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RESUMO: Foram estudadas de modo comparativo a4 macro e @ microtécnica
em provas de identificacGo sorolégica intratipica de 28 estirpes de poliovirus
dos tipos 1 e 8, segundo o método da ‘“comparagdo dos indices de neutrali-
zacdo”. Os resultados alcancados mostraram wuma correlac@o elevada entre
os indices de meutralizacGo obtidos com ambas as técnicas empregadas — 0,931
e 0,971 apds incubacGo de trés e cinco dias, respectivamente — e correspon-
déncia total na identificaclo das estirpes examinadas. Conclui-se que a mi-
crotécnica pode ser utilizada em substituicdo da macrotécnica tradicional na
identificagdo intratipica de poliovirus dos tipos 1 e 3, com « vantagem da
economia de meios e reagentes, e até mesmo com sensivel reduc¢do de esforgos
humanos e tempo de execucdo das provas.
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Poliovirus. Marcadores genéticos.

Microtécnica.

INTRODUCAO

A microtécnica tem recebido, desde a
sua introdugio por Takatsy e col. *
(1954), crescente aceitacdo nos laboraté-
rios de Virologia. Modificada por Sever
(1962), a referida técnica vem sendo em-
pregada ha varios anos em numerosos la-
boratérios nas reagbes de fixacdo de com-
plemento (FC’), hemaglutinagio e inibi-
¢do da hemaglutinacio (IH), e inibicdo
metabélica ® *°, Em 1963, foi possivel a
Rosenbaum e col. 7 utilizd-la pela primei-
ra vez na reagio de soro-neutralizagdo.
Posteriormente, os referidos pesquisadores
introduziram nesta reagfo de rmicroneu-

tralizagio diversos aperfeigoamentos que
possibilitaram a sua utilizagfo, tanto na
dosagem de anticorpos contra diversos vi-
rus, quanto na titulacdo e identificagdo
destes mesmos virus® * % % 5 & 9 1,
14, 15, 17'

Antes do advento da microtécnica, a
execugdo das provas de dosagem de anti-
corpos e de identificacdo de virus era re-
lativamente complexa, demorada e, sobre-
tudo, dispendiosa, A realizacdo de consi-
deravel niimero destas provas era tarefa de
apenas alguns laboratérios bem equipados
e com amplos recursos. Com a introdu-

* Do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
USP — Av. Dr. Arnaldo, 715 — S&o Paulo, SP — Brasil.
#* Da Sec¢do de Virus Respiratérios e Enterovirus do Instituto Adolfo Lutz — Av. Dr. Arnal.

do, 355 — S&o Paulo, SP — Brasil.
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¢do da microtécnica, foi dada a possibili-
dade aos demais laboratérios de Virologia
desempenhar aquela tarefa, em virtude das
vantagens que ela oferece em relaciio a
macrotécnica tradicional.

Em primeiro lugar, verifica-se uma eco-
nomia de meios e reagentes, tais como,
antigenos virais, anti-soros especificos, cul-
turas de células e meios de cultura, da
ordem de 10 vezes. Em segundo lugar,
reduz-se sensivelmente os esforgos huma-
nos e o tempo de execugdo das provas.
Em conseqgiiéncia, sdo reduzidos extraor-
dinariamente os custos totais das reagoes,
chegando no caso da dosagem de anticor-
pos neutralizantes a ser de mais de 30 ve-
zes. Neste calculo ainda ndo se inclui a
economia de gastos com a lavagem, desin-
feccdo e preparagdo dos diversos materiais
de laboratério necessirios as reagdes.

