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RESUMO - A Raiva é uma das doencgas mais temidas
entre as diferentes zoonoses que ameagam o homem, pois
evolui sempre para o aspecto letal, sendo sua morbidade
praticamente igual a mortalidade. Acresce ainda que os
prejuizos econdmicos causados ao rebanho bovino assu-
mem impacto geral na economia pecudria, reduzindo a
producio de leite e carne e gerando implicacdes na drea
de sadde publica. O laboratdrio representa uma peca fun-
damental nesse contexto, visto que o éxito das medidas
complexas de prevencao numa comunidade, como vaci-
nacdo perifocal, ou a terapia vacinal no ser humano ex-
posto, dependem de rapidez e da confiabilidade do diag-
nostico. Esta condi¢do tem induzido ao desenvolvimento
e adaptacdes de técnicas visando melhorar a velocidade e
a eficiéncia do diagnéstico da Raiva, assim como o incre-
mento das pesquisas. O presente estudo objetivou ressal-
tar o valor da técnica molecular de RT-PCR como uma
ferramenta adicional ao diagndstico cldssico da virose, sem,
no entanto, substituir as provas convencionais. Trinta e
duas amostras obtidas de sistema nervoso central de ma-
miferos domésticos e silvestres de diferentes regides do
Brasil foram selecionadas, 28 apresentando positividade
para a Raiva, nas provas cldssicas e 4 negativas nessas
mesmas provas. A técnica de RT-PCR foi aplicada nestes
materiais, demonstrando 100% de concordincia com aque-
les resultados. A técnica de RT-PCR demonstrou sensibi-
lidade inclusive em amostras que se apresentavam em es-
tado de putrefacao.
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ABSTRACT — Rabies is one of most feared diseases
among the different zoonoses that threaten humans,
since it always succumbs to death and its morbidity is
equal to the mortality. Additionally, rabies leads to
economic damages to the herd of cattle and its general
impact in the cattle raising economy reduces the milk
and meat production, consequently affecting the public
health area. Laboratory diagnosis of rabies represents
a fundamental tool in this context, since the success of
the prophylactic measures in a community, as perifocal
vaccination or vaccinal therapy in exposed humans,
depend on the rapidity and realizable of the diagnosis.
This condition has stimulated to the development and
adaptations of techniques with aimed to improve the
efficiency of rabies diagnosis, as well as the
incrementation of the researches. The present study the
aimed to evaluate an RT-PCR assay as an alternative
tool to the standard diagnosis of rabies, but not
replacing the conventional tests. Thirty two samples
obtained from the central nervous system of domestic
and wild mammals from different regions of Brazil were
selected, finding 28 positives and 4 negatives for rabies
by the standard tests. The same material was tested by
the RT-PCR technique, demonstrating 100% of
concordance with those results. Also, the RT-PCR
technique showed great sensitivity decomposed
samples.

KEY WORDS — Rabies, RT-PCR, diagnosis.
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INTRODUCAO - A Raiva tem es-
tado presente no territorio nacional,
podendo ser considerada endémica,
em grau diferenciado, de acordo com
a regiao. No periodo de 1996-2004,
foram notificados 29.969 casos da
zoonose em diferentes espécies ani-
mais (Brasil, 2005b). Em relagdo a
Raiva humana, no periodo de 1996 a
1999, o ndmero de ocorréncias man-
teve-se numa média de 26 casos/ano.
No ano de 2000, foram notificados 28
obitos, 21 em 2001 e 7 em 2002. Em
2003, foram registrados 17 ébitos hu-
manos, sendo o cao o animal agressor
de maior destaque, contrastando com
0 ano seguinte, em que O mMorcego
hematofago foi responsdvel por 23
dos 29 casos em humanos (Casos...,
2006). A importancia econdmica da
virose estd relacionada a sua ocorrén-
cia em animais produtores de alimen-
tos. A Raiva dos herbivoros, princi-
palmente em bovinos, transmitida por
morcego hematéfago, representa im-
portante limita¢ao ao desenvolvimen-
to da pecudria nacional. Devido a gra-
vidade da doenca, evoluindo sempre
para o desfecho letal, a possibilidade
de um diagnéstico falso-negativo
deve ser reduzida tanto quanto possi-
vel. Para isso, a maioria dos laborato-
rios utiliza dois testes: a prova de imu-
nofluorescéncia direta (IFD) como
teste principal e a prova de inoculagao
intracerebral em camundongos (PB),
como teste complementar (Acha &
Szyfres, 1986). A técnica mais utili-
zada no diagnéstico € a IFD, recomen-
dada pela Organizacdo Mundial da
Saide (OMS) e pela Organizagdo
Mundial de Saide Animal (OIE). O
teste de IFD apresenta resultados
confidveis em poucas horas, quando
realizado com materiais frescos, em
95-99% dos casos. (Brasil, 2005a).
Segundo Silva et al., (1973) a técnica
de imunofluorescéncia reune indis-
cutivelmente as vantagens de rapidez
e especificidade, quando o foco € o

