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1. INTRODUGAO

Durante muitcs anos a raiva clinicamente decla-
rada foi considerada doen¢a sempre fatal.

PASTEUR & cols. (1882), mno entanto, relataram
G Academia de Ciéneias de Paris um caso de cura esponta-
nea em cao. Este fato foi observado apds a inoculagao de
trés cdes, dois dos quats morreram rapidamente de raiva e
o outro, depois de manifestar os primetiros sintomas, re-
cuperou-se completamente. Reinoculade wum ano depois, ©
eqo nao apresentou raiva.

NILSSON (1969/70), revendo a literatura sobre a
raiva abortiva e a existéncia de portadores, do tempo de
Pasteur aos nosscs dias, concluiu que existem evidencias
suficientes para aceitar a possibilidade de recuperagao
espontanea de pacientes com raivd.

A probabilidade dessa ocorréncia tem motivado
novas pesquisas que tentam comprovar a sobrevivéeneia a
infeegdo rabica, através do desenvolvimento de metodos
sensiveis de diagnéstico, aplicados aos casos humanos e
animais - diagndstico in VIVO - que receberam ou nao tra-
tamento anti-rabico pos exposigdo.

0 estudo experimental da raiva abortiva, que se-
gundo BELL (1964) & uma ocorréneia comum, reprodutivel e
previsivel, necessita de um método de diagnéestico de cer-
teza in vivo, a fim de possibilitar melhor investigagao
do fenomeno. Este método provavelmente fornecera elemen-

tos téenicos para comprovagao final do problema da recu-



peragdo da raiva experimental ou natural e criard condi-
¢oes de pesquisa sobre o tratamento apés a manifestagdo
da doenga.

0 presente trabalho teve como objetivo prinei-
pal estudar os aspectos relacionados com a precocidade do
aparecimento do virue da raiva, fizo e de rua, na saliva,
glandula salivar submandibular, cérnea e humor aquoso de
bezerros inoculados experimentalmente, visando aqo diag-
nostico ante-mortem.



2.

REVISAO DA LITERATURA

COURMONT & NICOLAS (1903) demonstraram, em coe-
lhoe, a presenga do virus fixo no humor aquoso de coelhos
mortos de raiva, utilizados na preparagaoc de vacinas.

REMLINGER (1907) comprovou, em cobaias, a in-
feecctiosidade da saliva de um eao, einco dias depois de
recuperado de raiva natural.

KONRADI (1916) verificou que um cao foti capaz
de transmitir a raiva por mordedura a outro eao jovem, 11
dias antes da manifestagao dos primeiros sintomas.

HALAZS (1934), ‘L_ri NILSSON (1969), descreveu um
caso de recuperagdo em bovino. A infecgao rabica foi de-
monstrada através da reprodugdo da doenga em coelhos ino-
culados com saliva, que foi infecciosa até oito dias de-
pois da recuperag¢ao.

MANQUELIAN (1935), em valiosa contribuigao, ve-
rificou em caes, na doenga natural ou experimental, a in-
fecciosidade da gldndula salivar e da saliva, de dois a
quatro dias antes do aparecimento dos sintomas em 80% de
12 casos estudados.

LEVADITI & SCHOEN (1935) encontraram pequeno 8
corpiiseculos de Negri no eitoplasma das ecelulas epiteliatis
da cdrnea de camundongos e coelhos inoculados com virus
de rua. Todas as cérmeas de cobaias, gatos, caes e maca-
ecos inoculadoe ecom virus fizxo foram negativas para pre-

senga de corpisculos de Negri. X inoculagao em camundon-



gos, somente a ecérnea de wum macaco apresentou resultado
positivo.

SCHNEIDER & HAMAN (1969) estudando a dissemina-
¢ao centrifuga do virus rabico, amostra de rua, em camun-
dongos, chegaram as seguintes conclusces: apos multipli-
eagdo no sistema nervoso central, ha generalizagao do vi-
rus em todo organismo. A generalizagdo nao oeorre por via
sanguinea, mae através das células de Schwann dos nervos
periféricos. A 1infecgao ocorre regularmente nos olhos,
gl&ndula salivar, gordura interescapular, pulmao, intes-
tino, rins e supra renais. Frequentemente é observada no
coragao, figado, utero e musculos esqueléticos. A multi-
plicagao nos 6rgaos mao pertencentes ao sistema nervoso
ocorre nas células ganglionares, fibras nervosas e no
plexo dos nervos. 4 multiplicagdo extra neural e observa-
da no teeido epitelial das glandulas salivares, gordura
interescapular e na cornea quando se infectavam precoce-
mente durante a generalizagao do virus. A multiplicagao
nos nervos periféricos e nos tecidos extra neurais nao
determina, histologicamente, lesces visiveis.

