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RESUMO

O virus da raiva pode estar presente em diferentes tecidos e 6rgaos, tornando
possivel a sua replicacdo em diversos tipos de culturas celulares. Considerando a
fundamental importancia da producao desse virus in vitro para a realizacdo de
testes diagnésticos, producdo de soros hiperimunes e pesquisas, o objetivo deste
estudo foi avaliar a infecgdo viral das cepas PV (Pasteur Virus) e CVS (Challenge Virus
Standard) em linhagem de células BHK-21 (Baby Hamster Kidney). As células foram
infectadas com as cepas PV e CVS e cultivadas em frascos estacionarios de cultivo
celular e em microplacas com laminulas, a 37°C por até 96 horas. A cada trés horas
foram coletadas aliquotas do sobrenadante dos frascos, para acompanhamento da
concentracdo das particulas virais, e laminulas para avaliar a infeccao viral nas
células. As avaliacdes foram realizadas por imunofluorescéncia direta, para
definicdo da maior diluicdo em que as suspensdes virais infectaram 100% da
monocamada confluente de células BHK-21 e para avaliar o aumento da
intensidade de fluorescéncia, expressa em cruzes (+ a ++++), identificando o
antigeno viral, demonstrado por fotodocumentacao. A presenga de particulas virais
foi observada a partir de nove horas po6s-infeccdo, em ambas as cepas. As particulas
virais das cepas PV e CVS no sobrenadante foram obtidas a partirde 15 e 18 horas de
incubacdo, respectivamente, sendo observada a maior concentragio de particulas
nas suspensdes virais das duas cepas, 72 horas pds-infec¢do. Portanto, o protocolo
usado demonstrou eficiéncia, independente da cepa empregada, permitindo a
obtencdo de bons titulos nas suspensoes virais produzidas.

PALAVRAS-CHAVE: Virus da raiva. Cepas PV e CVS. Células BHK-21. Replicacao
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viral.
ABSTRACT

The rabies virus can be present in different tissues and organs, so it makes possible
its replication in a wide variety of cells cultures. Because of the critical importance
of virus production in vitro to achievement of diagnostic tests, production of
hyperimmune sera and researches, the aim of this study was evaluate the viral
replication of strains PV (Pasteur Virus) and CVS (Challenge Virus Standard) in cells
lines BHK-21 (Baby Hamster Kidney). The cells were infected with strains PV and
CVS and cultivated on stationary cell culture flasks and on microplates with cover
glass slides on 37°C until 96 hours. Every 3 hours aliquots of supernatant were
collected of the flasks for monitoring the virus particles concentration and glass
cover to evaluate viral infection in cells. The evaluations were performed by direct
immunofluorescence, to determinate the higher dilution that the viral suspensions
infected 100% of the BHK-21 confluent monolayer and to evaluate the increase of
fluorescence intensity, express by crosses (+ to ++++), identifying the viral antigen
demonstrated by photos. The presence of viral particles was observed from 9 hours
post-infection with both strains. The viral particles of CVS and PV strains on
supernatant were obtained from 15 and 18 hours of incubation, respectively and
the higher concentration of particles on viral suspensions was observed 72 hours
post-infection. Therefore, the protocol used demonstrated efficiency independent
of viral strain used allowing the obtaining of good titers in viral suspensions
produced.

KEY WORDS: Rabies virus. PV and CVS strains. BHK-21 cells. Viral replication.

INTRODUCAO

O virus da raiva é intensamente neurotro-
pico, mas em animais infectados, apdés a
replicacdo no sistema nervoso central (SNC),
pode ser encontrado na maioria dos 6rgaos,
nos quais muitas vezes pode ser eficiente-
mente replicado. Nao é surpreendente,
portanto, que o virus da raiva possa ser
cultivado em uma imensa variedade de
linhagens celulares.'

Desde 1913, quando NOGUCHI e LEVADITI,
citado por KING (1996),' aplicaram pela pri-
meira vez técnicas de cultura de tecidos a

estudos in vitro do virus da raiva, foi demons-
trada a suscetibilidade de diversas culturas
primarias de células, de rim de diferentes
espécies animais, a infeccio com o virus da
raiva, permitindo o uso desse sistema para a
producio de vacinas.”’

Embora as linhagens celulares de origem
neuronal tenham sido consideradas siste-
mas mais sensiveis para testes diagnosticos,
com o aparecimento das linhagens celulares
de cultura continua uma grande diversidade
de células ndo neuronais tem sido usada
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atualmente em estudos e procedimentos re-

lacionados ao virus daraiva.”"

