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RESUMO: Rs gléandulas salivares submaxilares
e pardtidas de 30 c3es, naturalmente infec-
tados pelo vlrus da raiva, foram examinadas
mediante a vreaclo de imunofluorescéncia

direta (IFD), aplicada a raiva em impres-
s3es obtidas do tecido glandular senmi-
macerado. Os controles adotados foram o
exame de tais glandulas através oa técnica

de inoculag3o intracerabral em camundongos
(1IC) e a pesquisa oa presenca do vlrus
rabico no corno de Rmmon dos respectivos

animais, segundo as técnicas de IFD e de
11C. Rs gléandulas salivares submaxilares e
0o corno de Rmmon foram positivos em todas
as oportunidades para as técnicas de IFD e
11C. Rs glandulas salivares paratidas reve-
laram um resultado negativo frente 4s duas
técnicas referidas e 11 resultados discor-
dantes, dos quais cinco IFD negativa-1IC
positiva e seis IFD positiva-11C negativa.

0s valores observados demonstraram um bom
comportamento para o exame das gléandulas
salivares submaxilares pela IFD aplicada &
raiva enm impress3es do tecido glandular
semi-macerado. Esta metodologia oferece um
novo instrumento para o estudo da patogenia
da raiva, particularmente em investigac3es

que procurem esclarecer a presenca do virus
ao nivel dos 6rgSos envolvidos com a sua
transmiss3o.

UNITERMOS: Raiva, c3es; Diagnéstico; Glan-
dulas salivares

INTRODUGRO

P sistematica atualmente disponivel
para o diagnéstico laboratorial da raiva
em animais domésticos e silvestres im-
plica no exame de amostras de sistema
nervoso central, segunda trés tipos de
procedimentos: técnicas histoqulmicas,
(2,4); reacSo de imunof luorescéncia di-
reta CIFD) (2,6,8) e a prova bhioldgica
de inocula¢So intracerebral em camundon-
gos (1IC) (2,4)

Dentre as técnicas que permitem a
obtencdo, de resultados em curto espago
de tempo destaca-se a de imunofluores-
céncia direta (IFD) , pela exceléncia
dos resultados relativos as caracteris-

ticas de sensibilidade e de especifici-
dade (8,10)
R IFD pode ser aplicada tanto a

cortes de tecido por congelamento, 3),
como também a impress3es obtidas pela
compressdo do material suspeito em 14-
minas de microscopia, (8). Esta ultima
metodologia  foi a que encontrou maior
aplicacéo, tendo em vista a sua facili-
dade de execucglo.

Saliente-se, no entanto, que 0s
estudos sobre a patogenia da raiva tém
procurado 1investigar a presenca do virus
em materiais nio provenientes do sistema

nervoso central. (1,8,13). Neste parti-
cular, o exame das glandulas salivares
tem se revelado de grande interesse.

(1,3,7,3,11,13,14,19).

De fato, a disponibilidade de mé-
todos praticos e efetivos,. capazes de
demonstrar a presenca do vlrus da raiva
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nas glanoulas sal ivares de animais
domésticos ou silvestres, constitui ins-
trumento de trabalho de grande imporiSn-

cia para o estudo da epidf»miologiia cesta
temivel zoonose, (9,11,15,17,13)

Se o0 exame de gléandulas salivares
submaxilares pela IFD aplicada a cortes

de tecido por congelamento tem apresen-
tado resultados- promissores, 3), as
tentativas de aplicacdo de tal técnica 1
impressfes ce tecido glandular tem offi-
recido resultados irregulares, (5,7).
Talvez esta discordancia seja conseqiSn-

cia oa dificulcade observada na elabora-
cdo das impressfes a partir de fragmen-
tos de glandul-as salivares, pois a con-
sisténcia destes materiais €é muito mais
firme-do que aquela verificada em espé-
cimes de sistema nervoso central.

Deste modo, o presente trabalho tem
por objetivo o exame de glandulas sali-
vares submaxilares e parotidas de cies
naturalemnte infectados pelo virus da
raiva, aplicando-se o0 processo da semi-
maceracgSo do tecido glandular a finm de
facilitar a obtenc3o das 1impressdes a
serem tratadas pela IFD aplicada a rai-
vVa.

Os parémetros utilizados para o
controle foram o exame das gléandulas
salivares pela 1IC e o estudo do tecido
cerebral dos respectivos animais pelas
técnicas de IFD e 1IC..

MRTERIRL E METODOS

0" substrato basico no presente
trabalho consistiu das glandulas
salivares submaxilares e parotidas e dos
encéfalos de 30 c"3es que apresentaranm
6bito natural, apés terem manifestado
sintomas compativeis com a raiva.

