- DIAGNOSTICO DA RAIVA PELA TECNICA DE IMUNOFLUORESCENCIA
- EM CORTES DE TECIDOS INCLUIDOS EM PARAFINA'
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SinvorsE.- Empregando a técnica de Sainte-Marie para fixacio e inclusie de tecidos em
parafina ¢ usando o método direto de imunofluorescéncia, foram examinados cortes de
tecidos provenientes de trés camundongos inoculados experimentalmente com virus rébico
Eixo *“Pasteur”, de onze cdes e de seis bovinos naturalmente infectados pelo virus da raiva.
O antigeno viral ribico foi identificado no cérebro e no cerebelo dos citados animais e,
também, nas glindulas submaxilares de seis cdes e de trés hovinos.

InTRODUGAO

A observagio de tecidos de animais infectados pelo virus
da raiva estava limitada ao uso de cortes por congelagio
devido & rdpida desnaturagio do antigeno pelos proce-
dimentos usuais de fixagio (Fisckman 1969). Sainte-
Marie (1962) descreveu uma téenica de fixagio na qual
o procedimento usual de embebigio de tecido com para-
fina foi usado para imunofluorescéncia com virus e tam-
bém, com outros antigenos.

Em trabalho anterior (Silva et al. 1971), empregamos
comparativamente os. métodos de imunofluorescéncia,
histoquimico (Faraco) e inoculagio em camundongos
em 462 materiais nervosos de virias espécies de mami-
feros, constituindo a presente publicagio o resultado da
utilizacio do método de imunofluorescéncia em materiais
incluidos em parafina, provenientes de 20 animais, para
fins comparativos com os métodos de diagnéstico ji
empregados, :

. MateriaL £ M£TODOS

Examinaram-se cortes de diferentes tecidos, provenien-
tes de 20 animais positivos para a raiva, pelas técnicas
de imunofluorescéncia em impressdes de tecidos, pes-
quisa de corplsculos de Negri (casos de sistema nervoso
central) e inoculagio em camundongos, assim distri-
buidos: R

a) 3 cérebros de camundongos inoculados experimentalmente
com virus ribico fixo Pasteur;

b) 11 cérebros de ciies, naturalmente infectados com rajva,

recebidos pela Segio de Virus do Instituto de Pesquisa Agro-
pecudria do Centro-8ul (IPEACS) para fins de diagnéstico; de
3 destes cles foram examinadas ainda as glindulas submaxilares,
e, de um deles, registrado sob o n.° 5,065, também o pulmfo,
bago, figado, coragdo, rins e bexiga;

¢) 6 cérebros de bovines também recebidos para fins de
diagnéstico; de 4 deles foram examinadas as glindulas subma-
xilares, e, de wm outro, registrado sob o n.° 5200, a cérnea, o8
rins, 23 supra-renais, o baco e 03 pulmdes, além das glindulas
submaxilares e sistema mervoso central, .
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Para a fixagio dos fragmentos dos tecidos a examinar,
foi seguida a técnica preconizada por Sainte-Marie
(1962), que, em linhas gerais, é a seguinte: fixacho
pelo 4lcool a 95° ou acetona, por 24 horas; desidra-
tagio em dlcool absoluto e clarificagio em xilol, sendo
todas as fases do trabalho realizadas na temperatura de
4° C; a seguir, inclusio dos tecidos em parafina a 56°C
por 1 ou 2 horas, guardando-se os blocos a 4°C; os
cortes foram feitos em micrétomo “Spencer”, na espes-
sura de 5 micra; na coloragio dos cortes foi empregado
o método direto da téenica de anticorpos fluorescentes
( Goldwasser & Kissling 1958). Os cortes apds passagem
pelo xilol, pelo dlcool e solugéo salina tamponada, quan-
do secos, foram recobertos com o conjugado anti-rabico
diluido conforme seu titulo; em seguida, as laminas foram
incubadas, em cdmara {imida, & temperatura de 37°C
por 1 hora (Fischman 1969, Sainte-Marie 1962); depois
de retirados da estufa, os cortes foram lavados em so-
lugio salina tamponada, 4guna destilada, fazendo-se a
montagem com glicerina tamponada pH 7,4, com lami-
nulas apropriadas. O conjugado ~anti-ribice utilizado,
procedente do BBL, correspondia & partida de ntimero
9.041.908,

Para o exame dos esfregacos usou-se um microscopio
Reichert Fluorpan, monocular, com condensador de cam-
po escuro, tendo como fonte luminosa a lampada a
vapor de merciirio de alta pressio HB 50, filtro de
excitagio 1,5mm UG1 e filtro de barragem 1mm GG
wratten foil 2A 4+ 4mm GG 13.

