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R E S U M O

Foram avaliadas, através de testes de inibição da hemaglutinação (Hl) e da hemólise radial simples (HRS), 
as respostas de anticorpos contra influenza em 4 lotes de eqüinos adultos. O grupo do lote 01 recebeu a imu
nização com 2 doses de vacina contra influenza, preparada experimentalmente no Instituto Butantan. Nos 
lotes 02 e 03, regularmente imunizados contra a influenza, foram administradas doses de reforço anual com 
a vacina comercial e com a vacina experimental, respectivamente. O lote 04 foi o grupo controle da avaliação. 
Os resultados dos testes demonstraram que as médias de títulos de HRS e IH do lote 01 apresentaram difer
enças ao nível de p < 0,001, com significante aumento das médias de títulos detectados nos soros após a 2- 
imunização. Não foram observadas diferenças significantes entre as médias de títulos de anticorpos em 
soros obtidos antes e após a dose de reforço anual dos eqüinos dos lotes 02 e 03, atribuindo-se a per
sistência de nível de anticorpos protetores mantida após 1 ano da imunização regular com vacina comercial. 
A conversão sorológica dos eqüinos do lote 01, à persistência dos títulos de anticorpos nos eqüinos dos lotes 
02 e 03 e, ainda, os baixos títulos de anticorpos verificados nos eqüinos não vacinados do lote 04 comprovam 
o resultado da resposta sorológica das duas vacinas, a experimental e a comercial, avaliadas neste trabalho.
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I N T R O D U Ç Ã O

A influenza tem mantido alto índice de morbidade em eqüi
nos não vacinados regularmente 7 ".

Estudos recentes realizados por Bandura et al. 2 ( 1991) e 
Appleton; Gagliardo1 (1992) demonstram que, apesar de se evi
denciar sorologicamente a presença de dois sorotipos A/Eql 
(H7N7) e A/Eq2 (H3N8) em cavalos, nos últimos dez anos o 
subtipo A/Eql (H7N7) não tem sido isolado de animais sinto
máticos, permanecendo, desta forma, o subtipo A/Eq2 (H3N8) 
como responsável pelas epidemias de influenza em eqüinos.

Em conseqüência da capacidade de recom binação do vírus 
da influenza entre diferentes espécies de hospedeiros 13, tem- 
se observado que o subtipo A/Eql (H7N7) vem diminuindo 
sua patogenicidade para os eqüinos e aum entando-a com rela
ção às aves e aos animais marinhos, como focas e baleias 5JS.

A proteção do susceptível através de vacinação pode con
tribuir para a profilaxia da influenza eqüina, uma vez que es

tudos soroepidemiológicos dessa doença têm demonstrado a 
existência de conversão sorológica em animais imunizados de 
forma regular e sistemática •'■lw"J4-16.

Considerando nossa experiência anterior com imunização 
de eqüinos jovens (potros com idade média de 2,5 anos) per
tencentes ao plantei da Fazenda São Joaquim, do Instituto Bu
tantan, utilizando-se vacina bivalente contra influenza eqüina. 
A /Eql (H7N7) e A/Eq2 (H3N8), preparada experim entalm en
te por nós, propusem o-nos a estudar comparativamente o nos
so produto im unobiológico com outro sim ilar com ercial, em 
eqüinos adultos pertencentes ao plantei da Cavalaria da Polí
cia Militar.

O objetivo deste estudo foi obter informações adicionais so
bre a imunização contra a influenza eqüina, por meio da respos
ta de anticorpos em animais adultos, utilizados em atividades 
diárias na cidade de São Paulo e, portanto, sujeitos a constan
te estresse físico. Estas condições se diferenciam  daquelas 
apresentadas no trabalho anterior em que foram utilizados
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potros mantidos em sistema de confinam ento na Fazenda São 
Joaquim, do Instituto Butantan.

M A T E R I A L  E M É T O D O  

Vírus
As am ostras A /E q l/S P /1 /56  (H7N7) e A /E q2/SP/l/85 

(H3N8) do vírus da influenza eqüina, provenientes do Instituto 
Adolfo Lutz, foram cultivados em ovos embrionados de galinha 
(specific pathogen free), com 11 dias de incubação, através de 
passagens sucessivas na cavidade alantóide.

