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O polietilenoglicol aumenta a penetracéo do virus da diarréia viral bovina, do virus da
estomatite vesicular e do virus sincicial respiratorio bovino em células de cultivo

Polyethylene glycol increases the penetration of bovine viral diarrhea virus, vesicular stomatitis virus
and bovine respiratory syncytial virus in cultured cells

Renata Dezengrini' Juliana Felipetto Cargnelutti" Rudi Weiblen"' Eduardo Furtado Flores''*

RESUMO

A baixa eficiéncia de penetragdo de alguns virus
em células de cultivo pode representar uma dificuldade para o
isolamento e a multiplicag&o viral in vitro. No presente estudo
investigou-se o efeito do polietilenoglicol (PEG) na replicacao
de sete virus bovinos em células de linhagem de rim bovino
(MDBK). A eficiéncia de penetracdo e replicagdo foi
mensurada pela contagem do ndmero de placas virais
produzidas em tapetes celulares, ap6s adsor¢do do in6culo
viral (100 DICC,; mL™) com ou sem a adi¢do de PEG a 5%
(peso molecular 6.000). A adi¢do de PEG ao in6culo resultou
em aumentos significativos do nimero de placas para o virus
da diarréia viral bovina (BVDV) (aumento de 3,4 vezes), virus
da estomatite vesicular (VSV) (2,2 vezes) e virus respiratdrio
sincicial bovino (BRSV) (1,5 vezes). A adicdo de PEG néo
produziu aumento significativo no nimero de placas dos
herpesvirus bovinos 1, 2 e 5 (BoHV-1, BoHV-2 e BoHV-5). Por
outro lado, o PEG produziu uma redugdo do nimero de placas
(1,4 vezes) produzidas pelo virus da parainfluenza bovina (bPI-
3V). A adicdo de PEG a 5% também aumentou a sensibilidade
de deteccéo (entre 10 e 100 vezes) do BVDV no soro de trés
bezerros persistentemente infectados. Para o BRSV, a adicéo
de PEG aumentou em duas vezes a sensibilidade do isolamento
viral de secrecbes nasais de duas ovelhas infectadas
experimentalmente. Esses resultados demonstram que o PEG
aumenta a eficiéncia de infeccdo do BVDV, VSV e BRSV em
células de cultivo, podendo ser utilizado para aumentar a
sensibilidade de deteccdo desses virus em amostras clinicas
(isolamento viral) e/ou, para aumentar os titulos de virus
produzidos em cultivo celular.

Palavras-chave: polietilenoglicol, PEG, VSV, BVDV, BRSV,
bPI-3V, penetragéo viral.

ABSTRACT

The low efficiency of penetration of some viruses
in cultured cells may represent an obstacle for viral isolation
and/or viral multiplication in tissue culture. This study
investigated the effect of polyethylene glycol (PEG) on the
penetration and replication of seven bovine enveloped viruses
in culture cells. Penetration efficiency was measured by counting
the number of viral plaques produced in bovine kidney cells
(MDBK). The addition of 5% PEG (molecular weight 6.000)
to the viral inoculum containing 100 TCID,, mL* (tissue culture
median infectious dosis) of each virus, during adsorption for
2h at 37°C, resulted in a significant increase in the number of
plaques for bovine viral diarrhea virus (BVDV) (increase of
3.4-fold), vesicular stomatitis virus (VSV) (2.2-fold) and bovine
respiratory syncytial virus (BRSV) (1.5-fold). The addition of
5% PEG to the inoculum of bovine herpesviruses 1, 2 and 5
(BoHV-1, BoHV-2 and BoHV-5) did not increase the number of
viral plaques. On the other hand, PEG produced a reduction
in the number of plaques by bovine parainfluenza virus (bPI-
3V) (1.4-fold). Furthermore, the addition of 5% PEG produced
a 10- to 1000-fold increase in the sensitivity of BVDV detection
in the serum of three persistently infected calves; and doubled
the sensitivity of detection of BRSV in nasal secretions of two
experimentally infected sheep. These results demonstrate that
PEG enhances the efficiency of infection by BVDV, VSV and
BRSV in cultured bovine cells and therefore may be used to
increase the sensitivity of virus detection in clinical samples
(viral isolation), and/or to increase virus titers in cell
cultures.

