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RESUMO: Rs glândulas salivares submaxilares 
e parótidas de 30 c3es, naturalmente infec
tados pelo vlrus da raiva, foram examinadas 
mediante a reaçlo de imunofluorescência 
direta (IFD), aplicada a raiva em impres- 
s3es obtidas do tecido glandular semi- 
macerado. Os controles adotados foram o 
exame de tais glândulas através oa técnica 
de inoculaç3o intracerabra l em camundongos 
(IIC) e a pesquisa oa presença do vlrus 
rábico no corno de Rmmon dos respectivos

a nimais, s e g u n d o  as t é c n i c a s  de IFD e de 
IIC. Rs g l â n d u l a s  s a l i v a r e s  s u b m a x i l a r e s  e 
o c o r n o  de R m m o n  f o r a m  p o s i t i v o s  em todas 
as o p o r t u n i d a d e s  p ar a as t é c n i c a s  de IFD e 
IIC. Rs g l â n d u l a s  s a l i v a r e s  p a r à t i d a s  r e v e 
lar am  um r e s u l t a d o  n e g a t i v o  f r e n t e  ás duas 
t é c n i c a s  r e f e r i d a s  e 11 r e s u l t a d o s  d i s c o r 
d an te s,  dos q ua i s  c i n c o  IFD n e g a t i v a - I I C  
p o s i t i v a  e seis IFD p o s i t i v a - I I C  n e g a t i v a .  
Os v a l o r e s  o b s e r v a d o s  d e m o n s t r a r a m  um bom 
c o m p o r t a m e n t o  p ar a  o e x a m e  das g l â n d u l a s  
s a l i v a r e s  s u b m a x i l a r e s  p e l a  IFD a p l i c a d a  à> 
raiva em i m p r e s s 3 e s  do t ec id o g l a n d u l a r  
s e m i - m a c e r a d o . E s t a  m e t o d o l o g i a  o f e r e c e  um 
n o v o  i n s t r u m e n t o  p a r a  o e s t u d o  da p a t o g e n i a  
da raiva, p a r t i c u l a r m e n t e  em i n v e s t i g a ç 3 e s  
que p r o c u r e m  e s c l a r e c e r  a p r e s e n ç a  do v ir u s  
ao niv el  dos ó r g S o s  e n v o l v i d o s  c om  a sua 
t r a n s m i s s 3 o .

U N I T E R M O S :  R ai va , c3es; D i a g n ó s t i c o ;  G l â n 
d u l a s  s a l i v a r e s

I N T R O D U Ç R O

P s i s t e m á t i c a  a t u a l m e n t e  d i s p o n í v e l  
para o d i a g n ó s t i c o  l a b o r a t o r i a l  da raiva 
em animais d o m é s t i c o s  e s i l v e s t r e s  i m 
plica no exame de am os tr a s  de s i s t e m a  
n e rvo so centra l, s e g u n da  três tipos de 
p r o c e d i m e n t o s :  t écn ica s h i s t o q u I m i c a s , 
(2,4); reaç So de imunof l u o r e s c ê n c i a  d i 
reta CIFD) (2,6,8) e a prova b i o l ó g i c a  
de i n o c u l a ç S o  i n t r a c e r e b r a l  em c a m u n d o n 
gos (IIC) (2,4)

De n t r e as t écn ica s que p e r m i t e m  a 
obtenção, de r e s u l t a d o s  em curto e s p aç o 
de tempo d e s t a c a - s e  a de i m u n o f l u o r e s 
cê n c i a dir et a (IFD) , pela e x c e l ê n c i a  
dos r es ul ta d o s  re l a t i vo s às c a r a c t e r í s 
ticas de s e n s i b i l i d a d e  e de e s p e c i f i c i 
dade (8,10)

R IFD pode ser a pli ca da  tanto a 
corte s de tecido por c o n g e l a m e n t o ,  (3), 
como tamb ém a i m p r e s s 3 e s  o bt id as  pe l a  
c o m p r e s s ã o  do m a t e r i a l  s us pe i t o  em l â 
m in as de m i c r o sc o p i a ,  (8). Esta ú l t i ma  
m e t o d o l o g i a  foi a que e n c o n t r o u  m ai or  
aplicação, tendo em v is ta  a sua f a c i l i 
dade de e x ec uçl o.

