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ISOLAMENTO DE VIRUS RABICO DO RIM, CORACAO E
CEREBRO DE BOVINO NA DOENCA NATURAL!

RENATO AUGUSTO DA SILVAZ, ARY MOREIRA DE SOUZA* e ALTAIR CORREA LIMA4

Sumdrio

De uma vaca mestica zebu, acometida de raiva, no Municipio de Sdo Fidelis no Estado do Rio
de Janeiro, foi isolado virus da raiva do rim, coragio e cérebro, por inoculagio intracerebral
das emulsdes déstes tecidos, em camundongos lactentes (4 dias de idade) e adultos (21 dias

de idade).

As amostras de virus, isoladas dos diferentes tecidos, foram identificadas como virus ribico pela
formagio de corpisenlos de Negri no citoplasma das células nervosas dos cérebros dos camun-
dongos inoculados e pela prova de séro-neutralizagio, neutralizando-se para esta prova um séro
anti-rabico de reconhecida eapacidade neutralizante.

INTRODUCAO

A presen¢a do virus em tecidos ndo nervosos tem
dado ensejo a diversos trabalhos por parte dos espe-
cialistas em raiva. Estes trabalhos tém sido orientados
para determinados portadores naturais do virus, prin-
cipalmente, morcégos e carnivoros silvestres. Assim,
Johnson {(1959), ao estudar casos naturais de raiva
em doninha malhada (spotted skunk}, isolou virus
rdbico do tecido mamirio e renal. Em morcégos
Tadarida b. mexicana, experimentalmente infectados,
Sulkin et el. {1957) demonstraram o lipotropismo do
virus ribico isolando-o da glindula jinter-escapular
(brawn fat) e Villa et al. (1963) isclaram virus
ribico das mesmas glindulas de morcégos aparente-
mente sadios.

O wirus rabico tem sido isolado de pulmio e
outros tecidos de morcégos, conforme demonstraram
claramente os trabalhos de Bell et al. (1962) que ob-
tiveram o virus do coragio, rins, pulmio e baco de
morcégos insetivores Eptesicus fuscus e posteriormen-
te, Girard et «l. (1965) reportaram-se a0 isolamen-
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to do virus ribico dos rins, cérebro e glindulas inter-
-escapulares  (brown fat), de morcégos Eptesicus
fuseus e Myotis Iucifugus. No Brasil, a primeira no-
tificagilo sobre o assunto resultou dos trabalhos de
Silva e Souza (1966) quando isolaram virus rabico
de pulmio, coracio, rins, bexiga e outros diferentes
tecidos de morcégos Desmodus rotundus.

Decorrentes dos trabalhos citados, orientamos as
nossas pesquisas para diferentes tecidos de bovinos,
em casos naturais de infeccdio rdbica. Recentemente,
relatamos o isolamento do virus rdbice do rim, cora-
¢io e cérebro de uma vacs acometida de raiva em
condigies naturais, sendo o proposito da presente
publicacio descrever com mais detalhes os trabalhos
de isolamento e identificacio de virus ribico isolado
de rim, coracdo e cérebro de bovino naturalmente in-
fectado.

MATERIAL E METODOS

Os materiais que deram origem ao presente traba-
Tho foram obtidos de uma wvaca mestica Zebu, de
aproximadamente 4 anos de idade, pertencente a uma
fazenda do Municipio de S3o Fidélis {21° 38° 48" de
latitude Sul, 41° 44" 44" de longitude Qeste de
Greenwich e 24 metros de altitude), no Estado do
Rio de Janeiro, sacrificada na manhi do dia 20 de
julho de 19G6.

O animal apresentava sintomas de raiva, e 0 que
mais nos chamou atengio foi o fato de estar hi 3
dias sem poder levantar-se, no entanto o seu psiguis-
mo parecia normal, comendo a vegetacio em redor.
Era o tinico caso de rtaiva observade no plantel de
mais de 300 cabecas., O rebanho da fazenda estava
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vacinado contra a raiva e esta vaca havia sido com-
prada hi cérca de 3 meses nio tendo sido vacinada
no local de origem.

