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RESuUMo — Estudou-se a taxa de excrecdo de enterovirus em dois grupos

de criancas de 1 a 4 anos de idade, que receberam vérias doses de vacina Sabin.
No primeiro grupo a colheita de fezes foi feita 60 dias ap6s a administracéo
da ltima dose de vacina e no segundo grupo, passados sdmente 15 dias. No
primeiro grupo as porcentagens de isolamento de poliovirus e outros entero-
virus foram, respectivamente, de 12,12% e 13,63%. ji no segundo, estas por-
centagens foram de 37,61% e 9,17%. Em ambos os grupos foram isolados os
trés tipos sorolégicos de poliovirus. As taxas de isolamentos de poliovirus e
outros enterovirus ndo se mostraram estatisticamente diferentes, em ambos
os grupos, gquando relacionadas com o nimero de doses de vacina recebidas
— duas ou menos doses e trés ou mais doses. A identificagio intratipica das
cépas de poliovirus isoladas foli feita pelos “marcadores” RCT,, e ds. Das 8
cépas isoladas do primeiro grupo, 6 foram identificadas como intermediérias
e 2 como cépas naturais. Estas 2 cépas foram isoladas das duas unicas
criancas que ndo tinham sido vacinadas contra a poliomielite. Das 41 cépas
isoladas do segundo grupo, 8 foram caracterizadas como intermediarias e 33
como cépas tipicamente vacinais.

INTRODUCAO

Os trabalhos de ArmsTRONG! (1939),
sbbre a transmissdo experimental da po-
liomielite a roedores, abriram caminho pa-
ra Koprowskr et al. 3 (1952) isolarem
uma cépa atenuada de virus de poliomie-
lite do tipo II e para a possibilidade de
utilizagio da mesma, numa tentativa de
imunizagiio, por via oral, de um grupo de
criangas ndo protegidas contra a poliomie-
lite.

Recebido para publicacdo em 1-9-1969.

Com a descoberta de ENDERs et al.¥®
(1949) sbbre a possibilidade de multipli-
cagdo do virus da poliomielite em cultu-
ras celulares, Koprowski et al.2° (1954)
viram facilitada sua tarefa de obter uma
cépa atenuada de virus de poliomielite do
tipo I, experimentando-a também na imu-
nizagdo oral de criangas ndo imunizadas
e demonstrando, mais uma vez, sua ino-
cuidade e capacidade de desencadear a

(1) Resumo da Tese de docéncia-livre apresentada a Faculdade de Higiene e Satde Publica
‘da. USP, em 1969, Da Cadeira de Microbiologia e Imunologia Aplicadas da Faculdade
de Higiene e Saude Pdblica da USP, Sio Paulo — Brasil.
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formacdo de anticorpos protetores. Simul-
taneamente, investigadores como Roca-
-Garcia et al. ¥ (1952), Roca-Garcia &
JeErvis #* (1955), Roca-Garcia et al. *¢
(1956) ; ProTkiN et al. ** (1959); L1 &
ScHAEFER *2 (1954); SaBin *® {1955) e
CaBasso et al. ® (1960) chegaram a idén-

ticos resultados, evidenciando o desenvol-.

vimento da infecglo intestinal capaz de
levar a formacfio de anlicorpos séricos.

Também os trabalhos de DuLBECCO
& Voot * (1954) e de Hsiune & MEL-
-NICK %® (1955) contribuiram de maneira
saliente para facilitar o estudo de cépas
atenuadas de poliovirus, tanto em térmos
de purificagdo, como de selecio. Mas, al-
guns problemas continuaram exigindo es-
tudos cuidadosos, dentre os quais se sa-
lientavam os relacionados com o fendme-
no da interferéncia * ** *? e com a insta-
bilidade genética das cépas atenuadas do
tipo I1I, com tendéncia a reversdo no sen-
tido das cépas naturais virulentas. apds
passagem pelo intestino * #6 4% %6 Foram
éstes dltimos que comegaram a conceder
aos “marcadores” genéticos uma importan-
cia particular,

De acérdo com um critério estabelecido
por PLOTKIN #* (1962) é possivel distri-
buir os “marcadores” genélicos em tirés
grandes grupos, conforme o mecanismo im-
plicado na sua identifica¢iio: no primeiro
estdo agrupados os “marcadores” eviden-
ciaveis por mecanismos ligados a relagdo
virus-célula; no segundo grupo os “mar-
cadores” identificiveis pela presenca de
determinada substincia no meio nutritivo;
finalmente, no terceiro grupo encontram-
-se 0s “marcadores” que podem eviden-
ciar-se em conseqiiéncia de certas pro-
priedades [isicas peculiares da particula
viral,

Pertencem ao primeiro grupo os “‘mar-
cadores” representados pelas siglas “S”
{plaque size), “RCT” (reproductive ca-
pacity temperature), “MS” (designagio

de uma linhagem de culturas de células

de rim de macaco), “H” (human) e “0”
(oxygenation) ; ao segundo grupo os “mar-

13 29

cadores” representados pelas siglas “m
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(minute), “cr” {cystine response), “d”
(delayed), “G” (Guanidine), “HBB” (hy-
droxybenzyl-benzimidazole), “Ho” (hor-
se), “Bo” (bovine), “IST” (intra-typic
sorodifferentation test) e “ds” (dextrane
sulfate inhibition) ; no terceiro grupo de
Plotkin encontram-se os “marcadores” T
{thermo-resistance), E (elution), Al
(oH);, Aa (adsorption 10 aluminum pre-
cipitates) e A (aluminum chloride).

Os “marcadores” genéticos dos poliovi-
rus, pelo menos alguns déles (“d”.
“RCT,,”, “IST” e “A”) estdo definitiva-
mente implantados no arsenal a que é ne-
cessario recorrer, ndo ¢6 durante o pro-
cesso de producio da vacina atenuada,
mas também no processo de avaliagio de
sua inocuidade e nos estudos da estabili-
dades das cépas excretadas por individuos
vacinados.

Em relagido ao primeiro e segundo as-
pectos, estdo aquéles “marcadores” longe
de corresponder as exigéncias praticas,
uma vez que sua correlacio com a neu-
roviruléncia nem sempre é das melho-
res 33, 59’

Ja nos trabalhos sdbre a estabilidade ge-
nética das cépas vacinais dos tipos I, II
e III 2% %8 %8 excretadas pelos individuos
vacinados e seus contatos e nas tentativas
de esclarecimento da etiologia dos quadros
de poliomielile em criangas vacinadas, al-
guns “marcadores” genéticos tém-se mos-
trado de certa utilidade.

