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1 INTRODUÇÃO 

A raiva é uma das mais relevantes enfermidades transmitidas ao homem pelos 

animais. Caracteriza-se por uma encefalite infecciosa e acomete praticamente todos os 

mamíferos: carnívoros, felídeos, quirópteros, roedores, herbívoros e primatas (Acha e 

Szyfres, 1986). Essa doença é de evolução fatal e, embora seja conhecida e estudada há 

mais de quatro mil anos, muitos dos seus aspectos ainda devem ser pesquisados, apesar dos 

significantes progressos científicos nas últimas décadas. 

A raiva dos animais silvestres é um perigo constante para o homem e para os 

animais domésticos. Os animais silvestres ao contraírem a enfermidade aproximam-se de 

habitações e podem vir a agredir pessoas e animais. Dos herbívoros contaminados pelos 

animais silvestres, tanto na Europa como nas Américas, a principal espécie a ser atingida é 

a bovina (Acha e Szyfres, 1986). 

No Brasil, somente no início do século passado, Carini (1911) levantou a hipótese 

de serem os morcegos hematófagos os transmissores da raiva para herbívoros. Segundo 

Kotait (1996), a hipótese de Carini e Parreiras Horta não foi aceita pela comunidade 

científica internacional, que a considerou uma “fantasia tropical”. Em 1908 ocorreu um 

surto no Sul do país que resultou na perda de quatro mil bovinos e mil eqüinos. Somente 

em 1925, Haupt e Rehaag (1925) confirmaram as observações de Carini e Parreiras Horta, 

pois identificaram, ao diagnóstico histológico do sistema nervoso central dos bovinos 

afetados, os corpúsculos de Negri – inclusões virais – que, quando encontrados no 

citoplasma de neurônios, são característicos da doença. 

No Brasil, no período de 1980 a 1991, os morcegos foram responsáveis por 5,2% 

dos casos de raiva humana; 52 de um total de 991 casos (Germano, 1994). No ano de 2001 

foram confirmados 3.243 casos de raiva, dos quais 2.157 (66%) ocorreram em bovídeos 

(Intervet, 2005). 
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O Estado de Mato Grosso do Sul tem suas atividades econômicas fundamentadas na 

agropecuária e é detentor de um dos maiores rebanhos bovinos do Brasil, com cerca de 

vinte e quatro milhões e quinhentos mil bovinos (Agência Estadual de Defesa Sanitária 

Animal e Vegetal, 2004). A grande diversidade de animais silvestres, que são vetores em 

potencial da raiva, favorece a probabilidade de disseminação e manutenção do vírus rábico 

no Estado.  

O diagnóstico da raiva necessita ser rápido e preciso, pois cerca de 30% dos 

animais e das pessoas infectados com o vírus desenvolvem sintomas da enfermidade (Bier, 

1990). Esse dado é relevante porque, uma vez iniciados, os sintomas culminam com a 

morte da pessoa ou animal em praticamente 100% dos casos (Acha e Szyfres, 1986; Milius 

et al., 2004; World Health Organization, 2004). 

1.1 ETIOLOGIA 

A raiva é causada por um vírus com ácido ribonucléico (RNA vírus), pertencente à 

ordem Mononegaviralis, família Rhabdoviridae, gênero Lyssavirus (Fenner et al., 1992), 

que apresenta forma de uma bala de revólver, com diâmetro de 75 nm e 100 a 300 nm de 

comprimento (Tordo e Poch, 1988; Murphy, 1991). O vírus possui um envelope formado 

por uma dupla camada fosfolipídica, associada à proteína M de membrana, que atua na 

regulação da replicação viral e à proteína G, responsável pela adsorção viral e por induzir à 

formação de anticorpos neutralizantes em indivíduos vacinados (Tordo e Poch, 1988). 

A fita única de RNA está disposta em forma helicoidal e está associada à proteína L 

– proteína RNA – polimerase, responsável pela transcrição e replicação do genoma viral e 

a proteína N – proteína de nucleocapsídeo – importante no processo de encapsidação 

(Tordo et al., 1986; Tordo e Poch, 1988). 

Por meio dos conhecimentos gerados pelo estudo de anticorpos monoclonais 

(MABs) e com o desenvolvimento de técnicas de engenharia genética e biologia 

molecular, a World Health Organization (1992) deixou de classificar os Lyssavirus  por 

tipos de  reações sorológicas – sorotipos de I a IV -  e passou a classificá-los por avaliações 

antigênicas – genótipo I a VII. 

O genótipo I compreende amostras clássicas do vírus da raiva – “vírus de rua” e 
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“vírus fixos” –, isolados de animais domésticos e silvestres e vírus isolados de morcegos 

das Américas. O genótipo II, correspondente ao vírus Lagos bat, isolado de morcegos 

frugívoros na África. O genótipo III é representado pelo vírus Mokola, isolado pela 

primeira vez de musaranho, que é um pequeno roedor, e depois do homem, de cães, de 

gatos e de roedores na África. O genótipo IV é representado pelo vírus Duvenhage, isolado 

de morcego insetívoro e do homem na África (World Health Organization, 1992). 

Os genótipos V e VI são identificados como European bat lyssaviruses (EBL), 

EBL 1 e EBL 2, isolados de morcegos não hematófagos na Europa (Meredith et al., 1971; 

Brass, 1994). O genótipo VII corresponde a Australian bat virus (ABL), isolado de 

morcego não hematófago na Austrália (Gould et al., 1998). Arai et al. (2003) solicitaram a 

inclusão do genótipo VIII, Aravan virus, isolado de um morcego insetívoro na Ásia 

Central. 

1.2 EPIDEMIOLOGIA 

1.2.1 Ocorrência 

A raiva está distribuída em todos os continentes, com exceção da maior parte da 

Oceania. Atualmente, muitos países são livres da ocorrência de raiva, como Uruguai, 

Barbados e Jamaica, e várias ilhas do Caribe, Japão, Irlanda, Espanha, Portugal. É uma 

enfermidade que não tem distribuição uniforme nos países infectados e, mesmo neles, 

existem áreas livres, de baixa e de alta prevalência (Acha e Szyfres, 1986; Radostis et al., 

2000). 

Na Europa, a raiva silvestre é a mais importante manifestação da doença, e as 

raposas vermelhas são os principais vetores. Na África, embora a maioria dos países 

apresente ocorrência de raiva, segundo Radostis et al. (2000), a incidência é relativamente 

baixa em relação ao grande número de espécies de carnívoros selvagens. 

Na América do Sul, como em outras regiões onde a raiva urbana já se encontra 

controlada, a raiva silvestre é o principal problema epidemiológico e econômico, atingindo 

em maior parte os bovinos (Radostis et al., 2000). 
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No Brasil, de acordo com Araújo (2005), a raiva já foi notificada em 22 estados, 

com diferenças importantes no controle da doença, de acordo com as peculiaridades de 

cada unidade federada. Em Mato Grosso do Sul, a raiva bovina já foi notificada em 

aproximadamente 25 dos 78 municípios que compõem o Estado (Agência Estadual de 

Defesa Sanitária Animal e Vegetal, 2005). 

1.3 TRANSMISSÃO 

A forma mais comum de transmissão da doença para o homem e para os animais 

domésticos é por meio de contato com saliva de animal infectado pelo vírus da raiva, seja 

por mordeduras ou por lambeduras de mucosa ou de pele com solução de continuidade 

(Acha e Szyfres, 1986). Entretanto, Mori e Lemos (1998) relatam que a falta da enzima 

hialuronidase na saliva de bovinos torna-a espessa e pode ser a causa da pouca eficiência  

de transmissão da raiva por essa espécie. 

As arranhaduras também têm potencial de infecção, por causa da salivação intensa 

dos animais doentes que muitas vezes contaminam suas patas. 

Outras formas de contágio, embora raras, são: transplante de córnea, via inalatória, 

via transplacentária e aleitamento materno. Teoricamente, é possível a transmissão de raiva 

por contato íntimo intradomiciliar ou em unidades de saúde por meio de secreções 

infectantes. Entretanto, não há casos registrados com essa epidemiologia (Instituto Pasteur, 

2004). 

