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ESTUDO DA PATOGENICIDADE PARA CAMUNDONGOS

RECEM-NASCIDOS DE AMOSTRAS DE ECHOVIRUS TIPO 9
ISOLADAS DE CASOS DE MENINGITE DURANTE UM SURTO
EPIDEMICO NO RIO DE JANEIRO
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A patogenicidade do echovirus tipo 9 para camundongos recém-nascidos for estu-
dada, utilizando-se 12 amostras isoladas em cultura de células primarias de rim de macaco,
a partir do liquor de criancas com meningite. Os animais inoculados com o fluido da pri-
meira passagem em células desenvolveram paralisia fldcida, apos um periodo de 5 dias,
com a morte até o 8 dia. Os espécimens originais de liquor ndo continham suficiente vi-
rus para provocar singis clinicos nos animais inoculados no periodo de 21 dias de observa-

€ao.

Ao exame histopatoldgico os animais doentes apresentaram miopatia necrotizan-

te da musculatura paravertebral, lingua e diafragma. Animais inoculados que nao desen-
volveram paralisia durante o periodo de observacao apresentaram miosite discreta, sem

gue tenha sido encontrada necrose das fibras musculares.

O echovirus tipo 9 tem sido freqiientemente encontrado como agente etiologico
de epidemias de meningite em diversas partes do mundo (Berglund et al, 1958; Galpine et
al. 1958; Laforest et al, 1957; Nihoul, Quersin-Thirty & Weynants, 1957; Sabin, Krum-

biegel & Wigand. 1958; Tyrrell & Snell, 1956).

Algumas amostras de echovirus tipo 9 sdo patogénicas para camundongos recém-
nascidos, o que levou-os erroneamente a serem considerados como membros do grupo
coxsackievirus (Coxsackie A 23) durante algum tempo (Archetti, Dubes & Wenner 1959
e Tyrrell & Snell, 1956). Estudos desta caracteristica do virus realizados por Eggers & Sa-
bin (1959), demonstraram uma varia¢do no comportamento de diferentes amostras.

Este trabalho tem como objetivo descrever a patogenicidade para carnundongos
recém-nascidos de amostras isoladas no Rio de Janeiro, durante um surto de meningite
ocorrido entre setembro a dezembro de 1978.

As caracteristicas clinicas e os aspectos de diagndstico etioldgico deste surto fo-
ram descritos anteriormente por Schatzmayr et al (1978), Toros et al (1980) e Nogueira

(1981).
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MATERIAL E METODOS

Amostras de echovirus tipo 9:

Foram utilizadas 12 amostras isoladas em células primarias de rim de macaco
(RM), a partir do liquor (LCR) de criangas com meningite, assim como os respectivos
LCR originais.

A concentragdo de virus dos espécimens (liquor e fluidos de cultura de células
RM) foi estimada, utilizando-se células RM e os resultados expressos em TCIDs/0,1ml,
de acordo com Reed & Muench (1938).

Animais de experimentagao:

Utilizamos camundongos brancos sui¢os Mus musculus variedade albina com me-
nos de 24 horas de nascidos, da criac@o do biotério da FIOCRUZ. Os animais foram divi-
didos em lotes com oito unidades e cada lote inoculado com os materiais acima descritos,
pelas vias intraperitoneal e/ou intracerebral. Apds a inocula¢@o os animais toram observa-
dos diariamente por 21 dias. Animais, doentes ou nao, foram sorteados e sacrificados em
diferentes periodos de tempo para estudos histopatologicos.

Animais controles, ndo inoculados, foram incluidos em todos os experimentos.

RESULTADOS

Os animais inoculados com o fluido de cultura de tecido (primeira passagem do
virus em células RM) desenvolveram paralisia flicida apds decorridos cinco dias de infec-
¢do (Fig. 1), com a morte dos animais ocorrendo até o 89dia da infecgdo. Alguns dos ani-
mais inoculados apresentaram paralisia localizada unilateral nos membros anteriores, com
recuperagfo total do membro comprometido apds o 109dia e sobrevivéncia animal. Lotes
inoculados com o liquor original nfo mostraram qualquer sinal de doenca até o 219dia de
observagéo.

A relacdo dose de virus inoculado e numero de animais doentes estd apresentada
na Tabela I. Em cinco amostras ndo foi possivel realizar a titulagdo de virus, porém estas
comportaram-se exatamente como as expressas na tabela. A idade dos camundongos e a
dose inoculada foram fatores criticos para o desenvolvimento da paralisia, enquanto que a
via de inoculagdo utilizada ndo interferiu nos resultados observados. Quando utilizamos
animais com mais de 24 horas de idade ndo foi possivel reproduzir o quadro paralitico
mesmo com o0s materiais contendo alta concentrag¢do de virus.

Ao exame histopatoldgico, os animais doentes apresentaram uma severa miopatia
necrotizante (Fig. 2) principalmente na musculatura paravertebral, lingua e diafragma,
semn comprometimento dos demais orgaos.

