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RESUMO — O método da comparagdo dos indices de neutralizagdo (SMIT &
‘WILTERDINK, 1966) foi utilizado na identificacho soroldégica intratipica de 49 .
poliovirus, pertencentes aos trés tipos imunolégicos e isolados de casos clinicos
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 RCTy no estudo
da identifica¢do intratipica das estirpes do tipo 3. Os soros imunes necesséi-
rios as reacdes de neutralizacdo foram preparados em cobaias com as estirpes
vacinais LSc2ab, P712Ch2ab e Leon 12a:b. As estirpes — dos tipos 1 ¢ 3 —
isoladas dos individuos sem contato conhecido com a vacina oral, foram tddas
identificadas como heterdlogas as respectivas estirpes vacinais e as prove-
nientes dos individuos com contato (recém-vacinados e contatos) foram iden-
tificadas como isdlogas as respectivas estirpes vacinais, exceto duas, das
quais uma (do tipo 1) foi identificada como intermediaria e a outra (do tipo 3)
como heteréloga. N&ao foi possivel interpretar convenientemente os resultados
das provas de identificacAo das estirpes do tipo 2, porque o indice de neutrali-
zagdo do protétipo Lansing, ao contrario dos indices das estirpes de referéncia
dos tipos 1 e 3, ndo deu resultados constantes em provas consecutivas na pre-
senga do sbro anti-P712Ch2ab. No estudo da identificacdo intratipica dos po-
liovirus do tipo 3, o método da comparacdo dos indices de neutraliza¢do forne-
ceu resultados plenamente concordantes com os obtidos pelo método de Wecker,
com isto evidenciando ser um método igualmente satisfatério e, devido & rela-
tiva simplicidade de sua técnica, melhor indicado para inquéritos epidemiolégi-
cos, quando se examina a procedéncia de numerosas estirpes. Os resultados
obtidos com o marcador RCT4 mostraram a importancia de utilizar provas de
diferenciaciio sorolégica intratipica na identificacio dos virus da poliomielite
em &areas de vacinacdo, devido a instabilidade do cardter RCT4 das estirpes
do tipo 3. ’
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INTRODUCAO

A vacinag¢io contra a poliomielite, me-
diante o emprégo de virus vivos atenua-
dos, permite controlar a ocorréncia natu-
ral de poliovirus nas comunidades. A fim
de que é&ste objetivo seja realmente alcan-
cado, necessario se torna a realizacdo de
estudos sdbre a eliminagio de virus pelos
grupos vacinados 3% 5% 7%, 87,

Vacinas de poliovirus vivos atenuados
foram pela primeira vez administradas em
1952, por Koprowski ', mas verificou-se
que as estirpes entdo utilizadas ofereciam
certos riscos na vacinagdo em grande esca-
la'®. Novas estirpes atenuadas, desenvol-
vidas por SaBIN % %% pelos Laboraté-
rios Lederle® e por KoProwskr*?, mos-
traram possuir uma neuroviruléncia sufi-
cientemente baixa, para poderem ser uti-
lizadas, com seguranca, em campanhas de
vacinagdo.

Torna-se necessario controlar se as pro-
priedades dos poliovirus vacinais atenua-
dos se mantém constantes apos a multi-
plicagdo no intestino das pessoas vacina-
das. Estudos a respeito de certas caracte-
risticas genéticas, a que se costuma dar
o nome de marcadores genéticos, permiti-
ram obter informacdes sobre a estabilida-
de genética das estirpes vacinais, nao ape-
nas nos diferentes lotes de vacina, mas
também, apés a sua multiplicagdo no in-
testino humano > 3. Através de um exa-
me sistematico de amostras de fezes das
criancas e de amostras dos esgotos pode-
mos medir a extensdo da infecgio devida
aos virus da poliomielite nas comunidades
vacinadas, determinando se os virus iso-
lados provém da vacina oral ou do reser-

vatério mnatural 10 11, 12, 18, 19, 31, 32, 33, 34, 64,
77, 18, 79, 80, 81, 85, 86

Os marcadores genéticos mais conheci-
dos sdo os seguintes: O marcador 4%, o
qual mede entre as estirpes de poliovirus
virulentas e atenuadas a diferen¢a de ca-
pacidade de formar placas de Dulbecco
em culturas de tecido, a diferentes niveis
de bicarbonato de s6dio. O marcador MS3®,
gue mede entre as estirpes virulentas e
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atenuadas .a diferenca de capacidade de
formar placas de Dulbecco em uma linha-
gem estabelecida de células de rim de ma-
caco rhesus. O marcador RCT,, % 26 45 45,
47, 53, 70, 71, 75, 83, 94’ o qual mede a capaci_
dade de multiplicagiio das diversas estir-
pes a temperaturas diferentes. O marca-
dor E % % que mede a diferenca entre as
diversas estirpes de serem eluidas da resi-
na de celulose ou do gel do hidréxido de
aluminio.

Diversos estudos revelaram que os cita-
dos marcadores sio, em maior ou menor
grau, relacionados a viruléncia dos polio-
virus, sem serem propriamente atributos
genéticamente estaveis 2°. Se bem que as
estirpes vacinais apresentam marcadores
genéticos proprios as estirpes ndo virulen-
tas, a sua descendéncia, multiplicando-se
nos tecidos humanos, freqiientemente reve-
lou mudangas, que puderam ser correla-
cionadas a um aumento de neurovirulén-
cia para o macaco * %% %3 53,55, 56,

Sendo o nosso problema determinar se
um virus, 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 identificagio baseada
apenas nos citados marcadores nio nos
conduzira ao resultado almejado.

A composigdo antigénica é, a exemplo
das bactérias, uma caracteristica funda-
mental dos virus, constituindo a base para
a sua distingdo e classificagio em tipos.
Estes tipos, por sua vez, apresentam dife-
rengas antigénicas de menor grau, as quais
permitem identificar diferentes estirpes
para um mesmo Zpo. As chamadas es-
tirpes de referéncia do grupo dos entero-
virus, por exemplo, sio entidades intrati-
picas relacionadas entre si, que podem ser
perfeitamente distinguidas umas das ou-
tras. As diferencas antigénicas entre os
virus da poliomielite s@o relativamente es-
taveis e servem como marcadores genéti-
cos nao relacionados & viruléncia.

