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SINoPsE.- A amostra de vírus rábido ERA, inoculada por via intramuscular em bovinos, no 
masseter, foi capaz de se localizar nos tecidos das glândulas salivares (submaxilares, paró-
tidas e sublinguais) e no sistema nervoso central. - 

A amostra ERA determinou o aparecimento de inclusdes no citoplasma e nos prolonga-
mentos dos neurônios dos bovinos, muito semelhantes aos corpúsculos de Negri. Material 
acidófilo finamente granular, espalhado difusamente no citoplasma celular, pôde ser obser-
vado. Os camundongos que receberam intracranialmente a amostra ERA também mostraram 
inclusões muito semelhantes aos corpúsculos de Negri no citoplasma de suas células nervosas.. 

O antígeno rábico nos tecidos glandular e nervoso foi evidenciado pelo teste de anticorpos 
fluorescentes. Não se recuperou vírus dos tecidos imuno-positivos, nem da saliva, por ino-
culação em camundongos adultos e lactentes. 

I'alavra.s chaves adicionais para índice: Raiva. 

INTRODUÇÃO 

A amostra de vírus rábico denominada ERA originou-
se da amostra de vírus fixo "SAn", isolada de um cão 
raivoso no Comunicable Disease Center, Montgomery, 
Alabama, U.S.A., onde foi exclusivamente passada em 
cérebro de camundongos (Fenje 1960). 

Abelseth (1964a) passou a amostra SAD no embrião 
de galinha por algumas gerações, via saco da gema, sem 
no entanto haver aumento do título do vírus, que era de 
10-a0 após oito passagens. Posteriormente a estas passa-
gens no embrião, esta amostra foi levada ao cultivo em 
células renais de suíno com menos de 24 horas de idade. 
A multiplicação do vírus ocorria em 4 dias como em 
21 dias, apresentando títulos em camundongos acima 
de 10  por ruI, não se verificando efeito citopatogênico 
apreciável. A amostra de vírus rábico obtida das passa-
gens no embrião de galinha e por 35 vezes em cultivo 
de rim de suíno foi, então, identificada como amostra 
ERA, iniciais dos pesquisadores Evelyn, Rockett e 
Abelseth. Líquidos dos cultivos foram coletados com 7, 
10 ou 14 dias após inoculação, adicionando-se um es-
tabilizador, e a mistura foi liofilizada e selada em vácuo, 
constituindo a vacina anti-rábica ERA. Segundo, ainda, 
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Abelseth (1964b), a amostra ERA, cultivada em cé-
lulas renais de suíno, é patogénica para camundongos, 
cobaios e "hamsters" inoculados pela via intracerebral. 
A patogenicidade para essas espécies é baixa, quando se 
inocula por via intramuscular a vacina. A amostra "ERA" 
retém um pouco de sua virulência ao ser inoculada em 
cães e bovinos por via intracerebral (Abelseth 1967). 

Com o fito de verificar a progressão do vírus ERA 
inoculado por via intramuscular, nos diferentes tecidos 
de bovinos, foi que nos propusemos realizar as pesquisas 
ora relatadas, que foram efetuadas no Instituto de Pes-
quisas Agropecuárias do Centro-Sul (IPEACS), em Ita-
guaí, RJ. 

MATEniAL E MáT0005 

Amostra da vacina 

A amostra de vacina utilizada para a inoculação dos 
animais era constituída pela partida número 588-1, im-
portada pelo Ministério da Agricultura, de acordo com 
o convênio firmado pelos Governos Brasileiro e Cana-
dense. Esta vacina, fabricada pelo Laboratório "Con-
naught", contém vírus rábico vivo, modificado por pas-
sagens em células renais de suíno. No momento da apli-
cação desta vacina nos bovinos, foi retirada amostra para 
a prova de titulação em camundongos. 

Bovinos 

Os animais selecionados para este trabalho procediam do 
plantel de entidade oficial, situada no 1Cm 47, onde há 
vários anos não se tem notícia de casos de raiva bovina. 
Eram animais adultos, imprestáveis para os fins zootéc-
nicos. 
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Técnica de trabalho 	 50% de cada lote inoculado foram sacrificados, sendo 
os cérebros submetidos à prova de imunofluorescência. 

