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RESUMO: Cultura de

edhilas de Jinhagem continua de rim

ide hamster

(BHEK-21) demonstrou ser um sistemsa mais sensivel e mais rapide para o isola-
menlo do virus da caxumba, quando compsarado com o de ovos embrionados de
galinha, Estas célulaz pedem ser cultivadas sem dificuldade, em laboratdrio, ao
contriric das células primdrizs de rim de macace, igualmente sensivels mas gque
sito de dificil obtencfio. A utilizaclo de células BHK.E1 paras o isolamento do
virus da eaxumba, do material biolégico, constitul wma boes alternativa no diagnds-
tico das infecgbes causadas por esse virus.

DESCRITORES: virus da parotidite epidfmica (caxumba), isclamento; célu-
i BHK-21, cultura, no isclamento do viruas da parotidite epidémica {caxumbal.

INTRODUGAD

O cultive do viras da caxumba em cultura
de edlulas foi deserito pela primeira vez por
WELLER & ENDERS?® Mails tarde, HEN-
LE & DEINHARDT ¢ descreveram a utiliza-
cio da cultara de célulag para o isclamento
deste virus, UTZ et alii® descreveram méfo-
dos para o isolamento do virus, no diagnéstico
de laboratério, de wma variedade de material
biologico e estudaram o efeito eitopitico por
esse virus em cultura de células. Estes auto-
rex demonstraram, ainda, que as células pri-
mérias de rim de macaco eram muito mais
sensiveis que as eélulas Helia para o isola-
mento do virus da caxumba. J4 foram utili-

Realizado na Secdo de Virus Respiratdrios,

zadas, também, culturas de células primérias
de rim de embrifio e de Amnio humanos?,

Nég descrevemos um sistema eficiente para
o isolamento do virus da caxumba, que torna
dispensdavel a utilizacdo de cultura de células
primarias de rim de macaco, opede bastante
atil no diagndstico de laboratério da caxumbs.

MATERIAL E METODOS

Material bielégico

Foram objete deste estudo liguide cefalor-
raquidiano e material de orofaringe de doen-
tes atendides no Hospital HEmilic Ribas, com

Entéricos e Qutros do Instituto Adeolfe Lutz, SHe

Paulo, 8P, e ne Hospital Emilic Ribas, S#c Paulo, 8SP.

“% e Institute Adolfe Lutz.
=x% Do Hospital Emilic Ribas.
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suspeita de infecgio por virus da caxumba.
0O material foi transportado ao laboratério em
gelo e estocade a —T0°C, até o momento de
ser inoculado. A primeira amostra de soro
desses pacientes, colhida na fase aguda da
doenga, era estocado a —20°C até o momento
em gque era colhida a segunds amostra de
soro, 15 dias apds.

Tzolagmento do wvirus

Culturas de e¢élulas de HepZ ¢ BHE-21 {fo-
ram multiplacadas em tubes contendo meio
de Eagle mais 10% de soro de vitelo. Antes
da inceulaciio do material bieldgico, as cultu-
ras eram lavadas trds vezes com solucdo sali-
na de Hanks. Como meio de manutencdo fol
utilizade o de Eagle ao qual se adicionon
2¢% de sore de galinha, inativado previamente
a 56OC, por 30 minutos. A seguir foram uti-
lizados dois tubos de células BHK-21 e dois
tubos de células Hep2 e inocuiades, em cada
tubo, de 0,1 a 0,2 ml do material biolégico e
incubados em estufa a 35°C, durante 14 dias,
trocando-se o meio a cada trés dias. As eultu-
ras eraln examinadas a cada dols dias ao
microscopio otico para verificar a presenca
de efeito citopitico. O material era conside-
rado como negativo gquando néo era verificado
efeito citopatico apds trés passagens suces-
sivas nessas culturas. No mesmo dia em que
era realizada a inoculacfo do material biols-
gico em cultura de células era feita, também,

inoculados eram deizados em incubacBo du-
rante 4 & 5 dias, a 379C. Apés esse periodo,
eram colhidos os liquidos amnidtico e alan-
t6ico do ovo e verificada a presenga de hema-
glutinina. Evam feitas trés passagens suces-
givas de culturas suspeitas antes de serem
consideradas como negativas.