Koprowski (1995) relata que em casos de infecções por aerossóis, o vírus rábico 

penetra pelo epitélio da narina e pela mucosa oral, e é transportado para os neurônios do 

bulbo olfatório, onde provavelmente se replica, e é distribuído para outros neurônios do 

cérebro. Essa via é citada por Mori e Lemos (1998) como importante modo de transmissão 

entre morcegos hematófagos e de morcegos hematófagos para morcegos não hematófagos, 

principalmente por causa da pequena circulação de ar e grande concentração de vírus nas 

cavernas que habitam.  

Constantine (1967 apud Mori e Lemos, 1998) descreve que outra forma de 

transmissão do vírus rábico entre morcegos é durante disputas entre machos por fêmea, que 

resultam em agressões em que o vírus pode ser transmitido. Esse tipo de transmissão pode 



 14

levar à contaminação de uma nova colônia, pois os machos vencidos, contaminados, têm o 

hábito de migrar para outra colônia. 

1.3.1 Vetores animais 

De acordo com Fernandes (1998), o tipo de vetor que transmite a raiva determina o 

quadro clínico da enfermidade no hospedeiro. Assim, existem dois ciclos distintos: a raiva 

urbana cujos vetores principais são cães e gatos domésticos e a raiva silvestre cujos vetores 

principais são os morcegos hematófagos e canídeos silvestres. 

Aproximadamente, 85% das ocorrências de raiva em áreas urbanas são atribuídas, 

principalmente, à transmissão pela espécie canina. Em áreas rurais, além de cães e gatos, 

também são responsáveis pela transmissão da raiva: morcegos, macacos e mamíferos 

domésticos (Instituto Pasteur, 2004). 

Em países onde a raiva urbana é bem controlada, a transmissão por animais 

silvestres, como as raposas, lobos, coiotes, morcegos hematófagos, morcegos insetívoros, 

morcegos frugívoros, guaxinins e esquilos, adquire maior importância (Radostis et al., 

2000; Gomes, 2004). 

Mori e Lemos (1998) relatam que em herbívoros a forma mais importante de 

transmissão é a mordedura por morcegos hematófagos. No Brasil existem três espécies de 

morcegos hematófagos: Desmodus rotundus, Diaemus youngi e Diphyla ecaudata. A 

espécie mais importante na transmissão da raiva herbívora no país é D. rotundus. Isso 

ocorre por causa de sua grande população, distribuída por todo o território nacional (Mori, 

2002). 

Morcegos frugívoros, insetívoros e outros não hematófagos, quando contaminados, 

também podem transmitir o vírus da raiva, principalmente por contatos acidentais. A raiva 

já foi diagnosticada em 27 de cerca de 140 espécies de morcegos existentes no Brasil 

(Fernandes, 1998). 

Embora alguns autores defendam a existência de portadores assintomáticos entre os 

morcegos, não existe prova cabal dessa situação. No entanto, Mori (2002) citou uma 

situação que reforça a idéia de que morcegos infectados morrem da doença – o caráter 
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cíclico da enfermidade –, em que ocorre diminuição dos casos de raiva por diminuição do 

número de morcegos, seguido por um período de aumento de casos por causa do 

repovoamento das colônias de morcegos. 

1.3.2 Disseminação sazonal 

Normalmente, os surtos de raiva apresentam um caráter sazonal (Radostis et al., 

2000). No Brasil, o aumento das disputas na época de acasalamento entre os morcegos 

ocorre principalmente na primavera (de setembro a dezembro), com conseqüente 

disseminação do vírus também para outras colônias. Assim, tem-se um aumento do número 

de casos de raiva bovina entre os meses de abril e junho (Mori e Lemos, 1998). 

1.4 PATOGÊNESE 

A replicação do vírus da raiva ocorre no local de inoculação, em células 

musculares. Progride para o sistema nervoso central por meio de células do sistema 

nervoso periférico, normalmente com o vírus avançando pelo citoplasma de axônios 

(Radostis et al., 2000). Uma vez alcançado o sistema nervoso central, o vírus atinge várias 

partes do cérebro e dissemina-se para outros órgãos do indivíduo, inclusive para as 

glândulas salivares (Germano, 1994). 

Segundo Murphy e Bauer (1974), a primeira replicação do vírus nas células 

musculares se dá por causa da necessidade de os vírus estarem em um número suficiente 

para invasão do sistema nervoso. 

1.5 SINAIS E SINTOMAS CLÍNICOS EM BOVINOS E MODELOS 

EXPERIMENTAIS 

1.5.1 Bovinos 

O período de incubação é normalmente de três semanas, mas pode chegar a vários 

meses. No início dos sintomas, os animais doentes se afastam do grupo, alguns apresentam 

midríase e excitabilidade, outros, sonolência e depressão (Instituto Pasteur, 2004). 
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A forma mais comum da raiva nos bovinos é um quadro de paralisia progressiva, 

que se inicia com dificuldade de caminhar, principalmente nos membros posteriores; cauda 

com flacidez ou desvio lateral e diminuição de sensibilidade, evoluindo para 

incoordenação, decúbito e morte. A forma furiosa, quando ocorre, apresenta um quadro de 

excitação, agressividade, hipersensibilidade a sons e movimentos, evoluindo também para 

incoordenação, paralisias e morte (Radostis et al., 2000; Leão e Souza, 2001). 

1.5.2 Modelos experimentais 

Coelhos 

A infecção experimental em coelhos apresenta período de incubação de 15 a 20 

dias e quadro de raiva paralítica, semelhante à dos bovinos (Bier, 1990). 

Cobaias 

Segundo Bier (1990), ao inocular experimentalmente solução contendo vírus 

rábico, por via intracerebral, observa-se período de incubação de oito a doze dias e 

sintomas da raiva furiosa, em que o animal apresenta excitação, atacando qualquer pessoa, 

animal ou objeto que estiver próximo. 

Camundongos 

Experimentalmente, os camundongos inoculados com o vírus da raiva apresentam 

período de incubação de oito a catorze dias. Os principais sintomas observados são: 

excitação, tremores, paralisia dos membros posteriores, paralisias generalizadas, prostração 

e morte, de nove a doze dias (Bier, 1990). 

1.6 DIAGNÓSTICO 

Para se obter o diagnóstico da raiva, devem ser realizados levantamento do 

histórico do caso, exame físico e exames laboratoriais. 

Os resultados da análise laboratorial são imprescindíveis para confirmar a suspeita 

da enfermidade (Baer, 1975; Nilsson e Sugay, 1966a, 1966b), pois os sintomas da raiva 
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podem ser confundidos com outras encefalites. Zimmer et al. (1990) também afirmam que, 

geralmente, os sinais clínicos da raiva são variados e inespecíficos, e o apoio laboratorial é 

imprescindível para o diagnóstico correto. 

Para Peixoto et al. (2000), o diagnóstico laboratorial da raiva é de extrema 

importância principalmente, nos casos em que não se conseguem distinguir clinicamente as 

causas das encefalites. As técnicas devem ser bem aplicadas, usando-se as recomendadas e 

levando-se em conta as limitações de cada prova. Segundo esses autores, os testes mais 

recomendados são: o de pesquisa de corpúsculos de Negri, o teste de imunofluorescência e 

o teste biológico. 

1.6.1 Testes laboratoriais post-mortem 

O material para análise laboratorial, sempre que possível, deve ser colhido de 

animais com morte espontânea, imediatamente após a morte do animal. Materiais oriundos 

de animais eutanasiados, principalmente se a eutanásia ocorrer no início da doença, podem 

resultar em resultados falso-negativos no teste de imunofluorescência e, em algumas vezes, 

no teste biológico, bem como na ausência de lesões significativas na histopatologia (Mori e 

Lemos, 1998). 

Testes laboratoriais utilizados na rotina de diagnóstico 

O primeiro teste desenvolvido para diagnóstico da raiva é fundamentado em 

pesquisa realizada por Negri em 1903, que observou estruturas intracitoplasmáticas nas 

células de tecidos nervosos de animais contaminados pelo vírus rábico (Kristensson et al., 

1996). Foi descrita por Sellers e Fellow (1927) a técnica de coloração de corpúsculos de 

Negri – Técnica de Sellers –, que é feita com impressões de várias partes do cérebro, como 

hipocampo, cerebelo e bulbo, e coradas conforme descrita por esses autores, e observadas 

ao microscópio. A sensibilidade desse método está em torno de 75% a 93%, de acordo com 

a técnica e a experiência do observador. 

