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RESUMO: Em fevereirc de 1982, foram colhidos 180 soros de 180 habitantes
da cidade de Sio Paule, de difsrentes grupos etdrios, e realizadas titulages de
anticorpos inibidores da hemaglutinacdo para os virms da influenza tipos A e B,
Os resultades obtidos com a estirpe A/Swine/Iowa/15/30 (H,N,) em pessoas do
grups etiric acima de 60 snos, e A/PR/8/34 (H,N,), no grupo etério de 40 a 49
anos, revelaram percentagem elevada de sores positivos, determinados per infecgfo
priméria anterior por estes virus ou variantes. Nos resultades obiides com a
estirpe A/Kumamoto/37/79 (H,;N,), a elevada percentagem de sorps positives foi
observada em habitantes dos grupos etérios de 15 a 12 snos e 40 a 4% anos,
ingicando que cada grupo sofren infeccfo priméria pelo subtipe H,N, em 1977 ¢
de 1947 a 1857, respectivamente.  virus antigenicamente relacionado ao subtipo
H.N, nio cireuloz na populacio estudada desde a sua ultima pandemia ocorrida
em 1857, Quanto a4 positividade de soros para os subtipos HN,, A/Banghkok/1/7%
(H.N.) ¢ A/Shiga/114/82 (H,N,) esta se deveu provavelmente &s reagfes cruzadas
enire as variantes antigénicas desse subtipo {(H,N.). A variante de influenza
antigenicamente relacionada a B/Shiga/1/T1 e B/Kanagaws/3/786 circulou em S&o
Paule nestes @itimos anos. Porém, os resultados obtidos com a estirpe B/Shiga/75/81
demonsiraram percentagens de soros positivos e médias geoméiricas baixas, signifi-
cando gue nenhuma varianie relacionads a essa estirpe, até o momentoe, circulou

nesta populacio.
DESCRITORES:

virus da influenza, tipes A, B; anticorpos contra o virus

de influenza, fregii®ncia em habitantes da cidade de Sdo Paulo, Brasil, 1882.

INTRODUCAO

O virus da influenza, responsével! por infec-
cdo respiratéria no homem, causa infecgdes
esporadicas durante o decorrer do ano, geral
mente no inverno. Apresenta-se na forma de
surtos epidémicos e, eventualmente, pandémi-
cos. S3o0 conhecidos trés tipos imunologica-
mente distintos do virug: o virus da influeza
tipo A, gque além de infecedc humang pode
causar infecedo nos animais, ¢ os tipos B e
C, que 86 causam infecgfes humanas.

Nas epidemias causadas pelo virus da
influenza A em seres humanos, alta inci-

dénecia é enecontrada ne grupo etario de 5 a
14 anos, sendo mais freqiiente no grupo etirio
de & & 9 anos de idade. Em relacio ao virus
da influenza tipo B, sua incidéneia é seme-
thante & wverificada para o virus tipo A,
porém, o virus tipo B destaca-se por causar
surtos localizados, principalmente em eriancas
de idade eseolar e, esporadicamente, em adul-
tos 1%, JA4 o virus da influenza tipo € rara-
mente causa epidemias.

¥ historicamente constatado que a epidemia
da gripe espanhola, ocorrids durante os anos
1018 a 1919, foi causada pelo subtipo H.N,
que cireulou até 1983. Em seguida, outra epi-
demia, causada por outro subtipo, predominou

*  Realizado no Instituto de Satde Publica e Meio Ambiente da Provinein de Shigs, Japdo.
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entre os anos 1934 a 1946 e, posteriormente,
a epidemia da gripe italiana, eausada ainda
por outre subiipe H,N,, grassou durante
0s anos de 1947 a 1956, No ano de 18557 sur-
gin um novo subiipo, o H.N., causando a
pandemia denominada gripe asiitica, que
circuloun até 1967. Em 10868, surgin oulra
pandemia causada agora pelo subtipe H.N,,
que até o momento tem cireulado com formas
de novas variantes por todo ¢ mundo, No ano
de 1977, fol registrada a epidemia da gripe
russa 9. 11 eausada pelo reaparecimento do
subtipo H)N, Os subtipos H,N, ¢ H.N: con-
tinuam em cireulaciio na populacie mundial,
causando epidemias em formas de novas
variantes antigénieas® 8 13,

