TITULO DE ANTICORPOS EM CAVALOS agravando a doenga 2"10. O virus da influenza eqiiina
IMUNIZADOS COM VACINA CONTRA A/Eql foi inicialmente isolado em Praga,
INFLUENZA EQUINA Tchecoslovéquia, em 1956, surgindo nos Estados Unidos,
somente em 1963. Neste mesmo ano ocorreu em Miami,
Flérida, un surto do virus influenza A/Eq™ que causou

DALVA ASSUNGAO PORTARI HANCINI 80% das mortes entre os animais da regido. Os
Pesquisadora Cientffica Il isolamentos das cepas A/Eg”®, assim como a A/Eq™ do
Instituto Butantan virus influenza serviram de fonte para a producdo de

vacina bivalente "Fluvac", apés exaustivos estudos

ELAINE APARECIDA GERALDES realizados pelo Departamento de Ciéncias Veterinarias
Biologa - Estagiéaria da Universidade de Kentucky, USA. Esta vacina, apés
Instituto Butantan sucessivos testes, foi liberada para uso em 1965.

Depois de mais de 20 anos de seu emprego, nao houve

JOSE RICARDO PINTO alteracdo das cepas constituintes Outros estudos
Pesquisador Cientffico 1 realizados com virus da influenza eqiina demonstraram
Instituto Butantan bons resultados na obtencdo de imundgenos, que foram

capazes de induzir aunento significativo no nivel de

anticorpos protetores em animais vacinados

1.7,9,14,20,23" prjncipBi(nente, considerando-se que as
cepas do tipo A do virus influenza apresentam un

MANCINI, D.A.P.; GERALDES, E.A.; PINTO, J.R. Titulo antigeno tipo especifico comum entre elas, o que foi
de anticorpos em cavalos imunizados com vacina observado através de reagbes soro l6gicas 1*.
contra influenza equina. Braz. J. vet Res. anim. Sei., Sé&o No Brasil, o isolamento das cepas A/EqQ" e A/Eq",
Paulo, v.28, n.2, p.171-7, 1991. foi realizado apés o surto de influenza em eqiiinos no
Estado de Sdo Paulo, em 1963 e 1969 ~ e Rio de
RESUMO: Vacinas contra influenza eqlina bivalentes Janeiro, em 1969, 1976 e 1985 3"4%6 .
(A/Eql e A/Eg™) inativadas, sem e/ou com adjuvante de Novas informagdes sobre as propriedades
hidréxido de aluminio, produzidas no Instituto antigénicas do virus influenza tém contribuido, de
Butantan, foram comparadas quanto a sua capacidade de forma efetiva, para o esclarecimento das cepas
induzir a produgcdo de anticorpos especificos, através variantes incidentes, e concomitantemente no
dos testes de inibicdo da hemaglutinacdo (IH) e de planejamento das medidas de controle da infeccéo
hemélise radial simples (HRS), em dois lotes de Assim, a vacinacdo tem sido a mais eficaz solucgédo
potros. Pela analise de titulos de anticorpos no soro, contra a infeccdo viral, principalmente em locais de
a partir de avaliagBes semanais, verificou-se que alta morbidade do virus ' **  Deve-se considerar,
ambos os tipos de vacina apresentaram imunogenicidade. também, que pesquisas realizadas apés periodos
Ao prazo de um més da vacinagcdo observou-se que a epizooticos da influenza eqiiina demonstraram aunento
imunizagcdo com vacina adicionada de adjuvante, expressivo nos titulos de anticorpos contra influenza,
comparada & imunizacdo com vacina simples, resultou em em animais que haviam sido préviamente vacinados
respostas de anticorpos com titulos mais elevados 0 uso de adjuvantes associados a vacina contra
tanto para IH como HRS, avaliadas frente as duas cepas influenza tem sido relatado, demonstrando un aunento
virais. na producdo de anticorpos. Substancias como alginato
de sédio, adjuvante de Freund, d6leo mineral, e
sistemas como o6xido de aluninio, hidroxido de
UNITERMOS: Influenza, eqiiinos; Vacinas; Anticorpos aluminio, fosfatos de calcio e aluninio, tém sido

empregados como potencializadores de antigenos
8,12,18. Tocjpvia( 0 emprego de adjuvantes pode induzir
a formagdo de inflamagdo e o desenvolvimento de
tunores no local da aplicagdo. Por isso, deve-se

INTRODUGAO equacionar a utilizacgéo destas substéncias,
considerando-se o titulo de anticorpos alcancgados

