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RESUMGO: Estudou-se, comparativamente, o grau de dissemina¢do de trés cepas de virus rabico,
duas de origem de c3o, Jales ¢ Nigéria, e uma de origem de morcego, DR 19, com perfis antigénicos do
nucleocapside distintos. Estas cepas foram inoculadas por via intramuscular, na face interna da coxa, em
dois grupos de camundongos, com 21 e 28 dias de idade. Os animais foram mantidos em observagdo por
um periodo total de 30 dias, e dos animais vitimados pela infec¢do, foram coletados diferentes 6rgios,
musculo lingual, coragdo, pulmio, rim e figado, além do cérebro e da medula espinal, para avaliar-se o
grau de disseminacdo de cada cepa viral, através da prova de imunofluorescéncia direta (IFD). Os resulta-
dos obtidos evidenciaram que os decalques de cérebro e de medula espinal apresentaram total concordan-
cia na prova de IFD, constatando-se as maiores diferengas com as cepas Jales e Nigéria, situando-se a ce-
pa DR 19, intermediariamente, a estas duas. O musculo lingual foi o 6rgdo que apresentou maior fre-

qiiéncia de positividade para ambos os grupos etarios e para as trés cepas virais.

UNITERMOS: Virus da raiva. Raiva.

INTRODUGAO

O virus rabico tem sido detectado, sistemati-
camente, em quase todos os tecidos extraneu-
rais do organismo de hospedeiros humanos, do-
mésticos e silvestres, tanto em condig¢bes natu-
rais quanto experimentais (Alvarado e col.!,
1976; Fekadu e Shaddock!!, 1984). Para a iden-
tificagdo das particulas virais, nesses tecidos,
tem sido utilizada, principalmente, a técnica de
imunofluorescéncia direta (Schneider!”, 1975).

A capacidade de disseminag¢do do virus pelos
diferentes tecidos parece estar relacionada,
principalmente, com o tipo de cepa viral e o
grau de suscetibilidade do hospedeiro (Fekadu e
Shaddock!!, 1984; Dietzschold e col'®, 1985).

De todos os tecidos extraneurais, as glandu-
las salivares s30 as que apresentam maior grau
de infectividade, podendo em muitos casos for-
necer um titulo infectante superior ao do proé-
prio tecido nervoso (Charlton e col.4, 1983). De

modo similar, sdo atingidos o misculo lingual e
as papilas linguais (Correa-Giron e col’, 1970).
Conseqlientemente, o virus é eliminado com a
saliva, podendo esta eliminag¢do ocorrer ji al-
guns dias antes do aparecimento da manifesta-
¢do clinica (Sikes!?, 1962). Este fato reveste-se
de grande importincia em epidemiologia, uma
vez que um animal ainda livre de suspeig¢do po-
de ja estar transmitindo o virus rabico a outros
hospedeiros suscetiveis, pela saliva.

A disseminag¢io do virus no trato respiratério
passou a ocupar lugar de destaque na epidemio-
logia da raiva quando, em 1962, Constantine’
observou a possibilidade da transmissdo da rai-
va por via aerégena. O virus pode ser recupera-
do nos pulmoes, ap6s inalagdo de particulas vi-
rais (Constantine’, 1962), ap6s a inoculagdo de
suspensdes virais (Reagan e col.'s, 1953) e apos
infec¢do por via oral (Correa-Giron e col.’,
1970).

Ao nivel do sistema circulatério, somente a

*  Parte da tese de livre-docéncia, apresentada a Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP, subordinada ao
titulo “‘Estudo da etiopatogenia da raiva: avaliagdo de trés cepas de virus rabico, antigenicamente distintos em camun-
dongos’’. Trabalho apresentado no IV Congresso Internacional de Veterinaria de Lingua Portuguesa, Sao Paulo, 1987.

** Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saide Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade de S4o Paulo - Av. Corifeu de Azevedo Marques, 2720 - 05340 - Sio Paulo, SP - Brasil.

