período de
isolamento, após a vacinação. Portanto,
uma reversão do caráter antigênico, como
foi observado para os poliovírus do tipo 1,
não pôde ser constatada para os poliovírus
do tipo 3. Isto facilita a identificação so-
rológica intratípica das estirpes isoladas
de indivíduos recém-vacinados e dos seus
contatos. O período de isolamento das es-
tirpes por nós estudadas variou de alguns
dias até quatro semanas após a vacina-
ção. Como vimos anteriormente, todas as
estirpes isoladas das crianças vacinadas
foram, com exceção da estirpe HH-2530,
isólogas à estirpe atenuada Leon 12a1b.
Por conseguinte, também no presente tra-
balho não se verificou nenhuma reversão
do caráter antigênico entre os poliovírus
do tipo 3.

Estudos sobre a progênie da estirpe ate-
nuada de Sabin do tipo 3, após multiplica-
ção intestinal, revelaram que os marcado-
res RCT40 e d são altamente instáveis, re-
vertendo respectivamente de RCT40 —
para RCT40 + e de d - para d +5, 75, 82, 85.
Em nossos estudos, encontramos nada me-
nos do que 10 estirpes RCT40 +, entre as
14 estirpes isólogas à vacinal, o que indi-
ca ocorrência, também no presente caso,
do fenômeno da reversão do caráter RCT40.
Como foram identificados, pelo prova do
marcador RCT40, apenas três poliovírus se-
melhantes ( — ) à estirpe vacinal Leon



12a1b, entre os 15 vírus provenientes de
crianças vacinadas e dos seus contatos, ve-
rificamos, a exemplo dos referidos auto-
res, que os resultados sòmente baseados
nos marcadores genéticos, como o RCT40,
o d e o MS, não nos conduzirão ao resul-
tado almejado, devido à sua instabilidade.
Para verificar se os vírus isolados se origi-
naram da estirpe vacinal ou de uma es-
tirpe natural houve, pois, a necessidade
de utilizar provas de diferenciação soro-
lógica intratípica.

A estirpe HH-2530, identificada como
heteróloga à vacinal Leon 12a1b, pelos
métodos de Wecker e de Smit e Wilterdink,
foi isolada das fezes colhidas no segundo
dias após a vacinação. Considerando que
foi extremamente curto o espaço de tem-
po entre a administração da vacina e a
colheita das fezes, a possibilidade de que
o vírus isolado seja proveniente de uma
infecção natural, anterior à vacinal, é bas-
tante grande, uma vez que reversões sig-
nificativas do caráter antigênico entre os
poliovírus do tipo 3 não puderam ser cons-
tatadas 16, 29, 59, 74.

A realização de provas cruzadas, me-
diante o emprêgo de soros imunes prepa-
rados com a estirpe Leon 12a1b e com a
estirpe HH-2530, poderá fortalecer o re-
sultado encontrado.

C O N C L U S Õ E S

Em face aos resultados alcançados e dis-
cutidos neste trabalho, chegamos às se-
guintes conclusões:

l. Aplicado à identificação intratípica
de poliovírus dos tipos 1 e 3, o mé-
todo da comparação dos índices de
neutralização foi eficiente na diferen-
ciação entre as estirpes isoladas de in-
divíduos com contato e sem contato
conhecido com a vacina oral de Sabin,
sendo as mesmas identificadas, res-
pectivamente, exceto duas, como isó-

logas e como heterólogas à estirpe
atenuada de referência.

2. Comparado ao método de Wecker,
num estudo de identificação intratípi-
ca de poliovírus do tipo 3, isolados
de crianças após a vacinação oral de
Sabin e de seus contatos, bem como
de indivíduos não vacinados, duran-
te épocas inter-vacinais, o método da
comparação dos índices de neutra-
lização forneceu resultados plenamen-
te concordantes com os do método
de Wecker, evidenciando ser, com is-
to, um método igualmente satisfató-
rio e melhor indicado, devido à sim-
plicidade de sua técnica, para inqué-
ritos epidemiológicos, quando a pro-
cedência de numerosos poliovírus é
examinada.

3. Comparado ao marcador RCT40, na
identificação intratípica de poliovírus
do tipo 3, o método da comparação
dos índices de neutralização eviden-
ciou, a exemplo do método de Wecker,
significativa superioridade na identi-
ficação de poliovírus semelhantes à
estirpe atenuada de Sabin, Leon 12a1b,
devido à estabilidade do caráter an-
tigênico desta estirpe após a sua mul-
tiplicação no intestino humano, em
relação à labilidade do caráter RCT40;
por conseguinte, também através dês-
te trabalho, pôde-se notar a importân-
cia do emprêgo de métodos de dife-
renciação sorológica intratípica na
identificação de poliovírus provenien-
tes de indivíduos após a vacinação.
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STEWIEN, K. E. — [Intratypic serodifferen-
tiation of polioviruses by comparison of
neutralization indices]. Rev. Saúde públ.,
S. Paulo, 5:263-72, 1971.

SUMMARY — The comparison of neutrali-
zation indices (SMIT & WILTERDINK, 1966)
was used for the intratypic serodifferentia-
tion of 49 strains of poliovirus of types 1,
2 and 3, isolated from clinical cases with
and without known contact with Sabin oral
vaccine. This method was, as well, compa-
red with the Wecker test and the RCT40
marker, in relation to the strains of poliovi-
rus of type 3. The immune sera used in the
neutralization tests were obtained from
guinea pigs inoculated with vaccine strains
LSc2ab, P712Ch2ab and Leon 12a1b. The
types 1 and 3 strains isolated from cases
without contact with oral vaccine were
identified as heterologous to the respective
vaccinal strains. All the strains isolated
from cases with known contact (vaccinated
and contacts) were identified as isologous
to the vaccinal strains, but two, one of
which (type 1) was considered as interme-
diate and the other (type 3) was hetero-
logous. It was not possible to explain con-
veniently the results obtained in relation
to type 2 strains because the neutralization
indices of Lansing prototype strain by serum
P712Ch2ab varied from one test to the
other. The intratypic serodifferentiation of
type 3 polioviruses by comparison of neu-
tralization indices gave results comparable
to the method of Wecker, showing to be a
satisfactory method in view of the simpli-
city of its technique and particulary useful
in epidemiologic surveys. The RCT40 mar-
ker gave results that show the necessity of
using the intratypic serodifferentiation
technique when dealing with type 3 strains.

UNITERMS — Polioviruses *; Vaccine
strains*; Isolation*; Identification; Genetic
markers; Antigenic marker; Intratypic sero-
differentiation; Neutralization index; "Anti-
genic drift".
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