Mostrando-se a microtécnica 0til e mui-
to vantajosa em numerosos laboratérios
de virologia, inclusive em nosso préprio,
propusemo-nos, com o presente trabalho,
adapta-la a identificagdo sorolégica intra-
tipica de poliovirus, procurando com isto
estender as suas vantagens para tal pro-
pésito,

MATERIAL E METODOS

Equipamento — O equipamento de mi-
crotitulagdo foi fornecido pela Firma Coo-
ke Engineering Co., Alexandria, Va.,
EUA. Utilizaram-se para o propésito des-
te trabalho: 1. Microplacas de poliesti-
reno rigido para culturas de células, apre-
sentando 96 cavidades de fundo plano.
As microplacas puderam ser utilizadas di-
versas vezes, quando lavadas com Extran,
Merck. 2. Pipetas conta-gotas de poli-
propileno autoclavavel, com capacidade to-
tal de 6 mililitros, apresentando adapta-
dor para sucgdo oral e ponta de ago ino-
xidavel, calibrada para a distribuigdo de
gotas de 25 ou 50 microlitros, 3. Incuba-
dora portatil para a incubag¢do das cul-
turas em microplaca num ambiente (mi-
do e com 4 a 5% de gas carbénico.
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Culturas de células — Foram utiliza-
das culturas de células da linhagem Hep-2,
como alternativa das culturas primérias
de rim de macaco rhesus (RMK), reco-
nhecidamente mais dispendiosas 3, As cé-
lulas Hep-2 eram cultivadas em meio de
crescimento de Eagle MEM, a base da
solucdo balanceada de Earle, contendo
10% de soro fetal bovino (Flow Labora-
tories, Rockville, Ma., EUA), 200 unida-
des de penicilina e 200 microgramas de
esireptomicina por mililitro de meio. O
meio de manutenc¢do continha 2% de soro
fetal bovino. Para a realizagio das provas,
eram preparadas culturas em tubos (ma-
crotécnica) e nas cavidades das micro-
placas (microtécnica). Os tubos recebiam
in6culos de 1 ml de suspensGes contendo
cerca de 100.000 células por mililitro e
as cavidades, in6culos de 0,025 ml de sus-
pensdes contendo em torno de 400.000
células por mililitro. Quando as culturas
mostravam camada celular confluente, o
que ocorria apds 2 a 3 dias de incubacao,
o meio de crescimento era substituido por
meio de manutencio,

Virus — Foram utilizadas como estir-
pes de referéncia nas provas de identifi-
cagdo intratipica dos poliovirus do tipo
1 e do tipo 3, respectivamente os prot6-
tipos Mahoney e Saukett e as estirpes ate-
nuadas de Sabin LSc2ab e Leon 12a;b.
Foram examinadas 18 estirpes de polio-
virus do tipo 1 e 10 estirpes do tipo 3,
isolados de casos de paralisia no Instituto
Adolfo Lutz 2,

Soros imunes — Qs soros anti-Sabin 1
e anti-Sabin 3 foram preparados em coe-
lhos, segundo método anteriormente des-
crito **, Os titulos dos referidos soros hi-
perimunes eram 1:640 e 1:1.280, e foram
utilizados nas diluigdes de 1:300 e 1:600,
respectivamente, na execucdo das provas
de identificagfio intratipica.

Provas de identificagdo intratipica — O
método utilizado foi o da comparacdo dos
indices de neutralizagdo, descrito anterior-
mente em detalhe*2, As dilui¢cGes dos
virus e as misturas virus-soro imune fo-
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ram preparadas em tubos esterilizados e,
apés um periodo de incubagfio de 5 min.
(cronometrados), distribuidas nas cultu-
ras de células Hep-2. Cada diluigdo de
virus e cada mistura de virus-soro era
inoculada em 4 tubos de cultura e em 4
cavidades de microplaca, recebendo os
tubos volumes de 0,2 ml e as cavidades.
0,1 ml. As culturas inoculadas eram en-
tAdo submetidas a incubacdo a 36-37°C.
Leituras eram realizadas apés 72 horas e
120 horas de incubacio e os titulos cal-
culados segundo método de Reed & Muench
(1938). Para a identificagfo intratipica
das estirpes, adotou-se o critério de Plo-

tkin, Cohen e Koprowski (1961) ©,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das provas de identifica-
¢do intratipica obtidos com a macro e a
microtécnica sio apresentados nas Tabe-
las 1 e 2, respectivamente para as estir-
pes de poliovirus dos tipos 1 e 3. Verifi-
ca-se que os indices de neutralizagio (IN)
das estirpes de referéncia do tipo 1 (Ma-
koney e LSc2ab) e do tipo 3 (Saukett e
Leon 12a,;b) apresentaram valores iguais
ou ligeiramente diferentes entre si em am-
bas as técnicas utilizadas, sendo a diferen-
¢a entre os indices das estirpes naturais
e atenuadas praticamente ignal nas pro-
vas realizadas,

