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RESUMO: Estudo realizado objetivando comparar a
sensibilidade ao virus da raiva, de dois sistemas
biolégicos representados pelo camundongo suigo albino
(Mus musculusy e pelo rato branco (Ramis norvegicusy,
revelou a inexisténcia de diferenca estatisticamente
significante entre eles relativamente aos seguintes
parametros: perifodo de incubagdo, periodo de evolucédo
da doenca, momento do aparecimento dos corplsculos de
Negri, suscetibilidade, e (excitacdo,
agressividade, emagrecimento, paralisia, aerofobia e
morte). Tais achados viabilizam a utilizagdo do rato
branco como sistema biolégico alternativo para o
estudo do virus da raiva,
exigir.

sintomas

sempre que a situagcdo o

UNITERMOS: Raiva, virus; Diagnéstico, raiva; Camun-
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INTRODUCAO

Do ponto de vista da salde publica a raiva tem se
constituido em motivo de intensa preocupacdo por parte
das autoridades sanitarias dos paises envolvidos com
esta zoonose, destacando-se nas prioridades dos
programas de salde ndo apenas em razdo de sua elevada
letal idade, mas também pela sensacdo de inseguranca
que infunde na comunidade, diante da expectativa dos
individuos expostos a contrair a doenca \

Nao menos importantes sdo as conseqliéncias que
acarreta a producdo pecudria das areas onde grassa
endemicamente, particularmente & exploracdo bovina,

cujas perdas anuais, ainda que de elevada monta, sao
de dificil quantificacdo face a inexisténcia de
servigos veterinarios adequados, capazes de assegurar
a indispensavel informacdo de sua ocorréncia

0 sucesso em sua prevencdo, todos sabemos, estd
na dependéncia estrita de un sistema de diagnéstico
efetivo e dinamico onde o laboratério seja de salde
publica , seja de saude animal 22 desempenha papel
indispensavel na orientagdo da conduta a ser seguida
pelos profissionais responsaveis pela decisdo final. E
essencial, contudo, que tais estruturas laboratoriais
disponham de meios e métodos que atendam aos
requisitos minimos de precisao, sensibilidade,
especificidade® custos e conveniéncias operacionais
satisfatorias

Em que pese a existéncia de nunerosos métodos
estabelecidos e consagrados para o diagnéstico da
raiva como: a coloracdo direta de impressdes e
esfregacgos 24, imunofluorescéncia direta n e o
isolamento do virus por inoculacdo intracerebral em
camundongos 25, nenhum método, utilizado isoladamente,
atende totalmente os requisitos do diagnéstico, razéo
porque a maioria dos laboratérios utiliza, objetivando
evitar eventuais falhas, una combinacdo apropriada de
técnicas adequadas as suas condigdes

Na pratica, das técnicas mais usadas
sistematicamente, a imunofluorescéncia direta,
sensivel e rapida 4'11, tem evidenciado una
concordancia quase perfeita com a inoculagdo

embora resultados
falso-negativos ocorram, esporadicamente, ora em una,

intracerebral em camundongos 2°%,

ou em outra técnica Em tais circunstancias, para

atender & demanda imediata dos laboratérios, faz-se
imprescindivel a disponibilidade de sistemas
S - 4112 .

bioldgicos padronizados , entre o0s quais se

destacam o camundongo branco, o coelho, o cobaio e o
hamster, ressaltando-se que cada una destas espécies
apresenta caracteristicas restritivas na dependéncia
do tipo de ensaio pretendido 2.12

0 camundongo branco, de un modo geral, pode ser
considerado como satisfatério para detectar o virus
rdbico em materiais suspeitos 12'13'21'25, razéo
porque tem tido, na atualidade, uma ampla utilizacéo
tanto nos trabalhos de diagndéstico laboratorial em
raiva ~"7,3,7,80 como na re.plicacdo de virus para a
producdo de vacinas " "

0 coelho, apesar de sua 1importante funcéo
exercida no inicio dos estudos do virus da raiva,
inclusive na produgdo de vacinas, tem sido substituido
por outros sistemas mais adequados, ndo apenas em
razdo da irregularidade com que responde a infeccdo
por este vfrus, particularmente no tocante ao periodo
de incubagdo, mas também devido aos custos de

rodu%go, manutencdo e manuseio ao nivel laboratorial
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0 cobaio apresenta relativa suscetibilidade ao
virus da raiva de rua, pela via intramuscular, o que
Justifica sua utilizacdo nos experimentos de imunidade
cruzada, bem como na avaliagcdo da poténcia de vacinas
anti-rabicas 2,12,200 ajfyja quando revele alguna
irregularidade na resposta ao desafio

Os hamsters jovens sdo particularmente Uteis par8
ensaios que requeiram exposicdo extraneural do virus
rabico porque, nesta espécie, a DL50 do desafio
intramuscular basicamente se equivale a intracerebral
2.12
branco, utilizado nos
diferentes campos experimentais da area médica 19, ¢