Identificaclo do virus

A identificagiio do virus isolado fol feita
através das reacdes de inibiglo de hemadsorgdo
e/on da inibicio da hemaglutinagiic, conforme
técnica deserita 5, utilizando soros imune-espe-
eificos-padrao para os virus da caxumba e
da parainfluenza, tipos 1 a 4 (gentiimente
cedidos pela Dra. M. 8, Pereira, Virus Refe-
rence Laboratory, Celindale, London).

Eeacbes soroldgicas

Foi utilizada a reacgio de inibigio da hema-
ghatinacio para a dosagem de anticorpos em
amostras pareadas de soros de doentes (fases
aguda e convalescente), utilizando o virus pa-
driic da caxumba, estirpe Enders, conforme
téenica j4 descritad.

RESULTADOS
O virues da caxumba foi isolado de 9 entre

16 pacientes que apresentavam quadre clinico,
variando, entre meningite, meningite mais

a inoculagiio na cavidade amnidtica de ovos parotidite, meningoencefalite ¢ amigdalite
embricnados, de galinha, de 9 dias. Os ovos {tabela 1).
TABELA 1

Besultade dos teniotivas de isolamento do virus do eaxwmba em células BHE-21 ¢ em ouvos
embrionados de galinha

Isolamento do virus Flevacie do titule de
Idade Sintomas ~-4 gnticorpes = 4 x
Paciente {anos) associados Material BHK.21 OEG {entre a fase aguda
e de convalescengs)
FRMM 7 M--A L e - +
NI 25 MAP LeO - - +
LOM 2 M+P L e o - o
LAR & ME L 4 - e
ERS 12 M4P a - — +
MAP 11 M Le0O - — A+
JAP 18 M L - - +
RIS 12 M L + o -
JO 26 M-+P o] —_ — +
EJAC 8 M L e — 4
CRS = M+P 0 e - o
RCS 14 M L + — -
MM 1 MAP ° L + - -
LAC 13 M-+P L -+ - —
MCA 5 M+P 0O R . -
CJ0 12 M L + 4 +

BHEK-21 == linhagem continua de células de rim de hamsfer; 0BG =

M+A = meningite mais amigdalite; M+P =
M = meningite; L = liguer; O ovofaringe.
-+ positive,

-~ 25 pegaiivo,
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ovo embrionado de galinha;

meningite mais parotidite; ME == meningoencefalite;
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Observou-ge, em cultura de células de BHK-
21 infectads com virus da caxumba, efeito
citopatico caracteristico, com formacio de cé-
lulas multinucleadas sinciciais e de ineclusdes
eitoplasmaticas eosinofilicas, a partir do qnarto
dia apds a inoculacdo do material biolagico.
Ag eélulas infectadas adsorveram hemieias de
galinha e de cobaia. A hemadsorefo foi inibida
por sorc imune especifico para o virus da
caxumba.

Foram isolados virus da caxumba de nove
casos em eultura de eélulas de BHEK-21 ¢ de
dois casos em ovos embrionades de galinha.
Em BHK-21, com a excegio de trés casos em
que foram detectados virus na segunda passa-

gem, & presenca de virus foi observada na
primeira passagem, geralmente no 4.9 dia apés
a inceulagdo do material bioldgico. No entanto,
a presenca do virus no liquide amnidtico do
ovo 6 fol detectada na segunda e na terceira
passagem. Isso demonstra que BHEK-21 & muito
mais sensivel que ovo embrionado para o iso-
lamenio do viras da caxumba ($abela 2).