Diferengas antigénicas entre os virus da
poliomielite foram definitivamente com-
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provadas por WENNER et al. % (1956), para
o tipo 2. Estes resultados foram posterior-
mente confirmados e estendidos para os
trés tipos por outros investigadores, me-

diante o emprégo de diversas técnicas ™
30, 31, 50, 63, 88, 90

Alguns autores puderam verificar que
variantes obtidas a partir de diversas estir-
pes, quando desenvolvidas no laboratério
sob condigbes variaveis de pH e de tem-
peratura, isto em diferentes culturas de
tecido ou em animais de laboratério, ndc
diferiam antigenicamente de suas estirpes
progenitoras 5% %6 %%, 8, Mesmo apo6s pas-
sagens sucessivas em culturas de tecido,
contendo quantidades crescentes de sbro
homélogo, McBRrIDE ** (1962), pdde sele-
cionar apenas uma pequena porcentagem
de particulas de virus soroldgicamente di-
ferentes das estirpes progenitoras. Por ou-
tro lado, o mesmo autor obteve, em rela-
¢do a diversos outros marcadores genési-
cos e em condigbes apropriadas, mutantes
com relativa facilidade.

Comparacdes sorologicas entre os virus
da vacina oral e a sua descendéncia, obti-
da através de passagem em voluntirios,
também foram realizadas por diversos pes-
quisadores, utilizando varias estirpes ate-
nuadas, inclusive as da vacina de Sabin **
5,62 De maneira geral, foi demonstrada
a estabilidade antigénica da descendéncia,
ap6s multiplicagio nos tecidos humanos,

embora excegbes puderam ser verificadas ™
12, 14, 15, 16, 57, 58, 61, 87

Nos anos passados foram propostas di-
versas técnicas para a determinacio do
marcador antigénico por WENNER et al.®
(1956), McBrmpE®® (1959), Garp ™
(1960), WECKER ** (1960), MELNICK 5*
(1960), Smitr & WILTERDINK 7* (1966).
Nestas técnicas foram introduzidos diver-
sos melhoramentos e algumas simplifica-
¢bes por PLOoTKIN et al.®® (1961), GEL-
FAND et al.3® (1962), WasseRMANN &
Fox % (1962), Woobs et al . ?2 (1962),
Diwan et al.** (1963), FUuResz et al. 2®
(1964) e HARNEMANN et al. ** (1964).

A importancia da identificacdo intra-
tipica de estirpes de poliovirus isolados de
individuos, obriga, naturalmente, & escé-
lha de um ou mais métodos de simples
execugdo. FEsta razio levou-nos i escélha
do método de diferenciagiio sorolégica de
Smit & WiLTERDINK 2, Como éste mé-
todo somente foi utilizado na identifica-
¢do intratipica das estirpes pertencentes
ao tipo 1, propusemo-nos estudar sua apli-
cacdo a identificagdo intratipica das estir-
pes de poliovirus dos trés tipos imunolé-
gicos.

MATERIAL E METODOS

Culturas de células e meios de cultura.
Para o isolamento das estirpes de polio-
virus. foram somente utilizadas culturas
primarias de rim de macaco rhesus(RMK).
Na preparacio das culturas preferiu-se
o esquema das tripsinizages sucessivas %
21,95 Para a identificagio intratipica das
estirpes pela prova de SMiT ¢ WILTERDINK
e pela prova do marcador RCT,, foram
preparados tubos com culturas de células
secundarias de rim de macaco rhesus.
O meio de Eagle?% 25, com 109 de sdro
inativado de vitelo, era o meio de cresci-
mento das células primarias e secundérias
de rim de macaco rhesus. O meio de ma-
nutencdo era o meio de Eagle, com ape-
nas 29 de soro inativado de vitelo. A
base dos meios era a solugdo salina de
Earle. Todos os meios apresentavam Gen-
tamycin (Merck) na concentragio de 5
microgramas por ml de meio.

Para a identificagdo intratipica das es-
tirpes de poliovirus pela prova de Wecker
preferiu-se utilizar a linhagem de células
amniéticas “FL” ?%, pela relativa facilida-
de com que estas células formam camadas
perfeitamente confluentes em placas de
plastico (tipo “disposable”). O meio de
crescimento era constituido pela solugdo
salina de Hanks, acrescida de hidrolisado
de lactalbumina (Difco) a 0,59% e extra-
to de levedura (Difco) a 0,1%, além de
109% de sbro inativado de vitelo. Cada
placa recebia 5 ml de uma suspensio de
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células tripsinizadas, contendo 300.000 cé-
lulas por ml. As placas apresentavam um
didmetro de 6 cm. A incubagfo destas
culturas era realizada em estufa especial,
alimentada por um fluxo continuo de ar
(96%) e de gas carbdnico (49%). O meio
de manutencdo semi-solido era o meio de
Eagle (Auto-Pow, Difco), autoclavavel,
contendo 1% de agar-agar (Serva). No
final, o meio era suplementado com gluta-
mina, séro e antibidticos, segundo YAMANE

et al. ** (1968).

O corante vital para o reconhecimento
macroscopico das placas de Dulbecco era
o vermelho-neutro (Merck )na concentra-
cao de 1:12.000. O meio de diluicio era
o P.B.S., segundo DuLBECCO *'.

Virus. Foram utilizadas como éstirpes
d referéncia as estirpes atenuadas LSc2ab,
P712Ch2ab e Leon 12a,b, 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 criangas, com quadros
clinicos semelhantes a poliomielite e ou-
tros quadros febris e uma estirpe (HHR-
37) isolada de uma crianga normal. A
relagio destas estirpes se encontra na Ta-

bela 1.

O isolamento das estirpes de poliovirus
obedeceu a técnica de KiBrick et al. ®.
Foram preferidos inéculos de 1 ml de
suspensio das amostras de fezes e de gar-
ganta, o que permitiu alcancar uma efi-
ciéncia de isolamento de poliovirus da or-
dem de 95% dos casos clinicamente diag-
nosticados como poliomielite paralitica ou
ndo paralitica. As amostras de fezes eram
preparadas de modo a se ohter uma sus-
pensio a 10% em meio de manutengio 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 prima-
rias de rim de macaco rhesus (RMK),
cultivadas em frascos de Erlenmeyer de
100 ml, as suspensbes eram submetidas a
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uma agitagdo mecédnica durante cérca de
20 min e centrifugadas a 10.000 r.p.m.,
durante meia hora em ambiente refrigera-
do, para a completa sedimentagio das par-
ticulas maiores. As culturas inoculadas
eram incubadas a 36°C e aquelas que apre-
sentavam um efeito citopatico caracteris-
tico aos enterovirus, com destruicio de
toda camada celular, eram congeladas a
-20°C, para a identificagdo posterior. A
partir das culturas que mostravam ape-
nas um efeito citopatico discreto, efetuava-
se uma passagem em células primarias de
rim de macaco rhesus.