SCHNEIDER (1969) descreveu um teste de diagndos-
tico da raiva in vivo, em camundongos e raposas, atraves
da demonstragdo do antigenmo rabico nas impresgsoes de cor-
nea, coradas por imunofluorescencia direta.

BENIGNOS (1870), in MARTELL & ALDASORO (1872),
conseguiu isolar o virus rabico da glandula lacrimal e da
secregao, humor aquoso e humor vitreo de bovinos inocula-
dos experimentalmente.

REIS & cols. (1971) estudaram 1impressoes de
cornea, realizadas in vivo, de casos naturais de raiva em
tres homens, quatro caes e um bovino que resultaram nega-
tivas & imunofluorescéncia direta. Das impressoes de cor-

nea feitas apés a morte, somente a de um cao e de um bo-



vino revelaram fluorescéncia especifica para raiva. O0s
autores pesquisaram também a presenga do virus fizo no
humor aquoso e na cormea, obtidos da neeropsia de 15 bo-
vinos inoculados, através de impressoes e esfregagos co-
rados por imunofluorescencia direta e inoeulagao intrace-
rebral em camundongos lactentes. Todas as impressoes e es-
fregagos foram negativos a imunofluorescéncia. Entretanto,
a inoculagdao intracerebral em camundongos lactentes, a
excesado de um humor aquoso, todos os outros foram posi-—
tivos. Diante deste fato, os autores sugerem a pungao in

vivo do humor aquoso como método provavelmente eficiente

de diagnostico precoce da raiva.



3. MATERIAL E METODOS

T

.1. Bezerros

Os bezerros utilizados foram divididoe em

trés grupos.

Grugo i

Foram utilizados 30 bezerros, mestigos ho-
landées-zebu, machoe, com idade variando entre quatro a 15
dias, inoculados eom virue fixo - amostra CVS-27/CPZ
(Challange Virus Standard) - eclassico virus fizo de
Pasteur, cedido pelo Centro Panamericano de Zoonoses, Ar-
gentina.

Por sangria total. na fase final do curso
aa doenga, os bezerros foram sacrificados e, imediatamen-
te, colhidas amostras de glandulas salivares submandibu-

lares, humor aquoso, hipocampo e cerebelo. ( Tabela I ).

Gruga II

Outros 15 bezerros similares aos do grupo
anterior foram inoculados com a mesma amostra de virus
rabico.

Entre o quinto e oitavo dia apds a inocu-
lagao, durante a fase elinica da raiva, foram colhidas
amostras de humor aquoso e glandula salivar submandibular
desses animais. Apbés a morte, colheu-se amostras de hipo-
campo e cerebelo para confirmagac de diagnostico. (Ta-
bela I).
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Grupo ITTF

Foram utilizados quatro bezerros mestigos
holandés-zebu, de ambos sexos, na faizxa etaria de sete a
90 dias, inoculados com virus rabieo, amostra de rua, ro-
tulado como Araxd Gl./72. Este virus fot isolado pelo au-
tor, por inoculagao intracerebral em camundongog lacten=
tes, a partir da glandula salivar submandibular, colhida
in vIVO, aprozimadamente 48 horas antes da morte, de bo-
vino com doenga natural. £ identificagao do virus fot
feita atraves da imunofluorescénctia direta e da presenga
dos corpusculos de Negri no hipoeampo dos camundongos

inoculados.

3.2. Preparagao do virus rabico CVS-27/CPZ

Para preparc da suspensao usaram-se cere-
bros de 100 camundongos "Swise”, linhagem Random CF-CPZ,
de trés a quatro semanas de idade, inoculados por via
intracerebral, com 0,03 ml, na diluigcao de 10°% do virus
cvs-27/CPZ. Os cerebros foram colhidos, assepticamente,
dos camundongos que apresentaram paralistia tiptiea a par-
tir do quinto dia da inoculacao. Em seguida foi preparada
uma suspens&o a 20%(peso/volume) de cérebros em diluente,
constituido de agua destilada contendo 2% de soro equi-
no normal e penicilina g-potassica eristalina e estrepto-
micina na dose de 500 U.I. e 3 my/ml, respecttivamente. O
pH dessa solugao foi ajustado com tampao fosfato para 7,4