O segundo teste de diagnóstico da raiva desenvolvido foi o teste biológico, descrito 

por Webster e Dawson (1935) como uma técnica de inoculação intracerebral de material 

biológico contaminado com vírus rábico em animal de experimentação. Nesse teste, o 
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material nervoso é triturado e diluído a 10% ou 20% em solução fisiológica e inoculado 

por via intracerebral em camundongos lactentes ou recém-desmamados (com 21 dias de 

idade). Observam-se aparecimento de sintomas característicos da raiva e morte por um 

período de até trinta dias. Depois da morte, retira-se o cérebro dos camundongos e realiza-

se a prova de pesquisa de corpúsculos de Negri ou imunofluorescência. 

Tierkel (1976), ao se referir às técnicas de pesquisa de corpúsculos de Negri e ao 

teste biológico empregados no diagnóstico laboratorial de raiva, recomenda que em casos 

de pesquisa de corpúsculos negativa se proceda à realização do teste biológico. O autor 

ressalta que apesar de a técnica de pesquisa de corpúsculos atender aos requisitos de 

rapidez e de economia tem-se observado que de 10% a 15% de materiais enviados para 

diagnóstico, que haviam sido negativos ao teste de pesquisa de corpúsculos, se 

apresentaram  positivos no teste biológico. 

Germano et al. (1977) confirmam que o teste biológico é o mais seguro de todos os 

testes para o diagnóstico de raiva. Apesar de sua importância, os autores citam que esse 

diagnóstico tem a desvantagem de ser demorado, pois depois de inoculado o material 

suspeito de estar contaminado, precisa-se esperar o desenvolvimento da sintomatologia e a 

morte do camundongo. 

Após vários estudos experimentais, o camundongo foi escolhido como modelo 

animal a ser utilizado no teste biológico para o diagnóstico da raiva (Johnson, 1979; 

Sureau, 1986). 

Tierkel (1976) relata que antes da utilização de camundongos, acreditava-se que 

cobaias e coelhos eram os animais mais apropriados para realização do teste biológico. 

Mas, após observar que camundongos ao serem inoculados por via intracerebral com o 

vírus da raiva sempre apresentavam um curso da enfermidade típico, eles passaram a ser os 

animais de escolha. Também Kaplan (1976) considera o camundongo como a espécie mais 

sensível à infecção pelo vírus da raiva. 

Bier (1990) referiu-se à infecção experimental em cão, coelho, cobaia e em 

camundongo e destacou o camundongo como um animal extremamente sensível ao vírus 

da raiva. 

Além da sensibilidade já citada, Souza e Merusse (1996) fizeram considerações 
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sobre as características que fazem dos camundongos ótimos modelos animais, tais como: 

ciclos vitais curtos, fácil manutenção, contenção, manipulação e observação, as quais 

permitem que se trabalhe com uma grande quantidade de indivíduos e permitem, ainda, a 

padronização do ambiente. Os autores destacam também a padronização genética desses 

animais, em razão de amplos estudos realizados na espécie. 

Com o desenvolvimento de linhagens consangüíneas, possibilitou-se a realização de 

estudos científicos em que as únicas variáveis presentes fossem aquelas às quais o 

pesquisador estava testando. Esse grande avanço da genética resultou em utilização de 

menor número de animais e de menor número de repetições dos experimentos (Santos, 

2002). 

Atualmente, existem mais de 500 linhagens de camundongos isogênicos e, segundo 

Massironi (1996), as mais utilizadas são BALB/c, C57BL/6, DBA/2, CBA/J, A/J. 

Santos (2002) descreve que à medida que o estudo de linhagens geneticamente 

padronizadas foi se estabelecendo, observou-se a facilidade de utilização de linhagens 

híbridas F1, que são produtos da primeira geração de cruzamentos entre duas linhagens 

isogênicas. Essas linhagens contemplam animais geneticamente homogêneos, mas, mais 

vigorosos, de taxa de crescimento maior e taxa de mortalidade menor, quando comparados 

aos animais das linhagens isogênicas. 

A inoculação intracerebral em camundongos para isolamento do vírus ainda é uma 

dos testes mais úteis no diagnóstico da raiva. Recomendam-se camundongos de um a três 

dias de idade, porque são mais sensíveis que os animais mais velhos (Acha e Szyfres, 

1986). No entanto, vários laboratórios têm preferido utilizar camundongos com 21 dias de 

idade, por causa da maior facilidade de manipulação. 

O terceiro teste utilizado no diagnóstico da raiva de forma rotineira é o de 

imunofluorescência direta para pesquisa do vírus. Goldwasser e Kissling (1958) 

descreveram a técnica que até hoje é considerada padrão para diagnóstico laboratorial para 

a raiva (Bordignon e Zanetti, 2000). Esse teste, segundo Dean e Abelseth (1976), consiste 

de se fazer uma impressão de amostra de tecido nervoso do animal, em lâmina de 

microscopia, adicionada de uma substância fluorescente e observada ao microscópio. 

Kaplan (1976) afirmou que a concordância dos resultados quando se usa 
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imunofluorescência direta e inoculação em camundongos pode se aproximar de 100%. E 

que o teste biológico deve ser realizado sempre que teste de imunofluorescência direta for 

negativo. Koprowski (1976) corroborou a idéia de que a técnica de inoculação 

intracerebral deve ser usada como confirmatória para o teste de imunofluorescência, pois 

possibilita a replicação viral no modelo animal e, assim, consegue detectar pequenas 

quantidades de vírus presentes no material testado. 

Comparada à prova de pesquisa de corpúsculos, o teste de imunofluorescência 

direta é mais sensível que a pesquisa de corpúsculos, pois não há necessidade da presença 

dos corpúsculos de Negri e mesmo o vírus da raiva morto ou inativado pode ser detectado. 

Há, no entanto, raros casos em que os anticorpos da amostra se ligam aos vírus antes dos 

anticorpos fluorescentes, diminuindo a sensibilidade do teste (Correa e Correa, 1982). 

Mesmo a imunofluorescência sendo considerada teste padrão para diagnóstico 

laboratorial, por apresentar resultado rápido, alta sensibilidade e especificidade; tem a sua 

eficácia dependente da competência do técnico e da qualidade do conjugado e de outros 

reativos. Por isso, recomenda-se que, pelo menos no primeiro ano após instalação desse 

teste no laboratório, seja feita em paralelo o teste de inoculação intracerebral em 

camundongos e, em casos de materiais negativos para raiva na imunofluorescência, 

também sempre se proceda o teste biológico (Acha e Szyfres, 1986). 

Rudd e Trimarchi (1989) também relataram que, por causa da grande facilidade 

para realizar o teste de imunofluorescência, alguns laboratórios têm deixado de realizar o 

teste de inoculação em camundongos. Destacaram, porém, que a prática de se realizar o 

teste de inoculação para confirmar resultados da imunofluorescência é muito importante, 

principalmente em materiais em que há pequena quantidade de vírus, o que pode gerar 

reações falso-negativas na imunofluorescência. 

O quarto teste de diagnóstico da raiva é a técnica de histopatologia realizada em 

tecidos nervosos fixados em formol. Essa técnica consiste de se observar ao microscópio 

cortes de tecido nervoso, corados normalmente pela hematoxilina eosina (HE), onde se 

pesquisam achados e alterações teciduais sugestivos da raiva como presença de corpúsculo 

de Negri ou lesões inflamatórias características de encefalite viral (Lépine, 1976). O teste 

histopatológico, embora nem sempre possa ser considerado conclusivo, pode servir como 

importante apoio no diagnóstico da raiva. 
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Em trabalho realizado por Langohr et al. (2003) em que utilizaram tecido nervoso 

positivo para a raiva nos testes de imunofluorescência ou no biológico, observaram trinta 

por cento de reações falso-negativas no teste de histopatologia. 

Testes laboratoriais que ainda não são rotina no diagnóstico 

Novas técnicas laboratoriais têm sido desenvolvidas, mas estão em fase de 

padronização e validação para o diagnóstico da raiva. 