Surtos epidémicos da influenza equina  tém frente ao grau de agressdo induzida ao animal.
ocorrido freqientemente no mundo, ocasionando gl;gs Tendo em vista que no Brasil, varias ocorréncias

da influenza eqliina tem sido relatadas 1 ’14,
Apesar do prognéstico benigno da enfermidade, podem ndo havendo dados atuais sobre a resposta de

indices de morbidade entre os animais afetados

ocorrer complicagdes tais como infecgdes secundarias, soroconversdo de animais imunizados e, ainda, que as
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vacinas disponiveis sdo normalmente importadas, é que
se procurou, no presente trabalho, avaliar una vacina
preparada
experimentalmente em nossos laboratdérios do Servigo de
Virologia, no Instituto Butantan, com as cepas A/Eql e
A/Eqj do virus influenza, isoladas no Instituto Adolfo
Lutz. Analisou-se a influéncia do hidroxido de
aluninio como adjuvante e a persisténcia de anticorpos
durante aproximadamente

bivalente contra influenza eqliina,

nos animais vacinados,

cinquenta dias.

MATERIAL E METODO
1- Virus

Os tipos A/Eq"/SP/1/56 (HIN7) e A/Eq2/SP/1/85
(HjNg) do virus de influenza equina* foram cultivados
em ovos embrionados de galinha (Specific Pathogen

Free), de 11 dias, através de passagens sucessivas.

2 - Preparo da Vacina

A vacina c-r:tra gripe equina foi preparada
experimentalmente com os antigenos do virus da
influenza eqiiina A/Eql (H™\*) e A/Eq2 (H"Ng),

obedecendo aos padrdes da Organizagcdo Mundial da Saude
para a producdo de vacina contra gripe de uso
humano, e compreendendo, basicamente, as seguintes

etapas:

a) cultivo do virus influenza em células da cavidade
alantéide de ovos embrionados da galinha (S P F);

b) colheita do virus apés incubagdo a 36 <C por 40 h;

c) concentragdo do virus em ultracentrifuga Sharples
(50.000 rpm) com fluxo continuo;

d) 1inativagdo viral através do formol a 1:2.000. Os
concentrados virais (A/Eql e A/Eg.,), dilufdos em

solucéo tanpéo fosfato até a  concentracao
antigenica final de 100 u.h., geraram a vacina
bivalente simples (V.S.) que, acrescida de

hidréxido de aluminio (AKOH)”) a 30%, resultou na
vacina adjuvante (V.A)). Como
conservante foi utilizado o thimerosal a 1:10.000.

bivalente com

Provas de poténcia e de seguranca foran realizadas
no decorrer do processamento das vacinas

* Isolados no Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo e
gentilmente cedidos pela Dra. Sueko Takimoto.
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3 -Animais Utilizados

Cavalos (potros) com 1idade média de 2,5 anos,
pertencentes ao plantei da Fazenda Sao Joaquim do
Instituto Butantan, foram separados em 3 lotes:

Lote A - 14 animais,

(V.S.).

imunizados com a vacina simples

Lote B - 15 animais, imunizados com a vacina adicinada
de adjuvante (V.A.).

Lote C - 05 animais controle, ndo vacinados.

4 - Imunizacgéo e Sangrias

As imunizagles, constando de duas doses de vacina
de 3,0 ml cada uma, foram realizadas com intervalo de
duas semanas. Os animais foram sangrados antes das
imunizagdes e 7,14,21,28,35 e 42 dias apés a primeira
imunizacgéo.

5 - Testes Soroldgicos

0 teor de anticorpos nos soros dos eqiiinos foi

avaliado através dos métodos de inibicdo da

hemaglutinacdo e hem6lise radial simples.

5.1 Inibicdo da Hemaglutinacdo (IH)

Foi utilizado o método de Takatsy 21, que se

baseia na inibicdo da acdo hemaglutinante dos virus,
através de anticorpos especificos. Amostras de soro
foram inativadas a 56 <C e tratadas com Caolim a 20%
fosfato (PBS), para
anticorpos inespecificos. Destes tratados foram feitas

em solucdo tampdo remocdo de

dilui¢cdes em duplicata, seriadas,
fundo em "V". Antigeno do virus influenza, cultivado
contendo 4

em microplacas de

em ovos embrionados, unidades
hemaglutinantes, foi adicionado as cavidades. Apdés 1
hora de reagdo a temperatura ambiente, acrescentaram-
a 0,5%. Ao fim de 30 min.,

procedeu-se a leitura, considerando-se como titulo do

se heméacias de galo

anticorpo, a reciproca da ultima dilui¢do que induziu
inibicdo da hemaglutinacdo. Os soros que apresentaranm
titulos de anticorpos iguais ou superiores a 1/20,
foram considerados positivos.
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5.2 Hem6lise Radial Simples (HRS)

