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SUMMARY

Resulis of isolation and identification of peliovirus from stools, oral swab and

spinal fluid in 800 cases are related.

We worked with Hel.a and AV:; cells using the Lepine’s concentration technique.
Four hundred ninety cases resulted positive: 379 for Poliovirus I, 35 for polio-

virug 11, and 76 for Poliovirus ITL

INTRODUCAQ

Em nossos frabalhos durante oz anos de
1967 a 1970 tivemos & oportunidade de iso-
lar e identificar peliovirus de pacientes com
sugpeita clinica de poliomielite de diferentes
unidades assistenciais da Cidade de S, Paalo
e de alguns materiais enviados de outras ci-
dades do interior. Também, em material
de criangas com menos de 1 més de idade,
apresenlando dist@irbios intestinais meas sem
paralisia, foram pesquisados poliovirus nas
fezes e em material de garganta.

Néo podendo coniar com culturas celulares
primarias de rim de macaco rhesus confor-
me descrevem Wariis, Lewis & Muinick?
e culturas primérias de Amniom humanos se-
gundo Zitcer®, utibizamos somente cflulas
de linhagem continua para isolamento e iden.
tificacio dos virus.

Usamos HeLa ¢ AV, com pequenas mo-
dificagbes nas inoculagSes e passagens do
material para fazer irente a menor sensibi-
lidade das células. Com estas modificaghes
passamos a isolar virus de 85 a %09% dos
casos,

Durante essas pesquisas pudemos constatar
que na maioria dos casos os virus foram mais
facilmente isolados em Hela do que em
AV, quando procediames a inoculacfio si-
multénea nas duas linhagens de ecélulas,

MATERIAL B METODOS

Utilizamos para o isolamento de virus fe-
zes colhidas emn latas para exame parasito-
logico ou de “swab” retal. Na maior par-
te dos casos foram eolhidas duss amostras
de material com 24 ou 48 horas de interva-
lo. O material de gargantz foi colhide em
“swabs” por ser mais ficil. O liquido céfa-
lo-raquidiano, colthide em tubo estéril, sen-
do levado ao laboratério em seguida.

(} material proveniente da Capital fol co-
letado em “swab” e levado ao laboratéric a
temperatura ambiente pois o tempo de trans-
porte foi curto. Ja o material proveniente
de oulras localidades com tramsporte demo-
rado veio acondicionado em latas seladas com
esparadrapo e transportado sob refrigeraciio
com gélo comum.

(1} Trabalho realizade na Becko de Virus Respiratorios e Entéricos de Instituio Adeifo Lutz Pa-

trocinado pelo Fundo de Pesquisag do LAL,

{2) Da Becho de Virus Regpiratdrios e Enterices do I.A.L.
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1. Preparo de indeulo de “swab”

O material recebido ficou congelado a
1000 até o womento da manipulagio. Uma
vez descongelado, o algoddo foi espremido
contra a parede do tube para extragio do
material e enifo, adicionados & ml de meio
de Hanks, pH 7.4, para lavar o algodio,

2. FPreparo de indeulo de fezes

Preparamos uma emulsio a 209 p/v* do
material em meio de Hanks. Aproximada-
mente 4 g de fezes foram colocadas em gral
estéril e irituradas, adicionando-se pequenas
guantidades de meio para facilitar a emuyl-
sao e depais o resto do meio completando o
volume para 20 ml

3. Centrifugagdo dos indeulos

Centrifugamos em cesirifuga refrigerada a
4°C por | hera e a 12000 g (10000 rpam.}.
Assim eliminamos as baclérias e substin-
cias téxicas para as células. O sobrenadan-
te for culdadosamenie separado para nfo res-
suspender o sedimento e {ransferido para
frascos apropriados para eslocagem e trata-
do com aniibifticos na guantidade de 2 000
unidades de penicilina, 1000 mg de estrepio-
micina e 2,5 mg de Fungison por ml de i
quido.

4. Inoculecdo em células

Passamos a utilizar inecnlacio de volumes
maiores por tube conforme descreve Leping
para concentragio de virus, com a finalida-
de de suprir a menor sensibilidade das cé-
fulas por nds utibzadas em relacio as cul-
furas primarias.

Nas inoculagfes iniciais e mesmo nas pri-
meiras passagens inoculamos de 0,3 até
0,7 ml de material por tubo de célula em vez
de 0,2 ml recomendads ra maioria das tée-
nicas virolégicas.

Cada material foi inoculado em dois tu-
hos de células Hela ¢ dois de AV, prévia-
mente lavados com salina para retirar o meio
de crescimento e adicionado de 1 mil de meio
de Hanks com hidrolizado de lactoalbumina,
extrato de levedura e triptose fosfato.

Preferimos para o isolamenlo wtilizar meio
sem sbro, pois conforme descrevem virios
autores ~- Barrert & Koy ®, Arien, Fix-

®opgvo o= pése em voluie.
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cada uma das séries respectivamente.