Key words: polyethylene glycol, PEG, VSV, BVDV, BRSV, bPI-
3V, viral penetration.
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INTRODUCAO

A penetragao de virus envelopados nas
células hospedeiras envolve as etapas de ligacdo de
proteinas virais de superficie a receptores celulares e,
em seguida, a penetragdo por fusdo do envelope com a
membrana plasmatica. A penetragdo por fusdo pode
ocorrer na superficie celular (processo independente
de pH) ou no interior de vesiculas, apos endocitose
(processo pH dependente) (ROIZMAN & PALESE,
1996). As fases iniciais de infec¢do — ligacdo aos
receptores e fusdo/penetragdo — se constituem em
etapas criticas na replicagdo de varios virus em cultivo
celular e a baixa eficiéncia desses processos pode
comprometer tentativas de isolamento viral de amostras
clinicas e a obtengao de titulos virais altos (MARSH &
HELENIUS, 1989; CHOU, 2007). Procedimentos como
a adi¢@o de dietilaminoetil-dextran (DEAE-D), forbol
12-miristato 13-acetato, tratamento prévio com tripsina,
temperatura de incubagdo reduzida, aquecimento das
células, e inoculagdo de células de cultivo sob
centrifugagdo tém sido empregados para aumentar a
eficiéncia de penetragdo e, conseqiientemente, de
replicagdo de virus humanos e animais em cultivos
celulares (ROSSI & KIESEL, 1978; SARMANTI et al.,
1994; FLORES & DONIS, 1995; ARIAS et al., 1996;
FLORES, E.F. comunicagio pessoal).

O polietilenoglicol (PEG) ¢ um agente
desidratante que favorece o contato e a interagao entre
lipideos, propiciando o desenvolvimento de um
ambiente hidrofébico e, conseqiientemente, a fusdo
de membranas lipidicas (HOEKSTRA etal., 1989). Esse
polimero tem sido utilizado com diversos propodsitos
em virologia, como a investigacao de bases biologicas
de resisténcia de células a infeccdo viral (ASANAKA
& LAL 1993; FLORES & DONIS, 1995; FLORES et al.,
1996; DEZENGRINI et al., 2006) ¢ a identificagdo de
glicoproteinas e receptores responsaveis pela
penetragdo de virus nas células-alvo
(SUBRAMANIAN etal., 1995; KARGER etal., 1998).
Acredita-se que o PEG medeie a infecgao viral de células
de cultivo por duas vias principais: aumentando ou
estabilizando a ligac@o do virus aos receptores
(HOEKSTRA etal., 1989) ou favorecendo a fusdo entre
as membranas viral (envelope) e celular (HOEKSTRA
etal., 1989; ASANAKA & LAI, 1993).

Os herpesvirus, dentre os quais os
herpesvirus bovinos tipos 1,2 ¢ 5 (BoHV-1, BoHV-2,
BoHV-5), penetram nas células hospedeiras apds fusdo
do envelope com a membrana plasmatica, mecanismo
que ocorre na superficie celular e independe de pH
baixo (SHIEH & SPEAR, 1994). O virus da estomatite
vesicular (VSV), um Vesivirus da familia

Rhabdoviridae, penetra por meio de fusdo com a
membrana endocitica, apés endocitose (MARSH &
HELENIUS, 1989). O mecanismo de penetracdo do
BVDV - um pestivirus da familia Flaviviridae - envolve
fusdo do envelope com a membrana endocitica, sob
pH levemente acidificado (LECOT et al., 2005). O BRSV
(género Pneumovirus) e o bPI-3V (género
Respirovirus) sdo membros da familia
Paramyxoviridae e penetram nas células hospedeiras
por fusdo do envelope viral com a membrana
plasmatica, evento que ocorre na superficie celular, sob
pH neutro (LAMB et al., 2006). Esses virus sdo
importantes patégenos de bovinos e,
consequentemente, sdo frequentemente pesquisados
em amostras clinicas com finalidades diagndsticas.
Também sdo manipulados com grande freqiiéncia em
laboratdrios envolvidos em diagnostico, pesquisa e
produgdo de vacinas na area de virologia animal.