Nosso objetivo é conhecer, no grupo de
criancas estudado, as variagbes ocorridas
nas taxas de elimina¢do de poliovirus e
“outros enterovirus” e suas relages com
os periodos de vacinagfo; é igualmente
objetivo conhecer o grau de estabilidade

genética dos poliovirus isolados, através
dos “marcadores” RCT e ds.

MATERIAL E METODOS

Amostragem — Em junho de 1968 foi

feito um levantamento do fichario indivi-



CANDEIAS, J. A, N. — Isolamento e identificacio intratipica de cépas de poliovirus associa-
das com a administracdo de vacina Sabin. Rev. Satude publ., S. Paulo, 8(2):183-201, dez. 1969.

dual do Servico Especial de Saiide ' de
Araraquara (SESA), no sentido de veri-
ficar, do total de criangas inscritas, as
que, naquela data, tinham idades com-
preendidas entre 1 e 4 anos, inclusive.
Déste total foi sorteada, casualmente, uma
amostra, cujo tamanho, por grupo etario,
figura na Tabela 1. Sempre que eram
sorteados um ou mais irmdos de uma
crianga ji escolhida, aquéles eram elimi-
nados, decisio tomada deliberadamente,
para ndo se criarem condigbes que obri-
gassem a analise de uma situacdo parti-
cular que diz respeito a disseminagio in-
tra-familiar de poliovirus excretados por
criangas vacinadas,

ministrada em principios de dezembro do
mesmo ano. No ano de 1968, a campa-
nha de vacinagio processou-se nos meses
de abril, setembro e dezembro. Formamos
assim dois grupos de criangas, que desig-
namos por grupo A, com 66 individuos e
grupo B, com 109 individuos, com as ca-
racteristicas referidas e cuja distribuicéo,
por grupo etario, figura na Tabela 2. A
escOlha das criancas que deveriam per-
tencer ao grupo A foi feita por sorteio;
as criancas ndo sorteadas ficaram perten-
cendo ao grupo B.

Na Tabela 3 foi feita a distribuicio
das criangas sorteadas de acérde com o
nimero de doses de vacina recebidas.

TABELA 1

Distribuicdo das criancas inscritas no SESA e das criancas sorteadas em junho de 1968,

segundo a idade
Idade Criancas inscritas ‘ Criancas sorteadas
em —_——

anos N.o % 1 N.o %
1 201 21,18 39 22,28
2 313 32,98 51 29,15
3 208 21,92 42 24,00
4 227 23,92 43 24,57
Total 949 100,00 175 100,00

Do total de 175 criancas sorteadas fo-
ram colhidas amosiras de fezes em dois
momentos: de 66 criangas, depois de de-
corridos, aproximadamente, 60 dias, apds
a dltima dose de vacina, que tinha sido
administrada em setembro de 1968 e antes
da vacinagio de dezembro; de 109, depois
de decorridos cérca de 15 dias apds a dl-
tima dose de vacina, que. tinha sido ad-

Prepara¢do das amostras de fezes —
As amostras de fezes, colhidas em peque-
nas latas esterilizadas, foram remetidas
de Araraquara para Sdo Paulo e, uma
vez chegadas ao laboratério, congeladas
a —20°C para ulterior exame. De cada
crianca foi colhida uma sé6 amostra de
fezes. Depois de descongeladas a tempe-
ratura ambiente, foram preparadas de mo-

185



CANDEIAS, J. A. N. — Isolamento e identificacfo intratipica de cépas de poliovirus associa-
das com a administracio de vacina Sabin. Rev. Saide p4bl., S. Paulo, 3(2):183-201, dez, 1969.
k4

TABELA 2

Distribuicio das criancas sorteadas

e repartidas pelos grupos A e B, segundo a idade

Criancas sorteadas
Namero
Idade tal
em ?x)'l:nca: Grupo A& I Gropo B
anos _
sorteadas No % ' No %
1 39 13 19,69 26 23,85
2 51 17 25,76 34 31,19
-3 42 16 24,25 26 23,85
4 43 20 30,30 23 21,11
Total 175 66 100,00 109 100,00

TABELA 3

Distribuicdo das criancas examinadas e repartidas pelos grupos A e B, segundo 0 numero

de doses de vacina

Sabin administradas

. Nuamero de criancas que recebram:
Grupos de criancas
examinadas = 2 doses 3 doses > 4 doses
66 17 20 29
109 23 36 50
Total 175 40 56 ®

*

do a obter-se uma suspenséio a 20%, em
solugdo salina de Hanks contendo 2.000
unidades de penicilina sodica e 2 mg de
estreptomicina, por ml, 0,01 ml de uma
solugdo de fungizona e 0,01 ml de uma
solugio de polimixina. Esta suspensdo foi
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Déste total de 17 criancas, 15 receheram duas doses de vacina e 2 nfio foram vacinadas.

centrifugada a 3.000 r. p. m., em ambien-
te refrigerado durante 10 minutos; o so-
brenadante foi submetido, novamente, a
uma centrifuga¢io a 3.000 r.p.m., em
ambiente refrigerado, durante 20 minu-
tos.
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Isolamento de virus — Féz-se o isola-
mento das cépas de poliovirus e outros
enterovirus, inoculando 0,2 ml de cada
suspensdo de fezes em cada um de 2 tu-
bos de culturas primarias de células de
rim de macaco rhesus, de culturas pri-
rarias de amnio humano e de células
HeLa %%, Estas culturas foram incubadas
em quarto estufa, cuja temperatura varia-
va entre 36°C e 37°C, durante 15 dias.
Os tubos inoculados foram observados ca-
da dois dias e o conteiido daqueles em
que se notava efeito citopatico, para cada
suspensio de fezes, era misturado e conge-
lado a —20°C, para futuras passagens,
a fim de se obterem titulos suficiente-
mente elevados. S6 foram identificadas
as amostras de poliovirus; outros entero-
virus isolados, ndo neutralizados pelos s6-
ros anti-poliovirus, foram agrupados sob
a designago de “outros enterovirus”.

