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EMPREGO DE REACAO IMUNO-ENZIMATICA NA DETERMINACAO
DO CARATER GENETICO DE AMOSTRAS DE POLIOVIRUS

HERMANN G. SCHATZMAYR & MITIKO FUJITA

Uma reacdo imuno-enzimdtica em microplacas foi utilizada para a diferenciacdo do cardter genéti-
co de amostras de poliovirus, em relagcdo as amostras padrdes atenuadas de Sabin tipos 1, 2 e 3easamostras
virulentas Mahoney, MEF-1 e Saukett, utilizando soros policlonais mono-especificos, preparados por absor-
cdo com as amostras heterologas de cada tipo. Em 74 das 79 amostras de virus examinadas {93,6%) foi pos-
sivel identificar o seu cardter como amostras selvagens ou vacinais. A utilizacdo da prova imuno-enzimatica
aplicada aos virus da poliomielite ¢ discutida,

A diferenciacdo do carater genético de viruléncia ou nio de amostras de poliovirus isoladas na
natureza, constitui um problema importante, pela impossibilidade de se inocular em primatas todas as amos-
tras a serem estudadas, sendo necessario utilizar outros métodos laboratoriais para esta anélise.

Estes métodos procuram relacionar o comportamento das amostras padrdes, com aquele das amos-
tras em andlise, em diversos sistemas. Observou-se uma evolugdo constante desde as descri¢es iniciais do
crescimento em diferentes temperaturas de incubagZo, metodologia ainda hoje utilizada no controle das
vacinas vivas contra a poliomielite, até os modernos métodos de anilise do genoma viral (finger-print), o
emprego de anticorpos monoclonais e soros absorvidos (van Wezel & Hazendonk, 1979; Minor & Schild,
1981: Minor, Kew & Schild, 1982: Minor, 1982; Crainic et al., 1983). Por outro lado, as rea¢Ges imuno-
enzimdticas, por sua alta sensibilidade e rapidez de execug¢do, encontram no campo das enteroviroses uma
notavel aplicagao (Herrmann, Hendry & Collins, 1979; Souvras et al., 1980; Hagenaars et al., 1983).

Uma prova imuno-enzimética, utilizando soros absorvidos especificos, foi por nos padronizada e
utilizada no estudo de amostras de poliovirus isoladas no pais nos Gitimos trés anos, pelos Laboratorios
da Rede Nacional de Saide Publica encarregados do diagnostico laboratorial de poliomielite no pais.

MATERIAIS E METODOS

Utilizamos como anticorpos de captura, soros imunes policlonais, obtidos em bovinos, por inocu-
lacio de amostras padrdes purificadas de poliovirus.

Os antigenos virais, tanto as amostras padrdes como aquelas em andlise, previamente tipificadas,
foram preparadas em culturas de células Vero (Davis & Phillpotts, 1974) crescendo com meio Eagle MEM,
suplementado com soro fetal bovino antes da inoculagdo de virus, segundo técnicas padrdes. Estes antige-
nos continham no minimo 107° TCDss/ml ¢ ndo necessitaram purificagdo posterior,

Utilizaram-se para a reagdo placas de poliestireno flexiveis e descartiveis colocando-se o soro de
captura por uma noite e acrescentando-se os antigenos ¢ os demais reagentes, essencialmente segundo téc-
nicas descritas (Voller, Bidwell & Bartlett, 1976; Voller, Bartlett & Bidwell, 1978; Pereira et al,, 1983) e

resumidas a seguir:

1 — Soro de captura bovino, anti-poliomielite, tampdo carbonato/bicarbonato, pH 9,7, por uma
noite a 40C — 100ul por cavidade.

2 — Antigeno viral, 2 horas a 379C — 100 por cavidade.

3 — Antigeno especifico, tipos 1, 2 ¢ 3 monoabsorvidos, 2 horas a 370C — 100ul por cavidade
(soro de coelho).

4 — Anti-IgG de coelho conjugado com peroxidase (IgG de suino) 2 horas a 370C — 1004l por
cavidade,

5 — Substrato OPD cerca de 10 minutos — 20l por cavidade,
6 — Reacdo bloqueada com solu¢gdo de 4cido sulfurico 2ZM — 1 gota.
7 — Leitura em espectrofotdmetro especial para micro placas.