Sacrificamos o animal por choupeamento e sangria
total. Coletamos fragmentos de cérebro, cerebelo, bul-
bo, figado, coragio, pulmdo e o rim direito. Sangue
periférico foi coletado, adicionando-se glicerina em
partes iguais, A urina foi ripetada e colocada em
frasco esterilizado.

Os materiais assim coletados foram devidamente
acondicionados em saco plistico e colocados em mar-
mita térmica refrigerada e trazidos no mesmo dia
ao laboratério, quando foram guardados em tempe-
ratura de menos de 20°C.,

Procedemos inicialmente a técnica de Faraco (Bier
18G1) nos fragmentos de Corno de Ammon da vaca
sacrificada.

Isolamento do virus

Preparamos emulsGes individuais a 20% de cérebro,
rim, pulmfo, coracio e figado. Estes tecidos foram
pesados, apds prévia lavagem em soro fisioldgico esté-
ril para eliminacio do sangue, O rim foi destituido
de sua camada gordurosa e cépsula, sendo finamente
macerado em liquidificador. Déste tecido obtivemos
um volume de 400 ml de emulsdo.

A urina foi medida e tratada por antibibticos e,
apds centrifugagiio, inoculada em camundongos.

O sangue coagulado foi pesado e macerado em
grau, adicionando-se séro fisioldgico para se obter a
concentragio de 20%.

Da emulsio de rim tomou-se 10 ml, tratando-se por
1000 U.I. de penicilina potassica e 1 mg de di-hidro
estreptomicina para cada mililitro. As demais emul-
sdes foram também tratadas pelos antibidticos citados.
Centrifugamos as emulsbes obtidas a 2500 rpm du-
rante 10 minutos, separando-se os sobrenadantes dos
sedimentos. Apds esta operagio incubamos as emul-
sBes por 30 minutos em temperatura de 4°C. Contrile
bacteriolégico em caldo simples e agar sangue de
cada emulsio foi realizado antes de procedermos as
inoculagdes intracerebrais nos camundongos.

Os resultados destas inoculagfes expressamos no
Quadro 1.

Decorridos 12 dias, descongelamos a emulsio de
rim a 20% com cérea de 400 ml, dividindo-a em duas
partes. Centrifugamos novamente, inoculamos para
cada parte, camundongos de 4 dias de idade, cujos
resultados estio demonstrados mnas fichas 7083 e
7084 (Figs. 1 e 2}.
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As emulsdes foram inoculadas em camundongos de
4 dias de idade por via intracraneana na dose de
0,03 ml.

A seguir congelamos as diferentes emulsdes em
temperatura de menos 20°C., para serem utilizadas
de actrdo com as necessidades do desenvolvimento do
trabalho.

Identificagdo do virus

Para a identificacio das amostras do virus isoladas
do rim, coracio e cérebro realizamos os seguintes
exames:

a) exame histopatoldgico que consistiu em fazer-
mos esfregacos em liminas dos cérebros dos camun-
dongos adultos e lactentes, sacrificados apds os sin-
tomas da doenca, utilizando-se para tal fim, a técnica
de Faraco (Bier 1961).

b) prova de séro neutralizac@o, utilizando-se as
amostras de virus isoladas do bovino sacrificado. Estas
amostras correspondiam a 1.2, 2.2 e 3.2 passagens, res-
pectivamente para cérebro, rim e coragio, em ca-
mundongos.

Utilizamos um séro imune com alto teor em anti-
corpos para © virus ribico, proveniente do Instituto
Oswaldo Cruz e um 56ro normal de cavalo.

