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RESUMEN

De una vaca mestiza cebi, atacada de rabia, en el Municipio de Sao Fidelis en el
Estado de Rio de Janeiro, aislamos virus de rabia del rifién, corazén y cerebro, por
inoculacién intracerebral de las emulsiones de estos tejidos, en ratones lactantes (4
dias de edad) y adultos (21 dias de edad).

Las muestras de virus aisladas de los diferentes tejidos, fueron identificadas como
virus rdbico por la presencia de corpisculos de Negri en el citoplasma de las células
nerviosas de los cerebros de los ratones inoculados y por la prueba de suero-neutra-
lizacion, utilizdndose para esta prueba un suero antirrdbico de reconocida capacidad
neutralizante,

SUMARIO

De uma vaca mestiga zebd, acometida de raiva, no Municipio de SZo Fidelis no
Estado do Rio de Janeiro, isolamos virus da raiva do rim, coragao e cérebro, por
inoculagdo intracérebral das emulsoes desdes tecidos, em camundongos lactantes
(4 dias de idade) e adultos (21 dias de idade).

As amostras de virus isoladas dos diferentes tecidos, foram identificadas como virus
rabico pela formacac de Corpisculos de Negri no citoplasma das células nervosas
dos cérebros dos comundongos inoculados e pela prova de soro-neutralizagao, utili-
zandose para esta prova um soro anti-rdbico de reconhecida capacidade neutralizante.

ABSTRACT

We isolated rabies virus from kidney, heart, and brain of a cow naturally infected
in the Municipio of Sdo Fidelis, State of Rio de Janeiro (Brazil), by intracerebral
inoculation in baby and adult mice.

The strains of the virus isolated from different tissues were identified as rabies virus
by presence of Negri bodies in the cytoplasm of the nervous cells of the brains of the
mice inoculated and by neutralization test using a standarized rabies serum.

*Comunicacién presentada a la Sociedad Brasileira de Medicina Veterinaria en la Sesién
del dia 22 de agosto de 1966.
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INTRODUCCION

La presencia del virus ribico en tejidos
no nerviosos ha dado oportunidad a diver-
sos trabajos por parte de los especialistas
en rabia. Estos trabajos han sido orienta-
dos hacia determinados portadores natu-
rales del virus, principalmente murciélagos
y carnivoros silvestres. Asi, Johnson (4),
en 1959, al estudiar casos naturales de
rabia en zormrillo o mofeta (Spotted
Skunk), aislé virus rabico de los tejidos
mamarios y renales.

En murciélagos Tadarida b. mexicana,
experimentalmente infectados, Sulkin et.
al. (10), en 1957, demostraron el lipotro-
pismo del virus rabico aislandolo de la
glaindula interescapular (brown fat) vy
glandulas de murciélagos aparentemente
Sanos.

El virus rabico ha sido aislado del pul-
moén y otros tejidos de murciélagos, con-
forme demostraron claramente los traba-
jos de Bell et. al. (1), cuando en 1962
obtuvieron el virus del corazén, rifiones,
pulmén y bazo de los murciélagos insec-

tivoros Eptesicus fuscus, y posteriormente
Girard et. al. (3) en 1963, comunicaron
el aislamiento del virus rabico de los rifio-
nes, cerebro y glandulas inter-escapulares
(brown fat) de murciélagos Eptesicus fus-
cus y Myotis lucifugus. En el Brasil, la pri-
mera notificacién sobre el asunto resultd
de los trabajos de Silva y Souza (9),
cuando en 1966 aislaron virus rabico de
pulmén, corazdn, rifiones, vejiga. y otros
diferentes tejidos de murciélagos Desmo-
dus rotundus.

Sobre la base de los trabajos citados,
orientamos nuestras investigaciones hacia
diferentes tejidos de bovino, en casos na-
turales de infeccién rabica. Recientemente
relatamos el aislamiento del virus rabico
del rifién, corazén y cerebro de una vaca
atacada de rabia en condiciones natura-
les, siendo el propésitc de la presente
publicacién describir con mas detalles los
trabajos de aislamiento e identificacién del
virus rabico aislado del rifién, corazén y
cerebro de bovino naturalmente infectado.