A identificacdo dos tipos imunologicos
das estirpes isoladas foi {feita pela prova
de neutralizacdo. O titudo dos virus foi
determinado em culturas de células secun-
rarias de rim de macaco rhesus, utilizan-
do-se 3 tubos por diluigio. Os calculos fo-
ram efetuados segundo o método de ReED
e MueNncH %. Todas as amostras foram
testadas contra um lote de 4 “pools”, cons-
tituidos pelos soros anti-pélio 1 e 2, anti-
polio 1 e 3, anti-pélio 2 e 3 e anti-pélio 1,
2 e 3. Foram excluidos os casos de infec-
¢ao 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 virus concentrado e purifica-
do com trifluor-tricloroetano (Frigen 112,
Hoechst). O titulo dos virus era acima
de 10® DICT;, por ml. Apés um intervalo
de 7 dias, os animais receberam uma dose
intramuscular de 2,0 ml de uma mis-
tura contendo um ml de virus e um
ml de adjuvante de Freund (0,1 ml de
Arlacel + 0,9 mi de Bayol). Apés mais
um intervalo de 7 dias, cada animal rece-
beu uma dose intraperitonial de um ml de
suspensdo de virus. A sangria dos animais
foi realizada apés 7-14 dias. Os soros
obtidos eram guardados a -20°C.

A prova de SmiT ¢ WILTERDINK. Para
cada estirpe a ser identificada era inicial-
mente preparada uma série de diluigGes
em meio de manutengido de Eagle de 10!



Relacdo das estirpes de poliovirus

TABELA 1

isoladas de casos clinicos,

Alemanha, nos anos de 1967 a 1970.

na Republica Federal da

}
' Isolamento \ Contato Identificacdo
Estirpe | | c{a va- sorolégica
~ X ‘ cina de Intra-
; Més/ano ‘ Local Caso clinico i Amostra | Sabin * | Tipica tipica**
i i . 1 |
H-26807 Mar/67 Hannover Paralisia facial Fezes + Tipo 3 -
HH-361 Mar/67 Hamburgo Paresias Fezes + Tipo 1 -
HH-395 Jul/67 Hamburgo Meningite Fezes - Tipo 1 +
HH-398 Jul/67 Hamburgo Meningite Fezes - Tipo 1 +
HH-413 Jul/67 Hamburgo Polirradiculoneurite Fezes - Tipo 1 +
HHR-37 Jul/e7 Hamburgo — Fezes - Tipo 3 +
HH-447 Ag/67 Hamburgo Meningite Fezes - Tipo 2 (+)
HH-455 Ag/67 Hamburgo Meningite Fezes - Tipo 1 +
HH-458 Ag/67 Hamburgo Meningite Fezes - Tipo 2 (+)
HH-501 Ag/67 Hamburgo Meningite Fezes - Tipo 1 +
HH-503 Ag/67 Hamburgo Meningite Fezes - Tipo 1 +
HH-512 Ag/67 Hamburgo Meningite Garganta - Tipo 2 +)
HH-550 Ag/67 Hamburgo Meningite Fezes - Tipo 1 +
HH-551 Set/67 Hamburgo Meningite Fezes - Tipo 2 )
H-30259 Oout/67 Hannover Meningite Fezes - Tipo 3 +
HH-593 out/67 Hamburgo Meningite Fezes - Tipo 1 +
V-50 Nov/67 Munique Paresias Fezes ? Tivo 2 -)
Vv-108 Nov/67 Munique Paresias Fezes + ‘Tipo 3 -
Vv-237 Dez/67 Munique Paralisia Fezes + Tipo 3 -
HH-660 Dez/67 Hamburgo Paresias Fezes + Tipo 3 -
HH-681 Jan/68 Hamburgo Febre e Rinofaringite Fezes C Tipo 3 -
HH-722 Jan/68 Hamburgo Febre; espasmos mus-
culares Fezes + Tipo 3 -
H-31363 Jan/68 Hannover Paralisia Fezes + Tipo 3 -
H-31733 Fev/68 Hannover Febre; espasmos
musculares Fezes C Tipo 3 -
HH-849 Mar/68 Hamburgo Meningite Fezes + Tipo 3 (=)
HH-870 Mar/68 Hamburgo Febre; espasmos mus-
culares Fezes + Tipo 1 +
HH-877 Abr/68 Hamburgo Branquite espéstica Garganta C Tipo 2 (-)
HH-880 Abr/68 Hamburgo Meningo-encefalite Fezes C Tipo 2 (*)
HH-883 Abr/68 Hamburgo  Paresias Fezes - Tipo 2 (*)
HH-891 Abr/68 Hamburgo Fefre; bronquite Garganta - Tipo 2 (=)
HH-894 Abr/68 Hamburgo Encefalite Fezes - Tipo 2 (=)
HH-898 Abr/68 Hamburgo  Encefalite Fezes - Tipo 2 (=)
HH-1021 Jul/68 Hamburgo Febre; espasmos mus-
culares Fezes - Tipo 2 (=)
D-2025 Jul/68 Diisseldorf Paralisia Fezes - Tipo 3 +
D-2026 Jul/68 Diisseldorf  Bronguite espéastica Fezes - Tipo 2 (=)
v-777 Nov/68 Munique Paresias Fezes ? Tipo 2 (%)
HH-2386 Dez/68 Hamburgo Paresias Fezes + Tipo 3 -
V-Fah Dez/68 Munique Paresias Fezes + Tipo 3 -
V-886 Dez/68 Munique Paresias Fezes ? Tipo 2 ()
V-889 Dez/68 Munique Paresias Fezes ? Tipo 2 (%)
V-896 Dez/68 Munique Paresias Fezes ? Tipo 2 (-)
V-901 Dez/68 Munique Paresias Fezes ? Tipo 2 )
V-1084 Dez/68  Munique Paresias Fezes ? Tipo 2 (=)
HH-2525 Jan/69 Hamburgo Paresias Fezes + Tipo 3 -
HH-2530 Jan/69 Hamburgo Bronquite espéastica Fezes + Tipo 3 +
HH-2546 Fev/69 Hamburgo Bronguite espastica Fezes + Tipo 3 -
HH-2804 Jul/69 Hamburgo Paralisia Fezes - Tipo 1 +
HH-2913 Ag/69 Hamburgo Febre; espasmos mus-
culares Fezes - Tipo 1 +
HH-4243 Jan/70 Hamburgo Encefalite Fezes + Tipo 3 -
C+ individuo recém-vacinado com uma dose de vacina oral trivalente;
- individuo sem contato conhecido com a vacina oral;
C individuo que teve contato com vacinado;
EE () identificacdo das estirpes do tipo 2, sujeitas a confirmac8o.
- estirpe iséloga; + estirpe heterdloga; -+ estirpe intermediéria.
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até 1078, inclusive para as estirpes de re-
feréncia. A quantidade de cada diluicdo
era de 2 ml. De cada uma das diluigbes,
quantidades iguais a 0,4 ml eram distri-
buidas em duas fileiras de tubos, dispos-
tos em estante colocada em banho de gélo.
A seguir, era adicionado a uma das filei-
ras igual volume de sbéro imune (prévia-
mente descongelado) na diluigdo apropria-
da; a outra fileira de tubos era adicionado
igual volume de meio de manutencio (con-
troles). Realizada a distribui¢io dos rea-
gentes, a estante era retirada do banho de
gélo e, ap6s uma agitagdo manual, coloca-
da em banho-maria de 37°C pelo tempo de
5 min cronometrados. Imediatamente apés
esta incubacdo, a estante foi recolocada no
banho de gélo, interrompendo-se desta for-
ma a reacio de neutralizagdo. As misturas
de virus-sbro e os contréles eram entao ino-

