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RESUMO: Sarampo é uma doença potencialmente grave e comum, cuja vacinação previne ou
atenua as manifestações clínicas.

Métodos sorológicos utilizados na detecção de anticorpos para o vírus do sarampo têm sido
empregados, como o teste de inibição da hemaglutinação e ELISA.

Para produção de antígeno do sarampo com maior rendimento, e melhor reprodutibilidade,
realizamos estudos com diferentes multiplicidades de infecção (M.!).

Nossos resultados levam-nos a sugerir que a produção de antígenos de sarampo é mais eficiente
com a utilização de multiplicidade de infecção (M.!) de 0,01 com boa reprodutibilidade, tanto na
preparação de ensaios deHA como de ELISA, devendo servir de parâmetro na preparação de antígenos
em larga escala para uso em ensaios diagnósticos.

DESCRITORES: Sarampo. Multiplicidade de infecção. Produção de antígeno. Padronização de
antígeno do sarampo.

INTRODUÇÃO anticorpos para o vírus do sarampo já foram
avaliados, como inibição da hemaglutinação (lHA),
métodos imunoenzimáticos altamente sensíveis, co-
mo ELISA2.

Casos suspeitos de sarampo, com exantema clini-
camente indefinido, são comuns entre crianças vaci-
nadas 11, havendo a necessidade de reduzir a incidência
da doença e taxa de mortalidade, incluindo estratégias
para erradicação do vírus, com a expansão das pes-
quisas virológicas e imunológicas 1.8.9.

Neste trabalho, apresentamos os resultados das
preparações do antígeno do sarampo, utilizando
diferentes índices de multiplicidade de infecção
(DICTs/célula) com o objetivo de determinar a
multiplicidade de infecção (M.I.) ideal, que está
associada com baixa infectividade do vírus.", e
dessa maneira obter uma padronização do antí-

Testes sorológicos tornam-se necessários para com-
pletar o diagnóstico clínico de casos suspeitos; assim
sendo, vários métodos utilizados na detecção de
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geno, a ser utilizada nos testes ELISA e lHA, para
detectar anticorpos especificos (IgM e IgG) para
o sarampo.

MATERIAL E MÉTODO

VÍRUS

A cepa Edmonston de vírus do sarampo utilizada
foi adaptada no laboratório do Instituto Adolfo Lutz,
com título DICTso 107/ml em cultura celular pelo
método de Reed & Muench 4.

CULTIVO DO VÍRUS

Foram utilizadas células Vero (rim de macaco verde
da África - ATCC-USA), crescidas em garrafas Roux,
em Meio MEM - Eagle suplementado com 10% de
soro fetal bovino (Cultilab - Campinas - S.P.) Após
48 horas de cultura, foi feita a contagem do número
de células de 10 garrafas Roux, determinando-se pela
média, de células por garrafa 5x107 células, utilizando-
se este valor como cálculo na determinação da
multiplicidade de infecção (M.!), considerando-se
como 1 M.I. a proporção de 1 DICTs/célula. As
células foram infectadas com diferentes quantidades
de vírus 0,01; 0,1; 1; 2 e 10 DICTs/célula, para
determinar-se o inóculo ideal, ficando em contato por
2 horas a 370C para adsorção. Após este período, as
culturas receberam meio de manutenção (MEM-Eagle
suplementado com 1% de SFB de SFB, 100 U/ml de
penicilina e 40 mg/l de gentamicina) e foram mantidas
a 37°C. As culturas foram observadas diariamente,
apresentando efeito citopático (ECP) em 75% das
células após 4 dias de infecção.

PREPARO DO ANTÍGENO PARA O TESTE
DEIHA

O antígeno foi preparado em duas garrafas Roux de
células Vero, utilizando-se a técnica descrita por
Norrby"; com algumas modificações, na qual as
células foram lisadas por ultrasom, e posteriormente
tratadas com tween-éter.

Teste de Hemaglutinação (H.A)

De acordo com a técnica de Rosen'", o antígeno
hemaglutinante foi titulado pela microtécnica, com
uma unidade hemaglutinante (1 UHA) através de
hemácias de macaco Rhesus.
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PREPARO DO ANTÍGENO PARA O TESTE DE
ELISA

O antígeno foi preparado em 2 garrafas Roux de
células Vero, segundo a técnica descrita por Cremer
et alii 3 , com algumas modificações, na qual as células
foram lisadas por ultrasom e tratadas com desoxi-
colato de sódio.

Para controle negativo do antígeno, células não
infectadas foram preparadas e processadas paralela-
mente.

Teste de Elisa

Utilizou-se a técnica descrita por Voller & Bidweel ",
O antígeno foi titulado em bloco com prévia
determinação da concentração da proteína usando o
método de LOWRY et alii 6. As placas foram sensi-
bilizadas com 5ug, 10ug, 20ug e 40ug de antígeno, por
18 horas de incubação em câmara úmida a 37°C. Os
conjugados anti-lgM e anti-lgG humanos marcados
com peroxidase, nas diluições 1: 2.500, 1: 5.000,
1:10.000, 1:20.000 foram incubados 1 hora a 37°C. O
substrato foi utilizado contendo ácido cítrico,
ortofenilenodiamina lOmg e peróxido de hidrogênio
30 volumes. A reação foi interrompida com H2S04
2M. A leitura do teste de ELISA foi feita em aparelho
"Multiskan Plus Version 2,02" utilizando-se filtro para
comprimento de onda 460 nm. Os soros com uma D.O.
> 0,044 e > 0,11 foram considerados positivos para
IgM e IgG respectivamente.

Foram preparados 5 lotes de antígeno HA e ELISA
com 0,01 a 10 DICTs/célula.

