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R e s u m o : Três cães infectados com vírus rábico de origem morcego 
(IPEACS 661 —  D.R.) eliminaram vírus péla saliva algumas vezes e em 
dois deles o exame da córnea revelou-se positivo à imunofluorescência em 
duas ocasiões.

Os isolamentos de víruos em camundongos ocorreram entre o 17.° e o 
27.° dias depois da inoculação, enquanto que os exames da córnea foram 
positivos apenas nos 27.° dias da inoculação.

Os três animais mantiveram-se, aparentemente sadios durante todo o 
período experimental.

Os soros dos animais no 36.° dia da inoculação apresentaram títulos de 
anticorpos maiores do que 1:125, frente a 316 D L 50 do vírus CVS.

U n it e r m o s : Cães*; Raiva, vírus*; Isolamento*.

I N T R O D U Ç Ã O

A presença do virus da raiva na saliva 
do cão tem sido demonstrada já aos 2 ou
3 dias que antecedem o aparecimento da 
sintomatologia clínica18. Apesar da incons­
tância desta observação14-18-21 , tal fato 
tem sido verificado inclusive em cães apa­
rentemente sadios1’ 6' 22 . Informações de 
tal natureza contribuem para explicar o 
aparecimento de casos de raiva em huma­
nos mordidos por animais em aparente es­

tado higido3’4’5,11’12’19’20 bem como para 
esclarecer determinadas observações de na­
tureza epidemiológica registradas em es­
tudos feitos sobre populações de animais 
selvagens ■ 10,11,12,15,23,24

No presente estudo registramos a pre­
sença do virus da raiva na saliva de cães
inoculados experimentalmente com este 
agente.

8  Nota prévia à X X V I Conferência Anual da Sociedade Paulista de Medicina Veterinária, 
São Paulo, setembro de 1971.
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MATERIAL E MÉTODOS

1. Animais

1.1 Cães —  Foram utilizados quatro 
exemplares do sexo feminino, sem 
raça, definida, com três anos de 
idade, aproximadamente, selecio­
nados previamente através prova 
de soroneutralização e identifica­
dos pelos números 039, 040, 041 
e 042.

1.2 Camundongos —  Utilizamos ca­
mundongos suíços albinos, adulto- 
-jovens, pesando 11 a 15 gramas e 
lactentes de 2 a 7 dias de idade, 
distribuídos em grupos de 8 indi­
víduos.

2. Virus

2.1 Amostra IPEACS 1661-DR-origi- 
nária de morcegos17 e utilizada 
para a inoculação dos cães, sob 
a forma de suspensão a 10% de 
cérebros de camundongos infecta­
dos. O título infectante desta sus­
pensão em camundongos adulto- 
-jovens, via intracerebral, foi de 
105’82 /0.03 ml.

2.2 Amostra C.V.S. (Challenge Virus 
Standard) —  empregada para as 
provas de soroneutralização e 
imunofluorescência, sob a forma 
de uma suspensão a 20% de cé­
rebro de camundongos infectados.

3. Diluente

Água destilada contendo 2% de soro 
de eqüino normal, inativado convenien­
temente, adicionada de 1.000 unidades 
de penicilina e 1,25 miligramas de es- 
treptomicina por mililitro.

4. Inoculação dos cães

Os animais foram inoculados pela via 
intramuscular, na região da espádua, 
com uma dose de 5 mililitro da sus­
pensão virulenta por animal e manti­
dos em observação durante 6 meses.

5. Tomadas de amostras

Diariamente, a partir do 13.° ao 30.° 
dia da inoculação, procedemos, para­
lelamente, à colheita de amostras de 
saliva e córnea.

A saliva foi recolhida em placas de 
Petri, com o animal mantido com os 
maxilares afastados e imobilizados 
com aparelho próprio (fig. 1).
As amostras de córnea foram cons­
tituídas por impressões feitas em dois 
campos de cada uma das quatro lâ­
minas utilizadas para cada globo ocular 
(fig. 2).

6. Tentativas de isolamento de virus

6.1 Exame da saliva —  à saliva co­
letada foi adicionado igual volu­
me de diluente, mantendo-se a 
mistura em contato durante 30 a 
40 minutos, em banho de gelo. 
A seguir realizamos inoculação, 
pela via intracerebral, em um 
grupo de camundongos adulto- 
-jovens na dose de 0,03 ml e outro 
camundongos lactentes na dose 
de 0,01 ml. Estes animais foram 
observados por 30 dias, subme­
tendo-se aos exames específicos 
(Sellers, Imunofluorescência e, 
eventualmente, subpassagem em 
camundongos), os cérebros dos 
animais que apresentassem qual­
quer anormalidade ou que viessem 
a sucumbir a partir do 5.° dia da 
inoculação.

6.2 Exames da córnea — Os decal­
ques de córnea, após fixação em 
acetona a -20°C, durante 24 ho­
ras, foram submetidos à prova de 
imunofluorescência direta, ado- 
tando-se como critérios de inter­
pretação aqueles utilizados por 
SCHNEIDER16 para o diagnósti­
co da raiva em camundongos.

7. Técnicas

7.1 Imunofluorescência — Foi utili­
zada a técnica recomendada pelo 
Centro Panamericano de Zoono- 
ses7 e as leituras efetuadas em 
microscópio Zeiss com lâmpada 
HBO-200 e filtros adequados.

7.2 Soroneutralização —  Seguimos a 
técnica de ATANASIU2, empre­
gando-se 5 camundongos por di­
luição do soro e 10 camundongos 
para cada diluição do virus na de­
terminação do título, calcula­
do pelo método de REED & 
MUENCH13.