Foi utilizado o método de SCHILD et al. 19, que
se fundamenta na lise das hemacias de galo,
sensibilizadas com virus e mediada pelo complemento
(soro fresco de cobaia), quando na presenca de
anticorpos especificos. Placas de poliestireno (12,5 x
8,5 cm) foram preparadas com 20 ml de agarose a 1%,
fundida e resfriada a 43 <C, adicionada de 4 ml de
antigeno de virus influenza (50 unidades
hemaglutinantes), previamente absorvido com 4 ml de
suspensdo d 10% de hemacias de galo, em solugdo de
D.G.V. (dextrose 1 gX, gelatina 0,06 gX e veronal 0,03

gX), sob refrigeracdo por 30 min. Em seguida,
adicionou-se a agarose, 1 ml de complemento (soro
fresco de cobaio) com 125 unidades - CH5Q. Apés

incubagdo de 30 min. a temperatura ambiente, foram
feitas perfuracbes de 3 mm de didmetro na agarose, as
quais se adicionaram os soros dos animais imunizados,
previamente inativados a 56 <C/30 min. Ao completar 18
h de incubagdo em camara Umida, foi realizada a
leitura do didmetro das 4&reas de hem6lise. Estas
medidas  forneceram una  avaliagéo indireta da
concentracdo de anticorpos no soro, sendo considerados
reacdo positiva, os valores iguais ou superiores a 2,0
m.

RESULTADQSee

As Fig. 1,2,3 e 4 mostram teor de anticorpos nos
soros dos eqlinos 1imunizados com as vacinas simples
(V.S.) e com adjuvante (V.A.), avaliadas através dos
testes IH e HRS.

Na Fig. 1 encontram-se os resultados dos soros
dos animais que apresentaram titulos de anticorpos
inibidores da hemaglutinacdo iguais ou superiores a
1/20, valores considerados satisfatorios frente a
imunizagbo com antigeno influenza A/Egql com e sem
ad juvante.

Os animais vacinados com antigeno influenza
associado ou ndo ao adjuvante, que apresentaram
titulos de anticorpos inibidores da hemaglutinagdo
iguais ou superiores a 1/20, para o virus A/EQ®,
encontram-se na Fig. 2.

As Fig. 3 e 4 apresentam as médias dos titulos de
anticorpos verificados em diametro dos halos de
hemélise para os antigenos A/Eq™ e A/Eq2 com e sem

adjuvante, respectivamente, detectados nos soros dos
potros vacinados, com valores 1iguais ou superiores a
2,0 mm.

** Aos resultados foi aplicado o teste t de Student.
Na elaboragdo dos graficos foi utilizado o Harvard
Graphics Program em um computador PC XT.

Os cinco animais controle, ndo vacinados, n&o
apresentaram titulos de anticorpos detectaveis quer
pelo método de inibicdo da hemaglutinacdo ou pelo
método da hemélise radial simples.

Comparando-se 0s nlUneros de animais que
apresentaram  positividade frente aos  antigenos
influenza A/Eq™ e A/Eq2, com e sem adjuvante, observa-
se que a vacina adjuvantada apresentou imunogenicidade
significantemente superior & vacina sem adjuvante (P <
0,01, cepa A/Eql e P < 0,05, cepa A/EQM).

Na anadlise do soro dos animais que apresentaram
médias de titulos de anticorpos verificados pela
hemélise radial simples, observa-se, também,
significancia para vacina com adjuvante (P < 0,05,
para ambas as cepas A/Eq™ e A/EQ2).

DISCUSSAOE CONCLUSOES

A escolha de animais jovens, com idade média de
2,5 anos para avaliacdo da imunizagdo contra a
influenza equina, prende-se ao fato deles apresentarem
maior indice prévio de soronegativos, devido a menor
freqiéncia de exposicdo 0 infeccdo, contrariamente ao
que ocorre com animais adultos " .

A investigacdo sorolégica
suporte ao monitoramento de uma vacinagdo contra
determinada infeccdo, porém, depende de complementos
como a observacdo do quadro clinico e do isolamento do
agente etiol6gico, quando se trata do diagnéstico de
uma infeccdo natural. Os testes sorolégicos, como
inibicdo da hemaglutinacdo e hemdlise radial simples,
sdo os mais indicados para avaliacdo imunolégica da
vacinagdo contra a influenza equina, cuja correlagdo
entre si é considerada satisfatéria e comprovadora dos
resultados 2

Nas Fig. 1 e 2 pode-se observar, pelo método da
inibicdo da hemaglutinacdo, o aumento da positividade
a imunizacdo a partir da segunda sangria, com aumento
significativo nas subseqlentes sangrias dos animais
que receberam a vacina associada ao hidréxido de
aluminio. Nestas figuras observa-se, também, que o
antigeno A/Eq™ apresentou menor capacidade imunogénica

oferece  importante

e menor persisténcia de anticorpos, quando comparado
ao antigeno A/EqQ2-

As curvas de niveis de anticorpos, detectadas
pelo método da hemdlise radial simples, indicam
aunento  significativo ja& na terceira sangria,

permanecendo até a 5* sangria, quando entdo se inicia
o declinio destes niveis.