0 sistema bioldgico adotado para
isolamento do vlrus foi representado por
camundongos albinos suigos da linhagem
CH-3/Rockfeller, adultos jovens, pesando
de 12 a 15 gramas, distribufdos em
grupos de oito individuos.

0 conjugado utilizado na reacdo de
IFD foi o0 soro anti-rabico, marcado com
isotiocianato de fluoresceina, produzido
pelo Centro Panamericano de Zoonoses da
Organizacdo Panamericana de Salde, com
diluicdo o6tima de trabalho de 1:S0O.

0 diluente empregado no preparo das
suspensdes tissulares foi constituido
por agua destilada com 2,0% de soro
equiino normal (previamente inativo a 56"
C por 30 minutos) e o0 antibiodtico
cloridrato de lincomicina na
concentracéao final de trés miligramas
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por mililitro.

Ps gtéandulas salivares parotidas

foram colhidas por incislio da pele e do
tec"do conjuntivo subjacente a regiSo
auricular, no sentido infero-superior ,

contornando a base do pavilhdo auricular
e removendo o tecido de revestimento.
Rp6s a exposicao, 0s respectivos o6rgéos
foram extraidos e armazenados em placas
de Petri estéreis, mantidas em
temperatura de 20T C negativos, enquanto
se aguardava o processamento.

Ps gléndulas salivares submaxilares

foram colhidas segundo a técnica
descrita por TI5RKEL, 16 (1376).
Os procedimentos executados para o0

salivares pelas
11C  foram os

exame das glandulas
técnicas de IFD e de

seguintes: cada o6rgSo foi fracionado, de
modo a fornecer uma amostra que
contemplasse porcbes de diversas areas
com um peso final de duas gramas. Esta
amostra foi fragmentada, inicialmente
com uma tesoura e, a seguir, submetida a

primeira etapa de macera¢So em gral e
pistilo, sob condigdes de assepsia.
Neste estagio do processamento. dos
pequenos fragmentos de tecido semi-
macerado, foram preparadas as impressfes
em dois campos de cada uma de oi"to

destinadas a microsco-
pia de fluorescéncia. 0 tecido glandular
foi, entSo, submetido a segunda etapa de
maceraclio, agora auxiliada pela adicéo
de areia estéril e prosseguindo-se no
processo de trituragSo até que o mate-
rial assumisse uma consisténcia
totalmente pastosa. Nesta ocasi30 foi
acrescentado o diluente em quantidade
suficiente para o preparo da suspensSo a

laminas de vidro,

20% (peso/volume) a qual, apés sofrer
centrifuga¢3o a 1.500 rotagdes por minu-
to durante cinco minutos, Teve 0 seu

sobrenadante como o ino6culo utilizado na
técnica de 11C, (19)

Do encéfalo de todos os animais o
material escolhido como representante do
sistema nervoso central foi o processado
segundo as técnicas convencionais para o

diagnoéstico da raiva, (2,6,13)

R rea¢clSo de IFD foi conduzida con-
forme o preconizaao por GOLDWPSSER &
KISSLING, 5 (1958).

R anélise estatistica dos resulta-
dos foi realizada pelo teste da binomi-
nal para a comparacdo de duas proporcgdes
em populacgdes relacionadas, conforme

SIEGEL, 12 (1955). 0 nlvel de signifi-
cancia adotado foi o de 0,05.
RE5S5UITRDOS

Os resultados obtidos est3o expos-
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tos na tabela apresentada a seguir que
relaciona os 30 cies naturalmente infec-
tados pelo virus da raiva, segundo a
namero de identificacdo, o tipo de mate-
rial examinado, a técnica utilizada e a
natureza do resultado.

0 observacdo desta tabela demonstra
que nas gléandulas salivares par6tidas as
proporcde.s de resultados positivos foram
de 24/30 180,00*) e de 23/30 (76,66%»),
respectivamente pa.ra as técnicas de IFD
e de 1IC. Em tais exames as duas técni-
cas foram concordantes em 13 ocasioles,
das quaia 18 (60,00») com resultado
positivo e uma (3,33%) com resultado
negativo. 0s 11 resultados discordantes
apresentaram o seguinte comportamento:
cinco IFD-negativa/llIC-positiva e seis
IFO-positiva/llC-negativa.

Prosseguindo no exame dos resulta-
dos constantes da referida tabela, pode-
se constatar que as gléandulas salivares
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submaxilares e 0s cornos de flmmon
demonstraram o percentual de positivi-
dade de 100,00% (30/30) frente as duas
técnicas utilizadas (IFD e 1IC).