diagnédstico. A PB, detecta a infec-
ciosidade da amostra, mediante a
inoculacdo da suspensao em sistemas
bioldgicos e permite também o isola-
mento do agente. E utilizado
concomitantemente como teste da
IFD (Koprowski, 1996). Nas ultimas
décadas, os avancgos tecnoldgicos das
ciéncias bioldgicas, notadamente a
biologia molecular e a imunologia,
permitiram aprofundar os conheci-
mentos sobre o virus da Raiva, a
patogenia e a imunoprofilaxia da in-
fecgdo, assim como o desenvolvimen-
to de métodos diagndsticos mais sen-
siveis e especificos Germano, 1994).
Assim, as pesquisas efetuadas com
base na biologia molecular t€ém sido
de relevante importancia, nao so para
complementar os conhecimentos so-
bre patogénese da infeccio rabica e a
imunologia, como também para a de-
terminacdo da variabilidade genética
do virus da Raiva, inclusive entre ce-
pas, e para o esclarecimento dos me-
canismos de replicacdo e transmissao
viral. (Germano, 1994). A PCR asso-
ciada a transcricdo reversa (RT-PCR),
representou grande avanco no diag-
ndstico e na tipificagdo de amostras
de Lyssavirus. (Sacramento et al.,
1991; Bourhy et al., 1993a Gould et
al., 1998). Sacramento, et al., desen-
volveram em 1991, o primeiro proto-
colo de RT-PCR para o virus da Rai-
vae, a partir dai, a evolugdo desta téc-
nica tem sido marcante. Esses auto-
res propuseram a técnica de RT-PCR
para uso em rotina laboratorial no di-
agnostico da Raiva e para estudos epi-
démicos do virus rébico, conseguin-
do demonstrar a praticidade e a
confiabilidade dessa técnica na am-
plificagdo do gene N. O objetivo do
presente estudo foi verificar a viabili-
dade da inclus@o da técnica de RT-
PCR no diagnéstico laboratorial roti-
neiro da Raiva. Os produtos gerados
por esta técnica permitem a caracteri-
zacdo genética pelo seqiienciamento

