
A UTILIZAÇÃO DO MÉTODO DE IMUNOFLUORESCÉNCIA 
COMPARATIVAMENTE COM OS. MÉTODOS HISTOQUIMICO E BIOLÓGICO 

NO DIAGNÓSTICO DA RAIVA'. 

• FIENATO Auc1sTo DA SILVA 2, NOEMA MOEAES DA SILVA" 
e ROMEV SOARES GIJIMARÃES' 

SINopsE.- Foram empregados, comparativamene, os métodos de imunofluorescência, bis-
toquímico (pesquisa de corpúsculos de. Negri, pelo método de Faraco) e inoculação em 
camundongos, em 461 cérebros de animais suspeitos de raiva e um cérebro de origem humana 
de um caso clinicamente diagnosticado. Observou-se que a imunofluorescência se revelou tão 
sensível quanto a inoculação em camundongos e, ainda, que a imunofluorescência pro-
porcionou resultados mais satisfatórios que a pesquisa de corpúsculos de Negri, com exceção 
de dois cérebros de bovino, que foram, na imunofluorescência, negativos, e na prov4 de 
inoculação, positivos. . 

Foram examinadas também, 77 glândulas submaxiIares e 63 cérebros de. diferentes 
espécies, duas amostras de liquor e uma de saliva de origem humana, pelos métodos de imuno-
fluorescência e inoculação em camundongos, não encontrando diferença entre os dois métodos 
empregados. . . . . . . .. . 

INTRODUÇÃO 

O diagnóstico laboratorial da raiva baseou-se, por 
muitos anos, nos resultados dos exames histopatológicos 
e biológicos. A partir dos trabalhos de Goldwasser e 
Kissling (1958), o método de imunofluorescência foi 
introduzido no diagnóstico da raiva, por ser uma técnica 
vantajosa, em relação às demais, pela sua rapidez e 
especificidade. Estes pesquisadores informaram que a 
técnica de anticorpos fluorescentes pode ser utilizada 
para corar antigenos de vírus de rua e de vírus fixo nos 
cérebros de camundongos experimentalmente infectados. 
Posteriormente, Coldwasser e-t ai. (1960) indicaram, 
ainda, que a mesma técnica de imunofluorescência podia 
ser, usada para a evidenciação de antigenos rábicos nas 
glândulas salivares de animais infectados pelo vírus da 
raiva. . 

McQueen et ai. (1060) estudaram, comparativamente, 
o teste de imunofluorescência com o exame microscópico 
para a pesquisa de corpúsculos de Negri e com a inocula-
ção em camundongos no diagnóstico de 825 materiais 
suspeitos de raiva, concluíndo que o teste de imunofluo-. 
rescência é tão sensível quanto a prova de inoculação 
em camundongos o superior à pesquisa de corpúsculos 
de Negri. 

Lenette et ai. (1965), usando os três métodos para 
o diagnóstico da raiva em um total de 4.230 materiais 
suspeitos, encontraram 363 positivos, dos quais 361 
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(99,4%) foram evidenciados pelo método de anticorpos 
fluorescentes 357 (98,3%) pela inoculação em camun-
dongos e 239 (65,8%). pela presença de corpúsculos de 
Negri (método de Selters). 

Mocsáry e Kovacs (1068) examinaram 1.600 materiais, 
sendo 348 deles submetidos ao teste de inoculação em 
animais. Das amostras que se revelaram infecciosas, 
99% foram positivas à imunofluorescência e 85% aos cor-
púsculos de Negri. Os resultados da imunofluorescência 
e inoculação concordaram em 98,8% dos casos, nas 
amostras infecciosas, e. 98,5%, nas amostras . não 
infecciosas. . . . . . . . 

Atanasiu et ai. (1968), empregando as técnicas de 
imunofluorescência, inoculação em camundongos e mé-
todos histopatológicos para o diagnóstico da raiva, con-
cluíram que a inoculação intracerebral em camundongos 
é a técnica mais fiel, porém, lenta.- A imunofluorescência 
proporciona melhores resultados que a pesquisa de cor-
púsculos de Negri quando o material a examinar se 
encontra em bom estado. 

