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1. Introducio e generalidades

Vdrios manuais, editados por institui¢des na-
cionais, ligadas ou ndo ao Ministério da Satde, ou
internacionais (PAHO, WHO), trataram da Febre
amarela, do Dengue, hemorrdgico ou ndo ou, dos
seus vetores (Febre amarela - Manual de instru-
¢Oes para coleta de material destinado ao diag-
néstico de laboratério, reedigdo 1985 MS-
SUCAM, Brasilia; Combate a0 Aedes aegypti -
Instru¢Bes para guardas, guardas-chefes e inspe-
tores, SUCAM, MS, Brasilia, 1985; Dengue
haemorrhagic fever: diagnosis, treatment and
control, WHO, Geneva, 1986; Manual de Dengue
- Plano geral de agdo integrada de combate ao
dengue e prevencgdo da reurbanizagdo da febre
amarela no Estado do Rio de Janeiro, Secretaria
Estadual de Saide do Rio de Janeiro, Departa-
mento Geral de Epidemiologia, 1988).

Embora concisos sobre os assuntos abordados,
esses manuais tratam superficialmente dos ensaios
laboratoriais seguidos nas pesquisas sobre esses
arbovirus. :

O presente trabalho, além de ser "mais um
manual”, foi elaborado para preencher essa lacu-
na, divulgando a experi€ncia acumulada pelo
Servi¢o de Arbovirus do Instituto Evandro Chagas
- FNS (Centro de Referéncia Nacional para Ar-
boviroses e Centro Colaborador da Organizagdo
Mundial de Sadde - OMS - em Arboviroses) du-

rante 40 anos de pesquisas sobre esses agentes.
Neste, serdo abordados afora a coleta das amostras
e sua conservagdo, as técnicas viroldgicas,
sorolégicas, entomolégicas e epidemioldgicas,
que sdo utilizadas rotineiramente pelo IEC.

Os Arbov{rus sdo virus transmitidos biologi-
camente por insetos (e outros artrépodes) entre
vertebrados. Tanto no inseto como no hospedeiro
vertebrado, eles tém ciclos de multiplicagdo.

Entre os 535 arbovfrus registrados por Kara-
batsos (1985: International catalogue of ar-
boviruses including certain other viruses of verte-
brates, 3rd ed., American Society of Tropical
Medicine and Hygiene, San Antonio, Texas: 1147
p.), 120 j4 foram encontrados no Brasil.
Outrossim, em torno de 70 v{rus novos para o
mundo foram isolados mds, ainda ndo registrados.
Entre eles 34 sdo patégenos para o homem, sendo
que mais ou menos 10 podem causar epidemias.
Embora a regido amaz6nica represente a maior
fonte de infecg¢do por vdnos arbovirus endémicos,
as outras regides do Brasil ndo sdo indenes e epi-
demias urbanas, especialmente causadas pelos
virus Dengue, Febre amarela, febre do
Oropouche, Rocio e outros virus causadores de
encefalites, constituem um risco de saide para
uma parcela importante da populagdo.

* Trabalho realizado com o apoio financeiro das seguintes institui¢gdes: ORSTOM (France), Fundagio
Nacional de Satdde - Ministério da Satide & CNPq (Brasil).
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2. Coleta, rotulagem e conservag¢iao das amos-
tras '
2. 1. Coleta das amostras

Quaisquer que sejam os testes a serem realiza-
dos com as amostras, os cuidados com assepsia
sdo essenciais, tanto para evitar contaminagio
acidental do laboratorista, como contaminacgio
do material, inviabilizando a sua conservacgéo,
prejudicando portanto, os estudos projetados.

A prevencgdo das contaminagdes ¢ feita através
do uso de materiais (luvas, seringas e agulhas)
descartaveis e, de uma esterilizagdo adequada da
vidraria e materiais metdlicos (tesouras, pingas,
etc.), por autoclavagao.

indispensdvel controlar o estado de protegdo
imunitdria do pessoal envolvido, contra febre
amarela, raiva, hepatite B e outras doengas que
podem ser contraidas através do contato com
doentes ou animais silvestres.

Precaugtes devem também ser tomadas para
estocar as amostras com a maior rapidez. Assim,
indicaremos as durac¢des ¢ temperaturas maxi-
mas de conservagdo para cada tipo de maternal.

2. 1. 1. Hospedeiros vertebrados (homem in-
cluido)
2. 1. 1. 1. Sangue

Ao ser colhido, o sangue deve ser imediata-
mente aliquotado em duas partes: uma para tenta-
tiva de isolamento de virus e outra, para estudos
sorolégicos.

Para tentativa de isolamento, apenas 0,5 - 1 ml
de sangue ¢ suficiente. Se o material for colhido
no laborat6rio onde serd processado (= inocu-
lado), pode ser mantido a 4° C no mdximo por 6
h. Nos outros casos, ele deve ser conservado (sem
limitagdo de tempo) no freezer a - 70° C ou no ni-
trogénio liquido (ou eventualmente no gelo seco).

Se a coleta for realizada post-mortem, o
sangue deve ser puncionado diretamente do co-
ragao.

Para estudos sorolégicos, quantidades superi-
ores de sangue devem ser recolhidas e deixadas
em repouso até retragdo e separagdo do codgulo.
O soro obtido € decantado ou aspirado com pipeta
Pasteur, € conservado a 4° C ou - 20° C, caso os
testes sejam realizados imediatamente ou nao,
respectivamente.

2. 1. 1. 2. Visceras e 6rgaos

Como os arbovirus possuem tropismos para
vdrios 6rgaos, as visceras sdo também excelentes
fontes de isolamentos. No caso de 6bito humano e
de animais domésticos ou silvestres, um frag-

mento (1 cm) dos seguintes 6rgdos devem ser
obtidos e conservados em ultra baixa temperatura
(no nitrogénio liquido ou a - 70° C):

a) cérebro: tubo separado;

b) coragdo, bacgo, ffgado, rins: um sé tubo
("pool" de visceras);

c¢) glandulas salivares, no caso de morce-
gos: tubo separado. .

O tempo de preservagido dos arbovirus nos te-
cidos de um animal morto € varnidvel, no entanto,
quanto menor for o intervalo entre a coleta e a
crioconservagdo ou inocula¢ao (tempo que nunca
deveria ultrapassar 6 h), melhor serdo as
condi¢des para isolamento viral.

também muito proveitoso fixar amostras dos
mesmos 6rgdos no formol, para estudos posteri-
ores de histopatologia.

2. 1. 2. Hospedeiros invertebrados (insetos ou
acaros hematéfagos)

Os invertebrados destinados as tentativas de
isolamento de arbovirus devem ser coletados
vivos, usando isca humana ou animal, ou ainda
armadilhas, dentro de seus ambientes naturais.

A técnica, o local e hordrio de coleta devem
ser compativeis com os hdbitos e a biologia dos
insetos procurados. Os mosquitos de hébitos cre-
puscular e noturno podem ser coletados com ar-
madilhas luminosas. A tabela 1, mostra quais sdo
os locals, horarios, materiais e iscas a escolher,
para coleta dos vetores da Dengue e da Febre
amarela no Brasil.

Os insetos adultos assim coletados sdao trans-
feridos para tubos de vidro e em seguida anestesi-
ados a frio (Fig. 1), pouco antes de serem coloca-
dos nos tubos usados para transporte ou
estocagem.

No laboratério, é também a frio, sobre uma
mesa refrigerada a -20°C (construida localmente),
que os mosquitos sdo identificados, e agrupados
por espécies e por sexo antes de serem submetidos
a pesquisa viroldgica.

2. 2. Rotulagem das amostras
A rotulagem correta e completa € um passo
essencial para uma pesquisa virolégica confidvel.
Com caneta ou ldpis, indelével aos meios de
conservagao (nitrogénio, alcool, frio, etc...), t€m
que ser inscrito sobre o suporte (etiqueta, es-
paradrapo, etc...), pelo menos os seguintes dados:
a) nimero de ordem;
b) data da coleta: dia / mes / ano;
c¢) local da coleta: lugar, aldeia, cidade,
municipio, estado;
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d) método de coleta: isca, hordrio, sangna,
armadilha, etc...;

e) natureza da amostra: sangue, v(sceras,
mosquitos;

f) 1) no caso de coleta de sangue humano
para pesquisa de vfrus ou para inquérito
sorolégico: preencher uma ficha epidemiolégica
completa (Tabela 2);

ii) no caso de inquérito entomolégico,
preencher uma ficha com condi¢des meteorolégi -
cas, tipo de vegetagdo, intervengdo eventual de
atividades de combate, etc...

2. 3. Conservacao das amostras
2. 3. 1. Conservac#o no campo e transporte

Para transporte de 6 h ou menos, ¢ possfvel
acondicionar vidros com soros, destinados uni-
camente & analise sorolégica, em gelo seco ou
gelo de dgua, em caixa de isopor. Em outros ca-
sos, o nitrogénio 1fquido € indispensdvel.

Para transporte de material virol6gico (= des-
tinado a tentativas de isolamento de arbov{rus), é
indispensavel usar um botijao criobiolégico con-
tendo nitrogénio liquido. Os tubos devidamente
rotulados, sdao lacrados com fita durex antes de
serem colocados no nitrogénio.

2. 3. 2. Conservacfio no laboratério

Quando o objetivo € conservar o virus ou
material suspeito, a temperatura méxima deve ser
igual a - 70°C.

Quando se trata de conservar soros com anti-
corpos, a temperatura maxima deve ser igual
a-20°C.

No que concerne aos estudos entomolégicos,
as temperaturas ideais de conservagdo do material
no campo e no laboratério estdo indicadas na
fig. 2.

3. Estudos virolégicos (fig. 3)

O isolamento do agente € o método ideal para
determinagd@o do arbovfrus especffico responsdvel
pela infecgdo ou doenga.

3. 1. Isolamento de virus a partir de vertebra-
dos (homem incluido) e invertebrados (insetos e
Acaros)

As amostras de sangue e seus derivados sdo
inoculadas sem dilui¢do e diluidas 1:10 em
solugdo fosfatada - tamponada (pH 7,2), contendo
albumina bovina a 0,75 % e antibiSticos (penicili-
na e estreptomicina). Os fragmentos de visceras
sdo triturados, suspensos a 10 % no diluente aci-

ma, € a seguir, centrifugados a 2000 rpm durante
dez minutos.

Lotes de 10 - 30 artropodes da mesma espécie
sdo triturados, suspensos em albumina bovina e
logo centnifugados.

3. 1. 1. Inocula¢do em camundongos recém-
nascidos

Os camundongos brancos Swiss sdo usados
extensivamente no isolamento de arbov{rus, certos
enterovirus, Raiva, Herpes, etc. A idade dos ca-
mundongos tem uma grande influéncia sobre sua
susceptibilidade a doenga. Para a maioria dos ar-
bovfrus, camundongos de 2 - 3 dias constituem a
melhor fonte.

Os camundongos podem ser inoculados por
vdrias vias, dependendo do especimen e do. virus
suspeito. As diferentes vias de inoculagdo em ca-
mundongos sdo: intracerebral (ic), intraperitonial
(ip), subcutinea (sc) e intramuscular (im).

Apé6s inoculagd@o, os animais sdo observados
diariamente, durante duas a trés semanas. Dos que
mostram sinais de doenga, retira-se o cérebro e/ou
figado para novas passagens, ou para a realizacao
de provas sorolégicas (ver anexo 1: § 1).

3. 1. 2. Inoculagdo em culturas celulares

Nao existe um sistema universal de cultivo
celular para isolamento de arbovfrus. No entanto,
muitos arbovirus podem crescer sem € com pro-
ducdo de efeito citopatogénico (ECP), placas ou
ambos, em diversas culturas celulares (ver anexo

1: § 2).

3. 1. 2. 1. Culturas celulares de vertebrados

Entre as linhagens contfnuas de maior apli-
cacdo destacam-se: VERO ("African Green Mon-
key"), BHK-21 ("Baby Hamster Kidney"), LLC-
MK?2 ("Rhesus Monkey Kidney").

