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Sensibilidade da técnica de imuno-histoquimica em
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ABSTRACT.- Achkar S.M., Fernandes E.R., Carrieri M.L., Castro A.B.M., Batista A.M.,
Duarte M.I.S. & Kotait I. 2010. [Sensitivity of the Inmunohistochemistry technique
in central nervous system fragments of cattle and horses naturally infected by
rabies virus.] Sensibilidade da técnica de imuno-histoquimica em fragmentos de siste-
ma nervoso central de bovinos e equinos naturalmente infectados pelo virus da raiva.
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Rabies is a viral zoonosis that causes disease in the central nervous system (CNS) of
mammals and it is considered a serious problem of public health. Herbivorous (bovines
and equines) are often infected after being attacked by vampire bats (Desmodus rotundus).
The direct fluorescent antibody technique is used as a diagnostic test to detect viral antigens
in fresh tissues and is recommended by the World Health Organization. The
immunohistochemistry technique (IHC) is used to detect the viral antigen through the use
of monoclonal/policlonal antibodies in formalin-fixed tissues. The aim of this work was to
evaluate the sensitivity of the IHC in samples of CNS of herbivorous fixed in formol, analyzing
the antigenic distribution in different fragments of the CNS. The results demonstrated good
agreement between the two techniques for the rabies diagnosis. The IHC presented higher
sensitivity in samples of cattle comparing to horse samples, especially in fragments of
cerebellum and brain stem. These fragments demonstrated to be more suitable for antigen
detection by both techniques in the two species. These data demonstrate that the IHC is
suitable for rabies vigilance yet cautions should be taken in examining cattle and horses
samples, when the submitted specimen is only the hippocampus.

INDEX TERMS: Rabies, immunohistochemistry, direct fluorescent antibody test, sensitivity,
herbivorous.

RESUMO.- A raiva é uma zoonose viral que acomete o
sistema nervoso central (SNC) de mamiferos, considera-
da um grave problema de saude publica. Herbivoros (bo-
vinos e equinos) sao frequentemente acometidos pela in-
feccao apds serem atacados por morcegos hematéfagos
(Desmodus rotundus). A técnica de imunofluorescéncia
direta (IFD) realizada em tecidos frescos, recomendada
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pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS), é utilizada
para o diagndstico da raiva. A técnica de imuno-histoqui-
mica (IHQ) é utilizada para detectar antigenos em tecidos
fixados, pelo uso de anticorpos monoclonais/policlonais.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a sensibilidade da
IHQ na deteccao de antigenos do virus da raiva em amos-
tras de SNC de herbivoros fixadas em formol, analisando
a distribuicdo antigénica em diferentes fragmentos do
SNC. Os resultados demonstraram concordancia das téc-
nicas de IFD e IHQ. A IHQ mostrou maior sensibilidade
em amostras de bovinos em relacao as de equinos, espe-
cialmente quando realizada em fragmentos de cerebelo e
tronco encefdlico. A deteccao de antigeno nestes frag-
mentos foi mais consistente para ambas as técnicas, nas
duas espécies. Estes resultados demonstram que a IHQ
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pode ser empregada para a vigilancia epidemiolégica da
raiva, entretanto, recomenda-se cautela ao se empregar
a IHQ para diagndstico de doenca em herbivoros, especi-
almente quando o fragmento encaminhado ao laboratdrio
for apenas o hipocampo.

TERMOS DE INDEXAQAO: Raiva, imuno-histoquimica, imuno-
fluorescéncia direta, sensibilidade, herbivoros.

INTRODUCAO

A raiva é considerada uma das zoonoses de maior impor-
tancia em saude publica, ndo s6 por sua evolucgéo letal,
mas também por seu custo social e econémico. A enfer-
midade é caracterizada por uma encefalite aguda fatal e
€ mantida e perpetuada na natureza por varias espécies
animais, denominadas reservatorios, que podem ser car-
nivoros domésticos e silvestres ou morcegos de diferen-
tes habitos alimentares (Smith 1996).

A doenca é causada pelo virus da raiva, pertencente
ao género Lyssavirus, familia Rhabdoviridae, ordem
Mononegavirales (Fauquet et al. 2005). A instalacdo da
infec¢cdo depende do contato do agente com solug¢des de
continuidade da pele ja existentes ou provocadas por
mordeduras, que é a principal forma de transmissao, e/ou
arranhaduras, ou com membranas mucosas (Brass 1994,
Acha & Szyfres 1996).

