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RESUMO: Foram estudadas culturas primárias de células renais de macaco
rhesus ( R M K ) e culturas de células contínuas Hep-2, comparativamente em
provas de identificação sorológica intratípica de 28 estirpes de poliovírus dos
tipos 1 e 3, pelo método da "comparação dos índices de neutralização". A
correlação entre os índices foi elevada —0,953 e 0,986 após incubação de três
e cinco dias, respectivamente, e todas as estirpes examinadas mostraram o
mesmo resultado de identificação nos dois sistemas celulares estudados. Disto
se conclui que as culturas de células Hep-2 podem ser utilizadas como alter-
nativa ás culturas primárias de rim de macaco rhesus, na identificação intra-
típica de poliovírus dos tipos 1 e 3, pelo método mencionado, com as vantagens
inerentes às linhagens de células contínuas.
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I N T R O D U Ç Ã O

A vigilância da poliomielite nos países
em que se mantém a vacinação de Sabin,
de vírus vivos atenuados, obriga, natural-
mente, realizar inquéritos sorológicos que
mostram, periodicamente, o estado imu-
nitário da população, e estabelecer um
esquema de detecção de vírus 2, 5, 9, l3. É
preciso, por um lado, verificar se os po-
liovirus eliminados pelos grupos vacina-
dos continuam mostrando as mesmas pro-
priedades dos vírus atenuados da vacina

oral e, por outro lado, determinar a ex-
tensão da circulação dos poliovírus natu-
rais ainda existentes nas comunidades va-
cinadas ou, então, comprovar a sua total
eliminação. Para tanto, precisa o labora-
tório de virologia, inicialmente, isolar e
identificar os vírus de amostras fecais de
crianças e, também, da rede de esgotos,
para então poder, através dos marcadores
genéticos, diferenciar os poliovirus natu-
rais dos vacinais.



Para este propósito, ocupa o marcador
ant igênico uma posição especial entre os
diversos marcadores genéticos conhecidos,
pois revela semelhanças e diferenças anti-
gênicas das estirpes de poliovírus perten-
centes a um mesmo tipo imunológico 1, 3,

4, 6, 7, 8, 11, 14, 16. A diferenciação sorológi-
ca intratípica de poliovírus conta, atual-
mente, com um método relativamente sim-
ples e econômico, que preenche os re-
quisitos necessários às investigações em
que numerosas estirpes de vírus são exa-
minadas11 , 12, 13. Trata-se do método da
"comparação dos índices de neut ra l iza-
ção'' que, entretanto, assim como os de-
mais métodos uti l iza culturas pr imár ias
de células renais de macaco rhesus. A
f im de possibilitar o uso deste vantajoso
método em nosso meio, que não pode dis-
por destas culturas, pois a sua importa-
ção é problemática e altamente dispen-
diosa, estudou-se, de modo comparativo,
a viabilidade do método da "comparação
dos índices de neutralização", quando se
utiliza culturas de células da linhagem
Hep-2 que podem ser mantidas no la-
boratório de forma rotineira.

MATERIAL E MÉTODOS

Vírus — Foram examinadas 28 estir-

pes de poliovírus pertencentes aos tipos 1 e 3, isolados de casos de paralisia não

associados à vacinação oral (seis destes
casos haviam recebido, no passado, uma,
duas ou três doses de vacina oral triva-
lente) . Serviram de controles, para as
provas de identificação sorológica intra-
típica, as estirpes atenuadas LSc 2ab e

Leon 12a1b, respectivamente, dos tipos 1 e 3 de vacina oral de Sabin, gentilmente

cedidas pelo Ins t i tu to Butantan, e os pro-
tótipos Mahoney ( t ipo 1) e Saukett ( t i -
po 3) .

Soros imunes — Os soros anti-Sabin
le3 foram preparados em coelhos, re-
cebendo cada animal 3 doses semanais
de uma mi s tu r a de 1,0 ml de v í rus e 1,0

ml de ad juvante de Freund (Arlacel +
Bayol) , seguidas de uma dose endoveno-
sa de 2,0 ml da suspensão de vírus, na
quarta semana. As suspensões de vírus
eram previamente purificadas, por meio
de tratamento com o hif luor tricloro-etano 1

Freon, Du P o n t ) . Os soros assim pre-
parados mostraram um t í tu lo neu t ra l i zan-
te contra as estirpes homólogas de pelo
menos 1:640.

Identificação sorológica intratípica —
A técnica ut i l izada foi descrita em deta-
lhe an ter iormente por Smit & Wil ter-
d i n k 1 1 (1966) e Stewien 13 ( 1971) . As
misturas de vírus-soro. assim como os con-
troles de vírus, eram preparados em quan-
tidades duas vezes maiores às anterior-
mente indicadas, pois foram inoculados
dois sistemas de células em todas as ex-
periências conduzidas: RMK e Hep-2. O
critério de identificação adotado foi o
mesmo dos trabalhos anteriormente cita-
dos, ou seja, o critério de Plotkin e col. 10.