de dreas limitadas do genoma viral.
MATERIAIS E METODOS -
Virus de referéncia. As amostras
virais padrao utilizadas no presente
estudo foram: Challenge Standard
Virus (CVS31.2), mantida por passa-
gens em cérebros de camundongos e
Pasteur Virus (PV), mantida por su-
cessivas passagens em cultura de cé-
lulas BHK-21. Amostras de campo.
Foram utilizadas 32 amostras do SNC
de mamiferos domésticos apresentan-
do quadro neurolégico sugestivo da
Raiva, encaminhadas para diagndsti-
co da virose, entre os anos 1985 e
2004, oriundas de diferentes munici-
pios do Brasil. Vinte e oito dessas
amostras apresentaram resultados po-
sitivos para Raiva: 21 bovinos, 3 ca-
ninos, 1 humano, 1 sagiii, | morcego
hematéfago e 1 raposa (trés dessas
amostras encontravam-se em putrefa-
¢30). Quatro amostras de SNC, com
resultados de IFD e PB negativos,
também foram testadas. (Quadro 2).
As amostras enviadas de laboratdrios
de outros estados do Brasil vieram
com diagndsticos positivos para Rai-
va. Com a finalidade de padronizacao
em nossos experimentos, todas as
amostras foram retestadas.
TECNICAS - Teste de Imunofluo-
rescéncia Direta (IFD). Laminas
confeccionadas com impressdo dos
fragmentos a serem examinados fo-
ram processadas conforme Dean et al.,
1996, e visualizadas ao microscopio
de imunofluorescéncia. O conjugado
fluorescente policlonal marcado com
isotiocianato de fluoresceina foi ce-
dido pelo Instituto Municipal de Me-
dicina Veterindria Jorge Vaitsman.
Prova Bioldgica (PB). A prova bio-
l6gica seguiu a metodologia descrita
por Koprowski (1996). As amostras,
apos a trituracio em gral, foram dilu-
idas a 10% em PBS, contendo peni-
cilina G potdassica e sulfato de
estreptomicina, centrifugadas por 54
minutos a 600g. o sobrenadante foi
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coletado como in6culo. Camundon-
gos albinos, com 21 dias de idade,
foram inoculados com 0,03mL desse
sobrenadante, via intracerebral e ob-
servados por um periodo de até 30
dias. Foram utilizados 10 animais por
amostra. Os animais mortos, que apre-
sentaram sintomatologia nervosa, fo-
ram submetidos ao teste de IFD para
confirmacdo final. A manutengdo e
manejo dos animais experimentais
foram realizados de acordo com as
diretrizes do Colégio Brasileiro de Ex-
perimentacdo Animal, 2004. Extra-
¢ao de RNA e RT-PCR. A extracdo
de RNA das amostras foi realizada a
partir do sobrenadante da suspensdo
de cérebro a 10%, de acordo com o
método TRIZOL® (Invitrogen™), se-
guindo as instrugdes do fabricante.
Sete microlitros de cada RNA foram
adicionados ao mix de transcricdo
reversa (sintese de cDNA) contendo
1 x First Strand Buffer (Invitrogen™),
ImM de cada dNTP, 10mM DTT,
Ipmol/uL de cada primer (504 e 304)
Quadro 1) e 200U M-MLV Reverse
Transcriptase (Invitrogen™) para
uma reagdo final de 20uL, realizada
a 42°C/60’. Dez microlitros de cada
respectivo cDNA foram adicionados
ao mix de PCR contendo 1 x PCR
Buffer (Invitrogen™), 0,2mM de
cada dNTP, 0,5 pmol/uL de cada
primer (504 e 304), 1,5mM MgCl,
25 pL agua ultrapura e 1,25U Taq
DNA polymerase (Invitrogen™)
para uma reacdo final de S50uL e sub-
metidos a uma desnatura¢@o inicial
de 94°C/2’ seguidos de 40 ciclos de
94°C/30”, 37°C/30” e 72°C/1,5’, fi-
nalizando com uma extensao final de
72°C/7’. Todos os produtos da RT-
PCR foram analisados em gel de
agarose a 1% corado por brometo de
etidio. Foram consideradas positivas
as amostras que resultaram no frag-
mento esperado de 249 pares de ba-
ses. (Fig. 1).

12 3 45 6 7 8 9 10

600 pb —

Fig. 1: Eletroforese em gel de agarose a
1% corado pelo brometo de etidio revelan-
do os produtos de amplificacdo do frag-
mento de 249 pb referente a regido que
contém a nucleoproteina viral.

Canaletas 1 e 10 — padrdo de tamanho
molecular; Canaleta 2 — bovino de Arapoti
— PR; Canaleta 3 — bovino de Dr. Ulisses —
PR; Canaleta 4 — bovino de Porcitincula —
RJ; Canaleta 5 — bovino de Cerro Azul —
PR; Canaleta 6 — sagiii do Ceard; Canaleta
7 —bovino de Camapud — MS; Canaleta 8 —
controle negativo (CN); Canaleta 9 — con-
trole positivo (CVS).

[ EEERE S A ENEEEEEEREESEEREEREEENEEEENEEESENENNENRSEH:R:SHNSE:R}E]

Quadro 1 — Seqiiéncia dos “primes” utilizados para amplificacdo de um seg-
mento de 249 pb do gene N do virus da Raiva.