MATERIALES Y METODOS

Los materiales que dieron origen al pre-
sente trabajo fueron obtenidos de una
vaca mestiza cebl, de aproximadamente
4 afios de edad, perteneciente a una ha-
cienda del Municipio de Sao Fidelis (21°
38’ 48" de latitud Sur, 41° 44" 44" de
longitud oeste de Greenwich y 24 metros
de altitud), en el Estado de Rio de Ja-
neiro, sacrificada en la maflana del dia
20 de julic de 1966.

El animal presentaba sintomas de rabia,
y lo que méas llamé nuestra atencién fue
el hecho de haber estado por 3 dias sin
poder levantarse, mientras su psiquismo
parecia normal. Era el tinico caso de rabia
observado en el rebafio de mas de 300
cabezas.

El rebafio de la hacienda estaba vacu-

nado contra la rabia y esta vaca habia
sido comprada hacia cerca de 3 meses,
sin haber sido vacunada en el lugar de
origen.

Sacrificamos el animal por chuzamien-
to y sangria total. Colectamos fragmentos
de cerebro, cerebelo y bulbo, asi como
también el rifién derecho, fragmentos de
higado, corazén y pulmén. La sangre pe-
riférica fue colectada adiciondndosele gli-
cerina en partes iguales. La orina fue
pipeteada y colocada en frasco esterilizado.

Los materiales asi recogidos, fueron de-
bidamente acondicionados en saco plastico
y colocados en caja térmica refrigerada, y
llevados el mismo dia al laboratorio, donde
fueron guardados a temperatura de me-

nos de 20°C.
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Procedimos inicialmente a la técnica
de Faraco (2) en los fragmentos de cuer-
nos de Ammon de la vaca sacrificada.

1. Aislamiento del virus. Preparamos
emulsiones individuales a 20% de cerebro,
rién, pulmén, corazén e higado. Estos
tejidos fueron pesados, después de lavarlos
previamente en suero fisiologico estéril
para eliminacién de la sangre. El rifién
* fue separado de su camada grasosa y cip-
sula, siendo finamente macerado en licua-
dora. De este tejido obtuvimos un volumen
de 400 ml de emulsién.

La orina fue medida y tratada con
antibiéticos y después de centrifugada fue
inoculada en ratones.

La sangre coagulada fue pesada y ma-
cerada en mortero, adicionandose suero
fisiolégico para obtener la concentracién
de 20%.

De la emulsién del rifién, se tomaron
10 ml, tratdndolos con 1000 UT de penici-
lina potasica y un miligramo de dihidro-
estreptomicina para cada mililitro. Las de-
mas emulsiones fueron también tratadas
con los antibidticos citados, Centrifugamos
las emulsiones obtenidas a 2,500 r.p.m. du-
rante 10 minutos, separando los sobrena-
dantes de los sedimentos. Después de esta
operacién, incubamos las emulsiones por
30 minutos a temperatura de 4°C. El
control bacteriolégico en caldo simple y
agar sangre de cada emulsién fue reali-
zado antes de proceder a las inoculaciones
intracerebrales en los ratones.

Los resultados de estas inoculaciones
estin resumidos en el cuadro I.

Pasados 12 dias, descongelamos la emul-
sion de rinén al 20% con cerca 400 ml,
dividiéndola en dos partes. Centrifugamos
nuevamente; inoculamos con cada parte,
ratones lactantes de 4 dias de edad, cuyos
resultados estin demostrados en las fi-
chas 7083 y 7084.

Las emulsiones fueron inoculadas en
ratones de 4 y 21 dias de edad por via
intracraneana en la dosis de 0.03 ml.
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A continuacién congelamos las diferen-
tes emulsiones a temperatura de menos
20°C para ser utilizadas de acuerdo con
las necesidades del desarrollo del trabajo.

