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ISOLAMENTO DE ViRUS RESPIRATGRIO SINCICIAL EM CRIANCAS
COM QUADROS RESPIRATORIOS AGUDOS

José Alberto N. CANDEIAS (1)

RESUMO

O Autor apresenta os resultados de uma tentativa de isolamento de virus
respiratorio sincicial de um grupo de 24 criangas hospitalizadas com quadros

respiratérios graves.

Foram isoladas, em culturas de células HeLa quatro amos-

tras de virus respiratério sincicial de quatro casos de broncopneumonia, um dos

quais complicado com bronquiolite.

Tédas as amostras

isoladas ocasionaram

efeito citopatico tipico e foram neutralizadas pelo séro homologo padréo.

INTRODUCAO

O presente trabalho foi iniciado com a
finalidade de isolar o virus respiratério gin-
cicial, impropriamente designado por virus
RS, de criangas com quadros respiratérios
agudos em que aquéle virus tem sido res-
ponsabilizado como agente etiolégico. Os
primeiros isolamentos foram obtidos por
CuANOoCK & col.% %% e depois déstes, nu-
- merosos Autores obtiveram resultados que
parecem confirmar a vinculagio etiolégica
do virus respiratério sincicial aos quadros
de broncopneumonia, bronquiolite e laringo-
traqueobronquite, particularmente em crian-
cas muito jovens ® % Pode dizer-se que
éste virus é muito provavelmente a causa
mais importante das doengas infecciosas do
dracto respiratério inferior, na infancia 2,
Em investigacdo anterior »* demonstramos
a existéneia de anticorpos fixadores do com-
plemento contra o virus respiratério sinci-
cial em grupos populacionais do Territério
Federal do Amapa. '

Apresentamos neste trabalho, primeiro de
uma série de pesquisas a serem realizadas
no Istado de Sio Paulo, os resultados da
tentativa de isolamento do virus respiratério
sincicial num grupo de 24 criancas, com

quadros respiratérios graves, internadas no
Hospital Infantil. Menino Jesus, na cidade
de S&o Paulo.

MATERIAL E METODOS

Foram usadas culturas de células Hela
em Gey contendo 109 de lactalbumina a
5%, 109% de sbro de coelho inativado a
56°C durante 30 minutos, penicilina e es-
treptomicina, respectivamente na concentra-
cdo final de 100 U e 100 microgramas/ml.
O meio de manutencdo usado diferia do
meio de crescimento na percentagem tanto
da lactalbumina, que foi baixada para 5%,
como do sbro também usado na concentra-
¢do de -59%.

O preparo dos tubos de cultura de Hela
foi feito inoculando-se 0,5 ml da suspensio
de células contendo 50.000 células por ml,
em cada tubo; no dia imediato inoculavam-
se. 0,5 ml da solugio de Gey contendo 5%
de s6ro de coelho. Déste modo reduzia-se
a concentracdo de lactalbumina, ao mesmo
tempo que se conseguia uma camada de cé-
lulas perfeitamente coberta pelo meio de
cultura, condigfo indispensdvel para um exa-
me que se manteve durante trés semanas.
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A troca do meio de manutengdo foi feita
cada trés dias.

De cada crianca colheu-se material das
mucosas nasal e naso-faringea, usando duas
zaragatoas, cada uma das quais era imersa
em 5 ml de solugdo de Hanks contendo
2.000 U de penicilina, 2.000 microgramas
de  estreptomicina e 150 U de micostatina,
por ml. Uma vez no laboratério os dois es-
pécimens eram misturados numa sd amostra,
de que se inoculavam 0,2 ml em cada um
de quatro tubos de cultura de células HeLa
que se incubavam a 36°C. Os tubos eram
observados diariamente durante 21 dias e as
amostras que apresentavam efeito citopatico
tipico eram submetidas a duas passagens
consecutivas depois do que se procedia a
titulacdo.

Para a titulacio do poder infetante do vi-
rus inoculou-se 0,1 ml de diluigbes decimais
da amostra positiva em cada um de quatro
tubos de cultura de células HeLa. Estes fo-
ram observados diariamente, fazendo-se a
leitura final no 10.° dia, momento a partlr
do qual nfo mais se observa a progressio
das alteracbes citopaticas.