Atualmente no Brasil, a raiva humana, cuja incidéncia
tem diminuido, vem sendo transmitida por caes e morce-
gos hematofagos, que se alternam em importancia epide-
mioldgica (Brasil 2009). O ciclo silvestre € mantido entre
carnivoros silvestres e quirdpteros. O ciclo rural € repre-
sentado principalmente pelo morcego hematoéfago
Desmodus rotundus, responsavel pela transmissao do
virus para herbivoros, que sdo hospedeiros acidentais,
pois, apesar de integrarem a cadeia epidemiolégica, atu-
am apenas como sentinelas e hospedeiros terminais da
doenca. Assim, a probabilidade de transmissédo destes a
outros animais é baixa, por estes hospedeiros apresenta-
rem principalmente a caracteristica paralitica, diferente-
mente da sintomatologia furiosa, observada nos casos de
raiva em carnivoros (Rupprecht et al. 2002).

A raiva em bovinos foi diagnosticada pela primeira vez
por Cariniem 1911, no Estado de Santa Catarina, em que
foram identificados corpusculos de Negri em cérebros de
bovinos mortos por uma doenca até entdo misteriosa
(Carini 1911). Em 1916, veterinarios alemaes contrata-
dos pelo governo catarinense identificaram o Corpusculo
de Negri, que é a inclusao caracteristica produzida pela
infeccao pelo virus da raiva, em cérebros de morcegos
hematdfagos, confirmando a hipétese de Carini (Haupt &
Rehaag 1925).

Segundo dados da Organizagdo Panamericana da
Saude (OPAS), a raiva em animais de interesse econoé-
mico ocorre principalmente nos paises da América Lati-
na, e estd relacionada a presenga do Desmodus rotundus.
O ataque destes morcegos aos bovinos acarreta sérios
prejuizos a pecuaria, pois além dos animais mortos pela

Pesq. Vet. Bras. 30(3):211-218, margo 2010

doenca, os agredidos perdem peso e apresentam lesées
em diversas partes do corpo, o que prejudica a qualidade
do couro. Esta situagéo epidemiolégica vem aumentando
devido a fatores como a falta de uma politica de combate
mais efetiva e o desequilibrio ecoldgico, esse ultimo pro-
vocando a destruicdo de florestas e, consequentemente,
migracao destes morcegos para areas com atividade ru-
ral, & procura de alimentos (Feital & Confalonieri 1998).

Em herbivoros, a raiva pode apresentar variagbes no
quadro clinico, e muitos dos sinais podem estar presen-
tes em outras doencas que causam disturbios neuroldgi-
cos. Assim, o exame clinico ndo deve ser utilizado como
unico critério para o diagndstico da enfermidade (Mori &
Lemos 1998).

Em bovinos, a forma paralitica € a mais frequente e o
periodo de incubagéo pode variar de 30 a 90 dias (Kotait
et al. 1998). A duragéo da doenca é de 2 a 5 dias, poden-
do chegar a 10 dias (Acha & Szyfres 1996).

O combate a raiva dos herbivoros é realizado por agcdes
que devem ser realizadas em conjunto, como: controle
de morcegos hematofagos, vacinacao sistematica de her-
bivoros com mais de trés meses de idade, e educacao
em saude. Os animais primovacinados devem ser
revacinados apds trinta dias. Em areas epizodticas, a va-
cinacao deve ser semestral (Kotait et al. 1998).

Nao existe um teste diagndstico conclusivo no animal
vivo que confirme a suspeita clinica. No entanto, existem
procedimentos laboratoriais padronizados internacional-
mente para amostras obtidas post mortem de animais ou
humanos suspeitos de raiva. As técnicas laboratoriais sdo
aplicadas preferencialmente nos tecidos removidos do
SNC. Fragmentos do hipocampo, tronco encefalico,
talamo, cértex, cerebelo e medula oblongata s&o tidos tra-
dicionalmente como materiais de escolha (Tierkel 1976).

Os testes recomendados pela Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) e amplamente utilizados para o diag-
nostico da raiva sdo a imunofluorescéncia direta (IFD)
(Dean et al., 1996) e o isolamento viral (IV), que é realiza-
do em sistemas sensiveis, como camundongos (IVC)
(Koprowsky et al. 1996) e/ou em cultivo celular (ICC)
(Webster & Casey 1996).