No Brasil, PEREIRA et aliib verificaram
que a presenca de anticorpos inibidores da
hemaglutinacio para os virus da influenza em
soros de indios do Xingu, eclhidos em 1968
e 1987, fol sensivelmente mais baixa gue nas
populactes eivilizadas., Em soros colhidos em
1969, estes autores obtiveram uma percenta-
gem de 72,89 de soros positivos com titulos
elevados e média geométrica igual a 55,2%
para a variante A/SP/101/68 (H.N.), mos-
trando claramente a infecgio desta populagio
indigena por esta esiirpe,

Em 1867, CANDEIAS & PEREIRA 2 estu-
daram a intensidade da acho da variante
A/Hong Kong/68 (H:N:) sobre a populacio
da cidade de Sic Paule, Brasil, verificando
que trés quartos da populacio aduita adqul-
riram a infec¢io algum fempo apds o apare-
cimento da variante, sendo que a maloria
destes foi infectada no primeiro ano de preva-
iéncia deste virus.

No ano de 1975, ANRAXU et aliif estu-
daram a circulagiio dog virus de influenza na
populacdo infantil das cidades de S3o Paule
e Mogi das Cruzes {(Brasil), concluindo que
a variante A/Engl/42/72 (H:N:} era a gue
estava circulande com malor intensidade na
£poca.

Em 1976, TAKIMOTO et alii 12, estudando
a freqténcia de anticorpos em habitantes da
cidade de Sie Paulo, verificaram que as pes-
soas nascidas antes do ano de 1926 possuiam
anticorpos na proporgic de 63,39 para
A/Swine/Wiseonsin/1/67 (HiN:.) e 87%
para A/Mayo Clinic/103/74 (H.N.). Fol veri-
ficado, também, que cerca de 42% da popu-
lagéo apresentava anticorpos para (A/SP/
2/96 (HN:), responsdvel pelo surto epidémico
da influenza ocorride naguele ano.

No ano de 1882, CHAVES & NASCI-
MENTO 3 determinaram anticorpos para irés
amostras de virus da influenza A em socros
coletados no Rie de Janeiro, entre os anos
de 1976 a 1980. Verificaram que anticorpos
para A/Victoria/8/76 {(H,N.) foram encon-
trados em maior proporgio, durante 1976, um

* Reheis Chemical Company, Kankakee, i1, USA.

*+ DIFCO, Detroit, Michigan, USA.

ano apds o seu aparecimento em nosso meio.
A freqléneia da deteecfio de anticorpos para
A/Texas/1/77 (H:Ng) foi muito baixa, ha-
vendo pouca evidénela de que este virus
tenha circulade amplamente. Anticorpos para
A/USBBR/90/97 (HuN:) estavam ausentes em
soros de pessoas no grupo etario de 20 anos
em 1976 e 1977.

Este trabalho cobjetivon determinar a res-
posta imunolégica da populac¢io de Sie Paulo,
em relagdo ac virus da intluenza tipe A e
tipo I.

MATERIAL E MeTODOS

Em fevereiro de 1982, foram colhidos, amo
acase, na Secdo de Colheita de Material do
Instituto Adolfo Lutz, Sao Paule, 8P, 180
soros de 180 individuos de diferentes grupos
etarios, residentes na cidade de S&c Paule.
Estes ndo apresentavam sinais ou sintomas
de quadro clinico respiratéric e recorreram a
Instituicio para realizar exames laboratoriais
diversos, As amostras de soros foram sepa-
radas em oito diferentes grupos etdrios: 0 a
4, 5 a9, 10 a 19, 20 a 29, 30 a 39, 40 a 49,
50 a bBY e individuos acima de 60 anos. O
nimero de soros para cada grupo foi respee-
tivamente 11; 15; 25; 28; 26; 25; 32 e 18
A propor¢io geral de homens para mulheres
na amosira fol de 1:2,4. As amostras co-
ihidas no Instituto Adolfo Lutz foram envia-
das ao Instituto de Sautde Piablica e Meio
Ambiente da Provincia de Shiga, Japo, para
serem estudadas.