O objetivo deste estudo foi investigar a agdo
do PEG na penetragao desses virus bovinos em cultivo
de células. O efeito do PEG foi avaliado pela contagem
e comparagdo do nimero de placas virais produzidas
em tapetes de células de linhagem de rim bovino
(MDBK), a linhagem celular mais utilizada para a
multiplicag@o de virus bovinos.

MATERIAL E METODOS

Células e virus

Os procedimentos de amplificagdo,
quantificagdo de virus, ensaios de citotoxicidade e
ensaios de placa foram realizados em células de
linhagem de rim bovino MDBK (ATCC, CCL-22)
cultivadas em meio essencial minimo (MEM)
suplementado com 5% de soro eqiiino (SE),
estreptomicina (0,4mg mL™"), penicilina (1,6mg mL™"),
nistatina (0,002mg mL™") e fungizona (0,0025mg mL™").
Foram utilizadas as seguintes amostras/cepas virais:
BoHV-1 SV56/90, BoHV-5 SV-507 (isoladas no SV/
UFSM); BoHV-2, VSV, BRSV (cepas cedidas pelo Dr.
Fernando Osorio, University of Nebraska at Lincoln
[UNL], Nebraska [NE], EUA); BVDV Singer (cedida pelo
Dr. Ruben Donis, UNL) e bPI-3V (MEDEIROS et al.,
2002). Os experimentos in vitro com o VSV foram
realizados no laboratério do Dr. Ruben Donis, UNL,
NE, USA.

Teste de citotoxicidade — MTT

Previamente aos ensaios com os virus, foram
realizados testes de citotoxicidade (teste de MTT,
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide), avaliando-se a
viabilidade de uma quantidade constante de células
MDBK (1,6x10° por cavidade da placa de 96 pocos)
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frente a diferentes concentragdes de PEG (PM 6.000)
em triplicata. Foram testadas concentragdes crescentes
de PEG (0, 1, 5, 10, 15, 20, 25 e 50%) adicionadas ao
meio de cultivo e incubadas durante 24h. Em seguida,
as células foram incubadas com MTT® (Img mL"') em
meio de cultivo por duas horas e com 200uL de
dimetilsulfoxido (DMSO) por 15min. A absorbéncia
(OD) foi medida a um comprimento de onda de 570nm,
filtro de 620nm, em leitor de ELISA. Esse teste foi
realizado em duas repeti¢des independentes, de acordo
com GARRE et al. (2007). A viabilidade de células foi
calculada pela seguinte formula: % células viaveis =
média OD ([ ] PEG) x 100/ média OD (controle celular). A
concentragdo de 5% de PEG foi escolhida para os
ensaios com os virus, pois situou-se abaixo da
concentragdo citotoxica.

Quantificagdo do numero de placas virais

A quantifica¢@o do nimero de placas virais
produzidas em tapetes celulares, na presenga e auséncia
de PEG a 5%, foi realizada pelo uso de ensaios de placa
(MAHY & KANGRO, 1996). Para tal, monocamadas
confluentes de células MDBK cultivadas em placas de
seis cavidades foram incubadas (2h a 37°C), com uma
suspensdo viral (sobrenadante de cultivos celulares)
contendo aproximadamente 100 DICC_ (doses
infectantes para 50% dos cultivos celulares) de cada
virus, sendo adicionados de 5% PEG (tratado) ou igual
volume de MEM (controles). Apos duas horas de
incubagdo, os indculos foram removidos, os tapetes
foram lavados com MEM e adicionados de 2mL de
MEM contendo 5% de SE e 0,95% de
carboximetilcelulose. Apds 48-72h, foi contado o
numero de placas virais produzidas nos tapetes
celulares. Assim, calculou-se o numero médio de placas
virais produzidas nos tapetes inoculados com o virus
na presenca (tratados) e auséncia de PEG a 5%. Os
testes foram realizados em duplicata, com cinco
repeti¢cdes cada (total de 10 cavidades com PEG e 10
controles para cada virus). A comparacdo entre as
meédias foi realizada por analise de variancia (ANOVA),
usando o programa SPSS. A analise post hoc foi
realizada pela aplicagdo do teste Duncan. P<0,05 foi
considerado significativo.