S al i e n t e - s e ,  no entanto, que os 
estudo s sobre a p a t o g e n i a  da raiva têm 
p r o c u r ad o  i nv es t i g a r  a p r e s e n ç a  do v iru s 
em m a t e r i a i s  nío p r o v e n i e n t e s  do s ist ema  
n er v o s o central. ( 1,8,13). N este  p a r t i 
cular, o exame das g l â n d u l a s  s al i v a r e s  
tem se r eve la do  de gra nd e i nte res se.  
(1,3 ,7, 3,1 1,1 3,1 4,1 9).

De fato, a d i s p o n i b i l i d a d e  de m é 
todos p rá t ic o s  e efetivos,. c apa zes  de 
d e m o n s t r a r  a p r e s e n ç a  do vlrus da raiva
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nas g l ã n ou la s  sai ivares de a n i m a i s  
d o m é s t i c o s  ou s il ve s t r e s,  c o ns t i t u i  i n s 
trumento de tr aba lho  de g r a n d e i m p o r i S n -  
cia para o estu do da epidf»mioloçiia c e s t a  
temivel zoonose, ( 9 , 1 1 , 1 5 , 1 7 , 1 3 )

Se o exame de g l â n d u l a s  s a l i v a r e s  
s ub m a x i l a r e s  pela IFD apl i c ad a a c or t e s  
de tecido por c o n g e l a m e n t o  tem a p r e s e n 
tado resultados- p r o m i s s o r e s ,  (3), as 
t e nt a t i va s de a p l i ca ç ã o  de tal técnica í 
i m pr e s s õe s ce tecido g l a n d u l a r  tem offi- 
recido r es ul t a d o s i r r e g u l a r e s ,  (5,7). 
Talve z esta d i s c o r d â n c i a  seja c o n s e q i S n -  
cia oa d i f i c u l c a d e  o b s e r v a d a  na e l a b o r a 
ção das imp re ss õ e s  a pa rti r de f r a g m e n 
tos de glândul-as s a li va r e s ,  pois a c o n 
s i s tê nc ia  destes m a t e r i a i s  é m u i t o  m a i s  
f i r m e - d o que aquela v e r i f i c a d a  em e s p é 
cimes de s i ste ma n e r v o s o  c e nt r a l .

D e s t e  m o d o ,  o p r e s e n t e  t r a b a l h o  t e m  

p o r  o b j e t i v o  o e x a m e  d e  g l â n d u l a s  s a l i 

v a r e s  s u b m a x i l a r e s  e p a r ò t i d a s  d e  c i e s  
n a t u r a l e m n t e  i n f e c t a d o s  p e l o  v i r u s  d a  

r a i v a ,  a p l i c a n d o - s e  o p r o c e s s o  d a  s e m i -  

m a c e r a ç S o  do t e c i d o  g l a n d u l a r  a f i m  d e  

f a c i l i t a r  a o b t e n ç 3 o  d a s  i m p r e s s õ e s  a 

s e r e m  t r a t a d a s  p e l a  I F D  a p l i c a d a  à r a i -  

v a .

Os p a r â m e t r o s  u t i l i z a d o s  par a o 
c o n t r o l e  f or am  o e xam e das g l â n d u l a s  
s a l i v a r e s pela IIC e o est u d o  do t e c i d o  
c er ebr al dos r e s p e c t i v o s  a n i mai s p e l a s  
té cnicas de IFD e IIC..

M R T E R I R L  E M É T O D O S

0' s u b s t r a t o  b á s i c o  no p r e s e n t e  
trabal ho c o n s i s t i u  das g l â n d u l a s  
s a l i v a re s s u b m a x i l a r e s  e p a r ò t i d a s  e dos 
e n c é f a l o s  de 30 c"3es que a p r e s e n t a r a m  
ó bito natura l, após terem m a n i f e s t a d o  
si nto mas  c o m p a t í v e i s  com a raiva.

