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RESUMO: Foram examinadas mediante as técnicas de inoculação em camun-
dongos e de imunofluorescência, 30 amostras de saliva e 30 amostras de encé-
falo, colhidas de 30 cães raivosos. Todas as amostras, tanto de saliva como
de encéfalo, apresentaram resultados positivos frente às duas técnicas usadas,
demonstrando uma perfeita correlação entre os métodos e os espécimens utili-
zados. Foi ressaltada a importância da saliva para o estabelecimento de um
diagnóstico mais precoce da raiva.
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I N T R O D U Ç Ã O

O diagnóstico da raiva pode ser reali-
zado por meio de técnicas histológicas,
imunológicas e biológicas 1,2,5. Na prática,
tem uso mais generalizado a pesquisa de
inclusões celulares por coloração direta, a
imunofluorescência e a inoculação de ca-
mundongos, combinadas simultaneamente,
objetivando eliminar as possibilidades de
erro 1,2,6.

A comparação dos três métodos tem
revelado uma concordância mais perfeita
entre a imunofluorescência e a inoculação
de camundongos 9,10, embora ocorram, es-

poradicamente, resultados falsos negativos
ora em uma, ora em outra técnica 1,9. A
pesquisa de inclusões celulares, em relação
às outras duas técnicas, tem revelado 10
a 12% de falhas 1,8,10.

No que se refere ao material de exame,
são realizadas, na prática e ordinariamen-
te1,8, amostras do encéfalo, colhidas no
"post-mortem" para demonstrar a infecção.
Entretanto, com este proceder, o resultado
do exame não é tão rápido quanto seria
conveniente, de modo a permitir uma to-
mada de decisão, a mais imediata possível,
no que diz respeito ao tratamento humano



logo após o contato (no caso, por exemplo,
de mordedura) .

A recuperação do vírus rábico da saliva
de cães assintomáticos 4,11,12,13,15 e de recu-
perados da doença 11,13 mostra claramente
a possibilidade do uso de espécimens obti-
dos no "ante-mortem", visando a u m
diagnóstico mais precoce, tanto para a
confirmação clínica como para a realização
de inquéritos epidemiológicos 8 , 1 1 , apesar
da inconstância desse achado em algumas
oportunidades 4,11,14,15.

O emprego da técnica de anticorpos
fluorescentes permite atualmente o diagnós-
tico da infecção no "ante-mortem" mediante
o teste de córnea, a biópsia de pele e o
isolamento do vírus a partir da saliva 4,9,14,
embora um resultado negativo não el imine
a possibilidade de infecção9 , 1 5 .

O objetivo deste trabalho é analisar o
valor da saliva, comparativamente ao do
encéfalo, para o diagnóstico da raiva ca-
nina.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram utilizados 30 cães mantidos em
observação no Centro de Controle de
Zoonoses ou no Inst i tuto Pasteur de São
Paulo.

Solução diluente

Para tratamento e diluição dos espéci-
mens de saliva e encéfalo foi usada água
destilada contendo 2% de soro eqüino nor-
mal, previamente inativado a 56°C por 30
min., e adicionada de 1000 a 2000 unidades
de penici l ina e de 1,25 a 2,50 miligramas
de estreptomicina por mi l i l i t ro .

Sistema biológico

Para o isolamento do vírus das amostras
de saliva e de encéfalo foram empregados
camundongos adultos jovens de 4-6 sema-
nas de idade, em grupos de 8 a 11 animais.

Isolamento e identificação do vírus

Cada amostra de saliva foi acrescentada
de igual volume de diluente e deixada a
temperatura ambiente por 2 horas; a seguir,
foi inoculada em camundongos adultos, por
via intracerebral , na dose de 0,03 ml por
animal. Os camundongos inoculados fo-
ram então observados durante 21 dias e
os encéfalos daqueles que apresentaram
sintomas indicativos de raiva eram subme-
tidos a reação de imunofluorescência direta7

para conf i rmar a infecção.
Os fragmentos de corno de Ammon foram

submetidos a reação de imunofluorescência
direta 7 e à técnica de inoculação em ca-
mundongos 16.

