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RESUMO: Procedeu-se ao estudo comparativo das técnicas de Coloracédo de Sellers, Imunofluo-
rescéticia Direta e Inoculagdo em Camundongos, utilisadas na rotina de diagnéstico laboratorial da raiva e
praticadas sobre 2,242 amostras de cérebro de cées, enviadas ao Instituto Pasteur de Sdo Paulo durante o
periodo de janeiro de 1974 a abril de 1976. As técnicas de Inoculagdo em Camundongos «de Imunofluo-
rescéncia Direta foram as que apresentaram maior grau de Sensibilidade, sendo essa associagdo a que
forneceu maior Concordancia e valor significante mais alto para o X (Qui quadrado). A técnica de
Coloracdo de Sellers foi a que apresentou menor grau de Sensibilidade e sua associacdo com as iécnicas de
Imunofluorescéncia Direta e de Inoculagdo em Camundongos forneceu resultados de Concordancia e X*
(Qui quadrado) inferiores aos obtidos pela associagdo destas duas técnicas.

UNITERMOS: Raiva, diagnéstico *; Coloracdo, iécmm de Sellerslmunofluorescéncia *;
Camundongos; Raiva, virus; Inoculagéo.

INTRODUCAO
Na epidemiologia da raiva urbana o
cdo representa a principal fonte de infeccéo
para o0 homem27 sendo extraordinariamen-
te grande em nosso meio 0 numero de casos
de exposi¢do humana ao risco da infecgd020.

Poucas doengas causam tanta preocupa-
¢do quanto araiva; isto se aplica tanto aos indi-
viduos expostos, como as autoridades sanita-
rias responsaveis pela sua prevencdo e con-
trole8, razdo esta que se grende”ao fato da
raiva ser quase sempre fatal ' '

® Tese apresentada a Faculdade de Salde Publica da Universidade de Sdo Paulo para obtencgdo do

Titulo dc Mestre em Salde Publica.

* Médico Veterinario. Chefe Substituto do Ambulatério do Servico Médico Cirurgico e Hospitalar da
Faculdade de Medtcina Veterinaria e Zootecnia da USP.

* * Professor Assistente Doutor. Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP.

* * * Meédica Veterinaria. Laboratério de Diagnostico da Raiva do Institu a Pasteur da Secretaria de

Saude do Estado de S&o Paulo.

Rev. Fac. Med. vet. Zootec Univ. S. Paulo, 14(1>:133-141, 1977.



0 diagnostico puramente clinico @gnica de coloragdo de Faraco tem sido uti

doenca é dificil, em razdo da diversidade de
sintomas que o animal infectado pode apre-
sentar30, além de que, muitas vézes é dificil
estabelecer um diagnostico diferencial preci-
so com outras enfermidades que também
apresentam manifestacdes nervosas, tais co
mo Cinomose, Hepatite Infecciosa Canina,
Doenca de Aujeszky e Toxoplasmose.

A utilizacdo de ténicas laboratoriais
sensiveis e especificas, permitem diagnosti-
car de modo claro e inequivoco a raiva, ba-
seando-se sob os seus resultados a decisdo de
submeter ca ndo os individuos expostos a
longos tratamentos, bem como a decisdo de
instituir medidas para o controle de uma epi-
demia numa comunidade8114,aa. No entan-
to a instituicdo de medidas terapéuticas em
individuos expostos como €é recomendada
pela Organizacdo Mundial da Saide34, nun-
ca deve aguardar os resultados do diagndsti-
co laboratorial, uma vez que o mesmo potje-
ra ser demorado em funcéo de vérias razfes e
0 tratamento precoce, tanto local como sis-
témico pode ser um fator critico para salvar
a vida de um paciente8; portanto um diag-
néstico laboratorial rapido e preciso é fator
primordial para o tratamento e controle da
raiva22. Em fun¢So dos resultados obtidos,
suspender-se-a ou ndo o tratamento dos indi-
viduos expostos8.