Fernandes (1998) e Radostis et al. (2000) citam a técnica de imuno-histoquímica, 

realizada em materiais conservados em formol, que permite detectar o antígeno viral nos 

casos em que tecidos frescos não estão disponíveis ou em que os testes padrões para o 

diagnóstico da raiva foram negativos. 

Por causa de o vírus da raiva possuir a característica de se multiplicar em culturas 

de vários tipos de células, especialmente em células renais de hamster, em células de 

embrião de pinto (Bier, 1990), pesquisadores têm desenvolvido e estudado o teste de 

isolamento em cultivos celulares, principalmente quando o material contém pequena 

concentração de vírus da raiva. A técnica é sensível, apresentando aproximadamente 98% 

de correlação quando comparada aos resultados do teste de imunofluorescência (World 

Health Organization, 2004). Contudo, pode apresentar reação falso-negativa quando é 

usado cérebro em decomposição. 

Alguns laboratórios estão usando o teste ensaio de imunoadsorção enzimática 

(ELISA) para detectar o antígeno do nucleocapsídeo de Lyssavirus. Embora seja um teste 

rápido, sua utilidade até o momento compreende estudos epidemiológicos e não de 

diagnóstico (World Health Organization, 2004). 

A despeito de novas técnicas  moleculares emergentes de diagnóstico, o uso do 

teste de imunofluorescência direta em conjunto com o teste biológico continua como 

procedimento padrão para diagnóstico da raiva, por causa de sua alta sensibilidade e 

especificidade (Roehe et al., 2002). 

Segundo World Health Organization (2004), o uso do teste de reação em cadeia da 

polimerase (PCR) e de outras técnicas de amplificação gênica é muito importante para 

estudos epidemiológicos em laboratórios que têm procedimentos de controle de qualidade 
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e técnicos experientes nessas técnicas, mas ainda não são recomendadas para diagnóstico 

de rotina da raiva. 

1.6.2 Testes ante-mortem 

Alguns testes laboratoriais têm sido utilizados para diagnóstico da raiva em 

indivíduos suspeitos de terem se infectado com o vírus. 

A técnica de imunofluorescência pode ser usada para teste em impressões corneais 

(Lopez et al., 1970; Côrtes e Oliveira, 1981), raspado de mucosa lingual ou saliva 

(Beauregard e Casey, 1969; Kissling, 1975), tecido de bulbo de folículos pilosos e cortes 

cutâneos congelados (Acha e Szyfres, 1986), de indivíduos vivos, suspeitos de infecção 

pelo vírus rábico. O teste, nesses casos, só pode ser considerado conclusivo quando tiver 

resultado positivo (Larghi et al., 1972; King e Turner, 1993). 

Técnicas moleculares podem detectar o vírus da raiva em diversos fluidos 

biológicos, por exemplo, saliva, fluido cérebro-espinhal, biópsia de pele e urina. Essas 

técnicas, porém, ainda precisam ser padronizadas (World Health Organization, 2004). 

1.7 IMPORTÂNCIA DA ENFERMIDADE 

A importância da raiva para a saúde pública não é por causa do número de casos da 

enfermidade, mas da sua alta letalidade e dos seus danos econômicos, considerando-se 

horas/homem perdidas com o tratamento anti-rábico (Acha e Szyfres, 1986). 

Raramente os animais pecuários constituem fontes de infecção, embora a 

transmissão da raiva para o homem possa ocorrer quando animais raivosos são 

manipulados. A enfermidade é considerada o maior risco ocupacional dos médicos-

veterinários (Radostis et al., 2000). 

Na América Latina, devem ser acrescentados os prejuízos anuais causados à 

pecuária pela raiva transmitida por morcegos hematófagos, especialmente aos rebanhos 

bovinos. 

No Brasil, essa perda se aproxima de 15 milhões de dólares, com a morte de cerca 
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de 40.000 cabeças bovinas, e os prejuízos indiretos estão calculados em 22,5 milhões de 

dólares ao ano (Instituto Pasteur, 2004). 

No Estado de Mato Grosso do Sul, segundo o Relatório do Laboratório de 

Diagnóstico de Doenças Animais da Agência Estadual de Defesa Sanitária Animal e 

Vegetal (IAGRO), no período de janeiro de 2000 a junho de 2005, de um total de 7.914 

amostras remetidas ao laboratório de raiva, 1.259 (16%) eram de amostras provenientes de 

bovinos. Destas, 399 (32%) foram positivas para a raiva (Agência Estadual de Defesa 

Sanitária Animal e Vegetal, 2005). 

Estima-se que cerca de 2.000 bovinos pereçam de raiva por ano no Estado, no 

entanto, acredita-se que esses números sejam subestimados por dois motivos: primeiro, em 

um foco de raiva no qual existem várias mortes de bovinos, apenas materiais de alguns são 

remetidos para análise laboratorial, e segundo, quando em uma propriedade ocorre um foco 

de raiva, as propriedades vizinhas não remetem material para o laboratório e já tomam 

medidas de controle diretamente. Essas situações tanto geram quantidade subestimada de 

morte quanto elevam os prejuízos causados pela enfermidade, segundo Agência Estadual 

de Defesa Sanitária Animal e Vegetal (2004). 

Diante do exposto, observando-se que um diagnóstico precoce pode levar a 

medidas sanitárias rápidas - que não só propiciem controle da enfermidade como também 

venham a evitar grandes prejuízos econômicos -, e considerando-se também, que o teste de 

inoculação em camundongos ainda é uma ferramenta essencial para o diagnóstico da raiva, 

o presente trabalho teve como objetivo estabelecer um  modelo animal precoce e eficaz 

para realização do teste biológico  de raiva bovina, verificando o efeito da linhagem, do 

sexo, da idade e do material de inoculação sobre o período de ocorrência da morte de 

camundongos. 
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Resumo 

A raiva é uma zoonose de evolução fatal e clinicamente indistinguível de outras 
encefalites, e, por isso, é essencial sua confirmação laboratorial. Apesar de novas técnicas, 
seu teste conclusivo ainda é a inoculação em camundongo. O objetivo do presente estudo 
foi estabelecer um modelo animal experimental que permita um teste biológico mais 
precoce e eficaz da doença. Para tanto foram inoculados 57 camundongos de ambos os 
sexos — 31 híbridos (BALB/c x C57BL/6)F1 e 26 Swiss — com amostras positivas de 
cérebros bovinos, e comparados os períodos de ocorrência (dias) da morte dos 
camundongos. Os resultados demonstraram diferença significativa entre fêmeas F1 (11,50 
± 0,97) e fêmeas Swiss (15,71 ± 2,56). Para análise estatística empregou-se a análise de 
variância e o teste F de Fisher (α = 0,05). Concluiu-se que as fêmeas de camundongos da 
linhagem híbrida (BALB/c x C57BL/6)F1 devem ser escolhidas como modelo 
experimental em substituição a fêmeas da linhagem Swiss para diagnóstico mais precoce 
no teste biológico quando o material de inoculação for cérebro de bovinos eutanasiados, e 
que o fato de o material de inoculação provir de bovinos eutanasiados ou que vieram a 
óbito pela enfermidade deve ser levado em conta na escolha do melhor modelo animal a 
ser indicado para o teste biológico da raiva. 
 
Palavras-chave: Modelo animal; Camundongos; Teste biológico; Diagnóstico da raiva 
bovina 
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AN ANIMAL MODEL FOR THE INOCULATION TEST IN CATTLE 
RABIES DIAGNOSIS. 

Abstract 

Because rabies is a zoonosis with a fatal outcome and is clinically indistinguishable from 
other encephalites, laboratory confirmation is essential for its diagnosis. Despite the 
availability of new techniques, the conclusive test of rabies is still the mouse inoculation 
test (MIT). The purpose of the present study was to establish an experimental animal 
model that allows for an earlier and more effective biological test of the disease. For such, 
a total of 57 male and female mice—31 (BALB/c × C57BL/6) F1 hybrids and 26 Swiss—
were inoculated with positive samples of bovine brain tissue and the numbers of days 
elapsed until death were compared. The results revealed a significant difference between 
F1 females (11.50 ± 0.97) and Swiss females (15.71 ± 2.56). Analysis of variance and 
Fisher’s F test (α = 0.05) were used for statistical analysis. In conclusion, female mice of 
the hybrid strain (BALB/c × C57BL/6) F1 should be chosen instead of Swiss female mice 
as experimental model for earlier diagnosis of rabies with MIT when the inoculation 
material consists of brain tissue from euthanized cattle. Also, the type of inoculation 
material (i.e., from euthanized cattle or from animals that died of the disease) should be 
taken into account when selecting the animal model to be adopted for the rabies 
inoculation test. 
 