0 rato tradicionalmente
também suscetivel ao virus da raiva 2 e, em que pese a
realizacdo de alguns estudos relacionados a patogenia
da raiva nesta espécie 15'18, inexistem ensaios
concludentes acerca do seu emprego nos procedimentos
sistematicos praticados usualmente nos laboratérios de
diagnéstico da raiva

0 objetivo do presente trabalho foi estudar,
comparativamente, o comportamento do rato branco
frente ao desafio com o virus rabico de rua, visando
estabelecer bases para sua possivel utilizacdo como
sistema bioldégico alternativo para os ensaios com este
virus.

MATERIAL E METODO
SISTEMAS BI0OLOGICOS
Rato Branco

Utilizamos no ensaio 441 ratos (Ratais notvegicus),
variedade wistar, de ambos os sexos, com idade situada
entre 19 e 31 dias. Destes, os 321 destinados a
observacdo do sistema bioldgico, com vistas a
manifestagdo aparente da doengca, foram distribuidos,
para efeito de manejo, em 24 grupos de 8 a 10 animais
cada. Como a precocidade do aparecimento do corplsculo
de Negri ¢é fundamental no processo de diagnodstico
laboratorial da raiva, inctuimos no estudo, para cada
grupo constituido, un sub-grupo de 5 individuos
reservados ao sacrificio a partir do terceiro dia da
inoculacéo.

Camundongo Albino

Como sistema de referéncia foram utilizados 441
canundongos albinos suicos (:Mus musculus), de ambos os
sexos, na faixa etaria de 19 a 31 dias e distribuidos
segundo o0s mesmos procedimentos adotados para o
sistema anterior.

Braz. J. vet. Res. anim. Sei., sio Paulo, v.29, n.1, p.61-6, 1992.

VIRUS

0 virus rabico utilizado foi representado por
amostras provenientes do encéfalo de 4 (quatro) coes e
de 4 (quatro) bovinos, acometidos de raiva, colhidas
imediatamente apds a morte natural dos animais.

CONJUGADO ANTI-RABICO

Para  demonstrar as estruturas antigénicas
especificas de raiva em impressdes encefalicas tanto
das amostras de campo como daquelas colhidas de ratos
e de camundongos, pela técnica de anticorpos
fluorescentes utilizamos conjugado anti-rabico
preparado a partir de soro anti-rabico hiperimune,
produzido em equino, purificado, concentrado e marcado
pelo isotiocianato de fluoresceina, isébmero |1,
cromatograficamente puro, conforme procedimentos
previamente estabelecidos ~,17~ cuj0 titulo foi de
1/32.

TECNICAS
Inoculagéo em animais

Para efeito de isolamento do virus, a partir de

espécimens encefalicos de animais raivosos, foram
observados os principios da técnica de inoculacéo
intracerebral em canvrtdongos, desenvolvida  por

WEBSTER; DAWSON 25 (1935).
Anticorpos Fluorescentes

Com vistas a identificacdo de inclusdes celulares
de Negri no tecido encefdlico de animais doentes,
empregou-se a técnica de Imurtofluorescéncia Direta,
aplicada ao diagndstico da raiva, consoante o descrito
por GOLDWASSER; KISSLING 11 (1958).

Andlise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada
mediante o teste de duas médias, segundo REMINGTON;
SCHORK (1970) e o nivel de significancia adotado
foi de 0,05.

PARAMETROS

Escolhemos como indicadores da resposta do
sistema biolégico a infeccdo pelo virus da raiva os
seguintes parametros: periodo de incubacdo, espago de
tempo compreendido entre a inoculacdo e o aparecimento
dos primeiros sintomas; periodo de evolugdo ou de
duracdo da doenca, aquele que se estendia entre o

aparecimento dos primeiros sintomas e o 6bito; momento



CORTES, V.A.; CORTES, J.A.

63

Emprego do rato branco como sistema biolégico alternativo.

00 aparecimento do corpisculo de Negri, caracterizado
pela primeira descoberta, em cada
corpisculo de Negri, expresso em dias ap6és a
inoculacdo; suscetibilidade do sistema bioldgico,
determinada pela frequéncia com que os individuos
inoculados vieram a apresentar sintomatologia e 6bito;
e sintomatologia apresentada incluindo excitacdo e
agressividade, emagrecimento rapido,

sensibilidade ao ar (aerofobia).

subgrupo, do

paralisia e

PROCEDIMENTOS

Imediatamente ap6s a colheita das amostras
encefalicas dos cdes e dos bovinos, os espécimens
obtidos foram conservados a 18 graus Celsius até o
momento de seu processamento.