Outras metodologias séo utilizadas como ferramentas
diagndsticas: a tipificacao antigénica, utilizando um pai-
nel de anticorpos monoclonais para caracterizar varian-
tes antigénicas (Diaz et al. 1994), a transcrigcdo reversa
seguida da reagao em cadeia pela polimerase (RT-PCR)
(Tordo et al. 1995) e o sequenciamento do DNA e andlise
filogenética (Carnieli Jr et al. 2009).

O fato de a vigilancia epidemiolégica néo atingir todas
as regides geograficas, em funcédo das dificuldades de
manter as amostras sob refrigeragéo e/ou congelamento,
torna necessaria uma mudanga nos procedimentos de
preservacdo de amostras suspeitas de raiva a serem en-
viadas ao laboratério. Assim, a inviabilidade de procedi-
mentos, como a conservagcao em gelo ou em glicerina
(que compromete o diagndstico pela IFD), pode ser subs-
tituida pela fixacao do material em solug¢des alcodlicas ou
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aldeidicas, permitindo a submissédo de testes diagnosti-
cos, como a técnica de imuno-histoquimica (IHQ).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a sensibilida-
de da técnica de Imuno-histoquimica no diagndstico da
raiva, em fragmentos de SNC de bovinos e equinos natu-
ralmente infectados, considerando-se a IFD como técni-
ca padrao.

MATERIAL E METODOS

Amostras. Foram estudadas 20 amostras de SNC de
herbivoros suspeitos de raiva, provenientes de diversas
localidades do Estado de Sdo Paulo, sendo 10 de equinos e 10
de bovinos.

Imunofluorescéncia direta (IFD). A partir das amostras de
SNC, foram preparadas duas laminas de cada fragmento:
hipocampo (H), cértex cerebral (CX), cerebelo (CB) e tronco
encefalico (TE). As laminas foram submetidas a IFD, de acordo
com a técnica descrita por Dean et al. em 1996, pelo uso de
conjugado anti-rabico policlonal antinucleocapsideo, produzido
no Instituto Pasteur de Sao Paulo, a partir de soro hiperimune
de coelho.

Isolamento viral em camundongos (IVC). Como parte do
protocolo recomendado pela OMS, foi feito o IVC. Foram
preparadas duas suspensoes a 20% (peso/volume) a partir de
fragmentos de SNC suspeitos, sendo uma de poo/ de CX e CB
e uma de TE. Cada suspensao foi inoculada por via intracerebral
em sete camundongos albinos sui¢cos de 21 dias, com peso
entre 11 e 14qg.

Imuno-histoquimica (IHQ). Para a técnica de IHQ,
fragmentos frescos de H, CX, CB e TE, de aproximadamente
6mm, foram cortados e fixados em formol tamponado a 10%
por 24 horas. Posteriormente, foram submetidos a lavagens
sequenciais para desidratacédo, diafanizacdo e inclusao em
parafina. Por microtomia, cada fragmento foi submetido a
cortes de 5y em quatro laminas, sendo trés para a avaliagcao
por IHQ e uma para contra-coloragéo por Hematoxilina-Eosina
(HE).

Para a detecgdo do antigeno viral, foi utilizada a técnica
de IHQ baseada na ligagé@o do anticorpo primario ao antigeno
encontrado no tecido. Foi utilizado como anticorpo primario,
um soro policlonal anti-raiva, produzido no Instituto Evandro
Chagas (PA). O método empregado foi estreptavidina-biotina-
peroxidase (Bourgan & Charlton 1987). Esta metodologia foi
padronizada no Laboratdrio da Disciplina de Patologia de
Moléstias Transmissiveis do Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
(Fernandes 2009).

Interpretacao dos resultados. A interpretacéo foi realizada
a partir da leitura das laminas, sendo utilizado um microscépio
de epifluorescéncia para a IFD e um microscoépio optico para a
IHQ.

A determinagéo da positividade das técnicas foi feita pela
leitura das laminas, tendo a distribuicdo antigénica como
parametro. A determinacéo das cinco classes que refletem a
intensidade das reacdes foi realizada segundo critérios
utilizados por Carrieri et al. (2006), sendo, classe 0 (-), a
auséncia de inclusdes antigénicas; classe 1 (+), com rara
presencga de antigenos, com apenas 1 a 3 pequenas inclusoes;
classe 2 (++), quando ha presenca de campos negativos e
escasso numero de inclusoes; classe 3 (+++), quando ha uma
distribuicdo homogénea de antigenos, mesmo tendo campos

negativos; e classe 4 (++++), quando ocorrer distribuicdo
homogénea de antigenos, porém sem campos negativos
(Carrieri et al. 2006).