A linhagem VERO € mantida em estufa a 35 -
37° C. A tripsinizacao € feita de 7 em 7 dias. Re-
comenda-se a troca do meio entre 2 tripsinizagoes.
Nesse processo usa-se solugdo de tripsina
acrescida de EDTA. Em qualquer tipo celular,
dois a trés tubos sdo inoculados com cada mate-
rial, e observados microscopicamente (60 x) de
dois em dois dias, para detec¢do de efeito ci-
topatogénico. Os fluidos positivos sdo colhidos
para novas passagens ou para as provas de identi-
ficacdo (veranexo 1: § 2. 2. 2.).
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3. 1. 2. 2. Culturas celulares de insetos
(mosquitos)

Recentemente, o uso das culturas celulares de
mosquitos t€m mostrado grande sensibilidade para
isolamento de inlimeros arbov{rus, dentre os
quais, febre amarela e dengue. Existem, atual-
mente, trés tipos celulares de maior uso em labo-
ratério e que sdo: Aedes pseudoscutellaris (AP
61), Aedes albopictus (clone C6/36) e Toxorhyn-
chites amboinensis (TRA 284).

Essas culturas crescem a temperatura ambi-
ente e podem ser levadas diretamente ao campo.
Elas sdo mantidas em garrafas de 25 ml a tem-
peratura ambiente (28° C), semeadas em 10 ml do
meio de crescimento e repicadas de 8 em 8 dias.
H4 necessidade de lembrar que algumas amostras
de dengue replicam em células de mosquitos sem
produzir ECP na primeira passagem. O dengue 4,
por exemplo, possui um efeito muito discreto, ca-
paz de passar desapercebido a uma pessoa com
pouca experiéncia (ver anexo 1: § 2. 2. 1.).

3. 2. Identificacao

Uma vez isolado, o virus deve entdo ser iden-
tificado.

Inicialmente, realiza-se uma identificagio de
grupo através do teste de fixa¢do de complemento
(FC), usando soros hiperimunes contra 0s grupos
de virus mais comuns na drea sob estudo. A iden-
tificagdo precisa da espécie viral € feita com soros
especificos. Suspensdes a 16 % do cérebro e/ou ff-
gado de camundongos suspeitos sao usados como
fonte de antigenos (ver anexo 2 e fig. 4).

Alternativamente, os testes de inibi¢do da
hemaglutinagao (IH), neutralizag¢ao (N) e
imunofluorescéncia (IF) podem ser usados.

No que tange a IF dois métodos tem sido usa-
dos (fig. 5).

No método direto, as células infectadas fixa-
das na lamina sdo cobertas com soro contendo
imunoglobulinas antivirais marcadas com 0 iso-
tiocianato de fluoresceina (conjugado) e havendo
especificidade, a fluorescéncia ¢ observada (ver
anexo 3: § 3).

No método indireto, o uso de anticorpos mo-
noclonais, € o método mais eficaz para identificar
e caracterizar os isolamentos de Dengue, Febre
amarela e alguns outros arbovirus. Este método ¢
realizado em duas etapas em que:

- primeiramente, as células infectadas sdo
fixadas na lamina e, adicionado o anticorpo
(imunoglobulina) especifico;

- posteriormente, a antiimunoglobulina,
marcada com isotiocianato dc fluoresceina

(conjugado), é adicionada, formando-se o com-
plexo fluorescente (Gubler et al., Am. J. trop.
Med. Hyg., 1984, 33(1): 158-165) (ver anexo 3: §
4).

3. 3. Deteccao de antigenos virais
3. 3. 1. Imunofluorescéncia

A detecgdo de antfgenos virais em pegas
(fragmentos de 6rgdos) criopreservadas pode ser
feita através da técnica direta ou indireta.

As pecas sdo colocadas na platina do criostato
(a - 20° C) para obteng¢do dos cortes de 2 a3 ym
de espessura, que serdo fixados por acctona gelada
nas laminas. Em seguida, procede-se como des-
crito acima para os métodos direto e indireto.

L&-se ao microscopio de imunofluorescéncia
(ver anexo 3: § 2).

3. 3. 2. Imunohistoquimica

A presencga de antigenos virais em cortes de
tecidos humanos, fixados em formol e embloca-
dos em parafina, tem sido demonstrada pela di-
gestdo com tripsina. Em seguida, cora-se usando
uma enzima (fosfatase alcalina ou peroxidase)
marcada com anticorpo especifico. L&-se ao mi-
croscopio 6ptico. Essa técnica, deve ser adaptada
a infeccao viral suspeita, ap6s diagndéstico
histopatol6gico prévio.

3. 3. 3. Hibridizacdo "in situ"

Consiste na detecgdo de genomas virais
especificos através o uso de sondas radioativas ou
ndo radioativas, marcadas com radioisotopos ou
enzimas, respectivamente. E uma técnica sensivel
que pode ser aplicada a materiais guardados por
anos.

3. 3. 4. Reacio de polimerizacdo em cadeia
(PCR)

A reacao de polimerizagdo em cadeia € uma
técnica que amplifica sequéncias especfficas do
RNA ou DNA viral, o que t€m permitido detectar
infec¢do em células mononucleares do sangue pe-
riférico, que contenham quantidades mfnimas de
acido nucleico viral.

4. Testes soroldgicos para deteccdo de anticor-
pos (fig. 3)

Os testes sorolégicos complementam o isola-
mento do v{rus ou quando isto ndo é possivel,
servem como meio alternativo de diagnéstico.
Com efeito, numerosos casos de doengas por ar-
bovirus, tém sido reconhecidos apenas baseados
em testcs sorolégicos, embora o diagndstico
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especifico, muitas vezes,’ﬁque prejudicado por
respostas do tipo secunddria. Esta resposta, de-
nde se o individuo j4 havia sido exposto ante-
riormente a uma outra infecgao por um outro
agente pertencente a0 mesmo grupo anti génico.
Os produtos e materiais necessanios a realiza-
¢do destes testes, tais como os seus procedimentos
sdo listados nos anexos 2 a 6.

4. 1. Inibi¢éo da hemaglutinagio (IH)
Este teste ¢ recomendado para sorologia de

rotina. .
Trata-se de um teste sensivel, de facil exe-

cugiio e que requer equipamento muito simples. E

ideal para estudos soroepidemiolégicos, uma vez
que os anticorpos 1H, aparecem na primeira se-
mana apés o inicio da doenga e persistem por um
longo periodo de tempo (fig. 6).

Nesse teste, 0s soros ou plasmas sdo inicial-
mente tratados por acetona ou adsorvidos por
kaolim, para remog¢ao dos inibidores inespecificos
da hemaglutinagdo e, a seguir, adsorvidos por
hemi4cias de ganso. Sdo testados na diluigao de
1:20 contra quatro unidades de antfgeno e, em
seguida, as amostras positivas sdo tituladas contra
os antfgenos que as inibem. A técnica de IH uti-
lizada, € essencialmente, a descrita por Shope (An.
Microbiol., 1963, 11: 163-171) e Shope & Sather
(1979: p. 792-801 in : "Diagnostic procedures for
viral, rickettsial and chlamydial infections”, 5a ed.
por E.H. Lennette & N.J. Schmidt, American
Public Health Association, Inc., xix + 1138 p) (ver
anexo 4 e fig. 7).

4. 2. Fixagdo do complemento (FC)

Esta técnica, embora menos sensivel, € mais
especifica que o IH.

Os anticorpos FC aparecem mais tardiamente
(2 semanas apds o inicio da doenga) e podem per-
sistir em tftulos moderados ou altos por perfodos
prolongados (pelo menos 2 anos).

A principal desvantagem deste teste, € sua
execugdo, a qual sem treinamento adequado de
pessoal de laboratério, dificulta sua padronizagao
e assim a obtengdo de resultados confiaveis.

A técnica utilizada é a de Fulton & Dumbell
(J. gen. Microbiol., 1946, 3: 97-111). O teste fun-
damenta-se na capacidade do complemento parti-
cipar na reagdo antfgeno-anticorpo, sendo rea-
lizado em 2 fases (fig. 4). Na 1° fase o soro sus-
peito é colocado para reagir com um antigeno
conhecido na presen¢a do complemento. Na 2*
fase o sistema revelador (gl6bulos de carneiro +
hemolisina) € adicionado. Se na 1* etapa o com-

plemento foi consumido por uma reagéo ant{geno-
anticorpo, ndo sobra complemento livre e, quando
processa-se a 2" etapa, os globulos de carneiro nao
sdo lisados pela hemolisina (soro de coelho anti-
glébulos de cameiro) e sedimentam, formando um
botdo no fundo da placa. Nesse caso a reagdo é
considerada positiva. Se ao contrdrio, o soro nao
possuir anticorpos especfficos ao virus testado, o
complemento permanece livre e, os glébulos de
camneiro sao lisados. Nesse caso a reagdo € con-
siderada negativa, ndo ocorrendo formag¢do de
botdo e sim hemolise. Os procedimentos para rea-
lizagdo do teste sao detalhados no anexo 2.

4. 3. Soro-neutralizacio (TN, SN ou N) ~

O teste de neutralizagdo € um procedimento
sorolégico bdsico em virologia. Seu alto grau de
especificidade imunolégico o credencia como
padrao, quando outros procedimentos sorol6gicos
sdo avaliados.

A neutralizagdo viral € definida como a perda
de infectividade através da reagdo do virus com o
anticorpo especifico. A formagéo de anticorpos
humorais contra um determinado virus, € o resul -
tado de uma reac¢do contra este virus, seja por in-
fecg@o natural ou imunizagdo.

Anticorpos neutralizantes podem ser medidos
por testes in vivo e in vitro, desde que um sistema
de cultura de tecido suscetfvel seja obtido para
este dltimo. Dois procedimentos basicos sdo usa-
dos (fig. 8): _

- Diluigdes seriadas do virus e diluigdo
constante do soro: este procedimento € mais usado
em testes in vivo, e menos frequente em testes in
vitro. E recomendado, principalmente, para uso
com soros coletados recentemente ou para aqueles
mantidos sob constante congelamento. As mis-
turas virus-soros sdo incubadas a 37° C para per-
mitir o processamento da reagdo e, a seguir,
inoculadas no hospedeiro susceptfvel.

Resultados do teste de neutralizagdo usando o
procedimento supra-citado, sdo expressos como
indice de neutralizagdo (ILN), loglO ou um an-
tilogaritmo. Um log IN de 1,7 € frequentemente
aceito.como limite mfnimo para um resultado ser
considerado positivo.

- Dilui¢gdes seriadas do soro com uma
quantidade constante de virus: neste teste uma
dilui¢ao selecionada do virus (determinada por
titulagdo prévia) é misturada com diluigdes van-
adas do soro incubada e inoculada no hospedeiro
susceptfvel. Contudo, este teste apresenta sérias
desvantagens na aplicac¢do in vivo, uma vez, que
apenas uma unica dilui¢gao do virus € empregada.
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Isto, torna tecnicamente dificil trabalhar dentro da
faixa estreita requerida no teste in vivo. E mais
utilizado no sistema de cultura de tecidos (in
vitro). A quantidade de virus ndao deve ser exces-
siva, nem insuficiente. ,

Os resultados sao expressos como aquela
dilui¢ao do soro que protege 50 % dos animais ou
culturas contra uma quantidade especifica do virus
(LD5sg ou TCIDsg) ou, redugdo do nimero de pla-
cas por uma percentagem especifica (90 %),
quando um determinado nimero de unidades for-
madoras de placas (PFU) € usado.

Os anticorpos aparecem cedo (primeira se-
mana de doenga) € permanecem pOr muitos anos
sendo durante a vida toda.

Como se trata de técnica trabalhosa e dis-
pendiosa, seu uso fica reservado, nos casos em
que dividas existam quanto a especifidade dos
anticorpos detectados pelos testes anteriormente
citados, principalmente nos casos de respostas do
tipo secunddria (Shope & Sather, op. cit.: p. 801 -
803). Os procedimentos para realiza¢do do teste
sdo descritos no anexo 6.

4. 4. Mac ELISA (detecgiio de IgM)

O ELISA ("Enzyme-Linked ImunoSorbent
Assay") vem sendo amplamente usado no diag-
néstico viral por ser bastante sensivel e nio exigir
equipamento especializado, além disso, quando
utilizado para detec¢do de anticorpo ndo necessita

~de amostragem sérica pareada para a realiza¢do do
diagndstico.