Conforme o critério de identificagdao ado-
tado, as estirpes de poliovirus do tipo 1
que apresentaram, apés um periodo de in-
cubagio de 72 horas:

1. Macrotécnica

a) IN >» 3,16 — 1/3(3,16—0.84) =
= 2,39 —> estirpe isologa a vacinal
(=);

b) IN < 3,16 — 2/3(3,16—084) =
= 1,62 — estirpe heteréloga a va-
cinal (+);

c) 2,39 > IN > 1,62 — intermediaria

(=).

2. Microtécnica

a) IN > 3,00 — 1/3(3,00—0,66) =
= 2,22 — estirpe is6loga a vacinal
(=)

b) IN < 3,00 — 2/3(3,00-0,66) =
= 1,44 — estirpe heteréloga a va-
cinal (+);

c) 222 > IN > 1,44 — intermediaria
(£).

Da mesma forma, apés um periodo de
incubagio de 120 horas, as estirpes do
tipo 1 que apresentaram em ambas as téc-
nicas:

a) IN 2> 2,22 —» estirpe iséloga (—);

b) IN < 144 —> estirpe heterdloga
(+);

c) 222 > IN > 144 — intermedia-
ria (=),

Segundo o mesmo critério de identifi-
cagdo, as estirpes do tipo 3 que apresen-
taram, apdés 72 horas de incubagdo:

1. Macrotécnica
IN > 2,890 — estirpe iséloga (—};
IN < 2,11 - estirpe heterdloga
(+);
2,89 > IN > 2.11 — intermediaria
(=*).

2. Microtécnica
IN > 3,11 — estirpe is6loga (—);
IN < 2,38 — estirpe heterdloga
(+);
3,11 > IN > 2.38 —intermediéria
(=*).

Da mesma forma, apés um periodo de
incubacdo de 120 horas, as estirpes que
apresentaram:

1. Macrotécnica
IN > 2,94 — estirpe isdloga (—);
IN 222 — estirpe heterdloga
(+);
2,94 > IN > 2.22 —intermediaria
(=*).
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Microtécnica

IN > 3.11 — estirpe iséloga (—):
IN < 238 — estirpe heterdloga
(+);

3.11 > IN > 2.3 — intermediaria

(=£).

Verifica-se assim que todas as 28 estir-
pes examinadas apresentaram o mesmo re-
sultado de identificagdo com ambas as
técnicas utilizadas. independente do pe-
riodo de incubago. As 18 estirpes do
tipo 1 e as 10 estirpes do tipo 3 foram
identificadas como sendo heterdlogas as
estirpes vacinais LSc2ab e Leon 12a;b.
Como foi anteriormente descrito. este re-
sultado era esperado, pois todas as estir-
pes examinadas nd3o apresentaram asso-
clacdo com a vacinagio oral de Sabin e
procediam de casos paraliticos internados
no Hospital de Clinicas da Universidade
de SGo Paulo 2

A Tabela 3 mostra a concordancia en-
tre os Indices de neutralizacio obtidos
com a macro e a microtécnica, apés 72
horas e 120 horas de incubacdo. Obser-
va-se que a concordancia entre os indices
{IN) aumenta com o periodo de incuba-
¢do. permanecendo inalterada apds perio-
dos maiores do que 120 horas (5 dias).
A correlagdo entre os indices também se
mostrou ligeiramente maior com um pe-

riodo de incubag¢do de 120 horas — 0,971
—, do que com um periodo de 72 horas
— 0.931. Consequentemente, a leitura fi-
nal das provas de identificacdo intratipica
deve ser feita apés um periodo de incuba-
¢ao de 120 horas para se obter uma cor-
respondéncia maior entre os valores dos
indices de neutralizacio de ambas as téc-
nicas.