Animais inoculados que ndo desenvolveram paralisia durante o periodo de obser-
vacdo, apresentaram miosite discreta sem que tenha sido observado necrose das fibras

musculares.
DISCUSSAQ

Apresentando um comportamento diferente dos enterovirus do grupo coxsackie,
as amostras de echovirus tipo 9 s6 produzem paralisia nos camundongos quando inocula-
dos até 24 horas ap6s o nascimento. O fator tempo é t3o importante quanto a dose de vi-



PATOGENICIDADE DE ECHOVIRUS TIPO 9 PARA CAMUNDONGOS 195

Fig. 1 — Animais paraliticos apds inoculagdo do fluido da primeira passagem em c€lulas de rim de ma-
cado de echovirus tipo 9.

TABELA]

Patogenicidade de amostras de echovirus tipo 9 para camundongos recém-nascidos compa-
rando a inoculacdo do LCR original com a inoculagdo dos LCR apo0s a primeira passagem
em células de rim de macaco.

LCR original L.CR apos 19 passagem
AO Dose inoculada Dose inoculada
' TCID g, Resultado TCID: g Resultado
amostra Log 10 Log 10}
1 0,0 0/8"° 7,0 7/8
2 nr 0/8 nr** 5/8
3 2,0 0/8 7,0 8/8
4 00 0/8 5,0 2/8
5 0,0 0/8 nr 8/8
6 0,0 0/8 7,0 8/8
7 0,0 0/8 nr 8/8
LCR = Liquido céfalo-raquiano
TCIDsg = Dose mfectante 50% para cultura de tecido

Niumero de animais paraliticos/nimero de animais inoculados
nao realizada

rus inoculada, pois € necessario que ocorram altas concentragdes de ¥virus na musculatura
do animal até o 49 dia de idade para o aparecimento da miosite necrosante incompativel
com a sobrevivéncia do animal (Eggers & Sabin, 1959).
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Fig. 2 — Lesdes histopatologicas causadas por echovirus tipo 9 em camundongos recem-nascidos.

A ¢ B — Dois campos microscopicos mostrando necrose de fibras musculares com intensa deposi¢do de
sais minerais nas mesmas, que aparece na fotomicrografia sob a forma de um granuiado negro grossei-
ro. Inicio de infiltracdo inflamatoria intersticial. Col. Hematoxilina-eosina. Oc. 10 x; Obj. 24 x Leitz,

C — Infiltragdo inflamatéria intersticial constituida predominantemente por histidcitos e linfocitos.
(ol. Hematoxitina-eosina. Oc. 10 x; Obj. 43 x Leitz.

D - Pormenor, em grande aumento, da infiltragdo inflamatoria, constituida predominantemente por
células histiocitirias e linfécitos. Observam-se também volumosos mioblastos, responsaveis pela regene-
racao das fibras, que ocorre precocemente. Col. Hematoxilina-eosina. Oc. 10 x;Obj. 45 x Leitz.



PATOGENICIDADE DE ECHOVIRUS TIPO 9 PARA CAMUNDONGOS 197

Baixas concentra¢fes de virus (como ocorre no liquor) inoculadas em camun-
dongos com até 1 dia de idade, ou inocula¢des de altas doses em animais com mais de 1
dia de idade, ndo permitem que sejam atingidas altas taxas de multiplica¢do viral na mus-
culatura; em nosso caso 0 achado histopatolégico principal foi miosite discreta sem necro-
se de fibras musculares, compativel com a auséncia dos sinais de paralisia ou com a recu-
peracdo dos animais apOs a paralisia de um membro apenas. E importante ressaltar que as
lesBes extensas de miosite foram encontradas principalmente na musculatura paraverte-
bral ¢ ndo nos membros, sugerindo que a altera¢do dos membros superiores ¢/ou inferio-
res dos animais seja na realidade uma manifestagdo secunddria a paralisia paravertebral.

Na histopatologia ndo foram encontrados corpisculos de inclusdes nucleares, nos
animais recuperados, conforme foi anteriormente descrito por Johnson (1978) em estudo
semelhante.

O comportamento das amostras de echovirus tipo 9 estudadas neste trabalho, em
relacdio a4 patogenicidade para camundongos recém-nascidos foi semelhante as amostras
epidémicas descritas na literatura por Archetti, Dubes & Wenner (1959) e Mc Lean & Mel-
nick (1957) entre outros, como capazes de causar paralisia flicida e miosite, porém dife-
rente da amostra padrdo Hill como discutido por Eggers & Sabin (1959).

SUMMARY

The pathogenicity for baby-mice of 12 strains of echovirus type 9, isolated in
primary monkey kidney cells, from liquor specimens of children with meningitis, have
been studied.

The animals inoculated with the first passage in tissue culture show after a pe-
riod of 5 days, a flaccid paralysis and died by the 8th day after inoculation. The original
liquor specimens did not contain enough virus to cause clinical signs in the inoculated ani-
mals, during the 21 days of observation.

Histopathologicals studies in the sick animals, show a necrosis of the paraverte-
bral muscles, tongue and diafragm. Inoculated animais wich did not develop paralysis du-
ring the observation period, show light miositis without necrosis of the muscle tissue.
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