Diagnéstico de infecgdo recente ou ativa pode
ser feito através do método MAC-ELISA que
demonstra a presenca de anticorpos da classe IgM
no soro do paciente, os quais jd podem ser detec-
tados
a partir do sexto dia apSs o inicio dos sintomas e
perduram por cerca de 60-90 dias. Vale ressaltar
que em caso de infecgdo secunddria a produgdo de
anticorpo 1gM ocorre em baixos niveis, as vezes
nao detectdveis, neste caso é de fundamental im-
portincia a avaliagdo de outros testes, como por
exemplo o IH.

O MAC ELISA € um ensaio de captura de
IgM no soro suspeito, através de uma anti-IgM
humana ligada a placa do teste, e ap6s as diversas
etapas do ensaio (fig. 9) a presenga de anticorpos
[gM no soro do paciente € demonstrada pela mu-
danga de cor do substrato ao sofrer agdo en-
zimdtica do conjugado,no caso da técnica uti-
lizada para arbovirus o substrato inicialmente in-
color torna-se verde azulado, a intensidade da cor
estd diretamente proporcional a quantidade de an-

ticorpos da classe I1gM especificos contidos no
soro. A leitura do teste € feito através de métodos
colortmétricos (densidade 6ptica).

O dagnéstico de infecgdo recente para dengue,
Febre amarela e Rocio € feito segundo o método
descrito por Kuno et al. (1987, Amer. J. trop.
Med. Hyg., 36(1): 153-159), e uma adaptagao
desta técnica é empregada para o diagnéstico de
infecgoes pelos virus Oropouche, Mayaro e VEE
(ver anexo 5).

4. 5. ELISA sobre culturas celulares para de-
teccdo de anticorpos IgG e IgM simultanea-
mente

Utiliza-se nesta técnica, culturas celulares do
clone C6 / 36, infectadas com o objetivo de estu-
dar a resposta imune, tendo sido utilizada, princi-
palmente, em inquéritos sorolégicos em grandes
epidemias de dengue e febre amarela, objetivando
detectar anticorpos especificos IgG e IgM. Res-
salte-se, que € uma técnica rdpida, simples,
econdmica e confidvel para o diagnéstico
sorol6gico de infecgdes primdrias e secunddrias
por diferentes subtipos de virus do dengue, febre
amarela e outros Flavivirus (Figueiredo & Shope,
1987, J. virol. Methods., 17. 191-198).

4. 6. Imunofluorescéncia (IF)

De considerdvel interesse prdtico, t€m sido o
uso da IF como teste diagndstico de infecgdes ou
mesmo em inquéritos soro-epidemiolégicos.

Laminas com multiplas dreas (10-12) de célu-
las infectadas, fixadas, contendo antfgenos, re-
cebem o soro cujos anticorpos especificos, se
fixardo aos antigenos virais, que, em seguida
serdo revelados com o uso de anticorpo marcado
com isotiocianato de fluoresceina (conjugado), e,
observados em microscopio imunofluorescéncia
(luz ultravioleta). '

5. Estudos eco-epidemioldgicos

A transmissdo de arbovirus por insetos he-
matéfagos, tanto em ciclos silvestres endémicos
ou epizodticos, como em ciclos urbanos epidémi-
cos, depende de numerosos fatores, ligados as
condi¢Oes ambientais e aos diferentes partici-
pantes desses ciclos.

Embora todos tenham que ser analisados con-
juntamente numa determinada situagao, os mais
importantes sdo os fatores ligados aos vetores € 0s
ligados ao hospedeiro vertebrado.
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5. 1. Estudos entomolégicos

Os fatores ligados aos vetores sd30 os seguintes
(por ordem decrescente de importancia):

a) densidade : quer seja densidade de
adultos, larvas ou ovos, é fundamental que seja
estimada de maneira padronizada, para permitir
comparagbes entre momentos e localidades dife-
rentes; outrossim, € indispensdvel repetir as esti-
mativas, de maneira a minimizar os efeitos da
variabilidade da amostragem, geralmente enorme
nesse caso; ela € fun¢do de multiplos pardmetros
entre os quais, a quantidade e reparti¢ao das chu-
vas, existéncia de criadouros (favorecidos pelas
atividades humanas no caso da Dengue), eficdcia
das medidas de combate, etc...

b) idade fisioldgica (das f€meas): os mos-
quitos adultos, conservados no nitrogénio liquido
ou no freezer a -70°C, podem servir a0 mesmo
tempo as tentativas de isolamento de virus e a
determinagdo da idade fisiolégica; enquanto os
torax e as cabegas sdo inoculados em camundon-
gos, os abdomens sdo dissecados para determi-
nagdo do estado paro (fémeas paridas) ou nuliparo
(fémeas nuliparas); conhecendo a duragdo do ciclo
viral extrinseco ¢ a duragdo do ciclo gonotréfico
do mosquito, € possfvel estimar o potencial veto-
rial da populagdo de fémeas.

¢) duragdo do ciclo gonotrdfico : € o tempo
que separa dois repastos consecutivos de sangue
pelas fémeas do vetor. Ele varia com fatores
climdticos. Em condi¢Bes naturais, este intervalo
pode ser avaliado, marcando com pé fluorescente
mosquitos em busca de repasto sangiifneo,
soltando-os, e recapturando-os diariamente du-
rante duas a trfs semanas;

d) duragdo do ciclo extrinseco de multipli-
cacdo do virus no mosquito: é o tempo necessdrio
para que o virus uma vez ingerido pelo mosquito,
torne-se capaz de ser repassado a um novo hos-
pedeiro. Esse tempo, determinado em laboratério,
depende principalmente das amostras do virus e
do mosquito, e da temperatura;

Muitos outros aspectos do comportamento do
mosquno podem ser estudados em relagdo a pos-
sfveis melhoramentos e diversificagdo dos meios
de combate: resisténcia a inseticidas qufmicos,
uso de inseticidas biolégicos, uso de produtos re-
pelentes, etc...

5. 2. Diagnéstico clinico

Embora a sintomatologia das doengas cau-
sadas por arbovirus nio seja especifica, no caso da
Dengue, Febre amarela, Encefalites € outras sin-
dromes como a febre do Oropouche, € necessdrio

recolher dados relativos ao quadro clinico. Assim,
em caso de sintomas hemorrdgicos ou nervosos,
exames mais aprofundados devem ser realizados.
Dados tanto clinicos como epidemiolSgicos séo
importantes para realizar-se uma interpretagdo
correta dos resultados dos exames laboratoriais.

Na tabela 2 sao enumerados os dados, cujo
preenchimento € indispensavel na ficha epi-
demiol6gica.

5. 3. Interpretacao dos dados viro-, soro-, cli-
nico- e entomolégicos

S. 3. 1. Interpretacdo dos dados viroldgicos
(isolamentos)

A dificuldade ¢ a eliminagdo de resultados fal -
sos positivos e falsos negativos. Os primeiros sao
geralmente causados por contaminag¢do durante o
manejo dos camundongos ou das culturas celu-
lares. Os segundos, de detec¢do mais diffcil, sdo
resultados de erros de dosagem de reativos, des-
congelagdo acidental, contaminagido exdgena de
culturas ou camundongos, canibalismo entre os
dltimos, etc...

Rotineiramente, deve-se conservar uma
aliquota da amostra original, para realizar tentati-
vas de reisolamento e titulagdo do agente.

5. 3. 2. Interpretacio dos dados sorolégicos
(deteccao de anticorpos)

O maior problema da interpretagdo dos soros
positivos € causado pela existéncia de reagdes
cruzadas, sobretudo em IH, entre arbovirus do
mesmo grupo. Nado existe regras absolutas mas
apenas "dicas” e alguns critérios, deduzidos da
experiéncia pessoal do pesquisador.

A seguir s@o apresentadas algumas sugestdes
para interpretagdo de resultados sorolégicos com
reagdes cruzadas (resposta secunddria):

a) avaliar a possibilidade do paciente ter
sido vacinado contra FA e adoecido com outro
Flavivirus;

b) avaliar a possibilidade do paciente ter
contraido uma FA silvestre assintomdtica e recu-
perado;

c) avaliar a possibilidade do paciente ter
contraido sucessivamente DEN1 e DEN2:

d) avaliar a possibilidade do paciente ter
contraido uma infecg¢@o por um virus de tipo ainda
desconhecido, cruzando sorologicamente com os
conhecidos, etc...

Neste sentido, para resolver essas duvidas, o
melhor € testar 0 mesmo soro por mais de um
método. Por exemplo, a triagem pode ser feita
com o teste [H, os duvidosos (positivos com mais
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de um virus com tftulos pr6x1mos) sdo, entdo tes-
tados por neutralizag¢3o.

5.3.3. Interpretagﬁo dos dados clinicos
(diaénéstico da doenga)

quase impossivel estabelecer um conjunto
de sinais e sintomas caracteristicos das afec¢oes
por arbovirus. Assim, € indispensavel, especial -
mente em casos de doenga febril aguda, conservar
a - 70°C uma amostra de sangue para tentar o iso-
lamento de virus e, a - 20° C, ter soro para a reali-
zagao de testes sorolégicos, e se for possivel,
obter outra amostra de soro 14 - 21 dias apés a
coletada 1%

O diagndstico conclusivo para uma doenga
causada por arbovirus é entdo confirmado através
isolamento do virus ou detec¢do de uma conver-
séo soroldgica entre o soro "agudo" e o soro
"convalescente", bem como por detec¢ao de an-
tigenos virais especificos em pegas (ffgado no
caso da FA; figado, bago e pulmdes no dengue;
cérebro em virus encefalitogénicos) e, ainda, pela
detec¢do de 1gM especifica pelo método imu-
noenzimdtico (MACELISA).

5. 3. 4. Interpretacio dos dados entomoldgicos

Os dados entomoldgicos sofrem geralmente de
escassez em relacdo a outros tipos de dados. Essa
situagdo € paradoxal quando se sabe que até
agora, os Unicos meios de combate relativamente
eficaz contra a Dengue sdo dirigidos contra o
mosquito !

Os arbovirus no Brasil:

A necessidade de obter informagdes ento-
molégicas €, também, justificada pela grande
variedade de pardmetros climdticos e biolégicos
que interferem com a capacidade vetorial do
mosquito.

Outro aspecto necessdrio € o de realizar-se
estudos longitudinais, durante perfodos longos, a
fim de eliminar as varia¢des devidas aos métodos
amostrais ou variagdes sazonais.

6. Elaboracgio de projetos de pesquisa
Devido a complexidade dos problemas, os
projetos de pesquisa sobre a transmissdo dos ar-
bovirus t€m que satisfazer varios critérios.
A elaboragdo de projetos tém que levar em
conta, de uma maneira integrada:
a) os conhecimentos jd acumulados na lite-
ratura;
b) o cardter fundamental ou aplicado da
pesquisa projetada;
¢) os recursos humanos e as possibilidades
de formagdo profissional e, criagdo de vagas para
técnicos e pesquisadores;
d) os recursos financeiros para a renovagao
e/ou atualizagdo do material disponivel;
e) a necessidade de ampla divulga¢ao dos
resultados.
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Anexo 1

Materiais € procedimentos para tentativas de isolamento de ar-
bovirus.

1. Tentativa de isolamento em camundongos recém-nascidos
1. 1. Materiais
a) Camundongos recém-nascidos (2 - 3 dias)
b) Especimen (sobrenadante do matenal suspeito) -
¢) Albumina bovina 0,75 % em PBS (solugdo fosfatada tamponada)

1. 2. Procedimento '

a) Inocular 0.02ml do especimen diluido 1:10 em albumina bovina 0,75 % em PBS por via intra-
cerebral a uma familia ou grupo de camundongos (normalmente 6 filhos € 1 mae)

b) Examinar os camundongos diariamente (se necessdrio 2 X) e anotar as observagdes, usando o
seguinte c6digo:

7 - desaparecido M - moribundo
E - estragado + - morto
D - doente + - sacrificado

Obs.: Lembrar que a doenga ou morte dos camundongos podem ser devidos, afora a presenga de um
agente infeccioso, a toxicidade do inéculo, contaminagdo bacteriana, etc. Assim, se os camundongos
morrem no 1° dia ap6s inoculagio, diluir mais o inéculo (10~ 2, 10~ 3) e repetir a inoculagiio. O uso de
filtro também € muito itil nesses casos.

