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RESUMO: Estudou-se a distribuig@io etdria € por sexo de anticorpos fixa-
dores do complemento para citomegalovirus em 1294 soros de individuos do
municipio de Sdo Paulo. A uwma porcentagem de positividade de 33%, nos pri-
meiros quinze anos de vida, seguiu-se, apés uma queda inicial no nivel de anti-
corpos, um aumento progressivo até niveis de ordem de 70%. Ndo se obser-
varam diferencas de positividade significativas em relagdo ao sexo. A compa-
ragdo dos resultados obtidos com a reagdo de fivacdo do complemento e a
reagldo de neutralizagio, numa amostra de 236 soros de individuos adultos,
usando-se a cépa de citomegalovirus AD 169, evidenciou wma boa correlaglo.

UNITERMOS :
fixadores de complemento *.
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INTRODUCAO

O citomegalovirus humano é um agente
infeccioso de ocorréncia ubiquitaria, po-
dendo ser isolado do leite materno, sa-
liva, urina, da secrecio do cervix uterino
e da placenta® 1% 2% 3, Ag formas mais
graves desta virose humana ocorrem no
periodo neo-natal e resultam da infeccdo
in utero® ?!, Tém sido descritas infec-
¢bes no periodo pés-natal, até cerca de
1 anos de idade, momento a partir do
qual a doenca se torna mais rara. '’

Em adultos s6 ocasionalmente sdo descri-
tos quadros clinicos etiologicamente rela-
cionados com citomegalovirus. ¢ Re-
centemente, este virus tem sido relaciona-
do etiologicamente com quadros clinicos
que apresentam grande semelhanca com
a mononucleose infecciosa e se manifes-
tam apos transfusbes sangiiineas, *® 20 22
Os estudos sorolégicos mostram um
aumento progressivo dos niveis de anti-
corpos com a idade.” ' * A reacéo de
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fixacdo do complemento é a prova de ex-
celéncia no diagnéstico sorolégico de ro-
tina, recomendando-se o uso da cépa AD
169, por possuir um espectro de ativida-
de mais amplo®. A prova de neutraliza-
¢do pode, eventualmente, ser utilizada em
levantamentos sorolégicos, mas tem o in-
coveniente de fornecer resultados com cer-
to grau de heterogeneidade, possivelmen-
te, em conseqiiéncia da diferente estru-
tura antigénica das vérias cépas de cito-
megalovirus ** e da ocorréncia de reagGes
cruzadas com outros herpesvirus. A pes-
quisa de anticorpos para citomegalovirus
pode ainda ser feita por aglutinacdo de
plaquetas ?8, imunofluorescéncia ** e he-
maglutinacdo passiva *°,

No presente trabalho sdo apresentados
os resultados de um estudo sorolégico da
infeccdo por citomegalovirus numa popu-
lacio adulta e infantil normal do muni-
cipio de Sdo Paulo, utilizando-se a rea-
¢do de fixacdo do complemento e a rea-
¢do de neutralizagdo.

MATERIAL E METODOS

Cépa de virus — Fol usada a cépa
.AD 169, mantida em culturas de células
dipléides humanas (HFDL); o meio de
crescimento usado foi o meio de Eagle
concentrado, em Earle, com 10% de soro
fetal bovino, 1% de glutamina a 3%,
2,5% de solugdo de bicabornato de s6-
dio a 2,8%, 1% de uma mistura de pe-
nicilina e estreptomicina e 0,1% de fun-
gizona; como meio de manutencio usou-
se o meio de Eagle simples, em Earle,
adicionado das mesmas concentracdes dos
suplementos referidos, com excecdo do so-
ro fetal bovino, que se utilizou na con-
centragdo de 2%. A passagem do virus
foi feita por tripsinizacio da camada ce-
lular, previamente infetada, e inoculagio
da suspensiio de células infetadas em no-
vas culturas celulares preparadas em tu-

