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RESUM O: O exame dos 57 pares de am ostras (córnea e saliva) tom adas, em dias 
sucessivos, de 18 bovinos com raiva experimental, revelou que, quando se empregou uma e outra 
das técnicas utilizadas, a freqüência de reações positivas foi marcadamente diferente: 84,2%  
com a técnica de imunofluorescência direta aplicada a decalques de córnea e 22,8% com a 
de inoculação intracerebral em camundongos a partir da saliva. Observou-se ainda que o teste 
de córnea uma vez positivo manteve sempre esta característica, condição não verificada 
quando o material examinado foi a saliva; que em nenhum caso foi detectado vírus na saliva 
sem que se verificasse, para o mesmo animal, resultado positivo quando se empregou o teste de 
córnea; e que os valores falso-negativos apresentados pela técnica de imunofluorescência a p li
cada a decalques de córnea, da ordem de 16,7%, indicam que resultados negativos não excluem 
a possibilidade da doença.
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1. INTRODUÇÃO

C onhecida desde a mais rem ota 
antigüidade, a ra iva inclui-se en tre  as 
doenças que m aiores tem ores infundem  
à hum anidade, seja pelo êxito  quase 
invariavelm ente letal de sua ev o lu ção 16, 
seja pela dram atic idade pecu lia r q u e  
acom panha os casos da doença, e sp e 
cialm ente em seres hum anos9.

A capacidade do seu agente causal 
parasitar elevado núm ero de espécies de 
verteb rados favorece a sua persistência  
na natu reza; e o em penho da c iência para

b loquear a cadeia  de transm issão  do 
v írus so fre  sérias lim itações dependen tes 
do hospedeiro  considerado .

O m ecanism o usual de transm issão
—  por contágio  d ireto  — é assegurado  
por d iversos fa to res , no tadam ente  o há
bito de m order de algum as espécies h os
pedeiras que elim inam  o virus pela Sali-
^ í ,  17, 25 , 27'

A despeito  da ex istência  de regis
tros esparsos de recuperação  espon tânea  
em certas espécies an im ais16, a ciência 
não con ta  com  m eios para  in terrom per o 
curso  letal da doença. A m edicina limita-
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se usualm ente, no caso  do hospedeiro  
hum ano, à prevenção  pós-exposição  ao 
risco  da in fecção , baseada  em  penoso 
p rocesso  de im unização, de elevado cu s
to  e apreciável risco  para  o pacien te26. A 
indicação desse tra tam en to  rep resen ta , 
não ra ram en te, sério  dilem a para  o m édi
co face à inexistência de e lem entos cap a 
zes de indicar, se por ocasião  da exposi
ção do suscetível ao risco  da in fecção , o 
anim al m ordedor, aparen tem en te  sadio, 
e ra  fon te  de in fecção 20 21'26.

A elim inação do vírus da raiva pela 
saliva de anim ais in fec tados tem  sido 
verificada am plam ente 5ni41724 27; to d a 
via, é im portan te  estabelecer-se  o m o
m ento a partir do qual este  agente com e
ça a ser elim inado po r esta  via.

A té recen tem en te , os recu rsos d is
poníveis para  d iagnóstico  da ra iva7- 21 28 
dependiam  do exam e de fragm entos do 
sistem a nervoso  cen tra l, colhidos após a 
m orte do doente . Os resu ltados positi
vos, con tudo , não perm itiam  assegurar 
se, no m om ento da exposição , havia ou 
não p resença  do vírus na saliva.

Com  a aplicação da técn ica  de 
an ticorpos flu o rescen tes7 a d ife re n te s  
tecidos e secreções , têm  surgido, nos 
últim os anos, num erosos p rocedim entos 
aplicáveis ao indivíduo ainda vivo para  o 
diagnóstico da raiva.

V A L L O N E  e co ls .24 em  1966, tra 
balhando  com  seres hum anos acom eti
dos pela  ra iva, d escreveram  um a técn ica  
d iagnostica pré-mortem da doença, u tili
zando esfregaços de sed im ento  de sa
liva.

S C H N E ID E R 20 (1 9 6 9 ) u t i l i z o u  
técn ica  aplicável a decalques de córnea  
de cam undongos vivos ou m ortos.