**+ Departamento de Pratica de Saude Publica da Faculdade de Satide Publica de Universidade de Sdo Paulo - Av. Dr. Ar-

naldo, 715 - 01255 - S4o Paulo, SP — Brasil.

*+** UInidade de Controle de Vacinas Anti-Rabicas do Laboratério Regional de Apoio Animal (LARA) de Campinas, do
Ministério da Agricultura - Rod. Heitor Penteado, Km 3,5 - 13100 - Campinas, SP - Brasil.

473



Germano, P.M.L. et al.

partir do coragio, tem sido possivel o isolamen-
to do virus rabico (Fekadu e Shaddock!!, 1984),
embora ainda seja discutivel a possibilidade de
isolamento do virus a partir do sangue de doen-
tes (Schneider!?, 1975).

O virus rabico tem sido isolado a partir do
parénquima renal (Reagan e col.'s, 1953), dos te-
cidos neuroepiteliais dos uretéres, bexiga e ure-
tra, e, também, a partir da urina (Debbie e
Trimarchi®, 1970; Fischman e Schaeffer!?,
1971). Este fato deu origem a hip6tese de que as
particulas virais, eliminadas com a urina, pode-
riam, eventualmente, ser inaladas por outros
animais, constituindo importante via de elimi-
nag¢do do virus rabico, principalmente na epide-
miologia da raiva silvestre, notadamente entre
raposas (Schneider!?, 1975).

Ao nivel do trato digestivo tem-se constatado
a infec¢do das mucosas gastrica (Correa-Giron
e col.”, 1970) e intestinal (Atanasiu e col.?,
1970), bem como a presenga de particulas virais
no pancreas (Fekadu e Shaddock!!, 1984) e no
figado (Schneider e Hamann'®, 1969); todavia,
apesar da possibilidade do virus rabico vir a ser
eliminado pelas fezes, acredita-se que o mes-
mo seja inativado pelas enzimas digestivas
(Schneider!?, 1975; Fekadu e Shaddock!’, 1984)
tornando-as vias de elimina¢do de menor valor
na epidemiologia da raiva.

O estudo da disseminacdo de particulas virais
rabicas por diferentes 6rgdos tem sido merece-
dor de inumeros trabalhos®®10.1315  notada-
mente no que concerne ao comportamento
de diferentes cepas de virus da raiva frente a sis-
temas biologicos diversos.

O presente trabalho objetiva estudar o com-
portamento de trés cepas de virus rabico, distin-
tas antigenicamente, duas originadas a partir de
cdo e outra originada de morcego, frente a dois
grupos etarios diferentes de camundongos nor-
mais, considerando o grau de disseminagio de
particulas viricas por diferentes orgaos.

MATERIAL E METODOS
Orgios

Foram utilizados diferentes 6rgdos, coleta-
dos a partir de camundongos, inoculados expe-
rimentalmente, por via intramuscular, com 3
cepas de virus rabico, antigenicamente distin-
tas, de acordo com o procedimento descrito por
Germano e col.!? (1988).

Assim, foram coletados, cérebro, medula es-
pinal dorsal, musculo lingual, coragdo, pul-
mio, figado e rim, dos animais dos Grupos I
(subdivididos nos sub-grupos 1, 2 e 3) e II (sub-
divididos nos sub-grupos 4, 5 e 6) vitimados pe-
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la infecgdo rébica, de acordo com o seguinte es-
quema:

— Sub-grupos 1 e 4: animais inoculados com a
cepa Jales;

— Sub-grupos 2 e 5: animais inoculados com a
cepa DR 19;

— Sub-grupos 3 e 6: animais inoculados com a
cepa Nigéria.

Imunofluorescéncia Direta (IFD)

A prova de IFD foi realizada de acordo com
a técnica descrita por Dean e Abelseth® (1973),
utilizando-se dois pares de laminas para cada
orgao examinado.

