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RESUMO: Estudou-se a eficácia da vacina anti-rábica preparada em cultura primária de tecido renal de
suínos, a partir da amostra ERA, na prevenção da raiva em camundongos, frente a quatro cepas antigenicamente
distintas do vírus rábico, duas originadas de cão. C/SP e C/NG, uma originada de morcego, DR-19, e uma cepa
fixa, CVS (Challenge Vírus Standard). O perfil antigênico desta cepa foi determinado pela técnica dos anticorpos
antirrábicos monoclonais antinucleocapside. Os animais foram vacinados, aos 21 dias de idade, por via
intramuscular na face interna da coxa, com uma única dose de 0,05 ml de vacina e desafiados aos 42 dias de
idade, em conjunto com os animais do grupo testemunho, por via intramuscular na face interna da coxa, com
0,05 ml da suspensão da cepa viral correspondente. Os resultados obtidos permitiram constatar que a vacina
ERA protegeu 100% dos animais desafiados com as cepas C/SP, C/NG e DR-19 e 83% dos animais desafiados
com à cepa CVS, enquanto que a mortalidade no grupo testemunho variou entre 70 e 90%.
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INTRODUÇÃO

Na ausência de qualquer tipo de tratamento
curativo contra a infecção rábica, o controle da
doença repousa inteiramente sobre a imunopro-
filaxia, como há cem anos quando Pasteur desco-
briu a possibilidade de vacinação (Atanasiu e
Sureau5 , 1987).

No que concerne à raiva animal, a vacinação
em massa dos suscetíveis constitui uma das prin-
cipais medidas para o controle da doença (Kaplan
e col.20, 1986). No meio urbano a vacinação de
cães e gatos rompe eficazmente a cadeia de trans-

missão da raiva ao homem (Beran6 , 1985). Por
outro lado a vacinação dos ruminantes, no meio
rural diminui consideravelmente a ocorrência da
raiva transmitida por quirópteros (OMS26,
1984).

Dentre as vacinas anti-rábicas disponíveis
na atualidade, as preparadas em culturas celula-
res são consideradas como as de melhor qualida-
de, pois apresentam elevado poder antigênico
sendo, relativamente, desprovidas de proteínas
estranhas, oferecendo, deste modo, maior grau de
proteção e inocuidade (Precausta e col.27 ,1982;
Titoli e col.37, 1982). Dentre estas, destaca-se a



vacina ERA, originada a partir da cepa SAD,
preparada em cultivo de células BHK e adaptada
por Abelseth1 (1964) a cultura primária de tecido
renal de suíno. A vacina ERA, na sua forma
original, atenuada, é comprovadamente avirulen-
ta para todas as espécies animais domésticas,
quando aplicada por via intramuscular, desenvol-
vendo imunidade com duração de 2 a 3 anos, para
caninos e bovinos, respectivamente (Abel-
seth1,2,3, 1964,1966,1975; Sikes30,1975). Assim,
esta vacina, ao longo dos últimos anos, tem pro-
tegido eficazmente as diferentes espécies animais
contra a raiva, não se registrando, principalmen-
te, casos de acidentes vacinais (Abelseth3,1975;
Titoli e col.37,1982).

A partir da utilização da técnica dos anticor-
pos anti-rábicos monoclonais foi possível identi-
ficar cepas distintas de vírus, na Europa, na Áfri-
ca, na Ásia e nas Américas (Koprowski e Wik-
tor23. 1980; Blancou e col.8, 1982; Charlton e
col.11 ,1982; Sureau e Rollin33, 1982; Sureau e
col.34,35,1982,1983; Libeau e col.25,1984; Webs-
ter e col.38,1985; Smith e col.31,1986; Germano
e col.16,19,1988,1989).

Apesar dos conhecimentos atuais sobre a
ocorrência de diferentes cepas de vírus em uma
mesma região, as vacinas anti-rábicas, utilizadas
para o controle da infecção, continuam a ser pre-
paradas a partir das cepas clássicas (OMS26,
1984). Portanto, assume relevante importância
na prevenção da infecção rábica, não só o conhe-
cimento da existência de diferentes cepas de vírus,
mas, primordialmente, a eficácia das vacinas an-
ti-rábicas utilizadas no campo, frente a essas mes-
mas cepas (Germano e col.17 , 1988).

