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RESUMO

O teste de imunoftuorescéncia (IF) foi avaliado na detec¢do de virus rabico presente
em cérebros de carcagas de camundongos infectados com virus da cepa CVS, os quais
foram conseguidos através de uma combinagdo de tratamentos, em que se variaram as
temperaturas (4,25 e -20°C) e o tempo de armazenamento.

No teste de IF realizado com impressdes cerebrais de carcacas que haviam sido
submetidas a temperatura de 25°C por 12 -18 h, houve maior dificuldade de visualiza¢do
imediata dos corpisculos de inclusdo, enquanto que nos materiais conservados a 4°C por
até 48 h, as inclusdes foram facilmente reconhecidas. Carcagas mantidas a -20°C mantive-
ram-se vidveis a identificagdo pela IF mesmo apds terem sido armazenadas por 720 h
quando foram feitas as Gltimas observacdes. Em carcagas mantidas a 25°C por 10 h, com
tratamento posterior a 4 e -20°C, o antigeno rdbico ndo pode ser identificado através da
IF, em conseqiiéncia da decomposicdo das carcagas que ocorrem, respectivamente, apos
10 e 24 h. Recomenda-se, portanto, empregar o teste de IF, em cariter de rotina, no
controle de qualidade da vacina contra a Raiva, no que diz respeito a prova de virus
residual (teste de verificagfo da inativacdo viral), de vez que ele permite esclarecer mortes
assintomaticas ocorridas em animais inoculados com a vacina, durante o periodo de obser-
vacdo da prova (21 dias), bem como evitar a sua repeticdo quando essas mortes ocorrem,
o que representa considerdvel economia de tempo.

UNITERMOS: Raiva; Imunofluorescéncia; Virus cepa CVS; Camundongos; Decompo-
sicdo cadavérica.

INTRODUCAO

Dentre os diversos usos do camundongo
albino, na Raiva, além do diagnéstico', incluem-se
a producgio’® e controle de vacinas inativadas >'.
Neste aspecto, o Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saidde (INCQS), 6rgio oficial do
Ministério da Sadde, responsdvel pelo controle e
liberagdo de vacinas contra a Raiva de uso humano
no Brasil, utiliza-se desse sistema biolégico para o
teste de verificacdo da inativagdo viral (teste do
virus residual).

(1) Instituto Butanta, Secio de Virus Neurotrépicos.
Av. Vital Brasil, 1500. CEP: 05504 S&o Paulo, SP, Brasil.

O teste consiste na inocula¢do de 0,03 ml, da
vacina em prova, pela via i.c., em 24 camundongos
que, em seguida, sdo observados por um periodo
de, pelo menos, 21 dias. Se a mesma apresentar
virus ndo inativados, os camundongos adoecerdo
com sinais de Raiva'®, Para que a prova seja valida,
devem ser considerados apenas os camundongos
mortos em conseqiiéncia da Raiva.

Neste sentido, a observacdo de sinais e sinto-

(2) Faculdade de Medicina Veterindria e Zootécnia da Universidade de S&o Paulo. Av. Corifeu de Azevedo Marques, 2720 - Vila

Lageado. CEP 05340 Séo Paulo, SP, Brasil.
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mas nos animais inoculados assume um papel im-
portante que ndo deve ser negligenciado’. Na pro-
va, as mortes ocorridas até o 4° dia pés-inoculagio
ndo sdo consideradas. Por outro lado todos os ani-
mais mortos entre 0 5° ¢ 21° dias de observacido
sdo confirmados pela prova de imunofluorescéncia
direta visando a pesquisa do antigeno rdbico no
material cerebral. Ha, porém, situagdes em que a
morte ocorre subitamente, préximo do periodo fi-
nal de observagdo, sem manifestacido dos sintomas
de Raiva. A principio, em tais circunstincias, o
teste deve ser repetido.