Soros Referência

Os soros utilizados para detectar anticorpos IgG e
IgM humanos foram fornecidos pelo Center for Dis-
eases Control, Atlanta Ga. (C.D.C), com alto e baixo
título. Usaram-se as diluições do soro referência de
1:80 e 1:160 para anticorpos IgM e IgG humanos,
critérios obtidos a partir do valor de corte "cutoff" para
positividade. Utilizou-se soro de 25 crianças antes da
vacinação com negatividade para o teste de inibição
da hemaglutinação (lHA) e imunofluorescência indi-
reta (IFI), que foram submetidas ao teste de ELISA.

RESULTADOS

Das preparações virais, as que representam
melhores resultados na produção de antígeno do
sarampo, para o teste de hemaglutinação (l UHA)
foram as obtidas em culturas infectadas com 0,01
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DICTsicélula. Nestas condições, o antígeno apre-
sentou um título de 512 HA.

Da mesma forma, o melhor antígeno para ELISA
foi obtido quando as culturas foram infectadas com
0,01 DICTsicélula de acordo com a figura l.

Nestas condições (0,01 M.I), este antígeno
apresentou os mesmos valores do antígeno anterior
(HA) quando foi titulado pela reação de hemaglu-

Para este experimento, foram utilizados antígenos
obtidos de culturas infectadas com 0,01; 0,1; 1; 2 e
10 DICTsicélula, em placas sensibilizadas com 5ug;
lOug; 20ug ou 40 ug desses antígenos e com conju-
gados IgG e IgM diluídos na razão de 1:2.500 a
1:20.000. O soro referência foi diluído conforme des-
crito. Utilizando-se uma concentração de antígeno de
lOug/ml e de conjugado na diluição de 1:10.000, con-
seguiu-se alta reprodutibilidade para os vários expe-
rimentos realizados nas mesmas condições, o qual

0,01 0,1

lHA
flELISA

1

TClD50/Célula

2 10

FIGURA 1

Correlação da atividade hemaglutinante dos antígenos de vírus do sarampo produzido em células Vero
utilizando diferentes multiplicidade de infecção, preparados com as técnicas de hemaglutinação e ELISA.

tinação, enquanto que o antígeno obtido de culturas
infectadas com 1; 2 ou 10 DICT sicélula não apresentou
bons resultados para o teste de ELISA.

Para determinar a diluição ideal do antígeno para o
teste, este foi titulado em bloco pela reação de ELISA,
sendo obtido como limite de positividade para IgG a
D.O. > 0,044 e para IgM a D.O. > 0,11, utilizando
como controle células não infectadas, e soros nega-
tivos para determinação do limite de corte.

apresentaram valores similares para detectar
anticorpos IgG e IgM pelo teste de ELISA.

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO

Nossos resultados sugerem que a utilização de
multiplicidades de infecção (M.I.) baixas, em torno
de 0,01, apresentam índices mais satisfatórios e re-
produtíveis tanto na preparação de antígenos para o
teste de HA como para o teste de ELISA. Observa-
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mos ainda que quanto maior a proporção de vírus por
célula, menor foi o rendimento final do antígeno.
Esta diferença foi mais marcante no preparo de antí-
geno para o teste de ELISA, sendo que culturas in-
fectadas com uma multiplicidade de infecção maior
ou igual a 1 não apresentam títulos hemaglutinantes.

A concentração ideal de antígeno para o teste de
ELISA foi obtida quando as placas foram sensibili-
zadas com lOJ..Lg,e com uma diluição do conjugado
de 1:10.000. Nessas condições, uma maior reprodu-
tividade foi obtida quando utilizada para detectar anti-
corpo 19M, em relação a 19G.

ométodo de preparação do antígeno com a utilização
de desoxicolato de sódio para ELISA e de tween-éter para
a reação da hemaglutinação, aparentemente não
interferiu nos títulos, pelo menos quando a concentração
de vírus usada foi de 0,01 DICTsJcélula.

Outros autores têm relatado diferentes proporções
de vírus/célula (M.l) para a produção do vírus do
sarampo. Hankins & Black 5 utilizaram 10 DICTsJ
célula (lOm.o.i = multiplicity of infection) no preparo
de antígeno para o teste de Western blot. Udcm!'
utilizou uma multiplicidade de infecção de 0.01 a 0.1
DICTsJcélula.) para detectar condições de propagação
e purificação em alto rendimento de infectividade de
vírus. Norrby 7 citou apenas que a infectividade do

vírus foi determinada através do método de Reed e
Muench, não descrevendo qual o título utilizado para
obter antígeno hemaglutinante.

Observa-se grande variação nos resultados quando
células são infectadas com diferentes multiplicidades
de infecção. Nossos resultados levam-nos a sugerir que
otimizando o inóculo, mais eficiente se torna a
replicação viral, gerando maiores títulos. O vírus assim
obtido pode ser utilizado para a produção de antígenos,
independente da metodologia utilizada no seu preparo.

Verificamos que a produção de antígenos de sa-
rampo com a utilização de multiplicidade de infecção
de 0,01, foi a que apresentou melhor eficiência de
vários experimentos realizados nas mesmas condições.
Apresentaram valores similares, tanto na preparação de
ensaios de HA como de ELISA, devendo servir de
parâmetro nas preparações de antígenos de sarampo
em larga escala, para uso em ensaios diagnósticos,
usando a cepa Edmonston do vírus.
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ABSTRACT: Measles is a prevalent and potencially sever disease in developing countries. The
two methods widely used for diagnosis are ELISA and lHA. 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.o.i.ü.O 1) viral titers are most useful for both the ELISA and lHA methods.
The different preparation of antigens for these assays do not seems to influence their usage.

DESCRIPTORS: Multiplicitles of infections. Standardization measles antigen.
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