culados, em quantidades de 0,2 ml, em cul-
turas de células secundarias de rim de ma-
caco rhesus, utilizando-se 3 tubos por di-
luigdo. A leitura das provas era realiza-
da no final do 4.° dia de incubacio a
36°C. Um efeito citopatico total ou parcial
era considerado como resultado positivo.
Os titulos eram calculados segundo REED
& MUENCH %, sendo os mesmos expressos
em valbres reciprocos do logaritmo deci-
mal. Os indices de neutralizagio medem
a diferenga entre os titulos dos virus na
presenca e na auséncia de sdro imune.
Também foi determinada, para cada estir-
pe, a reducdo porcentual entre o indice
de neutralizagdo (IN) da estirpe testada
e o Indice da estirpe vacinal de referén-
cia, considerado igual a 1009%, pela for-
mula seguinte:

IN da estirpe examinada

RPIN = -

X 100 =

IN da estirpe vacinal de referéncia

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

RPIN da estirpe examinada > RPIN
da estirpe vacinal — 1/3 (RPIN da es-
tirpe vacinal — RPIN da estirpe natural
de referéncia) = estirpe isologa a vaci-

nal (—).

RPIN da estirpe examinada < RPIN
da estirpe vacinal — 2/3 (RPIN da estir-
pe vacinal — RPIN da estirpe natural de
referéncia) = estirpe heterdloga a vacinal

(+).

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

A prova de Wecker. Placas de Pe-

tri, apresentando camada unicelular con-
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fluente, foram inoculadas com 0,2 ml das
diluigBes das estirpes a serem testadas, in-
cluindo as estirpes de referéncia. A dilui-
¢do dos virus foi préviamente determinada
para produzir 10 a 20 placas de Dulbecco,
por cultura, apés o 4.° dia de incubagio
a 36°C. Quatro culturas foram utilizadas
para cada estirpe. Para a adsor¢ao e
a penetragdo dos virus 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 manutencio de
agar-gel, contendo o séro imune na dilui-
¢lo apropriada. Paralelamente, as cultu-
ras de contrble recebiam o meio de ma-
nutencao, sem soéro imune. Apds a solidi-
ficacdo 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 solucdo de ver-
melho-neutro as culturas, retornando estas
a estufa. No dia seguinte, determinava-se
o didmetro das placas de Dulbecco, em mi-
limetros. Calculava-se o didmetro médio
das placas para cada estirpe, na presen-
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‘¢a e na auséncia do séro imune. No final,
eram determinadas as diferencas entre os
didmetros médios de cada estirpe exami-

nada, além da razdo entre éstes didmetros,
como valor porcentual (Razdo do tamanho
médio ou '9%TM), pela férmula seguinte:

didmetro médio das placas na presenca do sbro

%TM =

X 100 =

diametro médio das placas na auséncia do séro

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

RTM = 100% — %TM

Para a identificagio das estirpes foi

adotado o critério de PLOTKIN et al. ®.

Técnica para a determinagio do mar-
cador RCT,. Para a determinacgdo do
marcador RCT,, adotou-se a técnica de
BenyesH-MELNIcK & MEeLnick (1959) 4,
Foram determinadas, para cada estirpe
estudada, as quedas de temperatura a
40°C e as respectivas redugdes porcen-
tuais. O critério de identificacdo adotado
foi 0 mesmo das provas sorolégicas.

RESULTADOS

Os soros imunes preparados apresenta-
ram titulos compreendidos entre 1:320 e
1:2.560, quando examinados com as es-
tirpes homélogas. Para a identificacdo
sorolégica intratipica das estirpes desco-
nhecidas foram sdmente utilizados aqué-
les soros cujos titulos se apresentaram
iguais ou superiores a 1:640. A partir de
dois ou trés soéros do mesmo tipo foram
preparados “pools”, sendo éstes testados
pelo método da comparagio dos indices
de neutralizagio com as estirpes naturais
e atenuadas de referéncia. Os indices de
neutralizacio das estirpes de referéncia
dos tipos 1 e 3, mostraram-se constantes
em provas consecutivas, variando apenas
ligeiramente, mas de modo proporcional,
os pontos finais de neutralizagdo. Em re-
lacAo as estirpes do tipo 2, o protétipo
Lansing ndo apresentou indices de neutra-

" determinados os

lizagdo constantes em provas sucessivas,
na presenga do séro anti-P712Ch2ab.

Identificacio intratipica dos poliovirus do
tipo 1.

Os resultados da identificagio soro-
logica intratipica dos polivirus do ti-
po 1 se encontram na Tabela 2. Foram
indices de neutraliza-
¢io (IN) para cada estirpe examinada
e as redugdes porcentuais dos respectivos
indices (RPIN), em relagdo ao indice da
estirpe atenuada de Sabin, considerado
igual a 100%. Foram calculados os li-
mites de reducdo porcentual segundo o cri-
tério de identificagio adotado (ver em
Material ¢ Métodos).

As estirpes apresentando

a) RPIN > 7620 =

i vacinal (—);

estirpe iséloga

b) RPIN < 52,2% =

loga & vacinal (+);

estirpe heterd-

c) 52,3% < RPIN < 76,1% =

pe intermediaria (=).

estir-

Segundo éste critério, as dez estirpes
isoladas dos individuos 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-2013 — foram tddas identificadas
como heterdlogas (+) a estirpe atenuada
de Sabin. Das duas estirpes, isoladas das
criancas ap6s a vacinagdio oral, uma foi
homéloga (—) & estirpe atenuada de
Sabin e a outra (HH-870) foi intermedia-
ria ().