A inoculagio das suspensBes de fezes
nos trés tipos de células referidos permite
ter uma orienta¢do, quanto a identidade
da cépa de virus isolada. Na Tabela 4
apresentamos os resultados possiveis,

Identificagio de virus — A tipagem
das cépas de poliovirus isoladas foi feita
por reagbes de neutralizagdo segundo téc-
nica referida por HaMBLING et al.?*
(1963).

Os sbros padres utilizados foram for-
necidos pelo Virus Reference Laboratory,
Central Public Health Laboratory, Colin-
dale, Londres, com os seguintes titulos:
s6ro anti-poliovirus do tipo I, 1.280; séro
anti-poliovirus do tipo II, 10.000; sdro
anti-poliovirus do tipo III, 2.560. Para
uso, os soros eram diluidos em solugdo
salina de Earle, de modo a que em 0,1
ml da mistura dos trés sbros, existissem
50 unidades de cada um déles. Esta mis-
tura mantém-se a —20°C sem alteragao
do titulo, durante longos periodos de tem-
po. Depois de descongelada e conservada
a 4°C o titulo ndo sofre alteracdo até 3
meses.

Caracterizacéo do “marcador” RCT,, —
Esta técnica permite avaliar a capacidade
das cépas de poliovirus se multiplicarem
a temperaturas acima da chamada tempe-

TABELA 4

Efeito citopatico em diferentes culturas de células e possivel relagdo com a identidade

do virus
ECP em culturas de
Virus

amnio ‘ rim de 1 HeLa

humano macaco
Poliovirus + + +
Virus Coxsackie B + + +
Virus ECHO + + -
Virus Coxsackie A7 e A9 + + —
Virus Coe (Coxsackie A21) - - +
Poliovirus (Sabin) - + +
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ratura normal de 37,0°C. As temperatu-
ras acima do normal, devem ser para os
tipos I e II, 39,8°C e 39,2°C, porque exis-
tem algumas cépas naturais virulentas que
ndo crescem a temperatura convencional
de 39,8°C, mas fazem-no a 39,2°C; para
o tipo III usa-se a temperatura 40,3°C. A
estas temperaturas a multiplicacdo das cé-
pas naturais virulentas ndo é afetada, ao
passo que as cépas vacinais sdo quase to-
talmente inibidas.

Para a incubagdo das culturas inocula-
das a temperaturas elevadas usamos um
banho-maria aquecido com a unidade
“Techne-tempunit”, com uma sensibilida-
de de = 0,05°C. Os tubos de cultura
eram simplesmente mergulhados no refe-
rido banho, depois de colocados em estan-
tes de metal e arrolhados conveniente-
mente.

Para a execu¢do da prova usamos as
cépas prototipos fornecidas pelo Central
Public Health Laboratory, Colindale, Lon-

dres.

Cada suspensdo de virus foi diluida em
meio 199 desde 10~ até 1078, inoculan-
do-se dois tubos de culturas de células de
rim de macaco rhesus, por diluicdo. Ao
fim de quatro dias foi feita a leitura, de-
terminando-se a queda do titulo. Nem
sempre é de facil observagdo o efeito ci-
topatico a temperaturas elevadas, mas de
um modo geral, éste aparece sob a forma
de células arredondadas, refringentes, com
uma distribui¢do nao focal.

A interpretacdo dos resultados pode ser
aceita quando a redugdo do titulo do pro-
totipo natural é inferior a 10°TCDs,/0,1
ml e a reducdo do titulo da cépa proté-
tipo vacinal é superior a 10°TCD;,/0,1
ml. As leituras podem dar os seguintes
resultados: redugfio do titulo & tempera-
tura elevada (log,, < 2): cépa natural;
redugdo do titulo & temperatura elevadas
(logiy 2-logs0 5):  cépa “intermediaria”;
reducdo do titulo 4 temperatura elevada
(logioc > 5): cépa vacinal.

Caracterizacido do “marcador” ds — O
sulfato de dextrano inibe o crescimento
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das cépas vacinais de poliovirus do tipo
I, enquanto a cépa Mahoney ndo é afe-
tada, chegando, algumas vézes, a ser esti-
mulada discretamente. Os tipos 1I e III
comportam-se de modo irregular, ndo per-
mitindo a utilizacdo desta técnica na sua
identificacdo intratipica®. Para a exe-
cucdo da prova comparam-se os titulos a
37,0°C, em culturas primarias de células
de rim de macace rhesus mantidas em
meio 199, com os titulos, & mesma tem-
peratura, em iguais culturas mantidas em
meio 199 adicionado de 0,05% de sul-
fato de dextrano @) (P.M. 2 X 10%),

Preparamos a solugio de sulfato de dex-
trano pesando quantidades de 0,5 g, que
distribuimos em pequenos frascos esté-
reis. Este compostoc mantém-se sem alte-
ragio & temperatura ambiente e ndo ne-
cessita ser esterilizado. Sempre que era
necessario dissolviamos aquela quantidade -
em 10 ml de meio 199, a 37,0°C, de que
usivamos 1 ml para cada 100 ml de meio
199 contendo 3,5 ml de solugdo de bicar-
bonato de sédio a 4,49. Este era o
meio de dextrano que, um dia antes da
execucdo da prova, substitura o meio
199 em que eram mantidas as culturas.

Para a execugdo da prova, incluiamos
os protétipos Sabin I e Mahoney, de que,
juntamente com as amostras a testar, se
faziam diluicGes de 10~* a 10~ % em meio
199. Um volume de 0,1 ml de cada
amostra era inoculado em dois tubos de
cultura de células de rim de macaco rhe-
sus, mantidas em meio 199 e meio de
dextrano a 37,0°C, durante 4 dias. O
resultado da prova é aceitavel quando a
cépa Mahoney apresenta, no meio de dex-
trano, um titulo de == 10°%5TCD;0/0,1 ml
em relagdo ao titulo no meio 199; a cépa
Sabin I deve ter o titulo reduzido de
10*°TCD;,/0,1 ml ou mais.