Vacinas
A vacina contra influenza eqüina foi preparada com  os an- 

tígenos dos subtipos dos vírus A /Eql (H7N7) e A/Eq2 
(H3N8) com adjuvante de Al (OH) 3 a 30%. dentro das nor
mas da Organização Mundial da Saúde '2, para produção de 
vacina contra gripe de uso humano e cujas etapas foram des
critas em trabalho anterior l0. A vacina comercial, utilizada 
neste experimento, segue a mesma metodologia acim a referi
da, empregando as mesmas amostras de vírus, assim como o 
mesmo adjuvante.

Testes sorológicos 17 
Inibição da Hem aglutinação (IH)

Este teste baseia-se na inibição da ação hemaglutinante dos 
vírus, através de anticorpos específicos.

A m ostras de soro foram  inativadas a 5 6 ’C durante 30m in 
e tratadas com  caulim  a 20% em solução tam pão fosfato 
(PBS), 0,01 M, pH 7,4, para rem oção de anticorpos inespe- 
cífícos. Após esse tratam ento , foram  feitas dilu ições em du
plicata, seriadas, em m icroplacas de fundo “V ” . A ntígeno 
do vírus influenza, cultivado em ovos em brionados, con ten
do 4 unidades hem aglutinantes, foi adicionado às cav ida

des. Após I hora de reação à tem peratura am biente, acres- 
centaram -se hem ácias de galo a 0,5% . Ao fim de 30min, 
p rocedeu-se à leitura, considerando-se com o título do an ti
corpo a recíproca da últim a dilu ição que induziu à inibição 
da hem aglutinação. Os soros que apresentaram  títulos de 
an ticorpos iguais ou superiores a 1/20 foram  considerados 
positivos. O volum e de 0,025m l foi constante para todos os 
reagentes.

Hemólise Radial Simples (HRS)
Este teste fundam en ta-se  na lise de hem ácias de galo, 

sensib ilizadas com  vírus e m ediada pelo com plem ento  
(soro  fresco  de cobaia), quando na presença de anticorpos 
específicos. P lacas de po liestireno  (12,5 x 8,5cm ) foram  
preparadas com  20m l de agarose a 1%, fundida e resfria 
da a 43"C, ad icionada de 4m l de suspensão  a 10% de he
m ácias de galo, em so lução  de D.G.V. (dextrose lg% , ge
latina 0 ,06g%  e veronal 0 ,03g% ), sob refrigeração  por 
3()min. Em seguida, ad ic ionou-se  à agarose, Iml de com 
plem ento  (soro  fresco  de cobaia) com  125 unidades 
CH 5o%. A pos incubaçao  de 3()min a tem peratu ra  am biente, 
foram  feitas 25 perfu rações de 3mm de d iâm etro  na aga
rose, com  d istâncias de 1,5cm  entre si às quais ad ic iona
ram -se os soros dos anim ais, previam ente inativados a 
56"C/30 min. Ao com pletarem -se  18h de incubação a 37"C 
em  câm ara  úm ida, foi realizada  a leitura do d iâm etro  das 
áreas de hem ólise. Estas m edidas forneceram  um a avalia
ção ind ire ta  da concen tração  de an ticorpos no soro, sendo 
considerados reação  positiva os valores iguais ou superio 
res a 2 ,0m m .

Animais
Cavalos adultos com idade média de 8 anos, pertencentes ao 

plantei da Cavalaria 9 de Julho da Polícia Militar do Estado de 
São Paulo, foram separados em 04 lotes para avaliação:

Lote 01 - Dez cavalos nunca imunizados e que receberam

Tabela 1
Títulos de  anticorpos: Hemólise Radial e Simples (HRS) e in ib ição da  H em aglutinação (Hl) em eqüinos nunca imu
nizados e que receberam  vac ina  IB, São Paulo, 1994.