bos ou garrafas de Roux, conforme a
finalidade.
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Reag¢io de fixagio do complemento —
Para o preparo do antigeno fixador do
complemento usaram-se culturas em gar-
rafas de Roux com cerca de 75% de
efeito citopatico; depois de eliminado o
meio de cultura, a camada celular foi la-
vada com PBS e tripsinizada, centrifu-
gando-se a suspensdo celular a 1500 rpm,
durante 15 min e resuspendendo-se o sedi-
mento em VBS (cerca de 1/5 do volu-
me original}; em seguida procedeu-se ao
congelamento e descongelamento, por trés
vezes, clarificando-se a suspensdo a 800
rpm durante 10 min. O antigeno foi ina-
tivado a 56°C, durante 30 min e titulado,
tendo-se obtido titulos que variavam, con-
forme a partida, entre 16 e 64. O anti-
geno usado na reacio de fixacdo do com-
plemento continha 2 unidades.

Os soros de prova foram testados na
dilui¢do a 1:8, apds inativagdo a 56°C
durante 30 min; a reacdo de fixagfo do
complemento foi feita em placas de Pers-
pex (WHO), usando-se 2 unidades exatas
de complemento e fixagio a 4°C, de um
dia para o outro; para que um soro fos-
se considerado positivo teria de ocasionar

uma fixagdo de 75-100%.

Reagdo de neutralizagio — Diluigbes
dos soros a 1:8 foram misturadas, em vo-
lumes iguais, com uma suspensio de vi-
rus contendo 10 a 30 DCT,,; o diluente
usado continha 5% de soro fetal bovinoe.
Depois de incubada a mistura a 37°C, du-
rante 60 min, inocularam-se dois tubos
de cultura de células dipléides humanas
(HDFL) com 0,2 ml das misturas virus-
soro. O critério seguido por BEeENYESH-
MEeLNicK ° foi utilizado para estabelecer
a positividade dos soros testados.

Soros de prova — Através da reago
de fixacdo do complemento foram estu-
dados 1.182 soros de individuos adultos,
de idade variando entre 15 e 35 anos
ou mais, colhidos entre 1969 e 1973 e
conservados a —20°C. Deste total foi se-
parada uma amostra casual de 236 soros,
que foram testados pelas reagbes de fi-
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xacdo do complemento e neutralizacdo.
Usando-se a reagdo de fixagdo do com-
plemento, foram ainda estudados 112 so-
ros de criancas normais, de 0 a 15 anos
de idade, colhidos em 1973 e conservados
igualmente a —20°C.

RESULTADOS

Os resultados da reagdo de fixagdo do
complemento nas amostras de soro estu-
dadas sio apresentados na Tabela 1. O
niimero reduzido de soros de criancas que
puderam ser estudados s6 permitiu o cal-

culo do percentual de positividade para
um grupo etario de grande amplitude (0
a 15 anos), obtendo-se um valor de 33% ;
no grupo etario de 15 a 25 anos a por-
centagem de positividade foi de 27%; j4
no grupo etirio de 25 a 35 anos esta
porcentagem se elevou para 61%, atin-
gindo o valor de 70% em individuos de
idade igual ou superior a 35 anos. Nes-
ta mesma Tabela podem ser comparadas
as porcentagens de positividade por se-
X0, que, para todas as idades, foram de
51% nos individuos do sexo masculine
e 54% nos de sexo feminino.