249



STEWIEN, K. E. —'Identificacio sorolégica intratipica de poliovirus pelo “Método da compa-

racdo dos indices de neutralizacédo”.

Rev. Savde publ., S. Paulo, 5:243-61, 1971.

TABELA 2

Identificacdo sorolégica intratipica das estirpes de poliovirus do tipo 1, segundo o método
de Smit e Wilterdink.

Titulo do virus

Reducéo porcentual en-

Estirpe |__ | IN tre os indices de I?S?:;ftliﬁggo

i Sem s6ro Com s6ro | neutralizacéo

i i
LSc-2ab 55 2,0 35 100,0 -
HH-135 5,75 4,75 1,0 285 +
HH-361 55 275 2,75 785 -
HH-305 2,25 1,5 0,75 21,4 +
HH-398 55 45 1,0 285 +
HH-413 5,75 4,75 1,0 285 +
HH-455 8,75 5,75 1,0 285 +
HH-501 75 6.5 1,0 285 +
HH-503 55 4,25 1,25 357 +
HH-550 5,25 35 1,75 50,0 +
HH-593 35 2,25 1,25 35,7 +
HH-870 5.75 35 2,25 64,2 +
HH-2804 5,5 4,25 1,25 357 +
HH-2913 45 35 1,0 28,5 +

Identificacéo intratipica dos poliovirus do
tipo 2.

As estirpes isoladas dos individuos va-
cinados apresentaram indices de neutrali-
zac@o idénticos ou semelhantes ao da es-
tirpe vacinal de Sabin, enquanto que so-
mente algumas das estirpes isoladas de in-
dividuos sem contato conhecido com a va-
cina oral, mostraram indices de neutrali-
zacao diferentes.

Identificagio intratipica dos poliovirus do
tipo 3.

Os resultados da identificacdo sorols-
gica intratipica dos poliovirus do tipo 3
sdo apresentados na Tabela 3.

Foram determinados, para as estirpes
examinadas, os indices de neutralizacao
(IN) e as redugées porcentuais dos res-
pectivos indices em relacio ao indice da
estirpe atenuada de Sabin, considerada
igual a 1009%. Segundo o critério de iden-
tificacio adotado (ver capitulo anterior),
as estirpes apresentando:

250

a) RPIN > 751% =

a vacinal (—);
b) RPIN < 50,006 = estirpe heters-

loga & vacinal (+);

¢) 60,1 < RPIN < 75,09% =

pe intermediaria ().

estirpe iséloga

estir-

Conforme éste critério, as estirpes HH-
R37, H-30259 e D-2025, isoladas dos in-
dividuos sem contato conhecido com a va-
cina oral, foram identificadas como hete-
rélogas (+) & estirpe vacinal. Com exce-
¢ao de uma (estirpe HH-2530), tédas as
estirpes provenientes dos individuos apés a
vacinagdo foram identificadas como isélo-
gas (—) a estirpe vacinal. As estirpes
HH-722, HH-849, HH-2525 ¢ HH-2530
foram isoladas nas duas primeiras sema-
nas e as demais estirpes, nas duas sema-
nas seguintes apés a vacinagio oral. As
duas estirpes, provenientes dos contatos,
foram também homélogas (—) i estirpe
vacinal.

Baseado no critério de redugdo do ta-
manho das’ placas, foi possivel, neste estu-
do, distinguir também pelo método de
WECKER todas as estirpes estudadas, nio
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TABELA 3

Tdentificacho soroldgica intratipica das estirpes de poliovirus do tipo 3, segundo o método
de Smit e Wilterdink.

Titulo do virus ‘ Reducido porcentual o ~
Estirpe IN entre os indices de Igentlf{cgcao
Sem s6ro Com soro neutralizacéo intratipica

L12a:b 6,5 3,5 3,0 100,0 -
Ho 5,75 50 0,75 25,0 +
HHR-37 4,5 3,75 0,75 25,0 +
V-108 6,25 35 2,75 - 91,6 -
v-237 6.5 3,5 3,0 100,06 -
H-26807 6,25 3,5 2,75 91,6 -
H-30259 6,25 5,25 1,0 33,3 +
HH-660 5,5 3,0 2,5 83,3 -
HH-681 5,5 2,75 2,75 91,6 -
HH-722 6,25 3,75 2,5 83,3 -
HH-849 6,0 2,75 3,25 > 100,0 -
HH-2386 6,5 3,75 2,75 91,6 -
V-Fah 6.75 3,75 3,0 100,0

H-31363 5,5 2,5 3,0 100,0 -
H-31733 5,75 3,25 2,5 83,3 -
D-2025 5,75 5,25 0,50 16,6 +
HH-2525 6,5 35 3,0 100,0 -
HH-2530 5,5 4,75 0,75 25,0 +
HH-2546 5,5 2,0 3,5 > 100,0 -
HH-4243 6,25 3,25 3,0 100,0 -

ocorrendo estirpes intermediarias. Os resul-
tados corresponderam sem excecdao com os
encontrados pela prova de Smit e Wilter-
dink, até mesmo em relagfio & estirpe HH-
2530, que foi heterdloga.

Os resultados obtidos com o marcador
RCT,, sdo apresentados na Tabela 4. Fo-
ram determinadas para as estirpes estu-
dads as quedas de temperatura e as suas
redugbes porcentuais, em relacdo a estir-
pe vacinal (ver capitulo anterior). Segun-
do o critério de identificagdo adotado, as
estirpes apresentando:

a) RP > 7349 =
b) RP < 46,6% = estirpe RCT+;

c) 46,7% < RP 73,3 73,3% = estir-
pe RCT.o=.

estirpe RCT—;

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

H-30259, D-2025 — foram RCT,, +. A
estirpe HH-R37, isolada da crianca nor-
mal, ndo vacinada, foi RCT,, —. Apenas
trés das estirpes isoladas das criancas apds
a vacinacio e dos contatos, foram RCT,~,
havendo dez estirpes intermediarias
(RCT4 =) e duas RCTy,, + (HH-237 e
HH-2530). A comparagdo déstes resul-
tados com aquéles das provas soroldgicas
utilizadas, encontra-se na Tabela 5.