O objetivo do presente trabalho é apresen-
tar o perfil antigênico do nucleocapside do CVS
(Challenge Virus Standard) e avaliar a eficácia da
vacina anti-rábica atenuada, preparada em cultu-
ra primária de tecido renal de suíno, a partir da
amostra de vírus ERA, indicada para a prevenção
da raiva nos ruminantes e nos carnívoros domés-
ticos, frente a 4 cepas de vírus rábico, duas origi-
nadas de cão, uma de morcego e uma cepa fixa
(CVS),utilizando camundongos como sistema
biológico de suporte.

MATERIAL E MÉTODO

Vírus

Foram utilizadas 4 cepas de vírus rábico, em
suspensão a 20% em cérebros de camundongos,
identificadas antigenicamente através da técnica

dos anticorpos anti-rábicos monoclonais antinu-
cleocapside, a saber:

- cepa C/SP isolada a partir de cão, proce-
dente da cidade de Jales, São Paulo, terceira pas-
sagem em camundongos;

- cepa C/NG isolada a partir de cão, proce-
dente da Nigéria, África, décima passagem em
camundongos;

- cepa DR-19 adaptada às condições de la-
boratório, isolada a partir de morcego (Fuenzali-
da e Larghi15,1972), e originária do Brasil, vigé-
sima segunda passagem em camundongos;

- cepa CVS.
Os perfis antigênicos do nucleocapside das

cepas C/SP, C/NG e DR-19 foram determinados
por Germano e col.16 (1988), enquanto que o da
cepa CVS é apresentado no presente trabalho.

Vacina Anti-Rábica

Foi utilizada a vacina anti-rábica preparada
em cultura primária de tecido renal de suíno a
partir da amostra de vírus rábico ERA atenuada,
produzida no Laboratório Bio-Vet S.A., partida
número 319/87.

Animais

Foram utilizados diferentes lotes de camun-
dongos albinos suíços, fêmeas, nas seguintes eta-
pas do trabalho:

Determinação das diluições dos vírus

Foram utilizados 240 animais, divididos em
4 grupos de igual tamanho. Os camundongos de
cada grupo foram inoculados, aos 42 dias de ida-
de, por via intramuscular com 0,05 ml de suspen-
são viral, correspondente a cada uma das 4 cepas
utilizadas para determinar o título capaz de ma-
tar, no máximo, 90% dos animais.

As diluições obtidas foram da ordem de 1:10
para as cepas C/SP e C/NG, 1:60 para a cepa
DR-19 e 1:80 para a cepa CVS. A diluição infec-
tante de cada uma das cepas virais foi, posterior-
mente, inoculada nos camundongos dos diferen-
tes grupos experimentais.

Inoculação experimental

Foram utilizados 200 animais com 21 dias
de idade, pesando em média 11 g, divididos em
dois grupos experimentais: Grupo I formado por
80 camundongos não vacinados (testemunho),



divididos em 4 subgrupos de 20 animais; Grupo
II formado por 120 camundongos vacinados, tam-
bém divididos em 4 subgrupos, estes com 30 ani-
mais cada.

O grupo dos camundongos vacinados rece-
beu uma única dose de 0,05 ml da vacina em
estudo aos 21 dias de idade, por via intramuscu-
lar, na face interna da coxa direita.

Todos os camundongos de ambos os grupos
foram inoculados aos 42 dias de idade com 0,05
ml de suspensao viral, por via intramuscular, na
face interna da coxa esquerda, obedecendo ao
seguinte esquema:

Subgrupos l e 5 - animais inoculados com
uma diluição 1:10 da cepa C/SP;

Subgrupos 2 e 6 - animais inoculados com
uma diluição 1:10 da cepa C/NG;

Subgrupos l e 5 - animais inoculados com
uma diluição 1:60 da cepa DR-19; e,

Subgrupos 2 e 6 - animais inoculados com
uma diluição 1:80 da cepa CVS.

Após inoculação das suspensões virais, os
camundongos de ambos os grupos experimentais
foram mantidos em observação por um período
de 30 dias. Dos animais que morreram durante
esta fase, foram coletados os cérebros para pes-
quisa de partículas vírais específicas, através da
IFD.