TABELA 1

Distribuicio etdria e por sexo dos soros positivos na reacédo de fixacfio do complemento,
usando a cépa de citomegalovirus AD 169

Sexo masculino Sexo feminino Total
Idade Soros positivos Soros positivos Soros positivos
(anos) Numero p Numero P Numero P
soros ——| soros |— s0ros
testados N.o % testados No % testados N.© %
0—15 64 18 28 48 19 39 112 37 33
15— 25 165 42 25 170 49 28 335 91 Py
25— 35 187 129 68 193 103 53 380 232 61
35—45 243 153 62 224 174 7 487 327 70
Total 659 342 51 635 345 54 1294 687 53

Na Tabela 2 sdo comparados os resul-
tados obtidos numa amostra casual de
236 soros, escolhida do total de 1.182 so-
ros de individuos adultos, usando-se as
reagoes de fixacdo do complemento e
neutralizagio; observam-se porcentagens
de positividade mais elevadas com a rea-

¢do de neutralizacio, porcentagens estas
com valores, respectivamente, de 41%,
80% e 84%, para cada um dos grupos
etarios. A reacfo de fixagdo do comple-
mento deu, para os mesmos grupos eta-

rios, porcentagens de positividade de
23%, 58% e 70%.
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TABELA 2

Distribuicio etaria de uma amostra de soros positivos nas reacdes de fixacdo do complemento
e neutralizacdo, usando a cépa de citomegalovirus AD 169

Reacdo de fixacdo Reacdo de neutralizacdo
. do complemento
Idade (anos) NUmero soros
testados
N.o D N.o %
15 — 25 68 16 23 28 41
25 — 35 36 21 58 29 80
35 — 45 132 93 70 112 84
Total 236 130 55 169 71

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os resultados obtidos provam que a in-
feccio por citomegalovirus ocorreu com
bastante freqiiéncia na populacio estuda-
da, podendo, possivelmente, inferir-se que
semelhante padrie deva ser encontrado
numa amostra significativa da populacdo
brasileira.

Alguns dos trabalhos feitos no Brasil
sobre a ocorréncia de células de inclusdo
citomegalica de localizacdo varia, forne-
cem resultados que parecem confirmar a
elevada freqgiiéncia da infeccdo por cito-
megavirus, entre nds >+ ¢ °,

As reagbes sorolbgicas fornecem infor-
mes da utilidade, particularmente a rea-
¢do de fixacdo do complemento. Nas in-
fecgBes ocasionadas por citomegalovirus a
resposta em anticorpos fixadores do com-
plemento nfo é transit6ria, ao contrério
do que sucede em muitas outras viroses.
Tal persisténcia sugere que o citomegalo-
virus, apds o estabelecimento de uma in-
feccdo primaria, permanece no organis-
mo em estado de laténcia. Se os casos
de doenca em adulto constituem compli-
cacgbes de doencas depressoras dos meca-
nismos de imunidade ou de uma infec-
cdo exoOgena, ou se se trata de processos
de reativagdo intermitente, ainda ndo é
possivel definir. Os inquéritos sorologi-
cos feitos no Brasi]l compreendem o de
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VERONESI 3* que encontrou em criancas
de 0 a 4 anos de idade, usando a rea-
¢do de fixacdo do complemento, 60%
de positivos e o de TrEzza 3* que obteve
valores variando entre 8%, para o gru-
po de 1 a 5 anos e 42%, para o grupo
etario de 36 a 40. Os resultados obtidos
por este ultimo autor referem-se a anti-
corpos fixadores do complemento para a
cépa AD 169, a mesma cépa utilizada em
nosso inquérito, detectados, no entanto,
por técnica diferente da que utilizamos,
o que pode explicar as diferencas entre
nossos resultados e os de TrEzza 3,

A comparagio dos resultados obtidos
por diversos autores tem, obviamente, um
interesse muito relativo, dado que, mui-
tas vezes, sio diferentes os grupos popu-
lacionais estudados, tanto em suas carac-
teristicas raciais, como sbcio-econdmicas,
como diferentes sio os critérios utiliza-
dos para a determinagfo dos niveis mi-
nimos de anticorpos significativos, ou as
técnicas de reagio sorolégica utilizada nos
levantamentos  epidemiolégicos.  Nossos
resultados diferem sensivelmente dos ob-
tidos em outros inquéritos 7 18 26, 39, 32, 33,
mas nao devemos deixar de levar em
conta as consideragfes feitas, ao tentar
conferir-lhes o seu devido significado.
Deve ainda referir-se a utilizacdo de cé-
pas homotipicas ou heterotipicas, como
elemento capaz de condicionar aquelas



CANDEIAS, J. A. N. et al. — Estudo sorolégico de infeccbes ocasionadas por citomegalovirus.