Keywords: Animal model; Mice; Mouse inoculation test; Cattle rabies diagnosis 
 

1. Introdução 

A raiva é uma encefalite viral cujos sintomas podem ser confundidos com os de 

outras encefalites. Portanto, os resultados da análise laboratorial são imprescindíveis para 

confirmar a suspeita da enfermidade (Baer, 1975; Nilsson e Sugay, 1966a, 1966b). 

Por ser o diagnóstico laboratorial da raiva de extrema importância, as técnicas 

recomendadas devem ser bem aplicadas e levadas em conta as limitações de cada teste 

(Peixoto et al., 2000). 

Dentre os testes de diagnóstico mais utilizados está o biológico, descrito por 

Webster e Dawson (1935) como uma técnica de inoculação intracerebral de material 

biológico contaminado com vírus rábico, em animal de experimentação. Até hoje é 

considerado o teste de diagnóstico conclusivo para a raiva, principalmente em materiais 

suspeitos que foram negativos em outros testes, como o de imunofluorescência direta 

(World Health Organization, 2004). 
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Germano et al. (1977) também se referem ao teste biológico como o mais seguro 

para o diagnóstico da raiva. Apesar de sua importância, os autores citam que esse método 

tem a desvantagem de ser demorado, pois é necessário esperar o desenvolvimento da 

sintomatologia e a morte do animal inoculado. 

Após estudos experimentais em vários animais, o camundongo foi escolhido como 

modelo animal a ser utilizado no teste biológico para o diagnóstico da raiva, por se mostrar 

muito sensível ao vírus rábico (Kaplan, 1976; Bier, 1990). 

Embora os camundongos sejam sensíveis ao vírus, apresentam um período de 

incubação de oito a catorze dias e morte, de nove a doze dias (Bier, 1990), que pode ser 

maior dependendo de alguns fatores como a quantidade de vírus presente no material 

testado (Mori e Lemos, 1998) e as reações individuais do camundongo inoculado. Até o 

momento, a linhagem de  camundongo normalmente utilizado para esse fim é a Swiss, 

portadora de constituição genética desconhecida, que apresenta heterozigose de cerca de 

99% (Santos, 2002). 

Considerando as reações individuais de camundongos heterogênicos, a 

padronização genética desses animais foi possível em razão de amplos estudos realizados 

na espécie (Benavides e Guénet, 2003). Com o desenvolvimento de linhagens 

consangüíneas ou isogênicas, possibilitou-se a realização de estudos científicos em que as 

únicas variáveis presentes fossem aquelas as quais o pesquisador estava testando, ou seja, a 

variabilidade individual foi anulada (Santos, 2002). 

Por causa da pequena prolificidade dessas linhagens, Santos (2002) também 

esclarece que se têm utilizado linhagens resultantes do primeiro cruzamento entre duas 

linhagens homozigotas chamadas de híbridas F1, que mantêm a característica de 

uniformidade entre os irmãos, mas são mais prolíferas e resistentes do que as linhagens 

homozigotas. 

Ao se realizar o teste biológico para raiva, pode-se deparar com diversos fatores 

que, se presentes, diminuem a confiabilidade do teste. Dentre os fatores estão o estado de 

conservação da amostra (Albas et al., 1999), se a amostra é proveniente de animal que veio 

a óbito pela enfermidade ou de animal eutanasiado (Mori e Lemos, 1998) e as reações 

individuais dos camundongos (Benavides e Guénet, 2003), utilizados no teste. 

Levando-se em conta que o teste de inoculação em camundongos ainda é uma 
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ferramenta essencial para o diagnóstico da raiva, o presente trabalho teve como objetivo 

estabelecer um modelo animal precoce e eficaz para a realização do teste biológico de 

raiva bovina, verificando o efeito da linhagem, do sexo, da idade e do material de 

inoculação sobre o período de ocorrência da morte de camundongos. 

2. Materiais e Métodos 

2.1 Animais 

Foram utilizados 57 camundongos machos e fêmeas, de padrão sanitário 

convencional (Institute of Laboratory Animal Resources, 1996) provenientes do Biotério 

Central do Centro de Ciências Biológicas e da Saúde da Universidade Federal de Mato 

Grosso do Sul (UFMS) e do Biotério do Laboratório de Diagnóstico de Doenças Animais 

da Agência Estadual de Defesa Sanitária Animal e Vegetal de Mato Grosso do Sul 

(IAGRO), localizados em Campo Grande, MS. Aos animais foram fornecidos: fotoperíodo 

de doze horas de claro e doze horas de escuro; alojamento em gaiolas de plástico de acordo 

com as recomendações internacionais de densidade populacional (Institute of Laboratory 

Animal Resources, 1996); ração comercial Nuvilab CR-1® (Nuvital, Curitiba, PR, Brasil); 

água ad libitum, cama de maravalha de Pinnus sp. peneirada. As condições de climatização 

existentes no Biotério Central da Universidade, com temperatura de 22ºC ± 2ºC, umidade 

relativa do ar de 60% ± 10% e as condições de climatização do Biotério da IAGRO, por 

meio de ar-condicionado central com  controle de temperatura  de 22ºC ± 2ºC. 

Os animais avaliados foram: 

a) camundongos – linhagem outbred ou heterogênica – Swiss: cinco machos e seis 

fêmeas de cinco dias de idade; oito machos e sete fêmeas de 21 dias de idade, 

provenientes do Biotério da IAGRO; 

b) camundongos – linhagem híbrida (BALB/c x C57BL/6)F1: resultantes de 

cruzamentos de linhagens inbred ou isogênicas de fêmeas BALB/c com machos 

C57BL/6: sete machos e oito fêmeas de cinco dias de idade; oito machos e oito 

fêmeas 21 dias de idade, provenientes do Biotério Central da UFMS. 
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2.2 Tratamentos 

Foram 16 tratamentos agrupados em quatro fatores com dois níveis em cada um: 

a) fator linhagem: linhagem outbred ou heterogênica – Swiss e linhagem híbrida 

F1 (BALB/c x C57BL/6)F1; 

b) fator sexo: machos e fêmeas; 

c) fator idade: cinco dias de idade e 21 dias de idade; 

d) fator material: cérebro de bovinos eutanasiados e de cérebro de bovinos que 

vieram a óbito. 

Os tratamentos foram organizados em um esquema fatorial  2x2x2x2. 

2.3 Fator material 

Foram dois os fatores materiais utilizados: 

a) fator material 1: pool de três cérebros positivos no teste de imunofluorescência 

direta para raiva, coletados de bovinos eutanasiados; 

b) fator material 2: pool de três cérebros positivos no teste de imunofluorescência 

direta para raiva, coletados de bovinos que vieram a óbito pela enfermidade. 

Para o fator material 1 foram utilizados treze camundongos outbred e dezesseis 

camundongos Híbridos F1, distribuídos em grupos de dois machos e três fêmeas com cinco 

dias de idade e quatro machos e quatro fêmeas com 21 dias de idade da linhagem Swiss. E 

grupos de quatro machos e quatro fêmeas com cinco dias de idade e quatro machos e 

quatro fêmeas com 21 dias de idade da linhagem (BALB/c x C57BL/6)F1. 

Para o fator material 2 foram utilizados treze camundongos outbred e quinze 

camundongos híbridos F1, distribuídos em grupos de três machos e três fêmeas com cinco 

dias de idade e quatro machos e três fêmeas com 21 dias de idade da linhagem Swiss. E 

grupos de três machos e quatro fêmeas com cinco dias de idade e quatro machos e quatro 

fêmeas com 21 dias de idade da linhagem (BALB/c x C57BL/6)F1. 

A metodologia descrita nos subitens 2.1, 2.2 e 2.3 está sumarizada na Figura 1. 
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Figura 1- Distribuição dos tratamentos nos camundongos híbridos e swiss, segundo a 
amostra e a idade dos camundongos. 