¢) Os camundongos que apresentam sinais de doenga sao sacrificados para novas passagens, identi-
ficagdo, liofilisagdo ou conservagio a - 70° C.

2. Tentativa de isolamento em cultura de células
2. 1. Matenais
2. 1. 1. Reagentes
A. Meio L15 modificado (Células C6/36)
B. Solugdo de albumina bovina a 0,75 % com antibiSticos
C. Meio MEM de Eagle (Células VERO)
- Tripsina
- L.-Glutamina
- HEPES solug¢ao
- Soro bovino fetal

2. 1. 2. Equipamentos € utensilios
A. Cabine de fluxo laminar
B. Microscépio invertido
C. Centrifuga
D. Autoclave
E. Destilador
F. Estufa regulada para 180°C.
G. Bomba de vdcuo/pressao
H. Geladeira
I. Freezera - 20° C.

J. Freezera - 70° C.
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K. Balanga eletrbnica

L. Lavador de pipetas

M. Filtro 0.22 nm (Millipore)

N. Pipetador automdtico (Pipet-aid)

2. Procedimento
2. 1. Células de Aedes aibopictus clone C6/36
2. 1. 1. Preparo de tubos com células

a) Semear tubos 16 x 125 mm com 2 m! de suspensdo de células do clone C6/36 em uma con-
centragio de aproximadamente 300000 células/ml em meio L15 crescimento.

b) Manter A temperatura ambiente até o monolayer ficar confluente. Normalmente por um

perfodo de 3 dias.
c¢) Trocar o meio de crescimento por meio de manutengdo.

SESTN

2. 2. 1. 2. Preparo do inoculo

a) Fazer uma suspensdo a 10 % - ap6s maceragao em gral e pistilo de porcelana - em solugdo
tamponada de albumina bovina a 0,75 % com antibiSticos ou em meio L15 manutengdo, se o(s)
espécimen(s) suspeito(s) for(em) fragmento(s) de 6rgéo(s). Se for soro ou sangue diluir a 10 %.

b) Centrifugar a 2100 rpm por 10 min.

¢) Retirar o sobrenadante.

d) Inocular 0,2 ml em tubos de células contendo 2 ml do meio de manutengdo. Sao inoculados
geralmente 2 tubos por material, deixando-se sempre 2 para controles negativos.

2.2. 1. 3. Leitura e observagdo

a) Fazer leitura diariamente em microscépio invertido para observagao de efeito citopatogénico
(ECP).

b) Se houver suspeita de ECP, colhe-se para fazer identificagdo por imunofluorescencia.

c) Se até o 14° dia de leitura ndo houver detecgdo de ECP, colher para imunofluorescéncia.

2. 2. 2. Células VERO
2.2.2. 1. Preparo de tubos com células
a) Semear tubos 16 x 125 mm com 1 ml de suspensdo de células VERO em uma concentragdo
de aproximadamente 200000 células/ml em meio MEM EAGLE completo (crescimento) em estufa a
35-37°C.
b) Manter a temperatura do monolayer constante por um periodo de 3 dias
¢) Trocar o meio de crescimento por meio de manutengao.

2. 2. 2. 2. Preparo do inoculo

a) Fazer uma suspensdo a 10 % - ap6s maceragao em gral e pistilo de porcelana - em solugdo
tamponada de albumina bovina a 0,75 % com antibiSticos ou em meio MEM EAGLE manutengdo se
ofs) espécimen(s) suspeito(s) for(em) fragmento(s) de érgao(s). Se for soro ou sangue diluir a 10 %.

b) Centrifugar a 2100 rpm por 10 min.

c¢) Retirar o sobrenadante.

d) Inocular 0,1 ml em tubos de células contendo 1 ml do meio de manuten¢do. Sao inoculados
geralmente 2 tubos por material, deixando-se sempre 2 para controles negativos. Coloca-los em estufa
a35-37°C.

2.2.2.3. Leitura e observagao
a) Fazer leitura diariamente em microscpio invertido para observagao de ECP.
b) Se houver suspeita de ECP, colhe-se para fazer identificagdo por neutralizagdo em CT.
¢) Se até o 14° dia de leitura ndo houver detec¢ao de ECP, considera-se o material negativo.
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Anexo 2

Materiais e prbcedimentos para realizagdo do teste de fixac¢do do
complemento (FC) :

1. Materiais
1. 1. Reagentes € solugdes
A. Antfgenos
B. Soro imune especifico para o virus (controle positivo)
C. Soro heter6logo (controle negativo)
D. Complemento
E. Hemolisina
F. Veronal diluido (5 x) .
G. Glébulos de carneiro coletados em alsever

1. 2. Equipamentos € outros utensflios
A. Placas para teste
B. Centrifuga
C. Estufa37° C
D. Banho mariaa 60° Ce 37° C
E. Cabine de fluxo laminar
F. Pipeta calibrada unicanal (25 - 200 pl)

1. 3. Vidranas diversas

2. Procedimentos
2. 1. Primeira etapa
2. 1. 1. Preparagdo do antigeno

Retira-se o cérebro do camundongo inoculado com material suspeito (vide anexo 1), tomando o
cuidado de suspender em veronal diluido (1 ml para cada cérebro). A seguir a suspensao ¢ colocada em
tubo 13 x 100 (ou 12 x 75) que devidamente arrolhado € centrifugado por 5 min. a 2500 rpm. Apds,
faz-se dilui¢Oes seriadas (1:4, 1:8, 1:16, etc.) do sobrenadante usando sempre o veronal diluido como
diluente. Est4 pronto para uso.

2. 1. 2. Preparagdo dos soros

Todos os soros a serem usados nos testes sao diluidos em série (iniciando 1:8) no veronal diluido.
Feitas as diluigdes os mesmos sdo inativados a 60° C por 20 min. (ou 56° C /30 min.). Uma vez inati-
vados, os soros estdao prontos para serem usados.

2. 1. 3. Preparagao do complemento

O sistema complemento é obtido de cobaias (em torno de 15 animais). Colhe-se o sangue dos
mesmos, seguindo-se centrifugagdo e decantagdo do sobrenadante. Faz-se um lote dos soros e aliquota-
se em frascos contendo em média 2 ml de complemento que € estocado a - 70° C. O complemento de-
pois de titulado deve ser diluido em veronal imediatamente antes do uso. O complemento diluido que
sobrar deve ser desprezado.

A técnica € ilustrada na fig. 5: coloca-se por orificio 1 gota do soro, 2 gotas de complemento dilui -
doe 1 gota do antigeno, observando-se as diluigdes do soros e antfgenos usadas no teste. Tampa-se a(s)
placa(s) para evitar evaporacdo. Deixa-se a(s) placa(s) em repouso "overnight" (em tomo de 16 horas).
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2. 2. Segunda etapa
2. 2. 1. Preparacio do sistema hemolitico
2. 2. 1. 1. Preparagao dos glébulos

Faz-se sucessivas lavagens (centrifugagdes) a 2500 rpm por S min. dos glébulos de cameiro. As
lavagens (cerca de 3) sdo feitas usando veronal diluido. Apds as lavagens, os glébulos sio diluidos
1:40 (0,1 ml de gl6bulos em 3,9 ml de veronal diluido) e estdo prontos para serem usados no teste.

2. 2. 1. 2. Preparo da hemolisina

Hemolisina glicerinada pura (comercialmente obtida) conservada em geladeira é diluida 1:100 em
veronal diluido. Nesta concentragao € estocada a - 20° C. Para uso no teste dilue-se de acordo com o
tftulo previamente determinado.

2. 3. Descrigdo da técnica

Partes iguais (v / v) de glébulos de carneiro (1:40) e hemolisina (1:800) sdo misturadas em um
frasco. Apds, coloca-se a mistura (sistema hemolitico) para sensibilizar (sistema ant{geno-anticorpo)
em banho maria a 37° C por 15 min. Simultaneamente retira-se a(s) placa(s) da geladeira e coloca-se
na estufa a 37° C, por igual periodo. A seguir, coloca-se 2 gotas do sistema hemolitico em cada orificio
usado. Agita-se a(s) placa(s). Incuba-se (estufa 37° C) por 30 minutos, agitando-se a(s) mesma(s) cada
10 min. Finalmente, ap6s os 30 min. deixa-se a(s) placa(s) em repouso na geladeira. Faz-se a leitura
cerca de 3 hs.

2. 4. Leitura
Depende do grau de hemdlise. Atribui-se valores de O a 4 de acordo com os percentuais de

hemdlise observada visualmente:

0 % de hemdlise (reagdo positiva): valor 4

25 % de hemdlise (reagdo positiva): valor 3

50 % de hemolise (reagdo negativa): valor 2

75 % de hemdlise (reag@o negativa): valor 1

100 % de hemdlise (reagdo negativa): valor O

Anexo 3

Materiais e procedimentos para realizacao do teste de imunofluo-
rescéncia (IF)

1. Materiais
1. 1. Reagentes
A. Anticorpos monoclonais ou fluidos ascfticos hiper-imunes dos virus em questao.
B. Conjugado anticamundongo (anti-espécie do anticorpo usado)
C. Conjugado especffico para o virus a pesquisar
D.PBSpH 7,5
E. Glicerol tamponado
F. Acetona P.A.

1. 2. Equipamentos
A. Criostato
B. Cabine de fluxo laminar
C. Microscépio de imunofluorescéncia
D. Estufaa37° C.
E. Freezera-20° C
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E. Geladeira
1. 3. Vidrarias diversas

2. Procedimentos
2. 1. Preparo de ldamina para imunofluorescéncia
2. 1. 1. A partir de tecidos
a) Fazer cortes de 2 - 3 um de espessura, em criostato, de fragmentos de tecido;
b) Fixar os cortes nas laminas previamente desengorduradas. A fixagdo € feita por imersdo em ace-
tona gelada por 10 min.;
¢) Secar a temperatura ambiente;
d) Estocar a - 70° C se ndo for executar o teste em seguida ou continuar com o teste;
Obs.: Realizar o mesmo procedimento para as amostras controles positivo € negativo,

2. 1. 1. A partir de cultivos celulares

a) Misturar vigorosamente os tubos com células ou raspar as c€lulas da parede do tubo, caso seja
necessdrio.

b) Deixar em repouso por 10 min.

¢) Retirar metade do fluido da cultura.

d) Homogeneizar a suspensao das células.

e) Preparar as laminas colocando cerca de 20 ul em cada circulo.

f) Deixar secar a temperatura ambiente.

g) Fixar em acetona gelada em copos de Koplin por 10 min.

h) Secar a temperatura ambiente.

i) Colocar a - 70° C ou seguir com o procedimento.
Obs.: Realizar o mesmo procedimento para o controle positivo e negativo.

3. Téenica de imunofluorescéncia direta

a) Retirar as laminas da acetona ou do - 70° C e deixar secar a temperatua ambiente.

b) Colocar 10 yl do conjugado especifico para o vitus a pesquisar, diluido em PBS pH 7,5 (dilui¢do
6tima pré-estabelecida).

¢) Levar a estufa a 37° C, em cdmara timida durante 30 min.

d) Lavar 2 vezes em PBS pH 7,5; uma rinsagem rdpida e outra de 10 min.

e) Rinsar rapidamente em dgua destilada.

f) Secar a temperatura ambiente.

g) Montar laminula em glicerol tamponado.

h) Fazer leitura em microscépio de imunofluorescéncia. Iniciar o exame pelos controles positivo e
negativo, estando os mesmos com leitura satisfatéria, examinar as 1aminas testes.

4. Técnica de imunofluorescéncia indireta

a) Como no a) da [F direta.

b) Colocar 10 ul dos anticorpos monoclonais ou policlonais diluidos em PBS pH 7,5 (dilui¢do
6tima pré-estabelecida) usando-se sempre em duplicata. Incluir um anticorpo monoclonal ou policlonal
controle negativo.

¢) Seguir os itens ¢) a ) da IF direta.
bel d) Colocar 10 ul de conjugado anti-camundongo diluido em PBS pH 7,5 (dilui¢do 6tima pré-esta-

ecida).

e) repetir os itens ¢) a f) da IF direta.

f) Como no g) da IF direta.

g) Como no h) da IF direta.
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Anexo 4

Materiais e procedimentos para realizacdo do teste de inibi¢do da
hemaglutinacao (IH)

Antes do teste de 1H ser processado para detec¢do de anticorpos, 0 SOro a ser testado deve ser
tratado para remover inibidores nado especificos que podem impedir a hemaglutinagdo, causando assim,
resultados falsos-positivo.