Cepa Eq1 Eq2
Cavalo 1a sangria 2a sangria 1a sangria 2a sangria
n° HRS Hl HRS Hl HRS Hl HRS Hl
505 6.5 10 9.5 40 6.0 10 9.5 20
506 6.5 10 8.5 20 7.0 10 8.5 20
510 5.5 10 7.5 20 5.5 10 8.5 20
511 6.0 10 9.0 40 6.0 10 9.0 40
515 6.5 10 9.0 20 4.5 10 8.5 20
518 4.5 10 7.5 40 5.0 10 7.5 40
521 6.0 10 9.0 160 — 10 7.5 40
523 6.5 10 9.0 80 5.5 10 8.0 80
525 3.5 10 8.5 40 4.0 10 7.5 40
528 5.5 10 9.5 40 4.0 10 9.0 40

‘ HRS = 5.7 ± 1.0 8.7 ± 0.71 *5.27 ± 1.0 8.35 ± 0.71
Média ± DP **HI = 10 ± 0 50 ±42 ** 10 ± 0 36 ± 18

DP = Desvio Padrão *■** P < 0.001 Eq1 = A/Equi/Prague/1/56 (Hequil Nequil) Eq2 = A/Equi/Miane/1/63 (Hequi2 Nequi2)
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02 doses de vacina contra influenza eqüina experimental do 
Instituto Butantan (IB).

Lote 02 - Dez cavalos já  imunizados com vacina contra in
fluenza eqüina, comercial, que receberam dose reforço anual 
da vacina da mesma procedência.

Lote 03 - Dez cavalos já  imunizados com vacina contra in
fluenza eqüina, comercial, e que receberam dose reforço anu
al da vacina experimental do IB.

Lote 04 - Cinco cavalos que não receberam vacina contra 
influenza eqüina e foram mantidos como controle.

Colheita de amostras de soro
Os animais foram sangrados pela viajugular.
As sangrias dos anim ais foram  rea lizadas antes da im u

nização ou dose de reforço  anual ( I a sangria) e após 30 d i
as das m esm as. Os soros obtidos das I a e 2a sangrias fo 
ram inativados a 56 ’C /30m in e congelados até a realização  
dos testes.

R E S U L T A D O S

Os resultados apresentados nas Tabelas 1, 2, 3 e 4, dem ons
traram as seguintes médias de títulos de anticorpos:

Lote 01 - Nos soros da Ia e 2a sangrias, para a cepa A /E ql, 
foram obtidas, respectivam ente, as médias de títulos de HRS 
= 5,7 ± 1,0 e 8,7 ± 0,71 e as médias de títulos de IH = 10 e 50 ± 
42. Com relação à cepa A/Eq2 foram obtidas as médias de tí
tulos de HRS = 5,2 ± 1,0 e 8,35 ± 0 ,71  e as médias de títulos 
IH = 10 e 36 ± 18.

Lote 02 - Nos soros das Ia e 2a sangrias, foram obtidas, pa
ra a cepa A/Eq 1, respectivamente, as médias de títulos HRS = 
9,15 ± 0,53 e 9,1 ± 0,77 e médias de títulos IH = 40 ± 23 e 62 
± 40. Quanto à cepa A/Eq2, obtiveram-se as médias de títulos 
HRS = 8,65 ± 1,35 e 8,95 ± 0,72 e as médias de títulos IH =

24 ± I 1 e 43 ± 22.
Lote 03 - Foram obtidas para a cepa A/Eq 1, nos soros das 

Ia e 2a sangrias, respectivam ente, as médias de títulos HRS = 
9,2 ± 0,48 e 9,6 ± 0,7 e médias de títulos de IH = 59 ± 43 e 
98 ± 86. Para a cepa A/Eq2, as médias de títulos HRS foram 
de 8,95 ± 0,89 e 9,35 ± 0,78 e as m édias de títu los IH = 33 
± 25 e 50 ± 27.

Lote 04 - Nos soros das Ia e 2a sangrias, foram obtidas pa
ra a cepa A/Eq 1, respectivamente, as médias de títulos de HRS 
= 5,1 ± 1,78 e 5,4 ± 1,78 e médias de títulos de IH = 10 e 10. 
Q uanto à cepa A/Eq2, obtiveram -se as m édias de títulos 
HRS = 3 ± 1,25 e 4 ± 0,94 e médias de títulos IH = 10 e 10.