A prova consistiv em se colocar partes iguais das
diluigdes de virus, que variaram de 10¢ a 101 para
o séro normal de cavalo e de 106 a 101 para o
s6ro padrio, Agitivamos bem os tubos, permanecendo
as misturas séros mais virus, em banho-maria a 37°C
por uma hora. Apds éste periodo, os tubos contendo
as misturas eram transferidos para o banho de gélo,
procedendo-se 4s inoculagBes intracraneanas nos ca-
mundongos de 21 dias de idade, na dose de 0,03 ml.
Para cada diluigio usivamos um lote de G camun-

dongos observando-se ésses animais por um periodo
de 21 dias.

No célculo do titulo do virus e das doses neutrali-
zantes, baseamo-nos no métedo de Reed e Muench
(1938) e consideramos a neutralizagio de 100 DL,
suficlente para estabelecer n identidade do virus
(World Health Organization 1954).

RESULTADOS

As diferentes emulsfes ndo revelaram microorga-
nismos nos meios de caldo simples e agar sangue.

Os resultados das inoculagies das diversas emulsBes
em camundongos estio sumariados no Quadro 1.
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QUADRO 1, Malerial r.o 8 899: bovino sacrificado na fase paralitiee noe Municipia de 8o Fidélis, Esfada do Rio de Janeiro
. Incubagdo Relagio de inoculados/mortos Fesquisa de
, Tecidos ,Data da Dese em ml Yia ° mfggimﬂos
ingeulados inoculacio de Negri
. Lactenta Adulta Lactente Adulto

Cérebro........... 21-7-66 0.03 1. Cer —_ 7 dias - 9/9 Tositive
Coragho. .vvvuness 25-7-66 0.03 I. Cer. 14 dins - 1/4a 07 Tositive
Rim.............. 21-7-60 0.03 I. Cer. 8-21 dins - 3/8b 07 Positivo
Pultgp............ 25-7-66 0.03 I, Cer. — — 0’5 0:8 -
Figado............ 27-7-606 0.03 I. Cer, _ - 0/9 — -
Urina....... . 21-7-88 0.03 I. Cer, - - 0:8 07
SANEUE. .. .cavanln. 1-8-86 0.03 1, Cer. — — o 019 —

a Realizads segunda passsgem ficha n.oe 7118,
b  Realizada segunda passagem ficha mo 7 123,

Emulsdo de cérebro

Os camundongos adultos com 7 dias de inoculados,
apresentaram sintomas de raiva, sendo sacrificados e
seus cérebros coletados para a pesquisa de corpiisculos
de Negri e passagens posteriores em camundongos.

Emulsdo de rim

A inoculagio da emulsiic de rim em camundengos
de 4 dias, determinou o aparecimento de sintomas
de raiva no 8.° dia em dois camundonges, Sacrifica-
mos um déles, submetendo o cérebro ao Faraco e
4 novas inoculacdes (TFicha 7123, Fig. 3). O outro
camundongo doente foi também sacrificado, cole-
tando-se o cérebro para pesquisa de corpisculos de
Negri e trabalhos posteriores.

Um terceiro camundonge adoeceu apds 21 dias
de inoculado, sendo o cérebro coletado para a pes-
quisa de corpiisculos de Negri e novas passagens.

Os camurndlongos adultos inoculados com a emulsiio
de rim antes da congelacio, nada digno de nota
apresentaram, curante o periodo de observagio de
30 dias.

Da emulsio de rim descongelada, apds 12 dias
de permanéncia a menos 20°C, obtivemos o seguinte
resultado:

Porgiio 1, decorridos 11 dias da inoculagio nos ca-
mundongos lactentes, um déles adoeceu, sendo sacri-
ficado. Parte do cérebro foi submetida ao Faraco
e a outra transformada em emulsdo para a inoculagio
em camundongos lactentes (Ficha 7150, Fig. 4).