2. Identificacion del virus. Para la iden-
tificacién de las muestras de virus aisla-
das del rifién, corazén y cerebro, realiza-
mos los siguientes exdmenes:

a) Histopatolégico

b} Prueba de suero-neutralizacién

a) El examen histopatolégico consistié en
hacer frotis en laminas de los cerebros
de los ratones adultos y lactantes, sacrifi-
cados después que presentaron los sinto-
mas de la enfermedad, utilizindose para
tal fin la técnica de Faraco (2).
b) En la prueba de suero-neutralizacién
utilizamos las muestras de virus aisladas
del bovino sacrificado. Estas muestras co-
rrespondian al primero, segundo y tercer
pasajes respectivamente para cerebro, ri-
nén y corazon en ratones.

Utilizamos un suero inmune con alto ti-
tulo de anticuerpos para el virus rabico,
proveniente del Instituto Oswaldo Cruz y
un suero normal de caballo.

La prueba consistié en colocar partes
iguales de las diluciones del virus, que
variaron de 10-% a 10! para el suero nor-
mal de caballo, y de 10-% a 10-1 para el
suero patrén, Agitamos bien los tubos,
permaneciendo las mezclas suero mds vi-
rus, en bafio-maria a 37°C por una hora.
Después de este periodo, los tubos que
contenian las mezclas eran transferidos a
un bafio de hielo, procediéndose a las
inoculaciones en los ratones de 21 dias de
edad, en la dosis de 0.03 ml. Para cada
dilucién utilizamos un lote de 6 ratones
observandose esos animales por un periodo
de 21 dias.

Para el calculo del titulo del virus y de
las dosis neutralizantes nos basamos en el
método de Reed y Muench (8), y consi-
deramos la neutralizacién de 100 DLg,
suficiente para establecer la identidad del
virus (12).
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RESULTADOS

Las diferentes emulsiones no revelaron
micro-organismos en los medios de caldo
simples y agar-sangre.

Los resultados de las inoculaciones de
las diversas emulsiones en ratones estan
resumidos en el cuadro I.

Emulsién de cerebro. Los ratones adul-
tos con 7 dias de inoculados, presentaron
sintomas de rabia, siendo sacrificados y
sus cerebros colectados parainvestigaciéon
de corptsculos de Negri y pasajes poste-
riores en raton.

Emulsién del rifién. La inoculacién de
la emulsién del rifidén en ratones de 4 dias
determind la presencia de sintomas de ra-
bia en el 8¢ dia, en dos ratones. Sacrifica-
mos uno de ellos, sometiendo el cerebro
al Faraco y nuevas inoculaciones (ficha
7123)). El otro ratén enfermo fue tam-
bién sacrificado, colectindose el cerebro
para la investigacién de corpisculos de
Negri y trabajos posteriores.

Un tercer ratén enfermé 21 dias des-
pués de inoculado, siendo el cerebro co-
lectado para la investigacién de corpiiscu-
los de Negri y nuevos pasajes.

Los ratones adultos inoculados con la
emulsion de rifién antes de la congelacién,
nada digno de nota presentaron en cl
periodo de observacion de 30 dias.

De la emulsién del rifion descongelado,
después de 12 dias de permanencia a me-
nos 20°C, obtuvimos el siguiente resul-
tado:

Porcién 1. Pasados 11 dias de la inocu-
lacién en los ratones lactantes, uno de
ellos se enfermd, siendo sacrificado. Parte
del cerebro fue sometido al Faraco y la
otra transformada en emulsién para la
inoculacién en ratones lactantes (ficha
7150).

Al 18% dia de la inoculacién muere un
ratén, en el 25? dia mueren dos ratones
més y finalmente el 27? dia mueren dos
ratones mas después de presentar sintomas
de la enfermedad. .

Porcién 2. Con 11 dias de incubaciéon
en ratones lactantes, amanece un ratén
enfermo, siendo sacrificado y su cerebro
sometido al Faraco. En el 21° dia después
de la inoculacién, un ratén mas enfermo,
siendo sacrificado para estudios posterio-
res.

Las porciones 1 y 2 correspenden a la
emulsién de rifén; después de la conge-
lacién fueron inoculadas en ratones lac-
tantes.

Las fichas 7076 y 7150 representan los
segundos pasajes del virus contenido en
la emulsién de rifién del bovino sacrifi-
cado, en ratones lactantes. Fstos ratones
se enfermaron en un periodo que varié de
7 a 9 dias.