A linhagem continua de células BHK-21
(Baby Hamster Kidney)” foi descrita como
substrato favorito para investigacao in vitro
do virus da raiva por sua extrema suscetibili-
dade, passando a ser usada, portanto, para
producdo de virus empregado em estudos de
concentracao e purificacdo, investigacoes de
microscopia eletronica e producao de vacinas
concentradas e purificadas.”

Com o estabelecimento de testes diagnéds-
ticos da raiva, revelados pela ligacao de anti-
corpos especificos conjugados a substancia
fluorescente (isotiocianato de fluoresceina)
aos antigenos virais, a linhagem de células
BHK-21 também passou a ser usada para o
isolamento de variantes de virus de rua" e
para a avaliagdo soroldgica,”"” sendo neces-
saria, portanto, a produciao de virus fixos
nessa linhagem celular para a execucdo das
técnicas.

0 objetivo deste estudo foi avaliar a infec-
cdo viral das cepas PV (Pasteur Virus) e CVS
(Challenge Virus Standard) em linhagem de
células BHK-21 cultivadas em monocamadas
estaciondrias.

MATERIAL E METODOS

Culturade células

Foi utilizada linhagem de células BHK-21
(C-13; ATCC CCL-10), mantida em frascos esta-
cionarios de plastico com superficie aderente
de 25 cm’ (T25). O meio essencial minimo
de Eagle (MEM), com sais de Earle, suplemen-
tado com 10% de soro fetal bovino inativado,
foi utilizado para o cultivo celular, sendo os
frascos mantidos a 37°C por 3-4 dias para
obtencao das monocamadas confluentes.

Virus

As cepas de virus fixos PV e CVS adapta-
das a linhagem celular BHK-21, em monoca-
madas estaciondrias, foram utilizadas para
infectar as células. Os titulos infectantes de
ambas as cepas virais foram determinados
em microplacas de 96 orificios, preparadas
adicionando-se 50pL de 5x10* células BHK-
21 em cada orificio, com 50uL de diluicdes
seriadas em razdo 2 de cada uma das cepas.
Apoés 24 horas de incubacio, em atmosfera
Umida contendo 5% de CO,, o sobrenadante
foi aspirado dos orificios; as monocamadas
de células foram fixadas com acetona 80%
gelada. Foi adicionado conjugado antivirus
da raiva, produzido no Instituto Pasteur -
6rgdo da Coordenadoria de Controle de
Doencas da Secretaria de Estado da Saude de
Sao Paulo (CCD/SES-SP) -, lote IPTOT3/06,
e as microplacas foram incubadas a 37°C por
uma hora.

Por observacdao em microscépio invertido
LEICA DMIL para fluorescéncia, aumento
100x, uma dose infectante em cultura de célu-
las (DICC100) foi estabelecida como sendo a
diluicdo do virus que infectou 100% das célu-
las observadas em um orificio da microplaca, o
que foi correspondente a 1:80 para PV e 1:300
para CVS.

Suspensdes BHK-21/Virus

Suspensdes BHK-21/PV e BHK-21/CVS
foram preparadas para a producido das cepas
PV e CVS em cultura da linhagem celular BHK-
21 e para o preparo da infeccio em laminulas
de vidro. Para tanto, as células em monocama-
das confluentes dos frascos T25 foram indivi-
dualizadas com solucdo Tripsina-EDTA
(0,2%), ressuspendidas com MEM na concen-
tracio de 10° células/mL e adicionadas na
mesma proporg¢do a cada suspensao das cepas
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de virus PV e CVS, diluidas em MEM 1:80 e
1:300, respectivamente.

Produc¢io das cepas PV e CVS em cultura
de células BHK-21

Foram utilizados quatro frascos T25,
sendo dois para a suspensiao BHK-21/PV e
dois para BHK-21/CVS. Em cada frasco
foram adicionados 2mL da suspensao célu-
la/virus e 8mL de MEM. Os frascos foram
mantidos por 96 horas, a 37°C, e a cada trés
horas 100uL do sobrenadante dos frascos
foram coletados e armazenadosa-20°C,até o
momento do uso.

Avaliacdo da producio dos antigenos

Para a determinacdo da DICC100 nas
aliquotas coletadas foi realizado o teste de
imunofluorescéncia direta (IFD) em mi-
croplacas de 96 orificios. Foram realizadas
12 diluicdes seriadas de cada aliquota, na
razao 2, comecando de 1:2, colocando-se
100pL da aliquota no primeiro orificio e
adicionando-se 100puL de MEM. Em segui-
da, foram adicionados 50uL de MEM e
50uL de células BHK-21 na concentragao
de 10° células/mL. As microplacas foram
incubadas a 37°C em atmosfera contendo
5% de CO, por 24 horas e as células foram
fixadas, em banho de gelo, com acetona
80% gelada.