Richter et ai. (1969), empregando os métodos de imu-
nofluorescência e inoculação em camundongos não obti-
veram diferença entre os dois métodos. 

No .presente trabalho, são apresentados os resultados 
das provas •, de imunofluorescência comparativamente 
com os métodos de pesquisa de corpúsculos de Negri 
e inoculação em camundongos, em materiais suspeitos 
de raiva examinados nos últimos anos. 

MATERIAL E MTOEOS 

A partir do ano de 1968, o Setor de Virologia do então 
Instituto de Pesquisas e Experimentação .Agropecuárias 
do Centro-Sul (IPEACS)' vem utilizando a técnica de 
anticorpos fluorescentes (método direto) no diagnóstico 
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da raiva. Foram examinados, pela técnica de imundfluo-
rescência comparativamente com os métodos de pes-
quisa de corpúsculos de Negri e inoculação em camun-
dongos, 461 cérebros de diferentes animais domésticos 

rais, na freparação de esfregaços, em lâminas, de Corno 
de Ammon ou de outras porções do sistema nervoso 
central, maceração pela arnônea, fixação pelo fixador 
de Ileidenhain e coloração rápida pelo corante de Mann. 

QuADRO 1. Resultados dos exames de materiais suspeitos de raiva, pela técnica de lmunofluorescdiscia, 
pcsqui.a de copúscu7os de Negri e inoeimiaç5o em camundongos 

Materiais examinados 	Imunofhiorescâneia Corpúsculos do Negri Innoutaç0o em camundongos 

Espicies 	de 	Positivos 	Negativos Positivos 	Negativos Positivos Negativos 
cerebros 

Bovinos 	102 	31(30.4%) 	71 25 (24,5%) 	77 33(32,3%) 60 
Eqilídeon 	11 	1 2 (181%) 	O O (0%) 	li 2 (1811%) 9 
Caniros 	301 	56(21,2%) 	237 44 (14,0%) 	257 64 (21,2%) 237 
Felinos 	 41 	4 	(0.7%) 	37 3 	(713%) 	38 4 	(0,7%) 27 
Sumos 	 4 	1 	 3 O 	 4 O 3 
Captinon 	 2 	1 	 1 1 	 1 1 1 
homem (caso 2) 	1 	1 	 O 1 	 O 1 O 

Totais 	 452 	101 	 358 71 	 388 lOS 356 

QTMDRO 	2. 	Rsul(ados dos exames de materiais suspeitos de raiva pelas iéçnicas de imunofluorescéoscia 
e snoculaçúo em camundongos 

Materiais examinados Imnno(lnoresrtncia Total 

Espécies 	Noturna do material Positivo 	Negativo Peitivo 	Negativo 

Bovinos 	 Cérebro 16 	29 16 28 45 
Glândulas submasilaxen 3 	4 3 4 7 

Caninos 	 Cérebto O 	15 O is os 
Glândulas submaxUares 24 	32 24 32 58 

Palmas 	 Cérebro O 	1 O 1 1 
Glândulas nsbmai1ares 4 	10 4 10 14 

Eqâldeos 	 Cérebro 1 	1 1 1 2 
Eoniem (mulher, raso 1) 	Liquor O 	1 9 1 1 

Saliva O 	1 O 1 1 
Homem 	(homem, caso 2) Líquar O 	O O 1 1 

e, ainda, fragmentos de cérebro de um caso de raiva 
humana, clinicamente diagnosticado. Ao mesmo tempo 
foram examinados, por imunofluorescência e inoculação 
em camundongos, 77 glândulas submaxilares de dife-
rentes espécies animais e 63 cérebros, os quais, por 
suas condições de conservação, não foram submetidos 
ao método histoquímico para a pesquisa de corpúsculos 
de Negri, além de duas amostras de liquor e• uma de 
saliva de origem humana. A procedência desses mate-
riais está indicada nos Quadros 1 e 2. 