No Instituto Butantd, a Secdo de Virus
Neurotrépicos vem acumulando, hd muito tempo,
experiéncia na produgéo e controle de qualidade da
vacina contra a Raiva dado o volume de trabalho e
procura da vacina. No controle do virus residual da
vacina a granel ou ampolada hd necessidade de
observagio dos camundongos inoculados. Os ani-
mais mortos sdo recolhidos em leituras didrias ¢ os
cérebros sdo submetidos a prova de imunofluores-
céncia direta. Ocorre que, em certas ocasides, ja
enfrentamos problemas sob o ponto de vista técni-
co e administrativo que, eventualmente trouxeram
dificuldades tais como impactos no decorrer da
prova devido aos fins de semana prolongados nos
quais as carcagas dos camundongos eram encontra-
das em adiantado estado de putrefagio, obviamen-
te, obrigando a repeticfio da prova de virus residu-
al.

Em tais situacOes, muitas vezes, a prova de
imunofluorescéncia apresenta resultados negativos
em contraste com sinais e sintomas compativeis
com Raiva observados antes da morte dos animais.
A falta de dados experimentais ndo permite a cor-
reta avaliacdo destes resultados.

Os resultados discrepantes entre a prova de imu-
nofluorescéncia e a manifestagio clinica da doenca,
nos camundongos, poderiam ser decorrentes do esta-
do de conservagdo do material, face & permanéncia
prolongada das carcagas no interior das caixas, onde
a temperatura interna é relativamente elevada.
WINKLER & ADAMS?D, entretanto, afirmaram
que a fluorescéncia do antigeno rdbico pode ainda
ser verificada em materiais procedentes de animais
raivosos € ja em adiantado estado de putrefaciio, mes-
mo que as provas de inoculagdo ou de SELLERS®
resultem negativas. WACHENDORFER (1966)%,
por sua vez, ao investigar o problema relacionado
com o uso de materiais putrefeitos para o diagnos-
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tico da Raiva, verificou maior freqiiéncia de resul-
tados discrepantes entre a prova de inoculagio em
camundongos e a de imunofluorescéncia, quando
do uso de materiais comprovadamente putrefeitos,
comprometendo o diagndstico.

Todavia, de acordo com KISSLINGS, nio se
pode prever o momento em que cada um destes
testes comega a apresentar falhas em decorréncia
da decomposi¢do do material cerebral.

Diante dos fatos mencionados, a presente pes-
quisa teve por objetivo verificar experimentalmen-
te o efeito do estado de conservagdo das carcacas
de camundongos infectados pelo virus rébico e a
sua possivel interferéncia na prova de
imunofluorescéncia. Basicamente, procurou-se’ si-
mular as condi¢des encontradas na prova de virus
residual. Os camundongos mortos apds a
inoculagdo do virus rabico foram submetidos a di-
ferentes condigdes de conservacdo - tempo e tem-
peratura - e os cérebros foram em seguida, avalia-
dos pela prova de imunofluorescéncia direta, obe-
decendo uma seqiiéncia de intervalos pré-determi-
nados, na tentativa de se estabelecer o momento
em que a prova deixa de funcionar eficazmente,
em decorréncia da decomposigao tissular.

MATERIAL E METODOS

Animais - Para a obtengdo de cérebros positi-
vos para a Raiva, foram utilizados 250 camundon-
gos suigos albinos, com peso entre 11 e 14 g, pro-
cedentes do biotério do Instituto Butanta.