O conjugado foi utilizado na dilui¢do 1:80 e a
suspensdo de CVS (Challenge Virus Standard)
apresentou um titulo igual a 10”! DL50/0,03 ml.

Utilizou-se microscopio binocular, marca
Zeiss, com objetiva de imersdo 40X provida de
diafragma, ocular 10X, campo escuro, com
condensador cardidide, lampada HBO 200, fil-
tro excitador VGI e filtro barreira Zeiss 43.

Anailise Estatistica

Aplicou-se a distribui¢do normal com o teste
““Z’’, para duas propor¢des com aproximacgio
normal (Berquo?, 1980) para verificar a possivel
existéncia de diferenc¢as entre os resultados de
ambos 0s grupos etarios, considerando-se a ce-
pa viral e a presenga de particulas fluorescentes
especificas nos orgios estudados. Aplicou-se o
mesmo procedimento estatistico para constatar
a existéncia ou ndo de diferengas entre as cepas,
duas a duas, e a presenga de particulas virais
nos 6rgdos, levando-se em conta ambos os gru-
pos <tarios.

Adotou-se como nivel de rejeigio, alfa igual
a 0,05 e o valor critico de “‘Z”’ de alfa igual a
1,96.

RESULTADOS

As Tabelas de 1 a 3, apresentam os resultados
da prova de imunofluorescéncia direta pratica-
da sobre decalques dos diversos 6rgios selecio-
nados para avaliar o grau de disseminagdo das
diferentes cepas de virus rabico empregadas,
levando-se em consideragdo os dois grupos eta-
rios.

A partir dos resultados referidos nas Tabelas
de 1 a 3, procedeu-se a analise estatistica. As-
sim, nas Tabelas 4 e 5 s3o apresentados os valo-
res da estatistica ‘‘Z’’ e sua correspondente sig-
nificancia.

Na Figura, construida a partir dos dados
apresentados nas Tabelas de 1 a 3, sd0 demons-
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TABELA 1

Resultados percentuais da prova de imunofluorescéncia direta realizada em decalques de érgdos de camundongos, inocula-
dos experimentalmente, por via intramuscular, com virus rabico de origem de cdo, cepa Jales, segundo o grupo etdrio.
Sédo Paulo, 1986.

GE 21 Dias 28 Dias
IFD Positivo Negativo Total Positivo Negativo Total
Orgios F % F % F % F % % F %

Cérebro 24 100,0 0
Medula 24 100,0 0

24 100,0 i4 100,0
24 100,0 14 100,0

0,0 14 100,0
0,0 14 100,0

F
0
0
3
11 78,6 14  100,0
12
13
13

0,0

0,0
Lingua 11 45,8 13 54,2 24 100,0 11 78,6 21,4 14 100,0
Coragdo 7 29,2 17 70,8 24 100,0 3 21,4
Pulmdo 7 29,2 17 70,8 24 100,0 2 14,3 85,7 14 100,0
Rim 4 16,7 20 83,3 24 100,0 1 7,1 92,9 14 100,0
Figado 2 8,3 22 91,7 24 100,0 1 7.1 92,9 14 100,0

GE =Grupo Etario / IFD — Imunofluorescéncia direta
F =Frequéncia / % = Percentagem

TABELA 2
Resultados percentuais da prova de imunofluorescéncia direta realizada em decalques de érgdos de camundongos, inocula-

dos experimentalmente, por via intramuscular, com virus rabico de origem de morcego, cepa DR 19, segundo o grupo
etario. Sdo Paulo, 1986.