Para a execuciio da prova de neutralizacio
com sbdro padrdo, fizeram-se misturas, em
volumes iguais, da diluigdo do séro padrio
contendo 2C U neutralizantes e da diluigdo
de virus contendo 100 TCDs,/0,1 ml, que
se mantiveram a temperatura ambiente du-
rante 60 minutos. Inocularam-se em segui-
da 4 tubos de.culturas de células Hel.a, re-
cebendo. cada um déles 0,2 ml da mistura
virus/séro padrdo, ao mesmo. tempo que se
repetia a titulagdo do virus. A leitura final
era feita no 6.° dia apés a inoculacio.

RESULTADOS

Isolamento de virus respiratorio sincicial
— Foram isoladas 4 amostras de virus respi-
ratério sincicial do grupo ja referido de 24
criancas com quadros respiratorios agudos,
internadas no Hospital Infantil Menino Je-
sus, durante o més de agdsto de 1964. Este
grupo compreendia 22 casos de broncopneu-
monia, 2 dos quais com bronquiolite e 2
outros complicados com um quadro de des-
nutri¢io; havia ainda 2 casos de bronquio-
lite. As amostras de virus respiratério sin-
cicial foram isoladas de uma crianga com
broncopneumonia e desnutrigdo, de 3 meses
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de idade, de duas criancas com broncopneu-
monia e bronquiolite, uma delas com 3 dias
de idade e a outra com 3 meses, ¢ de uma
crianga com broncopneumonia, com 45 dias
de idade. As tentativas de isolamento do
referido agente das restantes criangas do
grupo ndo foram bem sucedidas, muito em-
bora as culturas se tivessem mantido em ex-
celentes condigbes durante trés semanas.
Qualquer das amosiras isoladas pdde ser
transmitida, em série, a novas culturas de
células Hel.a, usando-se o scbrenadante, e
os titulos ohtidos foram, em geral, baixos,
variando entre 10° e 10°.

As amostras positivas foram mantidas a
—20°C até ulterior identificagdo com séro
padrdo homélogo, depois de terem sido re-
inoculadas em novas culturas de Hela, até
obtencio de um titulo de 10%,

Efeito citopdtico nas culturas de célula
HeLa — O efeito citopatico comegou a ma-
nifestar-se ao fim do 7.° dia prolongando-se
até o 120 dia, sem que tivesse sido des-
truida téda a camada celular. Eram evi-
dentes as caracteristicas areas sinciclais, on-
de os limites celulares desaparecem e uma
massa de citoplasma quase homogéneo en-
cerra grande nfimero de nicleos normais.
Preparacoes coradas, feitas em laminula, per-
mitiram observar com mais nitidez estas al-
teragbes tipicas, sendo entdo evidentes as
inclusGes citopldsmicas eosindfilas,

DISCUSSAO

Um dos achados de particular interésse
no presente trabalho foi o reduzido niimero
de casos em que se isolou o virus respiraté-
rio sincicial. Seria de esperar uma taxa
deé isolamento mais elevada, dada a natureza
dos quadros clinicos em questio e a idade
das criancas atingidas ” 1% 1.2 Muito pro-
vavelmente teriam contribuido para esta bai-
xa percentagem de isolamento o fato das
amostras terem sido mantidas a 4°C, cérca
de 1 a 2 horas, antes de inoculadas as cul-
turas de células, bem como a auséncia de

‘um estabilizador no meio de transporte™?

Por outro lado, ndo devemos deixar de con-
siderar as. variagbes de sensibilidade das
linhagens de células **, que podem ser um
excelente substrato para o crescimento de
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uma amostra de virus ja adaptada, mas ndo
serem suficientemente sensiveis para o iso-
lamente. Fatos desta natureza foram de-
monstrados por numerosos Autores *® 17,

Um outro aspecto interessante e que se
torna necessirio ressaltar € o que diz res-
peito ao fato das amostras terem sido man-
tidas a —20°C durante cérca de dois anos,
sem alteragio de sua viabilidade, o que
parece estar em desacérdo com as observa-
¢bes de diversos Autores™ %85, Deve no-
tar-se, no entanto, que a grande sensibilida-
de do virus respiratério sincicial ao conge-
lamento é um elemento a ser observado mais
em relagio aos espécimes colhidos dos pa-
cientes, onde o nlUmero de particulas de
virus pede ser pequeno, do que em relagdo
a cultura de virus em geral, com titulo
elevado.

SUMMARY

Isolation of the respiratory syncytial virus
from children with acute respiratory
infections

Four strains of respiratory syncytial virus
which produced the usual cytopathic effect
and were neutralized by the homologous
standard serum, 'were isolated from children
with respiratory infections, in Hela cells.
The clinical features of their illnesses were
those of bronchopneumonia and bronchio-
litis.
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