S C H A A F e S C H A A L 19 (1971) ideali
zaram  o N asen tes t  e o M undtes t  b asea 
dos na  u tilização  de decalques, re sp ec ti
vam ente , de m ucosa nasal e bucal de 
d iversas espécies anim ais.

SM ITH  e co ls .23, em 1972, dem ons
traram  in vivo a p resen ça  do antígeno 
ráb ico  em  fib ras nervosas de secções 
congeladas da  pele de cam undongos, de 
cães e de rap o sas  in fec tados com  este 
v írus. B R Y C E SO N  e co ls . 5 (1975), utili
zando o m esm o proced im ento , desc rev e
ram  o teste  facial em seres hum anos.

D en tre  as técn icas u tilizadas para  
d e tec ta r o an tígeno ráb ico  em  anim ais 
vivos, a de S C H N E ID E R 20 parece  ser a 
de m aior p raticab ilidade, tendo  sido já 
ob je to  de num erosas investigações 124 6
8. 1 0 - 14. 18. 19. 29. 30

F ato  digno de no ta , verificado pelo 
m encionado  au to r, foi o de que os ca 
m undongos in fec tados p e lo  vírus da 
ra iv a  n ão  re v e la v a m  p resença  deste 
agente nas g lândulas salivares enquanto  
fosse  negativo o tes te  de córnea.

O p resen te  experim ento  tem  por 
ob je tivo  com parar a  sensibilidade de 
duas técn icas p a ra  o d iagnóstico precoce 
da  ra iva  bovina: a técn ica  de im unofluo- 
rescênc ia  d ire ta  a p artir de decalques de 
có rn ea  e a de inoculação  in tracerebra l de 
saliva em  cam undongos.

A h ipótese de trabalho adm itia que 
a técn ica  de im unofluorescência  d ireta a 
partir de decalques de córnea  ap resen ta 
ria  sensibilidade m aior do que a de 
inoculação in tracerebral de saliva em 
cam undongos. F ixam os em  0,05 o nível 
de re je ição  da h ipótese de nulidade.

2. M ATERIAL E M ÉTODOS

B O V IN O S
Foram  utilizados 18 bovinos aze- 

buados, com  idade en tre  18 e 32 m eses, 
ap resen tando  sintom atologia de raiva de
corren te  da inoculação experim ental. 
C A M U N D O N G O S

O sis tem a  biológico em pregado, 
tan to  para  o isolam ento  do vírus das 
am ostras de saliva com o, posteriorm en
te, para  o m aterial p rovenien te  de siste
m a nervoso  cen tra l, foi rep resen tado  por 
cam undongos suíços albinos da linhagem 
CH3 R ockfeller, lac ten tes, com  idade de 
sete a oito  d ias, e adu ltos, pesando 11 a 
15 gram as, d istribu ídos em grupos de 
oito indivíduos. C ada grupo de cam un
dongos lac ten tes e ra  acom panhado da 
respectiva  mãe.

IN Ó C U L O
Inoculou-se suspensão  a 20% de 

cérebro  de cam undongos infectados com 
vírus da raiva de origem  bovina, am ostra  
M. 95-60 N IL S S O N  e cols. 15 (1964), com 
título in fec tan te  igual a 1060 D L 5()/0,3 
ml.
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D I L U E N T E
N o p reparo  da suspensão  do v írus, 

bem  com o no tra tam en to  da saliva, em 
pregou-se água destilada con tendo  2% de 
soro  de equino norm al, p rev iam ente ina- 
tivado de 56°C duran te  30 m inutos, ad i
cionada de 1.000 unidades de penicilina 
G P otássica e de 1,25 m iligram as de 
sulfato  de estrep tom icina por mililitro. 
P R O C E D IM E N T O S

Os bovinos foram  inoculados por 
via in tram uscular na região glú tea, com  
cinco m ililitros do inóculo acim a descrito  
e, a seguir, m antidos sob cu idadosa ob 
servação  até  o aparecim ento  dos prim ei
ros sintom as clínicos, c a ra c te r iz a d o s  
p o r: m odificação  de com portam ento , 
trem ores das grandes m assas m usculares 
do trem  posterio r, c laud icação , incoor- 
denação dos m em bros posterio res e m u
dança constan te  do pé de apoio (sinal de 
m arcar passo), p resen te  no início de 
todos os casos).