GE 21 Dias 28 Dias
IFD Positivo Negativo Total Positivo Negativo Total

Orgios F % F % F % F % F % F %

Cérebro 27 100,0 0 0,0 27 100,0 27 100,0 0 0,0 27 100,0
Medula 27 100,0 0 0,0 27 100,0 27 100,0 0 0,0 27 100,0
Lingua 22 81,5 5 18,5 27 100,0 22 81,5 5 18,5 27 100,0
Coragdo 13 48,1 14 51,9 27 100,0 13 48,1 14 51,9 27 100,0
Pulmdo 14 51,8 13 48,2 27 100,0 10 37,0 17 63,0 27 100,0
Rim 6 22,2 21 71,8 27 100,0 10 37,0 17 63,0 27 100,0
Figado 7 25,9 20 74,1 27 100,0 5 18,5 22 81,5 27 100,0

GE = Grupo Etario / IFD =Imunofluorescéncia direta
F =Frequéncia / % = Percentagem

TABELA 3

Resultados percentuais da prova de nnunoﬂuorescencxa direta realizada em decalques de 6rgdos de camundongos, inocula-
dos experimentalmente, por via intramuscular, com virus ribico de origem de cdo, cepa Nigéria, segundo o grupo etirio.
Sdo Paulo, 1986.

GE 21 Dias 28 Dias
IFD Positivo Negativo Total Positivo Negativo Total

Orgdos F % F % F % F % F % F %

Cérebro 32 100,0 0 0,0 32 100,0 14 100,0 0 0,0 14 100,0
Medula 32 100,0 0 0,0 32 100,0 14 100,0 0 0,0 14 100,0
Lingua 31 96,9 1 31 32 100,0 14 100,0 0 0,0 14 100,0
Coragdo 32 100,0 0 0,0 32 100,0 13 92,8 1 7,2 14 100,0
Pulmdo 25 78,1 7 21,9 32 100,0 8 57,1 6 42,9 14 100,0
Rim 29 90,6 3 9,4 32 100,0 11 78,6 3 214 14 100,0
Figado 14 43,8 18 56,2 32 100,0 4 28,6 10 71,4 14 100,0

GE = Grupo Etario / IFD = Imunofluorescéncia direta
F =TFrequéncia / % = Percentagem
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Resultados percentuais da prova de imunofluores-
céncia direta, realizada em decalques de drgdos de
camundongos inoculados experimentalmente, por
via intramuscular, com virus rabico, segundo o
grupo etirio e a cepa do virus. Sio Paulo, 1986.

Fig. -

GE =Grupo Etario C =Coragdo
ORG. = Orgdo P =Pulmio
CE =Cérebro R =Rim

M =Medula Espinal F =Figado
L = Miisculo Lingual

trados os resultados da prova de imunofluores-
céncia direta sobre decalques de 6rgaos, reve-
lando a proporg¢do de positividade de cada um
deles para as diferentes cepas de virus rabico,
considerada de per si.

DISCUSSAO

O exame das Tabelas de 1 a 3 permitiu verifi-
car que todos os animais que morreram ao lon-
go do periodo de observag¢io clinica tiveram os
decalques de cérebro e medula espinal, simulta-
neamente, positivos pela prova de imunofluo-
rescéncia direta. Estes resultados ndo sé confir-
maram a raiva como causa mortis, como tam-
bém comprovaram a total concordancia exis-
tente entre estas duas regides do SNC (Sistema
Nervoso Central), para efeito de diagnostico la-
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boratorial, tal como havia sido constatado por
Lee e Becker¢ (1972).

Em relagdo aos outros érgios selecionados,
constatou-se nao haver diferengas estatistica-
mente significantes (Tabelas 4 e 5) entre os gru-
pos etarios, para cada uma das cepas virais con-
sideradas, excecdo feita ao musculo lingual dos
animais inoculados com a cepa Jales, onde se
observou maior proporg¢do de positividade nos
camundongos com 28 dias de idade.

A comparagdo das freqiiéncias de positivida-
de, entre as cepas virais, tomadas duas a duas,
possibilitou constatar a auséncia quase total de
diferengas, estatisticamente significantes, entre
as cepas Jales e DR 19, exceto no que se refere
ao musculo lingual dos animais do grupo com
21 dias de idade, onde a proporg¢io de positivi-
dade dos camundongos inoculados com a cepa
Jales foi menor que a da cepa DR 19. O inverso
ocorreu entre as cepas Jales e Nigéria, onde se
constatou diferencas estatisticamente signifi-
cantes entre quase todas as freqiiéncias de posi-
tividade, a exce¢do do musculo lingual e do fi-
gado dos animais pertencentes ao grupo com 28
dias de idade, quando estas proporg¢des ndo
apresentaram diferencas estatisticamente signi-
ficantes.

