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GEL-ELETROFORESE NO DIAGNOSTICO
DA VARIOLA?®

JULIO A. MESQUITA, **
AKIRA HOMMA ¢ HERMANN G. SCHATZMAYR **

Instituto Fresidente Castello Branco, Fundacao Instituto Oswaldo Crugz,
Rio de Janeiro, Guanabara

SuMARIO: O emprego de gel-eletroforese no diagnodstico da variola, demonstrou ser ao
menos trinta vezes (30x) mais sensivel que o teste de agar-gel, nas condicdes descritas
(tabela I).

Doze (12) espécimes, cujos testes convencionais de inoculacio em ovos embrionados e
de agar-gel resultaram positivos, foram testados em suas dilui¢ées originais congeladas por
mais de um ano, sendo seis deles revelados por gel-eletroforese enquanto nenhum o foi
por agar-gel (tabela II).

Trinta e trées (33) amostras isoladas no laboratorio, foram testadas com material co-
lhido de membrana corio-alantoica da primeira inocula¢ao para o diagnéstico, conservado
em glicerina 50%, resultando 15 positivas em gel-eletroforese e apenas 3 em agar-gel
(tabela II).

Os ultimos 60 espécimes recebidos para diagnostico, através a Campanha de Erradi-
cacao da Variola, também resultaram negativos em gel-eletroforese, que niao mostrou fal-
scs-positivos nas condicdes descritas.

esse meétcdo com testes convencinnais
de precipitagao por imunodifusao em

ARIAS formas de emprego da ele-
troforese tém sido descritas ulti-

mamente para a revelacao de antige-
nos virais, Gocke & Owe, Pesendorfer,
Krassnitzky, & Wewalka, Prince &
Eurke e Wallis & Melnick, (3457), em
testes mais sensiveis e rapidos de pre-
cipitacao de complexos antigeno-an-
ticorpo.

O presente trabalho relata os re-
sultados obtidos com a utilizacao de
2l-eletroforese na revelacao de anti-
gonos virais do grupo Pox, e compara

gel de agar (agar-gel).

MATERIAL E METODOS

I — Antigenos virais do grupo Por —
sob a forma de passagens em membrana
corio-alantoica de ovos de galinha embrio-
nados de 12 dias (MCA).

a) Vaccinia — vacina antivariolica
VL 479, do Instituto Oswaldo Cruz;
b) Variola — amostras isoladas em

nosso laboratorio, a partir de espécimes

1 Recebido para publicacao a 26 de janeiro de 1972.
* Trabalho do Laboratorio de Virologia da Area de Ciéncias Biologicas.

** DBolsistas do Conselho Nacional de Pesquisas.
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recebidos para diagnostico através a Cam-
panha de Erradicacao da Variola (CEV).

II — Soros precipitantes — Soros de
coelhos hiper-imunizados com Vaccinia.
a) Soro de referéncia -— obtido do

Centro de Doencas Comunicaveis dos Es-
tados Unidos da Ameérica (CDC), Atlanta,
Georgia;

b) Soro produzido em nosso labora-
torio — como se descreve a seguir: vaci-
nacao por espalhamento de uma suspen-
sao 1:50 da vacina antivaridlica ja citada,
na pele escarificada dos animais (area
aproximadg de 5 X 10 em em cada flanco)
— 20 dias depois da vacinacao (queda das
crostas) foram feitas trés séries de ino-
culacoes consecutivas a intervalos sema-
nais — cada série constou de: 1) aplica-
cao endovenosa de 107 UFP de virus (1 ml
da vacina); 2) aplicacoes intramusculares,
distribuindo virus emulsificado em parafi-
na liquida (1 ml da vacina mais 3 m! de

parafina) pelas quatro patas — uma se-

mana apos a ultima seérie de inoculacoes,
foi feita a sangria total dos animais e
comparacao deste soro com o de referén-
cia, em provas de precipitacao e neutrali-
Zacao.

