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ISOLAMENTO DE VíRUS RESPIRA TõRIO SINCICIAL EM CRIANÇAS 
COM QUADROS RESPIRATõRIOS AGUDOS 

José Alberto N. CANDEIAS ( 1 ) 

RESUMO 

O Autor apresenta os resultados de uma tentativa de isolamento de vírus 
respiratório sincicial de um grupo de 24 crianças hospitalizadas com quadros 
respiratórios graves. Foram isoladas, em culturas de células HeLa quatro amos
tras de vírus respiratório sincicial de quatro casos de broncopneumonia, um dos 
quais complicado com bronquiolite. Tôdas as amostras isoladas ocasionaram 
efeito citopático típico e foram neutralizadas pelo sôro homólogo padrão. 

INTRODUÇÃO 

O presente trabalho foi iniciado com a 
finalidade de isolar o vírus respiratório ~in
cicial, impr,àpriamente designado por vírus 
RS, de crianças com quadros respiratórios 
agudos em que aquêle vírus tem sido res
ponsabilizado como agente etiológico. Os 
primeiros isolamentos foram obtidos por 
CHANOCK & col. 4 • 5 • '6 e depois dêstes, nu
merosos Autores obtiveram resultados que 
parecem confirmar a vinculação etiológica 
do vírus respiratório sincicial aos quadros 
de broncopneumonia, bronquiolite e laringo
traqueobronquite, particularmente em crian
ças muito jovens 8• 14

• Pode dizer-se que 
êste vírus é muito provàvelmente a causa 
mais importante das doenças infecciosas do 
tracto respiratório inferior, na infância 12

• 

Em investigação anterior 2
, 3 demonstrámos 

a existência de anticorpos fixadores do com
plemento contra o vírus respiratório sinci
cial em grupos populacionais do Território 
Federal do Amapá. 

Apresentamos neste trabalho, primeiro de 
uma série de pesquisas a serem realizadas 
no Estado de São Paulo, os resultados da 
tentativa de isolamento do vírus respiratório 
sincicial num grupo de 24 crianças, com 

quadros respiratórios graves, internadas no 
Hospital Infantil Menino Jesus, na cidade 
de São Paulo. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Foram usadas culturas de células HeLa 
em Gey contendo 10% de lactalbumina a 
51%, 10% de sôro de coelho inativado a 
56°C durante 30 minutos, penicilina e es
treptomicina, respectivamente na concentra
ção final de 100 U e 100 microgramas/mi. 
O meio de manutenção usado diferia do 
meio de crescimento na percentagem tanto 
da lactalbumina, que foi baixada para 5'%, 
como do sôro também úsado na concentra
ção de 5'%. 

O preparo dos tubos de cultura de HeLa 
foi feito inoculando-se 0,5 ml da suspensão 
de células contendo 50.000 células por mi, 
em cada tubo; no dia imediato inoculavam
se 0,5 mi da solução de Gey contendo 5,% 
de sôro de coelho. Dêste modo reduzia-se 
a concentração de lactalbumina, ao mesmo 
tempo que se conseguia uma camada de cé
lulas perfeitamente coberta pelo meio de 
cultura, condição indispensável para um exa
me que se manteve durante três semanas. 
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A troca do meio de manutenção foi feita 
cada três dias. 

De cada criança colheu-se material das 
mucosas nasal e naso-faríngea, usando duas 
zi:i,ragatoas, cada uma das quais era imersa 
em 5 ml de solução de Hanks contendo 
2.000 U de penicilina, 2.000 microgramas 
de estreptomicina e 150 U de micostatina, 
por mi. Uma vez no laboratório os dois es
pécimens eram misturados numa só amostra, 
de que se inoculavam 0,2 ml em cada um 
de quatro tubos de cultura de células HeLa 
que se incubavam a 36ºC. Os tubos eram 
observados diàriamentt; durante 21 dias e as 
amostras que apresentavam efeito citopático 
típico eram submetidas a duas passagens 
consecutivas depois do que se procedia à 
titulação. 

Para a titulação do poder infetante do ví
rus inoculou-se 0,1 ml de diluições decimais 
da amostra positiva em cada um de quatro 
tubos de cultura de células HeLa. Êstes fo
ram observados diàriamente, fazendo-se a 
leitura final no 10.0 dia, momento a partir 
do qual não mais se observa a progressão 
das alterações citopáticas. 

