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RESUMO: Cultura de células de linhagem contínua de rim de hamster
(BHK-21) demonstrou ser um sistema mais sensível e mais rápido para o isola-
mento do vírus da caxumba, quando comparado com o de ovos embrionados de
galinha. Estas células podem ser cultivadas sem dificuldade, em laboratório, ao
contrário das células primárias de rim de macaco, igualmente sensíveis mas que
são de difícil obtenção. A utilização de células BHK-21 para o isolamento do
vírus da caxumba, do material biológico, constitui uma boa alternativa no diagnós-
tico das infecções causadas por esse vírus.

DESCRITORES: vírus da parotidite epidêmica (caxumba), isolamento; célu-
la BHK-21, cultura, no isolamento do víruas da parotidite epidêmica (caxumba).

INTRODUÇÃO

O cultivo do vírus da caxumba em cultura
de células foi descrito pela primeira vez por
WELLER & ENDERS 9. Mais tarde, HEN-
LE & DEINHARDT 4 descreveram a utiliza-
ção da cultura de células para o isolamento
deste vírus. UTZ et alii 8 descreveram méto-
dos para o isolamento do vírus, no diagnóstico
de laboratório, de uma variedade de material
biológico e estudaram o efeito citopático por
esse vírus em cultura de células. Estes auto-
res demonstraram, ainda, que as células pri-
márias de rim de macaco eram muito mais
sensíveis que as células HeLa para o isola-
mento do vírus da caxumba. Já foram utili-

zadas, também, culturas de células primanas
de rim de embrião e de âmnio humanos 2.

Nós descrevemos um sistema eficiente para
o isolamento do vírus da caxumba, que torna
dispensável a utilização de cultura de células
primárias de rim de macaco, opção bastante
útil no diagnóstico de laboratório da caxumba.

MATERIAL E MÉTODOS

Material biológico

Foram objeto deste estudo líquido cefalor-
raquidiano e material de orofaringe de doen-
tes atendidos no Hospital Emílio Ribas, com

Realizado na Seção de Vírus Respiratórios, Entéricos e Outros do Instituto Adolfo Lu tz, São
Paulo, SP, e no Hospital Emílio Ribas, São Paulo, SP .

.,..,. Do Instituto Adolf'o Lutz.
':'*" Do Hospital Emílio Ribas.
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suspeita de infecção por vírus da caxumba.
O material foi transportado ao laboratório em
gelo e estocado a -70°C, até o momento de
ser inoculado. A primeira amostra de soro
desses pacientes, colhida na fase aguda da
doença, era estocado a -20°C até o momento
em que era colhida a segunda amostra de
soro, 15 dias após.

Isolamento do vírus
Culturas de células de Hep2 e BHK-21 fo-

ram multiplacadas em tubos contendo meio
de Eagle mais 10% de soro de vitelo. Antes
da inoculaçâo do material biológico, as cultu-
ras eram lavadas três vezes com solução sali-
na de Hanks. Como meio de manutenção foi
utilizado o de Eagle ao qual se adicionou
2% de soro de galinha, inativado previamente
a 560C, por 30 minutos. A seguir foram uti-
lizados dois tubos de células BHK-21 e dois
tubos de células Hep2 e inoculados, em cada
tubo, de 0,1 a 0,2 ml do material biológico e
incubados em estufa a 35°C, durante 14 dias,
trocando-se o meio a cada três dias. As cultu-
ras eram examinadas a cada dois dias ao
microscópio ótico para verificar a presença
de efeito citopático. O material era conside-
rado como negativo quando não era verificado
efeito citopático após três passagens suces-
sivas nessas culturas. No mesmo dia em que
era realizada a ínoculação do material bioló-
gico em cultura de células era feita, também,
a inoculacão na cavidade amníótica de ovos
embrionados, de galinha, de 9 dias. Os ovos

inoculados eram deixados em incubação du-
rante 4 a 5 dias, a 37°C. Após esse período,
eram colhidos os líquidos amniótíco e alan-
tóico do ovo e verificada a presença de hema-
glutinina. Eram feitas três passagens suces-
sivas de culturas suspeitas antes de serem
consideradas como negativas.

Identificação do vírus
A identificação do vírus isolado foi feita

através das reações de inibição de hemadsorção
e/ou da inibição da hemaglutinação, conforme
técnica descrita 5, utilizando soros imune-espe-
cíficos-padrão para os vírus da caxumba e
da parainfluenza, tipos 1 a 4 (gentilmente
cedidos pela Dra. M. S. Pereira, Virus Refe-
rence Laboratory, Colindale, London).

Reações soro lógicas
Foi utilizada a reação de inibição da hema-

glutinação para a dosagem de anticorpos em
amostras pareadas de soros de doentes (fases
aguda e convalescente), utilizando o vírus pa-
drão da caxumba, estirpe Enders, conforme
técnica já descrita 5.

RESULTADOS

O vírus da caxumba foi isolado de 9 entre
16 pacientes que apresentavam quadro clínico,
variando, entre meningite, meningite mais
parotidite, meningoencefalite e amigdalite
(tabela 1).

TABELA 1
Resultado das tentativas de isolamento do vírus da caxumba em células BHK-21 e em ovos

embrionados de galinha

Isolamento do vírus Elevação do título de
Idade Sintomas anticorpos ~ 4 x

Paciente (anos) associados Material BHK-21 OEG (entre a fase aguda
e de convalescença)

..