O kaulim (lavado por dcido) e acetona (quimicamente pura), sd0 materiais comumente usad
para remover inibidores ndo especificos em soros a serem testados contra arbovirus.

Ap6s o soro ser tratado, para remogdo de inibidores nao especificos, deve ser adsorvido com o,
mesmos glébulos usados no teste de IH (no caso especifico dos arbovirus, utiliza-se giébulos de
ganso), com o objetivo de remover aglutininas naturais que podem causar resultados falsos-negativo.

1. Materiais
1. 1. Reagentes
A. ACD (Acido - Citrato - Dextrose)
B. DGV (Dextrose - Gelatina - Veronal)
C. Hemacias de ganso
D. Solugoes-estoque A, B, C, D, E
E. Borato salina pH 9,0
F. Albumina bovina 4 % em solug¢do borato-salina pH 9,0
G. Albumina bovina 0,4 % em solugdo borato-salina pH 9,0
H. Solugdes para pH's 6,0 ¢ 7,0
[. Antigenos (Sucrose-acetona (SA) / beta propiolactona (BPL) inativado)
J. Soros controles (soro homélogo e soro conhecido negativo)

1. 2. Equipamentos e outros utensilios
A. Cabine de fluxo laminar
B. Espectrofotdmetro
C. Centrifuga refrigerada
D. Utens{lios para microtécnica:
- placas em U
- pipetas contagotas
- microdiluidores
E. Seringas, agulhas

1. 3. Vidrarias diversas

2. Preparacao de hemacias de ganso

O ganso doméstico (Anser cinereus) adulto, preferentemente branco e macho € o animal de
escolha. Obtém-se assepticamente da veia jugular ou da asa do animal, a quantidade de sangue
necessdrna para prover glébulos para 1 - 2 semanas. Usar agulha n°® 20 acoplada a uma seringa, con-
tendo 1,5 ml de ACD para cada 8,5 ml de sangue a ser coletado. A seguir, o sangue coletado € cen-
trifugado (15 minutos a 2000 rpm). Despreza-se o sobrenadante e os glébulos sdo lavados a seguir,
quatro vezes em DGV (um volume de glébulos e trés volumes de DGV).

No final, apés as Javagens, as hemdcias devem ser suspensas 1:5 em DGV.

Para uso na adsor¢do de aglutininas os glébulos devem ser lavados tres vezes em albumina bovina
0,4 % em pH 9,0 e, suspensos 1:6, nessa solugio.
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3. Tratamento do soro

Os soros sdo tratados para remover inibidores naturais ndo especificos e adsorvidos com glébulos
vermelhos para remover aglutininas ndo especificas. O tratamento, pode ser por adsor¢do pelo kaulim
(tem o inconveniente de remover anticorpos IgM) ou por extragdo por acetona (que nio afeta esta
classe de anticorpos). Assim, a extra¢do por acetona, deve ser preferida para tratamento de soros em
fase aguda ou convalescente-recente. Ambos os tratamentos, contudo, nao afetam anticorpos I1gG.

3. 1. Adsor¢ao pelo kaulim
3. 1. 1. Reagentes
A. Soro-teste
B. Controles positivo € negativo
C. Borato salina pH 9,0
D. Kaulima25%

3. 1. 2. Procedimento
a) Usar tubos (13 x 100 mm) rotulados e ajuntar:
- Soro (1 volume): 0,1 ml
- Borato salina pH 9,0 (4 volumes): 0,4 ml
- Suspensdo de kaulim a 25 % (5 volumes): 0,5 ml
b) Agitar a mistura vigorosamente.
¢) Deixar a temperatura ambiente (22° a 27° C) por 20 - 30 minutos, agitando em intervalos de
5 a 10 minutos.
d) Centrifugar a 2500 rpm por 30 minutos.
e) Decantar o sobrenadante para tubos limpos e transferir o rétulo.
f) Este sobrenadante corresponde a diluig¢do 1:10 do soro original.

3. 2. Extragdo por acetona
3. 2. 1. Reagentes

A. Soro-teste.

B. Controle positivo e controle negativo.

C. Acetona friaa 4° C.

D. Borato salina, pH 9,0.

E. NaCl a 0,85 % em dgua desmineralizada.

3. 2. 2. Procedimento

a) Rotular tubos 13 x 100 mm com adesivos que identifiquem cada soro a ser tratado.

b) Colocar 2 gotas (0,05 ml) do soro.

c¢) Misturar com 9 volumes de NaCl, 0,85 % (0,45ml), para se obter uma dilui¢do 1:10 do soro.

d) Ajuntar 12 volumes (6 ml) de acetona fna.

e) Misturar o soro e a acetona delicadamente, deixar 5 min em banho de gelo e centrifugar a 2000
rpm por 1 min. Desprezar o sobrenadante.

f) Ajuntar a mesma quantidade de acetona fria usada acima ao precipitado e misturar vigorosa-
mente. Deixar 1 hora em banho de gelo ou 4° C.

g) Centrifugar a mistura soro-acetona a 2000 rpm por 5 min. Desprezar o sobrenadante.

h) Secar o precipitado a vdcuo, por | hora.

1) Dissolver o p6 em um volume de borato salina, pH 9,0, igual a 10 vezes o volume inicial do
soro. Exemplo: se o volume inicial do soro foi 0,05ml, o volume de borato salina para resuspensio do
precipitado serd de 0,5 ml (0,05 ml x 10 =0,5 ml).

J) Deixar o precipitado em solugdo "overnight" no refrigerador ou por 1 hora, a temperatura ambi-
ente, com agitagdo ocasional.

4. Adsor¢io de aglutininas
a) Colocar a estante com os soros tratados por acetona em um banho de gelo.
b) Ajuntar 0,6 ml da suspensdo 1:6 de glébulos de ganso e agitar.



16 Os arbovirus no Brasil: Anexos

c¢) Deixar a mistura soro-glébulos em banho de gelo, por 20 minutos, agitando ocasionalmente.

d) Centrifugar a 2000 rpm por 10 minutos, de preferéncia, em centrifuga refrigerada.
Obs.: é importante manter a mistura soro-glébulos fria, para evitar hemdlise dos glébulos.

e) Transferir o sobrenadante para tubos limpos 12 x 75 mm, bem como o rétulo.

O sobrenadante € o soro diluido 1:20 ¢ estd pronto para ser testado. Pode ser guardado a - 20° C
por vdrias semanas, sem perda aprecidvel em titulos.

5. Teste de hemaglutinacio (Fig. 3 A)

A demonstragdo de atividade hemaglutinante, HA por arbovirus ¢ pH dependente e diferentes ar-
bovfrus variam na faixa de pH de atividade 6tima e o titulo produzido. Assim, ¢ necessdrio, titular o
mesmo ant{geno na presenga de diferentes solu¢des de pH para determinar o titulo 6timo HA.

5. 1. Materiais
5. 1. 1. Reagentes
A. Hemacias de ganso
B. Diluentes ajustados: pH 6,0; 6,2; 6,4; 6,6; 6,8¢ 7,0.
C. Antigenos.
D. Albumina bovina a 0,4 % em borato salina pH 9,0.

5. 1. 2. Equipamentos e outros utensilios
A.Placasem U
B. Pipetas contagotas
C. Microdiluidores
D. Agitador de placas

5. 2. Procedimento

a) Escrever a microplaca como indicado na placa padrao (vide anexo).

b) Ajuntar 0,05 ml de albumina bovina 0,4 % em pH 9,0 a cada orificio, omitindo o primeiro de
cada fila.

c) Preparar uma dilui¢do 1:10 do antigeno viral e ajuntar 0,1 ml ao primeiro orificio de cada fila.

d) Preparar diluigdes seriadas (2 x) do antigeno em volumes de 0,05 ml com "loops" de 0,05 ml.

e) Apds completar as diluigdes, enxugar os "loops" e flambar.

f) Adicionar 0,05 ml da suspensdo de hematias nos pH's selecionados em cada orificio e agitar
(agitador mecanico).

) Cobrir a placa e incubar por 30 - 60 minutos a 37° C ou temperatura ambiente.

h) Examinar e escrever o padrdo hemaglutinante observado, como segue:

+ : hemaglutinagdo completa - delgada pelicula de glébulos, uniformemente ajustada a cur-
vatura do orificio.

+ : ténue anel de células ndo aglutinadas.

+ : tragos de células aglutinadas em torno de um botao de glébulos sedimentados.

O : ndo hemaglutinagdo - formagdo de botdo sem associagdo com hemacias aglutinadas.

1) Desses resultados, determinar o titulo hemaglutinante e o pH 6timo para cada antigeno. O titulo
HA (uma unidade) € a mais alta dilui¢do na qual completa HA ocorre. O pH 6timo € aquele pH no qual
o antfgeno apresenta maior tftulo. No teste de IH, 4 - 8 unidades / 0,025 ml de antfgeno no pH 6timo €
requerido. Para determinar a dilui¢do contendo 4 unidades / 0,025 ml, comegar pelo tftulo HA no pH
6timo e contar 4 diluigdes em vez de 3, a partir do "endpoint”.

Se o tftulo do antfgeno € 1:2560, por exemplo, entdo,

1:2560=1u/0,05ml
1:1280=2u/0,05ml

1:640 =4u/0,05ml

1:320 =8u/0,05ml,4u/0,025ml
1:160 =16u/0,05ml, 8 u/ 0,025 ml

Assim, a dilui¢gdo 1:10 do antfgeno, deve ser dilufda 1 parte + 31 partes para dar uma diluigdo que
contenha 4 u/ 0,025 ml., ou, 1 parte + 15 partes para dar uma diluigao que contenha 8 u/ 0,025 ml.
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Obs. O mesmo antfgeno extraido do cérebro de camundongos pode ser usado para os testes de inibi¢do
da hemaglutinagdo, fixagdo do complemento e ELISA, nas dilui¢gdes apropriadas para cada técnica.

6. Inibicido da hemaglutinacao (Fig. 3 B)
6. 1. Materiais
6. 1. 1. Reagentes
A. Antfgenos
B. Soros tratados
C. Controles positivo e negativo
D. Albumina bovina 0,4 % em pH 9,0
E. Suspensdo de gldbulos de ganso
F. Diluentes ajustados no pH selecionado

6. 1. 2. Equipamentos e outros utensilios
A.Placasem U
B. Pipetas contagotas
C. Microdiluidores
D. Agitador de placas

6. 1. 3. Procedimento -

a) Diluir os antigenos em albumina bovina 0,4 % em pH 9,0, ajustados para 4 ou 8 unidades por
0,025 ml.

b) O ideal, € usar uma placa por antigeno. Assim, se 8 soros sdo testados contra 4 antigenos, serao
necessdnas, 4 placas.

¢) Os soros (tratados e adsorvidos) sdo testados usando 4, 8 ou 12 dilui¢des para cada antfgeno, de-
pendendo do objetivo proposto. Cada teste deve incluir: controle positivo (soro homdélogo), assim
como, controle negativo.

d) Um procedimento alternativo, consiste em fazer uma triagem com soros diluidos 1:20, contra 1
ou mais antfgenos e, somente fazer a titulagio, daqueles positivos nesta diluigao.

e) Distribuir 0,025 ml do soro-teste e ajuntar 0,025 ml do antigeno (4 - 8 unidades).

f) Cobrir as placas para evitar evaporagao.

g) Incubar a 4° C, "overnight" (18 horas).

h) Na manha seguinte, ajuntar 0,05ml de glébulos de ganso, dilufdo no pH apropriado. Agitar a
placa.

1) O teste é incubado por 30 - 60 minutos a temperatura ambiente ou a 37° C (de acordo com o tipo
do virus). Observar a formagao do botio.

J) A inibi¢do da hemaglutinagdo € indicada por uma reagao negativa (formagao do botdo) e € inter-
pretada como positiva (Fig. 4). O titulo IH, € tido como a mais alta dilui¢do do soro, que causa com-
pleta ou quase completa, inibigdo da hemaglutinagio.