Apés centrifugacao a 400 x g (1.500 rpm),
durante 15 minutos, o sobrenadante foi distribuido em
frascos, em porgoes de 0,5 ml e estocados a -409C. Reti
rou-se, ao acaso, um frasco para titulagdo, por via
intracerebral, em camundongos nswiss", de tres a quatro
gemanas de idade. 0 titulo encontrado foi de 106s7/0,03
ml, ou seja, de 158.500.000/DL50 para iml, segundo o mé-
todo de REED & MUENCH (1938).
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Os beazerros dos grupos I e II foram inocu-
lados, por via intracerebral, com 0,5 ml dessa suspensao,
na diluigaec de 1:200, contendo aproximadamente 396.250
DLS0.

3.3. Preparagao do virus rabico - Araxa GL/72

Utilizou-se a mesma tecnica e métodos an-
teriormente descritos para a preparagac da suspensado de
virus fixo. A titulagao revelou 102’852
de 22.500 DL50 para 1 ml, segundo o metodo de REED §

MUENCH (1939).

/0,03 ml, ou seja,

Os bezerros do grupo III foram inoculados
segundo a téenica de DI VESTEA & ZAGARI (1889), via in-
tramuscular profunda, na regiao glutea, proxima ao ciati-
co esquerdo, com 5 ml de suspensao virulenta a 20% (peso/

volume), contendo aproximadamente 22.500 DL&O.

3.4. Colheita, imunofluorescencia e inoculagao

do humor aquoso

Os humores aquosos dos bezerros dos grupos
I, IT e III foram colhidos bilateralmente, por pungao,
usando-se seringa com agulha de 10 x &§. Retiraram-se, em
media, 0,5 ml de cada olho. Em seguida, o humor aquoso
puncionado foi transferido para um tubo de vidro, esteri-
lizado, colocado em gelo e levado ao  laboratorio.

De cada humor aquoso foram feitas duas
preparagdes em laminas, com auxilio de pipeta Pasteur e
coradas por imunofluorescencia direta (IF), de acordo com
a teenica de GOLDWASSER & KISSLING (1958). A leitura das
preparagoes foram realizadas em microscopio binocular
"gtandar - WL", objetiva de imersac 40z provida de dia-
fragma, ocular 10z, condensador de campo escuro a Oleo,
iluminagde com lampada de ultravioleta HBO-200 0 S R A M,

utilizando-se o UG-2 como filtro de excitagao e o 0/41
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*
eomo filtro de barreira( ). 0 material restante de cada

amostra foti inoculade, por via intracerebral (IC), em ca
mundongos lactentes de 4 a 8 dias de tdade, e observados
por 21 dias conforme téenica descrita por KOPROWSKI(1967).

Vos bezerros do grupo III, o humor aquoso fot
colhido diariamente apés o inicio dos sintomas, até a da-
ta da morte. A coloragao por imunofluorescéncia direta e
a inoculagao intracerebral em camundongoe foi identica a

utilizada para os grupos I e II.

$.5. Colheita, imunofluorescéncia e inoculagao

da glandula salivar submandibular

As glandulas salivares submandibulares dos
bezerros dos grupos I e III foram colhidos assepticamente,
apés a morte, usando-se a técnica recomendada por TIERKEL
(1967). Dos bezerros do grupo II foram colhidas in vivo,
através da ineisao de aprozimadamente 15 em na regiao
imediatamente ventral ao angulo da mandibula. Cada amos-
tra compreendia fragmento de mais ou menos 3 cmz, que fo-
ram acondicionados em frascos estereis, mantidas em gelo
e levadas ao laboratdrio.

Para detecgao do virus rabico nas glandu-
las salivares, as amostras foram processadas em cortes
por congelagao, espessura de 2 a 4 micra, de acordo com a
téenica descerita por KUNDIN & cols. (1966) e coradas por
imunofluorescencia direta. O material restante de ecada
amogtra foi preparado e inoculado em camundongos lacten-
tes, segundo a téenica de KOPROWSKI (1967).

3.6. Colheita, imunofluorescencia e inoculacao

da saliva

As salivas dos bezerros do grupo III, du-

rante a fase clinica da raiva, foram colhidas diariamente,

(*) CARL ZEISS Companhia Otica e Mecanica - OBERKOCHEN-WG
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usando-se algodao estéril nas dimensoes de 20 x 20 x 3mm,
deizado sob a lingua por § minutos, aproximadamente. Em
seguida era transferido para frasco econtendo 2 ml do mes-
mo diluente usado anteriormente para preparo das suspen-
soee de virus rabico.