As solugses diluentes utilizadas foram:
solugiio de NaCl a 0,859, para lavar e sus-
pender as hemdcias de galinha, e solucho
tamponada por veronal (VBS) com 29 de
albumina bovina (fracdo V) *, mais 0,59 de
gelatina ** a 19, para diluir os soros e os
antigenos.

As hemdeias de galinha sempre foram co-
lhidas no mesmo dia em gue se realizou a
reacdo, sendo lavadas no minimo trés vezes
com solugdo NaCl a 0,85%. A suspensiieo a
4% fot padronizada pelo método da cianome-
ta-hemoglobina 4.

Os antigenos utilizados foram: A/Swine/
Iowa/15/30 (HTN]) H A/PR/8/34 (H1N1) H
A/Kumamote/37/79 (H,N,): A/Adachi/b/57
(H.N:); A/Bangkek/1/79 (I.N.) e B/Kana-
gawa/3/76 ***. Além destes antigenos, utiliza-
ram-se A/Shiga//114/82 (H.N.), B/Shiga/
1/71 e B/Shiga//75/81, que foram isclados e
produzides no Instituto de Sadde Puabliea e
Meio Ambiente da Provincia de Shiga (Ja-
péo). Esses tltimos antigenos por nés prepa-
rados ne Japdo foram produzides na cavidade
alantéide de ovos embricnados. Os liguidos

***  Penka Institute of Biological Science, Tokye, Japan.
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alantéicos eolhidos foram concentrados a 20.000
ypm, inativados com formalina a i09% e esta-
bilizados com glicerina a 10%. Todos os anti-
genos foram guardados a 4°C e sempre
tituiades no dia da realizacio do teste para
s determinacio de 4 unidades hemagluti-
nantes de antigeno (UHA) em 0,025 ml

Reacido de inibigio de hemaglutinacdo

Os soros foram tratados com *“Receptor
destroying enzyme” (RDE) * a fim de retirar
o8 inibidores inespecificos encontrados nos
soros humanos. A cada volume do soro a ser
tratado foram adicionadog trés volumes de
RDE (100 unidades de RDE por ml}, que,
em seguida foram incubados em estufa a
temperatura de 37°C, per uma neite, No dia
seguinte, o soro tratade foi inativade em
banho-maria a 56°C, por uma hora e, em
seguida, foi adicionado a ele uma gota de
papa de hemécias de galinha. Apds agitagio
vigorosa, foi colocado em banho de gelo a 4°C,
pelo periodo de 15 minutos. Finalmente, o
soro foi eenirifugado a 1500 rpm por 16
minutos ¢ o sobrenadante fol utilizado como
soro diluide a 1:4.

A reacio de infbicio de hemaglutinagio fol
realizada em microplacas permanenies com
fundo em U. Os soros foram diluidos eom
tampio VBS ¢ as diluicbes feitas a partir de
1:4 até 1:512 no volume de 0,025 ml com o
apareiho de diluigho automadtica **. Aos soros
diluidos nas microplacas foram adicionados
0,025 ml de antigeno de inflwenza econtendo
4 UHA/0,025 ml. A mistura fol deixada &
temperatura ambiente por uma hora e, em
seguida, nela colocados 0,05 ml de suspensiio
de hemaeias a 0,49. Apéds agitaciio das pla-
eas e incubagio & temperatura ambiente, foi
realizada a leitura depois de uma hora. Foram
realizados simultaneamente o controle do soro
diluido a 1:4 e econirole da suspensfio de
hemécias a 0,4%. A diluigio inicial do soro
fol considerada 1:16, pois a ele foram adicio-
nados 0,025 ml de antigeno e 0,05 ml da sus-
pensdo de hemdciaz., O titule de anticorpos
inthidores de hemaglutinacio fol definido como
a dftima diluicfio do soro que inibin completa-
mente a atividade hemaglutinante do antige-
no. Com as titulacbes dos anticorpos inibidores
de hemaglutinacio para os virus da influenza
tipos A e B em soros de individuos de dife-
rentes grupos etdrios, caleulou-se a percents-
gem de soros positivos a partir do titulo igual
ou malor que 16 e, paralelamente, a partir
de igual ou maior que 64.

