IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA EM CEREBRO E GLANDULA SALIVAR DE CAMUNDONGOS
UNOCULADOS EXPERIMENTALMENTE COM VIRUS RABICO

LUCIANY LEVIERO SOARES COSTAS
ERNEST ECKEHARDT MULLERD
JULIO CESAR DE FREITASP
AMAURI BLCINDO ALFIERID
JAME MEGIDDP

COSTA, LLS; MULLER, EE: FREITAS, J.C.; ALFIERL, A A MEGID, I — Imunofluorescéncia direta em cérebro e
glandula salivar de camundongos inoculados experimentalmente com virus ribico,

RESUMO

Forun: anelisadns atraveés do teenica de fmunofluorescencia divela, oévehroy e glandulay salivares de oltenta caomundon-
aos ingculados experimentalmente com vivus rdbico. Sacrificou-se quarenta camundongos em fase assintomdtica € os demais
em Jfuse aginics, Do material cerebral, obreve-se 100% de posithidade para oy animais sacrificados em fuse assintomdtics
também 100% pave of sacrificedos em fuse apdwioe. Utilizando-se @ prove de imunoflucrescéncia direta pare o diggnostico da
veriva enn gldndula salivar, obteve-se wm resuliado positive em 85% para o5 animaly sacrificados em fase assiatomdiios ¢ J00%
para 05 sacrificedos em fase apdnics. O resultados comprovent a sensibilidude da prova de imunofluorescéncia direte ro diag-

nastico da raiva em gldnduls salivar,
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1 — INTRODUCAO

A raiva se destaca em saide pithlica ¢ animal por ser
uma zoonose quase sempre fatal (Nilsson, 1970, Nilsson &
Cortés, 1975

Apds a penentragifo, o virus rdbico se multiplica no
sisterna nervoso central (SNC) e a partir daf se dissernina pa-
ra todo o organismo (Murphy, 1977; Tsiang, 1985). Embo-
ra o anligenc viral possa ser encontrado em virios Orgaos
{Muhammad et al, 1988} ele & mais frequente em tecidos ri-
camente inervados, a maicria relacionados com a porta de
entrada ou através da qual possa ser exeretado. Neste aspec-
to a glindula salivar, por ser altamente inervada e possuir
fungfo de’excrecdo, tem papel importante na manulengdo
do agente na natureza (Martin & Sedmak, 1983). A disse-
minagio viral e sua presenga na saliva dos animais foi estu-
dada por virios pesquisadores (Ruef et al, 1978; Pépin et al,
1984 Charlton et al, 1983; Fekadu et al, 1982; Fekadu &
Shaddock, 1984; Umoh & Blenden, 1982) sendo relatada
a eliminagdo viral através da saliva durante a fase clinica
(Pépin et al, 1984) e antes da sintomatologia (Fekadu et al,
1934 Trimarchi et al, 1986).

As téenicas empregadas no diagndstico devem ofere-
cer condigtes dtimas de precisio, rapidez e economia (Dean
& Abelseth, 1976).

A técnica de imunofluorescéncia direta ¢ atualmente
o método diagndstico mais rdpido e vidvel superando inely-

sive quando bem realizada, a inoculagio em camundongos
(Wachendaorfer et al, 1985).

A aplicacdo da téenica da imunofluorescéncia direta
em plandula salivar foi relatada por Abelseth & Trimarchi,
1983: Pilomoron et al, 1967; Tumer, 1983/4, sendo testada
sua viabilidade diretaments na saliva de animais suspeitos
{Cortes & Oliveira, 1981), considerada uma alternativa vid-
vel para a realizagdo do diagndstico (Webster &  Casey,
1988

Hati & Sarkar (1988) realizaram imunofluorescencia
dirata em material cercbral ¢ glndulas salivares de camun-
dongos experimentalmente inoculados com virus rdbico,
obtiveram respectivamente 12,5% e 100% de positividade
em material cerebral de camundongos sacrificados em fase
assintomatica e agdnica. Ma glandula salivar, estes aulorss
relatam 72,2% de resultados positivos em camundongos sa-
crificados em fase agdnica.

Considerando a possibilidade de utilizacde para o
diagndstico da raiva a glandula salivar e o fato de que o
diagndstico rdbico através da imunofluorescéneiz direta &
baseado na suposigio de que um animal com resultado ne-
galivo na imuncfluorescéncia direta de cérebro ndio apresen-
ta virus na saliva, este trabalho tem por objetivo verificar a
positividade da glindula salivar comparativamente ao mate-
nal cerebral em camundengos inoculados experimentalmen-
te e sacrificados emn fase assintomdtica e agdnica.
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2 .— MATERIAL E METQDOS

Animais: Camundongos suigos albinos, adultos jovens
de 12 a 14 gramas.