Muitas s8o as ténicas laboratoriais des-
critas, aplicadas ao diagnostico da raiva cani-
nall=1°23, porem, a utilizardo de qualquer
uma delas devera obedecer a trés exigéncias
fundamentais, quais sejam, sensibilidade, ra-
pidez e especificidade7, o que nem sempre é
possivel reunir em uma mesma técnica. Des-
ta forma, o que se utiliza na pratica laborato
rial é a associacdo de duas ou mais técni-
cas1’13’16°17,i1°31°33, onde estas exigén-
cias se complementam, aumentando a preci-
sdo de diagnostico6’7°12°14,

As associacbes mais frequentemente
utilizadas nos laboratérios de diagnéstico da
raiva sdo a Coloracdo de Sellers, a Imuno-
fluorescéncia Direta .e a Inoculacdo em
camundongos17,18,19,26°3°’34. Os exames
histopatolégicos, em alguné laboratérios, sdo
realizados em associagdo com as trés técnicas
précédentes13’14’31 ou entdo, em lugar da
Coloracdo de Sellers1’4’6’7. Também, a

lizada, seja em associagdo com essas tré
técnicas21, seja em substituicdo a Coloragé(
de Sellers29. Outros preferem associar ape
nas a Imunofluorescencia Direta com a Ino
culacdo em Camundongos1J’2*.

As discordéancias de resultados obtidoi
por diferentes técnicas sobre uma mesmf
amostra, observadas muitas vezes na pratici
de diagndstico laboratorial ndo podem sei
atribuidas somente a imprecisdo, das técni
cds, mas também, em muito ao estado d«
conservacdo da amostra e em menor grau as
reagOes individuais a doenca, periodo de
incubacéo e evolugdo seja para a morte na-
tural ou sacrificio precoce31.

Diante destas consideracBes, propuse-
mo-nos, no presente trabalho a estudar com-
parativamente a Sensibilidade e a Concor-
dancia das. seguintes técnicas laboratoriais
aplicadas ao diagndstico da raiva canina: Co-
loragdo de Sellers, Imunofluorescencia Dire-
ta e Inoculagao em Camundongos.

MATERIAL E METODOS

1. Material
1.1 Animais
1.1.1 Caées

Utilizamos amostras de cérebros cole-
tados de 2.242 cées que foram submetidos as
técnicas laboratoriais de diagnéstico da raiva,
no Instituto Pasteur, da Secretaria da Salde
do Estado de Sdo Paulo, durante o periodo
de janeiro de 1974 a abril de 1976.

1.1.2. Camundongos

Foram utilizados camundongos albinos
suicos, pertencentes a criagdo do Instituto
Pasteur, da Secretaria da Saude do Estado de
S&o Paulo, com 21 dias de idade e peso vari-
ando entre 12 e 15 g, distribuidos em lotes
de 6 a 8 individuos, conforme a disponibili-
dade do laboratdrio para cada animal exami-
nado.
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1.2. Virus

o virus empregado constituiu-se
uma suspensdo a 20% de cérebro de camun-
dongos infectados com virus rabico fixo
amostra CVS (Challenge Virus Standard)
com titulo superior a 10"5.

1.3. Diluente

Para o preparo de suspensfes de CVS e
CN (Cérebro Normal) utilizamos agua desti-
lada estéril, contendo 2% de soro de equino
normal, inativado convenientemente, adicio-
nado 2,4 mg de cloridrato monohidratado
de lincomicina por mililitro.

2. Métodos
2.1 Coloracdo de Sellers
A pesquisa de Corpusculo de Negri uti-
lizando-se a técnica de Coloragdo de Sellers

foi realizada de acordo com as normas da
Organizacdo Mundial da Saude32.

2.2. Imunofluorescéncia Direta

de  Realizada conforme a técnica preconi-
zada por GOLDWASSER & KISSLINGS,
utilizando se Fotomicroscépio binocular,
marca Nikkon, modelo FL, com lampada
Osram HBO 200, filtro excitador VO, filtros
barreiras Emply O e Wrathen 2B e condensa-
dor de campo escuro.

2.3. Inoculagdo em Camundongos

0 teste biolégico obedeceu a técnica

descrita por KOPROWSKI9.
2.4. Método estatistico
Utilizacdo do Teste de X2 (Qui qua-
drado) ao nivel de rejeicdo de 5%, segundo
MARASCUILLO15.
RESULTADOS

Os resultados obtidos figuram nas Ta-
belas que se seguem:

TABELA 1 — Resultados obtidos com material coletadé de animais da espécie canina submetidos
as diferentes provas laboratoriais de diagnéstico da raiva, no Instituto Pasteur de
Sdo PaulQj durante o periodo de janeiro de 1974 a abril de 1976.