Da mesma forma que se observa,
resultados obtidos pelo método de
hemaglutinacdo, maior capacidade
vacina adjuvantada, verificam-se,

através dos
inibicdo da
imunogénica para a
também, resultados

Braz. J. vet. Res. anim. Sei., sao Paulo, v.28, n.2, p.171-7, 1991.
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equivalentes obtidos pelo método da hemdlise radial
simples. E importante destacar que este método permite
tftulos de anticorpos de
sensivel do que o método da inibigcdo da hemaglutinacdo
19 Estes dados estdo de acordo com as observacdes
feitas por WOOD et al. 23 que, trabalhando com poneis
imunizados influenza,
maior positividade do soro analisado pelo método da
simples. CUNHA et al. ~
verificaram boa potencializagcdo do antigeno na
presenca do hidréoxido de alumfnio, na resposta
imunolégica de cavalos vacinados contra influenza
equina, por diferentes vias de inoculagédo.

Outro fato
adjuvante é que,

avaliar os maneira mais

com vacina contra observaram

hemélise radial também

relacionado com a eficiéncia do
dentre os 15 potros

influenza

imunizados com
vacina contra eqliina adjuvantada, apenas
apresentaram resposta de  anticorpos
inibidores da hemaglutinagdo para os antigenos A/EqQ™ e
A/Eq2, embora todos fossem soropositivos ao método da
hemolise radial simples.

Portanto, podemos considerar,
andlises e de outros pesquisadores
adjuvante do tipo aquoso AI(OH)® em associagdo &
influenza eqliina é valido, face a sua
acdo imunomodeladora. Somando-se a isto, é importante
caracterizar que, pelas observagdes
realizadas semanalmente nos animais de nosso
experimento, ndo se qualquer tipo de
alteracdo cYJe pudesse eventualmente ocorrer pelo uso
do hidréxido de aluninio.

dois nao

através de nossas
que o uso de

vacina contra

clinicas

constatou

Devido ao declinio de titulos de anticorpos
verificados durante a investigacdo, é licito crer que
a persisténcia de anticorpos contra a influenza eqilina
é curta, como havia sido observado por nés em trabalho
anterior

Comprovada a
A/Eqj do

imunogenicidade das cepas A/Eql e
avaliadas neste estudo,
podemos concluir que elas estariam adequadas para
compor a elaboracédo de un imunégeno com
caracteristicas necessarias para oferecer protegdo aos

virus influenza,

eqluinos susceptiveis a infeccdo. Devemos ressaltar que
a autosuficiéncia de producdo desse
equinocultura

imunobio légico
traria vantagens a brasileira, no
aspecto de poder diminuir a demanda de sua importacéo
neste

e, conseqlientemente, a custos

particular.

reducdo de

Considerando a necessidade de se estabelecer o
prazo entre a imunizacdo inicial e a dose reforgco, a
pesquisa prossegue, objetivando investigar a
persisténcia de anticorpos nos
contra influenza eqiina, durante o periodo de un ano.
Assim como se pretende estudar, também, o efeito de
outros adjuvantes na resposta imune da vacina contra
influenza equina.

animais vacinaaos

Braz. J.vei Res. anim. Sci.,, Sdo Paulo, v.28, n.2, p.171-7, 1991.
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Seroconversion in horses vaccinated with inactivated
equine influenza vaccines. Braz. J. veu Res. anim. Sci.,
SSo Paulo, v.28, n.2, p.171-7, 1991.

SUMMARY-. The
influenza vaccines (types A/Eq™ and A/Eq™) plain, or
adjuvanted with aluninun hydroxide, produced at the
Instituto Butantan, SSo Paulo, Brazil, was evaluated
on horses sera taken before and after immunization by
(HI) and single
Seroconversion curves were

immunogenicity of the bivalent equine

haemagglutination-inhibition radial
haemolysis (SRH) tests.
established through weekly evaluations demonstrating
good immunogenicity of both vaccines. Better hunoral
antibody titers were obtained with adjuvanted vaccine

compared with the plain one, as showed by both methods

used.
UNITERMS: Influenza of equine; Vaccine; Antibody
format ion
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