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RESUMOQ: Sarampo € uma doenga potencialmente grave e comum, cuja vacinagdo previne ou

atenua as manifestacdes clinicas.

Meétodos sorolégicos utilizados na deteccio de anticorpes para 0 virus doe sarampo tém sido
empregados, como o teste de inibigfo da hemaglntinagfo e ELISA.

Para produgiio de antigeno do sarampo com maior rendimento, ¢ methor reprodutibilidade,
realizamos estudos com diferentes muitiplicidades de infecgiio (ML),

Nossos resuitados levam-nos a sugerir gue a produghio de antigenos de sarampo € mais eficiente
com a ulilizacfo de multiplicidade de infecgio (MLI) de 0,01 com boa reprodutibilidade, tanto na
preparacio de ensaios de HA como de ELISA, devendo servir de parfmetro na preparagio de antigenos
em larga escala para uso em ensaios diagndsticos.

DESCRITORES: Sarampo. Multiplicidade de infecgo. Produgio de antigeno. Padronizacio de

anfigeno do sarampo.

INTRODUGCAQ

Casos suspeitos de sarampo, com exantemna chini-
camente indefinido, sdo comuns entre criangas vaci-
nadas "', havendo a necessidade de reduzir a incidéncia
da doenga e taxa de mortalidade, incluindo estratégias
para erradicag¢io do virus, com a expansdo das pes-
quisas viroldgicas ¢ imunoldgicas H%7,

Testes sorolégicos tornam-se necessdrios para com-

pletar o diagndstico clinico de casos suspeitos; assim
sendo, vdrios métodos utilizados na detecglio de
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anticorpos para o virns do sarampo j& foram
avaliados, como inibico da hemaglutinagio (THA),
métodos imuncenzimaticos altamente sensiveis, co-
mo ELISAZ

Neste trabalho, apresentamos os resultados das
preparagdes do antigeno do sarampo, utilizando
diferentes indices de multiplicidade de infecciio
{DICT  feéleia) com o objetivo de determinar a
muitiplicidade de infecgo (M.L) ideal, que estd
associada com baixa infectividade do virus®, ¢
dessa maneira obter uma padronizacio do anti-
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geno, a ser utilizada nos testes BLISA ¢ IHA, para
detectar anticorpos especificos (IgM e 1gG) para
0 sarampe,

MATERIAL E METODO
VIRUS

A cepa Bdmonston de viras do sarampo utilizada
foi adaptada no laboratérie do Iastituto Adolfo Lutz,
com titulo DICT_ 107/ml em cultura celular pelo
métode de Reed & Muench .

CULTIVO DO VIRUS

Foram utitizadas células Vero (rim de macaco verde
da Africa - ATCC-USA), crescidas em garrafas Roux,
em Meio MEM - Eagle suplementado com. 10% de
soro fetal bovine (Cultilab - Campinas - 5.P.) Apds
48 horas de cuitura, foi feita a contagem do nimero
de céluias de 10 garrafas Roux, determinando-se pela
média, de células por garrafa 5x107 células, utilizando-
se este valor como cdlcuic na determinagio da
multiplicidade de infeccio {(M.I}, considerando-se
como 1 M.I. a proporgio de 1 DICT, /célula. As
céhilas foram infectadas com diferentes quantidades
de virus 0,01: 0,1; 15 2 ¢ 10 DICT/célula, para
determinar-se o indcplo idesl, ficando em contato por
2 horas & 37°C para adsorc@o. Apés este perfodo, as
culturas receberam meio de manutengio (MEM-Fagle
suplementade com 1% de SFB de SFB, 100 U/ml de
penicilina e 40 mg/l de gentamicina) ¢ foram mantidas
a 37°C, As culturas foram observadas diariamente,
apresentando efeito citopitico (BECP) em 75% das
células apés 4 dias de infeccho.

PREPARG DO ANTIGENO PARA O TESTE
DE IHA

O antigeno fol preparado e duas garrafas Roux de
células Vero, utilizando-se a técnica descrita por
Norrby’, com algumas modificagbes, na qual as
células foram lisadas por ultrasom, e posteriormente
tratadas com tween-Ster.

