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I. INTRODUCAO.

Na epidemiologia da raiva urbana o cao represen

21

ta a principal fonte de infecgéo para o homem™', sendo extraor

dinariamente grande em nosso meio, o numero de casos de exposi

~ . . ~ 20
¢ao humana ao risco da infecgao™ .

Poucas doengas causam tanta preocupagéo quanto
a raiva; isto se aplica tanto aos individuos expostos,como as
autoridades sanitarias responsaveis pela sua prevengao e con
trole8, razao esta que se prende ao fato da raiva ser quase -

sempre fatal3’ lO,'24‘

O diagndstico puramente clinico da doenga & difi
cil, em razao da diversidade de sintomas que © animal infecta
do pode apresentar30, além de que, muitas vézes é dificil esta
belecer um diagndstico diferencial preciso com outras enfermi
dades que também apresentam manifestac¢oes nervosas, tais como,
Cinomose, Hepatite Infecciosa Canina, Doenga de Aujeszky e To

xoplasmose.

A utilizacao de técnicas laboratoriais sensiveis
e especificas, permitem diagnosticar de modo claro e inequivo

co a raiva, baseando-se sob 0s seus resultados a decisao de



submeter ou nao os individuos expostos a longos tratamentos, -
bem como a decisao de instituir medidas para o controle de uma
epidemia numa comunidade 8, 14, 22. No entanto, a instituigao
de medidas terapéuticas em individuos expostos como & recomen
dada pela Organizacao Mundial da Salde 34, nunca deve aguardar
os resultados do diagndstico laboratorial, uma vez que O mesmo
podera ser demorado em fungao de varias razoes e o tratamento
precoce, tanto local como sistémico, pode ser um fator critico
para salvar a vida de um pacientes;portanto, um diagndstico la
boratorial rapido e preciso é fator primordial para o tratamen
to e controle da raiva 22. Em fungao dos resultados obtidos ,

- ~ o as 8
suspender-se-a ou nao o0 tratamento dos individuos expostos .

Muitas sao as técnicas laboratoriais descritas,

aplicadas ao diagndstico da raiva canina 11, 21, 23

, porém, a
utilizacao de qualquer uma delas devera obedecer a trés exigén
cias fundamentais, quais sejam, sensibilidade, rapidez e espe
cificidade7, O que nem sempre €& possivel reunir em uma mesma
técnica. Desta forma, o que se utiliza na prética laboratorial

€ a associagao de duas ou mais técnicastr 13+ 16, 17, 21, 31,

33 P ' .
, onde estas exigencias se complementam, aumentando a preci

sao de diagndstico 6, 7. 12, 14

As associagoes mais frequentemente utilizadas -
nos laboratdérios de diagndstico da raiva sdo, a Coloracac de

2.



Sellers, a Imunofluorescéncia Direta e a Inoculagao em Camun

17, 18, 19, 26, 30, 34. Os exames histopatoldgicos, em

dongos
alguns laboratdrios, sao realizados em associagao com as trés
técnicas precedentesl3' 14, 31
de Sellers 1, 4, 6,7

co tem sido utilizada, seja em associagao com essas trés téc
29

ou, entao, em lugar da Coloragao

. Também,a técnica de Coloragao de Fara
. 21 . e = = ~

nicas™”, seja em substituicao a Coloragao de Sellers .Outros

preferem associar apenas a Imunofluorescéncia Direta com a Ino

culacao em Camundongos 12, 28

As discordancias de resultados obtidos por dife
rentes técnicas sobre uma mesma amostra, observadas muitas ve
zes na pratica de diagndstico laboratorial nao podem ser atri
buidas somente 3 imprecisao das técnicas nem ao modo como elas
sao empregadas pelos técnicos, mas também, estdo muito ligadas
ao estado de conservacao da amostra e em menor grau as reagoes
individuais & doenga, periodo de incubagaoc e evolugao, seja pa

. . 31
ra a morte natural ou sacrificio precoce” .

Diante destas consideragoes, propusemo-nos, no
presente trabalho, a estudar comparativamente a Sensibilidade,
a Concordancia, os Coeficientes de Associacao de Yule e o Tes
te de Associagao (x?), das seguintes técnicas laboratoriais a
plicadas ao diagnostico da raiva canina: Coloragéo de Sellers,

Imunofluorescéncia Direta e Inoculacao em Camundongos.