Extraia-se a saliva por compressao do al-
godao embebido em em seguida, procedia-se a centrifugagao
a 400 g (1.500 rpm), durante 15 minutos. Do sedimento
foram feitas duas preparagoes que foram coradas por tmu-
nofiuoreseéncia direta. 0 sobpemadante foi inoculado em

eamundongos lactentes, por via IC.

3.7. Impressoes de cormea

Dos bezerros do grupo III foram feitas
diariamente, apoe iniectio dos sintomas, impressces de am-
bas as eorneas, por compressao da lamina eobre o globo
ocular, conforme téemica descrita por SCHNEIDER (1969).
As laminas foram coradas por imunofluorescéncia direta.

3.8. Colheita e exame doe materiais apos_a mor-

te dos beszserros

Imediatamente apos a morte dos beserros,
utilisou-se instrumental eirirgico individual para cada
um dos materiaie, que foram colhidos na- seguinte. sequen
eia: glandulas salivares submandibulares, olhos e, final-
mente, o hipoeampo e cerebelo. Desses materiais faziam-se
impressoes ou preparagoes da cornea, humor aquoso, hipo-
campo e cerebelo e cortes de congelagao dae glandulas sa-
livares submandibulares, para coloragao por imunofluores-
céncia direta. Suspemsao 1:10 (peso/volume) do hipoeampo,
cerebelo e glandula salivar submandibular e humor aquoso
nao diluido foram inoculados por via IC em ecamundongos
lactentes, na dose de 0,03 ml e observados por 21 dias.

Para peequisa dos corpusculos de Negri, o hipocampo e ce-
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rebelo foram cortados em mierétomo de congelagao, espes-
sura de 2 a ¢ micra, e corados pela téenica de triedmico
de Shorr, segundo LUNA (1968).

A deserigao estatistica dos dados obtidos
foi feita atraves das percentagens encontradas para cada
material e método de diagniéstico. A andlise estatistica
compreendeu o estudo das diferengas nas proporgoes de po-
§1tivos para cada material e método, de acordo com o tes-
te do qui-quadrado, in SNEDECOR (1970). Fizou-se, para
aceitagao da existéncia de diferenga de positividade en-
tre os materiais e métodos, o risco de erro menor do que
5%.
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4. RESULTADOS
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A Tabela 2 mostra os resultados obtidos no gru-
po I. As percentagens de positividade dos humores aguosoes
e glandulas salivares submandibulares de 30 bezerros com

raiva experimental por virus fizo, confirmada post-mortem

pelo exame do hipocampo e cerebelo, foram as seguintes:
humor aquoso por imunofluorescencia direta, 20 e por ino-
culagao intracerebral em camundongos lactentes, 100;
glandula salivar submandibular por imunofluorescéncia di-
reta e inoculagao, 23,3 em ambos. As percentagens de con-
cordancia entre os dois métodos de diagnéstico, para cada
material, foram as seguintes: humor aquoso, 20 (6/30);
glandula salivar submandibular, 42,8 (3/7); e hipocampo e
cerebelo, de 100 (Solis0).

No grupo II, a percentagem de positividade do
virus rabico fizo no humor aquoso e glandula salivar sub-

mandibular, colhidos ante-mortem, de 15 bezerros com rai-

va clinica, posteriormente confirmada pela imunofluores-
cencia direta e inoeulagao da suspensao de hipocampo e
cerebelo em camundongos lactentes, foi a seguinte: humor
aquoso por imunofluorescéncia, 20 (3/15) e por inoculagao
intracerebral em camundongos lactentes, 33,3 (5/15);
glandula salivar submandibular por <imunofluorescéncia,
6,6 (1/15) e por inoeulagdo, 0 (0/15). As percentagens de
concordancia entre os métodos de diagndstico na revelagao

de positivos, para cada material, 4 excessdo da glandula
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salivar submandibular, que ndo apresentou concordancia,
foram as seguintes: humor aquoso, 60 (3/5); hipocampo e
cerebelo, 100 (1§/15). (Tabela III).

A Tabela IV mostra a frequéencia de humores

aquoeos positivoe quando colhidos ante-mortem e post-mor-

tem. A imunofluorescencia foi positiva em 20% doe humores

aquosos colhidos ante-mortem e post-mortem, enguanto a

inoculagao foi positiva em 33,3% para os colhidos ante-

mortem e 100% para os colhidos post-mortem.