A partir da verificação  dos sinais 
acim a m encionados até a m orte , p ro ce 
deu-se, d iariam ente, para  cada anim al, à 
colheita de am ostras de saliva e de 
córnea.

C ada am ostra  de saliva foi rep re 
sen tada por cerca  de três m ililitros da 
secreção  das glândulas salivares reco lh i
da, por gravidade, em um a placa de 
Petri, ou , quando necessário , com  o 
auxílio de seringas estéreis.

A saliva assim  ob tida foi ad iciona
da de igual volum e de diluente, m antida 
sob refrigeração em banho de gelo du
ran te  30 m inutos e a seguir inoculada, 
pela via in tracerebra l, num  grupo de 
cam undongos adultos na dose de 0,03 ml 
e noutro  de cam undongos lac ten tes na 
dose de 0,01 ml por anim al. E stes  an i
mais foram  observados por 30 d ias, sub
m etendo-se aos exam es específicos para  
raiva (Sellers 2I, Im unofluorescência  di
re ta  7 e Inoculação em cam undongos 2S), 
os cérebros daqueles que apresen taram  
sin tom as de doença ou sucum biram  a 
partir do quinto  dia da inoculação.

A s am ostras de có rnea  fo ram  colhi
das com  o em prego de lâm inas ap rop ria 
das de m icroscopia , po r decalques da 
có rnea , utilizando-se quatro  lâm inas pa
ra  cada  um  dos globos ocu lares e duas 
im pressões por lâm ina.

Tais decalques, após fixação  em 
ace to n a  a  -20°C  - du ran te  24 horas, 
fo ram  subm etidos à técn ica  de im uno
fluo rescênc ia  d ire ta 7, adotando-se  com o 
crité rios de in te rp re tação  dos resu ltados 
aqueles u tilizados por S C H N E ID E R 20 
(1969) p ara  o d iagnóstico“ in v ivo”  da 
ra iva  em  cam undongos.

T odos os bovinos fo ram  sacrifica
dos na fase  agônica e a seguir necropsia- 
dos. Os tecidos co letados p ara  efeito  de 
confirm ação  do diagnóstico  consistiram  
de fragm entos de co rno  de A m m on, de 
cerebelo , de bulbo e de m edula, u tiliza
dos p ara  a realização  dos exam es especí
ficos p ara  o d iagnóstico  da  ra iva721 “ .

O s resu ltados ob tidos fo ram  anali
sados pelo  tes te  de M cN em ar, descrito  
po r S IE G E L 22(1956).

3. RESULTADOS
Os resu ltados ob tidos figuram  nas 

tabelas I e II ap resen tadas a seguir.
N a tabela  I estão  reg istrados, para 

cada um  dos anim ais e studados, os resu l
tados dos exam es de có rnea  e de saliva, 
segundo o m om ento da realização  do 
exam e, expresso  em dias, a partir do 
aparecim ento  dos sin tom as clínicos.

As inform ações contidas nesta  ta 
bela indicam  que o teste  de có rnea  ap re
sentou sem pre m aior freqüência  de re 
su ltados positivos do que o teste  p ra tica 
do com  a saliva duran te  todo o período 
de observação .

R ealm ente, os resu ltados dos exa
mes de có rnea realizados em  dias suces
sivos ap resen taram  valores percen tuais 
crescen tes , ao passo  que os exam es de 
s a l iv a , re a liz a d o s  em paralelo , osci
laram .

N ota-se  que o te s te  de córnea  um a 
vez positivo  m anteve sem pre esta  ca rac
terística , condição  não verificada  quan
do o m aterial exam inado foi saliva.

A crescen te-se  ainda que em  ne
nhum  caso  foi de tec tado  vírus na saliva 
sem  que se verificasse , para  o m esm o 
anim al, resu ltado  positivo  quando se 
em pregou o teste  de córnea.

D en tre  os 18 anim ais observados, 
trê s  não revelaram , com  qualquer das 
técn icas em pregadas e em  m om ento  al
gum  da  observação , a p resença  do v írus, 
não possib ilitando , assim , o d iagnóstico 
etiológico in vivo.
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TABELA I - RESULTADOS DOS EXAMES DE CÓRNEA E DE SALIVA DE BOVINOS COM RAIVA 
EXPERIMENTAL SEGUNDO O ANIMAL, O TIPO DE EXAME €  O MOMENTO DE SUA 
REALIZAÇÃO EXPRESSO EM DIAS A PARTIR DO APARECIMENTO DOS SINTOMAS 
CLÍNICOS. SÃO PAULO, 1977.