Emulsién del corazén. La lectura de
la ficha 7033, correspondiente a la inocu-
lacién en ratones de 4 dias de edad de la
emulsién de corazén, nos da la siguiente
interpretacién: en el 7° dia de inocula-
cién enferma un ratén; este animal es sa-
crificado, siendo el cerebro emulsionado
para nueva inoculacién, lo que es hecho
con resuitado negativo. En el 11° dia de
inoculacién, muere otro sin presentar sin-
tomas, siendo despreciado. En el 14° dia
de la inoculacién, muere otro ratén sin
presentar sintomas, siendo el cerebro co-
lectado para pasajes y evidenciacién de
corptisculos de Negri. En el periodo de 30
dias de observacién no muere ningiin otro
ratén.

La ficha 7118, relativa a la inoculacién
del cerebro del ratén muerto en el 14°
dia, en ratén de 21 dias de edad, no nos
deja en duda en cuanto al aislamiento del
virus. En el periodo de incubacién de 8§
a 11 dias enferman y mueren la mayoria
de los ratones con sintomas de rabia. Los
cerebros son colectados para Faraco y nue-
vos pasajes. La orina y las demds emul-
siones, representadas por la sangre, pul-
moén e higado, resultaron negativas en las
inoculaciones en ratén.
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Cuapro |

MATERIAL NY 3399 — BOVINO SACRIFICADO EN LA FASE PARALITICA
EN EL MUNICIPIO DE‘SAO FIDELIS

Relacion

Investiga-
Incubacion de inoculados  cidn de los
Tejidos Dia dela  Dosis / muertos corpisculos
inoculados inoculacién en MI. Via Lactante Adulto  Lactante Adulio  de Negri
Cerebro 21-7-66 0.03 I. CER. —_ 7 dias — 9/9  Positivo
Corazén 25-7-66  0.03 1. CER. 14 dias — + 1/4 0/7  Positivo
Rifién 21-7-66  0.03 1. CER. 8-21 dias - ++ 3/8 0/7  Positiva
Pulmén 25-7-66  0.03 I. CER. — - 0/5 0/8
Higado 27-7-66  0.03 I. CER. e - 0/9 — —
Orina, 21-7-66  0.03 I. CER. - — 0/8  0/7 —
Sangre 1-8-66 0.03 I. CER. - — 0/8 0/9 —
+ — Realizada en segunda pasaje — ficha niimero 7118
4+ — Realizada en segunda pasaje — ficha nimero 7123
Cuapro I1
SUERO NEUTRALIZACION DE LAS MUESTRAS
DE VIRUS AISLADAS
Organos Titulo en DLy, / 0.03 ML DLsp
Virus + Suero Virus + Suero Neutralizadas
Padrén Normal
Cerebro 10 2.54 10 -5.44 794
Rifién 10 -1.00 10 -8.50 316
Corazon 10 -1.50 10 -3.50 100

IDENTIFICACION DEL VIRUS

a) Examen histopatoldgico. El examen
microscopico de los frotis correspondien-
tes a los cerebros de la vaca y cerebros de
los ratones inoculados con las diferentes
emulsiones, reveld la presencia de nume-
rosos corplsculos de Negri en el citoplas-
ma de las células nerviosas.

b) Prueba de suero-neutralizacion. El
cuadro Il, representativo de los resulta-
dos de la prueba de suero-neutralizacién
de las diferentes muestras del virus aisladas

de los tejidos renal, cardiaco y nervioso,
ofrecen las siguientes lecturas: el titulo de
las muestras del virus fue dado por las
muestras de las disoluciones del virus maés
suero normal de caballo, siendo de 107,
10190 y 10254 para las muestras corres-
pondientes al rifién, corazén y cerebro
respectivamente.