A Tabela 5 mostra a frequéncia de glandulas sa-

livares submandibulares, colhidas ante-mortem e post-mor-

tem, positivas a imunofluorescéncia direta e inoculagdo
intracerebral em camundongos lactentes. A bidépsia de 15
glandulae salivares submandibulares revelou o seguinte
resultado: 6,7% de positivas a imunofluorescéneia direta
e nenhuma positiva a inoeulagac intracerebral em eamun-

dongos lactentes. 0 exame post-mortem de 30 glandulas sa-

livares submandibulares resultou em sete positivas a ino-
culagao intracerebral em camundongos lactentes.

Os quatro bezerros do grupo III, inoculados com
o virus de rua, mostraram periodos de incubagao de 26, 28,
70 e 95 dias, respectivamente. O curso clinieco observado
foi de 3 a 5§ dias. 0s exames realizados no hipocampo e
cerebelo destes bezerros revelaram completa concordancia
entre a presenga de corpusculos de Negri, imunofluores—
céncia e inoculagao intracerebral em eamundongos lacten-
tes.

Na Tabela 6 sao comparados, diariamente, para
cada bezerro estudado, os resultados dos exames realiza-

dos ante-mortem e post-mortem, segundo os métodos de

diagnostico. A inoculagao das salivas colhidas, diaria-
mente, mogtrou resultados positivos em todas as 15

colheitas mnos quatro bezerros, enquanto a imunofluores-
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céncia foi positiva somente em duas amostras de salivas,
provenientes de dois bezerros.
As percentagens de mortalidade devida a raiva,
hd - - b . 0 o~ .
periodos medio e minimo de incubagao em camundongos ino-
culados com a saliva colhida, diariamente, durante o cur-
so eclinico da doenga nos quatro bezerros do grupo III,

sao apresentados na Tabela 7.
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TABELA 2

GRUPO I: Detecgao do virus fizo, através da IF e IC em
camundongoe lactentes, no humor aquoso e glandu=

la salivar submandibular colhidas posgt-mortem,

de bezerrog com raiva experimental.

Humor Aquoso ¢landula Salivar
KEAkrTOR IF T IF 1¢
1 - + - -
2 - + + +
2 = + + -
4 + + - +
) + + + -
6 + + + +
7 - + - =
8 + + + +
9 - + - +
10 - + = s
T - + = =
12 - + - +
5 = + - +
14 = + = -
15 + + - 8
18 - + - =
17 - + _ -
18 - + P =
19 o + = -
20 - + - “
21 - + - =
22 - - - -
23 - + - .
24 - + . =
25 . + = =
26 - + - -
27 - B - R
28 + + - -
29 - + o #
30 - + - =

Total: €/30 30/30 7/30 7/30




21

TABELA &

GRUPO II: Deteegao do virue fixo, por IF e IC em camun-
dongoe laectentes, no humor aquoso e glandula sa

livar submandibular, colhidoes ante-mortem, de

bezerros com raiva experimental.

Humor Agquosco Glandula Salivar

Byt IF Ic IF Ic

31 = ~ - -
32 + + + -
33 = + - =
34 * * = =
36 = = = -
36 = = B =
37 — - - -
38 - - - -
39 = = = =
40 - ¥ - =
41 & = = -
42 + + - -
43 = = = =
44 - = - -
45 = = B =

Total: 3/16 &§/15 1/15 0/15
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DIScussio
28

Utilizando o teste de imunofluorescencia direta,
REIS & cols. (1971) investigaram a presenga do virus ra-
bico no humor aquoso de cao, boi, gato e homem e encon-
traram um percentual de 64,8 de positividade. 0 mesmo ma-
terial inoculado em ecamundongos revelou 72,5% de positi-
vidade. A concordancia encontrada entre os dois metodos
foi de 57;4%.

No presente experimento, os resultados encon-
trados na Tabela 2 mostram que foi possivel detectar e
comprovar a presenga do virus fizxo no humor aquoso, por
itmunofluorescencia direta e inoculagao intracerebral em
camundongos lactentes. Entretanto, pode-se observar que a
imunofluorescencia revelou apenas 20% dos positivos, en-
quanto a inoculagao mostrou que todos os humores aquosos
estavam positivos. A concordancia entre os dois metodos
foi, portanto, de 20%. Esse fato ocorreu, provavelmente,
devido a pequena quantidade de celulas existentes no hu-—
mor aquoso e somente algumas permaneciam aderidas a lami-
na apoés a preparagao da impressao.