Foram examinados, ainda, os cérebros normais de 2

_camundongos, 1 cio e 1 bovino, que funcionaram como

testemunhas,

RESULTADOS

Os tecidos submetidos & embebicio em parafina corres-
pondiam a tecidos de animais infectados pelo virus da
raiva.

Melhor visualizacio do antigeno viral rabico foi obtida
com a fixacio dos tecidos em acetona em lugar do alcosl
a 95°,

O exame dos cortes de tecidos que, apds a coloragio

. B p
por imunofluorescénvia, revelaram presenca de antigeno
viral ribico, concordaram com os exames anteriormente

" realizados em coloraciio de impressdes de material fresco

99

por imunofluorescéncia pelo método direto, inoculagio
em camundongos e pesquisa de corpusculos de Negri,
nos casos positivos de sistema nervoso central.
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No caso do cio, em que além do cérebro. e das glin-
dulas salivares formmn examinados o pulmio, figado, baco,
coragio, rim e bexiga, foram obtidos resultados positivos
no sistema nervoso central, glindulas salivares e pulmao,
O bago, figado, coracio, rim e bexiga deram resultado
negativo, havendo perfeita concordincia com a inocula-
¢io em camundongos e com o exame das impressdes
coradas por imunofluorescéncia.

O bovino, do qual além do sistema nervoss central
- ¢ das glindulas salivares foram examinados o pulmio,
figado, bago, cérnea e supra-renal, foram obtidos resul-
taﬁos positivos no sistema nervoso central, glindulas
submaxilares, cérnea e supra-renal. Resultado negativo
verificou-se no pulmio, bago e figado, concordando tam-
bém, no caso anterior, com a inaculagio em camundon-
gos e o exame das impressGes coradas por imunofluo-
rescéncia.

Em todos os materiais examinados que deram resul-
tado positivo, verificor-se maior riqueza de material fluo-
rescente nas impressdes de tecidos frescos do que nos
cortes de material embebido em parafina. Houve uma
tinica exce¢io, que foi a glindula submaxilar do bovino
acima citado.

Os cortes de tecidos nervosos dos animais testemunhas
apresentaram resultados negativos, :

Discussao

O exame de cortes de tecidos raivosos incluidos em para-
fina e submetidos ao método de imunofluorescéncia,
apesar de seu resultado satisfatério, nio cumpre a fina-
lidade de um diagnéstico rdpido. E mais uma boa téc-

nica que pode ser usada no diagnéstico da raiva, prin-
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cipalmente para os laboratérios que se limitam acs tra-

"balhos de histopatologia da raiva, quer buscando a

presenca de corpusculos de- Negri por esfregacos, quer
estudando as lesGes por inclusio dos tecidos nervosos em
parafina. Para estes laboratérios, a introdugdo da imu-
noflucrescéncia é de grande valor, pela sua especifici-
dade, mormente quando nio ocorre a presenga de cor-
pasculos de Negri, ou outras alteragfes que possibilitem
o diagnéstico da raiva. Este método apresenta, ainda,
a possibilidade de um estudo mais apurado da distri-
buigho do virus ribico nos tecidos, conforme demons-
tragio de Fischman (1969).

Melhores resultados foram . obtidos quando foi em-
pregada a fixacio dos tecidos pela acetona e ndo pelo
aleool a 95°C.
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The brains of three mice experimentally innoculated with rabid “Pasteur” fixed virus
strain and of eleven dogs and six bovines paturally infected with rabies, were examined
using the Sainte-Marie’s Technique for fixation and paraffin embedding tissues and employing
the fluorescent antibody direct staining method. '

The rabies virus antigen was identified in the brain and cerebellum from all the animals
studied and in the salivary gland of six of the dogs and three of the bovines,
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