II. MATERIAIL E METODOS.

1. Material.

1.1. Animais.

1.1.1. Caes.

Utilizamos os resultados obtidos com amostras
de cérebros coletadas de 2.242 caes que foram submetidos as
técnicas laboratoriais de diagndstico da raiva, no  Instituto

Pasteur, da Secretaria da Saude do Estado de Sao Paulo, duran

te o periodo de janeiro de 1974 a abril de 1976.

1.1.2. Camundongos.

Foram utilizados camundongos albinos suigos, per
tencentes & criagao do biotério do Instituto Pasteur, da Secre
taria da Salde do Estado de Sao Paulo, com 21 dias de idade e
peso variando entre 12 e 15 g, distribuidos em lotes de 6 a 8
individuos, conforme a disponibilidade do laboratdrio, para ca

da animal examinado.

1.2. Virus.

O virus empregado constituiu-se de uma suspensao

a 20% de cérebros de camundongos infectados com virus rabico

4.



fixo, amostra CVS (Challenge Virus Standard) com titulo  supe

rior a 107°.

1.3. Diluente.
Para o preparo de suspensoes de CVS e CN ( Cére
bro Normal) utilizamos agua destilada estéril, contendo 2% de
soro de equino normal, inativado convenientemente, adicionado

de 2,4 mg de cloridrato monohidratado de lincomicina por mili

litro.
2. Métodos.

2.1. Coloracao de Sellers.

A pesquisa de Corpusculos de Negri utilizando a

técnica de Coloracao de Sellers foi realizada de acordo com as

. ~ . - 2
normas da Organizag¢ao Mundial da Saude 3 .
2.2. Imunofluorescéncia Direta.
Realizada conforme a técnica preconizada por

GOLDWASSER & KISSLINGs, utilizando-se Fotomicroscdpio binocu

lar, marca Nikkon, modelo FL, com lampada Osram HBO 200, fil
tro excitador VO, filtros barreiras Emply O e Wrathen 2R e con

densador de campo escuro.



2.3. Inoculacao em Camundongos.

O teste bioldgico obedeceu a técnica descrita -

por KOPROWSKI 9.

2.4. Metodo estatistico.

Utilizacao do Teste de %% (Qui quadrado) ao  ni

vel de rejeigao de 5%, segundo MARASCUILLO 15
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RESULTADOS.

Os resultados obtidos figuram nas Tabelas que se

seguem.

TABELA I - Resultados obtidos com material
da espécie canina submetidos as
laboratoriais de diagndstico da
Pasteur de Sao Paulo, durante o
de 1974 a abril de 1976.

coletado de animais
diferentes provas
raiva, no Instituto
periodo de Janeiro

Porcentagem

Resultados Frequencia (2)

s” IF IN 1.168 52,10

st irt ot 859 38,32

s” vt It 156 6,96

s” IF INT 51 2,27

+ + -

S IF IN 6 0,27

s” rt 1 0,04

st IF~ IN 1 0,04

st F- 1Nt 0 0,00
TOTAL 2.242 100,00

S = Coloracao de Sellers

IF = Imunoflugrescéncia Direta

IN = Inocula¢ao em Camundongos

+ = Positivo

—- = Negativo

*x =

Amostra enviada ao laboratdorio, conservada em formocl nao
tendo, por isso, sido submetida a prova.



TABELA II - Animais da espec1e canina, segundo a Sensibilidade as tec
nicas de Coloragao de Sellers (S), Imunofluorescéncia Dire
ta (IF) e Inoculagao em Camundongos (IN), para o dlagnostl
co da raiva, realizadas no Instituto Pasteur de Sao Paulo,
durante o periodo de janeiro de 1974 a abril de 1976.

Tecnica | Resultados Sens%bilidade
%
Coloracao de Sellers 866/1074 80,63
Imunofluorescéncia 1.022/1074 95,15
Direta .
Inoculacao em Camun 1.066/1073 ‘ 99,34
dongos




TABELA III - Animais da espécie canina, segundo os resultados obtidos

com as tecnicas de Coloragéo de Sellers (S) e Imunofluo
rescéncia Direta (IF), para o diagndstico laboratorial =
da raiva, realizadas no Instituto Pasteur de Sao Paulo ,
durante o periodo de janeiro de 1974 a abril de 1976.

oloracao de
Sellers L s Porcen . Porcen Porcen

Imunoflud Positivos tagam Negativos tagem Total tagem
resceéncia (%) (%) (%)
Direta

Positivos 865 84,54 157 15,36 1.022 100,00

Negativos 1 0,28 1.219 99,92 1.220 100,00

Total 866 - 1.376 - 2.242 -




‘0T

TABELA IV - Animais da espécie canina, segundo os resultados obtidos com
as técnicas de Coloracdo de Sellers (S) e Inoculagao em Ca
mundongos (IN) para o diagnéstico~laboratorial da raiva, rea
lizadas no Instituto Pasteur de Sao Paulo, durante o periodo
de janeiro de 1974 a abril de 1976.