Rev. Saude pibl., S. Paulo, 8:257-63, 1974.

diferengas. CARLSTROM , MONTPLAISIR 2¢
e TrEzza %, tal como nés, usaram uma
cépa heterotipica, a cépa americana AD
169; Jack & McAULIFFE *® selecionaram
a cépa hemotipica RCH 234, isolada na
Australia da urina de uma crianga con-
genitamente infectada; ROwE et al. *° usa-
ram a cépa AD 169, neste caso, uma cé-
pa homotipica, visto ter sido isolada na
area de Washington, onde o inquérito foi
feito; finalmente STERN & ELEK 32 utili-
zaram a cépa americana Kerr em seu
inquérito feito na area de Londres. Mes-
mo considerando os citomegalovirus como
membros de um grupo de virus nfo ho-
mogéneo, ainda que antigenicamente re-
lacionados ??, o fato de as diferentes cé-
pas possuirem um antigeno fixador de
complemento comum, faz prever que os
resultados por nés obtidos nfo devem
diferir muito dos que possam obter-se
com uma cépa isolada localmente. A
existéncia de uma boa correlagio entre
os anticorpos fixadores do complemento
e anticorpos neutralizantes (Tabela 2),
fato ja evidenciado anteriormente’, pa-
rece confirmar esta hipétese.

Além de variagbes de ordem metodo-
l6gica também as miltiplas condigBes s6-
cio-econémicas regionais podem estar
condicionando as diferengas de prevalén-
cia observadas. A precariedade de con-

digbes de vida de determinadas popula-
¢bes parecem, em alguns inquéritos, ex-
plicar as elevadas porcentagens de posi-
tividade encontradas?, enquanto noutros
ela parece adquirir uma importincia se-
cundaria * *?. No presente estudo tam-
bém elementos desta natureza poderdo es-
tar condicionando as porcentagens de po-
sitividade que obtivemos para cada um
dos grupos etarios, porém, néo tendo nos-
sa amostra sido analizada em termos sé6-
cio-econbmicos, torna-se impossivel adian-
tar quaisquer concluses.

A distribuicdo das porcentagens de po-
sitividade segundo o sexo, por nés obti-
da, parece contribuir para reforcar as
discordéncias existentes a este respeito
na literatura. Em alguns trabalhos %
aquelas diferengas de positividade mos-
tram-se significativas, enquanto nou-
tros 2% %2, tal como no nosso estudo, nao
se encontram valores significativamente di-
ferentes em um e outro grupo.

AGRADECIMENTOS

Ao Dr. Edwin H. Lenette, Chefe dos
Laboratérios Biomédicos do Departamento
de Satide do Estado da Califérnia, Ber-
keley, pela linhagem celular HDFL e pela
cépa AD 169 de citomegalovirus, com os
quais realizamos a presente pesquisa.

RSPU-B/221
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SUMMARY: The age and sex distribution of complement-fixing antibodies
wag studied in a sample of 1294 sera from adults and children of S. Paulo city,
Brazil. The incidence of 33% by 15 years of age, with a maximum of 70%
reached in the older age group (> 35 years), support the findings in other
countries. An analysis of sera in terms of sex showed no significant differences
in the distribution of complement-fixing antibodies to CMV. A comparative age
distribution of CMV complement-fixing and neutralizing antibodies in a sample
of 236 sera, using the AD 169 strain, confirmed the high correlation between
these types of antibodies, being the per cent of positive sera consistently higher
for neutralizing antibodies.

UNITERMS: Cylomegalovirus infections *; Serological study *; Complement-
-fixing antibodies *.
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