Las muestras de virus aisladas del rifién,
corazén y cerebro, neutralizaron 316, 100
y 794 DL;, respectivamente.
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DISCUSION Y CONCLUSION

Demostramos en el presente trabajo el
aislamiento del virus rdbico de tejido ner-
vioso (cerebro )y tejidos no nerviosos
(rifidon y corazén) de una vaca natural-
mente atacada por rabia, por inoculacién
en ratones. Otros tejidos de este mismo
animal, como la sangre, pulmén e higado,
dieron resultados negativos. Trabajamos
en este caso con cantidad insuficiente de
cada érgano. Suponemos que lo ideal sea
el aprovechamiento de todo el dérgano y
una mayor cantidad de sangre. Extrafa-
mos que el virus no haya sido aislado de
la orina en las inoculaciones en ratones,
por el hecho de estar presente en el tejido
renal, conforme demostramos en el pre-
sente trabajo. En este caso se tornaba ne-
cesario la aplicacién de la téenica de in-
munofluorescencia, para evidenciar el virus
rabico en la orina o en los otros tejidos
negativos a la prueba de inoculacién en
ratones. Motivos independientes de nues-
tra voluntad nos impidieron realizar esta
téenica.

La logica nos permite llegar a la con-
clusion de que puede haber escape de
virus rabico por la orina, cuando &l se
hace presente en el rifién. Segin los tra-
bajos de Girard et. al. (3), quedé demos-
trada la presencia del virus rdbico en la
orina de murciélago portador de rabia, por
técnica de inmunofluorescencia.

La vejiga no fue utilizada por nosotros
en este experimento y debido al resultado
positivo obtenido con el tejido renal, tor-
nose indispensable su utilizacién.

Verificamos que las muestras de virus
rabico aisladas de corazén y rifién, reve-
laron en el primer pasaje patogenicidad
apenas para el ratén de 4 dias de edad.
El grado de mortalidad observado fue de
375% y 25% para las emulsiones de rifién
y corazon, respectivamente. Ya la mues-
tra aislada del cerebro se reveld 100%
letal para los ratones adultos inoculados.

Pasajes subsecuentes de estas muestras.
en ratones adultos, determinaran la muer-
te de todos los animales.

En lo que se refiere a la produccién
de corpusculos de Negri, las muestras de
virus ribico aisladas, determinaron en las
células nerviosas de los cerebros de los ra-
tones inoculados, la formacién de innume-
rables corpisculos, observados en los pri-
meros como en los segundos pasajes. Estos
datos correspondientes a las muestras de
virus aislado de tejidos renal y cardiaco,
en primer pasaje en cerebro de ratdn,
contrarian el punto de vista de Johnson
(4), que al trabajar con una muestra de
virus rabico aislada de tejido no nervioso
de un zorrillo o mofeta {Spotted Skunk)
explica la ausencia de corptsculos de Ne-
gri en las células nerviosas de los ratones
por él inoculados, como consecuencia de la
falta de experiencia del virus al tejido ce-
rebral de ratones del primer pasaje.

No logramos éxito en las inoculaciones
de sangre, pero creemos en la presencia
del virus en este tejido. Los aislamientos
obtenidos de rifién y corazén permiten esta
afirmativa. En las condiciones experimen-
tales la presencia de virus rabico en Ia
sangre ha sido demostrada por diversos in-
vestigadores. Pacheco y Proenca (6) de-
mostraron la presencia del virus rabico en
la sangre circulante de conejos inoculados
por diferentes vias. Reagan ef. al. (7)
inoculando muestras de virus rabico por
la via intraperitoneal en murciélagos, ob-
servd la infecciosidad de la sangre en las
primeras 48 horas y Koprowski y Cox (9)
inoculando la muestra Flury, via saco vi-
telino en el embrién de gallina de 7 dias
de edad, recuperaron el virus de la san-
gre en el 3° y 15% dias después de su
inoculacién por pasajes intracerebrales en
el ratdn.

Las pruebas de suero-neutralizacién
realizadas para cada una de las muestras
de virus aisladas del rinén, corazén y ce-
rebro, demostraron que estas muestras co-
rrespondian al virus de la rabia, pues neu-
tralizaron respectivamente 316, 100 y 194
DL,

Por lo expuesto en la presente investi-
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gacién, concluimos por el aislamiento del
virus rabico del rifidn y del corazén de
bovino en condiciones naturales de infec-
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