A avaliagcdo da sensibilidade da técnica de IHQ em relagcao
a IFD foi calculada a partir da relagéao entre a positividade nos
diferentes fragmentos de SNC. Para tanto, foi utilizado o seguinte
calculo: S,,,,=P,,o/Pirp, S€NdO S, = sensibilidade da técnica
de IHQ, P4 = positividade da técnica de IHQ e P =
positividade da técnica de IFD (Forattini 1980).

RESULTADOS

Imunofluorescéncia direta (IFD)

Todas as amostras analisadas foram positivas para a
raiva pela IFD. A leitura das laminas demonstrou maior
distribuicdo de antigeno e, portanto, maior intensidade de
fluorescéncia (+++ ou ++++) em fragmentos de CB e TE.

Isolamento viral em camundongos (IVC)

Das 20 amostras positivas na IFD, 18 foram confirma-
das como positivas pelo IVC. O periodo minimo de incu-
bacao para ambas as espécies foi de 07 dias e 0 maximo
de 13, entretanto, duas amostras de equinos nao resulta-
ram positivas no IVC. Camundongos inoculados com sus-
pensdes de TE de equinos tiveram um periodo minimo
de incubacéo mais longo, de 12 dias.

Imuno-histoquimica (IHQ)

Apenas uma amostra foi negativa para a raiva pelo
uso da IHQ. Esta amostra foi positiva na IFD, apresentan-
do baixa intensidade de fluorescéncia.

Observou-se que as células mais frequentemente
infectadas foram neurdnios, com raras células gliais. Cé-
lulas de Purkinje foram frequentemente infectadas, sen-
do, portanto, o cerebelo, uma regido muito indicada para
o diagndstico da raiva nestas espécies.

As alteragdes histopatoldgicas caracterizaram-se, prin-
cipalmente, por infiltracao linfocitaria, evidenciando uma
meningoencefalite, neuroniofagia, gliose, inclusdes intra-
citoplasmaticas/corpusculos de Negri e vacuolizacao
neuronal.

Interpretacao dos resultados

Na Figura 1 sao apresentadas ilustragcdes de laminas
positivas e os respectivos controles negativos nas técni-
cas analisadas e pela coloragao por HE.

A determinacado da positividade nos diferentes frag-
mentos de SNC, esta demonstrada nos Quadros 1 e 2.
Os resultados obtidos mostram que apenas uma amostra
de equino, positiva na IFD, foi negativa para a IHQ.

A diferenca da frequéncia das classes de concentra-
¢ao antigénica dos quatro fragmentos, nas duas espécies
estudadas estd demonstrada na Fig.2. Em relacao as téc-
nicas, observou-se que as maiores frequéncias de con-
centracdo antigénica das amostras analisadas pela IFD
pertenciam a classe 3, em fragmentos de CB e TE e pela
IHQ, a classe 2, em fragmentos de H. Em relacéo as es-
pécies, amostras de bovinos apresentaram maior concen-
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tracdo antigénica em ambas as técnicas. Os resultados  em diferentes fragmentos do SNC, através das técnicas

da IFD e da IHQ dos fragmentos de CB e TE de equinos  de IFD e IHQ.

foram mais concordantes, quando correlacionados com Os resultados da avaliagdo da sensibilidade da técni-

os de bovinos. ca de IHQ nos diferentes fragmentos de SNC analisados
A Figura 3 representa a infeccdo pelo virus da raiva  estao expressos no Quadro 3. Observou-se que a técnica
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Fig.1. (A) Cerebelo de equino infectado pelo virus da raiva. Os focos fluorescentes indicam inclusées de Negri. Imunofluores-
céncia direta, obj.40x. (B) Cerebelo de equino negativo para raiva. Imunofluorescéncia direta, obj.40x. (C) Cerebelo de
bovino infectado pelo virus da raiva. As setas indicam inclusdes intracitoplasmaticas em um neurénio. Hematoxilina-
Eosina, obj.40x. (D) Cdrtex cerebral de bovino sem infecgcao por virus da raiva. Hematoxilina-Eosina, obj.40x. (E) Infeccédo
do Cerebelo de equino por virus da raiva. As setas indicam inclusdes intracitoplasmaticas em um neurénio. Imuno-histo-
quimica, obj.40x. (F) Corte de cerebelo de eqlino negativo para raiva. Imuno-histoquimica, obj.40x.
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Quadro 1. Comparacao da positividade das técnicas de