Os materiais para exame chegavam ao laboratório 
conservados em temperatura de refrigeração ou em gli 
cerina e algumas vezes sem conservação, quando se tra-
tava de morte ocorrida em locais próximos ao JPEACS. 
Nestes casos, o cadáver era submetido à necropsia pelos 
patologistas do Setor de Anatomia Patológica, sendo re-
tiradas, a nosso pedido, porções do sistema• nervoso 
central e glândulas submaxilares. 

No caso de materiais conservados em glicerina, tanto 
para o método de imunofluorescência, como para a pes-
quisa de corpúsculos de Negri, procedia-se à lavagem 
dos tecidos em soro fisiológico estéril durante duas 
a três horas, tendo o cuidado de trocar o soro três vezes. 

Exames reaTizados 

Método histoquímico. Na realização desta prova, foi 
utilizada a técnica de Faraco (1938), adotada há vários 
anos com excelentes resultados. Consiste, em linhas ge- 
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Método hiotóico. Esta prova consiste na preparação 
de suspensões a 10%, em soro fisiológico estéril, dos 
tecidos a examinar. Para fim de controle das contami-
nações, adicionam-se 1.000 U.I. de penicilina potássica 
e 1 mg; de di-hidro-estreptornicina para cada mililitro 
de suspensão. Em seguida, centrífuga-se a suspensão 
durante 10 minutos a 2.500 rpm. 

Para esta prova, foram utilizados, de preferência, ca-
mundongos lactentes, que foram inoculados pela via 
intracraniana, na dose de 0,03 ml. Estes animais foram 
observados pelo período de 21 dias. 

Método de Imunofluorescência. Na execução desta 
técnica foi seguido o método direto OMS (1967). Os 
esfregaços eram feitos de tecido nervoso, representado. 
por porções da córtez cerebral, Corno de Ammon, ce-
rebelo e bulbo, ou de tecido não nervoso. Cada lâmina 
recebia duas impressões do tecido a examinar, fazen-
do-se um mínimo de seis lâminas para cada materiaL 

Feitas as. impressões, as lâminas eram postas a secar 
em temperatura ambiente por 10 minutos e, após, eram 
mergulhadas . em frasco de Coplin, com acetona, na 
temperatura de menos 20°C, por 30 minutos, exceto 
quando se tratava de impressões de glândulas salivares 
ou saliva, que eram deixadas por quatro horas nesta 
fixação. Em seguida, eram retiradas as lâminas deixan-
do-se escorrer o restante de acetona na própria tempe- 
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ratura de menos 200.  Após secagem no congelador, as 
lâminas eram removidas e colocadas na temperatura 
ambiente para eliminação da condensação. Circunda-
vam-se as impressôes com esmalte, colocando-se as lâ-
minas em uma câmara úmida. A impressão próxima à 
etiqueta da lâmina recebia 2 gotas do conjugado diluído, 
conforme seu título, em suspensão de cérebro de ca-
mundongo normal. A outra impressão era corada da 
mesma maneira com conjugado diluído em suspensão 
de cérebro de camundongos infectados com amostra de 
raiva vírus fixo. A câmara úmida contendo as lâminas 
era incubada a 37°C durante 30 minutos. Após a 
incubação, as lâminas eram retiradas da câmara, lavan-
do-se as impressées com salina tamponada (p11 7,4); 
em seguida, as lâminas eram imergidas em salina tampo-
nada durante 10 minutos. A seguir, as lâminas eram 
lavadas em água destilada e secadas na temperatura 
ambiente em posição verticaL Finalmente, fazia-se a 
montagem das lâminas com glicerina tamponada 
(pI{ 7,6). 

Preparo das suspensões de cérebro de camundongos 

A suspensão de cérebro de camundongo normal a 20% 
para diluir o conjugado era preparada usando-se como 
diluente uma suspensão a 10% de gema de ovo, obtida 
de õvos embrionados com seis a sete dias de incubação, 
em salina tamponada com fosfato (p11 7,6). 