A partir deste material preparamos, em todas as
suspensdo a 20X (p/v) de material
encefadlico em diluente constituido de 4agua destilada
contendo 2% de soro de equino normal, inativado a 56
graus Celsius e adicionada de antibidético a base de
cloridrato de lincomicina, na proporcdo de 3
miligramas por mililitro. A suspensdo assim obtida foi
submetida a centrifugacdo a 2.500 rpm durante 15
minutos e, a seguir, mantida em banho de gelo durante
o periodo de sua inoculacdo nos sistemas bioldgicos.

Os dois sistemas bioldgicos foram
pela via intracerebral, com uma dose
diferenciada da
sistema

ocasides, una

inoculados,
individual
suspensdo viral, de modo que no
representado pelo rato branco cada animal
recebeu 0,05 mililitros, enquanto que a quantidade
aplicada a cada camundongo foi de 0,03 mililitros, ja
universalmente consagrada. Os animais inoculados foram
mantidos em observacdo durante 21 dias. A partir do
terceiro dia da inoculacdo procediamos ao sacrificio
de un individuo pertencente a cada subgrupo de ambos
os sistemas. Os encéfalos colhidos, tanto dos animais
sacrificados com dos que vieram a sucumbir pela
doenca, sofreram, para ambos os sistemas biolégicos, o
mesmo processamento que consistiu da preparagdo de
impressdes, em laminas apropriadas para a microscopia
de fluorescéncia, em numero de 2 (dois) pares por
material correspondente a cada animal. Tais laminas
foram, a seguir, fixadas em acetona a frio, nuna
temperatura de 20 graus Celsius negativos, durante 4
horas, apés o que eram mantidas em idénticas condicdes

de frio até o momento de serem submetidas aos
procedimentos da reagéo de imunofluorescéncia
diretall .

RESULTADOS

0Os resultados obtidos estéo condensados,
consoante os diferentes indicadores, nos Quad. 1 e 2

A andlise destes dados mostra que o periodo de
incubagdo apresentou, para ambos os sistemas, um
intervalo de variacdo idéntico, embora o sistema
convencional tenha revelado un valor médio, em dias,
ligeiramente inferior, da ordem de 19,00 horas
aproximadamente. Essa mesma  tendéncia pode ser
verificada quando apreciamos os valores relativos ao
periodo de evolugdo da doenga.

Nesse caso, contudo, o intervalo foi o mesmo, mas
0s numeros absolutos variaram entre 3 e 6 dias para o
rato e entre 2 e 5 dias para o camundongo, com un
valor médio inferior em cerca de 22,00 horas para este

Gltimo sistema. Quanto ao aparecimento de inclusdes
especificas nos cérebros dos animais inoculados
verificamos que o valor minimo tenha sido idéntico

para ambos os sistemas embora, em termos de valores
médios, o surgimento destas tenha sido mais tardio em
cerca de 12,00 horas no rato branco. Tais resultados,
contudo, quando submetidos a anadlise pelo teste de
duas médias, revelaram a inexisténcia de qualquer
diferenca estatisticamente significante, capaz de
caracterizar a superioridade de qualquer dos dois
sistemas estudados.

A suscetibilidade, expressa em termos da relacéo
mortos/inoculados, revelou-se absoluta (100%) para
ambos os grupos e, no tocante & sintomatologia, merece
destaque a auséncia, no rato branco, de "aerofobia" ao
manuseio, seguida de crises espasmodicas, sempre
presentes no camundongo.

DISCUSSAOQ

A observacdo dos valores absolutos obtidos e a
sua correspondente andlise permitem caracterizar una
identidade de
bioldgicos,
do wvirus,

resposta em ambos o0s  sistemas
com vistas ao 1isolamento e identificacgéo
a partir de espécimens encefalicos de
animais raivosos, evidenciados tanto pela reproducgéo

da doenca como pela presenca de estruturas antigénicas

detectadas em todos os individuos incluidos no
presente estudo.

De fato, quando  apreciamos os diferentes
parametros considerados para efeitos comparativos,

verificamos que, a despeito de
nos dados absolutos,
valores estatisticamente
sistemas estudados. Com efeito, a variagdo da resposta
de animais de laboratério ao virus rabico depende ndo
apenas da suscetibilidade da espécie, mas também da

amostra de virus utilizada, empregada e.

ligeiras oscilacgdes

observadas todos apresentaram

indistintos para ambos os

da dose

Brai. J. vei. Res. anim Sei., sso Paulo, v.29, n.1, p.61-6, 1992.
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dentre os
«13,15,18,25"
havendo diferencas no periodo de incubagdo da doenca e
na época de aparecimento de inclusbes encefalicas, na
mesma espécie e entre espécies diferentes de animais

usados como
3,13,.18

principalmente, da via de
nunerosos fatores

inoculacao,
intervenientes

sistemas bioldgicos no diagnéstico da
raiva

Quando cotejamos os resultados aqui obtidos com
aqueles advindos de estudos anteriores constatamos,
também, a inexisténcia de discrepancias capazes de
caracterizar una diferenca estatisticamente
significativa. De fato, os valores médios encontrados
em nosso estudo correspondem aqueles descritos para o
camundongo ~,13 e pflra Q ratQ 15" djSCordam
daqueles obtidos por ATANASIU 2 (1975) para ambas as
espécies, com tina amplitude da ordem de 7 a 20 dias,
resguardando-se porém, ter utilizado, este autor,
todos os métodos de inoculacdo.