RESULTADOS

As percentagens de soros positivos para es
virus da influenza tipos A e B, ¢ a média
geométrica dos titulos de anticorpos, estio

representadas nas figuras 1 e 2 das piginas
56 e B7.

Em relacio & estirpe A/Swine/Towa/15/30
{H:N:), o grupo etirio de individuos acima
de 60 anos apresentou 88,99 (27.2) *** de
soros positives, No grupo etdrio de 50 a 59
anos a percentagem foi menor que 169%.

Com a estirpe A/PR/B/34 (H:N.)} obti-
veram-se, nos individuos acima de 40 anos,
84,49 (259) a 100% (272) de soros positi-
vos €, nos grupos etirios abaixe de 39 anos,
as percentagens observadas foram menores
que 38,4%. )

08 resultados com a estirpe A/Kumamoto/
37/79 (H.N,) revelaram oue em todos os
grupos etdrios as percentagens de soros posi-
tivos foram acima de 53,39, sendo que, nos
grupos etdrios de 10 a 19, 30 a 3% ¢ 40 a 49
anos de idade, as percentagens foram mais
elevadas, isto &, 929 (27), 9289 (2%4%) e
1009 {27}, respectivamente.

Quando usamos a estirpe A/Adachi/B/57
{H.N;}, os resultados obtidos em individuos
com idade acima de 20 anos apresentaram
percentagens elevadas de soros positives, va-
riando entre 93,89% (283) e 1009 (298}, No
grupo etdrio de 10 a 19 anos a percentagem
foi de €09, (268) e, em criancas abaixo de 9
ancs, a4 percentagem foi de 13,3% (24).

Com a estirpe A/Bangkek/1/7¢ (ILN.)
observamos gue todos os grupos etdrios de-
monstraram elevadas percentagens de soros
positivos entre 81,89 (25%) e 1009% (284).
Entretanto, os resultados com a variante
recentemente isolada em Shiga (Japéoe}, deno-
minads A/Shiga/144/82 (H.N.}, revelaram
que nos individuos pertencentes aos grupos
etirios de 10 a B9 anos as percentagens
obtidas foram baixas, isto &, entre 509, (24F)
e 70,89 (258), Lm criangas com idade abaixo
de 9 anos e, em adultos acima de 60 anos, as
percentagens obtidas com esta estirpe foram
26,39 (275) e 89,19 (268), respectivamente.
As percentagens de soros positivos para &
estirpe A/Shiga/114/82 {H.N,} em todos os
grupos etdrios foram menores gue as apresen-
tadas pela estirpe A/Bangkok/1/79 (H:N.),
sinda que as médias geoméiricas dos titulos
de anticorpos sejam elevadas com estes dois
antigenos.

Os resultados obtidos com as estirpes do
virug da influenza tipo B constataram que,
com o antigeno B/Shiga/1/71, os individuos
dos grupos eférios entre 10 ¢ 39 anos e
acima de 60 anog apresentaram percentagens
de soros positives que variaram entre 61,5%
(247 a 89,39 (299). Em outros grupos etéi-
rios, de 0 a 9 anos e 40 a 49 anos, as percen-
tagens obtidas com este antigeno ficaram
entre 0 e 329 (25%). Por outre lado, com a
estirpe do virus B/Kanagawa/3/76 os resul-
tados revelaram que os individuos eom idade

* Takeda Pharmaceutical Company LTD., Osaka, Japan.
**  Cooke Engineering Company, San Mateo, Califérnia.