Isolamento de virus de amostras clinicas

Um segundo experimento foi realizado para
se investigar a acdo do PEG no isolamento de dois
virus (BVDV e BRSV) a partir de amostras clinicas. Para
o BVDYV, foram utilizadas amostras de soro de trés
animais persistentemente infectados, PI com o virus.
As amostras de soro foram diluidas em MEM na base
10, e as diferentes diluigdes (10" a 10°) foram divididas

em duas aliquotas: uma aliquota foi misturada com um
volume equivalente de uma solugdo de PEG a 10%
(concentragdo final de PEG de 5%), e a outra aliquota
foi misturada com igual volume de MEM. Para o BRSV,
foram utilizadas secre¢des nasais coletadas de dois
ovinos infectados experimentalmente. Foram utilizadas
secregdes coletadas no dia 2 pds-infecgao, diluidas em
MEM na base 2 (1:2 a 1:128), divididas em duas
aliquotas e adicionadas de igual volume de solugdo de
PEG a 10% (tratado) ou MEM (controles). As
suspensdes virais (soro de animais PI [BVDV];
secregdes nasais de ovinos [BRSV]) com e sem PEG,
em diferentes dilui¢des, foram inoculadas em tapetes
de células MDBK (cultivadas em placas de 24
cavidades) e deixadas em adsor¢do por duas horas. Em
seguida, o in6culo foi removido, e os tapetes foram
adicionados de meio de cultivo. A replicacdo viral foi
monitorada pela realizagdo de imunofluorescéncia para
antigenos do BVDV (BOTTON et al., 1998) ou BRSV
(FLORES et al., 2000) nos cultivos celulares, 96h apds
a inoculagdo viral. Assim, pode-se comparar a
sensibilidade de detecgdo viral nas amostras tratadas
e ndo-tratadas com PEG durante a adsorgédo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de viabilidade pelo MTT revelou
que concentragdes de PEG iguais ou superiores a 15%,
apos incubacgdo por 24h, resultam em toxicidade para
as células MDBK, reduzindo a viabilidade celular para
37,9% (Tabela 1). Assim, a concentragdo de 5% foi
utilizada nos ensaios com os virus. Nessa
concentragdo, a viabilidade apds 24h permaneceu
proxima de 85%. Essa mesma concentragdo de PEG ja
havia sido utilizada em experimentos destinados a
aumentar a eficiéncia de penetragdo do BVDV em células
resistentes a infecgdo natural (FLORES & DONIS, 1995;
FLORES etal., 1996; DEZENGRINI et al., 2006).

Os resultados dos ensaios de placa, nos
quais se avaliou o efeito do PEG a 5% na penetragao —
mensurada pela formag¢do de placas ou focos
infecciosos - dos respectivos virus em cé¢lulas MDBK
estdo apresentados na figura 1. A adi¢do de PEG ao
indculo durante a adsor¢ao viral aos cultivos resultou
em aumentos significativos (P<0,05) no niimero de
placas parao BVDV (3,4 vezes), VSV (2,2 vezes) e BRSV
(1,5 vezes). Nao houve diferenca significativa (P>0,05)
no numero de placas produzidas pelos herpesvirus
(BoHV-1,2 e 5) e, curiosamente, o tratamento do indculo
com PEG reduziu o nimero de placas produzidas pelo
bPI-3v (Figura 1).

O efeito do PEG sobre a penetragdo do
BVDYV —e também de outros pestivirus —em células de

Ciéncia Rural, v.39, n.3, mai-jun, 2009.
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Tabela 1 - Viabilidade de células de linhagem de rim bovino (MDBK) incubadas por 24h com diferentes concentragdes de polietilenoglicol
(PEG) pelo teste de MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide).