Anexo 5

Materiais e procedimentos para realizacao do MAC-
ELISA

L. Materiais
1. 1. Reagentes e solugdes
A.PBSpH74
B. Albumina bovina a 4 % emPBS pH 7.4
C. Soro humano normal (sem anticorpos para arbovirus) tratado por acetona (SHN).
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D. SHN (tratado por acetona) a 20 % em PBS pH 7,4

E. Tampdo carbonato pH 9,6

F. Imunoglobulina de cabras anti-IgM humana: TAGO ou Kirkegaard and Perry Laboratories

G. Antigenos virais com 16 unidades hemaglutinantes / 0,05 ml.

H. Fluido ascitico hiperimune (FAI) ou soro imune.

[. Conjugado "Peroxydase-labeled affinity purified antibody to mouse I1gG" ou "6B6C1 mono-
clonal conjugated” by Jackson Immuno Rescarch Laboratories, Inc.

J. Substrato ABTS: Kirkegaard and Perry Laboratories

1. 2. Equipamentos e utensilios
A. Placas de polyvinyl fundo em U: Dynatech Laboratories, Inc.
B. Lavador de placas: "Nunc Immmuno wash".
C. Bomba de vdcuo.
D. Pipetas autométicas mono e multicanal.
E. Cubetas.
F. Estufa.
G. Freezera - 60° C.
H. Freezera - 20° C.
I. Geladeira.
J. Ponteiras para pipetas automaéticas.
K. Espectrofotometro (Multiskan) com filtro 405 nm.

1. 3. Vidranas diversas

2. Procedimentos
2. 1. Diagnéstico de Dengue, Febre amarela e Rocio.
a) Preparagdo da placa: lavar a placa 5 vezes com PBS pH 7.4 e baté-la suavemente até que seque.
b) Sensibiliza¢do:
- cobrir cada orificio com 100 ul de anti IgM humana* diluida em tampao de carbonato pH 9,6.
- incubar "overnight" a 4° C.
- lavar a placa 5 vezes; secar.
c¢) Bloqueio:
- encher os orificios com albumina bovina a 4 % em PBS pH 7 4.
- incubar 30 min. em temperatura ambiente.
- lavar a placa 5 vezes; secar.
d) Soros e controles (testados em duplicata)**
- colocar 50 pl dos soros a testar ¢ controles diluidos 1:40 em SHN a 20 % em PBS pH 7 4.
- incubar 2 horas em temperatura ambiente.
- lavar a placa 5 vezes; secar.
e) Antigeno*:
- colocar 50 yl do antigeno diluido em SHN a 20 % em PBS pH 7,4.
- incubar "overnight" a 4° C.
- lavar a placa 5 vezes; secar.
f) Conjugado:
- colocar 25 pl de "HRP conjugated 6B6C-1 monoclonal antibody / Jackson immuno research"
diluido em SHN a 20 % em PBS pH 7 4.
- incubar | hora a37° C.
- lavar a placa 7 vezes; secar.
g) Substrato:
- colocar 100 ul de substrato ABTS, solu¢do A + solu¢do B a 50 %.
- incubar 30 min. a37° C.
-deixar 2 horas em temperatura ambiente.
h) Leitura: fazer a Icitura em espectrofotometro (Multiskan) com filtro 405 nm .
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2. 2. Diagnéstico de Mayaro, Oropouche e VEE.

Efetuar o procedimento anterior de a) a €);

Colocar 50 ul de FAT* na concentragdo 6tima, diluido em SHN a 20 % em PBS pH 7,4; incubar 2
horas em temperatura ambiente e lavar a placa 7 vezes; secar.

Seguir os procedimentos acima de f) a h), utilizando-se o "Peroxidase-labeled affinity purified an-
tibody to mouse [gG" no lugar do "HRP conjugated 6B6C-1 monoclonal antibody / Jackson immuno
research".

*A anti-IgM humana, o antigeno, o conjugado e o FAI sdo previamente titulados para se determinar a
dilui¢do 6tima a ser utilizada no teste.

*x[Jtiliza-se seis soros conhecidos como controle do teste: quatro negativos € dois positivos, sendo um
fracamente e outro fortemente positivo.

3. Calculo e interpretacio dos resultados

A leitura obtida no Multiskan € submetida a férmula abaixo, e sd@o considerados positivos 0s soros
que apresentarem resultado maior que dois. N@o serd necessdrio submeter ao cdlculo aqueles soros que
possulrem absorbdncia média menor que 0,2, por jd serem considerados negativos. Vale frisar que a
absorbancia média dos controles negativos deve ser inferior a 0,1, para que se possa considerar bom o
teste.

Absorbancia média do soro-teste

Absorbadncia média dos controles negativos

Anexo 6

Materiais e procedimentos para realizagao do teste de neutraliza¢dao
(TN, N ou SN) em camundongos recém-nascidos (Dilui¢do cons-
tante do soro e concentrag¢des variadas do virus).

1. Reagentes e solucdes
A. Virus, suspensdo 1:5
B. Soro homolégo (controle positivo)
C. Soro normal (controle negativo)
D. Albumina bovina 0,75 % em PBS (diluente)
E. Soro teste

2. Procedimentos
2. 1. Preparagio das dilui¢des do virus

Preparar a dilui¢@o 1:5 do virus. Preparar dilui¢des seriadas (10 x) em PBS contendo 0,75 % de al -
bumina bovina. Usar diferentes pipetas para cada diluigao.

2. 2. Preparagdo das suspensdes a ser inoculadas

a) ajuntar 1 gota do soro teste, 1 gota do soro homélogo e 1 gota do soro normal.

b) acrescentar a todos, 3 gotas do diluente.

¢) ajuntar 0,1 m! das dilui¢des 6timas do virus.

d) proceder uma ou duas (se necessdrio) titulagdes do virus, mediante o uso de 0,1 m! das diferen-
tes diluigdes e 0,1m! do diluente.

€) Agitar a mistura soro-virus e incubar a 37° C, por 1 hora.
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f) Remover a mistura soro-virus do banho Maria e colocar em banho de gelo.

2.3. Inoculagdo dos camundongos determinagdo do titulo

a) Inocular cada dos 6 camundongos ic com 0,02 ml da mistura.

b) Observar os camundongos diartamente para sinais de doenga. Usualmente, os camundongos sao
observados diariamente por 15 - 21 dias antes do teste ser encerrado.

c¢) Fazer o resumo do teste.

O logIN (logaritmo do Indice de Neutralizagdo) de cada soro é obtido pela subtra¢do de seu LD s,
daquele obtido na titulagdo. Assim, se a dilui¢do LD sg computada no controle é 10-7-8 (LDsp € 7,8) € o
do soro desconhecido é 10- 49 (LDsq € 4,9), sua diferenga (logIN) € 2,9, ou antilog (IN numérico) =
800.

Calculo do titulo LD s, pelo método de Reed & Muench (Am. J. Hyg, 1938, 27: 493-497).

Dilui¢do Mortos Sobreviventes Mortalidade Valores acumulados

do Mortalidade
virus Mortos Sobreviventes Taxa %

A B C D E F G H
10-1 6 0 6/6 17 0 17717 100
10-2 6 0 6/6 11 0 11/11 100
10-3 4 2 4/6 5 2 577 71
10-4 1 5 1/6 1 7 1/8 13
10-5 0 6 0/6 0 13 0/13 0

A tabela acima d4 um exemplo dos dados obtidos da observagdo de animais inoculados e ilustra o
procedimento de acumulagdo.

Os valores acumulados para o total de animais que morreram ou sobreviveram sao obtidos pela
soma nas dire¢des indicadas pelas setas. A taxa de mortalidade acumulada (coluna G) representa o
nimero acumulado de animais mortos (coluna E) sobre o total acumulado de animais inoculados
(colunas E + F); por exemplo, na diluigdo 10- 3 houve 5 mortos de um total de 7 inoculados.

Neste exemplo, a mortalidade na diluigdo 10-3 é superior a 50 %, enquanto na 10~ 4 ¢ inferior a 50
%. A distancia proporcional do "end point" da mortalidade 50 % que liga estas duas diluigdes, ¢ obtida
pela f{6rmula:

% mortalidade acima de 50 % - 50 %

% mortalidade acima de 50% - % de mortalidade abaixo de 50 %

ou:
71 -50 21

= =0,36 (ou 04)
71-13 58

Desde que, logaritmicamente a distincia entre duas diluigoes é [ungdo do [ator usado para preparar
as séries, por exemplo, 2 x, 4 x, 5 x, 10 x, etc., é necessdrio corrigir (multiplicar) a distincia propor-
cional pelo logaritmo negativo do [ator da dilui¢do usada. No caso das diluigdes seriadas 10 x, o fator é
1 (log10 = 1), nas dilui¢Ges seriadas 2 x, o fator ¢ 0,3 (log2,0), nas dilui¢gdes scriadas 5 x, o fator € 0,7
(log5), e assim por diante.
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No procedimento em pauta:
a) Multiplicar o valor interpolativo (distincia proporcional) encontrado, pelo log negativo do fator
da dilui¢do 10 x usado para obter-se o valor interpolativo corrigido.
log negativo do fator de diluigdo usado (10 x) = - 1
Valor interpolativo = x 0,4
Valor interpolativo corrigido = - 0,4

b) A diluigdo associada com 50 % de mortalidade é localizada entre as diluigoes 10-3 e 10-4.
¢) O loglO da diluigao 50 % € estimado pela soma do valor interpolativo corrigido ao log da
dilui¢do acima de 50 %. -
-3+(-04)=-34
d) A dilui¢do 50 % € entdo estimada como 10~ 3.4
e) O titulo ¢ estimado como LD sp= - 3,4 ou logLDsp= 10~ 34

Anexo 7

Materiais e procedimentos para preparacdao de insumos bdsicos,
reativos e solugdes.

1. Antigenos HA

Inimeras técnicas t€ém sido descritas para preparo de antigenos HA para arbovirus. A técnica de
sucrose-acetona tem se mostrado satisfatéria, dando um antigeno estdvel com titulos elevados. Outras
técnicas descritas, como a do soro-virus, extraido por acetona, também t€m produzido antigenos satis-
fatérios para determinados arbovirus.

A obten¢do destes antigenos, apresenta risco em potencial e, ¢ importante que cuidados sejam
tomados, na manipulagdo do virus, no uso da acetona (inflamdvel) e do BPL (betapropiolactona) por
ser substdncia cancerigena. Devem ser preparados em cabine de fluxo laminar sob pressao negativa.

1. 1. Extragdo por sucrose acetona (antigeno de cérebro de camundongo)
1. 1. 1. Mateniais requeridos
1. 1. 1. 1. Reagentes

A. Sucrose.

B. Acetona.

C. Borato salina pH 9,0.

D. Betapropiolactona (BPL).

1. 1. 1. 2. Equipamentos
A. Cabine de fluxo laminar.
B. Centrffuga refrigerada.

1. 1. 2. Obtengdo de cérebros de camundongos infectados
a) Camundongos recém-nascidos (1 - 2 dias de idade) s3o inoculados intra-cerebralmente com 0,02
ml de uma suspensdo de cérebro de camundongo infectado. Isto € usualmente obtido, a partir de uma
dilui¢do 1 / 10 preparada em solugo tamponada de albumina bovina 0,75 % (ver férmula no anexo 7).
b) Os camundongos inoculados sdo examinados duas vezes ao dia, para observar sinais de doenga.
Quando a maioria dos camundongos apresentar tais sinais, sacrifics-los.
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c) Os cérebros sdo removidos assepticamente e colocados em uma placa de petri € guardados a .
70° C, até o preparo do antigeno. O camundongo inteiro também pode scr guardado a - 70° C e o cére.
bro removido no dia do preparo do antigeno.

1. 1. 3. Extragdo do antigeno

a) O recipiente contendo os cérebros € pesado, € o peso anotado.

b) Transferir o tecido para o recipiente onde ird ser homogeneizado.

¢) O recipiente ¢ pesado novamente ¢ o peso dos cérebros coletados ¢ determinado pela diferenga.

d) Quatro volumes de solugao aquosa de sucrose a 8,5 % € acrescentado e os cérebros sao0 homo-
geneizados (ex.: 2 g de cérebros + 8 ml de sucrose 8,5 %).

e) Ajuntar lentamente o homogeinezado a 20 volumes de acetona fria, (ex.: 10mi do homo-
geneizado 200 ml de acetona) com o uso de seringa ¢ agulha n°® 18.

f) Deixar cinco minutos no frio (banho de gelo ou refrigerador).

g) Decantar o sobrenadante e ajuntar o mesmo volume de acetona.

h) Agitar vigorosamente e deixar 1 hora a frio.