A reacdo foi revelada com adigao de
conjugado antivirus da raiva produzido
pelo Instituto Pasteur, lote IP.TOT3/06,
diluido 1:240. A leitura foi realizada em
microscépio invertido LEICA DMIL para
fluorescéncia com aumento de 100x. A
DICC100 foi determinada pela maior dilui-
¢do em que as suspensdes virais infecta-
ram 100% do tapete confluente de células
BHK-21.

A presenca do antigeno viral na primeira
diluicao das aliquotas (1:2) nas microplacas
foi analisada pela observacdo do aumento da
intensidade de fluorescéncia, expressa em
cinco classes, sendo: classe 0 (-) auséncia de
focos fluorescentes; classe 1 (+) com raros
focos fluorescentes, menos de 25% do cam-
po analisado; classe 2 (++) com focos fluo-
rescentes em 50% do campo analisado;
classe 3 (+++) com focos fluorescentes em
75% do campo analisado; e classe 4 (++++)
com focos fluorescentes em mais de 75% do
campo analisado. Ressalta-se que o campo
analisado foi toda a monocamada de células
dos orificios da microplaca.

Infeccdo das células em laminulas

Foram colocadas laminulas de vidro em
microplacas de seis orificios e adicionados
200pL das mesmas suspensdes, BHK-21/PV
e BHK-21/CVS e 2mL de MEM. Foram incu-
badas a 37°C em atmosfera contendo 5% de
CO,, no periodo maximo de 96 horas. A cada
trés horas uma laminula de cada cepa viral
foi coletada, fixada por dez minutos em
acetona PA gelada e armazenada a -20°C. As
laminulas foram aderidas as laminas de
vidro para a realizacdo da IFD, e o mesmo
lote de conjugado fluorescente antivirus da
raiva, com a mesma diluicdo, foi utilizado
paraarevelacao do teste.

As laminas foram incubadas a 37°C em
atmosfera Umida, por 30 minutos, lavadas
com solucdo tampao fosfato de s6dio (PBS)
0,01 molar pH 7.2 e 4gua deionizada; apéds a
secagem foi adicionada glicerina tamponada
pH 8.5. A observacao da reacao foi realizada
em microscopio invertido Nikon Eclipse
TE2000-S, para fluorescéncia, com lampada
HBO-100, aumento 200x e demonstrada por
meio de fotodocumentacao.
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RESULTADOS

Avaliacdo da producio dos antigenos

Conforme demonstram a Tabela 1 e a
Figura 1, a avaliagdo da presenc¢a do antige-
no viral nas suspensdes coletadas em dife-
rentes periodos, expressando em cruzes o
aumento da intensidade de fluorescéncia
produzida pela infeccdo viral das aliquotas
1:2 nas células BHK-21 cultivadas em micro-
placas, demonstrou classe 3 (+++) na obser-
vacao de focos fluorescentes com a cepa PV e
classe 2 (++) com CVS, nas aliquotas coleta-
dasnomomento zero da infecgdo.

Nas aliquotas coletadas no periodo entre 3 e
18 horas poés-infeccdo, observou-se diminuicido
da concentra¢do de particulas, com menos de
25% de infecg¢do do campo. A partir de 21 horas
pos-infeccdo houve aumento gradativo da con-
centracdo de particulas virais, permitindo a
observacdo de intensidade de fluorescéncia
classe 2 (++), passando para classe 3 (+++) nas
aliquotas de 24 horas e classe 4 (++++) com 27
horas, sendo observada essa classe em todas as
aliquotas seguintes até 96 horas pds-infecgao.

Interpretacao dos resultados: classe 0 (-),
auséncia de focos fluorescentes; classe 1 (+),
com raros focos fluorescentes, menos de 25%
do campo analisado; classe 2 (++), com focos
fluorescentes em 50% do campo analisado;
classe 3 (+++), com focos fluorescente em
75% do campo analisado; e classe 4 (++++),
com focos fluorescentes em mais de 75% do
campo analisado.

A Figura 2 demonstra os valores DICC100
das suspensoes virais produzidas por infec-
¢do com as cepas PV e CVS, ap6s os diferentes
momentos. Observou-se que no periodo de 3
a 24 horas po6s-infeccdo ambas as cepas man-
tiveram baixa concentracao viral. De 24 a 48
horas, a suspensao viral infectada com a cepa
CVS apresentou maior concentracdo das

particulas virais em relacdo a infectada com a
cepa PV, embora esta também tenha apresen-
tado elevacdo nesse periodo. Na aliquota
coletada 72 horas p6s-infec¢do, observou-se
a presenca da maior concentracdo de antige-
nos das cepas PV e CVS com DICC100 corres-
pondente a 1:96, seguida de diminuicdo na
aliquota coletada 96 horas p6s-infecgdo.