RESULTADOS

Eliminagdo de poliovirus e “outros en-
terovirus” — Na Tabela 5 apresentamos

(1) Adquirido de Pharmacia, Upsala, Suécia.
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TABELA 5

Distribui¢do dos enterovirus isolados de criancas inscritas no SESA, segundo a idade

Total de virus isolados

Idade Total de criancas Total de
em examinadas exames
an iti 3
(o1 ] (Grupo A) positivos Poliovirus outros
enterovirus”
1 13 3 2 1
2 17 3 2 1
3 16 6 2 4
4 20 5 2 3
Total 66 17 8 9

TABELA 6

Distribuicdo das cépas de poliovirus isoladas de .criancas inscritas no SESA, segundo a idade

Total de cépas de
Idade Total de criancas Total de poliovirus isoladas
em examinadas exames
anos (Grupo A) positivos 1 II 111
1 13 2 1 1 0
2 17 2 1 o 1
3 16 2 1 0 1
4 20 2 1 0 1
Total 66 8 4 1 3

a distribuigdo dos enterovirus isolados das
criangas examinadas e agrupadas no Gru-
po A, segundo a idade. Pode verificar-se
que 17 amostras de fezes de 66 indivi-
duos deram resultado positivo para ente-
rovirus em geral, o que corresponde a

uma taxa de 25,75%; 12,129 corres-
ponde a poliovirus e 13,63% a ‘“outros
enterovirus”, As porcentagens de isola-
mento de poliovirus foram, respectiva-
mente, de 15,39%; 11,76%; 12,50% e
10,009, nos grupos de 1, 2, 3 e 4 anos.
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Para “outros enterovirus” as taxas de iso-
lamento foram, respectivamente, 7,69% ;
5.88%; 25,00% e 15,00%. Aplicando o
teste de Goodman, ao nivel de 5%, nao
sdo significativas as diferengas entre as
porcentagens de isolamento de poliovirus
e “outros enterovirus”, em cada grupo
etario.

Na Tabela 6 passamos a especificar a
distribuicio das cépas de poliovirus iso-
ladas das criangas do chamado Grupo A,
segundo os tipos sorolégicos e as idades.
De um total de 8 cépas isoladas, 4 perten-
ciam ao tipo I, uma ao tipo II e 3 ao
tipo III.

Uma analise semelhante & apresentada
anteriormente figura, para as criangas de
Grupo B, nas Tabelas 7 e 8. Pela Tabela
7 pode ter-se uma idéia da distribuigdo
dos enterovirus isolados e da taxa de iso-
lamento, que é da ordem de 46,78% e
das taxas de 37,601% para poliovirus e
9,17% para “outros enterovirus”. A dis-
tribuigio pelos grupos de 1, 2, 3 e 4 anos
no caso dos poliovirus, corresponde res-

pectivamente as taxas de 42,31%, 32,35%),
30,76% e 47,82%; no caso de ‘“outros
enterovirus” as porcentagens respectivas
sdo de 7,69%, 2,94%, 11,54% e 17,39%.
O teste de Goodman mostra ndo serem
significativas estas diferencas, por grupo
etario, ao nivel de 5%, tanto para polio-
virus como para outros enterovirus.

Na Tabela 8 apresentamos a distribui-
cdo das cépas de poliovirus, por tipos
sorolégicos e por grupo etirio. De um
total de 109 criangas, com 41 exames
positivos, isolaram-se 7 cépas de polio-
virus do tipo I, 10 do tipo II e 24 do
tipo III o que corresponde as seguintes
taxas de isolamento: 6,42%, 9,17% e
22,02%.

Reportando-nos aos dados da Tabela 3 e
considerando como “ndo vacinadas” as
criangas que receberam duas doses ou me-
nos de vacina, comparamos os resultados
dos isolamentos de enterovirus nos grupos
A e B, em criancas “ndo vacinadas” e va-
cinadas, sendo estas dltimas as que rece-
beram trés ou mais doses (Tabela 9).

TABELA 7

Distribuicdo dos enterovirus isolados de criancas inscritas no SESA, segundo a idade

Idade Total de criancas Total de Total de virus isolados
em examinadas exames —_—
anos (Grupo B) positivos Poliovirus “outrps
enterovirus”
1 26 13 11 2
2 34 12 11 1
3 26 11 8 3
4 23 15 11 4
Total 109 51 41 10
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TABELA 8

Distribuicdo das cépas de poliovirus isoladas de criancas inscritas no SESA, segundo a idade

Total de cépas de
Idade Total de criancas Total de poliovirus isoladas
em examinadas exames
anos (Grupo B) positivos l 1 T III

1 26 11 2 3 6
2 34 11 2 2 7
3 26 8 2 1 5
4 23 1 1 4 6
Total 109 41 7 10 24

TABELA 9

Distribuicdo dos enterovirus isolados nos Grupos A e B, segundo o esquema de vacinacéo

Total de virus isolados

Esquema de Namero Total
Grupos vgcina s de criancas de exames
¢ vacinadas positivos Poliovirus “outros
° enterovirus”
= 2 doses hird 6 4 2
A > 3 doses 49 11 4 7
Sub-total 66 17 8 9
< 2 doses 23 12 8 4
B > 3 doses 86 39 33 6
Sub-total 109 51 41 10
Total 175 68 49 19
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No Grupo A, das 17 criangas, conside-
radas como “ndo vacinadas” isolaram-se
poliovirus em 23,529% de casos e “outros
enterovirus” em 11,769 daquele total; ja
nas 49 criancas vacinadas, isto €, que re-
ceberam trés ou mais doses de vacina Sa-
bin, aquelas taxas foram, respectivamen-
te, 8,16% e 14,28%. Comparando as por-
centagens de isolamento de poliovirus e
“outros enterovirus” nas chamadas crian-
cas “‘ndo vacinadas” e nas criangas vaci-
nadas, ndo foram encontradas diferengas
significativas.

No Grupo A, das 8 cépas de poliovirus
isoladas, 2 apresentavam-se com caracte-
risticas de cépas naturais e as 6 restan-
tes com caracteristicas préprias das cha-
madas cépas “intermediarias”; ndo se iso-
laram cépas vacinais.

Ja no Grupo B, considerando que o ni-
mero total de cépas de poliovirus é mais
elevado, tem sentido calcular as taxas de
caracterizacdo que sfo, respectivamente,
de 19,519 para as cépas “intermediarias”
e 80,49% para as cépas vacinais; nio se
isolaram cépas naturais.

TABELA 10

Diferenciacdo intratipica das cépas de poliovirus isoladas de criancas inscritas no SESA,
pelos “marcadores” RCT,, e ds.

Total de cépas de poliovirus isoladas
Total

Grupos de exames Tipo 1 Tipo II l Tipo III

positivos
+ + - + + - I + ‘ + -

8 1 3 (¢} (1} 1 ] 1 2 o

41 | 3 4 0 2 8 0 3 21

Total 49 1 6 4 0 3 8 1 5 21

No Grupo B, as referidas porcentagens
foram, nas chamadas “ndo vacinadas”,
34,78% e 17,39% e nas vacinadas,
38,37% e 6,97%, taxas estas, cujas dife-

rengas ndo s@o significativas.