Mediante a aplicagio do teste exato de
Fiscuer (MaRQUES *°, 1969) verifica-
mos que ndo houve concordancia entre os
resultados fornecidos pelos dois métodos
estudados, ao nivel de significancia de 1%.
Utilizando o teste de McNEMAR %2 (1960),
verificamos que a diferenca entre a pro-
porgdo de estirpes (—), obtidos pelos mé-
todos de Smit e Wilterdink e a proporgao
de estirpes (—) obtidas pelo método do
marcador RCT,, é significativa, ao nivel

de 19 (Tabela 6).
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TABELA 4

Identificacdo intratipica das estirpes de poliovirus do tipo 3, utilizando
o marcador RCTw

Titulo do virus

Estirpe Diferenca entre os titulos Reducéo Caréter
i oo a 40,0 e a 36,0°C porcentual RCT4o
{ 36,00C 40,0°C
‘L12a:b 6,5 2,75 3,75 100,0 -
Hoa 6,25 5,50 0,75 20,0 +
HHR-37 4,5 0,25 4,25 > 100,0 -
V-108 6,25 2,25 4,0 > 100,0 -
V-237 6,5 4,75 1,75 46,6 +
H-26807 6,25 3,75 2,5 66,6 +
H-30259 6,25 4,5 1,75 46,6 +
HH-660 5,75 2,5 3,25 86,6 -
HH-681 5,5 35 2,0 53,3 +
HH-722 5,75 3,5 2,25 60,0 +
HH-849 6,5 4,0 2,5 66,6 +
HH-2386 6,5 2,75 3,75 100,0 -
V-Fah 7,25 4,25 3,0 73,3 +
H-31363 5,5 3,25 2,25 60,0 +
H-31733 5,75 3,75 2,0 53,3 +
D-2025 5,75 4,75 1,0 26,6 +
HH-2525 6,5 4,5 2,0 53,3 +
HH-2530 8,75 5,5 1,25 33,3 +
HH-2546 5,5 35 2,0 53,3 +
HH-4243 6,5 3,75 2,75 73,3 +

TABELA 5

Comparacao entre os resultados obtidos pelos

métodos de Smit & Wilterdink, de Wecker e

pelo marcador RCTw, em relacio as estirpes de
poliovirus do tipo 3.

Identificacdo intratipica

e e R — TABELA 6
Wisll::el: d ienk Wecker . RCTw»

{ Correspondéncia entre os resultados segundo os
métodos de identificacdo de estirpes de polio-

virus do tipo 3.

Estirpe {——

L12a:b
Ha.

HHR-37
V-108
Vv-237 -
H-26807
H-30259 + +
HH-660 - -
HH-681 - -
HH-722 - -
HH-849 - -
HH-2386
V-Fah - -
H-31363
H-31733
D-2025
HH-2525
HH-2530
HH-2546
HH-4243

I+ + 1
+

1T+ + 1

RCTw

“Estirpes —” | “Estirpes +"” | Total

Smit e
Wilterdink

“Estirpes -” 3 11 14

“Estirpes +” 1 3 4

L+ 1+ 1
4+ 1+
B +HF+HHF TR+ 40

252



STEWIEN, K. E. — Identificacdo sorolégica intratipica de poliovirus pelo “Método da compa-

racdo dos indices de neutralizachio”.

Rev. Saude publ.,, S. Paulo, 5:243-61, 1971.

DISCUSSAO

Como os métodos de identificagdo so-
rologica intratipica, inicialmente desenvol-
vidos, foram complexos e laboriosos, limi-
tados aos laboratérios altamente especia-
lizados, houve necessidade de introduzir
técnicas praticiveis em todos os laboraté-
rios de diagnéstico da poliomielite.

Estudos a respeito da influéncia do pe-
riodo de incubacio sdbre a neutraliza-
¢éo do virus possibilitaram a WASSERMANN
& Fox % (1962) introduzir uma modifi-
cagdo na prova de McBride, quanto &
avaliacAo dos resultados, tornando-a mais
facilmente aplicivel a identificacio e ao
estudo de numerosas estirpes de poliovi-
rus provenientes de individuos apds a va-
cinagfio oral. Verificaram os autores que
periodos de incubagdo de apenas 5 min,
forneciam resultados mais significativos,
do que periodos mais longos. Novos estu-
dos realizados por SmiT & WILTERDINK **
(1966), a respeito da influéncia do pe-
riodo de incubacdio sdbre os indices de
neutralizagio, confirmaram as observa-
coes de WassermanN & Fox ¥ (1962),
mostrando que a diferenciagdo entre es-
tirpes atenuadas e naturais alcancava va-
l6res mais significativos com um periodo
de incubacio de apenas 5 min, sendo as
titulagbes realizadas em culturas de célu-
las de rim de macaco rhesus, mantidas
em tubos, Em conseqiiéncia déstes resul-
tados, Smit & WILTERDINK 72 (1966) in-
troduziram um novo método de diferen-
ciacdo sorolégica intratipica, que teve o
mérito de se distinguir dos demais méto-
dos pela simplicidade de sua técnica, uma
vez que nio houve mais a necessidade de
empregar o método das placas de Dulbecco,
na padronizagio do niimero de placas para
cada virus examinado. Devido a isto, o
método da comparagido dos indices de
neutralizacio é diretamente aplicavel a
identificagfio intratipica dos poliovirus iso-
lados, do que resulta uma economia de
material ¢ de tempo. A expressio dos re-
sultados é baseada mnos indices de neutra-
lizaggo (IN) determinados por meio de
titulagGes simultdneas dos virus na pre-

senga e na auséncia de séro imune. Como
o método da comparacio dos indices de
neutralizacdo 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 facilmente
aplicado pelos laboratérios de Virologia.
O método é menos sensivel do que o de
McBride na determinagdo de pequenas di-
ferengas antigénicas entre estirpes de po-
liovirus mais préximos, entretanto, mos-
trou resultados concordantes com os en-
contrados pelo método de Wecker, na dis-
tingdo entre estirpes de poliovirus de ori-
gem natural e vacinal, do tipo 1 (Smir &
WILTERDINK "%, 1966). No presente tra-
balho, também pudemos verificar uma
correspondéncia entre os resultados dos
dois métodos utilizados, desta vez na iden-
tificagdo intratipica de poliovirus do ti-
po 3.

Identificagi@o dos poliovirus do tipo 1.

