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RESUMO: Foram estudadas culturas primdrias de células renais de macaco
rhesus (RMKJ) e culturas de células continuas Hep-2, comparativamente em
provas de identificagcdo soroldgica intratipica de 28 estirpes de poliovirus dos
tipos 1 e 3, pelo método da ‘“comparacdo dos indices de neutralizagdo”. A
correlag@o entre os indices foi elevada —0,953 e 0,986 apds incubagdo de trés
e cinco dias, respectivamente, e todas as estirpes examinadas mostraram o
mesmo resultado de identifica¢g@o nos dois sistemas celulares estudados. Disto
se conclui que as culturas de células Hep-2 podem ser utilizadas como alter-
nativa as culturas primdrias de rim de macaco rhesus, na identificacdo intra-
tipica de poliovirus dos tipos 1 e 3, pelo método mencionado, com as vantagens
inerentes (s linhagens de células continuas.

Indices de neutralizacdo. Cultura de células.

UNITERMOS: Poliovirus.

INTRODUCAO

A vigilancia da poliomielite nos paises
em que se mantém a vacinagdo de Sabin,
de virus vivos atenuados, obriga, natural-
mente, realizar inquéritos sorolégicos que
mostram, periodicamente, o estado imu-
nitario da populagio, e estabelecer um
esquema de deteccio de virus %% % ¥, E
preciso, por um lado, verificar se os po-
liovirus eliminados pelos grupos vacina-
dos continuam mostrando as mesmas pro-
priedades dos virus atenuados da vacina

oral e, por outro lado, determinar a ex-
tensdo da circula¢do dos poliovirus natu-
rais ainda existentes nas comunidades va-
cinadas ou, entfio, comprovar a sua total
eliminacdo. Para tanto, precisa o labora-
torio de virologia, inicialmente, isolar e
identificar os virus de amostras fecais de
criangas e, também, da rede de esgotos.
para entdo poder, através dos marcadores
genéticos, diferenciar os poliovirus natu-
rais dos vacinais.
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Para este propésito. ocupa o marcador
antigénico uma posicdo especial entre os
diversos marcadores genéticos conhecidos.
pois revela semelhancas e diferencas anti-
génicas das estirpes de poliovirus perten-
centes @ um mesmo tipo imunolégico™
BT XL 16 A diferenciagio soroldgi-
ca intratipica de poliovirus conta, alual-
mente. com um método relativamente sim-
ples e econdmico. que preenche os re-
quisifos necessdrios as investigacbes em
que numerosas estirpes de virus sdo exa-
minadas % 7% ¥ Trata-se do método da
“comparagio dos indices de neutraliza-
cao” que. entrotanto. assim como os de-
mais métodos uliliza culturas primarias
de células renais de macaco rhesus. A
fim de possibilitar o uso deste vantajoso
método em nosso meio. que nio pode dis-
por destas culturas. pois a sua imporla-
cdo é problemitica e altamente dispen-
diosa, estudou-se, de modo comparativo.
a viabilidade do método da “comparacéao
dos indices de neutralizacao”™, quando se
utiliza culturas de células da linhagem
Hep-2 que podem ser mantidas no la-
boratério de forma rotineira.

MATERIAL E METODOS

Firus — Foram examinadas 28 estir-
pes de poliovirus pertencentes aos tipos 1
¢ 3. isolados de casos de paralisia nfo
associados a4 vacinacfio oral (seiz destes
casos haviam recebido, no passado. uma.
duas ou trés doses de vacina oral triva-
lente). Serviram de controles, para as
provas de identificacdo sorolégica intra-
tipica. as estirpes atenuadas LSc 2ab e
Leon 12a,b. respectivamente. dos tipos 1
e 3 de vacina oral de Sabin. gentilmente
cedidas pelo Instituto Butantan. e os pro-
totipos Mahoney (tipo 1) e Saukelt (ti-
po 3).