No que concerne a comparagio das freqiién-
cias de positividade, entre as cepas DR 19 e Ni-
géria, ndo se observaram diferengas estatistica-
mente significantes entre as proporg¢des de posi-
tividade do musculo lingual e do figado, ocor-
rendo o inverso com o coragdo e rim, para am-
bos os grupos etarios. Com relagdo ao pulmao,
a diferenca foi estatisticamente significante so-
mente no grupo de animais com 21 dias de ida-
de, onde esta propor¢io foi mais elevada nos
camundongos inoculados com a cepa Nigéria.
Todas estas diferengas podem ser observadas
na Figura

TABELA 4

Valores da estatistica “Z” e sua significincia, quando da

utilizagdo do teste de duas proporgSes, para a comparagio

dos resultados obtidos entre os grupos etirios e a presenga

de particulas especificas fluorescentes nos diversos drgdos

de camundongos, inoculados experimentalmente, por via

intramuscular, com virus rabico, segundo a cepa viral.
Sdo Paulo, 1986.

Vfrus
Orgtos Jales DR 19 Nigéria
Lingua 1,98 * 0,00 NS 0,67 NS
Coragfo 0,53 NS 0,00 NS 1.53 NS
Pulmfo 1,04 NS 1,09 NS 1,46 NS
Rim 0,84 NS 1,19 NS 111 NS
Figado 0,13 NS 0,65 NS 0,97NS

* =Significante / NS =N#o Significante
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TABELA S

Valores da estatistica “Z” ¢ sua significdncia, quando da utilizagdo do teste de duas proporgdes, para a comparagdo dos

resultados obtidos entre as cepas de virus rébico, duas a duas, o grupo etirio e a presenga de particulas especificas fluores-

centes nos diversos orgdos de camundongos, inoculados experimentalmente, por via intramuscular, com virus rébico.
Sio Paulo, 1986.

Virus Jales X DR 19 Jales X Nigéria DR 19 X Nigéria

GE 21 Dias 28 Dias 21 Dias 28 Dias 21 Dias 28 Dias
Orgdos
Lingua 2,66 * 0,22 NS 4,37 * 1,83 NS 1,95NS 1,72NS
Coragdo 1,38 NS 1,66 NS 5,70 * 382+ 4,67 * 2,82*
Pulmdo 1,64 NS 1,52 NS 3,66 * 2,36 * 2,40 * 1,23 N8
Rim 0,50 NS 2,05 NS 556 % 3,82 % 5,33 % 2,53 *
Figado 1,65 NS 0,98 NS 291 * 1,48 NS 1,43 NS 0,74 NS

* = Significante / NS = Ndo Significante

O musculo lingual, para todas as cepas, foi o
que apresentou maior grau de positividade. O
encontro de particulas virais nesse 6érgdo nio é
raro, e parece nao ser dependente do tipo de via
de inoculagio e do sistema biolégico considera-
dos (Fischmann e Schaeffer'?, 1971; Fekadu e
Shaddock!!, 1984).

As freqiiéncias de positividade, encontradas ao
nivel do cora¢do e do pulmio, foram muito
proximas, sendo semelhantes aos resultados en-
contrados por Schneider e Hamann!® (1969),
quando de inoculagdes intrapodais em camun-
dongos.

Em relacdo ao rim, o grau de disseminagdo
do virus rabico parece estar diretamente rela-
cionado ao tipo de cepa viral, quando a fre-
quiéncia méaxima de positividade, frente a cepa
Nigéria, no grupo de camundongos com 21 dias
atingiu 90,6% contra 16,7% do mesmo grupo
etario, face a cepa Jales.