A análise estatística dos resultados baseou-se na com para
ção das médias, duas a duas, pelo teste t de Student.

D I S C U S S Ã O  E C O N C L U S Õ E S

Com relação aos resultados obtidos do lote 01, dos cavalos 
imunizados com as duas doses da vacina contra influenza 
eqüina experimental do Instituto Butantan (IB), verifica-se que 
as médias de títulos de anticorpos HRS e IH, tanto para a ce
pa A /Eql com o para a cepa A/Eq2, demonstraram diferenças 
entre elas (P < 0,001), o que significa ter havido aumento no 
nível de anticorpos séricos após a imunização.

Com relação ao lote 02, dos cavalos que já  haviam sido 
imunizados e que receberam dose de reforço anual com vaci
na contra influenza eqüina comercial, verifica-se que os títulos 
de anticorpos HRS e de IH, tanto para a cepa A/Eq I como pa
ra a cepa A/Eq2, não apresentaram diferenças significativas 
entre as médias (p = 0,20) (Tab. 2).

No lote 03, dos cavalos que já  haviam sido imunizados com 
vacina contra influenza eqüina comercial, e que receberam a vaci
na contra influenza eqüina experimental do IB, como reforço anu
al, observa-se que os títulos de anticorpos HRS e IH mantiveram-

Tabela 2
Títulos de  anticorpos: Hemólise Radial e Simples (HRS) e IniPição da  H em aglutinação (Hl) em eqüinos já  imunizados 
e que receberam  vac ina  com ercia l com o reforço anual. São Paulo, 1994.

Cepa ____ _____________________________________ ... U _______________ Eq2
Cavalo 1ã sangria 2-  sangria 1- sangria 2a sangria
nQ HRS Hl HRS Hl HRS Hl HRS Hl
17 9.0 20 8.5 40 5.0 10 7.5 10
72 9.0 40 9.0 80 9.0 20 8.5 20
464 8.0 20 8.5 80 9.0 20 9.0 80
469 9.5 80 9.5 160 10 40 10 40
487 10 40 10 40 9.0 20 9.5 20
491 9.0 20 7.5 20 8.5 10 8.5 40
498 9.0 20 10 40 8.5 20 8.5 40
502 9.5 40 9.5 40 9.0 40 9.0 40
509 9.5 40 9.5 40 9.5 40 9.5 80
513 9.0 80 9.0 80 9.0 20 9.5 40

*HRS = 9.15 ± 0.53 9.1 ±0.77 *8.65 ± 1.35 8.95 ± 0.72
Média ± DP **HI = 40 ± 23 62 ±40 ** 24 ± 11 43 ±22

DP = Desvio Padrão * ** P < 0.20 Eq1 = A/Equi/Prague/1/56 (Hequil Nequil) Eq2 = A/Equi/Miane/1/63 (Hequi2 Nequi2)
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ERRATA

NA PÁGINA 39, TABELA 3:

onde se lê: “Títulos de anticorpos: Hemólise Radial e Simples (HRS) e 
Inibição da Hemaglutinação (Hl) em eqüinos já imunizados contra influenza 
com vacina comercial e que receberam vacina comercial como reforço 
anual. São Paulo, 1994.”

leia-se: “Títulos de anticorpos: Hemólise radial simples (HRS) e Inibição da 
Hemaglutinação (Hl) em eqüinos já imunizados contra influenza com vacina 
comercial e que receberam vacina IB como reforço anual. São Paulo, 1994”

NA PÁGINA 40, TABELA 4:

onde se lê: “Títulos de anticorpos: Hemólise Radial e Simples (HRS) e 
Inibição da Hemaglutinação (Hl) em eqüinos nunca imunizados e que 
receberam vacina IB. São Paulo , 1994”

leia-se: “Títulos de anticorpos: Hemólise radial simples (HRS) e inibição da 
Hemaglutinação (Hl) em eqüinos nunca imunizados e que não receberam 
vacina. São Paulo, 1994.”
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se estáveis, tanto para a cepa A/Eq 1 como para a cepa A/Eq2, cu
jas médias não apresentaram diferenças entre si (Tab. 3).