Indculo: Correspondente a uma suspensfo de 20%
{Peso/Volume) de cérebros de camundongos inoculados ex-
perimentalmente por via intracerebral com wvirus ribico
(M3/87) testado préviamente pela técnica de neutralizagio
em camundongos (Johnson, 1976) originariamente isolados
de hovinos e mantidos através de seis passagens em camun-
dongos.

Diluente para suspensdo viral: Preparado segundo a
técnica do Centro Panamericano de Zoonoses (1975).

Challenge Virus Standard (CVS): Fomecido gentil-
mente pelo Depto. Med, Vet, Prev. da USP.

Suspensdo de cérebro normal (SCN): Preparado se-
gundo a técnica preconizada pelo Centro Panamericano de
Zoonoses (1975).

Conjugado utilizado na reagfo de imunofluorescencia:
Produzido no Departamento de Medicina Veterindria e Pre-
ventiva da Universidade de 5o Paulo e diluide & 1:50 com
a suspensfo de cérebro de camundongo normal (SCN) e sus-
pensfo de Challenge Virus Standard (CVS), preparados se-
gundo a téenica preconizada pelo Centro Panamericano de
Zoonnses (1975),

Inoculagio: Segundo téenica descrita por Koprowski
{1976).

Reacdo de imunofluoreseéncia direta: Segundo meto-
dologia de Goldwasser & Kissiling (19580,

Foram inoculados oitenta camundongos por via intra-
cerebral com um volume de 003 ml de wirus rdbico
(M3/87) e observados diariamente. Sacrificou-se gquarenia
camundongos no 5% dia apds a inoculagio, ainda se encon-
travam em fase assintomitica. Retirou-se o cérebro e glan-
dula salivar para o preparo das impressdes em limina e pos-
terior aplicagfo da prova de imunofluorescéncia direta. Os
guarenta camundongos restantes, foram sacrificados em fa-
se aginica, o que ocorreu no 89- dia apds a inoculagio. Des-
tes animais também retirousse o cérebro e glindula salivar
para © preparo das impressdes. Utilizou-se como controle
material cerebral e glindula salivar procedente de camun-
dongos sadios sacrificados nos mesmos dias.

Para cada material carebral e glindula salivar, foram
preparadas duas ldminas correspondentes, que apos seci.
rem, foram fixadas em acetona a —20°C por trinta minutos,
As ldminas, depois de fixadas, secaram em temperatura am-
biente ¢ procedeu-se a téenica de imunoflrorsscdncia- dire-
ta gque foram lidas logo apds o processamento.

3 — RESULTADOS

A imunofluerescéncia direta em material cerebral de
animais sacrificados em fase assintomdtica e agdnica resul-
tou 100% positiva.

Em material procedente de glindula salivar obtivernos
100% de positividade nos animais sacrificados em fase agd-
nica ¢ 85% em fase assintomdtica.

A positividade na reagfo de imunofluorescéncia direta
em material cerebral e glandula salivar foi caracterizada, pe-
la presenga de granulos ¢ estruturas fluorescentes de dife-
rentes formas ¢ tamanhos em material submetido ao conju-
gado absorvido com SCN e auséncia dos mesmos no mate-
rial submetido ao conjugado absorvido com CVS.

() material procedente do grupo controle apresentou
auséncia de grinulos e estruturas {luorescentes quando sub-
metido a ambos os conjugados.

4 — DISCUSSAQ E CONCLUSAOQ

A presenca de antigeno rdbico foi demonstrada atra-
vés da visualizac@o de corpdsculos fluorescentes de diferen-
tes formas ¢ tamanhos submetidos ac conjugado absorvido
com SCN e auséncia dos mesmos ans submetidos ao CVS.
Doz oitenta camundongos testados, quarenta em fase assin-
tomatica ¢ quarenta em fase agonica, todos foram positivos.

Dados semelhantes foram obtides por Bagnaroli et al
{(1970) que estudando cérebro de camundongos inoculados
experimentaimente via intracerebral, determinaram o temn-
po de apresentagio de antigenos rdbico em frés dias apos a
inoculagfio, utilizando para isso a técnica de imunofluores-
céncia direta. Dos trinta camundonges do experimento
93.3% apresentavam-sc positivos no 39 dia ¢ atingindo
100% de positividade no 49 dia apds a inoculagio.