Diferenciagio intratipica — Na Tabe-
la 10 englobamos os resultados obtidos
com o emprégo dos “marcadores” RCT,,
e ds. Como ji dissemos, os sinais con-
vencionais de caracterizagdo das cépas de
poliovirus sdo (+) para as cépas natu-
rais virulentas, (—) para as cépas vaci-
nais e (=£) para as cépas chamadas de
“intermedirias”,
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DISCUSSAO

Eliminacd@o de enterovirus — Os resul-
tados apresentados nas Tabelas 5 ¢ 7 ddo
uma idéia da distribuicio dos poliovirus
e “outros enterovirus”’ isolados, no con-
junto de criangas examinadas, tanto por
grupo etario, como em relagdo ao momen-
to em que foi administrada a dltima dose
de vacina. Em térmos globais, enquanto
no Grupo A a taxa de todos os enterovi-
rus foi de 25,75%, no Grupo B foi de
46,78%, diferencas que sdo estatistica-
mente significativas. Uma vez que as cri-
angas do Grupo B receberam a ultima
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dose de vacina 15 dias antes da colheita
de fezes e que, para o Grupo A, éste
lapso de tempo foi da ordem de 60 dias,
natural seria esperar esta diferenga, para
a qual contribuem as cépas de poliovirus
vacinais que estdo, néste periodo, sendo
eliminadas ** °,

Desde ja dois fatos prendem a nossa
atengfo, o primeiro dos quais diz respeito
a circunstancia de, em nenhuma amostira
de fezes, ter sido possivel identificar mais
do que uma cépa de virus: poliovirus ou
“outros enterovirus”. Frente a infecgdo
simultdnea do tubo digestivo por duas ou
mais amostras de virus, ou ocorre a du-
pla infecgdo, ou, por interferéncia, uma
das amostras exclui as outras, Seria assim
de esperar que dentre algumas amostras
de fezes analisadas se levantasse o pro-
blema da dupla infec¢fio, o que ndo ocor-
reu, como dissemos. Trata-se de um pro-
blema de dificil solugfio, principalmente,
se uma das amostras de virus néio tem
particular afinidade para a cultura de cé-
lulas onde é feito o isolamento, ou se pos-
sui a capacidade de desencadear um efei-
to citopatico rapido e precoce, impedindo
o crescimento da outra amostra. Nio obs-
tante sempre nos foi possivel neutralizar
o efeito citopatico, das cépas de poliovirus
isoladas; em relagio a “outros enterovi-
rus”, uma vez que ndo foi feita a tipa-
gem ndo nos é possivel garantir que nao
estivessem presentes dois ou mais agentes:
o que podemos afirmar é que nenhuma
cépa de poliovirus estava misturada com
“outros enterovirus”. A técnica de ino-
culacio simultinea de cultura de células
HeLa, células de rim de macaco rhesus
e células amniéticas humanas permite, co-
mo ji dissemos, dar uma orientacdo a ti-
pagem do virus isolado (Tabela 4).

Parece, entéo, natural pensarmos no en-
contro do fendmeno da interferéncia, cuja
ocorréncia depende, em parte, da inten-
sidade de circulacio de enterovirus na
comunidade considerada **. Os resultados
da presente investigagfo evidenciam uma
elevada taxa de isolamento de enterovirus,
em geral, bem como de poliovirus e “outros

enterovirus”. Se considerarmos as crian-
¢as do Grupo A como representando uma
amostra da populagdo infantil ndo sujeita
as variaveis resultantes de vacinagfio re-
cente, vamos encontrar além da taxa ge-
ral de isolamento de enterovirus de
25,75%, uma porcentagem de isolamento
de poliovirus de 12,129% e de “outros en-
terovirus” de 13,63%, cuja analise cons-
titui o segundo fato para o qual foi cha-
mada nossa aten¢do. As porcentagens de
isolamento de poliovirus de 15,39%,
11,76%, 12,50% e 10,00%, bem como
as de “outros enterovirus”, da ordem de
7,69%, 5,88%, 25,00% e 15,00%, en-
contradas, respectivamente, em criangas
de 1, 2, 3 e 4 anos ndo diferem estatisti-
camente entre si. Se nos reportarmos aos
resultados do Grupo B (Tabela 7), em
que a colheita de fezes foi feita 15 dias
apbs receberem a tltima dose de vacina,
repetimos, vamos encontrar uma taxa de
isolamento de poliovirus mais elevada, da
ordem de 37,61% mas também e &ste fato
assume, em nosso entender, certa impor-
tancia, uma taxa de isolamento de “outros
enterovirus” de 9,17% que ndo difere da
encontrada nas criangas do Grupo A. No
Grupo B, as taxas de isolamento, por gru-
po etario, de poliovirus da ordem de
42,319, 32,35%, 30,76% e 47,82%, do
mesmo modo que de “outros enterovirus”,
da ordem de 7,69%, 2,949, 11,54% e
17,39% ndo diferem entre si. A dimi-
nui¢io do nimero de excretores de polio-
virus no Grupo A, apesar de ndo ser sig-
nificativa a diferenca, pode refletir a exis-
téncia de um certo grau de imunidade
intestinal: verifica-se que, enquanto nas
17 criangas que receberam duas ou me-
nos doses de vacina a taxa de isolamento
de poliovirus é de 23,529, nas 49 crian-
¢as que receberam trés ou mais doses esta
taxa baixou para 8,169 (Tabela 9)..
MELNICK ¥7 (1960) e SABIN *° (1956) re-
ferem-se a observagdes desta natureza.
Estamos, assim, frente a dois grupos de
criangas com caracteristicas diferentes, em