Culturas de células — As culturas pri-
márias de rim de macaco rhesus ( R M K )
foram fornecidas pela Flow Laboratories.
Rockville. Md. EUA, através da Organi-
zação Pan Americana da Saúde. As cul-
turas de células de Hep-2, utilizadas nas
experiências, foram preparadas em nosso
laboratório, onde são mantidas de modo
rotineiro. Usou-se o meio de Eagle MEM,
a base de solução salina balanceada de
Earle, adicionado de 10% de soro de vi-
telo para o meio de crescimento e de 2%
do mesmo soro para o meio de manuten-
ção. Todos os meios continham 200 uni-
dades de penici l ina e 200 microgramas de
estreptomicina, por mililitro de meio.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

As Tabelas 1 e 2 mostram, respecti-
vamente, os resultados de identificação so-
rológica intratípica das estirpes dos tipos 1 e 3, obtidas com as culturas de células

da l i n h a g e m Hep-2, comparados com os







das culturas de rim de macaco rhesus
( R M K ) . Verifica-se que os índices de
neutralização ( I N ) d a s estirpes de refe-
rencia dos tipos 1 e 3 apresentaram os
mesmos valores nos dois sistemas celula-
res estudados. Segundo o critério de iden-
t if icação adotado, as estirpes do tipo 1
apresentando:

Nota-se que todas as 18 estirpes exa-
minadas fo ram iden t i f i cadas , em ambos
os sistemas de células, como estirpes hete-
rólogas à vacinal. Este resultado era de
se esperar, pois as mesmas são proceden-
tes de casos c l ín icos não associados à va-
cinação de Sabin. Houve, assim, concor-
dância total nos resultados de identifica-
ção das estirpes do tipo 1, independente -
mente do período de incubação.

Segundo o mesmo critério, as estirpes
do t ipo 3 apresentando:

a) IN > 3,75-1/3 (3,75-1,50) = 3,00
—» estirpe isóloga à vacinal ( — );

Verifica-se que as estirpes do tipo 3
forneceram resultado análogo ao observa-
do com as estirpes do tipo 1, em ambos
os sistemas celulares estudados, ou seja.
concordância total nos resultados de iden-
tificação.

A Tabela 3 mostra a concordância en-
tre os índices de neutralização observa-
dos nas culturas RMK e Hep-2. Verifi-
ca-se que a maioria dos índices de neu-
tralização coincidiu nos dois sistemas ce-
lulares, d i fe r indo os demais, exceto um,
em 0,25 log. Nota-se, também, um aumen-
to na percentagem de concordância de
56%, após 72 h, para 71,4%, após 120 h.
Com isto, observa-se uma tendência no
sentido de uma concordância maior entre
os índices, nos dois sistemas, com o aumen-
to do período de incubacão. A correla-
ção entre os índices também aumentou de
0,953 para 0,986. Deve-se, pois, dar pre-
ferência a um período de incubação de
120 horas ( 5 dias) para a leitura final
das provas de identif icação. Após este
período não foram mais verificadas alte-



rações nos índices de neutralização em
nossas experiências. A Figura 1 mostra
a distribuição dos índices, obtidos nos
dois sistemas celulares, após 120 boras
de incubação.

Foram repetidos os exames de cinco
das estirpes do tipo 3, utilizando somente
culturas de células Hep-2. Após um pe-
ríodo de incubação de 120 horas, veri-
ficou-se a repetição do mesmo valor nos

índices de três estirpes e uma diferença
de 0,25 log no valor dos índices das duas
estirpes restantes. A identificação destas
cinco estirpes foi a mesma das provas ini-
ciais. A existência de pequenas varia-
ções nos valores absolutos dos índices de
neutralização já foi anteriormente obser-
vada por Smit & Wilterdink11 (1966),
em provas repetidas, utilizando culturas
de rim de macaco rhesus. Estas variações,
entretanto, não influiram nos resultados
de identificação das estirpes. Os resulta-
dos deste trabalho confirmam a observa-
ção dos autores citados em cultura de cé-
lulas Hep-2.