. o Ll Sentido de

Primer Seqiiéncia genoma do i =
SAD (B19) orientacao
504 | 5-TATACTCGAATCATGATGAATGGAGGTCGACT-3 | 12901317 S"?S;’ (?Orgilz;ri

etal., 2
304 | 5-TTGACGAAGATCTTGCTCAT-3' 1514-1523 sl
(Orciari et al., 2001)
Fragmento amplificado = 249pb

Resultados — Nas 32 amostras estudadas houve 100% de correlacdo entre as
técnicas aplicadas. Vinte e oito amostras demonstraram positividade nas 3 téc-
nicas aplicadas e quatro amostras enviadas para o diagnéstico da Raiva, prove-
nientes de animais que apresentavam sintomatologia nervosa, demonstraram
negatividade nas provas de IFD, PB e RT-PCR.

Quadro 2 — Amostras de SNC e resultados de IFD, PB e RT-PCR para detec¢do

do virus da Raiva.

N° Espécie Ano Origem geografica Resultado Resultado RT-PCR
IFD PB

1 Bovina 2003 Porcitincula-RJ Positiva Positiva Positiva
2 Bovina 2003 Porcidncula-RJ Positiva Positiva Positiva
3 Bovina 2003 Porcitncula-RJ Positiva Positiva Positiva
4 Bovina 2003 Porcitncula-RJ Positiva Positiva Positiva
5 Bovina 2003 Porcidncula-RJ Positiva Positiva Positiva
6 Bovina 2003 Porciincula-RJ Positiva Positiva Positiva
7 Bovina 2003 Porcitncula-RJ Positiva Positiva Positiva
8 Bovina 2003 Porcitncula-RJ Positiva Positiva Positiva
9 Bovina 2003 Porcitincula-RJ Positiva Positiva Positiva
10 Bovina 2003 Porcidncula-RJ Positiva Positiva Positiva
11 Bovina 2003 Porcitncula-RJ Positiva Positiva Positiva
12 Bovina 2003 Porcitincula-RJ Positiva Positiva Positiva
13 Bovina 2003 Porcitincula-RJ Positiva Positiva Positiva
14 Bovina 2003 Porcitincula-RJ Positiva Positiva Positiva
15 Bovina 2002 Miracema-RJ Positiva Positiva Positiva
16 Canina 1985 N.Iguagu-RJ Positiva Positiva Positiva
17 Bovina 2003 Arapoti-PR Positiva Positiva Positiva
18 Bovina 2003 Dr.Ulisses-PR Positiva Positiva Positiva
19 Bovina 2003 Cerro Azul-PR Positiva Positiva Positiva
20 Quiréptero| 2003 Jaquariaiva-PR Positiva Positiva Positiva
21 Bovina 2003 Camapua-MS Positiva Positiva Positiva
22 Saqui 2003 Ceara Positiva Positiva Positiva
23 Humana 1992 Goiania-GO Positiva Positiva Positiva
24 Raposa 2004 Sossego-PB Positiva Positiva Positiva
25 Bovina 2003 Palma-TO Positiva Positiva Positiva
26 Bovina 2003 Palma-TO Positiva Positiva Positiva
27 Canina 2003 S.Cristévao-SE Positiva Positiva Positiva
28 Canina 2002 N.S.das Dores-SE Positiva Positiva Positiva
29 Bovina 2002 Miracema-RJ Negativa Negativa Negativa
30 Bovina 2003 Valenga-RJ Negativa Negativa Negativa
31 Bovina 2003 Valenga-RJ Negativa Negativa Negativa
32 Bovina 2003 Valenca-RJ Negativa Negativa Negativa
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DISCUSSAO E CONCLU-
SOES - No presente estudo foi en-
contrada uma concordancia de 100%
nos resultados obtidos pela RT-PCR
e pelas técnicas de imunofluo-
rescéncia direta e inoculacido
intracerebral em camundongos, para
diagnostico da Raiva. Segundo
Rupprech et al., (2002), as técnicas
moleculares tém se mostrado efici-
entes € seu uso em conjunto com
outras técnicas ja estabelecidas,
como a imunofluorescéncia direta,
pode reduzir o nimero de diagndsti-
cos falso-negativos, aumentando a
sensibilidade e especificidade dos
testes. Jaem 1991, Sacramento et al.,
encontraram 100% de concordancia
entre os resultados dessas mesmas
técnicas. Soares et al, (2002) apre-
sentaram conclusdes idénticas.
- Romijn et al., (2003), trabalhando
com amostras positivas pelas técni-
cas tradicionais (encéfalos coletados
de herbivoros suspeitos de estarem
acometidos pela Raiva e de
quirépteros de regides com focos re-
centes da virose enviados para labo-
ratério), observaram que essas tam-
bém se apresentaram positivas pela
técnica molecular. Nenhuma amos-
tra bovina suspeita que se apresen-
tou negativa pelas técnicas tradicio-
nais, revelou-se positiva pela RT-
PCR, corroborando com os resulta-
dos aqui apresentados. Apesar de a
Organizagdo Mundial de Sadde ndo
preconizar a RT-PCR como ferra-
menta para o diagndstico da Raiva,
diversos autores afirmam a sua gran-
de sensibilidade (Sacramento et al.,
1991, Kamolvarin et al., 1993,
Bourhy et al., 1993a e 1993b, Smith
etal., 1993; Meslin & Kaplan, 1996;
Tordo, 1996; Heaton, 1997. Nos al-