 
 
 

Dos 64 camundongos planejados para compor a amostra foi possível utilizar apenas 

63 animais. O isolamento do vírus da raiva pela técnica de imunofluorescência direta, a 

partir das amostras dos 63 camundongos inoculados que vieram a óbito, foi possível em 57 

animais. Dos seis camundongos Swiss dos quais não foi isolado o vírus, três morreram três 

dias após a inoculação por morte inespecífica e três, que já apresentavam sintomas, foram 

canibalizados pela mãe 

2.4 Ambiente 

Os camundongos foram inoculados e mantidos em sala da ala de infectório no 

laboratório da IAGRO, à temperatura de 22°C ± 2°C. 
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2.5 Material biológico 

Os materiais biológicos foram provenientes de cérebros de bovinos enviados ao 

Laboratório da IAGRO para análise e que se apresentaram positivos na prova de 

imunofluorescência. “Escolhidos” três materiais de bovinos que foram eutanasiados, 

reunidos em forma de um pool (fator material 1) e três materiais de bovinos que foram a 

óbito pela enfermidade e também reunidos em um pool (fator material 2). 

2.6 Preparo do material biológico 

2.6.1 Para o teste biológico 

Realizado segundo Koprowski (1976), o material encefálico de três bovinos 

eutanasiados foi homogeneizado, retirado um grama, macerado em gral estéril e 

adicionados 4 mililitros (ml) de solução fisiológica. 

Foi realizado o mesmo procedimento para os três cérebros de bovinos que vieram a 

óbito pela enfermidade. 

Os materiais resultantes foram mantidos sob refrigeração (2°C a 8°C), para inocular 

em camundongos, no mesmo dia, por via intracerebral. 

2.6.2 Para o teste de imunofluorescência 

Com as partes colhidas do cérebro dos camundongos, foi feita a impressão em 

lâmina de microscópio suavemente. Essas impressões, delimitadas por campos marcados 

na lâmina, foram secas por 30 minutos à temperatura ambiente e fixadas em acetona, 

mantendo-as incubadas por duas a quatro horas a -20°C. As lâminas foram secas 

novamente à temperatura ambiente (Tierkel, 1976). 

2.7 Testes 

2.7.1 Teste biológico- Inoculação intracerebral em camundongos (IIC) 

Foram realizadas inoculação intracerebral em camundongos, com 0,01 ml por 
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animal, nos camundongos de cinco dias de idade e 0,02 ml por animal em camundongos 

com 21 dias, segundo técnica preconizada por Koprowski (1976). 

Foram inoculados 57 camundongos, destes 26 camundongos Swiss e 31 híbridos 

(BALB/c x C57BL/6)F1. 

Os 26 camundongos Swiss foram divididos em: tratamento 1, cinco camundongos 

(dois machos e três fêmeas) com cinco dias de idade e oito (quatro machos e quatro 

fêmeas) com 21 dias de idade; e tratamento 2, seis camundongos (três machos e três 

fêmeas) com cinco dias de idade e sete camundongos (quatro machos e três fêmeas) com 

21 dias de idade. 

Os 31 camundongos híbridos (BALB/c x C57BL/6)F1 foram divididos em: 

tratamento 1, oito camundongos (quatro machos e quatro fêmeas) com cinco dias de idade 

e oito camundongos (quatro machos e quatro fêmeas) com 21 dias de idade; e tratamento 2, 

em sete camundongos (três machos e quatro fêmeas) com cinco dias de idade e oito 

camundongos (quatro machos e quatro fêmeas) com 21 dias de idade. 

Os camundongos foram observados até sua morte e logo após, foi colhido o cérebro 

de cada um e realizada o teste de imunofluorescência direta para raiva. 

2.7.2 Teste de imunofluorescência (IF) 

As lâminas contendo impressões do material encefálico dos camundongos foram 

cobertas com conjugado anti-rábico fluorescente e examinadas em microscópio de 

fluorescência, em aumento de 100 vezes, segundo a técnica descrita por Dean e Abelseth 

(1976). A prova foi realizada no laboratório da IAGRO. 

2.8 Análise estatística 

O delineamento adotado foi o inteiramente casualizado com os tratamentos no 

esquema fatorial (2×2×2×2) com diferente número de repetições, empregando-se o 

seguinte modelo estatístico: 

Yijklm =  µ + Ti + Lj + Sk + Il + (TxL)ij + (TxS)ik + (TxI)il + (LxS)jk + (LxI)jl + 

(SxI)kI + (TxLxS)ijk + (TxLxI)ijl + (TxSxI)ikl + (LxSxI)jkl + (TxLxSxI)ijkl + 

εijklm
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onde: 

Yijklm = nº de dias da inoculação até o óbito do i ésimo material, j ésima linhagem, 

k ésimo sexo e l ésima idade na m ésimo camundongo; 

µ = média geral; 

Ti = efeito do i ésimo material; 

Lj = efeito da j ésima linhagem; 

Sk = efeito do k ésimo sexo; 

Il =efeito do l ésima idade; 

εijklm = erro aleatório. 

Para a identificação de diferenças estatísticas empregou-se a análise de variância e 

o teste F de Fischer com um nível de 5% de significância. 

3. Resultados 

A análise estatística demonstrou haver interação significativa entre as variáveis: 

idade e material (p = 0,0016) e entre linhagem, sexo e material (p = 0,0164). 

Os valores obtidos do período de ocorrência (dias) da morte dos animais das 

linhagens de camundongos (BALB/c x C57BL/6)F1 híbrida e Swiss (convencional) de 

machos e fêmeas, inoculados com material de cérebros de bovinos eutanasiados e dos que 

vieram a óbito pela enfermidade, estão apresentados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente. 

Foi observada diferença significativa entre as duas linhagens apenas nos 

camundongos fêmeas inoculados com material de cérebros de bovinos eutanasiados  

(Tabela 1). 

Observou-se também que houve diferença significativa entre machos e fêmeas 

apenas nos camundongos da linhagem Swiss inoculados com material de cérebros de 

bovinos eutanasiados (Tabela 1). 

Os percentuais de mortalidade em três intervalos de dias após a inoculação, obtidos 

nos machos e nas fêmeas e nas duas linhagens estudadas estão apresentados na Tabela 3. 

Observa-se uma maior concentração de mortalidade do 9º ao 14º dia após a inoculação. 
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Tabela 1 

Valores (média ± desvio-padrão) do período de ocorrência (dias) da morte de camundongos da 
linhagem híbrida F1 (BALB/c x C57BL/6)F1 e da linhagem Swiss, fêmeas e machos, inoculados 
com material de cérebros positivos para raiva provenientes de bovinos eutanasiados 

Linhagens Fêmeas Machos Valor- p 

Híbrida F1 11,50 a,A ± 0,926 
n = 8 

12,50 a,A ± 1,069 
n = 8 p = 0,2229 

Swiss 15,71 b,B ± 2,563 
n = 7 

12,67 a,A ± 2,503 
n = 6 p = 0,0017 

Valor-p p < 0,0001 p = 0,8906  

Médias seguidas de letras minúsculas diferentes na coluna indicam diferença significativa (p < 0,05) pelo 
teste F de Fisher na ANAVA. 
Médias seguidas de letras maiúsculas diferentes na linha indicam diferença significativa (p < 0,05) pelo teste 
F de Fisher na ANAVA. 
 