1) Decantar o sobrenadante.

J) Secar por 1 hora a temperatura ambiente em uma bomba de vdcuo.

k) Hidratar com NaCl a 0,85 % (com um volume igual a duas vezes o peso em gramas do cérebro.
Por exemplo: 4 gramas de cérebro, 8 ml de NaCl a 0,85 %).

I) O sedimento deve dissolver em 1 - 2 horas, mas, € preferivel deixar "overnight" a 4° C, para
completa hidratagdo.

m) A solugdo € entdo centrifugada a frio (10000 rpm / 60 min) e o sobrenadante ¢ o antigeno que
deve ser testado para reatividade HA. Este € um antigeno inleccioso e deve ser manuseado como tal. Se
o ensaio ¢ satisfatdrio, o antigeno é inativado.

n) Preparar 1 % de betapropiolactona (BPL) em dgua gelada. Ajuntar ao antfgeno para dar uma
concentrag¢do final de 0,3 %. Misturar bem, e deixar a 4° C por 18 h. Remover uma quantidade para
teste e o restante guardar em aliquotas de 1,0 mi a - 70° C ou liofilizar e guardar a - 20° C.

o) Teste para infectividade por inoculagao intra-ccrebral de camundongos de 2 - 3 dias, deve incluir
antfgeno ndo dilufdo e dilui¢des seriadas (10 vezes). O antigeno deve ser ndo infeccioso apds trata-
mento por BPL.

1. 2. Extragdo por acetona (antigeno de soro-virus)

Os antigenos HA de soro-virus, superiores em sensibilidade, estabilidade e seguranga aqueles obti-
dos do cérebro, sdo produzidos a partir da coleta de soros de camundongos ou hamsters infectados pelo
VITUS.

a) Camundongos de 1 - 2 dias nascidos ou hamsters de 23 - 25 dias sao inoculados ic e sangrados
em intervalos de 24, 36, 48 e 72 horas, apds inoculagao. O tempo Stimo para sangria varia com o V{rus.

b) O soro obtido, € diluido 1:4 em salina fisioldgica e adicionado com aguiha n°® 26, em 20 volu-
mes dec acetona fria.

¢) A mistura ¢ deixada a frio por 5 minutos e a seguir centrifugada por 1 minuto a 2000 rpm.

d) O sobrenadante € decantado e o sedimento suspenso em igual volume de acetona (20 volumes) e
agitado vigorosamente.

e) A mistura € deixada a frio por 1 horaa 4° C.

f) A seguir a mistura € centrifugada por 5 - 10 minutos a 2000 rpm. A acetona € decantada, e o se-
dimento seco por 1 hora, em bomba de vdcuo.

g) O sobrenadante € hidratado a 1:10 do volume onginal do soro em borato-salina pH 9.0.

h) E guardado congelado a - 70° C ou liofilizado a 4° C.

Obs.: O antigeno obtido do soro deve ser preferencialmente usado por ser mais sensivel.

2. Soros imunes ou fluido ascitico

Antisoros a maiona dos arbovirus podem ser produzidos em uma série de animais de grande porte
tais como cavalos, gado bovino, bodes, ou de pequeno porte, especialmente rocdores como coelhos,
cobaios, hamster, ratos albinos e camundongos. Face a facilidade no mancjo, ocupagdo de pequeno es-
paco no laboratério, e por constituir-se no animal de escolha para isolamento de arbovirus ¢ oferecer
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uma 6tima resposta imune, os camundongos albinos "Swiss" sdo preferencialmente utilizados para a
obtengdo de antisoros especificos. Recentemente, com o advento dos anticorpos monoclonais, os ca-
mundongos "Balb C" tem sido utilizados para a obtengao desses anticorpos. No entanto, os anticorpos
monoclonais apesar de serem ideais para uso em laborat6rio sdo muito caros e, requerem o uso de
substdncias e materiais que nao se encontram disponiveis na maionia dos laboratérios. Desse modo,
abordaremos somente o método de obteng¢do de anticorpos usando os camundongos albinos *Swiss".

2. 1. Materiais
A. Camundongos "swiss" jovens em grupos de 6 por caixa.
B. Virus estoque.
C. Solugdo de cloreto de sédio 0.85 % estérl.
D. Seringa tipo tuberculina de 1 ml (graduag¢des de 0,2 ml).
E. Agulhas descartdveis tamanho 25 x 7.
F. Gral e pistilo de porcelana.
G. Luvas
H. Cabine de fluxo laminar
I. Centrifuga
J. Pipetas Pasteur
K. Bulbo de borracha
L. Tubos de ensaio 13x100
M. Eter sulfirico
N. Grampos de aluminio
O. Suporte de madeira

2. 2. Preparagdao do imunégeno

Retira-se o cérebro (cerca de 0,2 g) de um camundongo infectado estocado em frigorifico a - 70° C.
A seguir, macera-se 0 maternial em gral de porcelana com pistilo. Acrescenta-se a0 macerado 1,8 ml de
solugdo de NaCl 0,85 % fria estéril (0,2 + 1,8 ml fica 1:10). Mistura-se com o pistilo para formar uma
suspensdo que € colocada a seguir em frasco adequado estd pronta para ser aplicada nos animais.
Obs.: Esse procedimento deve ser executado em cabines de fluxo laminar com fluxo vertical. O ope-
rador deve calgar luvas e, todo o cuidado deve ser tomado para evitar a formacgdo de aerosois. Apds o
uso, a cabine deve ser limpa com solugdo de hipoclorito de sédio a 1 %, preparada recentemente € es-
terilizada com radiagdo ultravioleta, por pelo menos 15 min. Somente apds esses procedimentos € que
o fluxo deverd ser desligado e / ou alternativamente, a cabine, ser usada para outros fins.

2. 3. Imunizagdo dos grupos

Cada frasco com suspensdo deve estar devidamente rotulado contendo informagdes sobre a amostra
usada (nimeros de série (grupos de origem), niimero da passagem e data do preparo). Com a seringa de
1 ml e agulha, retira-se 1 ml da suspensdo (previamente homogeneizada por discreta agitagao do
frasco) e inocula-se 0,2 ml da mesma por via intraperitoneal (ip) em cada camundongo jovem sele-
cionado.

Faz-se em média 4 imuniza¢Oes semanais. Ao final de 7 dias da 4a. imunizagdo, colhe-se o sangue
dos animais por via intracardfaca usando seringa de 1 ml e agulha 25 x 7.

2. 4. Coleta do soro imune

Em um recipiente de vidro contendo éter sulfirico coloca-se o camundongo imunizado. Apds al -
guns segundos o animal fica anestesiado. Assim, ¢ imobilizado com grampos de alum{nio em um su-
porte de madeira e colhe-se imediatamente o sangue. Repete-se a operagdo para os outros animais. Pos-
teriormente, centrifuga-se os tubos com o sangue por 10 minutos a 3000 rpm. Decanta-se o sobre -
nadante ou usando-se pipeta Pasteur acoplada a uma pera de borracha, aspira-se o soro obtido, que de-
;ggé ser guardado em frascos ou tubos devidamente rotulados e tampados, e estocado em freezer a -

C.

Em geral os soros imunes obtidos apds 4 imunizagdes contém elevados tftulos de anticorpos. Entre-
tanto, em alguns casos em que ndo se obtenha bons titulos pode-se fazer uso de adjuvantes (0 mais
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usado € o incompleto de Freund) para melhorar a resposta imune. Aplica-se, por via ip partes iguais v / -
v de suspensdo e adjuvante.

Quando se deseja obter grande quantidade de fluido imune, 3 dias apds a 4a. imunizaggo aplica-se
0,2 ml por camundongo via IP de suspensdo 1:5 de Sarcoma 180 / TG (TG = Thioguanidine resistant)
obtido por passagens sucessivas de células cancerosas tipo sarcoma, que produzem ascite em ca-
mundongos. Quatro dias ap6s a aplicagdo do sarcoma (portanto 7 dias apos a 4a. vacina), aplica-se uma
5a. vacina (dose de reforgo). O fluido ascitico € recolhido por pun¢do com agulha N° 18 em uma’
seringa de 10 ml, quando os animais apresentam o abdome volumoso por ascite. Este fluido € rico em
anticorpos especificos para o virus que serviu de imunizante. Vale ressaltar que enquanto um ca-
mundongo fornece cerca de 1 ml de sangue, a extragdo do liquido ascitico fornece cerca de 10 ml.
ApOs a coleta, centrifuga-se o fluido obtido ¢ decanta-se o sobrenadante, que € armazenado a - 20° C.

3. Reativos e solugdes
3. 1. Solugdes utilizadas no test de inibigao da hemaglutinagao
3. 1. 1. Albumina bovina a 0,75 9% em PBS

NasHPOg4: 13,6 g ou NapgHPO4.7 H20: 25,7 g
KHyPO4: 20 g

Preparo: dissolvé-los separadamente em 100 ml de dgua desmineralizada. 10 ml de cada uma
dessas solugBes sdo adicionados a 980 m! de dgua desmineralizada, contendo 7,0 g de NaCl. A seguir,
dissolve-se 7,5 g de albumina de plasma bovino cristalizado (fragdo V) nessa solugdo tamponada. A
solugdo de albumina € entdo filtrada.

3. 1. 2. Acido - citrato - dextrose (ACD) (anti-coagulante para glébulos de ganso)

Acido citrico (H3CgHs507.H20) 40¢g
Citrato de sédio (Na3zCgHs07.2 H20) 11,26 g
Dextrose 110g

H2O destilada e desmineralizada q.s.p. 500 ml
Autoclavar a 10 libras por 10 minutos.

3.1.3. Dextfose - gelatina- veronal (DGV) (lavagem e suspensdo de glébulos de ganso)

Dextrose 10,0 g
Salina veronal 5 x concentrada 200 ml
Gelatina 0,6g
H»O destilada e demineralizada q.s.p. 1000 ml

Autoclavar a 10 libras por 10 minutos.

Preparo: a gelatina ¢ dissolvida em 300 ml de dgua quente. Esta solugio é combinada com outros
reagentes. Esterilizar por autoclavagao, 10 minutos a 10 libras de pressao.

3. 1. 4. Solugdes-estoque A, B, C, D, E

3.1.4. 1. Solugdo A: 1,5 M de Cloreto de Sédio
Cloreto de Sédio (NaCl) 87.65g
H70 destilada e desmineralizada g.s.p. 1000 ml

3. 1. 4. 2. Solu¢do B: 0,5 M de Acido Bérico

Acido Bérico (H3BO3) 3092 ¢
H7O destilada e desmineralizada quente* 700 ml
H»O destilada ¢ desmineralizada q.s.p. 1000 ml

* deixa-se a solugdo esfriar a temperatura ambiente.
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3. 1. 4. 3. Solu¢ao C: Hidréxido de Sédio concentrado (18 N)
Hidréxido de Sédio (NaOH) 500 g
H,0 destilada e desmineralizada g.s.p. 500 ml

A mistura € agitada repetidamente para favorecer a dissolu¢@o, deixando-se esfriar & temperatura
ambiente e arrolhando-se bem o frasco. A turvagdo da solugdo deve sedimentar até que o sobrenadante
"fique claro, o que requer um certo nimero de dias. A solugdo clara, € aspirada do sedimento e guardada
num frasco tipo pyrex escuro com rolha de borracha. A solu¢do concentrada de NaOH cerca de 18N,
permanece inalterada indefinidamente.

3. 1. 4. 4. Solugao D: 0,5 M de Fosfato dibdsico de Sédio
Fosfato dibdsico de Sédio (NasHPOy4, anidro) 70.99 g
H>0 destilada e desmineralizada q.s.p. 1000 ml

3. 1. 4. 5. Solugdo E: 1.0 M de Fosfato monobdsico de Sédio
Fosfato monobdsico de Sédio (NaH»PO4.H,20) 13801 g

H,O destilada e desmineralizada q.s.p. 1000 ml
3. 1. 5. Solugao tamponada de borato salina pH 9,0
Solugao A (1.5M de NaCl) 80 ml
Solugao B (0.5M de H3BO3) 100 ml
Solugdo C* (1N de NaOH) 24 ml
H»0 destilada e desmineralizada g.s.p. 1000 ml

* Diluir a concentrada (18N) 18 vezes = 1 ml da solu¢do C + 17 ml de dgua destilada e desminerali-
zada.