térmos do processo vacinal, nas (quais,
por é&ste fato, se evidenciam diferentes ta-
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xas de isolamento de poliovirus, mas que,
em relagdio a “outros enterovirus” parecem
comportar-se de modo semelhante: ambos
patenteiam uma elevada taxa de circula-
cdo de “outros enterovirus” na comunida-
de a que pertencem. No que respeita aos
poliovirus nfio poderia esperar-se diferen-
te resultado, em virtude dos momentos em
que foi administrada a tltima dose de
vacina e feita a colheita de fezes, mas a
constatacfio da taxa de isolamento elevada
de “outros enterovirus”, em amhos os
grupos obriga-nos, repetimos, a levantar
a suspeita de que semelhante situagio po-
dera interferir com o processo da vaci-
nacdo. Os resultados apresentados na Ta-
bela 9, que configuram a experiéncia fei-
ta no sentido de elucidar se o niimero de
doses de vacina poderia, de algum modo,
alterar as taxas de isolamento de polio-
virus e “outros enterovirus”, amparam
tais consideragbes. No Grupo A ndo sfo
estatisticamente diferentes, como dissemos,
as porcentagens de isolamento de polio-
virus em criangas que receberam duas do-
ses de vacina, ou menos e trés ou mais
doses, o mesmo ocorrendo para “outros
enterovirus”. No Grupo B ndo se pode-
riam esperar diferencas, pelas razdes ex-
postas anteriormente, nos isolamentos de
poliovirus, mas no caso de “outros ente-
rovirus”, também ndo se observam dife-
rengas.

As pesquisas quantilativas de elimina-
¢d@o de enterovirus sé6 podem ser solida-
mente discutidas, quando se processam es-
tudos sorolégicos para a determinagio do
nivel de anticorpos neutralizantes e es-
tudos sbbre o isolamento de enterovirus,
o que ndo nos foi possivel respeitar, por
dificuldades de ordem técnica. Assim é
que sempre podera argumentar-se que as
semelhantes porcentagens de isolamento de
poliovirus encontradas, no Grupo A, se
devem a um estado geral de imunizagdo
deficiente de t6das as criangas, quer te-
nham recebido menos de duas doses, duas
doses ou trés ou mais doses, o que po-
deria evidenciar-se frente & determinagéo
dos niveis de anticorpos 2 3%, Mesmo as-
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sim, surge a questdo de saber quais as
razbes que levaram aquele estado de imu-
nizagio deficiente e, dentre a multiplici-
dade das mesmas, voltam a salientar-se
as ligadas ao fendmeno da interferéncia.
Ndo devemos esquecer as observagbes de
HaLE et al. 22 (1959), sdbre a utilizagdo
de uma vacina atenuada monovalente do
tipo I, que, em certa medida péde con-
trolar uma epidemia do tipo 1. Como
devem estar presentes as observagbes de
SABIN # (1955), segundo as quais a ate-
nuacido da neuroviruléncia diminui a ca-
pacidade de invasio do aparelho digesti-
vo, com o que se criam, em comunidades
de amplas circulagées de enterovirus, con-
digbes que dificultam a fixagio das cépas
vacinais.

Numerosos enterovirus sdo capazes de
participar no fenémeno da interferéncia %
4,12,18,03,26, 43 ¢ ¢ licito supor que sua
capacidade de ocasionar infec¢Bes no ho-
mem & varidvel entre os tipos e cépas. A
individualidade das varias espécies de en-
terovirus com diferentes capacidades de
multiplicagio, mais ou menos intensa e
duradoura, no tubo digestivo % 12 13, 16,
27,29 deve ter papel importante na seqiién-
cia da infecgdo. O trabalho de GELFAND
et al.?* (1960) fornece alguns dados ex-
perimentais a respeito daquela caracteris-
tica intrinseca. HENRY et al. 2% (1966)
sugerem que também deve ser importan-
te o titulo do virus nas fezes, sendo natu-
ral imaginar que uma elevada dose infe-
tante tenha mais facilidade em vencer uma
situagdo de interferéncia 4% 52,

As Tabelas 6 e 8 mostram a distribui-
cio das cépas de poliovirus isoladas de
criangas dos Grupos A e B, segundo a
idade. Nas 66 criangas do primeiro gru-
po (Tabela 6) isolaram-se 8 cépas de po-
liovirus, 4 das quais foram tipadas como
pertencentes ao tipo I, uma ao tipo II e
3 ao tipo III: nota-se um predominio dos
tipos I e III, situagdo ja observada por
outros autores ® 5% %%, Em trabalho rea-
lizado anteriormente, CarvALHO * (1966)
encontrou uma distribuicdo diferente, com
predominio dos tipos I e II, Ao tratar-
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mos, na discussdo dos resultados obtidos
com a diferenciacdo intratipica, de carac-
terizacio das cépas de poliovirus isoladas
no Grupo A, teremos oportunidade de vol-
tar ao assunto. No grupo B (Tabela 8)
de 109 criancas isolaram-se 41 cépas de
poliovirus, das quais 7 do tipo I, 10 do
tipo 11 e 24 do tipo III, o que correspon-
de as porcentagens, ja referidas de 6,42%,
9,17% e 22,02%.

A analise déstes resultados evidencia,
em qualquer momento da colheita, 60 ou
15 dias apds a altima dose de vacina, a
persisténcia dos trés tipos de poliovirus,
sempre com uma predomindncia do tipo
III. Poderiamos dizer, de acdrdo com a
presente observagdo, que no grupo infan-
til examinado, ndo houve modificagdo na
difusio das cépas de poliovirus, nos pe-
riodos intervacinal e de vacinagfo, mui-
to embora, nas criangas do Grupo A, te-
nha havido diferengas nas porcentagens
de isolamento de poliovirus encontradas
nas chamadas “criancas ndo vacinadas”
e “criancas vacinadas”, o que, como ja
dissemos, podera indicar uma certa imu-
nidade tissular local.

Diferenciagio intratipica — As 11 cé-
pas de poliovirus do tipo I, comparadas
com os conirbles Mahoney e Sabin I, as
temperaturas de 39,8°C e 39,2°C (Tabe-
la 10) mostraram-se predominantemente,
com caracteristicas vacinais e ‘“interme-
diarias” e, sOmente, uma cépa veio a
ser caracterizada a 39,2°C, cépa natural.
Esta tinha-se mostrado, a 39,8°C, com
caracteristicas “intermediarias”, o que de-
monstra a necessidade de executar a pro-
va do “marcador” RCT,, as duas tempe-
raturas referidas, uma vez que algumas
cépas naturais dos tipos I e II néo se
multiplicaram a temperatura convencional
de 39,8°C, fazendo-o a 39,2°C°: a cépa
012-68 sofreu a 39,8°C uma redugéo no
titulo (logys) de 2,5, enquanto a 39,2°C
deu um titulo (logy,,) de 5,5, do que re-

sultou uma redugdo (log,,) de, somente,
0,5.