Coloracao de
Sellers . Porcen | .. . Porcen Porcen
~ Positivos tagen Negativos tagem Total tagem
Inoculagao em (%) (%) (%)
Camundongos
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 V - Animais da espécie canina, segundo os resultados obtidos com
as técnicas de Imunofluorescéncia Direta (IF) e Inoculagao

em Camundongos (IN), para o diagndstico laboratorial da rai
va, realizadas no Instituto Pasteur de Sao Paulo, durante o
periodo de janeiro de 1974 a abril de 1976.
Imuncfluores
cencia Di Porcen Porcen Porcen
reta|Positivos tagen Negativos tagem Total tagem
Inoculacao em (%) (%) (%)
Camundongos
Positivos 1.015 95,21 51 4,79 1.066 100,00
Negativoes 6 0,51 1.169 99,49 1.175 100,00
Total 1.021 - 1.220 - 2.241 -
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TABELA VI - Resultados dos calculos de Coacordéncia, Coeficiente de As
sociacao de Yule e Teste de X© (Qui quadrado), para as re
lacoes entre as diferentes técnicas de diagndstico labora

torial da raiva, realizadas no Instituto Pasteur de Sao
Paulo, durante o periodo de janeiro de 1974 a abril de
1976.
Resultados
Concordancia Coeficiente de Asso Valor de
_ (%) ciacao de Yule x2
Relagoes '
S/IF 92,95 0,99 1.675,48
S/IN 90,45 0,99 1.507,73
IF/IN 97,46 0,99 2.018,60
s = Coloragao de Sellers
IF = Imunofluorescéncia Direta
IN = Inoculacao em Camundcngos

Para o nivel de rejeicao (—<_) de 5% —>X

3,84



IV. DISCUSSAO.

A TABELA I apresenta os resultados obtidos com
as associagoes das técnicas de Coloragao de Sellers, Imunofluo
rescéncia Direta e Inoculagao em Camundongos,realizadas em -
2.242 amostras de cerebros de caes na rotina do laboratdrio de -
diagndstico da raiva do Instituto Pasteur de Sao Paulo. Pela
analise desta tabela, podemos observar que do total de amos
tras examinadas, 1.074 se revelaram positivas por uma ou mais
técnicas; calculando-se o quociente entre o nimero de amostras
positivas simultaneamente com as trés técnicas (859) e o nﬁmg
ro total de positivos, (1074) encontramos um valor igual a
79,98%.

A TABELA II mostra a Sensibilidade de cada uma
das técnicas, calculada através da relagao entre o niamero de
amostras positivas com a técnica considerada e o numero total
de amostras positivas; constatamos como mais sensivel a técni
ca de Inoculacao em Camundongos, seguida da de Imunofluorescén
cia Direta e com menor Sensibilidade a de Coloragao de

Sellers.

As TABELAS III, IV e V apresentam o0s resultados
da comparagao das técnicas de Coloragao de Sellers com Imuno
fluoresceéncia Direta, Coloracao de Sellers com Inoculag¢ao em

Camundongos e Imunofluorescéncia Direta com Inoculacaoc em  Ca

13.



mundongos respectivamente. Com os resultados destas tabelas,
construimos a TABELA VI, onde estao apresentados o0s resultados
dos calculos de Concordancia das diferentes relacOes entre as
técnicas, Coeficiente de Associagéo de Yule e Teste de Associi
cao (x?), realizado ao nivel de rejeicao de 5%. A analise des
ta Gltima tabela nos mostra que a Concordancia maior  ocorreu
com a relagao Imunofluorescéncia Direta-Inoculagao em Camundon
gos, seguida pela relagao Coloragao de Sellers-Imunofluorescén
cia Direta e a menor Concordancia foi registrada com a relagao
Coloracao de Sellers-Inoculacdo em Camundongos. O Coeficiente
de Associagao de Yule foi o mesmo para as trés relacdes e o
Teste de Associagéo, forneceu valores de X2 (Qui quadrado) ,que