Na Tabela 2 observa-se, ainda, que o numeroc de
glandulas salivares submandibulares positivas, eolhidas

post-mortem em ambos os metodos, foi de 23,3% e a con-

cordancia de 42,8%. O encontro de eineo glandulas sa-
livares submandibulares, sendo quatro do grupo I e uma do
grupo II, positivas a imunofluorescéncia direta e negati-

vas a inoculagao intracerebral em camundongos lactentes,
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baseado em sua experiemeia, que mostrou em eamundongos
perfeita concordancia entre cornea negativa e glandula
negativa, cornea positiva e glandula positiva. Eete fato
¢ confirmado, em parte, pelo trabalho de MARTELL &
ALDASORO (1972), que encontraram essa concordancia em 12
bovinos com raiva natural. Entretanto, nessa mesma pes-
quisa, em dois bovinos inoculados experimentalmente essa
concordancia ndo ocorreu: um bovino apresentou edrnea po-
sitiva e glandula negativa e o outro, com cirnea negativa,
a glandula foi positiva.

Por outro lado, REIS & cols. (1973) estudando
casos de raiva humana, nao encontraram esta concordincia
em seis pacientes que apresentaram as salivas positivas e
o teste da cérnea negativo.

No presente trabalho também nac foi verificada
a concordancia sugerida por SCHNEIDER (1969). As impres-

soes da cornea efetuadas ante-mortem e post-mortem foram

negativas, enquanto todas as salivas e a glandula salivar
submandibular, colhidas no mesmo periodo, foram negativas.
Estes resultados demonstram que a distribuigdo centrifuga
do virus nos diversos érgacs e teeidos ndo pertencentes
ao sistema nervoso central ¢ extremamente variavel.

0 virus rabico de rua foi detectado prela imuno-
fluoreseéncia na saliva de um bezerro, colhida no segundo
dia de curso, e em outro bezerro na saliva colhida no
terceiro dia. Todas as salivas foram positivas & inoeula-
gao intracerebral em camundongos lactentes e a mortalida-
de observada mostra que essas salivas continham concen-
tragao elevada de virus. (Tabela 7).

A comparagao entre os métodos e og materiais

utilizados na tentativa do diagndstico ante-mortem, nos

bezerroe do grupo III, mostra que a saliva e a inoculagao
intracerebral em camundongos lactentes foram os que apre-
sentaram mais sensibilidade e maior especificidade.
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No presente experimento a positividade de humores aquosos,
colhidos post-mortem, foi de 100%, confirmando os dados
de REIS & cols. (1971) e os de COURMONT & NICOLAS (1903),
em coelhos, e BENIGNOS(]Q?O)ig MARTELL & ALDASORO (1872),

em bovinos.

De acordo com os resultados apresentados na Ta-
bela 5, verifica-se que a bidpsia da glandula salivar
submandibular ¢é wuma alternativa para o diagnostico de
ecerteza da raiva experimental a virus fixo, apesar da
frequencia de positivas nGo ser tao elevada como a veri-—
ficada por MANQUELIAN (1935); e estae nem tao precoces,
como cita KONRADI (1916), em glandulas salivares de cao
com raiva natural. A andlise estatistica desta Tabela re-
vela que, ao nivel de rejeicao adotado, igual a 5%, a
proporgao de glandulas salivares submandibulares positi-
vas entre as fases de colhetta, ndo foi estattsticamente
significativa.

A raiva observada nos bezerros do grupo III fo1i
semelhante & natural, com um periodo de incubagdo varia-
vel (26 a 95 dias) e um curso rdpido (3 a & dias). 0s
cortes histoldogicos de hipocampo e cerebelo desses ani-
mais, corados pelo metodo de Shorr, revelaram a presenga
de inumeros corpusculos de Negri. Esses elementos carac-
terizam a raiva causada pelo virus de rua, segundo LEPINE
(1969).

A Tabela 6 mostra que as pesquisas do virus ra-

bico no humor aquoso e cornea colhidos ante-mortem e post

mortem foram negativas, nao confirmando 08 resultados ve-
rificados por LEVADITI & SCHOEN (1835) em coelhos e ca-
mundongos, SCHNEIDER (1969) em camundongos, ATANASIU &
eols. (1970) em raposas, BENIGNOS (1970) in MARTELL &
ALDASORO e REIS & cols. (1971) em bovinos.
SCHNEIDER (1969) sugeriu o teste da cornea como

um metodo capaz de revelar a infeceiosidade da saliva,
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pode ser explicado pelo fato de a tmunofluorescencia di-
reta revelar antigeno rdbico, vivo ou morto, e a reprodu-
g¢ao da doenca em camundongos depender de uma dose minima
infectante; e também & distribuicdo desigual do virus no
tectdo, como observaram MANQUELIAN (1935) e GOLDWASSER &
cols. (18589).