Após centrifugação por 10 minutos a 1.000 rpm, dis-
tribuia-se o sobrenadante em tubos contendo quantidades 
suficientes para um dia ou uma semana de trabalho e 
conservava-se em temperatura de menos 20°C até o 
momento de usar. A suspensão de cérebro de camun-
dongo infectado era preparada da mesma maneira, lisan-
do-se cérebros de camundongos inoculados intracranial-
mente com suspensão de vírus rábico fixo. 

A rotina de trabalho incluia a utilização da amostra 
de vírus rábico fixo "Pasteur", contendo atualmente 
3.168 passagens em cérebro dc coelho. 

Foram utilizados conjugados anti-rábicos procedentes 
do Instituto Pasteur de Paris, gentilmente cedidos pelo 
Dr. Pascu Atanasiu; BBL (partida número 6021930) e 
conjugado preparado por nós, devidamente padronizado. 

Para a microscopia, foi utilizaria, desde o início do 
trabalho até julho de 1969, um microscópio Leitz 
Ortholoux, com canhão monocular, equipado com: 
ocular 10 x com filtro de barragem U.V; objetiva 10 
x A 0,25; condensador de campo claro A 1,40; fonte 
de luz por lâmpada dd mercúrio de 150 W, marca 
Philips, com filtro calorífico e filtros excitadores UV de 
2 e4 mm UC1. 

Mais recentemente, o IPEACS adquiriu aparelhagens 
moderna para imunofluorescância, representada por um 
microscópio Reichert Fluorpan; triocular, equipado com: 
oculares PK8; objetivas 16/0.32, 1601 O: 40/0.65, 
160/0.17, rotineiramente utilizadas e mais 60/0.95. 
160 •e 95/1.18 e 160/0.17, senda estas duas últimas 
de imersão; condensador de campo escuro; lâmpada de 
mercúrio HBO 50/L2; filtro excitador n.° 22 (UV pass 
filter 1.5 mm UGI), e filtro de barragem n.° 2 no 
canhão. 

RESVLTADOS 

Os resultados obtidos na aplicação dos métodos de imu- 
nofluorescência, pesquisa de corpúsculos de Negri e 
inoculação em camundongos em 482 materiais nervosos 

estão sumariados no Quadro 1. Pela análise destes re-
sultados, verifica-se concordância entre os métodos de 
imunofluorescência e inoculação em materiais de dife-
rentes espécies, com exceção de dois materiais de bovino, 
conservados em glicerina.No Quadro 1 estão indicadas, 
ainda, para comparação entre os três métodos empre-
gados, as percentagens de positividadepor espécie ani-
mal, excetuados os materiais humano, de caprino e de 
suíno, por não constituírem amostragem representativa. 

O Quadro 2 expressa os resultados das provas de 
imunofluorescência e inoculação com 77 glândulas sub-
maxilares, 63. cérebros, líquor e saliva de origem hu-
mana, havendo perfeita correlação entre os dois métodos 
empregados. 

DiscussZo E CONCLUSÕES 

A técnica de imunofluorescência reune, indiscutivel-
mente, as vantagens de rapidez e especificidade, quando 
se tem em foco o diagnóstico. No entanto, os métodos 
histoquímico, para a pesquisa de corpúsculos de Negri, 
e de inoculação em camundongos não foram dispensados 
pelos laboratórios que têm a seu cargo o diagnóstico da 
raiva. O isolamento do vírus é considerado como a 
prova mais fiel para o diagnóstico. da raiva, apesar de 
constituir um método lento. Com  a finalidade de ace-
lerar o diagnóstico, Webster (1942) recomenda o sa-
crifício de um dos camundongos inoculados a partir 
do quinto dia e outro, cada dia consecutivo, para in-
vestigação rios corpúsculos de Negri, pois está de-
monstrado que eles se formam antes do aparecimento 
dos sintomas . de raiva. Atanasiu et ai. (1968) reco-
mendam o exame dos cérebros dos animais inoculados 
a partir do sexto dia de inoculação pelo método de 
imunofluorescência. . 

Com o mesmo propósito, isto é, o de acelerar o diag-
nóstico da raiva, Schneider, (1989) notificou recente-
mente o desenvolvimento de uma prova baseada no exa-
me da córnea do animal raivoso pelo método de imuno-
fluorescência. Com  este método pôde diagnosticar a 
enfermidade antes do aparecimento dos sintomas clí-
nicos em mais de 70% dos camundongos infectados no 
laboratório. . .. 