Titulação das Cepas Virais

As provas de inoculação intracerebral em
camundongos e os respectivos calculos das DL50
das diferentes cepas de vírus rábico utilizadas,
foram realizadas segundo a técnica descrita por
Koprowski21 (1973).

Os títulos obtidos, expressos em DL50/0,03
ml, foram os seguintes: 104.9, 1045, 107.0 e 107.7,
respectivamente para as cepas C/SP, C/NG, DR-
19 e CVS.

Titulação da Vacina Anti-Rábica

A vacina utilizada apresentou na prova de
inoculação intracerebral em camundongos (Ko-
proswki21 , 1973), um t í tulo da ordem de
103,78 DL50/0,03 ml e quando submetida à prova
de proteção em cobaias (Koprowski22,1973) for-
neceu resultado protetor igual a 100%.

Imunofluorescência direta

A prova de IFD foi realizada de acordo com
a técnica descrita por Dean e Abelseth13 (1973),

utilizando-se microscópio binocular, marca
Zeiss, com objetiva de imersão 40X provida de
diafragma, ocular 10X, campo escuro, com con-
densador cardióide, lâmpada HBO 200, filtro ex-
citador VG1 e filtro barreira Zeiss 43.

O conjugado foi utilizado na diluição 1:80 e
a suspensão de CVS apresentou um título igual a
107.3 DL50/0,03 ml.

Anticorpos Monoclonais

O perfil antigênico da cepa CVS foi deter-
minado no laboratório do Centre Antirabique de
l'Unité de la Rage do Instituto Pasteur de Paris.

A cepa viral foi analisada frente a uma ba-
teria de 42 anticorpos antí-rábicos monoclonais
anti-nucleocapside, utilizando a prova de imuno-
fluorescência indireta (IFI) sobre decalques de
cérebros de camundongos, de acordo com a téc-
nica preconizada por Libeau e col.25 (1984).

Análise estatística

Aos resultados obtidos aplicou-se o teste de
duas proporções, com aproximação normal (Ber-
quó e col.7,1980), para determinar se havia dife-
renças significantes entre as cepas rábicas, consi-
deradas duas a duas, e os resultados obtidos entre
as mortalidades de cada grupo experimental, para
cada uma das cepas virais.

Adotou-se como nível de rejeição alfa igual
a 0,05 e o valor crítico de "Z" de alfa, 1,96.

RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta o perfil antigênico do
nucleocapside da cepa CVS determinado através
da técnica dos anticorpos anti-rábicos monoclo-
nais.

Os coeficientes de mortalidade do grupo de
camundongos não vacinados (testemunho), de-
terminados pelas diferentes cepas de vírus rábico,
bem como os resultados de proteção, conferida
pela vacina anti-rábica ERA, do grupo de animais
vacinados e desafiados pelas 4 cepas em estudo,
estão apresentados na Tabela 2.

A partir dos valores de mortalidade e prote-
ção para ambos os grupos experimentais, expres-
sos na Tabela 2, procedeu-se à análise estatística,
utilizando-se o teste de duas proporções com
aproximação normal, para determinar se havia
diferenças significantes entre as cepas rábicas,
consideradas duas a duas, originando-se a Tabela
3.



A Tabela 4 apresenta os valores da estatís-
tica "Z" e sua correspondente significância, em
relação a comparação dos resultados obtidos en-
tre as mortalidades de cada grupo experimental,
segundo cada uma das cepas virais.

DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

A cepa CVS, cujo perfil antigênico está
apresentado na Tabela 1, reagiu positivamente
frente à quase totalidade dos anticorpos anti-rá-
bicos monoclonais testados, exceção feita aos an-
ticorpos 422.5 (reação negativa) e 187.5.10 (re-
ação duvidosa). O anticorpo 422.5 tem-se apre-
sentado, sistematicamente, como negativo para
todas as variantes antigênicas do vírus da raiva
(Germano e col.16,1988). Este tipo de reação tem
sido observado independentemente da região
geográfica e das espécies a partir das quais te-
nham sido isoladas essas variantes (Koprowski e
Wiktor231980; Blancou e col.8,1982; Charlton e
col.11,1982; Schneider28,1982; Sureau e col.34,35,
1982, 1983; Sureau e Rollin33 1982). As cepas
C/SP, C/NG e DR-19, também reagiram negati-
vamente com este anticorpo (Germano e col.16,
1988).