*x&*  Média geoméirica indicada entre parénteses,
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FIGURA 1 — Percentagem de soros positivos

pazra

virus de influenza tipos A(H,N,), A(HN,),

A{MN;) e tipo B em individuos de diferentes grupos etirios da cidade de Sio Paulo,

Brasil, 1882,

acima de 5 anos exibiram percentagens de
soros positivos gque variaram enitre 21,9%
{251) e 559 {294}, percentagem menor gue
a apresentada com a estirpe anterior. Os re-
sultados em relacdo a estirpe B/Shiga/75/81
revelaram gue todos os soros testados apre-
sentaram percentagens abaixeo de 249 (24%%),

Os resultados obtidos nas reacdes de inibi-
¢io de hemaglutinag¢fo, guando consideramos
08 goros positivos com titulos igual ou maior
que 64, apresentaram, de modo geral, parale-
lismo aos obtidos guando consideramos o8
sorog positivoes com titulo igual ou maior
que 16. Este paralelismo foi evidente na maio-
ria das estirpes de virus da infiuenza tipos
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A e B usados, nio sendo, entretanto, evidente

quando os titulos dos soros testados foram
baixes,

DISCUSSAQ

Nossos resultados constataram jque em pes-
soas com idade acima de 60 anos, nascidas
antes do ano de 1922, a percentagem de soros
positivos para a estirpe A/Swine/Towa/15/30
(H.N,) fol de 88,97% (272}, achados esses
semelhantes aos anteriormente relatados por
TAKIMOTO et alii 2 com estirpes relacio-
nadas,
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A alta percentagem de soros positivos
encontrada nos grupos etarics de 40 a 49 e
50 a 59 anos (1009%) frente & estirpe A/PR/
8/84 (H,N,) significa que fedas as pessoas
desta populacio estudada adaguiriram a infec-
¢io na sua infincia per oceasifio da epidemia
desta estirpe,

Estudos realizados em Sioc Paulo por TA-
KIMOTO et alii’3, durante os anos de 1876
a4 1978, mostraram que houve o retorno do
subtipo H:N, que circulou nos anos 1947 a
1957, porém, o virus recém-isolado A/Br/11/78
(H.N;) revelou-se diferente do protdtipo
A/FM/1/47 (H.N)) e da estirpe A/USSR/
80/77 {HiN,} que prevaleceu em outros paises
na mesma &poca.

A estirpe A/Kumamoto/37/78 (H.Ny), uti-
lizada neste trabalho, isolada mno Japéo,
apresenta pequena variachc antigénica em
relacdo &s estirpes A/Br/11/78 (H:N:) e
A/USSR/90/77 {H:N,) 1. Os soros de indi-
viduos dos grupos etdrios de 10 a 19 e 40 &
49 ancs apresentaram percentagens elevadas
de soros positivos para a estirpe A/Kuma-
moto/37/79 (H:N,} e a média geométrica dos
titulos de anticorpos foram elevadas em tedos
os grupos etarios, demonstrando que os indi-
viduos destes grupos responderam com titulos
elevados de anticorpos aos diferentes virus
da infecedo priméria do subtipe H.N.. Isto
é, individues de 10 2 19 anos infectaram-se
quando houve o reaparecimento deste subtipo
ne ano de 1977 e os do grupo etdrio de 40
a 49 anos adquiriram a infeccio durante a
epidemia iniciada no ano de 1847, As eleva-
das médias geométricas encontradas em todas
as idades demonstram claramente que este
subtipe continua circulando na populagio.

Oz resuitados obtidos com a estirpe A/Ada-
¢hi/5/87 (H:N:) revelaram gue ag percenta-
gens de soros positivos encontradas foram
elevadas (60 a 1009%), assim como as médias
geombtricas dos titulos dos anticorpos (286 a
288) nos individuos acima de 10 anos, corres-
pondendo 4s pessoas que adguiriram a infec-
¢ao durante a pandemia por este subtipe, no
ano de 1957. Na figura 1, considerando as
percentagens dos individuos com soros posi-
tivos de titules igual ou acima de 64, podemos
observar c¢laramente gue este subtipo ndo pre.
valeceu mais na populagiio desde a suas Glima
pandemia.