Resultados
S~ IF~ IN~
S* IF* Ut
S- IF* IN*
S~ IF~ IN*
s+ IF* IN-
S IF* IN*
s* IF~ IN-
S* IF- IN*
Total

S = Coloragdo de Sellers

IF = Imunofluorescéncia Direta
IN — Inoculagdo em Camundongos
+ = Positivo

— = Negativo

tida a prova.
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Freqiiéncia Porcentagem
(%)

1.168* 52,10
859 38,32
156 6,96
51 2,27
6 0,27
1 0,04
1 0,04
0 0,00
2.242 100,00

Amostra enviada ao laboratério, conservada em formol, ndo tendo, por isso, sido subme-
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TABELA 2 — Resultados dos exames laboratoriais para o diagnostico da raiva, com material
coletado de animais da especie canina, segundo a técnica e respectiva sensibilidade,
realizadas no Instituto Pasteur de Sdo Paulo, durante o periodo de janeiro de 1974
a abril de 1976.

Técnica Resultados Sensibilidade
9
Coloracdo de Sellers 86611074 80,63
Imunofluorescéncia Direta 1.02211074 95,15
Inoculagdo em Camundongos 1.06611073 * 99,34

Apenas uma amostra ndo pdde ser submetida d Inoculagdo em Camundongo, por ter sido enviada ao
laboratério consevada em formol.

TABELA 3 — Resultados obtidos com as técnicas de Coloragdo de Sellers (S) e Imunofluores-
céncia Direta (IF), para o diagnostico laboratorial da raiva com material coletado de
animais da especie canina, realizadas no Instituto Pasteur de S&o Paulo durante o
periodo de janeiro de 1974 a abril de 1976.

Coloragéo de

—~"Seilers
Positi- Porcenta- Negati- Porcenta- Total Porcenta-
Imunofluores>  VvOs gem (%) vos gem (%) gem (%)
céncia Direta
Positivos 865 84,64 157 15,36 1.022 100,00
Negativos 1 0,08 1.219 99,92 1.220 100,00
Total 866 - 1.376 - 2.242 -

TABELA 4 — Resultados obtidos com as ténicas de Coloracdo de Sellers (S) e Inoculagdo em
Camundongos (IN) paru o diagnéstico laboratorial da raiva com material coletado
de animais da especie canina, realizadas no Instituto Pasteur de Sdo Paulo durante
o periodo de janeiro de 1974 a abril de 1976.

Coloracao de

~\Sellers
Positi- Porcenta- Negati- Porcenta- Total Porcenta-
Inoculacao vos gem (%) vos gem (%) gem (%)
em camun-
dongos
Positivos 859 80,58 207 19,42 1.066 100,00
Negativos 7 0,60 1.168 99,40 1.175 100,00
Total 866 - 1.375 - 2.241 -
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TABELA 5 — Resultados obtidos com as técnicas de Imunofluorescéncia Direta (IF) e Inoculagéo
em Camundongos (IN), para o diagnostico laboratorial da raiva com material coleta-
do de animais da espécie canina, realizadas no Instituto Pasteur de S&o Paulo,
durante o periodo de Janeiro de 1974 a abril de 1976.

Imunofluo-
rescéncia
Direta

Positi- Porcenta- Negati-  Porcenta- Total Porcenta-
Inoculagéo VoS gem (%) VOS gem (%) gem (%)
em Camun-
dongos
Positivos 1.015 95,21 51 4,79 1.066 100,00
Negativos 6 0,51 1.169 99,49 1.175 100,00

Total 1.021 - 1.220 - 2.241 -

TABELA 6 — Resultados (s céalculos de Concordancia, Coeficiente de Associagdo de Yule e

Teste de X

(Qui quadrado), para as relagBes entre as diferentes técnicas de

diagnostico laboratorial da raiva, realizadas no Instituto Pasteur de S&o Paulo,
durante o periodo de janeiro de 1974 a abril de 1976.

" Resultados Concordancia
Relacbes —m (%)
SHF 92,95
sim 90,45
IFIIN 97,46

S = Coloragdo de Sellers
IF = Imunofluorescéncia Direta
IN = Inoculagdo em Camundongos

Para o nivel de rejeicdo

DISCUSSAO

A TABELA 1 apresenta os resultados
obtidos simultaneamente com as técnicas de
Coloragdo de Sellers, Imunofluorescéncia Di-
reta e Inoculacdo em Camundongos, realiza-
das em 2.242 amostras de cérebros de cdes
na rotina do laboratério de diagnostico da
raiva do Instituto Pasteur de S&o Paulo. Pela
analise desta tabela, podemos observar que
do total de amostras examinadas, 1.074 se
revelaram positivas por uma ou mais técni-
cas; calculando-se o quociente entre o nime-
ro de amostras positivas simultaneamente
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(a) “mde 5%,

Coeficiente de /1sso- Valor de
ciagdo de Yule
0,99 1.675,48
0,99 1.507,73
0,99 2.018,60
X2cc = 3,84

com as trés técnicas (859) e o numero total
de positivos, (1074) encontramos um valor
igual a 79,98%.