Tabela 2 

Valores (média ± desvio-padrão) do período de ocorrência (dias) da morte de camundongos da 
linhagem híbrida F1 (BALB/c x C57BL/6)F1 e da linhagem Swiss, fêmeas e machos inoculados 
com material de cérebros positivos para raiva provenientes de bovinos que vieram a óbito pela 
enfermidade 

Linhagens Fêmeas Machos Valor-p 

Híbrida F1 10,13 a,A ± 1,356 
n = 8 

9,57 a,A ± 1,813 
n = 7 p = 0,5887 

Swiss 9,67 a,A ± 1,033 
n = 6 

9,29 a,A ± 2,138 
n = 7 p = 0,7485 

Valor-p p = 0,6023 p = 0,7400  

Médias seguidas de letras minúsculas diferentes na coluna indicam diferença significativa (p < 0,05) pelo 
teste F de Fisher na ANAVA.Médias seguidas de letras maiúsculas diferentes na linha indicam diferença 
significativa (p < 0,05) pelo teste F de Fisher na ANAVA.  
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Tabela 3 
Percentual de mortalidade das linhagens de camundongos híbridos F1 (BALB/c x C57BL/6)F1 e 
Swiss, e percentual de mortalidade por sexo de camundongos, inoculados com materiais positivos 
para raiva por intervalo de dias após inoculação 

Linhagens  Sexo  
Intervalos (dias) 

Híbrida F1 Swiss Fêmeas Machos 

6 – 8 3,2 7,7 - 10,7 

9 – 14 96,8 69,2 82,8 85,7 

15 – 19 - 23,1 17,2 3,6 
 

               Os valores obtidos do período de ocorrência (dias) da morte dos camundongos nas 

faixas etárias de 5 e 21 dias de idade, inoculados com material de cérebros de bovinos 

eutanasiados e de bovinos que vieram a óbito pela enfermidade estão apresentados na 

Tabela 4. 

Foi observada diferença significativa entre as duas idades em camundongos de 

cinco dias inoculados com material de cérebros de bovinos eutanasiados e em 

camundongos de 21 dias de idade inoculados com material de cérebros de bovinos que 

vieram a óbito pela enfermidade (Tabela 4). 

Os valores obtidos do período de ocorrência (dias) da morte dos camundongos 

inoculados com material de cérebros de bovinos eutanasiados e de bovinos que vieram a 

óbito pela enfermidade, da linhagem de camundongos híbridos (BALB/c x C57BL/6)F1 e 

Swiss, machos e fêmeas de 5 e 21 dias de idade, estão apresentados nas Tabelas 5 e 6, 

respectivamente. 

Foi observada diferença significativa entre os dois materiais de inoculação na 

linhagem híbrida (BALB/c x C57BL/6)F1 apenas em camundongos machos de 21 dias de 

idade, inoculados com materiais de cérebros de bovinos que vieram a óbito pela 

enfermidade (Tabela 5). 

Não foi observada diferença significativa entre os dois materiais de inoculação, 

cérebros de bovinos eutanasiados e que vieram a óbito pela enfermidade, apenas em 

camundongos machos de cinco dias de idade na linhagem Swiss (Tabela 6). 

Os percentuais de mortalidade em três intervalos do período de ocorrência obtido 

nos camundongos de cinco e 21 dias de idade e nos dois materiais de inoculação estudados 

estão apresentados na Tabela 7. 
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Tabela 4 

Valores (média ± desvio-padrão) do período de ocorrência (dias) da morte de camundongos com 
idades de 5 e 21 dias, inoculados com material de cérebros positivos para raiva provenientes de 
bovinos eutanasiados e de bovinos que vieram a óbito pela enfermidade 

Idade Cérebro de bovinos 
eutanasiados  Cérebro de bovinos que vieram 

a óbito pela enfermidade 

5 dias 12,2 a ± 1,363 
N = 13  

10,5 b ± 2,025 
n = 13 

21 dias 13,7 b ± 2,822 
N = 16  

8,9 a ± 0,258 
n = 15 

Valor-p p = 0,0249  p = 0.0166 

Médias seguidas de letras diferentes na coluna indicam diferença significativa (p < 0,05) pelo teste F de 
Fisher na ANAVA. 

Tabela 5 

Valores (média ± desvio-padrão) do período de ocorrência (dias) da morte de camundongos 
inoculados com material positivo para raiva proveniente de cérebros de bovinos eutanasiados e de 
bovinos que vieram a óbito pela enfermidade, na linhagem híbrida (BALB/c x C57BL/6)F1, 
fêmeas e machos de 5 e 21 dias de idade 

Material de cérebro 
de bovinos 

5 dias 21 dias  5 dias 21 dias 

Eutanasiados 11,75 a ± 0,500 
n = 4 

11,25 a ± 1,258 
n = 4 

 11,75 a ± 0,500 
n = 4 

13,3 b ± 0,957 
n = 4 

Que vieram a óbito 
pela enfermidade 

11,25 a ± 0,957 
n = 4 

9,00 a ± 0,000 
n = 4 

 10,33 a ± 2,887 
n = 3 

09,00 a ± 0,000 
n = 4 

Valor-p p = 0,6640 p = 0,0557  p = 0,2577 p = 0,0006 

Médias seguidas de letras diferentes na coluna indicam diferença significativa (p < 0,05) pelo teste F de 
Fisher na ANAVA. 
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Tabela 6 

Valores (média ± desvio-padrão) do período de ocorrência de dias da morte de camundongos 
inoculados com material positivo para raiva proveniente de cérebros de bovinos eutanasiados e de 
bovinos que vieram a óbito pela enfermidade na linhagem Swiss, fêmeas e machos, de 5 e 21 dias 
de idade 

Material de cérebros 
de bovinos 

5 dias 21 dias  5 dias 21 dias 

Eutanasiados 14,00 b ± 2,000 
n = 3 

17,00 b ± 2,309 
n = 4 

 11,50 a ± 0,707 
n = 2 

13,25 b ± 2,986 
n = 4 

Que vieram a óbito 
pela enfermidade 

10,33 a ± 1,155 
n = 3 

9,00 a ± 0,000 
n = 3 

 10,00 a ± 3,464 
n = 3 

8,75 a ± 0,500 
n = 4 

Valor-p p = 0,0082 p ≤ 0,0001  p = 0,3152 p = 0,0003 

Médias seguidas de letras diferentes na coluna indicam diferença significativa (p < 0,05) pelo teste F de 
Fisher na ANAVA. 

Tabela 7 

Percentual de mortalidade de camundongos por idade e por material de cérebro bovino, inoculados 
com materiais positivos para raiva, por intervalo de dias após a inoculação 

Idade  Material de cérebro de 
bovinos  

Intervalo (dias) 
5 dias 21 dias Eutanasiados 

Que vieram a 
óbito pela 

enfermidade 

6 – 8 7,7% 3,2% - 10,7% 

9 – 14 88,5% 80,7% 79,3% 89,3% 

15 – 19 3,8% 16,1% 20,7% - 

4. Discussão 

Para melhor entendimento, a discussão dos resultados será enfocada de forma 

sistemática. Inicialmente, abordando-se a interferência da linhagem e sexo, em seguida, da 

idade dos camundongos e, finalmente, a relevância da origem do material de cérebro 

bovino de animais eutanasiados (PE) ou que vieram a óbito pela raiva (PM). 

A diferença superior da linhagem de camundongos híbridos (BALB/c x 

C57BL/6)F1 em relação aos heterogênicos (Swiss), observada nas fêmeas inoculadas com 

material de cérebros de bovinos eutanasiados (Tabela 1), pode ser explicada por uma maior 

suscetibilidade da linhagem. Essa condição deve-se ao fato de que, ao se utilizarem 

camundongos híbridos F1, que são animais genéticos e fenotipicamente uniformes, 
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eliminou-se a variabilidade genética individual (Benavides e Guénet, 2003). A resposta 

mais uniforme da linhagem híbrida F1 também foi observada no presente trabalho ao se 

verificar uma maior concentração de mortalidade (96,8%) de nove a catorze dias após a 

inoculação dos materiais em relação à linhagem Swiss (69,2%) no mesmo período (Tabela 

3). 

A linhagem híbrida F1 mostrou-se tão eficiente quanto a Swiss nos machos 

inoculados com material PE e nos machos e fêmeas inoculados com material PM, pois 

nesses casos não se observou diferença significativa entre as duas linhagens. 

Na comparação das médias do período de ocorrência de morte entre os sexos, os 

camundongos machos e fêmeas de linhagem híbrida F1 comportaram-se de maneira 

semelhante nos dois materiais inoculados. Comportamento este também verificado tanto 

em camundongos manchos como em fêmeas quando inoculados com material PM na 

linhagem Swiss. Esses resultados concordam com as observações feitas por Koprowski 

(1976), que relata não haver diferença de suscetibilidade para o vírus da raiva entre 

camundongos machos e fêmeas. Essa semelhança entre os sexos, independente do material 

e da linhagem, também pôde ser observada no percentual de mortalidade de 82,8% nas 

fêmeas e 85,7% nos machos no intervalo de nove a catorze dias após a inoculação (Tabela 

3). 