0 s i stem a b i o l ó g i c o  a d otad o p a r a  
i s o l a m e n t o  do vlrus foi r e p r e s e n t a d o  por 
c a m u n d o n g o s  albinos suiço s da l i n h a g e m  
C H - 3 /R o c k f e l l e r , adulto s jovens, p e s a n d o  
de 12 a 15 gramas, d i s t r i b u í d o s  e m  
grupos de oito i n d i v í d uo s.

0 c o n j u g a d o  u t i l i z a d o  na re açã o de 
IFD foi o soro a nti - r â b ic o,  m a r c a d o  c om  o 
i s o t i o c i a n a t o  de f l u o r e s c e i n a ,  p r o d u z i d o  
pelo C ent ro  P a n a m e r i c a n o  de Z o o n o s e s  da 
O r g a n i z a ç ã o  P a n a m e r i c a n a  de Saúde, c o m  
d i l u i ç ã o  ótima de t rab al ho  de 1 : S O .

0 d il u en t e  e m p r e g a d o  no p r e p a r o  das 
s u s p e n s õ e s  t i s s u l a r e s  foi c o n s t i t u í d o  
por àgua d e s t i l a d a  com 2 , 0 %  de s oro 
eq ü i n o normal ( p r e v i a m e n t e  i nat ivo  a 5 6 ^
C por 30 m in u t o s )  e o a n t i b i ó t i c o  
c l o r i d r a t o  de l i n c o m i c i n a  na
c o n c e n t r a ç ã o  final de três m i l i g r a m a s

por m i l i l it ro .
Ps g t â n d u l a s  s a l i v a r e s  p a r ò t i d a s  

f or am  c o l h i da s por incislio da pele e do 
tec'do c o n j u n t i v o  s u b j a c e n t e  à regiSo 
a ur icu lar , no s e n t i d o  i n f e r o - s u p e r i o r  , 
c o n t o r n a n d o  a base do p a v i l h ã o  au ri c u l a r  
e r e m o ve n d o  o tecido de r e v e s t i m e n t o .  
Rpós a exp os iç ã o ,  os r e s p e c t i v o s  ó rgã os  
f or am e x t r a í d o s  e a r m a z e n a d o s  em pla c a s  
de Petri e s t é re is ,  m a n t i d a s  em 
t e m p e r a t u r a  de 20 î C n eg a t i v os , e n q u a n t o  
se a g u a rd a v a  o p r o c e s s a m e n t o .

Ps g l â n d u l a s  s a l i v a r e s  s u b m a x i l a r e s  
f or am c o l h i d a s  s e g u n d o  a técnica 
d e s c r i t a  por T I 5R K E L ,  16 (1376).

Os p r o c e d i m e n t o s  e x e c u t a d o s  para o 
e xame das g l â n d u l a s  s a l i v ar es  pelas 
técnicas de IFD e de IIC f or am os 
se gui nt es :  cada ór gSo  foi f ra cion ado , de 
modo  a f or ne c e r  uma amostr a que 
c o n t e m p l a s s e  p o r ç õ e s  de d i v e r s a s  âreas 
c om  um peso final de duas gramas . Esta 
amos tra  foi f r ag m e n t a d a ,  i n i c i a l m e n t e  
com uma teso ura  e, a seguir, s u b m e t i d a  à 
p r i m e i r a  etapa de m a c e r a ç S o  em gral e 
p is tilo, sob c o n d i ç õ e s  de assepsia. 
N este  e s tá g i o  do p r o c e s s a m e n t o .  dos 
p e q u e n o s  f r a g m e n t o s  de tecido semi- 
ma ce ra d o ,  f or am p r e p a r a d a s  as im pre ss õe s 
em dois ca mpo s de c ada uma de oi'to 
lâminas de vidro, d e s t i n a d a s  à m ic r o s c o -  
pia de f l u o r e s c ê n c i a .  0 tecido g l a nd ul a r  
foi, entSo, s u b m e t i d o  a se gu n d a  etapa de 
maceraçlio, agora a u x i l i a d a  pela adição 
de areia estér il e p ro s s e g u i n d o - se no 
p r o c e s s o  de t r i t u r a ç S o  até que o m a t e 
rial a s s u m i s s e  uma c o n s i s t ê n c i a  
t o t a l m e n t e  pas t o sa . N es ta  o c a s i 30 foi 
a c r e s c e n t a d o  o d i l u e n t e  em q ua nti dad e 
s u f i c i e n t e  para o p r e p a r o  da s u sp ens So a 
20% (p e s o /v o l u m e ) a qual, após sofrer 
c e n t r i f u g a ç 3 o  a 1 . 500  r o ta ç õ e s  por m i n u 
to d u r a n t e  c in co m i n u t o s ,  ’teve o seu 
s o b r e n a d a n t e  como o i n ó c u l o  u t i l i z a d o  na 
técni ca de IIC, (19)