224



CORTES, J. de A. & NILSSON, M. R. —  Isolamento de vírus rábico de cães, aparentemente,
normais, inoculados experimentalmente. Rev. Fao. Med. vet. Zootec. Univ. S. Paulo, 12:
223-8, 1975.

R E S U L T A D O S

O cão 039 eliminou virus pela saliva uma 
única vez, na 9.a colheita, 21 dias depois 
da inoculação. Comprovamos a eliminação 
somente em dois do grupo de camundongos 
adultos inoculados. Do grupo lactente ino­
culado com a mesma amostra resultaram 
negativos os exames dos cérebros dos 6 
animais que sucumbiram. Foram igual­
mente negativos, os exames de córnea deste 
cão.

Foi possível demonstrar o vírus da raiva 
na saliva do cão 040 em três oportunidades, 
ou seja, aos 17.°, 19.° e 27.° dias da ino­
culação. Os isolamentos correspondentes as 
amostras dos 17.° e 19.° dias ocorreram 
somente em camundongos lactentes, com 
7/8 e 8/8 (mortos/inoculados), respectiva­
mente. Já a amostra correspondente ao 
27.° dia revelou-se infectante apenas para 
camundongos adultos e somente dois deste 
grupo apresentaram diagnóstico positivo 
para raiva.

Revelaram-se positivos os exames da 
córnea deste animal, realizados nos dias 
27 e 28 após a inoculação.

O vírus foi isolado da saliva do cão 041 
apenas na l l .a extração, isto é, aos 23 dias 
da inoculação. Inoculamos esta amostra so­
mente no grupo de camundongos adultos, 
morrendo cinco deles.

Por duas vezes o exame da córnea re- 
velou-se positivo aos 27 e 28 dias da ino­
culação.

O animal de número 042 apresentou sin­
tomas de raiva, sendo eliminado do expe­
rimento. Os demais, cujos resultados des­
crevemos, permaneceram em aparente es­
tado de higidez durante todo o período ex­
perimental.

A soroneutralização efetuada com os so­
ros dos três cães, aos 36 dias após a inocu­
lação, indicou títulos superiores a 1:125, 
contra 316 DLS0 do vírus C.V.S.

D I S C U S S Ã O

Os resultados obtidos corroboram à ob­
servação de que o vírus da raiva pode ser 
eliminado, embora de maneira inconstante, 
pela saliva de cães expostos à infecção, 
ainda que estes animais se encontrem apa­
rentemente sadios.

Das 54 amostras de saliva examinadas, o 
vírus foi isolado em cinco oportunidades, 
enquanto que das correspondentes 54 amos­
tras de córnea foram obtidos quatro re­
sultados positivos, havendo coincidência de 
resultados positivos para saliva e córnea 
uma única vez, nas amostras colhidas 27 
dias após a inoculação do cão 040.

Estes dados não se afastam muito dos 
encontrados por VERARAGHAVAN et al.22, 
que obtiveram 14 isolamentos de vírus da 
raiva em 913 extrações de saliva de um cão 
portador assintomático, porém infectado 
em condições naturais.

O fato de termos usado uma amostra de 
vírus rábico isolada de morcegos poderia 
explicar os resultados obtidos face a sua 
baixa patogenicidade para a espécie ani­
mal utilizada no experimento, o que encon­
tra apoio na literatura8’9

A excessiva dose de vírus usada no pre­
sente estudo, em relação à infecção em con­
dições naturais, justifica-se em virtude das 
afirmações de JOHNSON9 e CONSTAN­
TINE8 sobre a maior resistência do cão ao 
vírus originário de morcegos.

Trabalhos da natureza do que realiza­
mos seriam raramente concebíveis, salvo 
razões especiais, como no caso peculiar de 
VEERARAGHAVAN et al.22, que investi­
garam infecção rábica envolvendo o ser 
humano. Em nosso caso, o objetivo pri­
mário era estabelecer possível relação en­
tre a eliminação do vírus pela saliva e seu 
aparecimento na córnea, a partir do pe­
ríodo que antecede o quadro clínico até a 
fase final da doença.

A importância de tais achados aumenta 
quando consideramos o risco a que esta­
riam expostos seres humanos, mas devemos 
convir que nos afastamos bastante das 
condições naturais, quando usamos vírus 
morcego em cães e inoculamos dose exces­
siva de vírus. Também não sabemos da 
patogenicidade da saliva se inoculada pela 
via intramuscular em espécies sensíveis, 
que, se conhecida, aumentaria ainda mais 
a importância de nossos achados12.
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Fig. 1 —  Processo de retirada da saliva de cão, com a utilização de aparelho para manter
aberta a boca do animal.

Fig. 2 —  Detalhe da obtenção de decalques da córnea em lâmina.
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C6 r te s , J. de A. & N ils s o n , M. R. —  Isolation of rabies virum from appa­
rently health dogs experimently infected. Rev. Fac. Med. vet. Zootec.
Univ. S. Paulo, 12:223-8, 1975.

S u m m a r y : Three female adult dogs, experimentally infected with 
street rabies virus bat origin failed to develop clinical signs of rabies.

Virus was isolated once from saliva of two of then at 21 and 23 days 
post inoculation (D PI). One of them also presented positive results for 
cornea test at 27 and 28 DPI.

From the other dog, the virus was found in saliva at 17, 19 and 27 
DPI; and the cornea test was positive at 27 and 28 DPI.

The animals were observed for at least six months.

U n it e r m s : Isolation*; Rabies virus*; Dog*.
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