Concentragdo de PEG (%)

MTT
0-1 5

15 20 25 50

Viabilidade celular (%)" 100? 84,4

81,9 37,9 17,4 6,4 5.4

'Teste realizado com 1,6x10° células MDBK por cavidade, em comparagdo com células incubadas sem PEG. Os testes foram conduzidos em
triplicata, em duas repeti¢des independentes. Os valores apresentados representam as médias obtidas nesses experimentos e nessas

repeticdes.

*Foram consideradas toxicas para células MDBK as concentragdes de PEG que resultaram em viabilidade celular inferior a 80%.

cultivo defectivas em fungdes envolvidas nos estagios
iniciais da infec¢@o viral ja havia sido demonstrado
anteriormente (FLORES et al., 1996; DEZENGRINI et
al., 2006). Em uma linhagem mutante de células MDBK
resistente a infecg@o natural pelo BVDV (células CRIB),
aadicdo de PEG resultou em um aumento de 1000 vezes
na eficiéncia de penetragdo do virus (FLORES &
DONIS, 1995). Em outras linhagens celulares, também
defectivas em fungdes envolvidas na penetragdo do
BVDYV, o PEG apresentou efeitos semelhantes,
aumentando significativamente a penetragdo e
replicacdo do virus. A adi¢do de PEG resultou em um
aumento superior a 437, 346 ¢ 87 vezes na eficiéncia de
penetracdo do BVDV em células resistentes das
linhagens de origem canina, suina e leporina (MDCK-
R, PK-15-R e RK-13R, respectivamente; DEZENGRINI
et al., 2006). Embora o mecanismo exato de agdo nio
seja conhecido, acredita-se que o PEG favorega as
interagOes iniciais dos virions com moléculas da
superficie celular, resultando em maior eficiéncia de
internaliza¢do dos mesmos (FLORES et al., 1996).

Por outro lado, o efeito do PEG sobre a
eficiéncia de replicagdo do VSV e BRSV néo havia sido
investigado anteriormente. O BRSV ¢ um virus de dificil
isolamento e replicacdo em cultivo celular, em parte
devido a problemas de conservagdo das amostras
clinicas. De fato, a dificuldade de isolamento e
multiplicagdo do BRSV em cultivo tem motivado o uso
de diferentes protocolos com o objetivo de aumentar a
eficiéncia de replicagdo (SPILKI et al., 2006). Dentre
estes, estdo incluidas a utilizacdo de células de
diferentes tecidos e/ou espécies animais, a substituigdo
do indculo viral apds algum tempo de adsorgdo, a
adicdo de DEAE-D ao indculo e a incubag¢do dos
cultivos a 33°C (ROSSI & KIESEL, 1978; SPILKI et al.,
2006; FLORES, E.F. dados ndo publicados). Pelos
resultados obtidos no presente estudo, a adi¢do de
PEG 5% resultou em um aumento de 1,5 vezes no
namero de placas produzidas pelo BRSV em cultivo
celular. Além disso, o virus foi detectado em dilui¢Ges

duas vezes maiores em secregdes nasais adicionadas
de PEG 5%. Assim, tanto para o BVDYV, quanto para o
BRSYV, a adi¢@o de PEG ao indculo pode ser ttil em
procedimentos de isolamento e amplificag@o viral em
laboratorio com finalidades diversas. Esse protocolo
pode ser particularmente util para o BRSV, pelas
dificuldades de ser isolado a partir de amostras clinicas.
A adicdo de PEG a 5% ao indculo durante a adsorg¢@o,
associado ou ndo com os outros procedimentos
descritos por SPILKI et al. (2006), pode também
contribuir para a obtengdo de titulos virais mais altos,
necessarios para varios procedimentos laboratoriais.
No caso do BVDV e VSV, esse protocolo pode também
auxiliar na obtengao de titulos virais mais altos, embora
esses virus geralmente repliquem a titulos altos,
independentemente de tratamentos para aumentar a
eficiéncia de penetragdo/replica¢do. O mecanismo de
acdo do PEG sobre o VSV ¢ BRSV também ¢
desconhecido, mas ¢ possivel que seja semelhante ao
observado com o BVDYV, visto que os mecanismos de
penetracdo desses virus nas células apresentam
similaridades (MARSH & HELENIUS, 1989; LECOT et
al.,2005; LAMB etal., 2006).