O “marcador” ds confirmou o carater
natural da referida cépa e os caracteres
vacinais ou “intermediirios” das demais
cépas isoladas, com excegdio da cépa 152-
-68, que foi caracterizada como “inter-
mediaria” com o “marcador” RCT,, e va-
cinal com o “marcador” ds. Cossart®
(1967), em trabalhos sébre a caracteri-
zagdo intratipica de cépas de poliovirus,
refere-se & necessidade de utilizacio de
miiltiplos “marcadores” que permitam evi-
denciar o maior niimero possivel de pro-
priedades da particula viral, com o que
serd possivel uma melhor caracterizaggo.
Os resultados obtidos com a cépa 152-68
parecem exemplificar esta necessidade. Em
relagio as chamadas cépas “intermedia-
rias”, ndo existe, até o momento, nenhum
teste que permita definir a sua origem,
isto é, se se trata de cépas provenientes
da atenuacglo de cépas naturais ou da rea-
tivacdo de cépas vacinais. Em virtude
da boa correlacdo que obtivemos entre os
resultados conseguidos com os “marcado-
res” RCT, e ds, poderiamos suspeitar,
entdo, frente ao resultado com o “marca-
dor” RCT,, que se tratava de uma cépa
“intermediaria” de origem vacinal.

As onze cépas de poliovirus do tipo II
evidenciaram, sdmente, caracteristicas de
cépas vacinais e “intermedidrias”; a in-
cubaciio a temperatura de 39,2°C ndo al-
terou o resultado, no sentido da evidencia-
¢io de cépas naturais, muito embora te-
nha conferido a um grande nimero de
cépas com caracteristicas vacinais a 39,8°C,
a caracteristica “intermediaria”: das 8
cépas vacinais, somente 2 se mantiveram
como tal a 39,2°C. Nio existem elemen-
tos para supor que esta observagio possa
indicar que as cépas de carater “inter-
mediario” sejam cépas vacinais em trans-
formacdo no sentido natural.

Finalmente a caracterizacdo das 27
cépas de poliovirus do tipo III, mediante
a utilizaciio do “marcador” RCT,, a 40,3°C
revelou uma grande maioria de cépas va-
cinais, algumas cépas “intermediarias” e
uma sb cépa natural.
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A caracterizagio de tédas as cépas de
poliovirus dos tipos I, II e III, englobada
na Tabela 10, em relagio aos Grupos A e
B, fornece informacbes que nos parece
interessante ressaltar. Em primeiro lugar,
as 2 cépas naturais identificadas como
dos tipos I e III, s6 foram isoladas no
Grupo A, isto é, no grupo de criangas,
cujas fezes foram colhidas durante o pe-
riodo intervacinal e, dentre estas, das
duas Gnicas que nio tinham sido vacina-
das (Tabela 3). Em segundo lugar, neste
mesmo grupo, ndo se isolaram cépas com
carater vacinal e puderam -caracterizar-
-se 6 cépas “intermediarias”, de um total
de 8 cépas. Evidenciou-se, assim, no gru-
po que corresponde a um periodo inter-
vacinal, a circulagiio de poliovirus natu-
rais de dois tipos antigénicos e de cépas
“intermedidrias”, ndo sendo possivel de-
tectar a persisténcia de cépas vacinais. A
identificacdo de poliovirus naturais dos
tipos I e I autoriza-nos a considerar que
as campanhas de vacinagdo a que estive-
ram sujeitas as criangas do Grupo A,
s6 parcialmente, conseguiram modificar
certas condigbes ecoldgicas que deveriam
dificultar a circulagdo de cépas naturais.
Romano & ALBANESE ** (1966) referem-
-se a situagdo semelhante,

Consideragoes da mesma ordem, exten-
sivas ao Grupo B, mostram um panorama
diferente, com uma predominincia nitida
de cépas vacinais, 33 cépas, num total de
41 exames positivos e, somente, 8 cépas
com caracteristicas “intermediarias”. Nes-
tas condigbes as cépas naturais parecem
ter sido excluidas por interferéncia das
cépas vacinais ou “intermediarias” *7r 9,

Note-se, por ouiro lado, a diferenga
acentuada na taxa de isolamento de cépas
“intermediarias” no Grupo A, da ordem
de 75,00% e no Grupo B, da ordem de
19,51%, o que poderia levantar suspeitas,
se levarmos em consideracio o momento
da colheita das amostras de fezes, sdbre
uma possivel reversdo das cépas vacinais #6,
E, efetivamente, uma mera suspeita, uma
vez que ndo dispomos de elementos capa-
zes de distinguir uma cépa vacinal que
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tenha sofrido alteracbes, apos multipli-
cacdo na mucosa do intestino, de uma
cépa natural virulenta. Como, do mesmo
modo, ndo é possivel saber, em que me-
dida, uma cépa com caracteristicas “in-
termediérias”, seja qual for a sua origem,
manter-se-a estavel, uma vez que desco-
nhecemos quais os fatbres ecolégicos que
intervém nas modificacbes da viruléncia
dos poliovirus,

O problema da reversdo tem, realmente,
um interésse mais de carater tebrico, do
que pratico, quando se.considera a utili-
zacdo da vacina atenuada em - campa-
nhas de &mbito ndo restrito, visto que o
estabelecimento da imunidade se proces-
sa mais rapidamente do que as possiveis
alteragbes sofridas pelas cépas vacinais ',
Por sua vez a imunidade humoral e a
resisténcia local desenvolvida ao nivel das
mucosas intestinal e faringea, conduzem
a restrigdo da circulagdo das cépas de po-
liovirus, O grau desta restricio vai de-
pender da natureza € intensidade do con-
tato, processando-se de modo diferente, no
ambiente familiar e extra-familiar ° 34 ¢°,
Nossos resultados nfo permitem estabele-
cer a ocorréncia do fenbémeno da reversdo
nas cépas isoladas, no grupe de criangas
estudado, como, igualmente, ndo permi-
tem avaliar a natureza e intensidade do
contato, mas a elevada porcentagem de
cépas “intermediarias” e o isolamento de
duas cépas de poliovirus naturais, dos ti-
pos I e III, levam a pensar na necessida-
de de consideragio de determinado aspec-
to de vacinagdo. Trata-se da administra-
cdo, simultdnea, da vacina a todos os
membros, ndo imunes, da familia, inde-
pendentemente, da idade, com a finali-
dade de protegé-los do contagio por cépas
vacinais ou sua progénie 3* %5,