Material n2 3399 - Bovino ~ Emulsdo de rim (vidro n®1}

Fiche 7083
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emuisda tratoda por antibidticos (pen. estrep.) em camundongos lacienies

D - Doente; P - Paralitica; M - Morto,; § = Sacrificado

FIG. 1.

Inoculagio intra-creneana de emulsdo de rim de bovino em camundongos

lactentes {Vidro n.e 1).
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Materiol n® 3399 Bovino
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FIG.

Inoculagfio intra-craneana da emulsdo de rim de bovine em camundongos

tactentes (Vidro n.2 2).

Material n2 3399 - Bovino - Emulsde de rim - 2%passagem Ficha 7123
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FIG. 3.

Inoculagdo intra-craneana da emulsdo de rim de bovine em camundongos

lactentes (2.® passagem).

Ao 18.° dia de inoculagio morreu um camundongo;
no 25.° dia, merreram dois e finalmente, no 27.° dia
mais outros dois, apls apresentarem sintomas da
doenga.

Porgdp 2, com 11 dias de inoculagio em camun-
dongos lactentes, amanheceu wm doente, sendo sa-
crificado e seu cérebro submetido ao Faraco. No 21.°
dia apés a inoculagio um outro adoeceu, sendo sacri-
ficado para estudos posteriores.
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As porgies 1 e 2 correspondentes a emulsfio de rim
apts congelagio foram inoculadas somente em ca-
mundongos lactentes.

As Fichas 7150 e 7076 (Figs. 4 e 5) representam
as segundas passagens do virus contido na emulsio
de rim do bovino sacrificado, em camundongos lac-
tentes. Fstes camundongos adoeciam em um pe-
riodo de incubagio de 7 a 9 dias,
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Material n® 3399 - Bovino - Emulsdo de rim (vidro n21)-2%2passagem Ficha 7150
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12/B/66 = Ingc. 1.c. do emulsco do cérebro do comundongo 7083, tratada com onti-
bréticos [pen. estrep.) em comundongos loctentes.
/= Camundongo normat; D = Doenre, P = Paralitico; M= Morte; S- Sacrificedo

FIG. 4. Inoculagfio it?'ir?c—::gsnczr;n%ia“e.:nizfsg& ri,e“;aian;g;:)l-muino em camundongos
Material n® 3399 « Bovine - Rim - 2% passagem Fichs 7076
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1 D |Ps
29/7/66 - Inoe. i¢. do emulsBo do cérebro do comundongo 7043, Iratada- com  anti-
“ nidticos (pen. estrep.) em camundongos odullos. -
/- Comundongo normal; D - Joente; P~ Poraliticoy M- Morto; S - Sacrificado

FIG. 3.

Inoculacdo intra-craneana da emulsdo de rim de bovino em camundongos

tactentes (2.° passagem).

Emulsiio de coragio

A leitura da Ficha 7055 (Fig. 8), correspondente a
inoculagio em camundongos de 4 dias de idade, da
emulsic de coragfio, nos A a seguinte interpretagio:
no 7.2 dia de inoculagio, adoecen um camundongo,
que foi sacrificado e seu cérebro emulsionado para
nova inocula¢iio, o que foi feito com resultado nega-
tive. No 11.° dia morreu um camundongo sem apre-
sentar sintomas, sendo desprezado. No 14.° dia de

inoculagio, morreu outro camundongo, sem apresen-
tagdo de sintomas, sendo o cérebro coletado para
passagens e evidenciagio de corpisculos de Negri.
No periodo de 30 dias de observagio nio houve mais
nenhuma morte.