Kotwal & Marayan (1983) exammando impressoes
cerebrais de camundongos infectades com material de cam.-
po positivas a raiva, observaram [00% de positividade a
imunofluorescéncia diretz, dado este, concordanle 208 re-
sultados obtidos neste experimenta,

Moecsari (1987) e Ratan & Padmanaban (1985) ao
analisarem cérebros. de diferentes espécies, determinaram
positividade de 99.33% & 95% respectivamente guando utili-
zada a técnica de imunofluoreseéncia direta. Esles autores
concluem que esta prova ¢ especifica, precisa, ripida e dire-
ta, além de detemminar antipeno rdbico em fase anterior a
sintomatologia.

A partir de impresstes das glindulas salivares, Lrinta ¢
guatro dos quarenta camundongos sacrificados em fase as-
sintomdtica foram positivos a prova de imunotluomesedneia
dirzta, jd em fase agtnica, os quarenta estudados foram posi-
tivos, A positividade em glindulas salivares foi verificada pe-
la presenga de granulos fluprescentes compativels com o3
observados por Charlton et al (1983).

Hati & Sarkar {(1988) determinaram através da téeni-
ea imunofluoresesneia direta em glindula salivar de Ca.
mundongos inoculados intracerebralmente e sacrificados em
fase agonica, uma positividade de 72.2%.

Coreés & Oliveira (1981 utilizande trinta amostras
de saliva colhidas em fase clinica de trinta cfes provenienles
do isolamento do Servigo de Profilaxia da Raiva do Institu-
to Pasteur de Sdo Paulo, obtiveram 96,606% de positividade
a prova de imunofluoreseéneia direta.

Meste trabalho, encontramos 85% de positividade em
plandula salivar de camundongos em fase assintomatica ¢
100% de positividade em fase apanica. A alta poesitividade
observada na glindula salivar poderia ser explicada em fun-
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7o da dose do indculo ¢ cepa viral (Fekadu & Shad—:ﬁpck,
1984) bem come a susceptibilidade do hospedeiro (Umoh &
Blenden, 1982} A menor positividade observada em ani-
mais em [ase assintomadtica justifica-se pelo menor periodo
de gvolugio (Fekadu el al, 1982), pois existe uma relagio
direta entre titulo viral no cormo, na glindula salivar e evo-
lugio elinica da doenga (Pépin et al, 1984,

Todos os animais negativos & imunofluorescéncia dire-
ta de gléndula salivar, apresentaram resultado positivo a esta
mesma prova quando realizada em material cerebral, o gque
se justifica pela multiplicagfo viral inicialmente no cérebro
sepuida  de  disseminagfio  posterior 4 plindula  salivar
{Charlton et al, 1983). A auséneciz de animais negativos 4

imuncfluorescéncia direta cerebral, ndo nos permite inferir
sobre a suposigfo de que of animais negativos ndo apresen-
tam virus na saliva.

Ouando comparada ao material cerebral, a imunofluo-
rescéncia direta em glindulas salivares apresentou uma posi-
tividade menor guando realizada em camundongos sacrifica-
dos em fase assintomdtica e resultade idéntico em animais
sacnificados em fase agdnica.

Estes resultados confirmam a possibilidade de sua uti-
lizagfo como material alternativo no diagnostico da raiva,
Deve-se salientar porédm, que 2 leitura das Hminas ¢ mais de-
licada exipindo maior experiéneia por parte do técnico res-
ponsivel.

COSTA, L.LS ; MULLER, EE.;: FREITAS, 1.C.; ALFIERI, A A ; MEGID, J. — Direct immunofluorescence in brain and
salivary pland of nice experimentally inoculated with rabies virus, .

SUMMARY

Through the fluorescent antibody fest, braing and salivary glands of 50 mice experimentally inocwlated with the rabies
virus have been analvzed, 40 mice were killed in the non-symptomatic stage and the others were killed in the agonizing stage.
From the brain material, TO0% positiveness was obrained regarding the animals killed in both the non-symptomatic and the
apantizing stage. When maldng use of the fluorescent antibody fesre for the rables diggnosis in the salivary glandis, a positive
result was obrained in 85% of the animals killed during the nom-symptornatic stage and 100% of the animals Killed in the
aportizing stage. The resulty have proved the sensivivity of the fluorescent antibody test for the ralies in the salfivary glands,

KEY-WORDS: Rabies; Fluorescent antibody; Salivary ghinds; Brains.
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