O resultado da identificagdo sorolégica
intratipica das estirpes isoladas dos casos
clinicos, sem contato conhecido com a va-
cina oral, pelo método da comparacio dos
indices de neutralizaco estd em plena
concordincia com os resultados encontra-
dos pelos demais métodos até hoje em-
pregados. Examinando numerosas estir-
pes isoladas de casos de poliomielite para-
litica e ndo paralitica, sem contato conhe-
cido com a vacina oral, NAKANO et al. %
(1963) encontraram a elevada proporgio
de 94,5% de estirpes heterdlogas a va-
cina de Sabin, pela prova de Wecker mo-
dificada. A f{nica etirpe, por &stes auto-
res identificada como homéloga, pela pro-
va de Wecker, foi heteréloga a estirpe
atenuada de Sabin, pela prova de McBride.
Considerando que as estirpes, por nés exa-
minadas, foram isoladas durante o veréo,
estacdio na qual a circulagio de enterovi-
rus naturais é maior do que nas demais
estagbes do ano, e como nessa época nio
houve vacinagio contra a poliomielite nas
areas de isolamento, nem nas areas adja-
centes, as mesmas devem ser de origem
natural.
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Entre o material por nds examinado
houve apenas duas estirpes provenientes
de criangas apds a vacinagio oral, das
quais uma foi homéloga (—) (HH-361)
e a outra foi intermediaria (=) (HH-
870). A estirpe HH-361 foi isolada na
primeira semana e a estirpe HH-870 foi
isolada na segunda semana apds a vaci-
nacdo oral. Nakano et al. ° (1963), es-
tudando mais de 100 estirpes, isoladas de
individuos recém-vacinados num periodo
de até 8 semanas apés a vacinago oral,
verificaram que a propor¢do de estirpes
homélogas vai gradativamente decrescen-
do, aumentando, em conseqiiéncia, a pro-
porcio de estirpes heterélogas, a medida
que aumenta o tempo de isolamento apés
a vacinagio. Na primeira semana apos a
vacinac@o, a proporcio de estirpes homé-
logas era elevada (95,6%); na segunda
semana, a propor¢do baixou para 71,8%:;
na ferceira semana, a proporcao era ape-
nas de 25,5%; e, a partir da quarta se-
mana, havia somente 11,19% de estirpes
homélogas a estirpe atenuada de Sabin.
Diversos outros autores também encontra-
ram uma reversdo antigénica (antigenic
drift), se bem que em menor grau(VoNKa,
Janpa & Tuckova, 196254 ; VoNka et al.**,
1962; WasserMANN & Fox®7 1962; Woobs
et al. ®2 1962; HAHNEMANN et al. 2%, 1964;
Furesz et al. ?® 1964; KitaHARA et al.*°
1967). Demonsirada a labilidade do ca-
rater antigénico da estirpe atenuada de
Sabin, do tipo I, apés a sua multiplica-
¢d0 nos intestinos humanos, torna-se mais
dificil a determinagio da proveniéncia de
uma estirpe desconhecida, isolada de um
caso clinico. Sendo, entretanto, devida-
mente considerado o fendmeno da reversdo
e cuidadosamente interpretados os resul-
tados das provas de diferencia¢do sorold-
gica intratipica, érros maiores dificilmen-
te poderdo ser cometidos na pratica. Apli-
cando &stes conhecimentos a identificacdo
da estirpe HH-870 (=), isolada na se-
gunda semana apds a vacinagio oral, de-
vemos admitir que seja uma estirpe de
origem vacinal em reversio, quanto ao ca-
rater antigénico.
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Identificagio intratipica dos poliovirus do
tipo 2.

O fato de os resultados das reacdes de
neutralizagdo com a estirpe de referéncia
Lansing nfo mostrarem reprodutibilidade
(variando em nossos estudos significativa-
mente o indice de neutralizagio em exa-
mes sucessivos) foi também observado por
Barayan et al.! (1964), em suas investi-
gacOes sObre diversas estirpes de poliovi-
rus do tipo 2, utilizando o método de
Wecker. Estes autores verificaram que di-
versas estirpes naturais eram facilmente
neutralizadas pelo séro anti-P712-Ch-2ab
e por outros soros heterélogos. Em con-
seqiiéncia, estas estirpes eram erréneamen-
te identificadas, quando examinadas com
soros heterdlogos. BarLavan et al. * (1964)
dividiram as estirpes examinadas em dois
grupos: O grupo das estirpes facilmente
neutralizaveis (“estirpes fracas”) que in-
clui a estirpe Lansing e o grupo das es-
tirpes dificilmente neutralizdveis (“estir-
pes fortes”). Este fenémeno assim impe-
de a utilizagio do protétipo Lansing como
estirpe de referéncia.

Identificagio intratipica dos poliovirus do
tipo 3.

Néste estudo, os métodos de Wecker e
de Smit e Wilterdink forneceram os mes-
mos resultados de identificacdo. As estir-
pes, isoladas de individuos sem contato
conhecido com a vacina oral, foram iden-
tificadas por ambos os métodos utiliza-
dos, como heterélogas & estirpe vacinal.
Este resultado era esperado, pois as estir-
pes foram isoladas nos méses de verdo e
outono, épocas nas quais ndo houve vaci-
nagio nas areas de isolamento, nem nas
regiGes adjacentes. As mesmas estirpes
foram RCT, +, caracteristica das estir-
pes naturais virulentas, exceto a estirpe
isolada da criangca normal (HHR-37),
que foi RCT, —, certamente devido a
seu carater avirulento. Sendo éste cara-
ter RCT,, — proprio das estirpes atenua-
das de Sabin, a estirpe HHR-37, isolada de

um individuo sem contato conhecido com
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a vacina oral, seria erroneamente identi-
ficada, caso os resultados fbssem apenas
baseados no marcador RCT,, como uma
estirpe de origem vacinal. Por conseguin-
te, éste caso serviu para mostrar a neces-
sidade de se utilizar provas de diferencia-
¢io sorolégica intratipica a fim de distin-
guir as estirpes vacinais das estirpes na-
turais.

NakanNo et al. ®® (1966), examinaram
grande nimero (108) de poliovirus isola-
dos de individuos sem contato conhecido
com a vacina oral, procedentes de regides
diversas da América do Norte, encontran-
do pelos métodos de McBride e de Wecker
modificado uma proporcio de 12% de
estirpes semelhantes & estirpe atenuada
de Sabin. Apéds a aplicacao de provas
cruzadas, esta propor¢io baixou para ape-
nas 2,5%. Esta propor¢io também foi en-
contrada por DEBEL & McDoNaLp ™
(1968), quando examinaram pela prova
de McBride 40 estirpes naturais, median-
te dois soros imunes, sendo um déles pre-
parado com a estirpe Leon 12a;b. A fre-
qiiéncia da ocorréncia de estirpes naturais,
semelhantes as da vacina de Sabin, é de
grande importancia para a avaliacio dos
resultados das provas de identificagdo so-
rolégica intratipica. Felizmente as pro-
porgoes encontradas foram relativamente
baixas.