A falha do PEG em aumentar a eficiéncia de
penetragdo dos herpesvirus e do bPI-3V nas células de
cultivo (Figura 1) provavelmente deve-se a mecanismos
e/ou interagdes peculiares que medeiam a penetragdo
desses  virus nas células hospedeiras.
Interessantemente, com relagdo ao bPI-3V, houve uma
reducdo no numero de placas produzidas nos cultivos
inoculados na presenca de PEG. E provavel que o
polimero atue sobre as particulas viricas e/ou sobre
componentes da membrana celular, afetando
negativamente as interagdes que eventualmente
resultam em fusdo e penetragdo viral.

Uma das possiveis aplica¢des do protocolo
descrito anteriormente seria o aumento da sensibilidade
do isolamento de virus a partir de amostras clinicas.
Nesses casos, a quantidade de particulas infecciosas
¢ frequentemente pequena, o que pode dificultar a sua

Ciéncia Rural, v.39, n.3, mai-jun, 2009.
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Figura 1 - Efeito do polietilenoglicol (PEG) sobre o numero de placas virais produzidas em células de linhagem de rim
bovino (MDBK) pelo virus da diarréia viral bovina (BVDV) (A); virus respiratoério sincicial bovino (BRSV)
(B); virus da estomatite vesicular (VSV) (C); virus da parainfluenza bovina (bPI-3V) (D); herpesvirus bovino
1 (BoHV-1) (E); BoHV-2 (F) e BoHV-5 (G). Sobre as barras encontra-se o nimero médio de placas virais com
e sem PEG 5% e o respectivo erro padrdo. Foram realizados dois experimentos independentes com cinco
repeti¢des cada. * diferenca estatisticamente significativa. MEM: meio essencial minimo, PEG:
polietilenoglicol.
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detecgdo e resultar em resultados falso-negativos
(FLORES, 2007). Embora seja comum a varios virus,
incluindo o BVDV, esse problema ¢ particularmente
critico para o BRSV, cujo isolamento de amostras
clinicas ¢ ainda mais dificultado pela labilidade dos
virions sob condi¢des ambientais (LARSEN, 2000;
SPILKI et al., 2006). Assim, utilizou-se o mesmo
protocolo para investigar se a adi¢do de PEG aumentaria
a sensibilidade de deteccdo do BVDV e BRSV em
amostras clinicas. Para o BVDYV, foram utilizadas
amostras de soro de trés bezerros persistentemente
infectados (PI). Para o BRSYV, foram utilizadas secregdes
nasais de dois ovinos inoculados experimentalmente,
com esse proposito. Nas amostras de soro dos animais
PI, a adi¢do de PEG ao indculo resultou na detecgdo de
virus em dilui¢des entre 10 ¢ 1000 vezes maiores,
comparando-se com a detec¢ao do virus em dilui¢des
ndo tratadas (Tabela 2). Os experimentos foram
repetidos trés vezes, com as mesmas amostras, € 0s
resultados foram consistentes e repetidos. A explicagao
para a variag@o dos niveis de aumento na sensibilidade
(10 a 1000 vezes) observado no soro dos animais pode
ser a diferente quantidade de particulas viricas
presentes nas amostras. Na presenca de altos titulos
virais, o aumento da sensibilidade provavelmente seja
maior do que em amostras que contém pequena
quantidade de virus.

Nas amostras de secregdes nasais coletadas
de ovinos infectados com o BRSYV, foi possivel detectar
antigenos virais em cultivos inoculados com PEG em
diluigdes duas vezes maiores do que em cultivos
inoculados sem PEG (Tabela 2). A exemplo dos testes
realizados com o sobrenadante de cultivos celulares, o
efeito do PEG foi mais pronunciado sobre o BVDV do
que sobre o BRSV. Essa diferenga provavelmente reflete

peculiaridades nas interagdes iniciais desses virus com
as células hospedeiras, as quais seriam influenciadas
em niveis diferentes pelo PEG. Esses resultados
demonstram que, a exemplo do que foi observado com
o sobrenadante de cultivos celulares, a inoculacdo de
amostras clinicas com 5% PEG aumenta a sensibilidade
de detecgdo do BVDV e BRSV em células MDBK.