Tabela 1. Intensidade de fluorescéncia expressa em cruzes,

identificando a presenca de antigenos das cepas PV e CVS em
suspensoes virais diluidas 1:2.

Periodo de incubagdo (h) BHK-21/PV BHK-21/CVS

0 +++ ++
3 + +
6 + +
9 + +
12 + +
15 + +
18 + +
21 ++ ++
24 +++ +++
27 ++++ ++++
30 ++++ ++++
33 ++++ ++++
36 ++++ ++++
48 ++++ ++++
72 ++++ ++++
96 ++++ ++++
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Figura 1. Percentual de infec¢do das monocamadas confluentes
de células BHK-21 com suspensdes virais diluidas 1:2, reveladas
por meio da técnica de imunofluorescéncia direta.
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Figura 2. Valores de DICC100 das suspensdes virais em
monocamada confluente de células BHK-21, reveladas por
meio da técnica de imunofluorescéncia direta.
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Infeccido das células em laminulas
Avaliando-se as laminulas coletadas a par-
tir de nove horas pds-infeccdo da cultura de
células BHK-21 pelas cepas PV e CVS foi possi-
vel observar reagdo positiva para o antigeno
da raiva, mas, devido a pouca intensidade de

fluorescéncia (menos de 5% do campo obser-
vado), ndo foi possivel fotodocumenta-la. Na
Figura 3 esta demonstrado o aumento gradati-
vo da presenca dos antigenos virais em células
BHK-21 infectadas com as cepas PV e CVS, nos
periodosde 12,18 e 24 horas.

Figura 3. Imunofluorescéncia direta de células BHK-21 infectadas com as cepas PV e CVS (aumento 200x). (A) Células BHK-
21 com 12 horas pé6s-infec¢do com a cepa CVS. (B) Células BHK-21 com 18 horas pés-infec¢do com a cepa CVS. (C) Células
BHK-21 com 24 horas pés-infec¢do com a cepa CVS. (D) Células BHK-21 com 12 horas pés-infeccdo com a cepa PV.(E) Células
BHK-21 com 18 horas pds-infec¢do com a cepa PV. (F) Células BHK-21 com 24 horas p6s-infec¢do com a cepa PV.

DISCUSSAO

Embora a avaliagdo dos titulos em DICC
100, apresentados pelas aliquotas de
ambas as suspensdes virais produzidas
pelas células BHK-21 infectadas com as cepas
PV e CVS, tenham demonstrado que no
periodo de 0 a 24 horas pds-infeccdo as sus-
pensdes ndo atingiram concentragdes de
particulas virais satisfatorias, os titulos de 27 a
48 horas pos-infec¢do indicam a presenca de
particulas virais com aumento gradativo das

concentragoes, sendo superiores nas suspen-
soes cuja infeccdo foi pelo virus CVS.

A diferengca observada na avaliacdo
realizada por IFD em microplacas, a qual
apresentou intensidade de fluorescéncia de
classe 3 (+++) paraPVeclasse 2 (++) paraCVS
nas aliquotas coletadas no momento 0 da
infeccdo, apesar de ambas as cepas terem sido
preparadas para infectar 100% das células,
pode ser a explicacdo para os diferentes
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titulos apresentados nas suspensdes prepara-
das com infeccao pelas duas cepas virais, no
periodo de 27 a 48 horas pos-infecgdo. Pode,
ainda, estar relacionada as fases de adsorgio e
penetracdo das particulas virais de cada cepa
utilizada, sugerindo que as particulas da cepa
CVS tenham adsorvido e penetrado nas células
mais rapidamente do que as particulas da
cepa PV, sendo liberadas em maior quantida-
de para o sobrenadante.

A diminuicido da concentracado das particu-
las virais nas suspensdes das cepas PV e CVS
entre 3 e 24 horas pds-infeccdo ja era espera-
da, devido ao periodo necessario para adsor-
¢do, penetracdo e replicacdo das particulas
virais nas células.

A partir de 21 horas pos-infeccdo a
concentracdo comeg¢ou a aumentar, atin-
gindo o pico maximo em 27 horas em
ambas as cepas, mostrando que com pouco
mais de um dia novas particulas virais
integras ja estdo brotando para infectarem
novas células.

A obtencdo de grande concentracdo de
particulas virais da cepa CVS com 48
horas pds-infec¢do torna possivel, com
este periodo, o estabelecimento de
protocolos de replicacdo para obtencado
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