Realizaram-se coletas de amostras de saliva dos quatro 
animais durante cinco dias anteriores à inoculação da 
vacina, visando-se à detecção de antigeno viral rábico. 

Após a análise da saliva, dois bovinos receberam 6 
cm' da vacina ERA, partida 588-1, pela via intramus-
cular, sendo 3 cm' de cada lado, no masseter. Os dois 
bovinos restantes receberam 2 cm' da mesma vacina, 
também no masseter. 

A saliva dos animais foi coletada aos 7, 14, 21, 28, 35, 
42, 49 e 56 dias após a inoculação da vacina e, em todas 
as fases da coleta, a saliva foi examinada pelo método 
de imunofluorescência e, também, inoculada intracranial-
mente em camundongos adultos (13 g) e lactentes (4 
dias de idade), tendo-se o cuidado de submetê-la ao tra-
tamento por antibióticos (penicilina e estreptomicina). 

Decorridos 60 dias da inoculação, os bovinos injeta-
dos com 6 cm' da vacina foram sacrificados. Destes ani-
mais, foram coletados o cérebro, cerebelo, medula es-
pina1, fragmentos do músculo masseter no nível do pon-
to de inoculação, cómeas e as glândulas salivares (sub. 
maxilares, parótidas e sublinguais). 

QUADRO 1. Resultodos da pesquiso, por irceunofluorescência,  do víreis rábico nos diverso, tecidos de bovinos 
vacinado, com vírus 'ERA" 

Tecidos examinados' Bovino 
1 

Bovino 
2 

Bovino 
3 

Bovino 
4 

Corno de Ammna Neg. Neg. Neg. Pos. 
Córtez cerebral Neg. Neg. Ntg. Pos. 
Cerebelo Nos. Neg. Neg. Pos. 
Bulbo - - Po5 .b Po,.b 
Medula e,pinal Neg. Neg. Pos. Po,.b 

Glóndulas submaxil,res Pos. Pos. Pos. Neg. 
Glândulas parótidas Pos. Pos. Pos. Pos. 
Glândulas subliaguais Pos. Pos. Pos. Pos. 
Córnea, Neg. Nog. Neg. Neg. 
Mas,eter Neg. Nog. Neg. Nog. 

Este, tecidos foram inoculados intracerebr,lmente em camundongos adultos e lactente,; após 21 dias de 
observaçan, os camundongo, foram sacrificados, submetendo-se seus cirebro, à prova do hnunofluorescência, com 
resultados negativos. 

b Ocorrência de incluaães citoplasmática, semelhantes ao, corpúsculo, de Negd (técnica de Faisco). 

RESULTADOS 

A vacina utilizada no presente trabalho apresentou tí-
tulo de i0 -"° em camundongos, no momento de sua 
aplicação nos bovinos. 

A saliva dos bovinos no período anterior à inoculação 
da vacina não revelou vírus rábico nas provas de imu-
nofluorescência e inoculação em camundongos adultos 
e lactentes, ficando demonstrada, até certo ponto, a ine-
xistência de vírus rábico circulante nestes animais. 

Os resultados dos exames realizados com os bovinos 1, 
2, 3 e 4, inoculados os dois primeiros com 6 cm' e os 
dois últimos com 2 cm' da vacina ERA; estão expressos 
no Quadro 1. 

A saliva dos animais injetados com 6 cm' da va-
cina, demonstrou a presença de vírus em todos os pe-
ríodos de coleta, isto é, aos 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 e 
56 dias após a inoculação da vacina, utilizando-se para 
tal verificação o método de imunofluorescéncia. Estas 
amostras, inoculadas em camundongos adultos e de qua- 

Os outros dois bovinos, inoculados com 2 cm', foram 
sacrificados com 84 dias, coletando-se o cérebro, cere-
belo, bulbo, medula espinal, fragmentos de mnsseter do 
ponto de inoculaçâo, córneas e glândulas salivares (sub-
maxilares, parótidas e sublinguais). 
- Esfregaços em lâminas de diferentes seções dos tecidos 
nervosos, glândulas submaxilares, parótidas e sublinguais, 
do masseter e das córnens foram realizados e submetidos 
à prova de anticorpos fluorescentes (OMS 1907). 