De todos os 6rgdos pesquisados, o figado foi
0 que apresentou menor grau de disseminagéo,
embora a freqiiéncia de positivos tivesse varia-
do com cada uma das cepas virais.

Do ponto de vista epidemioldgico, assume
comprovada importancia a infec¢do do muscu-
lo lingual, a qual guarda relagdo com a infecgédo
das glandulas salivares (Correa-Giron e col.’,
1970), e a presenca de particulas virais ao nivel
do pulmdo, as quais podem, eventualmente,
ser exaladas com a respira¢do ou através de
secre¢des nasais (Constantine e col.5, 1972;
Murphy!s, 1983). O rim dos animais infectados
pode contribuir para a eliminagio de particulas
virais infectantes através da urina (Schneider!’,
1975), embora este fato nem sempre seja obser-
vado (Fekadu e Shaddock!!, 1984).

A partir destes resultados pode-se depreender
que o grau de disseminagdo de particulas virais
pelos diversos Orgdos examinados, depende,

fundamentalmente, da cepa de virus rabico
considerada. Esta observagdo confirma a hipo-
tese, recentemente formulada por Fekadu e
Shaddock!' (1984), quando da inocula¢do em
cdes, de duas cepas rabicas, aparentemente dis-
tintas.

No estudo da dissemina¢do de particulas vi-
rais, em Orgdos ndo nervosos, foi possivel cons-
tatar diferengas marcantes entre as cepas Jales e
Nigéria. Enquanto que os 6rgdos provenientes
dos camundongos vitimados pela cepa Nigéria
atingiram as maiores proporg¢des de positivida-
de, através da prova de imunofluorescéncia di-
reta, o contrario verificou-se com a cepa Jales,
onde esta propor¢do ficou bem aquém da pri-
meira. Em relagéo a cepa DR 19, estas propor-
¢Oes de positividade registraram valores proxi-
mos, caracterizando-a, novamente, como dis-
tinta das demais, em relagdo, também, ao grau
de disseminag¢do de particulas virais pelos diver-
sos 6rgdos examinados.

CONCLUSOES

O cérebro e a medula espinal revelaram-se
sempre positivos & pesquisa de corpusculos de
Negri fluorescentes, independentemente, da ce-
pa de virus rabico e do grupo etario.

A disseminagdo de particulas virais pelos di-
ferentes 6rgdos ndo nervosos, dependeu, fun-
damentalmente, de cada cepa de virus rabico,
ndo sofrendo, todavia, interferéncia da idade
dos animais.

A cepa Nigéria foi a que apresentou o maior
grau de disseminagdo de particulas virais, por
orgdos ndo nervosos, seguida, respectivamente,
pelas cepas DR 19 e Jales.

Dos 6rgdos pesquisados, o musculo lingual
foi 0 que apresentou freqiiéncias de positivida-
de mais elevadas, independentemente da cepa
de virus rabico e da idade dos animais.
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GERMANO, P.M.L. et al. [Evaluation of three antigenically different rabies virus strains in mice. II -
Study of the viral dissemination in different organs]. Rev. Satude puabl., S. Paulo, 22:473-8, 1988.

ABSTRACT: A study was conducted to compare three strains of rabies virus, two of them, Jales and
Nigeria, isdlated from dogs, and the other DR 19, from vampire bats, with different nucleo-capside
antigenic characteristics. These strains were intramuscularly inoculated in the inner side of the thigh of 21
and 28 day-old mice. The animals were observed for 30 days and different organs: brain, spinal cord,
tongue, heart, lung, kidney and liver were collected from the animals which died of rabies for the
dissemination study by the immunofluorescent antibody technique (IFA). This technique showed
complete agreement between brain and spinal cord. The greatest differences in dissemination were
observed between Jales and Nigeria strains. The results observed for the DR 19 strain were situated
between those of the two dog strains. The greates degree of dissemination was observed in the tongue for

both age group and for all the strains.

UNITERMS: Rabies virus. Rabie.
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