Mais importante do que a reversdo das
propriedades patogénicas das cépas vaci-
nais € o fenémeno da interferéncia entre
as cépas naturais de poliovirus e as cé-
pas vacinais ou entre estas e outros entero-
virus, assim como entre os trés tipos de po-
liovirus °% %8, Apés a administracio da va-
cina trivalente, podem isolar-se, passados
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poucos dias, um ou dois tipos soroldgicos
de poliovirus; o terceiro tipo costuma
aparecer passadas algumas semanas, o que
pode corresponder a uma situagio de la-
téncia ou a um processo infeccioso de mi-
nima intensidade, ou, simplesmente, a uma
situagdo de interferéncia. Nossos resul-
tados so exemplo desta situagfio, pois de
cada crianga examinada, tanto no Grupo
A, como no Grupo B, s6 foi possivel iso-
lar um tipo de poliovirus. Em relacdo
ao Grupo A, é&ste fato poderia ser expli-
cado com a simples aceitacio de que, em
cada uma das criancas do grupo, s6 um
dos trés tipos sorolbgicos de poliovirus que
circulavam na comunidade teve oportuni-
dade de colonizar as células de seu tubo di-
gestivo. Ja em relagdo ao Grupo B, dado
que as criangas tinham sido recentemen-
te vacinadas, nido sio de facil explicagio
nossas observacbes sobre o isolamento de
um ou outro dos trés tipos de virus exis-
tentes na vacina triplice. Podera tratar-
-se, como dissemos, de laténcia, infecgdo
em nivel minimo ou interferéncia o que
ndo nos parece possivel esclarecer, dado
que nossos resultados se baseiam no exame
de material proveniente do intestino. Nao
podemos afirmar que, se tivéssemos colhido
material da orofaringe das criancas exami-
nadas, ndao fdssemos encontrar um ou mais
tipos sorolégicos diferentes do isolado **.
Mesmo assim, a persisténcia de taxas eleva-
das de “outros enterovirus”’, que observa-
mos em ambos os grupos, apesar das
campanhas de vacinagio a que estiveram
sujeitas as criancas estudadas, contraria-
mente ao descrito por SABIN et al
(1960), obriga-nos a considerar que al-
guns de nossos resultados podem ser
uma demonstracio do interésse pratico
que o fendmeno da interferéncia pode
ter na vacinagdo com poliovirus atenua-
dos.

CONCLUSOES

Em face da discussio dos resultados
obtidos, afigura-se-nos, como conclusdo
basica de nosso trabalho, a observacéo

segundo a qual, os dois grupos de crian-
gas estudados s6 se comportaram de mo-
do diferente, quando comparados em tér-
mos das taxas de isolamento de poliovi-
rus e sua caracterizaglo intratipica, como
cépas naturais. Mais especificamente:

1. A taxa de isolamento de polio-
virus, no grupo de criangas cujas fezes
foram colhidas no periodo intervacinal
(12,12%), é estatisticamente diferente da
observada no grupo de criangas cujas fe-
zes foram colhidas 15 dias apés a admi-
nistragdo da dltima dose de vacina

(37,61%).

2. A taxa de isolamento de “outros
enterovirus”, no grupo de criangas cujas
fezes foram colhidas no periode interva-
cinal (13,63%), nao difere estatistica-
mente da observada no grupo de criangas
cujas fezes foram colhidas 15 dias apés
a administragio da dltima dose de vaci-

na (9,17%).

3. As taxas de isolamento de polio-
virus, no grupo de criangas cujas fezes
foram colhidas no periodo intervacinal,
ndo diferem estatisticamente, quando com-
parados os resultados obtidos com as cha-
madas “criangas nfio vacinadas” (8,16%)
e as criangas vacinadas (23,52%).

4. As taxas de isolamento de “outros
enterovirus”, no grupo de criangas cujas
fezes foram colhidas no periodo intervaci-
nal, ndo diferem estatisticamente, quando
comparados os resultados obtidos com as

chamadas “criangas ndo vacinadas”
(11,76%) e as criangas vacinadas
(14,28%).

5. As taxas de isolamento de poliovi-
rus, no grupo de criangas cujas fezes fo-
ram colhidas 15 dias apés a administra-
gdo da ultima dose de vacina, ndo dife-
rem estatisticamente, quando comparados
os resultados obtidos com as chamadas
“criangas ndo vacinadas” (34,78%) e as
criancas vacinadas (38,37%).
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6. As taxas de isolamento de “outros
enterovirus”, no grupo de criangas cujas
fezes colhidas 15 dias apds a administra-
cio da tltima dose de vacina, ndo dife-
rem estatisticamente, quando comparados
os resultados obtidos com as chamadas
“criangas ndo vacinadas” (17,39%) e as
criangas vacinadas (6,97%).

7. [Isolaram-se os trés tipos sorolégi-
cos de poliovirus em qualquer dos grupos
estudados.

8. Do total de cépas de poliovirus iso-
ladas, somente duas foram caracterizadas
intratipicamente, como cépas naturais; seu
isolamento foi feito a partir das fezes das
duas tinicas criangas que nfo receberam
dose alguma de vacina atenuada.

CANDEIAS, J. A. N. — Isolation and
intratypical identification on poliovirus
strains following the administration of
Sabin vaccine. Rev. Saude publ., S.
Paulo, 3(2) :183-201, dez. 1969.

SuMMARY — The author studied the
incidence of enterovirus excretion in 2
groups of children aged between 1 and
4 years, who had been given varying doses
of Sabin polio vaccine. In the first group
faeces were collected 60 days and in the
second group 15 days after the last dose
of vaccine had been given. In the first
“group 12,12% yielded poliovirus and
13,63% yielded “other enteroviruses”; in
the second group the percentages were
37,619% and 9,17%. In both groups all
three serological types of poliovirus were
isolated. The previous vaccination status
of the children in both groups, whether
vaccinated with two or less or three or
more doses, did not have a statistically
significant effect on the subsequent virus
isolations. The strains of poliovirus isolat-
ed were examined by the RTC,, and dex-
tran markers. Of the 8 strains isolated
from the first group 6 were identified as
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intermediate strains and 2 as wild strains.
These 2 were isolated from the only 2
children who had received no vaccine at
all. Of the 41 strains isolated from the
second group 8 were intermediate and
the rest were typical vaccine strains.
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