Do e n c é f a l o  de todos os animais o 
m a t e r i a l  e s c o l h i d o  com o r e p r e s e n t a n t e  do 
si st em a  n e r v o s o  c e n t r a l  foi o p ro ces sad o 
se gu nd o  as té cnicas c o n v e n c i o n a i s  para o 
d i a g n ó s t i c o  da raiva, (2,6,13)

R reaçlSo de IFD foi c o n d u z i d a  c o n 
f orme o p r e c o n i z a a o  por G 0 L D W P S S E R  & 
K I S S LI NG ,  5 (1958).

R anál ise  e s t a t í s t i c a  dos r es u l t a 
dos fói re al iz a d a  p e l o teste da binomi- 
nal para a c o m p a r a ç ã o  de duas proporç ões  
em p o p u l a ç õ e s  r e l a c i o n a d a s ,  conforme 
S I E G E L , 12 (1955). 0 nlvel de signifi- 
c ân c i a adotad o foi o de 0,05.

R E 5 U I T R D 0 S

Os r e s u l t a d o s  o b t i d o s  est3o expos-
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do glandular semi-macerado 18 3

tos na tabela a p r e s e n t a d a  a se gui r que 
relaciona os 30 cies n a t u r a l m e n t e  i n f e c 
tados pelo virus da raiva, s eg u n d o  a 
námero de i d e n t i f i c a ç ã o ,  o tipo de m a t e 
rial examin ado , a t écni ca u t i l i z a d a  e a 
na tureza do re sultado.

0 o b s e r v a ç ã o  d e s t a  tabela d e m o n s t r a  
que nas g l â n d u l a s  s a l i v a r e s  p a r ô t i d a s  as 
proporçõe.s de r e s u l t a d o s  p o s i t i v o s  f o r a m  
de 24/30 180,00*) e de 2 3/ 30  (76,66*»), 
r e s p e c t i v a m e n t e  pa.ra as t éc n i c a s de IFD 
e de IIC. Em tais e xa m e s  as duas t é c n i 
cas for am c o n c o r d a n t e s  em 13 o c a siõ es,  
das q u a i á  18 (60 ,00 ») com r e s u l t a d o  
p os i t iv o e uma (3,33%) com r e s u l t a d o  
n eg ativo. Os 11 r e s u l t a d o s  d i s c o r d a n t e s  
a p r e s e n t a r a m  o s e g u i n t e  c o m p o r t a m e n t o :  
cinco I F D - n e g a t i v a / I I C - p o s i t i v a  e seis 
I F O - p o s i t i v a / I I C - n e g a t i v a .

P r o s s e g u i n d o  no e xa m e  dos r e s u l t a 
dos c o n s t a n t e s  da r e f e r i d a  tabela, pode- 
se c o n s ta t a r  que as g l â n d u l a s  s a li v a r e s

s u b m a x i l a r e s  e os co rn os  de flmmon 
d e m o n s t r a r a m  o p e r c e n t u a l  de p o s i t i v i -  
dade de 1 00 ,0 0 %  (30/30) frente às dua s 
técnic as u t i l i z a d a s  (IFD e IIC).