As percentagens de humores aquosos positivos a
tmunofluorescéneia direta foi igual (20) apds colheita

ante-mortem e post-mortem, como pode ser observado na Ta-

bela 4. Z inoculagao intracerebral em camundongos lacten-
tes, a diferenga de humores aquosos positivos, segundo a
fase da colheita, foi acentuada. £ andlise estatistica
revelou para qui-quadrado valor igual a 20,87, que ultra-
passa de muito o valor eritico desta estatistica para
dots graus de liberdade, ao nivel de rejeigao adotado de
5%. As frequéneias observadas de positivos, entre o humor

aguoso colhido ante-mortem e inoeculado por via intracere-

bral em camundongos lactentes, foi, portanto, significan—
temente menor do que a que seria esperada sob a hipote-
se de ser igual ao colhido post-mortem. Essa diferenga,
possivelmente, pode ser ezplicada porque a difusao cen-
trifuga do virus fizo se processe na fase final da doenga.
Neste aspecto, SCHNEIDER & HAMAN (1969) vertificaram que o
tempo e a intensidade da infecgao de orgdos nao perten-
centes ao sistema mervoso central dependem da dose inocu-
lada, distancia da conexdo nervosa com © sistema nervoso
central e a abundaneia de mervos no Srgao. Como na pre-
sente investigagdo a unica varidvel diferente no estudo
do humor aquoso dos bezerros dos grupos I e II foi a fase
da colheita, reforga-se a hipdtese da difusao do virus
fizo na fase final da doenca.

REIS & cols. (1971) encontraram 94% de humores

aquosos positivos em 15 bovinos inoculados com virus fizo.
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Entretanto, como pode ser observado na Tabela 8, o tempo
necessdrio para o diagnéstico, variou de 9 q 16 dias, com
média de 11,75 dias. Resultados semelhantes foram encon-
trados, em casos de raiva humana, por REIS & cols. (1973)
que isolaram o virus na saliva de seis pacientes, sendo
que em trés pacientes esse isolamento foi feito tres, qua-
tro e 13 dias do obito, nos outros trés apds a morte dos
tndividuos. 0 tempo necessdrio para o diagndstico variou
de sete a 14 dias, com média de 9,2 dias.

A precocidade do diagnostico da raiva a partir
da saliva poderia, provavelmente ser conseguida de duas
manetiras: primeire wutilizando a téenica deserita por
BAGNAROLI & cols. (1970) que recomendam o saerificio dos
camundongoe lactentes <inoculados com material suspeito a
partir do terceiro dia da inoeculagdo e exame do cérebro
pela imunofluorescencia direta. Em segundo lugar, o de-
senvolvimento de um método de preparagado das salivas ca-
caz de aumentar a sensibilidade da imunofluorescéncia di-

reta para revelar o antigeno rabico nas salivas poeitivas.
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CONCLUSOES
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Foi encontrada uma frequencia de 100% de virus rabi-

co ftzo, no humor aquoso, colhido post-mortem, de

bezerros inoculados experimentalmente;

foi verificada uma frequéncia de 33,3% de virus ra-

bieo fixo no humor aquoso, ecolhido ante-mortem, de

bezerros inoculados experimentalmente;

a difusao centrifuga do virus fixo &ee processou na

fase final da doenga;

o virus rabico fixo foi detectado, por inoculagao
intracerebral em camundongos lactentes, em 16,6% das
glandulas salivares submandibulares doe Dbezerros

inoculados experimentalmente;

o virue de rua foi isolado da saliva,diariamente, du-
rante a fase clintica da doenga, de bezerros inocula-

dos experimentalmente;

o método da inoculagao intracerebral em camundongos
lactentes foi mais sensivel do que 0 método da imu-
nofluorescencia direta, na detecedo do antigeno ra-
bico no humor aquoso, na glandula salivar submandi-
bular de bezerros inoculados experimentalmente com