3. 1. 6. Albumina bovina (Fra¢ao V) 4 % em pH 9,0

Albumina bovina (fra¢do V) 40¢g

Borato salina pH 9.0 g.s.p. 100 ml

3. 1. 7. Albumina bovina 0,4 % em pH 9,0

Albumina bovina 4 % em pH 9,0 100 ml

Borato salina pH 9,0 900 ml

3. 1. 8. Sucrose a 8,5 %

Sacarose 8.5g

H20 destilada e desmineralizada q.s.p. 100 ml

3. 1. 9. Solugdes para pH's 6.0¢ 7.0

Solugdes-estoque pH6.0 pH7.0
A (1.5M de NaCl) 100 ml 100 ml
D (0.5M de NasHPO4) 32 ml 240 ml
E (1.0M de NaH»PO4.H,0) 184 ml 80 ml

H>0 destilada e desmineralizada q.s.p. 1000 ml 1000 ml

Obs.: A solugdo para pH 6,0, € guardada no refrigerador a 4° C, enquanto a do pH 7,0, ¢ guardada
lemperatura ambiente, uma vez que no refrigerador pode cristalizar.
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Tabela de valores de pH's*
pH final pH 6.0 pH 7.0

6.0 10
6.1
6.2
6.3
6.4
6.5
6.6
6.7
6.8
6.9
7.0

O~ WAELNAINWO
OV NO NP WN—O

—_—

¥ yolume 10ml.

3. 2. Solugdes utilizadas no teste de fixagdo do complemento
3.2. 1. Alsever (Anticoagulante para sangue de cameiro)

Dextrose 205¢
Citrato de sédio (Na3zCgH507.2H,0) 80¢g
Acido citrico (CgHgO7.H»O) 0,55g
Cloreto de sédio (NaCl) 42

H,O destilada e desmineralizada g.s.p. 1000 ml
Autoclavar 10 minutos a 10 libras de pressdo. Guardar a 4° C.

3. 2. 2. Solugdo estoque de veronal tamponaa (5 vezes concentrada)

Acido barbital 2875 g
Barbital de sédio 1875 ¢
NaCl 42500 g
H»0 destilada e desmineralizada 1000 ml
CloMg.6H,O 0,840 g
Cl,Ca.2H,0 0,140 g

O pH final € 7,2. Guardar a 4° C.

3. 2. 3. Veronal diluido
Veronal 5 x concentrado 100 ml
H»0 destilada ¢ desmineralizada 400 ml

3. 3. Solug¢des para o teste de imunofluorescéncia
3.3.1.PBS pH 7,50,01 M concentrada 10 x

Na,HPO4 1236¢g
NaH,PO4.H20 1,80 g
H»0 destilada e desmineralizada g.s.p. 1000 ml
3.3.2. PBS pH 7,5 solugdo para uso

Sol. concentrada 10 x 100 ml
H0 destilada € desmineralizada q.s.p. 1000 ml

Obs.: Ajustar o pH com NaOH 0,1N ou HCI O, 1N se necessdrio.
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3. 3. 3. Glicerol tamponado pH 7,5
PBS pHT.5 1 volume
Glicerol 9 volumes

3. 4. Solugdes e meios usados em culturas de tecidos: Aedes albopictus clone C6 /36
3. 4. 1. Meio L15 modificado

Meio L15 com glutamina (em p6) 1336¢g/1
Triptose fosfato a 2,95 % 100ml /1
Solug@o de aminoacidos ndo essenciais 10ml /1
Penicilina 10000 u /1
Estreptomicina 10000 ug/1
Soro bovino fetal S50ml/l

Obs.: para o meio L15 "Manuten¢do” a quantidade de soro bovino fetal decresce para 20 ml /|

3. 4. 2. Solug@o de albumina bovina a 0,75 % com antibidticos: ver férmula acima nas solugdes do
teste TH.

3. 5. Solugdes e meios usados em culturas de tectdos: Células VERO
3. 5. 1. Meio MEM de Eagle completo

Meio MEM de Eagle 9,7g!1
bicarbonato de sédio 1,5¢g/1
soro bovino fetal 100 ml /1
L-glutamina 200 mM 20ml /1
HEPES solugao 1 M 10ml /1
Penicilina G cristalina 100000 u / ml 1 ml/]
Estreptomicina 100000 yg / ml Iml/l
Fungison 500 yg / ml 0,6ml/1
3. 5. 2. Solugdo de Tripsina concentrada (2,5 %)
Tripsina 1:250 solugdo 250¢g

Solugdo de NaCl 0,85 % q.s.p. 1000 ml

3. 5. 3. Solug@o de tripsina 0,25 %

Tripsina 2,5 % 100 ml

Solu¢do de Dulbecco diluida 900 ml

EDTA 5% 50 ml

3. 5. 4. Solugao de Dulbecco 10 x concentrada

NaCl 8Og/l
KCl 2g/l
Na,HPO4 11,5g/1
KH,PO4 2g/l

H,O destilada e desmineralizada q.s.p. 1000 ml

3.5.5.EDTA 5%
EDTA 50g
PBSpH 7,5@.s.p.  1000ml

3. 6. Solugdes para testes de ELISA

3. 6. 1. PBS (Phosphate buffered saline) pH 7,4
NaC] 80¢g
KCl 02g
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KH7PO4 0,14¢
NasHPO4 (anidro) 091 g
H>0 destilada e desmineralizada q.s.p. 1000 ml
3. 6. 2. Tampdo carbonato (0,1 M) pH 9,6

NazCO3 1,59¢g
NaHCO3 239¢

H>O destilada e desmineralizada q.s.p. 1000 ml

3. 6. 3. Albumina bovina 4 % em PBS pH 7,4
Albumina Bovina (Fragdo V) 40¢g
PBS pH 7,4 100 ml

3. 6. 4, Tratamento do soro humano normal (SHN)

a) 10 ml de soro ou plasma a ser extraido € colocado em um Beaker de 2000 ml.

b) 50 volumes de acetona (500 ml) sao adicionados e misturados sob agita¢do a temperatura am bi-
ente.

¢) A mistura € colocada em repouso "overnight" com o Beaker inclinado (cerca dc 45°). As pro-
teinas sedimentam no menor angulo.

d) O sobrenadante € decantado (ou removido por aspiragdo).

e) Mesmo procedimento usado no b)

f) Mesmo procedimento usado no c)

g) Mesmo procedimento usado no d)

h) O sedimento € espalhado uniformemente na parede do Beaker, que em seguida deve ser colo-
cado em posigdo inclinada (aproximadamente 45°); apds alguns minutos a acetona acumulada € cuida-
dosamente aspirada e o sedimento € novamente espalhado. Esta operagdo € repetida vdnas vezes até a
retirada completa da acetona restante.

1) Deixa-se o Beaker em temperatura ambiente, por cerca de 3 h para total cvaporagao da acetona
(o sedimento toma o aspecto de uma pelicula transparente, revestindo a parede do Beaker).

J) As proteinas extraidas s3o hidratadas adicionando 2 vezes o volume de soro ou plasma com PBS
pH 7.4 (20 ml). Agita-se manualmente com movimentos circulares (lavando a parede do Beaker) vdrias
vezes, para facilitar a hidratagao.

k) Repouso em geladeira por 1 h.

1) Centrifugar para clarificar em centrifuga refrigerada, 15 min a 8000 rpm.

m) Decantar e distribuir em aliquotas. Estocar a - 20° C.

3.6.5.SHN a 20 % em PBS pH 74
SHN (tratado por acetona) 20 ml
PBSpH74q.s. p. 100 ml



Tabela 1: Locais, horarios, aparelhos e iscas para coleta de
vetores potenciais de Dengue ou Febre amarela no Brasil.

Mosquitos/

Estagio Local Hordrio  Aparelho Isca

Aedes aegypti (Dengue e Febre amarela urbana)

fémeas domeéstico 10 h- 17 h tubos, aspirador, puga humana

machos domeéstico 10 h - 17 h tubos, aspirador, pu¢a humana

larvas dom., peridom. - concha, bandeja, criadouros artif,
pipeta criad. naturais

ovos dom., peridom. - armadilha de postura  criadouros artif.

Aedes albopictus (Dengue e Febre amarela urbana ?)

fémeas
machos
larvas

OovOos

10 h - 17 h tubos, aspirador, puca

10 h- 17 h tubos, aspirador, puca

0 - 24 h (1) concha, bandeja,
pipeta

0 - 24 h (1) armadilha de postura

peridoméstico
peridoméstico
peridoméstico

peridoméstico

Haemagogus janthinomys (Febre amarela silvestre)

fémeas
machos
larvas
ovoSs

copadafloresta 10 h - 15 h tubos, aspirador, puca
? ? ?

buracos de arvores

buracos de arvores

concha, pipeta
armadilha de postura

criad. naturais

humana

?
criadouros artif.
criad. naturais
criadouros artif.
criad. naturais

humano, macaco
?

criad. naturais

criad. naturais




Tabela 2: Dados a serem preenchidos na ficha
epidemiolégica acompanhando a amostra de sangue
humano.

DADOS GERAIS
1) Nome, enderego, n° de telefone e fax da instituig¢ao;
2) Nome completo e cargo do investigador;

3) Data da investigacio; Data da hospitaliza¢do; Data do falecimento;

D ADOS DE REGISTRO
4) Nimero da ficha; Nimero de campo da amosira;

5) Dados pessoais do paciente: nome completo, sexo, data e lugar de nascimento,
profissdo, residéncia atual (cidade, municipio, cstado, pafs), residéncia
anterior, em caso de mudanga recente (cidade, municipio, estado, pafs);

DADOS CLINICOS

6) perguntar objetivamente (para analise estatistica) ao paciente se ele teve :
febre, calafrio, cefaléia, tonteira, fotofobia, nduseas, vomitos, dores
epigéstricas, dores musculares, dores articulares, oligiria ou aniina, hemattria,
melena, hematémese, ictericia, congestdo cutdnea, congestdo conjuntival,
ictericia, coriza, coma, rigidez de nuca, diplopia, dispneia, diarréia ou
obstipagdo, tosse, ganglios palpdveis, exantema, etc...;

7) solicitar ao paciente para o mesmo, sempre que possivel, descrever os
sintomas: data e modo do infcio, evolugdo, duragdo, etc...

D ADOS LABORATORIAIS

8) natureza do material colhido com nidmeros associados: sangue total, soro,
urina, fezes, figado, coragao, rim, bago, cérebro, outros;

9) resultados de exames complementares: provas de fung¢do hepdtica (bilirrubinas,
transaminases, fosfatase alcalina), eletroforese das proteinas, uréia, creatinina,
hemoscopia (pesquisa de Plasmodium), hemograma completo,
hemossedimentagdo, coagulograma, etc...

DADOS CONCLUSIVOS

10) Diagnéstico e anotagdes do médico responsdvel pelo inquérito.
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Fig. 2. Modos de conservacido das amostras de vetores potenciais,
segundo os objetivos de estudo.
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Diluigbes do antigeno
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1) Placa

2) Anti IgM humana adsorvida a placa (anticorpo de captura)
3) Anticorpo (soro do paciente e controles do teste)

4) Antigeno (Dengue, Febre amarela ou Rocio)

5) Conjugado anti flavivirus (anticorpos marcados com
peraxidase)

6) Substrato (ABTS)

(2D %%

2) Anti IgM humana adsorvida a placa (anticorpo de captura)

3) Anticorpo (soro do paciente e controles do teste)

4) Antigeno (Mayaro, Oropouche ou VEE)

5) Anticorpo (FAI de camundongo anti o antigeno investigado)

6) Conjugado anti-camundongo (anticorpo anti-imunoglobulina de
camundongo marcado com peroxidase)

7) Substrato (ABTS)

Figura 8: Esquema do teste imunoenzimaéatico
para captura de IgM (MAC ELISA).



Neutralizagao
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