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RESUMO: Suspensdes a 20% de cérebro de camundongos infectados
com vimos da raiva, amostra C.V.S., foram adicionados a igual volume de
diluente comum (4gua destilada com 2% de soro de cavalo normal), liquido
de Bedson e glicerina, e estocados a —15°C.

Os resultados obtidos nas titulagées em camundongos, realizados aos 2, 60,
120, ISO e 180 dias, revelaram maior estabilidade da suspensdo conservada

em glicerina.

Unitermos:

Glicerina*; Raiva, virus*; C.V.S.*.

INTRODUCAO

A variabilidade dos resultados obtidos na
determinagdo do poder infectante de virus
rébico de comprovagdo, em camundongos,
interfere nos valores obtidos nos testes de
poténcia de vacinas4, 12, ise nas provas de
soroneutralizacao 1,2567,15

Flutuagcdo de tal natureza depende de
varios fatores, entre os quais se destaca
a adequada conservacdo da suspensdo de
virus utilizada .

O frio, em temperatura situada ao redor
de -70°C, tem sido utilizado com sucedo

para manter inalteradas preparacdes de
virus da raiva, por periodos considera-
veis 3,4, 9,10, is Ndo existindo esta condi¢ao
na disponibilidade desejada e na impossi-
bilidade de adequarem-se, a curto prazo, os
laboratérios carentes de recursos, urge
pois, estudar-se outros processos de con-
servacdo capazes de minimizar a perda
do poder infectante de suspensdes deste
virus mantidas necessariamente em esto-
que por longo tempo.

Entre as substancias usadas rotineira-
mente como conservador de amostras de
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material biolégico enviadas ao laboratério
com evidéncias sugestivas de causa virai,
sobressai-se primariamente a glicerinalO-17.
Aliada as suas qualidades como conserva-
dor de tecidos ha de considerar-se o seu
poder de modificar o ponto crioscopico do
meio liquido onde se encontra, permitindo,
quando em concentracdo adequada, a ma-
nutengdo de suspensdes em estado liquido,
mesmo quando submetidas as temperaturas
negativas ususalmente encontradas nos
congeladores comuns (-20°C).il114.

Tem, pois, o presente trabalho, a finali-
dade de apreciar a agcdo da glicerina como
elemento auxiliar na conservagdo de sus-
pensdes do virus da raiva.

Assim, admitindo-se como inécua a agéo
da glicerina, era de se esperar que 0s re-
sultados obtidos nas titulagbes de uma
suspensdo de virus da raiva tratada por
esta substancia, realizadas em diferentes
oportunidades no decorrer de certo periodo
de tempo, ndo diferissem daqueles obtidos
~m idénticas condi¢des com a mesma sus-
pensdo mantida como controle ou tratada
pelo liquido de Bedson.

Em contrapartida, na hipoétese de sua
acdo ser considerada efetiva, poder-se-ia
esperar a superioridade nos resultados
obtidos com a suspensdo de virus tratada
pela glicerina, expressa em termos de me-
nor variabilidade nos valores resultantes.

Il. MATERIAL E METODOS

Camundongos — Utilizamos camundon-
gos suigos albinos pesando 10 a 15 gramas,
procedentes da criacdo do Instituto Biol6-
gico de Séao Paulo, originarios da Fundacdo
Rockffeller.

Virus — Representado por uma suspen-
sdo a 20% de cérebro de camundongos in-
fectados com virus fixo da raiva, amostra
C.V.S.,, (Challenge Virus Standard) prepa-
rada recentemente.

Diluente — Agua destiladp contendo 2%
de soro de equino normal inativado a 56°C
durante 30 minutos, adicionada de 1.000
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unidades de penicilina e 1,25 miligramas
de estreptomicina por mililitro.

Liquido de Bedson — Solucdo de glice-
rina a 40% em agua destilada, contendo
tampédo de fosfatos e preparada de con-
formidade com o descrito por SANTOS &
MELLO«.

Glicerina —
p.a., neutro.

Utilizamos o produto puro

Titulacdo do virus — A sistematica ado-
tada para a titulagdo do virus foi desen-
volvida de conformidade com o estabeleci-
do por KOPROWSKI

Tratamentos — Desenvolvemos 0 nosso
experimento em duas etapas.

Inicialmente, partindo-se de uma mesma
fonte, preparamos trés suspensdes do virus
da raiva, denominadas I, Il elll e proce-
demos a titulagdo em quintuplicata das duas
primeiras visando verificar, em nossas con-
dicdes de trabalho, a variabilidade usual
do processo de titulacdo deste virus em ca-
mundongos.

Num passo seguinte, a terceira suspen-
sdo foi dividida em trés aliquotas iguais,
a cada uma das quais agregou-se igual
volume de diluente, liquido de Bedson e gli-
cerina, para constituir os lotes A, B e C,
respectivamente. Cada um destes lotes,
ap6s adequada homogeneizacao, foi dividi-
do em dez aliquotas iguais, levadas imedia-
tamente ao congelador onde permaneceram
a temperatura de -15°C + 3, até o mo-
mento de serem tituladas.