Virus - Utilizou-se o virus rdbico fixo, cepa
CVS (Challenge Virus Standard), amostra 31/2,
fornecido pelo Centro Panamericano de Zoonoses
(CEPANZO), mantido em camundongos por duas
passagens intracerebrais, com titulo aproximado de
1073 DLSO/O,O3 ml. O inéculo utilizado foi constitu-
ido por uma suspensdo cerebral deste virus diluido
a 107390,

Conjugado anti-rabico - O conjugado anti-
rabico imunofiuorescente foi preparado a partir de
soro hiperimune de equino®. As técnicas emprega-
das para fracionamento salino e conjugag¢do com
isotiocianato de fluorescefna (FITC - SIGMA) se-
gundo LARGHI (1975)3, revelaram titulo final de
1:50.
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Diluente - O diluente empregado para a dilui-
¢do do conjugado constituiu-se de uma suspensio
a 20% de cérebro normal de camundongo em dgua
bidestilada contendo 2% de soro normal equino,
acrescido de 0,2 mg/ml de estreptomicina e 200
Ul/ml de penicilina.

Reacao de Imunofluorescéncia (IF) - Foi
empregada a técnica preconizada por
GOLDWASSER & KISSLING (1958)%, sendo a
leitura das ldminas efetuada em microscopio
binocular marca Wild Leitz, modelo Leitz Wetzlar,
equipado com ldmpada HBO-200, € com um con-
junto de filtros excitadores e de barreira.

Procedimentos - Os camundongos foram ino-
culados pela via intracerebral com 0,03 ml de uma
suspensdo de virus CVS e todos os animais que
apresentaram sinais caracteristicos da Raiva foram
sacrificados no 5° dia pds-inoculagéo, jd em estado
agénico, sendo as carcagas estocadas em variadas
temperaturas, conforme indicado abaixo.

- a 25°C por 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 24,
48, 72 ¢ 96 horas.

- a 25°C por 10 h, e posteriormente a 4°C por
8,10, 12, 14, 16, 24, 48 e 72 horas.

- a 25°C por 10 h, e posteriormente a -20°C
por 12, 14, 16, 24, 48 e 72 horas.

-a4°C por 24, 48, 54, 72 e 96 horas.

- a -20°C por 24, 48, 72, 96, 120, 240 ¢ 720
horas.

As carcagas submetidas a temperatura ambien-
te (25°C) do infectério permaneceram nas mesmas
caixas ocupadas pelos camundongos antes do sa-
crificio, com cama, dgua e ragdo. As carcagas sub-
metidas as temperaturas de 4°C e -20°C foram
acondicionadas em papel aluminio, identificadas e
armazenadas em seguida. Para o descongelamento,
as carcagas permaneceram em temperatura ambi-
ente por 1 hora, sendo em seguida processadas
para a prova de IF.

Na prova de IF foram utilizados cinco cérebros
para cada intervalo de tempo, tomando-se duas im-
pressdes para cada cérebro em andlise; a intensida-

de de fluorescéncia por lamina foi graduada de 1+
ad+.

RESULTADOS

Na tabela 1 estdo apresentados os resultados
da prova de IF realizada em cérebros obtidos de
carcacas de camundongos armazenados sob dife-
rentes condigdes de temperatura, ou seja 25, 4 e
-20°C, por periodos de tempo que variaram de 6 a
720 horas. Nos cinco cérebros de carcagas que ha-
viam permanecido a 25°C, os corpisculos com in-
tensidade maxima de fluorescéncia foram observa-
dos até 10 h; apds 12 h a intensidade foi decrescen-
do de 2+ para 1+ e, decorridas 18 h de armazena-
mento nesta temperatura, 3/5 (60%) dos resultados
foram negativos a prova. Nos intervalos
subsequentes, isto €, de 20 até 96 h, os resultados
foram 100% negativos ao teste. Quanto as carcacas
mantidas a 4°C, decorridas 48 h de armazenamen-
to, a intensidade mdxima de fluorescéncia foi de-
tectada em 5/5 (100%) dos materiais examinados.
Entretanto, com 54 h, 3/5 (60%) apresentaram-se
negativos € os dois cérebros positivos apresenta-
ram os seus corpusculos fracamente fluorescentes
(1+). A partir de 72 h, os resultados foram negati-
vos em 100% dos materiais examinados. Por outro
lado, os cérebros obtidos de carcagas congeladas a
-20°C apresentaram-se vidveis a prova, com inten-
sidade de 4+, mesmo tendo sido armazenados por
720 h (30 dias).