MOMENTO DA 
REALIZAÇÃO I III IV TOTAL

NATUREZA DO EXAME 
N° DO A N I M A l> \ C S C S C S C S C S

007 N N P N P N P N 3/4 0/4
014 P N P N NR NR NR NR 2 / 2 0 / 2

015 P P P N P N P N 4/4 1/4
017 N N N N N N NR NR 0/3 0/3
018 P N P N P N P P 4/4 1/4
023 P P P P P N P N 4/4 2/4
024 P N P N NR NR NR NR 2 / 2 0 / 2

029 P N P P NR NR NR NR 2 / 2 1 / 2

034 P N P N NR NR NR NR 2 / 2 0 / 2

037 P N P N P N P P 4/4 1/4
040 P N P N P P P N 4/4 1/4
041 N N P N NR NR NR NR 0 / 2 0 / 2

043 P P N P P N NR NR 3/3 2/3
046 P N P N P N P N 4/4 0/4
047 P P P N P N P N 4/4 1/4
048 P P P P P N P P 4/4 3/4
052 P N P N NR NR NR NR 2 / 2 0 / 2

055 N N N N N N NR NR 0/3 0/3
TOTAL 14/18 5/18 4/18 1 0 / 1 2 1 / 1 2 9/9 3/9 48/57 13/57

% POSITIVO 77,7 27,7 2 2 , 2 83,3 8,3 1 0 0 , 0 33,3 84,2 2 2 , 8

C-CORNEA P- POSITIVO NR -NAO REALIZADO (MORTE DO ANIMAL) 
S -SALIVA N-NEGATIVO

É de salien tar-se , finalm ente , que 
nos 57 pares de am ostras exam inados 
(có rnea e saliva) a  freqüência  de reações 
positivas, quando se em pregou um a e 
o u tra  técn ica , foi m arcadam ente  d iferen 
te: 84,2%  com  a técn ica  de im unofluo- 
re s c ê n c ia  d ire ta  ap licada à có rn ea  e 
22 ,8% com  a  de inoculação  de cam un
dongos a  p artir da saliva.

E ste  fa to  é co locado  em  evidência  
na tabela  II.

TABELA II —  EXAMES DE LABORATÓRIO 
SEGUNDO O TIPO DE MATE
RIAL COLHIDO DURANTE A FA
SE CLINICA DA RAIVA EXPERI
MENTAL EM BOVINOS E A NA
TUREZA DO RESULTADO. 1977.

^ ^ ^ S A L I V A

C Ô R N E A ^ \ ^
NEG. POS. TOTAL

POSITIVO 35 13 48
NEGATIVO 9 0 9
TOTAL 44 13 57

A observação  desta  tabela indica a 
ex istência  de 35 resu ltados d iscordantes 
dentre  os 57 pares de am ostras exam ina
das por am bas as técn icas.

E sses 35 resu ltados foram  positi
vos com  a técn ica  de im unofluorescência 
d ire ta  aplicada a decalques de córnea e 
negativos com  a de inoculação in tracere- 
bral em cam undongos fe ita  a partir de 
saliva.

D iante destes resu ltados resolveu- 
se te s ta r a h ipó tese  de nulidade segundo 
a qual a freqüência  de resu ltados positi
vos com  a técn ica  de im unofluorescência  
d ire ta  ap licada a decalques de córnea 
não d ifere  significantem ente da freq ü ên 
cia de resu ltados positivos alcançados 
com  a técn ica  de inoculação in tracere- 
bral em cam undongos em pregando-se 
saliva ou, em  ou tras palavras, que am bas 
as técn icas são equivalen tes para  fins de 
d iagnóstico  etiológico precoce da raiva 
bovina, ou ainda, que am bas as técnicas 
ap resen tam  igual sensibilidade.
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A hipótese a lternativa , estab e lec i
da, tam bém , an tes do início do experi
m ento, era  de que a freqüência  de re su l
tados positivos obtidos com  a técn ica  de 
im unofluorescência  d ire ta  ap licada a de
calques de có rnea  é superio r à que se 
obtém  com  a técn ica de inoculação intra- 
cerebral em cam undongos a partir da 
saliva.