R p r o p o r ç ã o  de r e s u l t a d o s  p o s i t i 
vos, v e r i f i c a d a  m e d i a n t e  às téc nicas de 
IFD e de IIC nos e xa me s  de e s p é c i m e s  de 
c orno de flmmon e de g l â n d u l a  s al i v a r  
s u b m a x i l a r  (30/30), foi s i g n i f i c a t i 
v am e n t e  s u p e ri or  (p <0, 02)  àquela v e r i f i 
cada para os exames das g l â n d u l a s  s a l i 
vares par ôt id a s ,  com os v a l o r e s  de 2 4 /3 0  
e de 23/30, r e s p e c t i v a m e n t e  para as 
té cnicas de IFD e de IIC.

fl análi se i nte rna  das. d i f e r e n ç a s  
o bs e r v a d a s  nos r e s u l t a d o s  dos exam es das 
g l â n d u l a s  sa li v a r es  p a r ô t i d a s  pelas duas 
té cni cas  a pl ica das  (IFD e IIC), não 
a p re s e n t o u  s i g n i f i c a d o  e s t a t í s t i c o  (p = 
0,5) ao nivel a do tad o par a a rej.eiçDo da 
h i p ó t e s e  de nuli dad e.

TABELA: Resultados de exames laboratoriais para a raiva em cães naturalm ente infecta
dos, segundo a identidade do animal, o tipo de espécime colhido e a técnica 
utilizada. São Paulo, 1987.

E S P E C I M E N S
I G L f i N Q U L R S  S A L I V A R E S
t . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
I P A R Ô T I D A S  S U B M A X I L A R E S

E N C E F A L O

\ T É C N I C A S  1 
\ 1 I F D  

A N I M A I S  \ 1
I I C I F D I I C I F D I I C

0 1 I P P P P. P P
0 2 I P P P P P P
0 3 I P P P P P P  •
0 4 I P P P P P P
0 5 I P P P P P P
0 6 I P P P P P P
0 7 I P P P P P P
o a I P ‘ P P P ' P P
0 3 . I P P P P P P
1 0 I N P P P P P
1 1 I N  • P P P . P P
12; I N  . P P P P P
1 3 I P P P P P P
1 4 I N P P P P P
1 5 I P P P P P P

• 1 6 I P P P P P P
1 7 I P P P P P P
1fl I P N P P P P
1 3 I- P P P P P P
2 0 I P N P P P P
2 1 I P N P P P P
2 2 I P N  . P P P P
2 3 I N N P P P P
2 4 I P P P P P P
2 5 I P P P P P P
2 6 I P N P P. P P
2 7 I P P P P P P
2 0 I P N P P P P
2 3 I P P P P P P
3 0 I N P P “ P P P

T O T A L I 2 4 / 3 0 * 2 3 / 3 0 3 0 / 3 0 3 0 / 3 0 3 0 / 3 0 3 0 / 3 0

l  D E  P O S I T I V O S I a o ,  0 0 ' 7 6 , 5 6 1 0 0 , 0 0 1 0 0 , 0 0 1 0 0 , 0 0 1 0 0  , 0 0

IFD - I m u n o f l u o r e s c é n c i a  d ir e ta
IIC - InoculaçJcr i n t r a c e r e b r a  l em c a m u n d o n g o s

N - N e g a t i v o
P - P o s i t i v o
* - P o s i t i v o s / e x a m i n a d o s
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D I S C U S S Ã O

0 p o s i t i v i d a d e  para a raiva, o b s e r 
vada no corno de R m m o n  dos 30 cies e x a 
m i n a d o s  tanto pela IIC com o pela IFD, 
d e m on s t r a  que, de f a t o , o g rup o de a n i 
mais o b s e r v a d o  e s t a v a  e f e t i v a m e n t e  
i n f e c t a d o pelo vir us da raiva. Es ta  
c o n d i ç S o  foi c o n s i d e r a d a  como p a r â m e t r o  
para a a va l i a ç l o da s e n s i b i l i d a d e  das 
té cni cas  a p li cad as às g l â n d u l a s  sali- 
vares s u b m a x i l a r e s  e p a ró ti d a s .

P o b t e n ç l o  de r e s u l t a d o s  p o s i t i v o s  
pela IIC, em todos os e x am es  das g l â n 
dulas s a l i va re s  s u b m a x i l a r e s ,  c a r a c t e r i 
za outro p arâ m e tr o,  pois c o n f i r m a  a 
e x i s t ê n c i a  da etapa de d i f u s l o  c e n t r i 
fuga do virus râbico do s i s t e m a  n e r v o s o  
centr al até as g l â n d u l a s  s a l i v a r e s  
s u b m a x i l a r e s ,  em todos os i n d i v í d u o s  
e x a m ina dos .

