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Rev. Saúde Publica, 28: 209-12, 1994. A suscetibilidade da linhagem de células Vero ao vírus do sarampo
é bem conhecida e sua utilização no controle da potência da vacina contra o sarampo é amplamente
difundida. Com o objetivo de comparar a suscetibilidade de células Vero empregadas em titulações,
amostras provenientes de dois laboratórios controladores (Vero IB e Vero INCQS), foram testadas frente
a três cepas vacinais: Moraten, Schwarz e Biken CAM-70. Foram titulados 72 lotes de vacinas contra o
sarampo, sendo 25 produzidos com a cepa Moraten, 24 com a cepa Schwarz e 23 com a cepa Biken CAM-
70. A análise estatística dos resultados obtidos nas titulações, feita através dos testes Limites para uma
Média e "t" de Student, mostrou que para as cepas Moraten e Biken CAM-70, as diferenças de títulos não
foram estatisticamente significantes, o mesmo não ocorrendo com a cepa Schwarz, para a qual as células
Vero IB se mostraram mais sensíveis.
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Introdução

O teste de potência da vacina contra o sarampo
tem por objetivo constatar se o vírus nela contido está
presente em concentração capaz de ativar os mecanis-
mos imunitários do indivíduo vacinado, de modo que
anticorpos específicos possam posteriormente protegê-
lo de uma infecção natural pelo vírus do sarampo. Essa
concentração pode variar de acordo com a cepa
vacinal6,8.

Desde a descoberta de Enders e Peebles1 de que
o vírus do sarampo causava efeito citopatogênico
específico em culturas de células, vários sistemas
celulares têm sido utilizados para o seu estudo, isola-
mento, propagação e titulação4,12, como por exemplo,
células primárias ou de linhagens originárias de dife-
rentes animais, principalmente de símios. O grau de
suscetibilidade dessas células não é o mesmo para as
diferentes cepas de vírus, ou para aquelas derivadas da
mesma cepa viral mas com histórico de atenuação
diferente4, pois o próprio cultivo de células animais in
vitro, por períodos longos de tempo, pode, às vezes,
provocar ampla variação de suas características ou de
seus componentes.
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A linhagem de células Vero9,13, originária de rim
de macaco Cercopithecus aethiops (African green
monkey), é usada em caráter de rotina por laboratórios
de controle de qualidade que monitoram a potência de
vacinas contra o sarampo3,5. No presente estudo, a
suscetibilidade de duas amostras de células Vero foi
avaliada frente a três cepas vacinais do vírus do
sarampo: Moraten, Schwarz e Biken CAM-702,14,16. O
objetivo foi verificar a variabilidade de resultados
obtidos nos testes de potência realizados por laborató-
rios controladores, mesmo quando utilizam a mesma
metodologia de titulação.

Material e Método

Células de linhagem Vero - Células Vero, origi-
nalmente obtidas do ATCC (American Type Culture
Collection) e provenientes de dois centros controladores
de qualidade de vacina contra o sarampo foram usadas
nas titulações de potência: a) Vero IB* utilizada nas
passagens 200 a 250 e mantida em Eagle MEM
modificado10 (Eagle/1) acrescido de 10% de soro de
vitela; b) Vero INCQS** utilizada nas passagens 49 a
84 e mantida em Eagle MEM (Flow Laboratories,
C AT 10.101) (Eagle/2) suplementado com 5% de soro
fetal bovino. Nos testes, a concentração das células

* IB - Serviço de Culturas Celulares - Instituto Butantan -
São Paulo.

** INCQS - Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saúde - Rio de Janeiro.



Vero IB foi de 3xl05 células/ml em Eagle/1 + 2% de
soro de vitela, enquanto que a concentração das célu-
las Vero INCQS foi de 2,5x105 células/ml, em Eagle/
2 + 5% de soro fetal bovino.

Vacinas contra o sarampo • Foi titulada a potên-
cia de 72 lotes de vacina contra o sarampo obtidos no
Suprimento II, órgão da Secretaria de Estado da Saúde
de São Paulo. No total foram titulados 25 lotes produ-
zidos com a cepa Moraten, 24 com a cepa Schwarz e
23 com a cepa Biken CAM-70.

Teste de potência - Foi realizado por microtitula-
ção, de acordo com o protocolo seguido pelos dois
centros de controle dos quais provieram as duas amos-
tras de células Vero. De cada lote de vacina foi feito
um pool de dois frascos do qual foi retirada uma
alíquota que foi diluída ao décimo, em paralelo, em
meios Eagle/1 e Eagle/2, e em duplicata. Em dez
orifícios de placas de microtitulação de 96 orifícios de
fundo chato, inoculou-se 0, l ml de cada diluição, sen-
do em seguida adicionado 0,lml de suspensão de
células Vero (IB ou INCQS). Em cada placa foram
incluídos controles de meio e de células. As placas
foram incubadas a 36,5°C e após 7 dias, foi realizada
a leitura do efeito citopatogênico (ECP). Os títulos
calculados pelo método de Karber15, representam a
média dos títulos das duplicatas e foram expressos em

DICC50 (dose infectante de cultura de células 50%) por
dose de 0,5ml.