II11 — Soro normal — “mistura” dos
soros coletados dos coelhos antes da vaci-
nacao iniecial.

IV — Teste de agar-gel — precipitacao
por imunodifusao em gel de agar (QOuchter-
lony), segundo meétodo descrito, DUMBELL
& NIZAMUDDIN (8e2),

V — Teste de Eel-eZetroforese — utili-
zando equipamento convencional, coloca-
mos 600 ml de tampao veronal com forca
ionica de 0,075, e¢ pH 86 (1,84 g de acido
dietilbarbiturico e 10,3 g de dietilbarbitu-
rato de soédio em 1 litro de agua destila-
da), em cada uma das duas cubas. Com
diluicoes deste tampao, foram feitas solu-
coes de forca ionica diferentes, como a de
0,015, obtida pela diluicao 1:5. O gel de
agarose (Bauch & Lomb) a 1% em vero-
nal 0,015,, foi montado sobre laminas de
vidro de 83 X 10,2 cm (Kodak lantern
slide. cover glasses), sendo cada uma co-
berta com 15 ml de agarose fundido e dei-
xado solidificar em superficie plana. Foi
possivel perfurar 56 orificios de 3 mm de

diametro, formando 4 colunas de 14 orifi-
cios afastados 1 cm de seus centros — essa
disposicao permite testar 28 amostras di-
ferentes ao mesmo tempo. Foi aplicada
corrente de 100 volts durante 45 minutos,
produzindo eletroforese descontinua, WAL-
Lis & MELNICK (7), pois o gel utilizado ti-
nha forca id0nica 5 vezes menor que 0 tam-
pao das cubas.

RESULTADOS

I — Em térmos de definicao e
centralizacdo das linhas de precipita-
cao, bem como de maior diluicao dos
antigenos testados em que a reacao
é positiva, os melhores resultados fo-
ram obtidos com o esquema de gel-
eletroforese descrito em materiais e
métodos, escolhido dentre os seguin-
tes, também testados:

a) agar (Difco-Noble) a 1% em

veronal 0,075y.;

b) agar e agarose misturados em
partes iguais, a 1% em veronal
0,075y,

c) agarose em concentracoes de
0,5%, 0,75% e 1% em veronal
com forcas ionicas de 0,75y,
0,05u., 0,025y, 0,015u, e 0,0075p..

IT — A tabela I mostra que o teste
de gel-eletroforese fol, pelo menos,
trinta vezes mais sensivel que o agar-
gel, nas condicoes descritas. Conside-
re-se ainda a diferenca do tempo, 45
minutos e 24 horas, respectivamente,
para se completarem os testes acima.

III — A tabela II mostra que:
a) dentre 12 espécimes, cujas di-
luicoes, Schatzmayr & Mesqgui-
ta, (8¢6) foram congeladas
apds os testes convencionais
(positivos para variola), 6 ainda
puderam ser revelados por gel-
eletroforese enquanto nenhum

o foi por agar-gel;
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b) dentre 33 amostras conserva-
das em MCA com glicerina, 1o
puderam ainda ser reveladas
por gel-eletroforese e apenas 3
por agar-gel;

¢) os 60 espécimes negativos (re-
cebidos a partir de maio de

1971) também resultaram ne-
gativos em gel-eletroforese.

IV — Todas as amostras que pre-
cipitaram frente ao soro imune, nao
precipitaram frente ao soro normal.