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

C O N C L U S Ã O

Sendo elevada a correspondência entre
os índices de neutralização, particularmen-
te após 120 h de incubação, e havendo
concordância total nos resultados de iden-
tificação das estirpes estudadas nas cul-
turas de rim de macaco rhesus e nas cé-
lulas Hep-2, conclui-se que estas últimas
podem ser utilizadas, em substituição às
primeiras, em provas de identificação so-
rológica intratípica, dos tipos 1 e 3, pelo
método da "comparação dos índices de
neutralização", oferecendo as vantagens
inerentes às linhagens de células contí-
nuas.
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SUMMARY: The Hep-2 cell line was compared to primary rhesus monkey
kidney cell cultures (RMK) in the intratypic serodifferentiation of 28 type 1
and 3 poliovirus 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 identification result in both the cell sistems studied. It is concluded that
cultures of the Hep-2 cell line can be used as an alternative of the primary
rhesus monkey kidney cell cultures in the intratypic differentiation of type
J and 3 polioviruses by that method, with the inherent advantages to the
continuous passage cell l i n e s .

UNITERMS: Poliovirus. Neutralization indices. Cells, cultured.

REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS

1. CANDEIAS, J. A . N. — Isolamento e
i d e n t i f i c a ç ã o i n t r a t í p i c a de c ê p a s de
p o l i o v í r u s associadas com a admi-
nistração da vacina S a b i n . São Pau-
lo, 1969. p. 11. [Tese — Faculdade
de Saúde Pública — USP]

2 COCKBURN, W. C. & DROZDOV, S. G.
— Poliomyelitis in the world. Bull
Wld. Hlth Org., 42:405-17, 1970.

3. FURESZ, J. et al. — Genetic markers
of poliovirus strains isolated f rom
para ly t ic patients prior to and a f te r
Sabin vaccination programs. I Stu-
dies on type 1 s t ra ins . Amer. J.
H y g . , 80:45-54, 1964.

4 GELFAND, H . M . et al. — Serodiffer-
entiation of poliovilrus for studies
of oral vaccine. Publ. Hlth Rep.,
77:941-5, 1962.

5 HENNEBERG, G. — Problema der Schlu-
ckimpfung gegen Poliomyelitis.
M ü n c h , med. Wschr., 111:1701, 1969.

6. KOPROWSKI, H. et al. — The applic-
ation of genetic markers to the de-
velopment and control of live polio-
virus vaccine. In: International
Conference on Live Poliovirus Vac-
cines. 2nd.

7. McBRIDE, W . D . — Antigenic analysis
of pol ioviruses by k i n e t i c s tudies of

serum n e u t r a l i z a t i o n . V i r o l o g y , 7 :
45-58, 1959.

8. MELNICK, J L. — Populat ion genetics
applied to live pol iovirus vaccine.
Amer. J. p u b l Hlth., 50:472-83, 1962.

9. MELNICK, J . L . — Poliomyelitis vacci-
ne: present status, suggested use,
desirable developments. In: Inter-
national Conference on the appli-
cation of vaccines against viral,
r ickttsial , and bacterial diseases of
man. Washington, D .C . , Pan Ame-
rican Health Organizat ion, 1971 p.
171-81. (Sc-ent . publ . , 226)

10. PLOTKIN, S . A . et al. — Intratipic se-
rodi f ferent ia t ion of polioviruses. Vi-
rology, 15:473-85, 1961.

11. SMIT, G . L . & WILTERDINK, J . B . —
Intratypic serodifferentiat ion of po-
lioviruses by comparison of neutra-
lization indices and correlation of
the antigenic marker and monkey
neurovirulence I. Technical per-
formance and evaluation of the me-
thod. Arch. ges. Virusforsch., 18:
261-7, 1966.

12. SMIT, G . L . & WILTERDINK, J .B . —
Intratypic serodifferentiat ion of po-
lioviruses by comparison of neutra-
lization indices and correlation of
the antigenic marker and monkey



neurovirulence. II. Study of the
antigenic character of Polio Type 1
strains isolated after oral vaccina-
t ion. Arch. ges. Virusforsch. 18:
267-75, 1966.

13. STEWIEN, K . E . — Identif icação soro-
lógica intrat ípica de pol ioví rus pelo
"Método da comparação dos índices
de neutralização". Rev. Saúde públ.,
S. Paulo, 5:243-61, 1971.

14. WASSERMANN, F. E. & FOX, J. P. —
Intratypic d i f f e ren t i a t ion of polio-
virus strains. I. Description of a
simple method based on serum neu-
tral izat ion kinetics and its applica-

tion to the study of human passage
progeny of the LSc-2ab type 1 vac-
cine strains. Arch. Path. 74:275-
84, 1962.

15. WEINSTEIN, L. — Poliomyelitis — a
persistent problem. New Engl. J .
M e d . , 288:370-2, 1973.

16. WENNER, H . A . et al. — A comparative
study of type 2 poliomyelitis viruses.
II. Antigenic differences in relation
to 18 type 2 s t ra ins . J. I m m u n o l . ,
77:220-31, 1956.

Recebido para publicação em 07-03-1975
Aprovado para publicação em 04-04-1975