4 .
virus fixo;

o método da imunofluorescéncia direta foi capaz de
revelar o antigeno rabico na saliva de bezerros ino-

culados com virus de rua;
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o resultado negativo encontrado nos diagnosticos da
cornea pelo metodo de imunofluorescencia direta,
nos casos de raiva erperimental a virus de rua, nao
significou necessariamente ausencia de virus na

glandula salivar submandibular;

o método da inoculagao intracerebral em camundongos
lactentes mostrou-se bastante sensivel para a detec-
g¢do do antigeno rabico na saliva de bezerros inocu-

lados ecom virus de rua.
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0 virus rabico foi pesquisado no humor aquoso,

saliva, glandula salivar submandibular e cornea de bezer-

ros inoculados com virus fixo ou de rua. Os materiais fo-

ram colhidos ante-mortem e post-mortem e examinados pelos

métodoe imunofluorescéncia direta e inmoculagde intracere-

bral em camundengos lactentes. 0Os seguintes resultados

foram encontradoe:

GRUPO I - De 30 humores aquosoe e de 30 glandulas sali-

GRUPO II =

vares submandibulares, colhidas imediatamente
apée a morte dos animais, conseguiu-se demons-
trar pela imunofluorescéncia direta o virus
rabico fixo - amostra CVS-27/CPZ - em seis hu-
mores aquosoe e em sete glandulas salivares
submandibulares. X inoculagao intracerebral em
camundongos lactentes, 30 humores aquosos e
sete glandulas foram positivas. A percentagem
de positividade do hipocampo e cerebelo, em

ambos os metodos, foi de 100.

De 15§ humores aquosos e 15 glandulas salivares
submandibulares, colhidos ante-mortem, conse-
guiu-se detectar o virus rabico fixo em tres
humores aquosos e em uma glandula salivar sub-
mandibular, através da imunofluorescencia di-

reta. A inoculagao intracerebral em camundon-
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goe lactentee, cinco humores aquosos foram
positivos, enquanto todas ae glandulas sali-
varee submandibulares foram negativas. A per-
centagem de positividade do hipocampo e cere-

belo, em ambos metodos, foi de 100.

De quatro bezerros inoculados com virus de rua,
conseguiu-ge detectar pela imunofluorescencia
direta o antigeno rabico na saliva de dois be-
zerros. As impressoes de cormea e preparagoes
de humor aquoso efetuadas durante a fase eli-
nica e apés a morte resultaram negativas. A
inoeculagdo intracerebral em camundongos lae-
tentes, todas as salivas colhidas diartamente,

ante-mortem, foram positivas. Todos os& humores

aquosos foram negativos em ambos 08 metodos de
diagnéstico. As glandulas salivares submandi-
bulares, hipoecampo e cerebelo foram positivos
& imunofluorescéncia direta e a inoculagao in-
tracerebral em camundongoe lactentes. (O exame
histoldgico do hipocampo e cerebelo revelou,
em todos, a presenga de numerosos corpusculos

de Negri.
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The presence of the pabie virus was checked in

aqueous humor (AH), saliva, submandibular salivary gland

(55G) and cornea of calves inoculated with fized virus or

street virus. Those materials were collected ante-mortem

and post-mortem and were examined under fluorescent

antibody technique (FAT) and intracerebral inoculation

(IC) of suckling mice. The following results were found:

CROUP I - From 30 AH and 30 SSG collected immediatly

GROUP II -

after the sacrifice of the antmals it was
possible to demonstrate by FAT the fizxed
rabic virus (Strain CVS-27/CPZ) in six AH and
in seven SSG. 30 AH and seven SSG were
positive after inoculation 1in suckling mice.
In both the diagnostic methods used, Ammon's
horn and cerebellum were positive in all

cases.

From 15 AH and 15 SSG, eollected ante-mortem,
fizxed rabte virus was detected in three AH
and 1in one SSG, through FAT. Five AH were
positive after <intracerebral inoeulation of
suckling mice, while all the SSG were negative.
Again the positivity of Ammon's horn and

cerebellum was 100%.
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GROUP III- Using FAT it was possible to demonstrate the

rabie virus in two saliva of four calves
inoculated with street virus. Corneal imprints
and AH smears made during the clinical phase
and after death were negative. All the saliva
collected datly during the clinical phase and
tnoculated tintracerebrally in suckling mice
were posttive. In both diagnostic methods used,
all the AH were negative. All the SSG, Ammon's
horn and cerebellum were positive by FAT and
IC in suckling mice. All the histologieal
preparations of Ammon's horn and cerebellum

showed many Negri's bodties.
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