Observando os resultados do lote 04, dos cavalos não imu
nizados contra a influenza eqüina, portanto o lote controle des
sa avaliação, verificaram-se baixos títulos de anticorpos HRS 
e 1H para a cepa A/Eq 1 e ainda menores para a cepa A/Eq2, e 
as médias de títulos de anticorpos não foram diferentes. Esses 
resultados são semelhantes aos da Ia sangria dos animais do 
iote 01, quando estes ainda não tinham recebido imunização 
contra influenza (Tabs. I e 4 ) .

Estudo realizado por L anger9 (1966), comparando níveis de 
anticorpos contra influenza eqüina por meio da imunização em 
cavalos adultos c em potros de 3 meses de idade, imunizados 
contra a infecção, demonstrou que potros tiveram menores res
postas de anticorpos, principalmente aqueles que já  possuíam 
anticorpos maternos previamente adquiridos pelo colostro.

Wood et al. (1983) relataram que pôneis jovens (1 ano de 
idade), vacinados contra influenza, apresentaram aum ento dos 
níveis de anticorpos após a 2a dose de vacina, mas que a partir 
da 14a semana esses níveis declinaram, até mesmo em animais 
que haviam, inicialm ente, apresentado altos níveis de anticor
pos HRS e IH.

No presente trabalho foram detectados altos títulos de anti
corpos HRS (9,0 e 10,5mm) e que de fato são decorrentes do 
estímulo antigênico das vacinas empregadas na im unização 
dos eqüinos, considerando que não se tem informação da ocor
rência, entre esses animais, do fenômeno da “doutrina do pe
cado antigênico” , característico da influenza humana, e ao 
qual se atribuem aumentos de níveis de anticorpos da “memória” 
imunológica, quando incitados por determ inado subtipo espe
cífico do vírus da influenza que tenha causado a primo infec
ção no organismo h um ano4. No Japão, Goto e co laboradores(> 
constataram ausência deste fenômeno durante avaliação de in
fluenza em eqüinos, em período pós-epizoótico.

Ainda no que se refere aos títulos de anticorpos contra in
fluenza em eqüinos, pudemos observar que o subtipo A/Eql 
(H7N7) apresentou títulos de anticorpos mais altos nos testes 
sorológicos de IH de que subtipo A/Eq2 (H3N8) (Tabs. 1, 2 e 
3). Esta característica pode ser explicada pela menor variabili
dade do subtipo A /Eql (H7N7), que lhe permite manter sua 
identidade antigênica original 7.

Em recentes estudos realizados por Gibson c colaboradores \  
através da técnica de seqüência de nucleotídeos, foi relatada a 
estabilidade do subtipo A/Eql (H7N7) do vírus da influenza 
eqüina isolado entre os anos de 1956 e 1977. cujas seqüências 
de aminoácidos, deduzidos dos nucleotídeos da hemaglutini- 
na, demonstraram alto grau de homologia.

Analisando os resultados da avaliação imunitária das vaci
nas contra influenza eqüina com ercial e experimental IB, pô
de-se concluir que ambas induziram ao aum ento do nível de 
anticorpos séricos em cavalos, tendo em vista que o nível de 
anticorpos em cavalos não im unizados é evidentem ente infe
rior ao daqueles vacinados (Tabs. 1, 2, 3 e 4). Essa evidência 
de conversão sorológica de níveis de anticorpos pôde ser mais 
bem verificada no lote 01, dos cavalos que nunca haviam si
do im unizados e que receberam  2 doses da vacina experimen
tal do IB, do que nos lotes 02 e 03, onde os cavalos já  haviam 
sido im unizados regularm ente e que, portanto, mantiveram 
seus níveis de anticorpos protetores por 12 meses. Este fato 
revela que cavalos adultos respondem  bem à imunização con
tra influenza e apresentam boa persistência de anticorpos, se 
compararmos com o que foi obtido em nosso trabalho anterior 
onde os potros tiveram aum ento do nível de anticorpos após a 
2a dose da vacina, mas apresentaram  queda destes logo a par
tir da 5a sangria, obtida após 58 dias do início da imunização. 
Em pesquisa similar. Kucera e colaboradores * observaram 
também que cavalos adultos respondiam  m elhor contra influ
enza do que cavalos jovens.