Considera-se, também, uma das grandes vantagens 
do método de imunofluorescência a de demonstrar a 
presença de antígeno víral rábico em tecidos que con-
têm a substância inibidora da raiva (SIR), quando 
outras provas . falham. Esta substância foi demonstrada 
pela primeira vez por Carskl et at. (1982), quando 
trabalhavam com raposas e zorrilos infectados experi-
mentalmente. 

No presente estudo comparativo entre os três métodos 
de laboratório empregados no diagnóstico da raiva, foi 
verificada a. sensibilidade da prova de imunofluores-
cência em um total de 605 materiais provenientes de di-
ferentes animais, inclusive do próprio homem. Obser-
vou-se concordância entre os métodos de imunofluo-
rescência e inoculação em camundongos, exceto no que 
se refere a dois materiais de bovino conservados em 
glicerina. 

Com relação ao teste de imunofluorescência e ao 
método histoquimico de Faraco, foram obtidas, nos 
materiais de bovino, as percentagens de positividade de 
30,4 e 24,5, respectivamente. Os materiais de cães 
deram 21,2 e 14,8, para imunofluorescência e Faraco. 
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Ê sabido què o corpúsculo de Negri pode faltar na 
infecçãõ rábica. Assim, johnson (1942), em 711 casos de 
raiva cmprovada no cão, verificou que 10,5% destes 
animais foram negativos e 137 cérebros de raposas deram 
positivos na prova corpúsculos de Negri. De 188 cães 
infectados experimentalmente por iioculação intramus-
cular, 39,7% foram Negri negativos. Destes 188 cães, 
46% apresentaram raiva furiosa, dos quais 21% foram 
Negri negativos, 

Santos (1957) relatou que em 55 cães mortos de 
raiva, 15 animais foram negativos, dando uma percen-
tagem de 27,4%. Nos eqüideos, em 11 casos, 6 apresen' 
taram corpúsculos de Negri. Nos bovinos, em 33 casos 
estudados, todos foram Negri positivos. O caprino se 
comportou da mesma maneira ocorrendo, em 4 animais 
raivosos, corpúsculos de Negri. Em 4 gatos, apenas 2 de-
monstraram corpúsculos de Negri. Em 2 carnívoros sel-
vagens, raposa .e jaguar, vivendo em cativeiro, com-
provou-se a presença de corpúsculos de Negri. 

Pelos dados expostos de confrontação entre os três 
métodos (imunofluorescência, histoquímico de Faraco e 
inoculação em camundongos) no diagnóstico da raiva, 
concluiu-se que o método de imunofluorescência se re-
velou tão sensível quanto a prova de inoculação em ca-
mundongos e superior ao método de Faraco para a 
pesquisa de corpúsculos de Negri. 
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ABSTRACT.- Silva, R.A. da; Silva, N.M. da;' Guimarâes, R.S. [A com parison ai the 
immunofluorescent with hístochemical and Liologicai tests isa the diagnosis of rabies.]. 
A utilização do método da imunofluorescência comparativamente com os métodos histo-
químico e biológico no diagnóstico da raiva. Pesquisa Agro pecudria Brasileira, Série Vete-
rinória (1973) 8, 1-4 [Pt, en] IPEACS, Km 47, Rio de Janeiro, GB, ZC-26, Brazil. 

A comparison was made of the efficiency of the fluorescent antibody technique, Negri 
body examinatiort and mouse inocuiation test for the detection of rabies. The brami from 
four hundred and sixty one rabies suspect animais and the brain of a man who died of 
rabies were examined by the methods cited above. Also, 77 submaxillary glands and 63 
brains of animals, pIes twa samples of spinal fluid and one of saliva from human cases 
suspected of rabies, were examined by the fluorescent antibody technique and mouse 
inocuiation test. 

The fluorescent antibody technique was comparable in efficiency to the mouse 
inoculatton test and superior to the Negra body examination 
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