Para a pesquisa de inclusões nas células nervosas em-
pregou-se a tecnica de Faraco (1938), realizando-se es-
fregaços em lâminas de fragmentos dos cornos de Am-
nion, córtex cerebral, cerebelo, bulbo e medula. 

Assuspensões a serem inoculadas nos camundongos 
adultos e lactentes foram feitas individualmente a 20% 
em som fisiológico a 0,85%, aproveitando-se todos os 
tecidos. A fim de prevenir as contaminações, adicionou-se 
penicilina e estreptomicina às diversas suspensões. 

Os camundongos em que foram inoculadas as suspen-
sões foram observados pelo período de 21 dias, quando 
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tro dias de idade por via intracerebral, não re?roduzi. 
ram o quadro clínico de raiva, durante o periodo de 
observação de 21 dias. No período final de observação, 
os cérebros de alguns camundongos sacrificados mos-
traram-se negativos para a raiva, por imunofluorescência. 

A saliva dos animais inoculados com 2 cm' da vacina, 
coletada nos mesmos intervalos referidos, em nenhuma 
fase demonstrou a ocorrência de antígeno vira1 rábico, 
quer pelo método de imunofluorescência, quer pela ino-
culação em camundongos. O exame dos cérebros de 
alguns camundongos, pela imunofluorescência, após 21 
dias de observação, deu resultado negativo para a raiva. 

Os bovinos 1 e 2, que receberam 6 cm' e foram sa-
crificados aos 60 dias de vacinação, apresentaram antí-
geno rábico nas glândulas salivares (submaxilares, pa-
rótidas e sublinguais), havendo total negatividade nos 
demais tecidos. 

No bovino 3, inoculado com 2 cm' e sacrificado após 
84 dias, evidenciou-se por imunofluorescência, nas dif e-
rentes seções do bulbo e da medula, a ocorrência de 
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antígeo viral rábico. As córneas, masseter, cérebro, ce-
rebel

n
o e corno de Ammon forneceram resultados nega-

tivos. 
O bovino 4, igualmente inoculado com 2 cm' e tam-

bém sacrificado aos 84 dias, evidenciou antigeno vira1 
rábico nos seguintes tecidos: corno de Ammon, córtex 
cerebral, cerebelo, bulbo, medula, glândulas parótidas 
e sublinguais. Os outros tecidos, representados pelas 
glândulas submaxilares, masseter e córnea, deram resul-
tados negativos. 

As suspensões individuais dos diferentes materiais imu-
nopositivos ou imunonegativos, inoculadas em camun-
dongos adultos e lactentes, não determinaram sinais clí-
nicos de raiva. Os cérebros de alguns dos camundongos 
correspondentes a cada suspensão foram imunonegativos. 

DIscussÃo E CoNcLusôEs 

Apesar de ser o vírus ERA uma amostra de vírus seria-
damente passada em cérebro de camundongos, cultivo 
celular de rim de "hamsters", algumas passagens no em-
brião de galinha e posterior adaptação ao cultivo em 
célula renal de suíno, esta amostra não perdeu deter-
minadas características da viruléncia. Assim, a amostra 
mantém sua patogenicidade para camundongos adultos, 
bovinos, cães e gatos, cobaios e "hamsters" inoculados 
pela via intracerebral, conforme demonstrou Abelseth. 
Pela via intramuscular a virulência da amostra é baixa 
para cobaíos, mas até o momento não se tem notifica-
ção de virulência no uso a campo, onde mais de 200.000 
bovinos e animais de outras espécies já foram vacinados 
(Abelseth 1967). 