A TABELA 2 mostra a Sensibilidade
de cada uma das técnicas. Constatamos co-
mo mais sensivel a técnica de Inoculagdo em
Camundongos, seguida da de Imunofluores-
céncia Direta e, com menor Sensibilidade, a
de Coloracao de Sellers.

AS TABELAS 3, 4 e 5 apresentam os
resultados da comparagdo das técnicas de
Coloracdo de Sellers com Imunofluorescén-
cia Direta, Coloracao de Sellers com Inocula-
¢do em Camundongos e Imunofluorescéncia
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Direta com Inoculacdo em Camundongos
respectivamente. Com o0s resultados destas
tabelas, construimos a TABELA 6, onde
estdo apresentados os resultados dos calculos
de Concordancia das diferentes relagGes en-
tre as técnicas, Coeficente de Associagdo de
Ynle e Teste de Associacdo (X2), realizado
ao nivel de rejeicdo de 5%. A andlise desta
Gltima tabela nos mostra que a Concordancia
maior ocorreu com a relagdo Imunofluores-
cémeia Direta-Inoculagdo ergi Camundongos,
seguida pela relacdo Coloracdo de
SeUers-Imunofluorescéncia Direta e a menor
Concordéancia foi registrada com relagdo Co-

locacdo de Sellers-Inoculagdo em Camundon-
gos. 0 Coeficiente de Associagdo de Yule foi
0 mesmo para as trés relagbes e o Teste de
Associacdo forneceu valores de X2 (Qui
quadrado), que comparados ao valor de
X2a =3,84, para o nivel de rejeicdo de 5%,
foram altamente significantes para as trés re-
lagOes citadas, sendo de maior intensidade pa-
ra a relacdo Imunofluorescéncia Direta Ino-
culagdo em Camundongos, seguindo se em
ordem decrescente o valor do X2 (Qui qua-
drado) para as relagcdes Coloracdo de Sellers
Imunofluorescéncia Direta e Coloragdo de
Sellers-Inoculagdo em Camundongos.

TABELA 7 — Resultados obtidos em amostras de cérebro de animais da espécie canina, submeti-
dos &s técnicas de Coloracado de Sellers (S), Imunofluorescéncia Direta (IF) elnocu
lagdo em Camundongos (IN), para diagnéstico da raiva, segundo diversos autores.

RiGSULTADOS SENSIBILIDADE (%

Total .
Autor Ano de Posi- Colora-  Imuno- Inocula- Colora- Imuno- Inocula-
tivos g0 de  fluores- cdoem dode  fluores- cdoem
Amostras ellers  céncia  camun- ellers céncia amun-
Direta dongo Direta dongo
MCQUEEN 1960 244 35 35135 35135 35135 94,28 100,00 100,00
PILO
MORON 1967 13 13 7113 7110 13113 53,85 70,00 100,00
RICHTER 1969 34 19 - 19119 19119 - 100,00 100,00
GWLLON 1970 77 5 - 515 515 - 100,00 100,00
imCGIA 1970 86 57 48157 57157 57157 84,21 100,00 100,00
LUCAS 1971 295 15 9111 16117 12117 81,82 70,60 94,12
SUBRAH
MANYAM 1971 37 23 16123 23123 23/23 69,56 100,00 100,00
SILVA 1972 301 64 - 64164 64164 - 100,00 100,00

5 -Palores calculados teoricamente a partir de dados fornecidos pelos diversos autores.