FRMM 7 M+A L - - +
NJ 28 lVI+P L e O - - +
LOM 2 M+P L e O - - +
LAR 8 ME L + - +
ERS 12 M+P O - - +
MAP 11 M L e O - - +
JAP 18 M L - - +
RIS 12 M L + + -
JO 26 M+P O - - +
EJAC 8 M L + - +
CRS - M+P O + - -
RCS 14 M L + - -
MM 11 M+P , L + - -
LAC 13 M+P L + - -
MCA 5 M+P O + - -
CJO 12 M L + + +

BHK-21 = linhagem contínua de células de rim de hamster; OEG = ovo embrionado de galinha;
M+A = meningite mais amigdalite: M+P = meningite mais parotidite; ME = meningoencefalite;
M = meningite; L = líquor; O orofaringe.
+ = positivo.= negativo.
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Observou-se, em cultura de células de BHK-
21 infectada com vírus da caxumba, efeito
citopático característico, com formação de cé-
lulas multinucleadas sinciciais e de inclusões
citoplasmáticas eosinofílicas, a partir do quarto
dia após a inoculação do material biológico.
As células infectadas adsorveram hemácias de
galinha e de cobaia. A hemadsorção foi inibida
por soro imune específico para o vírus da
caxumba.

Foram isolados vírus da caxumba de nove
casos em cultura de células de BHK-21 e de
dois casos em ovos embrionados de galinha.
Em BHK-21, com a exceção de três casos em
que foram detectados vírus na segunda passa-

gem, a presença de vírus foi observada na
primeira passagem, geralmente no 4.° dia após
a inoculação do material biológico. No entanto,
a presença do vírus no líquido amniótico do
ovo só foi detectada na segunda e na terceira
passagem. Isso demonstra que BHK-21 é muito
mais sensível que ovo embrionado para o iso-
lamento do vírus da caxumba (tabela 2).
Todas as vezes em que o material clínico

era inoculado em BHK-21 e em ovo embrio-
nado, era feita também inoculação em Hep2.
No entanto, em nenhuma das vezes esse vírus
da caxumba foi isolado em Hep2, o que de-
monstra a insensibilidade dessa célula para
esse vírus.

TABELA 2

Comparação da sensibilidade entre células BHK-21 e ovo embrionado de galinha para o
isolamento do vírus da caxumba

BRK-21 Casos positivos Total
Casos negativos de

OEG 1." passagem 2." passagem casos

Casos positivos
2." passagem 1 - - 1

Casos positivos
3." passagem - 1 - 1

Casos negativos 5 2 7 14

Total de casos 6 3 7 16

DISCUSSÃO

Estudos anteriores já demonstraram que as
células primárias de rim de macaco são as
mais sensíveis para o isolamento do vírus da
caxumba do material biológico e são as mais
comumente utilizadas para essa finalidade 4. 8.

No entanto, há uma resistência crescente
quanto à utilização dessa cultura de células,
em Virologia, por causa da extinsão pro-
gressiva da espécie. Infelizmente não foi pos-
sível fazer uma comparação da sensibilidade
entre BHK-21 e células primárias de rim de
macaco ao vírus da caxumba, pela impossibi-
lidade de se obter esse tipo de células no labo-
ratório. Mesmo assim, foi possível constatar
que BHK-21 é bastante sensível e que apre-
senta a grande vantagem sobre a cultura pri-
mária de rim de macaco de poder ser mantida
em qualquer laboratório de Virologia, além
de ser pouco onerosa.

A importância de ter sido encontrado um
sistema sensível ao isolamento primário do
vírus da caxumba atinge maior proporção se

for levado em consideração que, para a
realização do diagnóstico sorológico, são ne-
cessárias duas amostras de sangue de um
mesmo paciente, colhidas em intervalo de 15
dias. A infecção por esse vírus através da
tentativa de isolamento em BHK-21 pode ser
detectada no quarto dia após a inoculação do
material clínico e independe do retorno do
paciente para a coleta da segunda amostra
de sangue.

Por causa da relação antigênica existente
entre vírus da caxumba e outros vírus do
grupo dos paramixovirus 1, 7, e uma vez que
o vírus da caxumba pode causar comprometi-
mento neurológico sem que haja necessaria-
mente um comprometimento visível das paró-
tides 3, 6, em casos de doença neurológica, os
resultados sorológicos devem sempre ser inter-
pretados em conjunto com a informação clí-
nica e com o isolamento do vírus do líquor.
A utilização do sistema BHK-21 para o isola-
mento do vírus da caxumba é uma excelente
opção em laboratórios com recursos mais limi-
tados em que não é possível obter células
primárias de rim de macaco.
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ABSTRACT: Continuous-line cultures 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 embryonated chicken egg procedure. BHK-21 cells can be
easily maintained in the virus labotory, thus contrasting with similarly sensitive
primary cells of monkey kidney wh ich are difficult to obtain and cannot be
maintained. Use of BHK-21 cell cultures for the isolation of mumps virus seems
to be a useful alterna tive procedure.

DESCRIPTORS: mumps vírus, isolation in BHK-21 cell culture; cell, BHK-21
cel culture in the isolation of murnps virus; epidemic parotitis virus ; myxovirus
parotitidis.
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