Eiu nossas experiências, em bovinos, inoculados no 
masseter com amostra de vacina ERA, observamos que 
este vírus tem capacidade de se multiplicar nas glân-
dulas salivares e, também, no tecido nervoso central. 
Animais injetados com 6 cm' demonstraram a presença 
de antígeno viral na saliva desde os 7 até os 56 dias 
após inoculação, não se encontrando vírus na saliva dos 
animais que receberam a dose de vacina de 2 cns'. 

Nas diferentes seções das glândulas salivares, o antí-
gene vira1 rábico, apreciado pelo teste de anticorpos  

fluorescentes, foi encontrado em maior quantidade nas 
glândulas sublinguais tanto dos bovinos que receberam 
6 cm' como dos que receberam 2 cm' da amostra de 
vacina ERA. 

A amostra ERA determinou o aparecimento de inclu-
sões muito semelhantes aos corpúsculos de Negri no ci-
toplasma e prolongamentos dos neurônios da região bul-
bar e medular de bovinos inoculados com 2 cm' e sa-
crificados após 84 dias. Além destas inclusões, observa-
mos material acidófilo granular espalhado difusamente 
no citoplasma dos neurónios (Fig. 1), material este que, 
confirmado pela prova de imunofluorescéncia, mostrou 
tratar-se de antígeno viral rábico. Estes achados não fo-
ram visualizados nos neurónios dos animais que recebe-
ram maior dose de vacina, mas que foram sacrificados, 
após 60 dias. Neste caso, não se examinou o bulbo. 

Em cérebros de camundoogos, nas provas de titula-
ção da vacina, temos encontrado com freqüência a for-
mação de inclusões indistinguíveis dos corpúsculos de 
Negri, freqüentemente encontrado nas infecções rábicas 
por vírus das ruas. 

Fenje (1960), ao trabalhar com a amostra "SAD" 
seriadamente passada em camundongos e adaptada ao 
cultivo em células renais de "hamsters", não encontrou 
a ocorrência de inclusões semelhantes aos corpúsculos 
de Negri nos cérebros de camundongos e coelhos ino-
culados e, sim, material acidófilo finamente granular di-
fusamente espalhado no citoplasma de alguns neurô-
nios. Esta amostra de vírus SAD foi que deu origem 
à amostra ERA. 

Ravaioli et ai. (1970), verificando apossibilidade de 
falsos diagnósticos de raiva com o uso de vacinas vivas, 
tipo Flury, LEr, em condições experimentais de inocula-
ção intramuscular no cobaio, demonstraram, por imuno-
fluorescência, a ocorrência de vírus nos cérebros destes 
animais. 

O vírus inoculado nos bovinos não foi recuperado dos 
tecidos nervoso e glandular imunopositivos em nenhuma 
ocasiâo, por provas de inoculação em camundongos adul-
tos e lactentes. 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde 
(WHO 1973), o uso de vacinas vivas não interfere com 
o diagnóstico laboratorial da raiva pelo teste de anticor-
pos fluorescentes; com isto está em desacordo o pre-
sente trabalho, pois demonstramos, por imunofluorescên. 
cia, a ocorrência de antígeno viral rábico nos tecidos 
glandulares e nervoso de bovinos injetados no masseter 
com amostra de vacina ERA. Além do antígeno rábico, 
inclusões muito semelhantes aos corpúsculos de Negri, 
como também material acidófilo granular espalhado no 
citoplasma celular, foram visualizados nos neorônios. 
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Rabies virias, "ERA" strain, inoculated by intra-muscular route into the masseter muscle 
was capable of localizing ira the salivar)' glands, brain, cerebelium, bulbus and spinal cord. 
The "ERA" strain determined the appearence of inclusions, ia the cytoplasm of the neurons 
of bulbus and spinal cord, which resembled Negri bodies. Fine granular acidophule material 
diffusely dispersed ia the cytoplasm was encountered. 

The viral rabies antigen was detected ia higli concentration in the bulbus, spinal cord 
and salivar)' glands, hy fluorescent antibodies techniques. The rabies vírus was not recovered 
from the nervous tissues, salivary glands saliva af mice. 
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