Todas as vezes em gue ¢ material elinieo
era inoculado em BHK-Z21 e em ovo embrio-
nado, erva feita também inoculacio em HepZ.
No entanto, em nenhuma das vezes esse virus
da caxumba foi isolado em Hep2, o que de-
monstra a insensibilidade dessa célula para
esse vIirus.

TABELA 2

Comparacio da sensibilidede enitre eoélules BHK-21 e ovo embrionade de galinha pare o
isolamente do virus do caxumbe

BEHK.21 Casos positives Total
Casos negativos du
OEG 1.2 passagem 2.8 passagem casos
Casos positivos
2% passagem I . e 1
Casos positives
3.% passagem — L — 1
Casos negatives 53 2 7 14
Total de casos ] 3 7 18
DISCUSSAO for levado em consideraciic que, para a

Estudos anteriores 4 demonsiraram que as
células primérias de rim de macaco sfo as
mais sensivels para o isolamento do viras da
caxumba do material biolégico ¢ sfo as malis
comumente utilizadas para essa finalidade® 8,
No entanto, h4 uma resisténeia crescente
quante a utilizacfio dessa cultura de células,
em Virologia, por causa da extinsio pro-
gressiva da espéeie. Infelizmente nio foi pos-
sivel fazer uma comparacio da sensibilidade
entre BHK-21 e células primérias de rim de
macaco a0 virus da caxumba, pela impossibi-
lidade de se obter esse tipo de células no labo-
ratério. Mesmo assim, foi possivel constatar
que BHX-21 & bastante sensivel e que apre-
senta a grande vantagem scbre a cultura pri-
méaria de rim de maeaco de poder ser mantida
em qualguer laboratéric de Virologia, além
de ser pouco OnErosa.

A importincia de ter sido encontrade um
sistema sensivel ao isolamento primdrio do
virus da caxumba atinge malor propor¢iio se

realizacdo do diagnéstice sorolégico, sfo ne-
cessarias duas amostras de sangue de um
mesmo paciente, colhidas em intervalo de 15
dias. A infecciio por esse virus através da
tentativa de isclaments em BHEK-21 pode ser
detectada no quarte dia apés a inoculagio do
material elinico e independe do retorne do
paciente para a colefa da segunda amostra
de sangue.

Por causa da relacio antigénica existente
entre virus da ecaxumba e outres virus do
grupo dos paramixovirus %7, e uma vez gue
o virus da eaxumba pode causar comprometi-
mento neurcidgico sem que haja necessaria-
mente um ecomprometimento visivel das pars-
tides # 6, em casos de doenca neurclfgica, os
resultados sorolégicos devem sempre ser inter-
pretados em conjunto com a informaecdo cli-
nica e com ¢ isolamento do virus do liquer.
A utilizacéo do sistema BHK-21 para o isola-
mento do virus da caxumba ¢ uma excelente
opcdo em laboratorios com recursos mais [imi-
tados em que nfic é possivel obter células
priméarias de rim de macaco.
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ABSTRACT: Continuous-line culfures of hamster kidney cells (BHK-21) was
found to be a more rapid and sensitive procedure for isolation of mumps virus
as compared with the emhryonaied chicken egg procedure, BHE-21 cells can be
easily maintained in the virus labotory, thus contrasting with similarly sensitive
primary cells of monkey kidney which are difficult to obtain and eannoi be
maintained. Use of BHX.21 ¢ell cultures for the isolation of mumps virus seems
to be a useful alternative procedare,

DESCRIPTORS: mumps viras, isolatien in BHE.21 cell culture; cell, BHK-21
cel culture in the isolation of mumps virus; epidemic parotitis vires; myxovirus

MARTINEZ, C.HO,; ISHIMARTY, T. & MAKITA,
E.M. — TUtilizagio da cultura de célulag de rim de hamsier para o isolamente do virus da
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parotitidis.
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