Teste de Hemaglutinagdo (H.A}

De acorde com a técnica de Rosen'®, o antigenc
hemaglutinante fol titulado pela miciotéenica, com
uma unidade hemagiutinante (1 UHA) através de
hemdcias de macaco Rhesus.
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PREPARO DO ANTIGENO PARA O TESTE DE
ELISA

O antigeno foi preparado eny 2 garrafas Roux de
células Vero, segundo a técnica descrita por Cremer
et alii?, com algumas modificaces, na guaf as células
foram lisadas por ultrasom e tratadas com desoxi-
colato de sédio.

Para controle negative do antigeno, células nio
infectadas foram preparadas e processadas paralela-
mente.

Teste de Elisa

Lhtilizon-se a téenica descrita por Voller & Bidweel 2.
O antigeno foi titulado em bloce com prévia
determinagiio da concentracio da protefna usando o
método de LOWRY et alii ©. As placas foram sensi-
bilizadas com Sug, 10ug, 20ug e 40ug de ant{gens, por
18 horas de incubaciic em cimara dimida a 37°C. Os
conjugados anti-igM e anti-igG humanes marcados
com peroxidase, nas diluigdes 1: 2.500, 1: 3.000,
1:10.000, 1:20.000 foram incubados 1 hora 2 37°C. O
substrato  foi uwilizado contendo &cido citrico,
ortofenilenodiamina 10mg e perdxido de hidrogénio
30 volumes. A reagiio foi interrompida com H,80,
2M. A leitura do teste de ELISA foi feita em aparetho
*“Multiskan Pluas Version 2,02” utilizando-se filltro para
comprimento de onda 460 nm. Os soros com nma D.0O.
> 0,044 e > 0,11 foram considerados positivos para
1gM e 1g(G respectivamente.

Foram preparados 5 lotes de antigeno HA e ELISA
com 0,01 a 10 DICT, /eélula.

Soros Referéncia

Os soros utilizados para detectar anticorpos 1gG e
1gM hamanos foram fornecidos pelo Center for Dis-
eases Control, Atlanta Ga. {C.D.C), com alto e baixo
titulo. Usaram-se as dilnigBes do soro referéncia de
1:8C e 1:160 para anticorpos igM e IgG humanos,
¢ritésios obtidos a partir do valor de corte “cutoff” para
positividade. Utilizou-se soro de 25 criangas antes da
vacinagho com negatividade para o teste de inibicio
da hemaghutinagio (JHA) ¢ imunofluorescéncia indi-
reta (IF1), que foram submetidas ao teste de ELISA.

RESULTADOS

Pas preparagbes virais, as gue represeniam
melhores resultados na producdio de antigeno do
sarampo, para o teste de hemagiutinaciio (1 UHA)
foram as obtidas em culturas infectadas com 0,01
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DICT, feélula. Nestas condigdes, o antigeno apre-
sentou um titulo de 512 HA.

Da mesma forma, o melhor antigeno para ELISA
{0l obtido quande as culturas foram infectadas com
0,01 DICT, feéhula de acorde com a figara 1.

Nestas condicdes (0,01 M.I), este antigeno
apresentou os mesmos valores do antigeno anterior
(HA} goando loi titulado pela reacBo de hemagiu-

Para este experimento, foram utilizados antigenos
obtidos de culturas infectadas com 0,01, 0,1, 1; 2 ¢
10 DICT, Jeélula, em placas sensibilizadas com Sug;
16ug: 20ug ou 40 ug desses antigenes e com conju-
gados 1gG e igM diluides na razdo de 1:2.500 a
1:20.800. O soro referéncia foi diluido conforme des-
erto. Utilizando-se uma concentracio de antigeno de
{0ug/ml e de conjugado na diluigio de 1:10.000, con-
seguin-se slta reprodutibilidade para os vérios expe-
rimentos realizados nas mesmas condigBes, o qual

Titlo (T = 1/D)

81a
BELISA

TCIDS/Célula

FIGURA 1

Correlaciio da atividade hemaglatinante dos antigenos de virus do sarampo produzido em células Vero
utilizando diferentes multiplicidade de infecciio, preparados com as técnicas de hemaglutinaciio e ELISA.

tinagiio, enguanto que o antigeno obtido de culiuras
infectadas com 1; 2 ou 1O DICT /eéhla ndo apresentou
bons resultados para o teste de ELISA.