KELSTEIN & Svnkin® e Smunr & Lupwic S,
o s6ro de bovinos e de outros animais podem
conter inibidores para virus gue impedem o
isolamento, ’

O liquido céfaloraquidiano fol inoculado
em célolas nas mesmas guantidades empre-
gadas para os indeulos de fezes, de “swab”
ou de material de gavantia, isto &, 0,3 a 0,7 m!
por tubo. Para #ste tipo de material fi-
zemos passagens adicionais, chegando a 4
ou 5 passagens cegas para conseguir isola-
mento de virus,

03 virps isolados foram titulades e tipa-
dos nas mesmas linhagens de células nas
quais o isolamento foi conseguido. Fizemos
a sbro-neutralizago com soros imunes para
polio tipos I, I e HI contendo 20 unidades
neutralizantes pare 100 DCT;0 /01 ml. In-
cluimos nas identificagBes uma mistura dos
trés tipos de sOro para determinar possivels
misturas de tipes diferentes de virus.

5. Sorologia

Realizamos na maloria dos casos, em duas
amostras de sdro, uma primeira colhida o
mais cédo possivel em relagio ao inicio da
doenca, e uma segunda, de 10 a 15 dias
apds a primeira amostra,

(b s6ro foi diluido em solugio de Hanks
de 1:8 a 1:1024 ¢, a um volume de s6ro nes-
tas diluighes, distribuido em 3 séries de tu-
beos. colocamos volume idéntico de virus dos
tipos I, 1T e 1Tl com 100 DCTy/0.1 ml em
Lsta
mistura permaneceu em estufa a 37°C, 4 ho-
ras, e depois uma noite em geladeira antes
de ser inoculada em tubos de células.

RESULTADOS

Cheervando os dados obtidos constatamos
que a partir de outnbro de 1907 passamos
a isolar poliovirus tipo I todos os meses, No
final do ano seguinte tivemos uma ascen-
sac no aimero de identificagfes de polio 1
que atingiu o maior valor em janeiro e abril
de 196% De 1968 para ca. o isclamento de
polioviras tipe [1 diminniu sepsivelmente e o
de poliosirus tipo I teve ligeire aumento
no ano de 1969, declinando em seguida.

Entre nds, o numere de isolamento de
poliovirus do tipo I sempre foi bem maior
que o dos ouiros dois lipos; isic pode sev
comparade, em porcentagem, no quadro I:
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QUADRO ¥

Porcentugem dos trés tipes de poliovirus isolados

Polic . 1967 | 1983 . 1969 1970

tipo : G B e % T
i !
I . 315 MWe | 8% i 832
i . 815 152 33 1 1.4
|04

111 C2506 0 0 142 ¢ 183

No inicie de 18069 tivemos o maior indice
de izolamento em relagho ao total de casos
pesquisados, atingindo nos guatro primeiros
meses 849, 86%, 839% ¢ 83% de casos po-
sitivos,

{J nimero total de casos pesguisades e o
nimero de casos positivos, nos diferentes me-
ges do ane. estdo relacionados no quadre IL

QUADRO IT

Niamero de  poliovirus isclados nos diferenies
W eses

F‘ 1947 1988 E 1860 1870

s , 1
Jan | Q/2 H 0/14 26/31 2/4
Heav 1/4 5/21 26/30 ‘ 7713
Mar 3 ) 84 a4/ L B/7
Abr . 2/4 1 14/28 | 30/3¢ | 410
Mai 1 1/2 4/11 20/25 | 10721
Fun 0/6 ‘ 8/12 i 21735 | 13/37
Jui 5/16 | 6/8 S 1415 L 8/8
Ago /21 0 841 0 14/20 6/13
Set 3/15 10/17 10718 11/18
Qut 2/9 21/30 13/23 10/12
Nov 4/18 15/20 /14 30/38
Dez 2/4 19/26 5/12 31/87
Totals 24/104 1i2/204 | 230/284 | 144/208

O numerador rvepresenta os casos positivos
e o denominador, o total de casos pesquisa-

dos.