IFD2 e IHQP em fragmentos do SNCE® de bovinos infectados

naturalmente pelo virus da raiva. A determinacao das
classes de intensidade das reacdes esta descrita como
sendo: (-) auséncia de inclusdes antigénicas, (+) 1 a 3

inclusoes, (++) poucas inclusées e campos negativos,
(+++) distribuicao homogenia de inclusdes e campos

negativos, (++++) distribuicao homogenia de inclusées

sem campos negativos

Amostra Técnica
IFD IHQ
Hd  cxe cBf TES Hd cxe cBf TE9
131 + + + +++ + + ++ +
191 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
588 + ++ +++ - ++ ++ ++
1920  +++  +++ +++ +++ ++ ++
2166 ++ A e + ++
2630 ++ ++ +++ +++ + ++ ++
3577 + ++ +++ +++ - + ++ ++
4001 ++ ++ +++ +++ + + +++ 4+
6049 ++ ++ +++ +++ + + ++ ++
10647 + + + ++ + + + +

a|munofluorescéncia direta, P imuno-histoquimica, ¢ sistema nervoso cen-

tral, 9 hipocampo, © cértex cerebral, f cerebelo, 9 tronco encefalico.
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Quadro 2. Comparacao da positividade das técnicas de
IFD2 e IHQP em fragmentos do SNC€ de eqiiinos infectados
naturalmente pelo virus da raiva. A determinacao das
classes de intensidade das reacdes esta descrita como
sendo: (-) auséncia de inclusdes antigénicas, (+) 1 a 3
inclusodes, (++) poucas inclusées e campos negativos,
(+++) distribuicao homogenia de inclusdes e campos
negativos, (++++) distribuicdo homogenia de inclusdes
sem campos negativos

Amostra Técnica
IFD IHQ

Hd cxe CBf TEY Hd cxe cBf TE9
1594 ++ ++ ++ ++ - + ++ +
1696 - - + ++ - ++ ++
2162 ++ ++ +++ +++ + ++
2552  +++ 44+ +++ ++
3357 + + + + - - + -
3829 + + ++ +++ + + ++ ++
5037 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
5790 - - - -
7955 + + + + +
9146 ++ ++ - - ++

a Imunofluorescéncia direta, P imuno-histoquimica, © sistema nervoso
central, 9 hipocampo, € cértex cerebral, f cerebelo, 9 tronco encefalico.
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Fig.2. Frequéncia das classes de concentragao antigénica dos fragmentos de hipocampo (H), cértex
cerebral (CX), cerebelo (CB) e tronco encefalico (TE) de bovinos e equinos infectados naturalmen-
te pelo virus da raiva, através das técnicas de imunofluorescéncia direta (IFD) e imuno-histoquimi-
ca (IHQ).
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Fig.3. (A) Neurbnios do cerebelo de equino infectados pelo virus da raiva. Imunofluorescéncia direta, obj.40x. (B) Neurdnios
do tronco encefalico de bovino infectado pelo virus da raiva. Imunofluorescéncia direta, obj.40x. (C,D) Infecgédo do
cerebelo de bovino pelo virus da raiva. As setas indicam um neurdnio com varias inclusdes intracitoplasmaticas. Imuno-
histoquimica, obj.40x. (E,F) Infec¢éo do tronco encefélico de equino pelo virus da raiva. As setas indicam varias inclu-

sdes intracitoplasmaticas. Imuno-histoquimica, obj.40x.

de IHQ apresenta maior sensibilidade, comparada a IFD,
para detecgao de antigeno da raiva em tecido parafinado
de amostras de bovinos.

DISCUSSAO

A técnica de IHQ, assim como a IFD, utiliza anticor-
pos especificos para detectar inclusdes/corpusculos

Pesq. Vet. Bras. 30(3):211-218, margo 2010

e proteinas virais. A utilizacdo de enzimas marcadoras
aumenta a sensibilidade da técnica (Ramos-Vara
1999).

Métodos imunohistoquimicos tém sido utilizados na
deteccao do antigeno da raiva em tecidos fixados em
formol (Hamir et al. 1992, Lépez et al. 1998-2001,
Woldehiwet 2005). A técnica de IHQ também tem sido
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Quadro 3. Sensibilidade da técnica de IHQ2 em
comparacdo com a IFDP nos diferentes fragmentos
de SNC€¢ de herbivoros suspeitos de raiva

Fragmento de SNC Sensibilidade IHQ

Bovinos Equinos
Hd 80% 55%
CXxe 100% 77%
CBf 100% 90%
TES 100% 80%

a |muno-histoquimica, ? imunofluorescéncia direta, © sistema
nervoso central, 9 hipocampo, € cértex cerebral, f cerebelo,
9 tronco encefalico.

aplicada em bidpsias de foliculo piloso, para o diagndsti-
co ante-mortem da raiva (Bago et al. 2005).