Soros imunes — s soros anti-Sahin
1 e 3 foram preparados em coelhos. re-
cebendo cada animal 3 doses semanaix
de uma mistura de 1.0 ml de virus ¢ 1.0
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ml de adjuvante de Freund (Arlacel +
Bavol). seguidas de uma dose endoveno-
sa de 2,0 ml da suspenso de virus. na
quarta semana. As suspensbes de virus
eram previamente purificadas. por meio
de tratamento com o hifluor tricloro-etano
tFreon. Du Pont}. Os soros assim pre-
parados mostraram um titulo neutralizan-
te contra as estirpes homdlogas de pelo

menos 1:640.

ldentificagdo sorolégica intratipica —
A téenica utilizada foi descrita em deta-
lhe anteriormente por Smit & Wilter-
dink "' 11966) ¢ Stewien ™ (19711, As
misturas de virus-soro. assim como os con-
troles de virus. eram preparados em quan-
tidades duas vezes maiorves as anterior-
mente indicadas. pois foram inoculados
dois sistemas de células em todas as ex-
periéncias conduzidas: RMK e Hep-2. O
critério de identificacdo adotado foi o
mesmo dos trabalhos anteriormente cita-
dos. ou =eja. o critério de Plotkin e col. "

Culturas de células — As culturas pri-
marias de rim de macaco thesus (RMK)
foram fornecidas pela Flow Laboratories.
Rockville, Md. EUA. através da Organi-
zacio Pan Americana da Saude. As cul-
turas de células de Hep-2, utilizadas nas
experiéncias, foram preparadas em nosso
laboratério. onde sdo mantidas de modo
rotineiro. Usou-se o meio de Eagle MEM.
a base de solugdo salina halanceada de
Earle, adicionado de 109 de soro de vi-
telo para o meio de crescimento e de 277
do mesmo soro para o meio de manuten-
cdo. Todos os meios continham 200 uni-
dades de penicilina e 200 microgramas de
estreptomicina, por mililitro de meio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As Tabelas 1 e 2 mostram. respecti-
vamente. os resultados de identificacdo so-
rolégica intratipica das estirpes dos tipos
1 e 3. obtidas com as culturas de células
da Tinhagem Hep-2. comparados com os
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das culturas de rim de macaco rhesus
(RMK). Verifica-se que os indices de
neutralizacdo (1N) das estirpes de refe-
réncia dos tipos 1 e 3 apresentaram os
mesmos valores nos dois <istemas celula-
res estudados. Segundo o critério de iden-
lificacio adotado. as estirpes do tipo 1
apresentando:

a) AN = 3.0-1/3 (3.0-0.75) = 225 —»
— estirpe isologa & vacinal (—):
by IN < 3.0-2/3 (3.0-0.75) = 1.50 -

— estirpe heterdloga a vacinal (+):
¢) 225 > IN > 1.50 > intermedia-

ria (%),

Nota-s¢ que todas as 18 estirpes exa-
tninadas foram identilicadas, em  ambos
os sistemas de células. como estirpes hete-
rologas a vacinal. Esle resultado era de
se esperar. pois as mesmas sdo proceden-
tes de casos clinicos ndo asszociados a va-
cinagdo de Sabin. Houve. assim. concor-
dancia total no: resultados de identifica~
¢iio das estirpes do tipo 1. independente-
mente do periodo de incuhacio,

Segundo o mesmo critério. as estirpes
do tipo 3 apresentando:

IN > 3.75-1/3 (3.75-1.50) = 3.00

— estirpe isdloga a vacinal (— )

a)

.dent.licacdo 1ntratipica de poliovirus dos tipos 1 e 3. utilizando cul-
Rev., Saude publ , S. Paulo, 9:221-8. 1973

by IN < 3.73-2/3 (3.0 -0.75) = 1.50
— estirpe heterologa a vac. (+):
) 225 > IN > 1.50 — intermedia-

ria (=),

Verifica-se que as estirpes do tipo 3
forneceram resultado analoge ao ohserva-
do com as estirpes do tipo 1. em ambos
os sistemas celulares estudados, ou seja.
concordancia lotal nos resultados de iden-
tificacdo.