No ano de 1968, surgiu o subtipo HN,,
gue causou a pandemia da gripe chamada
Hong Xong e, desde entfo, semelhantemente
ac que acontece com o subtipo HNi, o sub-
tipo H.N, continua cireulando em formas de
novas variantes antigénicas, em diversas
populagbes 6 7. 10, 13,

J4 na cidade de Sao Paulo, no ano de 19786,
ocorreu um surto de influenzas de proporgdes
congiderdveis, causado por virus antigenica-
mente relacionado ao A/Vietoria/3/75 (H.N.),
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enquante que, em 1977, os virus isolados foram
em sua maioria semelhantes ao A/Texas/1/77
(H.N:), mas a estirpe do ano anterior ainda
foi prevalente na populacio®, Neste sentido,
vale salientar que SMITH & DAVIESS® estu-
daram as respostas para o antigeno hemaglu-
tinina e neuraminidase do virus da influenza
tipo A (H:N.), num periodo de quatro anos
e verificaram que as estirpes do subtipo FLN.
apresentavam rea¢bes cruzadas com as varian-
tes antigénicas anteriores,

Os resultados obtidos com a estirpe A/Bang-
kok/1/7% (H:N.) demonstraram que todos
o8 individuos possuiam altas percentagens de
soros positives (81,9 a 100%) e a média geo-
métrica dos titulos de anticorpes foram rela-
tivamente elevadas (284 g 285}, Este fato
provavelmente ocorreu pela reagiio entre as
outrag variantes do mesmo subtipo gue cir-
cularam nesta populagio. Em relaglo & estir-
pe A/Shiga/114/82 (H.N.) as percentagens
de soros positivos foram menores do que
as encontradas frente ac A/Bangkok/1/79
(H:N.) e, quande foram consideradas as per-
eentagens de soros positives de titulo igual
ou acima de 64 para A/Shiga/114/82, essas
percentagens foram bem menores, sugerindo
que nenhum virus antigenicamente relaciona-
do circulou na cidade de S#Ho Paulo.

Os resultados obtidos para a estivpe
B/3higa/1/71 mostraram percentagens de
soros positives ligeiramente mais elevadas
que para ¢ B/Kanagawa/8/76, porém, as mé-
dias geométricas ligeiramente altas para os
dois virus foram semelhantes, sugerindo gque
slguma variante antigenicamente relacionada
circulou na cidade de Sdo Paule. Para a
estirpe B/Shiga/75/81 a percentagem de soros
positivos fol abaixe de 24% e a média geo-
métrica também baixa, significando que ne-
nhuma variante relacionada a essa estirpe,
até o momento, circulou nesta populagio.

Nossos dados, mostrando as percentagens
de individuos imunes e/ou susceptiveis ao
virus da influenza tipos A e B em habitantes
da cidade de S&o Paule, constituem-se em
mais uma contribuicio ao sistema de vigilan-
cia epidemiolégica destas infeegdes, principal-
mente orientando as medidas sanitdrias cabi-
veis durante @ ocorréncia de surtos efou
epidemias,
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ABSTRACT: The hemaglutination-inhibiting antibodies against type A and type
B influenza viruses were tesied in 180 sera from 180 persons of various age groups
of inhabifants of S&0 Paulo City. The specimes were collected in Pebruary 1982,
The high pereent of positives sers sagainst sirains A/Swine/lowa/15/30 {(EH;N;)
in persons over 60 year oid, and A/PR/8/34 (HN,} in persons 40 to 49 year old
showed that the persons were infected by this virus or variants when they were
children. The resulfs with the strain A/Kumamoto/37/78 (H,N,) showed that the
sera of persons 10 to 19 and 40 fo 49 year old replayed in high percent of positives
sers ngainst the subtype H)N,, from the primary infection in 1977 and 1947-1957
respectively. Subtype HyN, had nof{ circulated in this population since the last
pandemic in 1957. The strain A/Bangkok/1/79% (H:N,) and A/Shiga/114/82 (H.Ng)
showed kigh percent of positives sera in al} age groups, probably becanse of crosg
reaction among other antigenie variants of subiype H,N, A strain of influenza
related to B/Shiga/1/71 and B/Kanagawa/3/76 cireglated in S&¢ Paule but the
infection by strain B/Shiga/75/81 was not disclosed in the population studied
becanse both the percentages of positives sera and geometric mean of titers were

slow in all age groups.

DESCRIPTORS: influzenza virus,

types A, B

antibodies against infiuenza

virus, frequency in inhabitanis of S&o Paulo City, Prazil, 1982.
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