2

comparaﬁog A0 valor de X' = 2. 84_ nara o 723‘115:\1 da re

™ airan Ade
;04 ; D 0 nive ) elcan Jde

5%, foram altamente significantes para as trés relagBes cita
das, sendo de maior intensidade para a relagao Imunofluorascén
cia Direta—InoculagSo em Camundongos, seguindo-se em ordem de
crescente o valor do X2 (Qui quadrado) para as relagOes Colora
¢ao de Sellers-Imunofluorescéncia Direta e Coloracao de Sel

lers-Inoculagao em Camundongos.

14.
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TABELA VII - Resultados obtidcs em amostras de cérebros de aﬁimais

da

dongos

espécie canina, submetidos 3s técnicas de Coloragao de
Sellers (S), Imunofluorescéncia Direta (IF) e Inoculagao
em Camundongos (IN), segundo diversos autores.
RESULTADOS Sens?gilicade
g 8 ) 1)
AUTOR avo | ® Tr 2 g™ § S ol 5Ll 58818 an 36 a
poget P e o o8+ Pl 30 H O Suﬂu 3 3
T wl - o] ~ g OL QW 0 gE oy 0~ O Ly © 5
o el o 1d9d 238 B 2886 080 ESEA 2830
&= 5 8 8'& m |HHEO0 AlHOL T QL. HOoQ H O
MCQUEEN 1960 | 244 35 33/35 35/35 35/35 194,281100,00({100,00
PILO MORON 1967 13 13 7/13 7/10 13/13 ([53,85| 70,00{100,00
PICHTER 1969 34 19 - 19/19 19/19 - 100,001{100,00
GUILLON 1970 77 5 - 5/5 5/5 - 100,00)100,00
MOGGIA 1970 86 57 48/57 57/57 57/57 |84,211100,00{100,00
LUCAS 1971 | 295 17 9/11 12/17 l6/17 }|81,82] 70,60 94,12
SUBRAHMANYAM 1971 37 23 16/23 23/23 23/23 {69,56{100,00(100,00
SILVA 1972 | 301 64 - 64/64 64/64 - 100,00(100,00




A TABELA VII resume os resultados obtidos, por
diferentes autores para as trés técnicas realizadas sobre amos
tras de cérebros de caes coletados em diferentes laboratdrios
de diagndstico da raiva. Sua analise nos mostra que o calculo
da Sensibilidade para a técnica de Coloragao de Sellers va
riou muito de um autor para o outro. Para a tecnica de Imuno
fluorescencia Direta, verifica-se um acordo maior entre oOs di
ferentes autores, embora dois deles apresentem valores bastan
te afastados dos demais. Os resultados para a técnica de Inocu
lagao em Camundongos foram oS que apresentaram maior concordan
cia, embora um dos valores apresente uma pequena variagcao —em

relacao aos outros, devendo-se ressaltar gque todos os autores,

N 29 iy T -
excetuande SILVAT™, trakalharam com camundongos adullos. Acre
ditamos que, se tivessem sido utilizados camundongos lacten

~ . . iesqa 2, 25
tes, em razao da sua maior suscetibilidade “~F , esse valor

ligeiramente discrepante, talvez nao aparecesse; isto explica
também, o porque,de nds nao termos obtido Sensibilidade para

a Inocculagao em Camundongos igual a 100%.

Ainda pela analise desta tabela, podemos  obser
var que os resultados dos calculos da Sensibilidade, quando
comparados aos por nds apresentados na Tabela II, estao bem
préximos dos valores obtidos pelos diferentes autores & exces
sao da técnica de Coloracao de Sellers, onde se registrou -

maior discrepancia. Devemos, no entanto, considerar que o nume

16.



ro de amostras por nds utilizadas para o calculo desses valo
res foi muito superior ao dos demais, o que justifica plenamen
te as discrepancias observadas. Por esta razao, calculamos, o
valor da Sensibilidade de cada uma das técnicas utilizando as

somas dos valores fornecidos por todos os autores, dado que,
todos empregaram sempre as mesmas técnicas sobre amostras de
cérebros de caes. Assim, obtivemos 81,30% de Sensibilidade pa
ra a Coloragao de Sellers, 96,52% para a Imunofluorescéncia Di
reta e 99,50% para a Inoculagao em Camundongos. Esses valores
tedricos assim calculados se aproximam muito mais dagqueles por
nésvobtidos, conforme a TABELA IT, que aqueles obtidos indivi
duvalmente pelos autores, onde as variag&es foram maiores, prin

cipalmente, no que concerne a técnica de Coloragao de Sellers.