R c o n s t a t a ç ã o  de r e s u l t a d o s  p o s i t i 
vos na IFD em todas as i m p r e s s S e s  de 
g l â n d u l a  sali var  s u b m a x i l a r ,  o b t i d a s  
após a s e mi - m a c  e r açlo do te cid o g l a n d u 
lar, res salta que esta m e t o d o l o g i a  a p r e 
sentou el ev ad a  s e n s i b i l i d a d e  para e s t a 
b el ece r o d i a g n ó s t i c o  da raiva, bem com o 
para d e m o n s t r a r  a p r e s e n ç a  do a n t i g e n o  
ràbico ao nivel de um dos p r i n c i p a i s  
órgl os i m p l i c a d o s  na t r a n s m i s s ã o  do 
agente e t i o l ò g i c o  d e s ta  i m p o r t a n t e  zo- 
on o s e .

De fato, o c o n h e c i m e n t o  da e x i s t ê n 
cia do virus da raiva nas g l â n d u l a s  
s a l i v a re s de animais a g r e s s o r e s  assum e 
aspecto de c a p ita l i m p o r t â n c i a  para a 
av a l i aç ão  do risco da i n f e c ç l o  nos i n d i 
víduos a gredidos.

Os exames das g l â n d u l a s  s a l i v a r e s  
p a r ó t i d a s com s e n s i b i l i d a d e  de 8 0 , 0 %  
pela IFD e de 7 6 , 6 6  % pela IIC s a l i e n t a m  
que este tipo de m a t e r i a l  tem m e n o r  
valor para o d i a g n ó s t i c o  da raiva do que 
as g l â n d u l a s  s a l i v a r e s  s u b m a x i l a r e s  e o 
corno de flmmon.

P e r s i s t i n d o  na a n ál i s e  dos r e s u l t a 
dos dos exames r e al i z a d o s  nas g l â n d u l a s  
s a l i v a re s p arót ida s, v e r i f i c a - s e  a e x i s 
tência de r e s u l t a d o s  d i s c o r d a n t e s  e nt re  
a IFD e a IIC, em 11 o p o r t u n i d a d e s .  Este

tipo de c o m p o r t a m e n t o  p o d e r i a  ser e x p l i 
cado tanto por uma i r r e g u l a r i d a d e  na 
d i s t r i b u i ç ã o  dó virus, c om o  é ci ta d o  por 
G 0 L D W R 5 5 E R  et alii, 7 (1959) e por 
C AR SK I  et alii, 5 (1962), como. também 
•por uma p o s s í ve l p a r t i c i p a ç ã o  de s u b s 
tânci as i n i bi d o r a s  do virus, como foi 
r e f e r i d o  por W I L S N R C K  & PARKER, 20
(1966) em a nim ais  s i l v e s t r e s  e- por 5ILVP
& SILV R, 13 (1973) em cies. '
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rabies antigens in the submaxillary and 
parotid salivary glands of naturally 
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antibody (FR) technique on smears of 
semi-ground salivary gland tissue. Rev.
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SUMMARY: Submaxillary and parotid glands of
30 naturally rabies infected dogs were 
examined using the direct fluorescent 
antibody (FR) technique on tissue smears of 
semi-ground salivary glands. Mouse 
inoculation (MI) tests of all examined 
salivary glands were run in parallel and 
the rabies diagnosis was confirmed by means 
of FR and MI tests of materials taken from 
the Rmmon's horn. Specimens taken from the 
submaxilar glands and Rmmon's horn were 
100.0% positive for FR and MI tests, 
however, for the specimens taken from the 
parotid glands it was found one negative 
result whith both FR and MI test and 11 
discrepancies: five FR negative - MI 
positive results and six FR positive - MI 
negative results. The results found in this 
experiment demonstrated the practicality of 
the FR test using smears of semi-ground 
salivary glands.’ This technique should 
become an alternative tool for the study of 
rabies pathogenesis, especially for the 
search.of the rabies virus associated with 
the organs involved in the virus 
transmission.

UNI TERMOS : Rabies; Dogs; Diagnosis;
Salivary glands
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