R proporcdo de resultados
as técnicas de

positi-

vos, verificada mediante
IFD e de I1IC nos exames de espécimes de
corno de flmmon e de glandula salivar

submaxilar (30/30), foi
vamente superior (p<0,02) aquela verifi-
cada para os exames das glandulas sali-
vares pardtidas, com os valores de 24/30
e de 23730, respectivamente para as
técnicas de IFD e de [1IC.

fl anéalise interna das. diferencas
observadas nos resultados dos exames das
glandulas salivares pardtidas pelas duas

significati-

técnicas aplicadas (IFD e 110), nao
apresentou significado estatistico (p =
0,5) ao nivel adotado para a rej.eicDo da

hipétese de nulidade.

TABELA: Resultados de exames laboratoriais para a raiva em cées naturalmente infecta-
dos, segundo a identidade do animal, o tipo de espécime colhido e a técnica

utilizada. Sdo Paulo, 1987.
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DISCUSSAO tipo de comportamento poderia ser expli-
cado tanto por uma irregularidade na
o ) distribuicdo d6 virus, como é citado por
0 positividade para a raiva, obsegg pWR55ER et alii, 7 (1959) e por
vada no corno de Rmmon dos 30 cies exa- CARSKI et alii, 5 (1962), como. também
minados  tanto pela 11C como pela IFD,  <por uma possivel participacdo de subs-
demonstra que, de fato, o grupo de ani- tancias inibidoras do virus, como foi
mais observado estava efetivamente referido por WILSNRCK & PARKER, 20
infectado pelo virus da raiva. Esta (1966) em animais silvestres e por 5ILVP
condi¢cSo foi considerada como parametro & SILVR, 13 (1973) em cies. "
para a avaliaclo da sensibilidade das
técnicas aplicadas as glandulas sali-
vares submaxilares e paroétidas.
P obtenglo de resultados positivos
pela IIC, em todos os exames das glan- ] i
dulas salivares submaxilares, caracteri- COREE“:;'_ XOETES IT,o]’p F-Hb’emoxgsggyicfnuogf,
za 09”9 parametro, pois confirma a rabies antigeﬁs in the submaxillary and
eX|stenC|a} da etrflpa de d!fUSIO centri- parotid salivary glands of naturally
fuga do virus rébico do sistema nervoso in-fected dogs. Use of the fluorescent
central ate as glandulas  salivares antibody (FR) technique on smears of
submaxilares, em todos os individuos semi-ground salivary gland tissue. Rev.
examinados. . Fac.Med.Vet.Zootec.Univ.5 .Pau lo ,24(2):181-
R constatacdo de resultados positi- 186,1987.
VoS na IFD em todas as impressSes de
glgndula sgllvar S:mezXIltar,_d O?t'%as SUMMARY: Submaxillary and parotid glands of
apos a semt-maceracgio do tecrdo glandu- 30 naturally rabies infected dogs were
lar, ressalta que esta metodologia apre-  eyapined using the direct fluorescent
sentou elevada sensibilidade para esta- antibody (FR) technique on tissue smears of
belecer o diagndéstico da raiva, bem como semi-ground salivary glands. Mouse
para demonstrar a presenga do antigeno inoculation (MI) tests of all examined
rabico ao nivel de um dos principais salivary glands were run in parallel and
orglos implicados na transmissdo do the rabies diagnosis was confirmed by means
agente etiologico desta importante zo- of FR and MI tests of materials taken from
onose . the Rmmon®s horn. Specimens taken from the
De fato, o conhecimento da existén- submaﬂxilar glands and Rmmon's horn were
cia do virus da raiva nmas glandulas 000K positive for. PR amd i teste
salivares de animars agressores assume parotid’ glands it was found one negative
aspecto de capital importancia para a result whith both FR and MI test and 11
avaliacdo do risco da infecglo nos indi- discrepancies: five FR negative T
viduos agredidos. positive results and six FR positive - Ml
Os exames das glandulas salivares negative results. The results found in this
pardétidas com sensibilidade de 80,0% experiment demonstrated the practicality of
pela IFD e de 76,66 % pela 11C salientam the FR test usin,g smears of semi-ground
que este tipo de material tem menor salivary glands.” This technique should
valor para o diagnéstico da raiva do que become an alternative tool for the study of
as glandulas salivares submaxilares e o rabies pathogenesis, especially for the
search.of the rabies virus associated with
corno de Flmmon. th rgan involved in th vir
Persistindo na analise dos resulta- trgnsmisos?(?ns olve € us
dos dos exames realizados nas gléandulas )
salivares parotidas, verifica-se a exis-
téncia de resultados discordantes entre UNI TERMOS : Rabies; Dogs; Diagnosis;
a IFD e a 1IC, em 11 oportunidades. Este Salivary glands
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