Para determinar a diluicfio ideal do antigeno para o
teste, este foi titulado em bloco pela reagiio de ELISA,
sendo obtido como limite de positividade para 1gG a
D.O. > 0,044 ¢ para IgM a D.O. > 0,11, utilizando
como controle células nfic infectadas, e soros nega-
tivos para determinagio de limite de corte.

apresentaram valores similares para detectar
anticorpos 1gG ¢ 1gM pelo teste de ELISA.

DISCUSSAQ E CONCLUSAOQ

Nossos resultados sugerem que a utilizacio de
multiplicidades de infeccio (M.1.) baixas, em torno
de 0,01, apresentam indices mais satisfaidrios e re-
produtiveis tanto na preparagiio de antigenos para o
teste de HA como para o teste de ELISA. Observa-
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mos ainda que quanto maior a proporgio de virus por
célula, menor foi o readimento final do antigeno.
Esta diferenca fol mais marcante no preparc de anti-
geno para o teste de ELISA, sendo que culturas in-
fectadas com uma muitiplicidade de infecclio maior
ou igual a | nflo apresentam titulos hemaglutinantes,

A concentracio ideal de antigeno para o teste de
ELISA foi obtida guando as placas foram sensibili-
zadas com 10ug, € com uma diligie do conjugado
de 1:10.000. Nessas condiges, uma maior reprodu-
tividade foi obtida quando utilizada para detectar anti-
corpo 1gM, em relagdo a 1gG.

O método de preparacio do aniigeno com a wiilizagio
de desoxicolato de sddio para ELISA e de tween-éter para
a reagdo da hemaghutinagio, aparentemente ndo
interferiu nos titulos, pelo menos quando a concentracio
de virus usada foi de 0,01 DICT, /célula.

Cutros auteres t8m relatado diferentes proporgdes
de virus/célula (ML1) para a produgfio do virus do
sarampo. Hankins & Black ° utilizaram 10 DICT /
célula {10m.0.1 = multiplicity of infection) no preparo
de antigeno para o teste de Western biot. Udem?®
utifizou wma multiplicidade de infecgio de 0.01 a2 0.1
DICT, fcélula.) para detectar condigBes de propagagio
e purificacdo em alto rendimento de infectividade de
virus. Norrby ? citou apenas que a infectividade do

virus foi determinada através do método de Reed e
Muench, ndo descrevendo qual o titulo utilizado para
obter antigeno hemaglutinante.

Observa-se grande variacio nos resuitados guando
células sdo infectadas com diferentes multiplicidades
de infeccio. Nossos resultados levam-nos a sugerir gue
otimizando o imdculo, mais eficiente se foma a
replicagdio viral, perando matores titulos, O virus assim
obtido pode ser utilizado para a produgfo de antigenos,
independente da metodologia utilizada no seu preparo,

Verificamos que & produciio de antigenos de sa-
rampo com a utilizag#o de multiplicidade de infecgio
de 0,01, foi a que apresentou melhor eficiéncia de
vdrios experimentos realizados nas mesmas condigdes.
Apresentaram valores similares, tanto na preparagio de

- ensaios de HA como de ELISA, devendo servir de

pardmetro nas prepara¢es de ant{genos de sarampo
em larga escala, para uso em ensaios diagndsticos,
usando a cepa Edmonston do virus.
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ABSTRACT: Measles is a prevalent and potencially sever disease in developing couniries. The
two methods widely used for diagnosis are ELISA and THA. We studied different multiplicities of in-
fections (m.o.i) to determine the ideal moi for the preparation of antigens for these assays. We con-
clude that the use of low (m.0.1.0,01) viral titers are most useful for both the ELISA and THA methods.
The different preparation of antigens for these assays do not seems to influenge their usage.

DESCRIPTORS: Muitiplicities of infections. Standardization measies antigen.
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