Diagnéstico da variola
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TABELA I

DILUICOES-LIMITE NA REVELACAO DE
ANTIGENOS VIRAIS EM TESTES DE
AGAR-GEL E GEL-ELETROFORESE

Virus
Teste
Vaccinia Variola
agar-gel 1:16 1:8
gel-eletroforese 1:512 1:128

TABELA 1II

COMPARACAO ENTRE OS TESTES DE AGAR-GEL E GEL-ELETROFORESE,
NO DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA VARIOLA

—_—-__—

Antigenos

Teste/N.© de positivos

j Agar-gel Gel-eletroforese
2) 12 espécimes congelados (variola) | 0 6
b) 33 amostras de variola (MCA -+ glic.) \ 3 15
— R m‘m —
c) 60 espécimes congelados (negativos) \ 0 0
a e ¢) diluicdes originais de espécimes recebidos para diagnostico, Schatzmayr
& Mesquita (6), congelados apos os testes convencionals de MCA e agar-
gel. Os espécimes diagnosticados como variola, permaneceram conge-
lados por mais de 1 ano.
b) suspensdes das membranas das MCA em que se fez o isolamento das amos-

tras, rotineiramente conservadas

DISCUSSAO E CONCLUSOES

No momento em que a Campanha
de Erradicacao da Variola alcanca no
Erasil a fase de Vigilancia Epidemio-
l6gica (), o laboratério de diagnos-
tico adquire grande importancia como
cuporte as atividades de descoberta de
casos novos e bloqueio imediato de

em glicerol 50% a — 15°C.

possiveis surtos de variola. Da rapidez
do diagnéstico laboratorial dependera
o sucesso das diferentes operacoss que
serao necessariamente desencadeadas
frente a um caso de variola, no Brasil,
nas circunstancias atuais.

Esta fora de duvidas a utilidade
de um teste com maior sensibilidade
e rapidez que o de agar-gel, o qual,
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por suas limitacoes, é considerado
apenas como teste presuntivo.

As comparacoes de sensibilidade
foram levadas a cabo com diluicoes
de passagens em MCA, porque nao
ocorreram casos de variola desde maio
de 1971. Foi empregado o mesmo di-
luente usado rotineiramente para o
preparo dos espécimes a examinar,
Schatzmayr & Mesquita (5).

A especificidade dos resultados
aqui descritos, foi comprovada pela
auséncia de precipitacao frente ao
soro normal, de todos os espécimes
que precipitaram frente ao soro
imune.

Os ultimos 60 espécimes negativos
nos testes convencionais de diagnods-
tico de variola (agar-gel e ovo embrio-
nado), também foram negativos em
oel-eletroforese.

A simplicidade de execucao, a pos-
sibilidade de serem testados 28 amos-
tras numa s0 lamina, aliadas as quali-
dades de sensibilidade, especificidade
e rapidez, recomendam a utilizacao do
teste de gel-eletroforese aqui descrito,
na rotina do trabalho dos laboratorios
de diagnostico de variola, apds sua
adequacao a esse proposito.

Reagentes :

Virus — passagens em MCA, diluicoes
de 1:2 até 1:1024.

Diluente — tampao Mcllvaine 0,004M,
pH 7, 2, também utilizado roti-

neiramente no preparo dos espé-
cimes recebidos para diagnostico.

Scro precipitante — coelho/vaccinia
preparado nesse laboratdrio e ob-
tido do CDC para referéncia
(Mat. e Met.).

Scro de controle — soro de coelhos
normais.
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- SUMMARY

Gel-electrophoresis in the smallpox
diagnosis

The test of gel-electrophoresis ap-
plied to the Pox virus group showed
to be at least thirth times (30X) more
sensitive than agar-gel test on the
described conditions (Table I).

Twelve specimens, which were po-
sitives for Smallpox in the conven-
tional tests of egg inoculation and
agar-gel difusion test, have been scre-
ened in their original dilutions frozzn
for more than 1 year and six of them
were still detectable by gel-eletropho-
resis, while by agar-gel test any of
them was positive (Table II).

Thirty three Smallpox isolates
have been tested with material from
first egg inocculation (choriocallantoic
membranes) which have been stored
In glycerin 50%, at —15.°C. Fifteen
cf them were still positive by gel-elec-
trophoresis and only 3 by agar-gel
(Table II).

The last 60 specimens received for
diagnosis frcm Smallpox Erradication
Campaign (CEV), were negatives by
both tests. The gel-electrophoresis, did
not show false-positives on described
conditions.
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