A comparação do perfil antigênico da cepa
CVS com os perfis das cepas C/SP, C/NG e DR-19
determinados por Germano e col.16(1988), evi-
denciou serem as quatro diferentes antigenica-
mente.

A análise da Tabela 2 permite evidenciar



que no grupo constituído pelos camundongos
não vacinados, testemunhos, o subgrupo inocula-
do com a cepa CVS foi o que apresentou coefi-
ciente de mortalidade mais elevado (90%); man-
teve, assim, inalterado o título, previamente esta-
belecido para a suspensão viral de desafio. Em
contrapartida, as demais cepas não foram capazes
de reproduzir os mesmos resultados, quando
aplicadas nas diluições pré-determinadas, regis-
trando-se coeficientes de mortalidade variáveis,
de acordo com cada uma das cepas em estudo.
Estes resultados podem ser considerados nor-
mais, pois tratam-se de cepas de vírus da raiva
com características peculiares (Chantal e Blan-
cou10, 1985). Assim, a cepa CVS é mantida em
condições de laboratório através de passagens

contínuas em camundongos, resultando desta
adaptação um grau de virulência muito elevado
para esta espécie animal (Chantal e Blancou10,
1985). A cepa DR-19, por sua vez, é semi-adapta-
da às condições de laboratório, posicionando-se
intermediariamente entre as cepas naturais e as
fixas (Fuenzalida e Larghi15, 1972; Larghi e
Dias24 , 1985), enquanto que as cepas C/SP e
C/NG, ambas isoladas a partir de cães, são cepas
naturais do vírus rábico (Germano e col.16,1988).
Com base nestes aspectos, a reprodutibilidade
dos resultados pode ser afetada, principalmente
em razão destas cepas não serem inteiramente
adaptadas ao sistema biológico empregado.

Embora os valores percentuais das mortali-
dades, acarretados pelas diferentes cepas virais,
tenham sido discrepantes, não se observaram di-
ferenças significantes quando os resultados fo-
ram comparados através do teste duas propor-
ções com aproximação normal, tal como pode ser
constatado na Tabela 3. Com base neste tipo de
análise, as 4 cepas mantiveram elevado grau de
virulência, sendo capazes de matar entre 70%
(C/NG) e 90% (CVS) da população de camun-
dongos não vacinados a elas expostos.

Com relação ao grupo de camundongos va-
cinados, referido, também, na Tabela 2, obser-
vou-se que os subgrupos desafiados com as cepas
C/SP, C/NG e DR-19 foram protegidos 100%
com a vacina ERA. No que concerne ao subgrupo
desafiado com a cepa CVS, só 83% da população
foi protegida pela vacina. Estes resultados, quan-
do analisados estatisticamente, revelaram que
houve diferença significante entre estes dois va-
lores de proteção, conforme pode ser observado
na Tabela 3. Contudo, de acordo com os critérios
estabelecidos por Koprowski (1973)22 para os



testes de potência de vacinas atenuadas, o nível
de proteção conferido por uma vacina deste tipo
deve ser de, no mínimo, 70% da população vaci-
nada exposta ao vírus. Portanto, com base neste
critério, a vacina ERA protegeu, eficazmente, os
4 subgrupos de camundongos contra as diferentes
variantes antigênicas do vírus rábico. A diferença
de magnitude observada, para o valor de prote-
ção, para o caso específico da cepa CVS, pode ser,
novamente, atribuído à elevada virulência desta
cepa para camundongos (Chantal e Blancou10,
1985).

Na Tabela 4 constata-se que as diferenças de
mortalidade nos subgrupos dos testemunhos e
dos vacinados foram significantes estatisticamen-
te para todas as cepas, inclusive a CVS, confir-
mando o elevado poder imunogênico da vacina
ERA, frente às variantes antigênicas em estudo.