A Ficha 7118 (Fig. 7} relativa a inoculagio do
cérebro do camundongo morto no 14.° dia em camun-
dongos de 21 dias de idade, nio nos deixa duvida
quanto ao isolamento do virus. No periodo de incuba-
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Material n23399 - Bovino - Emulsdo de coragdo Ficha 7055
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25/7/66 — Inoc. i.c. do emulsdo tratoda por antibidticos {pen. estrep.) em camundongos lactentes
/- Comundonge normat; O -poente; P - Faraiitico; M= Morto,; S— Socrificedo ‘

FI1G. 6. Inoculacdo intra~craneana da emulsiio de coragido de bovino em camundongos
lactentes.
Moterial n2 3399 - Bovino - Corag¢lo - 29 passagem Ficha 718
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1
B/8/66 - tnoc_ i ¢ da emulsdo do cérebro do camundongo 7055, trotodss com antibid-
ticos {pen. estrep.) em camundongos adultos.
/ - Comundonge normot;0 ~ Doente; P— Paralitico; M= Morto; S= Socrificado

FIG. 7.

Inoculapfie intra-craneana da emulsdo de corapdo de bovine em camundongos

lactentes {2.% passagem),

¢io de 8 a 11 dias adoeceram e morreram a maioria
dos camundongos com sintomas de raiva. Os cére-
bros foram coletados para Faraco e novas passagens.

A urina e as demais emulsdes, representadas pelo
sangue, pulmio e figado, resultaram negativas nas
inoculacdes em camundongos.

Identificagdo do virus

a) Exame histopatolégico. O exame microscdpico
dos esfregagos correspondentes aos cérebros da vaca

Pesq. ogropec. bras. 2:359-366, 1967

e cérebros dos camundongos inoculados com as dife-
rentes emulsdes revelou a presenca de numerosos
corpisculos de Negri no citoplasma das células ner-
vosas;

b) Prova de sdro-neutralizagdo. O Quadro 2, re-
presentativo dos resultados da prova de sdro neutrali-
zacdo das diferentes amostras de virus isoladas dos
tecidos renal, cardiaco e nervoso, oferece as seguintes
leituras: o titule das amostras de virus, foi dado pela
mistura das diluigées de virus mais séro normal de
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QUADRO 2. Sire-nentraliza¢ie das amostras de tirus ispladas

Titulo e DLsg/0,03 ml
érgﬁoﬂ DL? 0
neutralizadas

Vitus + séro padtiio Yirus + sdro normal

[ U 10_2.64 10644 704
R, Lt e e e e e e e an 19100 10~i.s0 3106
Coratiio........ovenvnenns P A et 10152 10-3.50 100

cavalo, sendo de 10-3.50 para a amostra isolada do
rim; de 10-3.50 para a amostra isolada de coragio e
finalmente de 10" para a amostra isolada de
cérebro.

O séro imune do Instituto Oswaldo Cruz apresentou
indices de neutralizacio de 10-1.0, 10-1.50 g 10-2.54
para as amostras correspondentes ao rim, coragio e
cérebro, respectivamente,

As amostras de virus isoladas do rim, coragio e
cérebro, neutralizaram 316, 100 e 794 DL;, respec-
tivamente.

DISCUSSA0O E CONCLUSAO

Demonstramos no presente trabalho o isolamento
de virus rbico de tecido nervoso (cérebro) e tecidos
ndo nervosos (rim e coragio) de uma vaca natural-
mente acometidda de raiva, por inoculagio em ca-
mundengos, Outros tecidos déste mesmo animal, como
o sangue, pulmio e figado deram resultados negativos.
Trabalhamos neste caso com quantidade insuficiente
de cada dérgdo. Achamos que o ideal seja o aproveita-
mento de todo o drgio e uma major quantidade de
sangue. Estranhamos que o virus nio tenha sido iso-
lado da urina nas inoculagdes em camundongos, pelo
fato de estar presente no tecido renal, conforme de-
monstramos no presente trabalhe. Neste caso torna-
va-se necessaria a aplica¢do da téenica de imunofluo-
rescéncia para a evidenciagio do virus ribice na
urina ou nos outros tecidos negativos 3 prova de
inoculagio em camundongos. Motivos independentes
da nossa vontade impediram-nos de realizar esta
técnica. A légica permite-nos concluir por um escape
de virus rdbico pela urina, quando éste se encontra
presente no rim. Decorrentes dos trabalhos de Girard
et al. (1965), ficou demonstrada a presenga de virus
ribico na urina de morcégo portador de raiva, per
técnica de imunofluorescéncia.