Finalmente, a Figura 1 meostra a dis-
tribuigdo dos indices (IN), expressos na
forma logaritmica, obtidos com a macro
e a microtécnica. Nota-se que os seus
valores se distribuem ao longo de uma
linha reta com 45 graus de inclinagao.

Foi possivel observar no presente estu-
do de identificagio intratipica de polio-
virus dos tipos 1 e 3 as seguintes vanta-
gens da microtécnica sobre a macrotée-
nica:

1. Economia de reagentes, notadamente
dos soros hiperimunes anti-Sabin 1
e 3, reduzindo o seu consumo pela
metade. Este consumo pode ser re-
duzido ainda mais. quando se dimi-
nui os indculos das misturas virus-
soro de 0.1 ml para 0.05 ml ou mes-
mo para 0,025 ml.

Grande economia de células con-
seqiientemente, dos meios de cultivo,
da ordem de 10 vezes,

e.

TABELA 3

Concordancia entre os indices de

neutralizacéo

(IN) obtidos com a macrotécnica e

a microtécnica

72 horas de incubacéo

120 horas de incubacdo

Concordéncia entre os IN obtidos com

|
|

\'
a macrotécnica e a microtécnica N.o de % de No de % de
. concordan- . | concordan-
estirpes . estirpes .
} cia cia
T YT = — — == =T ——— !
Indices com diferenca de 0,0-01 log 7 23,0 14 30,0
fndices com diferenca de 0,16-0,18 log 14 50,0 11 39.3
fndices com diferenca de 0,33-0,35 log 7 23.0 3 10,7
Total 28 100.0 28 100,0
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Figura -— Comparacdo entre os indices de

neutralizacdo (IN) das estirpes de poliovirus
dos tipos 1 e 3, utilizando a macro e micro.
técnica.

3. Reducdo senszivel dos esforgos huma-
nos e do tempo da execucdo das pro-
vas em mais de 2 vezes. Pela macro-
técnica eram necessarias mais de 4
horas para a realizagdo das provas

correspondentes a identificacio de 10
estirpes de poliovirus. Pela microtéc-
nica. s6 aproximadamente 2 horas
foram necessarias.

4. Redugdo do tempo de leitura dos re-
sultados em cerca de 5 vezes.

A tnica desvantagem da microtécnica
em relagdo a macrotécnica reside nos gas-
tos com a aquisicio do equipamento de
microtitulagdo. que entretanto é larga-
mente compensada pelas vantagens men-
cionadas. além da economia de despesas
com a lavagem. desinfecco e preparacgio
dos diversos materiais de laboratério ne-
cessarios as reagoes.

CONCLUSAO

A microtécnica apresentou no presente
estudo comparativo a mesma eficiéncia
obtida com a macrotécnica na identifi-
cagdo intratipica de estirpes de poliovirus
dos tipos 1 e 3. Os resultados de identi-
ficacdo encontrados com ambas as técni-
cas foram totalmente correspondentes e
os indices de neutralizagdo apresentaram
correlagdo elevada. Disto se conclui que
a microtécnica pode ser utilizada em
substitui¢do da macrotécnica tradicional,
com as vantagens acima mencionadas,
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STEWIEN, K. E. & Lacerpa, J. P. G. de
intratypic serodifferentiation of type 1 and 3 poliovirus strains.]

[The use of the microtechnique for
Rev.

Satide publ.,, S. Paulo, 11:135-42, 1977.

ABSTRACTS: The microtechnique was compared to the conventional maciro-
technique for intratypic serodifferentiation of 28 type 1 and 8 poliovirus strains
by the method of comparison of neutralization indices. The results of the
tests showed a high correlation between the neutralization indices — 0.931
and 0.971 after incubation periods of three and five days, respectively — and
«all the strains were equally identified by both techniques studied. It is
concluded that the microtechnique can be used as an alternative of the macro-
technique for intratypic serodifferentiation of type 1 and 3 poliovirus strains.
with the advantage of economy of media and reagents and even with «
marked saving in both time and effort.

UNITERMS: Poliovirus. Genetic markers. Microtechnique.
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