Em princípio, sempre se admitiu que as va-
cinas anti-rábicas, de uso corrente na prevenção
da raiva são, em maior ou menor grau, eficazes
contra quase todas as variantes antigênicas do
vírus da raiva (Sikes e col.29, 1971; Blancou9,
1985). Acredita-se que as diferenças antigênicas,
detectadas pela técnica dos anticorpos monoclo-
nais, seriam as responsáveis pela variabilidade do
poder patogênico, traduzido, principalmente, pe-
la diversidade dos períodos de observação clínica
de algumas cepas (Soulebot e col.32,1982); Feka-
du e Shaddock14, 1984; Germano e col.17,18,
1988), mas, por outro lado, haveria unicidade do
poder imunogênico (Blancou9, 1985; Larghi e
Diaz24,1985).

No caso particular da vacina anti-rábica
ERA, os trabalhos de Abelseth1,2 (1964, 1966)
demonstraram que todas as espécies animais va-
cinadas e desafiadas com cepas originadas de ra-
posas foram eficazmente protegidas contra a rai-
va. A partir destes resultados, este tipo de vacina
passou a ser empregado, na prática de campo,
para a prevenção da infecção rábica de todos os
animais domésticos, sobretudo dos bovinos (Ar-
nold e col.4,1973) e dos caninos (Sikes30,1975).

Ao longo dos últimos anos, porém, a indi-
cação da vacina ERA tem sido mantida, tão so-

mente, para os ruminantes e para os carnívoros
domésticos, e dentre estes quase que exclusiva-
mente para os cães (Blancou9, 1985; Chantal e
Blancou10, 1985). Este tipo de recomendação
prende-se, fundamentalmente, ao receio que os
pesquisadores e autoridades em saúde manifes-
tam em relação à possibilidade das vacinas anti-
rábicas vivas poderem causar acidentes pós-vaci-
nais provocando a raiva (OMS26 , 1984), e tam-
bém, devido ao surgimento de vacinas inativadas
de elevado poder imunogênico e livres desses
tipos de riscos (Precausta e col.27 , 1982; Wunner
e col.39,1983; OMS26 ,1984; Chantal e Blancou10,
1985; Chomel e col.12,1985; Atanasiu e Sureau5,
1987).

Considerando-se a importância da vacina-
ção dos animais domésticos, como medida pre-
ventiva das mais relevantes para o controle da
raiva urbana e rural (Tierkel36, 1975; Beran6,
1985; Chomel e col.12, 1985; Kaplan e col.20,
1986), aliada à existência de inúmeras variantes
antigênicas do vírus da raiva na natureza (Charl-
ton e col.11,1982; Sureau e col.34,35 1982, 1983;
Webster e col.38,1985; Smith e col.31,1986; Ata-
nasiu e Sureau5,1987; Germano e col.19, 1989),
impõe-se a necessidade de adotar-se, na profila-
xia da infecção, uma vacina anti-rábica que possa
proteger, eficazmente, os suscetíveis contra qual-
quer cepa rábica, conferindo-lhes um período de
imunização prolongado (OMS26,1984).

Assim, com base nos resultados obtidos no
presente trabalho, somados às observações reali-
zadas no campo, pode-se concluir que a vacina
ERA preenche os quesitos mínimos necessários
para a prevenção da raiva nos ruminantes domés-
ticos e nos cães, sobretudo por sua capacidade em
proteger os suscetíveis contra diferentes varian-
tes antigênicas do vírus rábico. Contudo, dada a
diversidade de cepas rábicas existentes no país
(Germano e col.19 , 1989), faz-se necessária con-
tinuidade de estudos similares, no sentido de ve-
rificar se a vacina anti-rábica ERA continua man-
tendo este comportamento frente a outros tipos
de variantes antigênicas do vírus da raiva.
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ABSTRACT: ERA anti-rabies vaccine prepared in kidney tissue culture was evaluated against four different
antigenic strains of rabies virus in mice: two of them dog strains, C/SP and C/NG, another a bat vampire strain,
DR-19, and the CVS strain. The CVS antigenical characteristics were determined by means the antinucleocapsid
monoclonal antibodies technique. Twenty one days old mice were vaccinated, intramuscularly, in the inner side
of the thigh, with 0.05 ml of vaccine and challenged at 42 days old, together with those of the control group,
intramuscularly, in the inner side of the thigh, with 0.05 ml of the corresponding viral strain dilution. The ERA
anti-rabies vaccine protected 100% of all the mice challenged with C/SP, C/NG and DR-19 strains and 83% of
those challenged with CVS. The control groups mortality rate varied between 70 and 90%.
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