Estudos indicam que a detecc¢ao de antigenos da rai-
va através da técnica de IHQ é mais sensivel do que a
deteccgéao de corpusculos de Negri visualizados pela colo-
racao de HE e tdo sensivel quanto a IFD (Woldehiwet
2005). Outros autores ainda indicam uma maior sensibili-
dade da IHQ em relagéo a IFD (Bourgon & Charlton 1987).
Tao et al. (2008) demonstraram que a sensibilidade e es-
pecificidade da IHQ sao equivalentes as técnicas de IFD
e RT-PCR. A IHQ apresenta, ainda, a grande vantagem
de permitir a realizacdo de estudos retrospectivos, quan-
do aplicada em amostras previamente emblocadas, cola-
borando com estudos de vigilancia epidemioldgica.

Varios estudos discutem quais seriam os fragmentos
mais indicados para a deteccéo de antigenos virais, em-
bora os fragmentos que contém antigenos com maior fre-
quéncia podem variar, de acordo com a patogenicidade e
tropismo da amostra viral em questdo e de acordo com a
espécie animal.

Peixoto et al. (2000) demonstraram que, no diagndsti-
co da raiva em amostras de SNC de equinos, a sensibili-
dade da IFD em relagéo ao IVC é de 76,6% e que o per-
centual de falsos negativos na IFD poderia chegar a 20%.
Carrieri et al. (2006), ao analisarem amostras de origem
equina, evidenciaram que além da sensibilidade entre
essas duas técnicas depender do fragmento utilizado,
ocorriam baixas concentragdes virais no cortex cerebral,
hipocampo e cerebelo, sendo a medula e o tronco ence-
falico as se¢des mais recomendados para o diagndstico
laboratorial.

O presente estudo demonstrou que, na amostragem
estudada, a técnica de IHQ apresentou 100% de sensibi-
lidade, comparada a IFD, para detecgéo de antigeno da
raiva em tecido parafinado de amostras de bovinos natu-
ralmente infectados, especialmente em fragmentos de
cortex cerebral, cerebelo e tronco encefdlico. Esta sensi-
bilidade é ligeiramente inferior quando se trata de frag-
mentos de cerebelo e tronco encefalico de equinos e, mais
ainda, de cortex cerebral e hipocampo destes animais.
Tanto na IFD quanto na IHQ, os fragmentos com maior
distribuicdo viral foram o cerebelo e o tronco encefalico.

Os resultados apresentados neste estudo demonstra-
ram eficacia da IHQ no diagnéstico da raiva, podendo ser

esta mais uma ferramenta a ser utilizada na vigilancia
epidemioldgica da doenca, ja que podem ser diagnosti-
cadas amostras eventualmente fixadas em formol, o que
inviabiliza a execugéo das técnicas classicas preconiza-
das pela OMS. Para tanto, procedimentos bem emprega-
dos sa@o necessarios para que nao se comprometa a exe-
cucdo da técnica de forma irreversivel, como uma boa
fixacdo em solugdes tamponadas e em periodos pré-es-
tabelecidos. Além disso, recomenda-se cautela ao se
empregar a IHQ para diagndstico da raiva bovina e equina,
especialmente quando o fragmento encaminhado ao la-
boratdrio for apenas o hipocampo, ja que, como visto an-
teriormente por outros autores, este fragmento pode apre-
sentar baixas concentra¢des de antigenos virais.

CONCLUSOES

A imuno-histoquimica pode ser uma técnica alternati-
va para o diagnéstico da raiva em situagdes nas quais a
conservacao em condigcbes de refrigeracdo nao é possi-
vel, tendo em vista sua alta sensibilidade em relacao a
imunofluorescéncia direta, que é considerada padrao ouro
para o diagnéstico da doenca.

Como as maiores dificuldades do diagndstico da raiva
sao descritas na espécie equina, em fungdo do fragmen-
to a ser utilizado, e a alta sensibilidade da IHQ em rela-
¢ao a IFD demonstrada neste trabalho, pode-se conside-
rar que a IHQ pode ser aplicada em amostras de diferen-
tes espécies animais.
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