Discordam, também, dos nossos achados os valores
relativos ao periodo de duragdo da doenca, da ordem de
1 a 3 dias, relatados por outros autores 2,12,13,15
para una ou outra espécie,
concordantes os achados anteriores relativos ao
aparecimento de inclusdes celulares no encéfalo de
animais 1inoculados intracerebralmente com amostras de
campo do virus da raiva.

sendo, contudo,

Em termos de una metodologia de diagnéstico que
vise, basicamente, o isolamento e a identificacdo do
virus, ambos os sistemas mostraram una performance
semelhante, frente ao desafio com virus da raiva, pela
via intracerebral, resguardadas as doses de 0,05 ml
por animal para o rato e de 0,03 ml para o camundongo,
cuja resposta foi invariavelmente positiva, em todos
0S grupos e para ambos os sistemas.

Tais achados ndo sugerem a substituicdo do
biolégico no diagnéstico
laboratorial da raiva, mas propiciam elementos para a
utilizagdo do rato sistema biolégico
alternativo para aqueles laboratdérios que ja dispdem
de colbnias de ratos brancos e que desejam trabalhar
com o diagnéstico da raiva.

camundongo como sistema

branco como

CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo permitem
concluir que o rato branco (Rattus n0rV€giCUS) constitui
una espécie apropriada para a utilizacdo satisfatéria
nos procedimentos de 1isolamento e identificacdo do
virus da raiva.

CORTES, V.A.; CORTES, J.A. Use of white rat as an
alternative biological system for the study of
rabies virus. Braz J. vet Res. anim. Sei., sao Paulo,
v.29, n.1, p.61-6, 1992.
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SUMMARY: The response of white rats IRarrus norvegicus)
and mice (Mus musculus) to 8 field isolates of rabies
virus was assessed iIn 441 white Wistar strain rats and
in the same nunber of albino mice of both sexes, aged
between 19 - 31 days and randomly divided into 24
groups of 8 - 10 animals each. The 20X (w/v) bovine
and canine rabid brain suspensions were inoculated
intracerebrally using 0.05 ml and 0.03 ml,
respectively for a single rat and mouse dose. The
animals were observed daily for vrabies signs and
symptoms and deaths for up to 21 days post inoculation
and brains of dead animals were submitted to
Fluorescent Antibody (FA) examination. For early
recognition of Negri bodies, each group had sacrificed
one animal daily from the third post inoculation day.
The 1incubation period, the clinical disease and the
time needed for the early detection of rabies through
the FA testing were statistically not significant at
alfa level of 0.05, although in mice the signs and
simptoms of rabies were detected several hours earlier
than in rats. Both  species have revealed a
susceptibility of 100% and aerophobia and spasmodic
signs, though always detected 1in mice, were not
observed in rats after their manipulation. The use of
white rats for isolation and identification of rabies
virus is feasible and the authors suggest their use as
an alternative species to mice especially for those
laboratories that deal with research and diagnosis of
rabies.

UNTTERMS: Rabies virus; Diagnosis, rabies; Mice
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QUADRO 1 - valores minimo, médio e
maximo do periodo de incuba-
¢do, periodo de evolugdo e
aparecimento dos corpusculos
de Negri, segundo o sistema
biolégico utilizado. Botu-
catu, 1990.

S. bioldgico

Indicador Rato branco Camundongo
P.incubacdo minimo 6.00 6.00
*) médio 7.87 7.08
maximo 10.00 10.00
P_evolugdo minimo 3.00 2.00
Q) médio 4.17 3.25
maximo 6.00 5.00
C.Negri (1) minimo 4.00 4.00
(@) médio 5.96 5.46
maximo 7.00 6.00

(1) Momento do aparecimento dos primeiros
corpusculos de Negri a partir da ino-
culagéo

(*) Expresso em dias.

QUADROZ - Principais sintomas clinicos obser-
vados segundo o sistema bioldgico
utilizado. Botucatu, 1990.

S.biolégico  Rato branco Camundongo

sintomas

excitagéo + +
agressividade > >
emagrecimento *> >
paralisia + *
aerofobia - +
morte + +

Brai. J.vei. Res. anim. Sei., sao Pauto, v.29, n.1, p.61-6, 1992.