Imediatamente antes de cada titulacao,
uma aliquota correspondente a cada lote,
era retirada do congelador e submetida a
descongelagdo em agua corrente. A ali-
quota correspondente ao lote C era dis-
pensada desta operacao, pois, jA se encon-
trava em estado liquido, mas mesmo assim
permanecia em temperatura ambiente du-
rante o processo de descongelacdo das de-
mais.

As titulacds eram realizadas simultanea-
mente e foram levadas a efeito aos 2, 60,
120, 150 e 180 dias do preparo da suspen-
s&o.
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I. RESULTADOS

Na Tabela | figuram os titulos infectan-
tes, expressos em logaritmo de base 10,
das replicacdes da prova de titulacdo das
suspensdes | e Il de virus da raiva amos-
tra C.V.S., realizada em camundongos.
Aparecem também, para cada suspensao,
os valores da média aritmética, do desvio
padréo e do coeficiente de variabilidade de
Pearson.

A Tabela Il apresenta os titulos infec-
tantes, expressos em logaritmo de base 10,
das provas de titulagdo da suspensédo nu-
mero Il de virus da raiva amostra C.V.S,,
realizadas em camundongos, segundo o0s
tratamentos A, B e C, e a época de sua
realizacdo. Oferece ainda, para cada tra-
tamento, os valores da média aritmética,
do desvio padréo e do coeficiente de varia-
bilidade de Pearson.
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TABELA |1

Titulos infectantes, expressos em logaritmo de
base 10, das replicagcbes da prova de titulagédo
das suspensfes | e Il de virus da raiva amostra
— C. V. S, realizada em camundongos.
S&do Paulo, 1975.

Suspensédo | Suspensdo |1

6.640 6.391

6.633 6.228

6.521 6.328

6.453 6.033

6.390 6.226

Média Aritmética 6.528 6.241

Desvio Padrao 0.098 0.120
Coeficiente de

variabilidade 1.49% 1.92%

de Pearson %

TABELA 11

Titulos infectantes, expressos em

logaritmo de base 10, das provas de titulagdo da suspensao
ndmero 11l de virus da raiva amostra C. V. S., realizada em camondongos,
mentos A, B e C e a época de sua realizagdo.

segundo os trata-

Sdo Paulo, 1975.

— Tratamentos o
Tempo de estocagem A (Diluente) :e g‘;g;‘;%’ C (Glicerina)
(em dias)
2 5.2 6.2 6.1
60 3.0 3.8 5.0
120 3.3 3.4 5.3
150 2.2 3.2 5.0
180 2.4 2.5 4.5
Média aritmética 3.22 3.82 5.18
Desvio Padréo 1.065 1.262 0.522
Coeficiente de variabilidade de
Pearson % 32% 33% 10%
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IV. DISCUSSAO

Os dados constantes da tabela | suge-
rem que a titulagdo do virus da raiva em
camundongos, segundo a técnica descrita
por KOPROWSKI8, apresenta boa repro-
dutibilidade, desde que seja realizada em
condi¢cdes adequadas de trabalho.

Realmente os parémetros de dispersao
calculados para distribuicdo de frequéncia
dos valores correspondentes a cada uma
das suspensdes integrantes da aludida ta-
bela, indicam ser bastante reduzida a va-
riabilidade dos resultados.

Os valores da tabela Il, correspondentes
a titulagédo do virus da raiva em diferentes
oportunidades evidenciam, entretanto, que
o tempo de estocagem é variavel capaz de
influir sobre o titulo infectante, em camun-
dongos, das suspensfes do virus da raiva
mantidas em condi¢gbes de congelacdo a
-15°C, o que RAMPON & BARBESIERI3
também verificaram, m"s em temperaturas
de 4 a 37°C.

Estes mesmos resultados, apreciados re-
lativamente a cada um dos tratamentos,

Csrtes, J. de A. & Nilsson,
strain C.V.S.,
S. Paulo, 12:235-40, 1975.
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possibilitam sugerir que, nas condigbes
apontadas, quando mantido em meio com
glicerina a 50%, o virus da raiva apre-
senta, a titulagdo em camundongos, maior
estabilidade, o que estd em concordancia
com D’'SILVA3

A superioridade nos resultados do tra-
tamento C em relacdo ao tratamento B,
poderia ser explicada se considerassemos
que embora o liquido de Bedson contenha
glicerina em sua composi¢cdo, a concen-
tracdo final deste produto na suspenséo de
virus é insuficiente para impedir o proces-
so de congelacdo a temperatura considera-
da.

As informagfes ora obtidas sugerem que
suspensfes de virus assim conservadas po-
deriam ser vantajosamente utilizadas néo
s6 nas provas de soroneutralizacdo, permi-
tindo o uso de quantidades constantes de
virus em diferentes intervalos de tempo,
mas também, propiciaria melhores condi-
cOes de trabalho na realizacdo das provas
de poténcia de vacina onde a constancia do
poder infectante do virus é de fundamental
importancia4.
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Twenty percent suspensions of mouse brain infected with

strain C.V.S. of rabies virus were mixed with equal volumes of common
diluent (distillated water with 2 percent of horse serum), Bedson solution

and glycerine and stored at —15°C.

Results obtained by mouse inoculation carried out at 2, 60, 120, 150
and 180 days, showed a greater stability of the suspension stored in glycerine.

Uniterms:
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