Para a execução da prova de neutralização 
com sôro padrão, fizeram-se misturas, em 
volumes iguais, da diluição do sôro padrão 
contendo 20 U neutralizantes e da diluição 
de vírus contendo 100 TCD5o/0,l mi, que 
se mantiveram à temperatura ambiente du
rante 60 minutos. Inocularam-se em segui
da 4 tubos de culturas de células HeLa, re
cebendo cada um dêles 0,2 ml da mistura 
vírus/sôro padrão, ao mesmo tempo que se 
repetia a titulação do vírus. A leitura final 
era feita no 6. 0 dia após a inoculação. 

RESULTADOS 

Isolamento de vírus respiratório sincicial 
- Foram isoladas 4 amostras de vírus respi
ratório sincicial do grupo já referido de 24 
crianças com quadros respiratórios agudos, 
internadas no Hospital Infantil Menino Je
sus, durante o mês de agôsto de 1964. Êste 
grupo compreendia 22 casos de broncopneu
monia, 2 dos quais com bronquiolite e 2 
outros complicados com um quadro de des
nutrição; havia ainda 2 casos de bronquio
lite. As amostras de vírus respiratório sin
cicial foram isoladas de uma criança com 
brpncopneumonia e desnutrição, de 3 meses 
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de idade, de duas crianças com broncopneu
monia e bronquiolite, uma delas com 3 dias 
de idade e a outra com 3 meses, e de uma 
criança com broncopneumonia, com 45 dias 
de idade. As tentativas de isolamento do 
referido agente das restantes crianças do 
grupo não foram bem sucedidas, muito em
bora as culturas se tivessem mantido em ex
celentes condições durante três semanas. 
Qualquer das amostras isoladas pôde ser 
transmitida, em série, a novas culturas de 
células HeLa, usando-se o sobrenadante, e 
os títulos ohtidos foram, em geral, baixos, 
variando entre 103 e 105

• 

As amostras positivas foram mantidas a 
-20ºC até ulterior identificação com sôro 
padrão homólogo, depois de terem sido re
inoculadas em novas culturas de HeLa, até 
obtenção de um título de 105

• 

Efeito citopático nas culturas de célula 
H ela - O efeito citopático começou a ma
nifestar-se ao fim do 7. 0 dia prolongando-se 
até o 12.0 dia, sem que tivesse sido des
truída tôda a camada celular. Eram evi
dentes as características áreas sinciciais, on
de os limites celulares desaparecem e uma 
massa de citoplasma quase homogêneo en
cerra grande número de núcleos normais. 
Preparações coradas, feitas em lamínula, per
mitiram observar com mais nitidez estas al
terações típicas, sendo então evidentes as 
inclusões citoplásmicas eosinófilas. 

DISCUSSÃO 

Um dos achados de particular interêsse 
no presente trabalho foi o reduúdo número 
de casos em que se isolou o vírus respirató
rio sincicial. Seria de esperar uma taxa 
de isolamento mais elevada, dada a natureza 
dos quadros clínicos em questão e a idade 
das crianças atingidas 7 , 

10
, 11 • 16• Muito ·pro

vàvelmente teriam contribuído para esta bai
xa percentagem de isolamento o fato das 
amostras terem sido mantidas a 4ºC, cêrca 
de 1 a 2 horas, antes de inoculadas as cul
turas de células, bem como a ausência de 

· um estabilizador no meio de transporte '· 9
• 

Por outro lado, não devemos deixar de con
siderar as variações de sensibilidade das 
linhagens de células 13

, que podem ser um 
excelente substrato para o crescimento de . 
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uma amostra de vírus já adaptada, mas não 
serem suficientemente sensíveis para o iso
lamento. Fatos desta natureza foram de
monstrados por numerosos Autores 15

• 
17

• 

Um outro aspecto interessante e que se 
torna necessário ressaltar é o que diz res
peito ao fato das amostras terem sido man
tidas a -20ºC durante cêrca de dois anos, 
sem alteração de sua viabilidade, o que 
parece estar em desacôrdo com as observa
ções de diversos Autores 7

• 
1

• 
8

• Deve no
tar-se, no entanto, que a grande sensibilida
de do vírus respiratório sincicial ao conge
lamento é um elemento a ser observado mais 
em relação aos espécimes colhidos dos pa
cientes, onde o número de partículas de 
vírus pode ser pequeno, do que em relação 
à cultura de vírus em geral, com título 
elevado. 

SUMMAR Y 

I solation of the respiratory syncytial virus 
from children with acute respiratory 

infections 

Four strains of respiratory syncytial vírus 
which produced the usual cytopathic effect 
and were neutralized by the homologous 
standard serum, were isolated from children 
with respiratory infections, in HeLa cel!s. 
The clinica! features of their illnesses were 
those of bronchopneumonia and bronchio
litis. 
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