Vírus sarampo-padrão - Cepa Schwarz - A cons-
tância da potência relativa do vírus foi monitorada em
todos os testes, através da inclusão de um vírus saram-
po-padrão, lote-trabalho, produzido no Serviço de
Culturas Celulares do Instituto Butantan11.

Análise estatística - A análise estatística foi feita
através da comparação de médias de dados pareados
com os testes Limites para uma Média (determinação
de intervalos de confiança para a mediana populacional)
e "t" de Student, utilizando-se o nível de significância
de 5% para ambos os testes7.

Resultados e Discussão

Cada resultado obtido na titulação dos 72 lotes de
vacina contra o sarampo, utilizando duas amostras de
células Vero, constitui a média dos títulos das duplica-
tas, os quais não diferiram mais do que 0,3 log10

Como a simples análise dos resultados apresen-
tados na Tabela poderia sugerir maior sensibilidade
das células Vero INCQS à cepa Moraten, ou das células
Vero IB com relação às cepas Schwarz e Biken C AM-
70, esses dados foram submetidos a testes estatísticos,



a fim de verificar se as diferenças observadas entre os
títulos obtidos eram ou não significantes.

No teste Limites para uma Média, os valores dos
intervalos de confiança foram -0,153 e 0,029 para a
cepa Moraten; 0,025 e 0,174 para a Schwarz; e -0,016
e 0,211 para a Biken CAM-70. Os intervalos de
confiança que incluíram o zero, como os das cepas
Moraten e Biken CAM-70, demonstraram que as
diferenças das médias dos títulos obtidos com as duas
amostras de células Vero, não foram estatisticamente
significantes. Por outro lado, a cepa Schwarz apresen-
tou números que indicaram ser a diferença dos valores
obtidos nas titulações realizadas em células Vero IB e
INCQS, estatisticamente significante (o intervalo não
incluiu o zero). No teste "t" de Student, os valores para
t e tcrítico (tc) encontrados foram t=l,382 para a cepa
Moraten (tc=2,06), t=2,697 para a cepa Schwarz
(tc=2,06) e t=l,746 para a cepa Biken CAM-70
(tc=2,07). De acordo com estes resultados, apenas a
cepa Schwarz apresentou diferenças de título estatis-
ticamente significantes com o valor de t > tc, confir-
mando os resultados do teste anterior.

Os resultados dos testes estatísticos demonstra-
ram suscetibilidade semelhante das células Vero IB e
INCQS em relação às cepas Moraten e Biken CAM-70
e para a cepa Schwarz foi verificada uma maior
suscetibilidade das células Vero IB. O conjunto destes
dados permitiu comprovar que a sensibilidade de
linhagens celulares com relação às cepas virais2,14,16,
ou a vírus derivados de uma mesma cepa4, embora
com histórico de passagens seriadas diferente, pode
variar. Além disso, deve-se ainda considerar que,
embora tendo a mesma origem (ATCC), as duas
amostras de células Vero usadas nos dois laboratórios,
haviam sido mantidas em meios de cultura e soros
diferentes, de acordo com protocolos próprios de
manutenção, o que poderia ter colaborado para o
aparecimento das diferenças de sensibilidade obser-
vadas neste estudo

Desse modo, sugere-se que os laboratórios con-
troladores de vacina contra o sarampo deveriam utili-
zar não apenas o mesmo substrato celular, mas padro-
nizar os protocolos seguidos para a sua manutenção,
bem como a metodologia de titulação, a fim de mini-
mizar as diferenças de resultados eventualmente
verificadas que poderiam gerar controvérsias com
relação à potência da vacina.
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TAKATA, C.S. et al. [Susceptibility of Vero cell line to
vaccine strains of the measles virus]. Rev. Saúde Pública, 28:
209 - 12, 1994. Vero cells used by distinct measles vaccine
control laboratories had their susceptibility to Moraten, Schwarz
and Biken CAM-70 vaccine strains assayed. Of a total of 72
lots of measles vaccine whose potency was titrated by
microtechnique in two Vero cell samples (Vero IB and Vero
INCQS), 25 had been produced with Moraten strain, 24 with
Schwarz and 23 with Biken CAM-70. The statistical analysis
of the results demonstrated that both Vero cells assayed presented
comparable susceptibility to Moraten and Biken CAM-70
strains. As to the Schwarz strain, Vero IB cells were more
susceptible than the other cell sample tested, thus confirming
the existence of different sensitivities of Vero cells to some
measles vaccine strains, or even to viruses derived from the
same strain but with different passage histories. An altered cell
susceptibility to virus replication may significantly alter the
results in potency testing. Such alteration may be caused not
only by the adoption of distinct protocols for the maintenance
of cell cultures by different control laboratories but also by the
methodology followed in the vaccine titration. In order to
minimize the differences existing among the results obtained
in the potency testing, it is suggested that all control laboratories
should use the same protocols for cell culture maintenance as
well as for vaccine potency testing.
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immunology.Cell susceptibility.
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