As estirpes isoladas das criancas que
tiveram contato com a vacina oral —
recém-vacinados e contatos — foram, co-
mo era de se esperar, isologas a estirpe
vacinal, exceto uma, a estirpe HH-2530,
que foi heterdloga. A fim de verificar a
constancia dos indices de neutralizagéo
das estirpes identificadas, em provas su-
cessivas, diversos exames foram repetidos
uma ou duas vézes. Alteracoes nos indi-
ces ndo puderam ser encontradas, pois
foram mantidas as mesmas condiges ex-
perimentais. Somente foram observadas
pequenas variagbes, que entretanto nao
modificaram os resultados de identifica-
¢ao, quando se utilizou uma outra dilui-

¢do do s6ro ou uma nova mistura de so-
TosS.

Os resultados de identificagdo intratipica
encontrados no presente trabalho sdo com-
paraveis aos de outros autores, utilizando
os métodos de McBride e de Wecker modi-
ficado 1% % ¢, Nakano et al. ?® (1966),
por exemplo, examinando 160 estirpes
isoladas de individuos apdés a vacina-
¢do oral de Sabin, encontraram as ele-
vadas proporgoes de 97,5% e de 9649%
de estirpes isélogas a vacinal, respectiva-
mente, pelos métodos de Wecker e de
McBride. Além disto. ndao houve diferen-
ga mnestas porcentagens, quando as estir-
pes foram divididas segundo o periodo de
isolamento, ap6s a vacinagdo. Portanto,
uma reversio do carater antigénico, como
foi observado para os poliovirus do tipo 1,
ndo pode ser constatada para os poliovirus
do tipo 3. Isto facilita a identificacdo so-
rologica intratipica das estirpes isoladas
de individuos recém-vacinados e dos seus
contatos. O periodo de isolamento das es-
tirpes por nés estudadas variou de alguns
dias até quatro semanas apds a vacina-
cdo. Como vimos anteriormente, tédas as
estirpes isoladas das criangas vacinadas
foram, com excegio da estirpe HH-2530,
isologas a estirpe atenuada Leon 12a;b.
Por conseguinte, também no presente tra-
balho nao se verificou nenhuma reversdo
do cariter antigénico entre os poliovirus
do tipo 3.

Estudos sobre a progénie da estirpe ate-
nuada de Sabin do tipo 3, apés multiplica-
cdo intestinal, revelaram que os marcado-
res RCT4 e d sio altamente instaveis, re-
vertendo respectivamente de RCTy —
para RCTy + eded — parad +% 7 %% %,
Em nossos estudos, encontramos nada me-
nos do que 10 estirpes RCT,, ==, entre as
14 estirpes isélogas a vacinal, o que indi-
ca ocorréncia, também no presente caso,
do fenémeno da reversdo do carater RCT,.
Como foram identificados, pelo prova do
marcador RCT,,, apenas trés poliovirus se-
melhantes (—) A estirpe vacinal Leon

255



STEWIEN, K. E. — Identificacdo sorolégica intratipica de poliovirus pelo “Método da compa-

racio dos indices de neutralizacao”.

Rev. Satdde publ.,, S. Paulo, 5:243-61, 1971.

12a;b, entre os 15 virus provenientes de
criancas vacinadas e dos seus confatos, ve-
rificamos, a exemplo dos referidos auto-
res, que os resultados sdmente baseados
nos marcadores genéticos, como o RCT y,
o d e o MS, niao nos conduzirdo ao resul-
tado almejado, devido a sua instabilidade.
Para verificar se os virus isolados se origi-
naram da estirpe vacinal ou de uma es-
tirpe natural houve, pois, a necessidade
de utilizar provas de diferencia¢do soro-
logica intratipica.

A estirpe HH-2530, identificada como
heteréloga a vacinal Leon 12a;b, pelos
métodos de Wecker e de Smit e Wilterdink,
foi isolada das fezes colhidas no segundo
dias apés a vacinag@o. Considerando que
foi extremamente curto o espago de tem-
po entre a administragio da vacina e a
colheita das fezes, a possibilidade de que
o virus isolado seja proveniente de uma
infecgdo natural, anterior a vacinal, é bas-
tante grande, uma vez que reversoes sig;
nificativas do cardter antigénico entre os
poliovirus do tipo 3 nao puderam ser cons-
tatadas 16, 29, 59, 74.

A realizagdo de provas cruzadas, me-
diante o emprégo de soros imunes prepa-
rados com a estirpe Leon 12a;b e com a
estirpe HH-2530, podera fortalecer o re-
sultado encontrado.

CONCLUSOES

Em face aos resultados alcancados e dis-
cutidos neste trabalho, chegamos as se-
guintes concluses:

1. Aplicado a identificacdo intratipica
de poliovirus dos tipos 1 e 3, 0o mé-
todo da comparacio dos indices de
neutralizagao foi eficiente na diferen-
ciacdo entre as estirpes isoladas de in-
dividuos com contato e sem contato
conhecido com a vacina oral de Sabin,
sendo as mesmas identificadas, res-
pectivamente, exceto duas, como is6-
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logas e como heterdlogas a estirpe
atenuada de referéncia.

2. Comparado ao método de Wecker,
num estudo de identificagdo intratipi-
ca de poliovirus do tipo 3, isolados
de criangas apés a vacinagio oral de
Sabin e de seus contatos, bem como.
de individuos nido vacinados, duran-
te épocas inter-vacinais, o método da
comparag¢do dos indices de neutra-
liza¢do forneceu resultados plenamen-
te concordantes com os do método
de Wecker, evidenciando ser, com is-
to, um método igualmente satisfaté-
rio e melhor indicado, devido a sim-
plicidade de sua técnica, para inqué-
ritos epidemiolégicos, quando a pro-
cedéncia de numerosos poliovirus é
examinada.

3. Comparado ao marcador RCT,,, na
identificagdo intratipica de poliovirus
do tipo 3, o método da comparagdo
dos indices de neutralizacdo eviden-
ciou, a exemplo do método de Wecker,
significativa superioridade na identi-
ficacdo de poliovirus semelhantes a
estirpe atenuada de Sabin, Leon 12a,b,
devido a estabilidade do carater an-
tigénico desta estirpe apés a sua mul-
tiplicagdo no intestino humano, em
relagdo a labilidade do carater RCTy;
por conseguinte, também através dés-
te trabalho, p6de-se notar a importan-
cia do emprégo de métodos de dife-
renciagdo sorolégica intratipica na
identificacio de poliovirus provenien-
tes de individuos apds a vacinacdo.
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STEWIEN, K. E. — [Intratypic serodifferen-
tiation of polioviruses by comparison of
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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 RCTy,
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 L.eon 12a;b. 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 RCT,, 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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