A Dexiga nio foi por nds utilizada neste expe-
rimento, devido ao resultado positivo obtide com o
tecido renal, torna-se indispensivel a sua utilizagdo.

Verificamos que as amostras de virus ribico isola-
das de coragio ¢ rim revelaram em primeira passa-
gem patogenicidade apenas para camundongos de 4
dias de idade. Passagens subseqiientes destas amos-
tras, em camundongos adultos determinaram a morte
de todos os animais. O grau de mortalidade observado
foi de 37,5% e 25% para as emulsdes de rim e coracio,
respectivamente. J4 a amostra isolada de cérebro re-
velou-se 100% letal para of camundongos adultos
inoculados.

No que se refere a produgio de corpilisculos de
Negri, as amostras de virus ribico isoladas determi-
naram nas células nervosas dos cérebros dos camun.
dongos inoculados a formagio de intmeros corpdscu-
los, observados tanto nas primeiras como nas segundas
passagens, Fstes achados, correspondentes as amostras
de virus isoladas de tecidos renal e cardiaco, em pri-
meira passagem em cérebro de camundongo, contra-
riam o ponto de vista de Johnson (1953). Este autor
ao trabalhar com uma amostra de virus rabico isolada
de tecido nio nervoso de uma doninha malhada
(spotted skunk), explica a auséncia de corpisculos
de Negri nas células nervosas dos camundongos por
éle inoculados, como sendo a falta de experiéncia do
virus ao tecide cerebral, Tais corpiisculos ocorriam
em camundongos inoculados com tecido cerebral de
camundongos de primeira passagem.

Néo logramoes éxito nas inoculagdes do sangue, mas
acreditamos que o virus esteja presente neste tecido.
Os isolamentos obtidos de rim e coragio, permitem
esta afirmativa.

Em condigdes experimentais, Pacheco e Proenga
(1936) demonstraram a presenca de virus rabicos no
sangue circulante de coelhos inncalados por diferentes
vias. Reagan et al. (1933) inoculando amostra de
virus ribicoe pela via intraperitonial em morcégos,
observaram a infecciosidade do sangue nas primeiras
48 horas e Koprowski e Cox (1948), inoculando a
amostra “Flury”, via saco da gema no embriio de
galinha de 7 dias de idade, recuperaram o virus do
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sangue no 3.° e 15.° dias, apds inoculagio, por pas-
sagens intracerebrais no camundongo.

As provas de sbro-neutralizacio realizadas para
cada uma das amostras de virus isoladas de rim,
coracio e cérebro demonstraram que estas amostras
correspondiam ac virus da raiva, pois neutralizaram
Tespectivamente, 316, 100 e 794 DLg,.

Pelo exposto na presente investigagio, concluimos
pelo isolamento de virus ribico de rim e do coracio
de bovino em condiges naturais de infeccho e até
onde conhecemos, esta é a primeira vez que se isola
virus da raiva de tais érgios de bovino.
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ISOLATION OF RABIES VIRUS FROM KIDNEY, HEART AND BRAIN OF A NATURALLY
INFECTED COW

Abstract

Rabies virus was isolated by intracerebral inoculation of baby and adult mice by using emulsions from kidney,
heart and brain tissues of a naturally infected cow in the County of Sdo Fidelis, State of Rio de Janeiro, Brazil.
The virus strains isolated from ditferent tissues were identified as rabies virus by microscopic examination

of the brains of inoculated mice, revealing presence of Negri bodies in the citoplasm of nervous cells and by
serum neutralization tests using standardized rabies serum.
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