Os camundongos fêmeas da linhagem Swiss inoculados com material PE 

demoraram mais tempo para morrer quando comparados aos machos da mesma linhagem 

(Tabela 1). Esse resultado pode ter ocorrido por causa da heterogeneidade genética dos 

animais dessa linhagem. Embora os camundongos sejam muito estudados e suas 

características fisiológicas conhecidas, quando utilizam os camundongos não-

consangüíneos, como a linhagem Swiss, é difícil avaliar se o resultado obtido na prova foi 

por causa do material testado ou da resposta individual (Santos, 2002). 

Em relação à idade dos camundongos inoculados com PE, que normalmente 

apresentam uma quantidade menor de vírus, a melhor eficiência observada nos animais 

com cinco dias de idade pode ser entendido pelo fato de os animais lactentes mais novos 

serem mais sensíveis ao vírus da raiva. Sensibilidade esta relatada por Côrtes et al. (1979) 

no trabalho realizado com inoculação intracerebral de saliva de cães com raiva em 

camundongos de cinco a oito dias de idade (lactentes) e de quatro a seis semanas de idade 

(adultos), no qual verificou que os lactentes eram mais sensíveis que os adultos.  
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Também foi relatado por Bourhy et al. (1989) que ao substituir os camundongos 

adultos por camundongos lactentes, no teste biológico, diminuiu-se o período de incubação 

da enfermidade que é entre sete e vinte dias para cinco e sete dias. Neste trabalho, em que 

foram utilizados camundongos lactentes e camundongos recém-desmamados, o período de 

incubação verificado foi entre seis e doze dias em camundongos com cinco dias de idade e 

entre oito e treze dias em camundongos com 21 dias de idade. 

Ao contrário do observado com a inoculação de PE, os camundongos de 21 dias de 

idade inoculados com PM apresentaram uma mortalidade média mais precoce na prova 

biológica que os de cinco dias de idade. Esse resultado, divergente do obtido por Casals 

(1940) que comprovou em estudo comparativo com a inoculação de camundongos com 

vírus rábico de sete a nove dias, vinte dias e sessenta dias que os de sete a nove dias se 

apresentavam mais sensíveis, pode ser explicado pelo maior desenvolvimento do sistema 

imunológico dos animais com 21 dias de idade que produzem uma quantidade maior de 

anticorpos em menor tempo em resposta a um material com uma maior concentração de 

vírus. Essa maior produção de anticorpos pode atacar as células nervosas infectadas pelo 

vírus da raiva com maior intensidade, levando os animais a óbito mais precocemente. 

Ao avaliar a variabilidade do período de ocorrência de óbito dos camundongos 

observou-se que a maior concentração ocorreu no intervalo de nove a catorze dias após a 

inoculação dos materiais tanto nos camundongos de cinco dias de idade como nos de 21. 

Os camundongos apresentaram sintomatologia clínica a partir do 5º ao 13º dias 

após inoculação, como sinais de excitação, pêlos eriçados, incoordenação, evoluindo para 

apatia, paralisia e morte de um a seis dias após o início da sintomatologia (seis a dezenove 

dias após inoculação). Estes demonstram uma mortalidade mais precoce do que aquela 

obtida por Gomes (2004), que ao realizar trabalho com 74 amostras provenientes de 

bovinos, eqüídeos, caprinos, cães, observou que os camundongos inoculados com material 

de cérebro de bovinos apresentaram um período de incubação de sete a dezesseis dias, com 

morte de um a oito dias após início dos sintomas. 

Em relação aos materiais de inoculação estudados observou-se que o material PM 

induziu a uma mortalidade mais precoce nos camundongos de 21 dias das duas linhagens 

avaliadas em relação ao material PE (Tabelas 5 e 6), considerando o valor p = 0,0557 como 

significativo. Esse resultado já era esperado por causa de uma possível menor quantidade 

de vírus no material PE. 
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Apesar da literatura recomendar (Germano et al., 1977) que os animais com 

sintomatologia nervosa sejam observados até a morte, o envio de materiais para o 

diagnóstico laboratorial de raiva de bovinos eutanasiados também ocorre. Por esse motivo, 

autores como Mori e Lemos (1998) têm recomendado que ao se proceder à eutanásia de 

bovinos com sintomatologia nervosa enviem ao laboratório outras partes do sistema 

nervoso como a medula e de preferência todo o cérebro.O procedimento de se recomendar 

o envio ao laboratório de outras partes do sistema nervoso é reforçado por observação feita 

por Bingham e van der Merwe (2002) que realizaram estudo para detectar a região do 

sistema nervoso central de maior concentração de vírus rábico. Observaram que a 

distribuição de vírus não é homogênea e que o tronco encefálico é a região de maior 

detecção do vírus, enquanto que regiões como o cérebro contém uma menor quantidade 

viral. Esse resultado pode sugerir que mesmo animais que foram a óbito pela raiva podem 

apresentar reações falso-negativas aos testes laboratoriais, dependendo da porção do 

sistema nervoso enviado para diagnóstico. Apesar das observações relatadas pelos autores, 

em nosso estudo em que utilizamos apenas cérebro para a realização de pesquisa de vírus 

rábico, tanto os materiais de bovinos eutanasiados quanto os que vieram a óbito pela 

enfermidade, apresentaram resultados positivos. 

Considerando os camundongos de cinco dias de idade, o material PM induziu a 

uma mortalidade mais precoce que o material PE apenas nos camundongos fêmeas da 

linhagem Swiss (Tabelas 5 e 6). O fato de os dois materiais não terem causado uma 

resposta diferente nos animais com cinco dias de idade pode ser explicado pela 

imaturidade do sistema imunológico desses animais que não respondem de forma eficiente 

a uma maior concentração de vírus no material. 

O melhor resultado observado para o material PM, independente do sexo, da idade 

e da linhagem, também pôde ser constatado ao se verificar  o percentual de mortalidade de 

100% para o PM e 79,3% para o PE nos intervalos de seis a oito dias e de nove a catorze 

dias após a inoculação (Tabela 7). 

5. Conclusões 

Nas condições em que foi realizado o presente trabalho, os resultados permitiram-

nos concluir que: 
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As fêmeas de camundongos da linhagem híbrida (BALB/c x C57BL/6)F1 devem 

ser escolhidas como modelo experimental em substituição às fêmeas de camundongos da 

linhagem Swiss para o diagnóstico mais precoce do teste biológico, quando o material de 

inoculação for cérebro de bovinos eutanasiados; não há preferência entre a linhagem de 

camundongos híbridos (BALB/c x C57BL/6)F1 e a de camundongos Swiss para o 

diagnóstico nos machos, quando o material de cérebros bovinos positivos para raiva for 

proveniente de bovinos eutanasiados, e, nos camundongos machos e fêmeas, quando o 

material for proveniente de bovinos que vierem a óbito pela enfermidade. 

Para o resultado mais precoce do teste biológico, independente da linhagem ou do 

sexo, podem-se indicar camundongos de cinco dias de idade quando o material de 

inoculação for cérebro de bovinos eutanasiados, e camundongos de 21 dias de idade 

quando o material de inoculação for cérebro de bovinos que vierem a óbito pela 

enfermidade. 

O material proveniente de bovinos que vierem a óbito pela enfermidade deve ser 

preferido em relação ao material de bovinos eutanasiados para inoculação em 

camundongos de 21 dias de idade de ambos os sexos e linhagens e em camundongos 

fêmeas de cinco dias de idade da linhagem Swiss, e não há preferência de material de 

cérebros de bovinos eutanasiados ou de bovinos que vierem a óbito pela enfermidade 

quando inoculados em camundongos de cinco dias de idade de ambos os sexos da 

linhagem F1 ou em camundongos machos de cinco dias de idade da linhagem Swiss. 

O material de inoculação proveniente de bovinos eutanasiados ou que vierem a 

óbito pela enfermidade influencia na escolha do melhor modelo animal a ser indicado para 

o teste biológico. 

A indicação da linhagem híbrida (BALB/c x C57BL/6)F1 não traz resultados 

inferiores à linhagem Swiss no teste biológico com material de bovinos positivos para 

raiva. 
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