Os resultados de prova de IF, obtidos com cé-
rebros de carcagas mantidas a 25°C por 10 h, e
posteriormente armazenadas a 4°C ou a -20°C por
periodos de tempo variados, estio resumidos na
tabela 2. Decorridas 8 h, a reag¢do de imunofluores-
céncia observada nos cérebros de carcacgas
mantidas a 4°C apresentou corpiisculos fracamente
fluorescentes, com intensidade de 2+. No intervalo
seguinte, isto €, decorridas 10 h, 5/5 (100%) dos
materiais foram negativos a prova, e, apés 12 h, a
presenga de corpisculos com intensidade 1+ foi
observada em uma lamina (1/5 ou 20%). Nos inter-
valos subsequentes, até 72 h, todos os materiais
examinados foram negativos.

Quanto aos cérebros correspondentes as carca-
¢as mantidas a 25°C e em seguida submetidas a
-20°C, nos intervalos compreendidos entre 12 € 16
h, as inclusdes foram evidenciadas com méaxima
intensidade de fluorescéncia (4+) em 100% dos
materiais examinados. Entretanto, com 24 h, 3/5
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(60%) das laminas apresentaram intensidade 14, €  cagas que haviam permanecido a 25°C apresenta-
2/5 (40%) com intensidade 2+. Nos periodos vam-se em adiantado estado de decomposicdo, ten-
subsequentes, os corpiisculos de inclusdo ndo fo- do o processo de retirada do cérebro e a obtengdo
ram detectados. das impressdes em ldminas de microscopia sido

comprometidos, em conseqii€éncia da decomposi-

Em relagdo ao estado de conservagdo, as car- a0 cadavérica.

Tabela 1 - Imunofluorescéncia realizada em cérebros de carcagas de camundongos inoculados com
virus rébico cepa CVS e submetidos a 25, 4 e -20°C, por diferentes intervalos de tempo.

Temperatura 25°C 4°C -20°C

oc}é Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo

6 5/5% 0/5 nr nr nr nr
R
8 5/5 0/5 nr nr nr nr
++++
10 5/5 0/5 nr nr nr nr
+4+++
12 5/5 0/5 nr nr nr nr
++
14 5/5 0/5 nr nr nr nr
+
16 5/5 0/5 nr nr nr nr
+
18 2/5 3/5 nr nr nr nr
+
20 0/5 5/5 nr nr nr nr
24 0/5 5/5 5/5 0/5 5/5 0/5
++++ ++++
48 0/5 5/5 5/5 0/5 5/5 0/5
++++ +++
54 0/5 5/5 2/5 3/5 nr nr
+
72 0/5 5/5 0/5 5/5 5/5 0/5
++++
96 0/5 5/5 0/5 5/5 5/5 0/5
++++
120 nr nr nr nr 5/5 0/5
++++
240 nr nr nr nr 5/5 0/5
+4++
720 nr nr nr nr 5/5 0/5
-+

nr - Nio realizado
** _ Gradagdo de intensidade da fluorescéncia especifica: + ++ +++ ++++
* _ N° total de laminas positivas & prova de imunofluorescéncia/total de ldminas observadas.
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Tabela 2 - Imunofluorescéncia realizada em cérebros de carca-
¢as de camundongos inoculados com virus rébico fixo cepa

CVS e mantidos & temperatura ambiente (25°C) por 10 h e
posteriormente acondicionados a 4 e -20°C.

Temperatura  4°C -20°C
&,
'70,943%
o g
s,
@
Tempo (Hora) Positivo Negativo Positivo Negativo
8 5/5% 0/5 nr nr
o
10 0/5 5/5 nr nr
12 1/5 4/5 5/5 0/5
+ ++++
14 0/5 5/5 5/5 0/5
+H++
16 0/5 5/5 5/5 0/5
++++
24 0/5 5/5 3/5 0/5
+
2/5
++
48 0/5 5/5 0/5 5/5
72 0/5 5/5 0/5 5/5

nr - Nio realizado
**. Gradagao de intensidade da fluorescéncia especifica:
+ o A
*- N total de ldminas positivas a prova de imunofluorescén-
ciaftotal de laminas observadas.