Para o tes te  de h ipó teses, p ro ce 
deu-se ao tra tam en to  esta tís tico  dos d a 
dos pela técn ica  de M cN em ar, descrito  
por S IE G E L 22, encon trando-se  para  o X 2 
o valor 33,028 que, com parado  ao valor 
crítico desta  es ta tís tica  para  1 grau de 
liberdade e para  o nível de re je ição  
adotado , igual a 0,05, m ostrou-se signifi- 
can te , perm itindo, p o rtan to , re je ita r a 
hipótese de nulidade, aceitando-se  a hi
pó tese  a lternativa  segundo a qual a fre 
qüência de resu ltados positivos com  a 
técn ica  de im u n o flu o rescên c ia  d ire ta  
aplicada à có rnea é significantem ente 
m aior que a consta tada  com  a técn ica  de 
inoculação in tracerebral em cam undon
gos feita  a partir de saliva. Em  ou tras 
palavras, pode-se d izer que a prim eira 
das técn icas é significantem ente mais 
sensível que a segunda.

O s e x a m e s  re a l iz a d o s  co m  a s  
am ostras de tecido nervoso  revelaram , 
para  todos os bovinos estu d ad o s, re su l
tados positivos aos tes tes  específicos 
para  o d iagnóstico da raiva7- 21 ■ 28.

4. DISCUSSÃO

Os dados obtidos e o resu ltado  da 
análise es ta tís tica  realizada realçam  a 
im portância da técn ica de im unofluores
cência  d ire ta  aplicada a decalques de 
córnea  para  d iagnóstico etiológico in 
vivo da ra iva em  bovinos.

De fa to , os valores da tabela  I 
m ostram  que, por ocasião  do aparec i
m ento dos sin tom as clínicos da  doença, 
14 dos 18 anim ais estudados (77,7%) 
ap resen ta ram  resu ltado  positivo  com  es
sa técn ica. N os dias subseqüen tes, os 
valores positivos fo ram , respectivam en
te , 15/18 (83,3%); 10/12 (83,3%) e 9/9 
(100%).

Os elem entos desta  tabela  indicam  
ainda que, um a vez presen te  na có rnea , 
o antígeno rábico  aí perm anece, eviden-

ciável pela técn ica  de im unofluorescên
cia d ire ta , até  a m orte do anim al. Tal 
o bservação  assum e destacada  im portân
cia quando  se p re tende  u tilizar es ta  té c 
n ica p ara  o d iagnóstico  etiológico p reco 
ce da  ra iv a  em  bovinos.

C o n v ém  ressa lta r, con tudo , que 
dos 18 anim ais u tilizados, três  (os an i
mais de núm eros 017, 041 e 055) não 
revelaram  a p resen ça  de vírus na córnea, 
em m om ento algum  do período de o b ser
vação , m ostrando  a ocorrência  de resu l
tados falso-negativos em 16,7% dos bo 
v inos. E ste  aspec to  foi tam bém  assinala
do por Z IM M E R M A N N 30(1971) que exa
m inando, com  a m esm a técn ica , seis 
bovinos acom etidos pela ra iva, em co n 
dições natu ra is, encon trou  apenas três 
casos positivos.

A inda com  base nos dados da tab e 
la I verifica-se que o exam e da saliva 
pela técn ica  de inoculação  in tracerebra l 
em  cam u n d o n g o s m o s tro u -s e  p o u c o  
sensível com o elem ento  de d iagnóstico 
precoce  da doença. R ealm ente, apenas 
cinco dos 18 anim ais u tilizados (27,7%) 
ap resen taram  vírus na saliva, dem ons
trável com  es ta  técn ica , por ocasião  do 
aparecim ento  dos sin tom as da doença. 
N os dias su b seqüen tes, tais resu ltados 
fo ram , respec tivam en te , 4/18 (22,2%), 
1/12 (8,3%) e 3/9 (33,3%). É  preciso  
consignar, ainda, a inconstância  com  
que, p ara  o m esm o anim al, o vírus pôde 
ser dem onstrado  na saliva duran te  o 
período  de observação , e a freqüênc ia  de 
resu ltados falso-negativos com  esta  té c 
nica, igual a 50%. De fa to , os anim ais de 
núm eros 007, 014, 017, 024, 034, 041, 
046, 052 e 055 jam ais revelaram  a p resen 
ça do vírus na saliva.