A Tahela 3 mostra a concordancia en-
tre os indices de neutralizacio observa-
dos nas culturas RMK e Hep-2. Verifi-
ca-se que a maioria dox indices de neu-
tralizagdo coincidiu nos dois sislemas ce-
lulares. diferindo os demais, exceto wm.
em 0.25 log. Nota-se. também, um aumen-
to na percentagem de concordancia de
56%. apds 72 h, para 71.4%, apés 120 h,
Com isto. observa-se uma tendéncia no
sentido de uma concordancia maior entre
os indices, nos dois sistemas, com o aumen-
to do periodo de incubagfo. A correla-
¢do entre os Indices também aumentou de
(.953 para 0,986. Deve-se, pois, dar pre-
feréncia a um periodo de incubagdo de
120 horas (5 dias) para a leitura final
das provas de identificacdo. Apds este
periodo nao foram mais verificadas alte-

TABELA 3

Concordancia entre os indices

de neutralizacao

(IN) nas culturas de rim de macaco

rhesus e células Hep-2

72 horas de incubacao 120 horas de incubacéo
Concordancia entre
os IN nos 2 sistemas
celulares n.°o de de n.° de - de
estirpes concordancia estirpes concordancia
-
Indices igualis 135 53.6 20 714
Diferenca de 0.25 log 13 46 4 it 25.0
Diferenca de 0,530 log QO (0,0 1 (3.6}
Total 23 100.0 28 100,0
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ragdes nos indices de neutralizacio em
nossas experiéncias, A Figura 1 mostra
a distribuicio dos indices, obtidos nos
dois sistemas celulares, apdés 120 horas
de incubacio.

3,0
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A o » = oamd
o
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~I10F IIA{
Z ’
L /_-A--.
s A
0
0 1,0 20 30
IN (log) - Hep-2
LEGENDA:
u Estirpes do tipo |
& Estirpes do tipo 3
Fig. 1 — Comparacfo entre os indices de

neutralizacio (IN) das estirpes de poliovirus

dos tipos 1 e 3, utilizando culturas primaérias

de rim de macaco rhesus (RMK) e células
Hep-2, apés 120 horas de incubacéo.

Foram repetidos os exames de cinco
das estirpes do tipo 3, utilizando somente

culturas de células Hep-2. Apds um pe-,

riodo de incubagio de 120 horas, veri-
ficou-se a repeticdo do mesmo valor nos
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indices de trés estirpes e uma diferenga
de 0,25 log no valor dos indices das duas
estirpes restantes. A identificagio destas
cinco estirpes foi a mesma das provas ini-
clais. A existéncia de pequenas varia-
¢bes nos valores absolutos dos indices de
neutralizagdo ja foi anteriormente obser-
vada por Smit & Wilterdink ' (1966).
em provas repetidas, utilizando culturas
de rim de macaco rhesus. Estas variacdes.
entretanto, ndo influiram nos resultados
de identificagdo das estirpes, Os resulta-
dos deste trabalho confirmam a observa-
¢do dos autores citados em cultura de cé-

lulas Hep-2.

Durante o transcurso da investigacdo,
as culturas de Hep-2 ndo evidenciaram
envelhecimento precoce, mantendo-se sem
majores dificuldades durante sete dias,
com uma troca ocasional do meio de ma-
nutengdo de alguns tubos de cultura.

CONCLUSAO

Sendo elevada a correspondéncia entre
os indices de neutralizagdo, particularmen-
te apés 120 h de incubagdo, e havendo
concordéancia total nos resultados de iden-
tificacdo das estirpes estudadas nas cul-
turas de rim de macaco rhesus e nas cé-
lulas Hep-2, conclui-se que estas dltimas
podem ser utilizadas, em substituicdo as
primeiras, em provas de identificagio so-
rolégica intratipica, dos tipos 1 e 3, pelo
método da “comparago dos indices de
neutralizagdo”, oferecendo as vantagens
inerentes as linhagens de células conti-
nuas.
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SUMMARY: The Hep-2 cell line was compared to primary rhesus monkey
k.dney cell cultures (RMK) in the intratypic serodifferentiation of 28 type 1
“und 3 polovirus strains, by the method of comparison of neutralization indices.
The correlation between the indices was high — 0.953 and 0.986 after incubation
periods of three and five days, respectively — and all the strains showed the
same dentification result in both the cell sistems studied. It is concluded that
cultures of the Hep-2 cell hine can be used as an liernative of the primary
rhesnus monkey kidney cell cultures in the intratypic differentiation of type

I and 3 polioviruses by that method, wnth the inherent advantages to the
continuous passage cell lines.
UNITERMS:  Poliovirus. Newtralization indices, Cells, cultured.
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