DISCUSSAO

A prova de IF apresenta alta sensibilidade e
especificidade, porém, a sua utilizagdo em materi-
ais em adiantado estado de decomposi¢do pode
comprometer o resultado®®.

Os laboratérios que oferecem servigo de diag-
nodstico para Raiva, frequentemente recebem mate-
riais suspeitos que sdo muitas vezes mantidos em
condig¢des inadequadas de conservagdo. Mesmo as-
sim, o diagndstico ainda é possivel®. De fato,
WINKLER & ADAMS?® afirmaram que a prova
de IF pode evidenciar a presenga de antigeno
rdbico mesmo em materiais ja putrefeitos. Os re-
sultados obtidos na presente pesquisa, entretanto,
ndo corroboraram totalmente com os achados de
outros autores, possivelmente pelo fato da leitura
da IF ter sido limitada ao pardmetro da detecgdo
dos corpusculos de inclusdo. Embora o critério de
avaliacdo da IF seja subjetivo, os corpisculos de
inclusdo observados nesta pesquisa estavam mais
dificilmente reconheciveis nos cérebros de carca-
¢as que haviam permanecido a 25°C por 12-18 ho-

ras. Foi observado também que, uma vez iniciado
o processo de decomposicdo, o tratamento posteri-
or a 4°C ou a -20°C ndo apresentou vantagem pra-
tica, pois os cérebros ja se encontravam alterados.
impossibilitando a obtengdo de impressdes cere-
brais adequadas para a prova de IF.

Na prova de virus residual, os animais inocula-
dos devem ser cuidadosamente observados obriga-
toriamente, no minimo. em duas leituras didrias e
um plantdo noturno. Para evitar a repeti¢do da pro-
va de virus residual, que tem a duracdo de 21 dias,
a realizacdo do teste de IF &, pois, recomendével.
Desta forma, este trabalho experimental apresenta
evidéncias tteis para todos os laboratérios do pafs
que produzem e consequentemente realizam a pro-
va de virus residual em vacinas contra a Raiva
inativadas. pois, a prova de IF constitui-se em mé-
todo adicional de controle.

Ainda nossos resultados fornecem subsidios
para os laboratérios especializados de todo o pais
que recebem material em variadas condigdes de
conservacgio para serem realizadas as pesquisas do
virus rabico.

SUMMARY

Fluorescent antibody test for detection of rabies
virus in brain smears of CVS-infected mice
at different stages of decomposition.

The efficiency of the fluorescent antibody
(FA) test in detecting rabies virus antigen in de-
composed specimens was evaluated in simulated
conditions of the safety test recommended for the
assessment of residual virus in inactivated rabies
vaccines.

The CVS-infected mice were submitted to dif-
ferent treatments combining time and temperature
in order to cause different stages of carcass decom-
position and, the FA test was carried out sequen-
tially at pre-determined time intervals.

For the materials stored at 25°C, greater diffi-
culties for prompt recognition of the inclusion bod-
ies were found after 12 - 18h, whilst the specimens
maintained at 4°C, the inclusions were easily visu-
alized for up to 48h. Brain smears of carcasses
kept at -20°C were suitable for adequate identifica-
tion after 720 h of storage.
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In carcasses that had been maintained at 25°C
for 10 h with additional storage at 4 or -20°C, ra-
bies antigenicity could not be detected, respec-
tively after 10 and 24 h, due to tissue decomposi-
tion.

The authors recommend that the FA test, when
applied as an additional tool for the control of the
safety test of inactivated rabies vaccine using mice,
care must be taken in order to avoid the use of
decomposed materials.
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