E m  sín tese, o p resen te  estudo  re 
vela que a técn ica  de im unofluorescência  
d ire ta  ap licada a decalques de córnea 
apresen tou  m aior freqüênc ia  e co n stân 
cia de resu ltados positivos do que a 
técn ica de inoculação in tracerebral em 
cam undongos fe ita  a partir da saliva.

R ealm ente, analisados os dados da 
ta b e la  I I  p e la  té c n ic a  de M cN em ar 
ob teve-se para  X 2 um valor 33,028 que 
com parado  ao valor crítico  desta  e s ta tís 
tica para  1 grau de liberdade m ostrou-se 
significante ao nível de re jeição  ado tado , 
carac terizando  m aior sensibilidade da
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técnica de im unofluorescência d ire ta  
aplicada a decalques de córnea com para
tivamente à técnica de inoculação intra- 
cerebral em camundongos a partir da 
saliva.

Os dados desta tabela mostram 
ainda que, dos 35 pares de am ostras 
(córnea e saliva) com resultados discor
dantes, nenhum deles apresentou resul
tado positivo à técnica de inoculação 
intracerebral em camundongos a partir 
da saliva, quando foi negativo o exame 
de córnea, pela técnica de im unofluores
cência direta.

Estas observações não concordam 
com as de MOREIRA e R EIS14 que 
utilizando quatro bezerros com raiva 
experimental obtiveram resultados nega
tivos em todos os exames realizados com 
a técnica de im unofluorescência direta 
aplicada a decalques de córnea e positi
vos com a técnica de inoculação intrace
rebral em camundongos a partir da sali
va, mas corroboram  às de outros pesqui
sadores que observaram  igual com porta
mento em outras espécies animais. E o

caso de SCH N EID ER 20 que utilizou ca
mundongos e de KOVALEV e SHA- 
S H E N ’KO" que se valeram de ovinos e 
coelhos.

A maior sensibilidade da técnica de 
im unofluorescência d ireta  ap licada à 
córnea, aliada à maior facilidade de co
lheita de material, à menor exposição do 
operador ao risco de infecção, e, notada- 
mente, a substancial redução que se 
consegue no tempo necessário para a 
obtenção dos resultados, fazem desta 
prova valioso instrumento para o diag
nóstico precoce da raiva, quando compa
rada à técnica de inoculação intracere
bral da saliva em camundongos.
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SUMMARY: The ex a m in a tio n  o f  5 7  sa m p le s  p a ir s  (co rn ea  a n d  sa liv a )  c o lle c te d  fro m  18 
b o v in es  w ith  ex p er im en ta l ra b ie s b y  b o th  tech in iq u es d ire c t f lu o re sc e n t a n tib o d ie s  a p p lied  to  
corn ea  im p re ss io n s  a n d  in tra cereb ra l m ice  in o cu la tio n  w ith  sa liv a  revea led  th a t th e  fo rm e r  
p r o v id e d  a g re a te r  fre q u e n c y  o f  p o s it iv e  re a c tio n s  (8 4 ,2 % ) th an  th e  la tte r  (22 ,8% ). In a d d i 
tio n , it w a s o b se rv e d  th a t o n ce  the corn ea  te s t  h a d  p ro v id e d  a p o s it iv e  re su lt su ch  co n d i - 
tio n  w a s m a n ta in e d  until d ea th  o f  the a n im a l, an d  in no o c c a s io n  co u ld  the virus be d e te c te d  in 
sa liv a  w ith o u t a p o s it iv e  re su lt w ith  th e  corn ea  te s t  on  th e  sa m e  an im a l. T he fa lse  n ega tive  v a 
lues o b ta in e d  w ith  the co rn ea  te s t  (1 6 ,7 % ) su g g e s te d  th a t a  n eg a tive  re su lt d o e s  n o t exclude  
th e  p o s s ib il i ty  o f  th e d ise a se .

U NITERM S: Rabies, bovines; Cornea, test* ; Saliva, examination'.
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