Para as lavagens sucessivas e as diluicdes dos reagentes, exceto o soro de captura, utilizou-se 200ul
PSB, pH 7,2 com Tween 20, na dilui¢do final de 1/500; na dilui¢do dos soros de captura ndo se utilizou o
Tween 20.

Como soros monoabsorvidos usaram-se soros policlonais preparados em coethos através duas inocu-
lacdes intravenosas de cerca de 10'% TCDs, de poliovirus purificados. Estes soros foram absorvidos com
as amostras heterdlogas do mesmo tipo sorologico, incubando-se o soro com virus concentrado e eliminan-
do-se as particulas residuais por ultracentrifuga¢do e aquecimento a 569C por 30 minutos, como descrito
por van Wezel & Hazendonk, 1979.
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RESULTADOS E DISCUSSAQ

Examinamos um total de 79 amostras de poliovirus dos trés tipos sorologicos obtidos de diversos
laboratorios da Rede Nacional de Laboratorios de Satide Piblica e enviadas ao nosso Centro de Referéncia

para andlise do seu carater genético.

Estas amostras foram obtidas principalmente de vacinados com vacina oral sendo os dados obtidos
na caracterizacdo das amostras apresentados na Tabela L.

TABELA |
Caracterizacdo de amostras de poliovirus por reagao imuno-
enzimatica
. | Carater| Carater .
Amostras Totais vacinal | selvagem Indeterminado
Poliovirus tipo 1 32 6 24 2
Poliovirus tipo 2 22 17 3 2
Poliovitus tipo 3 25 9 15 1
Totats 79 32 42 5

A anilise dos resultados nos mostra que o sistema utilizado foi capaz de identificar, com clareza ¢
reproducibilidade, o carater genético de 74 das 79 amostras examinadas (93.6%) o que constitui um resul-
tado excelente, considerando a rapidez de execugdo da prova e a dispensa da utilizagdo da cultura de teci-
dos; para se estabelecer o sistema como descrito depende-se, porém, de soros absorvidos especificos cujo
preparo é complexo embora sejam utilizados nesta reagdo em quantidades reduzidas.

Anticorpos monoclonais para os trés tipos de poliovirus, preparados com as amostras padroes viru-
lentas e ndo virulentas como ja descritas por diversos autores (Ferguson et al., 1982; Couillin et al., 1982;
Crainic et al., 1983) poderdo igualmente ser utilizados no sistema proposto em lugar dos soros monoabsor-
vidos substituindo-se ainda no conjugado acima utilizando o soro anticoelho ¢ mantendo-se os demais ele-

mentos.

A microrreacdo imuno-enzimatica acima descrita pode ainda ser utilizada para tipificagdo de polio-
virus, eliminando-se uma inoculagdo em cultura de tecidos e abreviando-se em cerca de cinco dias o tempo
de identificacdo; assinale-se que a técnica utilizada é capaz de demonstrar a presenga de mais de uma amos-
tra de poliovirus na mesma suspensdo fecal. Observamos este fato em duas das suspensdes recebidas, uma
delas proveniente de um recém-vacinado o qual excretou os tipos 2 ¢ 3, ambos com cariter vacinal e uma
outra na qual encontramos a excre¢do de poliovirus dos tipos 1 e 3 um deles com carater vacinal e outro
com cardter selvagem. A presenca de mais de uma amostra de poliovirus na mesma suspensdo fecal repre-
senta uma dificuldade ponderavel nos métodos classicos de identificacdo em cultura de tecidos.

As cinco amostras ndo caracterizadas devem corresponder a variantes intermediarias ou de transi-
¢do entre o carater vacinal e nfo vacinal e que apresentam sitios de reagdo (epitopos) comuns a0s SOros vact
nais e selvagens, como observado por outros autores (Kapsenberg et al., 1981, Crainic et al., 1983).

A técnica descrita podera ser utilizada para estudos epidemiolGgicos na caracterizagdo de poliovi-
rus isolados de infec¢des naturais, de vacinados e do meio ambiente.

SUMMARY

Characterization of poliovirus strains by an enzyme immunoassay (EIA).

An enzyme immunoassay performed with polyclonal antisera to poliovirus types 1, 2 and 3 absorbed
with heterologous strains of the same types was used for the characterization of poliovirus tield isolates.
The assay allowed the identification of 74 (93.6%) out of 79 isolates as wild or vaccine-like strains.

Applications of EIA for the study of polioviruses are discussed.
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