Tabela 3
Tífulos de anticorpos: Hemólise Radial e Simples (HRS) e In ibição da  H em aglutinação (Hl) em eqüinos já  imunizados 
contra  influenza com  vac ina  com ercia l e que receberam  vac ina  com ercia l com o reforço anual. São Paulo, 1994.

Cepa Eq1 Eq2
Cavalo 1s sangria 2- sangria 1s sangria 2 - sangria
n8 HRS Hl HRS Hl HRS Hl HRS Hl
4 8.5 10 8.5 20 7.5 10 8.0 20
128 9.5 40 10 40 9.0 20 9.0 40
141 9.5 20 9.5 80 8.5 20 9.5 20
270 9.5 40 10 80 9.0 40 10 20
368 10 80 10.5 320 10.5 20 10 80
374 9.0 40 9.5 80 9.0 20 9.0 80
413 9.5 80 9.5 80 10 20 10 40
419 9.5 80 10.5 160 9.5 80 10.5 80
549 9.0 160 9.5 80 8.0 80 9.0 80
645 8.5 40 8.5 40 8.5 20 8.5 40

HRS = 9.2 ± 0.48 9.6 ± 0.7 8.95 ± 0.89 9.35 ± 0.78
Média ± DP Hl = 59± 43 98 ± 86 33 ±25 50 ±27

DP = Desvio Padrão Eq1 = A/Equi/Prague/1/56 (Hequi! Nequil) Eq2 = A/Equi/Miane/1/63 (Hequi2 Nequi2)
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Tabela 4
Títulos de anticorpos: Hemólise Radial e Simples (HRS) e In ibição da  H em aglutinação (Hl) em eqüinos nunca imu
nizados e que receberam  vac ina  IB. São Paulo, 1994.

Cepa £<it Eq2
Cavalo 1a sangria 2 - sangria 1a sangria 2~ sangria
nQ HRS Hl HRS Hl HRS Hl HRS Hl
529 4.0 10 4.0 10 5.0 10 5.0 10
531 4.0 10 5.0 10 4.0 10 5.0 10
533 7.5 10 7.0 10 — 10 5.5 10
536 3.0 10 3.5 10 — 10 — 10
543 6.5 10 7.5 10 6.5 10 7.0 10

HRS = 5.1 ± 1.78 5.4 ± 1.78 3 ± 1.25 4 ± 0.94
Media ± DP Hl = 10 ± 0 10 ± 0 10 ± 0 10 ± 0

DP = Desvio Padrão Eq1 = A /Equi/Prague/1/56 (Hequi! N equil) Eq2 = A/Equi/Miane/1/63 (Hequi2 Nequi2)

S U M M A R Y
Equine Influenza: evaluation of the humoral immune response through the hemagglutination inhibition and single 
radial haemolysis, in horses vaccinated with commercial and experimental vaccines. From 4 equine groups, the 
antibody protection levels against influenza were evaluted through the hemagglutination inhibition and single 
radial haemolysis. One group of these animals received immunization from 2 doses of influenza vaccine, of 
experimental preparation, at the Butantan Institute, São Paulo, Brasil (IB). Two other horse groups, regularly 
vaccinated received the annual booster dose from both commercial and experimental vaccines (IB). A control group 
remained without vaccination. Differences were observed among the antibody level medians of the serum 
samples harvested prior and post immunization of those vaccinated animals. No evident differences were 
detected among the antibody level medians from animals that received annual booster doses, due to the 
persistence of the protective antibody level, 12 months after the regular immunization. In the control 
group, the animals showed low antibody levels, for both serum samples. In fact these results suggested the 
good serologic response of both vaccines, the commercial and the experimental, tested preparations.

Uniterms: Equine influenza virus; Vaccines; Serum horses.
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