A TABELA 7 resume os resultados
obtidos, por diferentes autores para as trés
técnicas realizadas sobre amostras de cére-
bros de cées coletados em diferentes labora-
térios de diagno'stico da raiva. Sua analise
nos mostra que o calculo da Sensibilidade
para a ténica de Coloracdo de Sellers variou
muito de um autor para o outro. Para a
técnica de Imunofluorescéncia Direta, verifi-
ca-se um acordo maior entre os diferentes

autores, embora dois deles apresentem valo-
res bastante afastados dos demais. Os resulta-
dos para a técnica de Inoculagdo em Camun-
dongos foram os que apresentaram maior
condordancia, embora um dos valores apre-
sente uma pequena variacdo em relagdo aos
outros, devendo se ressaltar que todos os
autores, excetuando-ec SILVA , trabalha-
ram com camundongos adultos. Acreditamos
que, se tivessem sido utilizados camundon-
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gos lactentes, em razdo de sua maior susceti-
bilidade2’25, esse valor ligeiramente discre-
pante, talvez ndo aparecesse; isto explica
também o porque de ncis ndo termos obtido
Sensibilidade para a Inoculagdo em Camun-
dongos, igual a 100%.

Ainda pela analise desta tabela, pode-
mos observar que os resultados dos calculos
da Sensibilidade, quando comparados aos
nossos dados apresentados na Tabela 2, estdo
bem préximos dos valores obtidos pelos dife-
rentes autores a excessdo da técnica de Colo-
racdo de Sellers, onde se registrou maior dis-
crepancia. Devemos, no entanto, considerar
que o nimero de amostras por nos utilizadas
para o calculo desses valores foi muito supe-
rior as dos demais, o que justifica plenamen-
te as discrepancias observadas. Por esta ra-
z30, calculamos o valor da Sensibilidade de
cad™ uma das ténicas utilizando as somas dos
valores fornecidos por todos os autores, visto
que, todos empregaram sempre as mesmas
técnicas sobre amostras de cerebros de cées.
Assim, obtivemos 81,30% de Sensibilidade
para a Coloracdo de Sellers, 96,52% para a
Imunofluorescéncia Direta e 99,50% para a
Inoculacdo em Camundongos. Esses valores
tedricos, assim calculados, se aproximam
muito mais daqueles por nés obtidos, con-
forme a TABELA 2, que aqueles obtidos
individualmente pelos autores, onde as varia-

GERMANO, P.M.L.: MIGUEL. O.: CHAMELET, E.L B : MORITA, L.T.M.S.

¢cdes foram maiores, principalmente, no que
concerne a técnica de Coloracdo de Sellers.

CONCLUSOES

Tendo em vista os resultados obtidos,
analisados e discutidos no presente traba-
lho, parece licito concluir que:

1 — na rotina de diagnostico laboratorial da
raiva, deve-se sempre utilizar a associa-
¢do de duas ou mais técnicas, para
maior precisdo dos resultados;

2 — atécnica de ColoragSo de Sellers, quan-
do comparada com as de Imunofluores-
céncia Direta e Inoculagdo em Camun-
dongos é a que apresenta menor grau
de Sensibilidade;

3 — a técnica de Imunofluorescéncia Dire-
ta, apresenta elevado grau de Sensibili-
dade e foi da sua associa¢do com outras
técnicas, Inoculagdo em Camundongos
e Coloragao de Sellers, que se obtive-
ram os maiores valores para as Concor-
déncias e os valores significantes mais
altos para o X2 (Qui quadrado).

4 — a técnica de Inoculagdo em Camundon
gos é a que apresenta maior grau de
Sensibilidade e sua associacdo com a
Imunofluorescéncia Direta é a que for-
nece maior Concordancia e valor signi-
ficante mais alto para o X2 (Qui qua-
drado).
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Comparative study among

Sellers staining direct immunofluorescence and mice inoculation techniques applied in the
laboratory diagnosis of canines rabies. Rev.Fac.Med.vet.Zootec.Univ.S.Paulo, 14(1):133-141, 1977.

SUMMARY:

A comparative study was made with three techniques Sellers staining, di-
rect immunofluorescence, and mice inoculation used in the laboratory of rabies diagnosis

prac-

tice and applied on 2,242 samples of dog brains which were sent to the Pasteur Institute of S&o Paulo
from January 1974 to April 1976. The mice inoculation and d rect immunofluorescence techniques were
the ones which presented higher degree of sensitivity; this association resulted in a greater rapport and a
higher significative value for the X (chi-square). The Sellers staining technique resulted in a lower degree
of sensitivity, and its association with the direct immunofluorescence and mice inoculation techniques
gave lower results of rapport and X (chi-square) than those obtained by the association o f the two latter
techniques.

UNITERMS:
inoculation.

Rabies, diagnosis *; Staining, Sellerstechnique *; Immunofluorescence *; Mice
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