QUADRO III

Nimero de gmostras de peliovires I, IL e IIY isolados

Ano 1967 [ 1988 1969 1970
Tip(g ; ! ‘ l
_ i SR I v TIX 1 1 11
Aleses T f |
Jan 8 1 b o } 0 0 o 26 o o 2 | oo 1
Fev 0 1 o i 3 2 o | =0 0 & 2 0 s
Mar 1 O 0 2 9 11 16 o 8 5 o 0
Abr o 2 o 3 & 3 26 2 2 1 3 0 1
Mai 1 0 nolos 1 0 % 0 i 10 o )
Jun 0 ) ¢ 5 @ 2 | T | o1 3 | 10 0 1
Jui 2 9 1 3 1] 2 14 3 3 5 5 1 o
Ago 1 1 i 3 i l 1 9 1 1 .0 G
set 0 o 3 g 0 | 1 5 1 2 k] CHE R
out 1 1 g 17 1 3 g8 ¢ 0 5 s | o 1
Nov 2 1 113 i1 6 10 e o0 3
Dez 1 1 5 3T o | 2 5 0 0 GO - T
H ! i |
Totais ® s . 8 19 | 1w 18 | 1ss ‘ 7 38 1o 3 15
i : i
! ]

Mo Quadre I apresentamos o ndmero de
amostras isoladas de cada tipo de virus, on-
de nolamos logo a maior quantidade de iden-
tificacbes de poliovirus tipo { a que jd nos
referimos,

Dos 800 casos examinados {oram colhidas
126 amostras de material de garganta, com
o lsolamento da 10 amostras de poliovirus
tipo I, uma do tipo Il ¢ 8 do tipo III. Em
3 casos lzolamos o mesmo tipo de virus de
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fezes e de materzal de garganta. Em 8 ca.
sos em que isolamos virus s de orofaringe,
as criancas tinham menos de um més e nos
outros 8 casos positivos pesquisamos o virus
apenas em orofaringe,

Examinames 47 amestras de liquido céfalo-
raquidianc e isolamos 7 amostras de virus;
de poliovirus tipo I, encontramos 6 amos-
tras e, do tipo I{l, uma amosirs.

Fizemos a sOro-neutralizagdo em apm\z-
madamente 85% dos casos e, na maioria, o
titulo j4 era alto na primeira amostra e niio
houve alteraciio na 2.° amostra. Em 206¢;
dos casos encontramos aumento de titulo para
o tipo de virus isolado e em raros casos cons-
tatamos o aumento de titulo sem conseguir
isolamento das fezes.

DISCUSSAO

No inicio de nossos trabalhos em entero-
virus, verificamos que o indice de isolamento
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de poliovirus de casos com paralisia era in-
ferior ao deserito na literatura WexNER® &
CHADWICK &,

Tentando reparar esta falha empregamos
téenica de concenlragio do material LErmve?

MEeLNicK 5, para obler maior nimero de
particulas virais por volume de indculo.

Inocutande de 0.3 a 6,7 ml por tubo, o
ofeito #éxico foi minimeo nio sendo preciso
troca de meio de manutengio, facilitando o
trabatho. Com o uso desta técmica obtive-
mos isolamento de 8866 dos casos pesquisa-
dos. mesmo utilizando células de linhagem
continua para ¢ izolamento de virus, Outras
técnicas de concentracio foram por nés expe-
rimentadas perém logo abandonadas devido
ac maior nimers de manobrag e dificuldades
de operacio.

Durante estas pesguisas, os virus foram
isolados de material fecal e somenie de ra-
ros casos de material de garganta. De al-
gumas criancas comy poucos dias de idade
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{de 10 a 35 dias) foram isolados poliovirus
da garganta, mas sem a confirmaciio soro-
logica; de adulios, obtivemos isolamento de
virus e & confirmsgio sorclogica correspon-
dente,

Chamamos a atenco para o fato de, nos
casos positivos para poliovirus encontrarmos
predominancia acentnada para o tipo [ (Qua-
dro 1). Na sorclogia também &ste fato é
notado pois, em mullos casos, encontramos
iitnde igual a 1024 para polio tipo I e -
tulos de 8 ou 16 para os oulros dois tipoes,
em criangas nfio vacinadas.  Com tiitulos
mais elevados, variando até 128 em crian-
cas de maior idade e com uma ou duas do-
ses de vacina. Titulos de anticorpos maio-
res sio enconitrados nos adultos e em algu-
mas criangas.

Nos casos estudados, nfoe caberia fazer um
estudo dos nivels de anticorpos encontrados
e dos grupos etérios, pelo fato de serem as
amostras colhidas na fase aguda e em pe-
riodos diversos do inicio da doenga, poden-
do acarretar uma idéla errdnea do estado
imumnitario,

RESUMO

Foram apresentados resultados obtidos no
isolamento de poliovirus em fozes, lguido
eélalo-raguidiano ¢ material de gargante de
pacientes suspeitos de poliomielite.  Foram
examinados materiais de 800 pessocas, com
a idade variande de 10 dias até 70 anos,
provenienies, na maioria dos casos, de pa-
cientes hospitalizados.

De 490 pacientes foram isoladas amosiras
de poliovirus assim distribuidas: 379 de po-
Hovirus tipo I, 35 de poliovirus tipe 11 € 76
de poliovirus tipo I1L

A sorclogia por neuiralizacie em culwm-
ras celulares fol realizada para confirmagio
pelo aumento do titule de anticorpos, e tipo
de virus isolado.
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