Colheita de amostras

a) Secreção salivar — Uma amostra de
saliva foi colhida, na fase clínica da raiva
natural , de cada um dos 30 cães. Os ani-
mais eram contidos por imobilização dos
maxilares, recebendo logo a seguir o esti-
mulante da secreção salivar, segundo a
técnica descrita por Clemmer e col.3, em
1970. Após 15 min., a saliva era colhida
em uma placa de Petri estéril.

b) Encéfalo — Após a morte, os cães
foram necropsiados, retirando-se em condi-
ções de assepsia, do encéfalo de cada
animal, um fragmento do corno de Ammon.

RESULTADOS

Todas as amostras examinadas, tanto de
saliva como de encéfalo, mediante a técnica
de inoculação de camundongos, permitiram
o isolamento do vírus rábico. A identifica-
ção deste antígeno rábico nos encéfalos dos
camundongos inoculados foi confirmada
através da técnica de anticorpos fluores-
centes.

Todas as amostras de corno de Ammon
provenientes dos 30 cães objeto do expe-
rimento e examinadas diretamente pela
técnica de anticorpos fluorescentes revela-
ram a presença de antígeno rábico.



A média aritmética e os extremos dos
intervalos de variação, em dias, do menor
período de incubação observado nos camun-
dongos inoculados com suspensão de encé-
falo (6,9 e 4 — 10, respectivamente), em
relação aos inoculados com saliva (6,0 e
4 [] 9), mostraram um período de incu-
bação ligeiramente mais curto quando a
saliva foi usada como inóculo.

DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

Os resultados positivos obtidos em 100%
das 30 amostras de encéfalo examinadas,
tanto à imunofluorescência direta como à
inoculação de camundongos, mostram uma
perfei ta concordância entre as duas técnicas
para o diagnóstico da raiva a partir do
referido espécimen. Uma correlação quase
perfei ta de resultados obtidos com estes
métodos, tem sido citada na li teratura 1,9,10,
embora a prova biológica seja considerada
o critério definit ivo para elucidar o diag-
nóstico1 ,2 ,6. Uma concordância perfei ta ,
de igual sensibilidade das técnicas de
imunofluorescência e de inoculação de ca-
mundongos foi descrita por McQueen e
col. 16, em 1960, uti l izando espécimens ence-
fálicos de animais domésticos e silvestres.

O isolamento do vírus da raiva de 100%
das 30 amostras examinadas, tanto de
encéfalo como de saliva, mediante a técnica
de inoculação em camundongos, mostrou
uma perfeita correlação dos resultados en-
contrados com os 2 tipos de espécimens

usados no experimento. Apesar desta per-
fei ta correlação dos resultados, um período
de incubação ligeiramente mais curto (cerca
de um dia) foi observado nos grupos ino-
culados com saliva. Estão de acordo com
estes resultados, os obtidos em 1970 por
Clemmer e col.3, em experimento realizado
com 15 cães raivosos, naturalmente infec-
tados, dos quais o vírus da raiva foi iso-
lado do encéfalo e da saliva por inoculação
de camundongos. Outras pesquisas também
têm mostrado o encontro mais ou menos
freqüente de vírus rábico na saliva de
cães inclusive de assintomáticos4,11,12,13,15.
Por outro lado, alguns autores4,11,14,15

relatam certa inconstância de isolamento.

Os resultados obtidos no presente tra-
balho, bem como em outros, encorajam
estudos, com espécimens salivares, visando
o seu uso sistemático no diagnóstico "ante-
mortem" da raiva. Para este tipo de diag-

nóstico, conseqüentemente, é necessária a
colheita do material "in vivo". O risco que
isto acarreta tem desestimulado maiores
estudos sobre o valor da saliva como mate-
r ia l de diagnóstico, bem como de procedi-
mentos para a sua coleta e manipulação
seguras. A importância de uma decisão
rápida quanto ao tratamento anti-rábico
humano, entretanto, está a exigir o desen-
volvimento desses estudos e procedimentos
para que se torne factível, rotineiramente,
o emprego da saliva visando o diagnóstico
mais prematuro da raiva.
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ABSTRACT: Thirty saliva samples and 30 encephalon samples, collected from
an equal number of rabid dogs, were examined by both the mouse inoculation
and immunoflluorescent techniques. The results for each sample were positive
with both techniques, showing perfect correlation in the methods and specimens
used. The importance of saliva for early diagnosis was stressed.
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