O PEG tem sido utilizado como ferramenta
em virologia para elucidar os mecanismos e as
glicoproteinas virais envolvidas nas interagdes dos
virions do herpes simplex humano (SUBRAMANIAN
etal., 1995), virus da pseudoraiva (KARGER etal., 1998)
¢ BVDV (FLORES et al., 1996) com a membrana das
células. Além disso, a inducdo da fusdo do envelope
com a membrana de células pelo PEG também tem sido
utilizada para verificar a permissividade intracelular de
diferentes linhagens celulares aos virus da hepatite
murina (ASANAKA & LA, 1993) e do BVDV (FLORES
& DONIS, 1995; DEZENGRINI et al., 2006). O PEG
também tem se mostrado uma excelente alternativa para
aamplificagdo e detecgdo de virus em amostras clinicas.
A adi¢do de PEG 4% ao inodculo do virus Sendai
aumentou em cinco vezes a eficiéncia de fusdo do
envelope viral com a membrana de eritrocitos, mediada
pela hemaglutinina/neuraminidase (HOEKSTRA etal.,
1989). A adi¢do de PEG a amostras de soro de pacientes
com infecgdo cronica pelo virus da hepatite B aumenta
a detec¢do de DNA em cultivos primarios de
hepatocitos (GRIPON et al., 1993). A adi¢do de PEG
também aumentou significativamente o isolamento do
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) a partir do
sangue de pacientes assintomaticos (SARMANTI et
al.,, 1994).

Assim, os resultados do presente estudo
estendem as observagdes prévias da agdo favoravel

Tabela 2 - Efeito do polietilenoglicol (PEG) a 5% sobre a detecgdo do virus da diarréia viral bovina (BVDV) e virus respiratorio sincicial
bovino (BRSV) no sobrenadante de cultivos celulares infectados e em amostras clinicas.

Maior dilui¢do positiva no isolamento®

Origem do virus (titulo em DICCs, ml™)

Aumento na sensibilidade de detecgdo
de virus (vezes)®

Controle PEG 5%
BVDV Singer (sobrenadante de cultivo, 10°) 107 10° 1000
Soro terneiro P1# 1 (10*%) 107 107 100
Soro terneiro PI# 2 (<10"%) 10" 102 10
Soro terneiro P1# 3 (10*%) 107 10 1000
BRSV (sobrenadante de cultivo, 10>°) 10* 107 10
Secregdo nasal ovelha # 1 (<10"%) 1:16 1:32 2
Secregdo nasal ovelha # 2 (<10%) 1:8 1:16 2

* O resultado do isolamento viral foi obtido pela realizagdo de imunofluorescéncia (IFI) para antigenos virais nas células de cultivo, 96h apds

a inoculagdo viral.

® O aumento da sensibilidade foi calculado dividindo-se a maior dilui¢io do inéculo com PEG na qual o virus foi detectado pela maior

diluigdo sem PEG na qual o virus foi detectado.
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do PEG sobre o processo de penetracao de alguns virus
em cultivos celulares. O estudo demonstrou que a
adigdo de 5% PEG ao in6culo viral durante a adsor¢éo
aumentou a eficiéncia de penetracao e replicacdo do
BVDYV, VSV e BRSV em células MDBK. Esse aumento
também foi demonstrado no isolamento viral a partir de
amostras clinicas parao BVDV e BRSV. ComooPEG a
5% nao ¢ toxico para as células, pode ser utilizado na
rotina laboratorial para aumentar a eficiéncia de
isolamento e/ou multiplicagdo desses virus em cultivo
celular. Esse protocolo pode ser também testado e
eventualmente estendido a outros virus animais que
apresentam problemas para isolamento e/ou replicagdo
eficiente em cultivo. Pode ser também testado em outras
linhagens celulares e em cultivos primarios, que sdo
freqiientemente utilizados para isolamento viral.
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