17.



V. CONCLUSORS.

Tendo em vista os resultados obtidos, analisados

e discutidos no presente trabalho, parece licito concluir que:

- na rotina de diagnOstico laboratorial de rai

va, deve~-se sempre utilizar a associagao de
duas ou mais técnicas, para maior precisaoc dos

resultados;

a tecnica de Coloragao de Sellers, guando com
parada com as de Imunofluorescéncia Direta e
Inoculagao em Camundongos é a gue apresenta me
nor grau de Sensibilidade, embora seja a de -
malior praticidade e rapidez de resultados, os
guais podem ser obtidos 2 a 3 horas, apbs o re
cebimento da amostra suspeita, podendo conti
nuar a ser utilizada na rotina em associacao

com ocutras técnicas;

a técnica de Imunofluorescéncia Direta,apresen
ta elevado grau de Sensibilidade e foi da sua
associagao com outras técnicas, Inoculacao em

Camundongos e Coloragao de Sellers, que se ob

18.



tiveram os maiores valores para as Concordag
cias e o0s valores significantes mais altos pa
ra o X2 (Qui quadrado). Sua execucao & relati
vamente simples e o0s resultados podem ser obti
dos 24 horas apds a reccpgao das amostras, de
vendo ser sempre aplicada na rotina de diagnég

tico;

a técnica de Inoculagao em Camundoncos & a que
apresenta maior grau de Sensibilidade ¢ sua ag
sociagao com a Imunofluoresceéncia Dircta é  a
que fornece malor Concordancia e valor signifi
cante mais alto para o X2 (OQui quadrado) . No
entanto, necessita para a sua execugﬁo, de -
grande numerc de animais e o prazo para a ob
tengao do diagndsticc € muito longo, no minimo
8 dias. Sua utilizagao na rotina, na dependén
cia do laboratdrio, poderd ser destinada tao
somente, as amostras que forneceram resultados

negativos as outras técnicas.

19.



VI. RESUMO.

Procedeu-se ao estudo comparativo das técnicas -
de Coloragéo de Sellers, Imunofluorescencia Direta e Inocula
¢ao em Camundongos, utilizadas na rotina de diagnbstico labora
torial da raiva e praticadas sobre 2.242 anostras de cérebro
de cacs, enviadas ao Instituto Pasteur de Sao Paulo,durante o

periodo d¢ janeiro de 1974 a abril de 1976.

"As técnicas de Inoculagacem Camundongos e de -
Inunofluorescéncia Direta foram as que aprescntaram maior grau
A~ CArvrmtlni1s A~A. P e P S USRI R,
A [ R N e R T S S ) P NP SRR [ Gy L e A u.\;u.u (=3 \“L«L_, FERE I R AuiCA s oo

Concordancia e valor significante mais altc para o X~ (Qui qua
drada) .

A técnica de Coloracao de Sellers foi a que apre
sentou menor grau de Sensibilidade e sua associagao com as téc
nicas de Imunofluorescéncia Direta e de Inoculagéo em Camundon
gos forneceu resultados de Concordancia e X2 (Qui quadrado) iE

feriores aos obtidos pela associaczo dessas duas técnicas.

20.



VII. SUMMARY.

A comparative study was made of three techniques:
Coloration of Sellers, Dircct Immunofluorescence, and Inocula
tion in Mice - uscd in the routine of laboratory diagnosis of
rabies and applied on 2,242 samples of dog brains which were
sent to the Pasteur Institute of Szo Paulo, between January
1974 and Bpril 1976.

The techniques of mice inoculetion and of direct
immunofluorescence were the ones which presentced higher deqrce
CL Seasnitivity; thilds assocliation resulited in a greater repnort

. e s . 2 .
andé a hicher significative value for the X° (sguare Qui).

The techniques of Sellers Coloration resulted
in a lower degree of sensitivity, and its association with the
techniques of direct immunofluorescence and inoculation in mi
ce gave lower results of rapport and X2 than those obtained by

the association of the two latter techniques.

21.
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