timos anos, a técnica comegou a ser

utilizada, no Brasil, com a finalidade
de pesquisa genética e diagndstico
(Ito et al., 2001; Soares, et al., 2002;
Brasil-dos-Anjos, 2003; Romijn, et
al., 2003; Pieri, 2003; Bordignom et
al., 2004, Heinemann et al., 2002;
Dantas Junior et al., 2004; Schaefer
etal., 2005; Kobayashi, et al., 2005).
Comparacdes da PCR com a IFD,
avaliando principalmente amostras
em decomposi¢do, demonstraram a
diminuicao de sensibilidade da imu-
nofluorescéncia direta. A RT-PCR
comprovou ser capaz de amplificar a
seqiiéncia génica alvo de amostras de
tecido cerebral expostas até 96 ho-
ras a temperatura ambiente (Soares
et al., 2002). Estudos de David et al.
(2002), relataram que em amostras
degradadas até 36 dias a temperatu-
ra de 37°C, a sensibilidade de
deteccao da RT-PCR foi maior quan-
do comparada as técnicas de imuno-
fluorescéncia direta e inoculacao
intracerebral. Vdrios outros autores
compararam os resultados da RT-
PCR com a imunofluorescéncia di-
reta em amostras em decomposicao,
avaliando a queda de sensibilidade
relacionada com o tempo de deterio-
racao do tecido cerebral (Kamolvarin
et al., 1993, Heaton et al., 1997,
Whitby et al., 1997). Em nossos es-
tudos, os materiais 24, 27 e 28, pro-
venientes da Paraiba e de Sergipe, até
serem enviados para fazer parte des-
se estudo estavam perfeitamente es-
tocados em freezer a -20°C, sendo
que o diagnostico efetuado no Insti-
tuto Parreiras Horta, em Aracaji
apresentou resultados positivos na
IFB e PB. Problemas operacionais
ocorridos no aeroporto acarretaram
demora na liberacdo dos materiais,
ocasionando estado avanc¢ado de pu-

trefacdo nessas amostras. Assim sen-

do, no reteste realizado os materiais
27 e 28 apresentaram resultados ne-
gativos na IFD e ndo foi possivel
inoculacdo em camundongos. A
amostra 24, apesar de apresentar [FD
positiva, também nao foi possivel a
inoculacdo em camundongos, mas a
RT-PCR apresentou-se positiva. Ape-
sar do nimero reduzido de amostras
em putrefacdo analisadas, considera-
mos o resultado indicativo de que a
RT-PCR pode ser utilizada em amos-
tras putrefeitas, corroborando com os
resultados apresentados pelos diver-
sos autores citados. Tordo (1996), su-
gere o método de RT-PCR para di-
agnostico laboratorial de rotina, evi-
denciando a importancia desta téc-
nica para estudos de epidemiologia
molecular. Em acordo com ele, os
autores do presente estudo demons-
traram que esta técnica obteve resul-
tados idénticos aqueles obtidos por
técnicas de diagndstico de rotina,
provando que pode ser utilizada para
fins de diagndstico. Soares et al.
(2002), também afirmaram que a RT-
PCR, pode ser utilizada no diagnds-
tico da Raiva, em casos de IFD ne-
gativa e urgéncia no diagnostico,
quando as amostras foram estocadas
inadequadamente, gerando autdlise,
ou quando se tem pouco material,
como no caso de pesquisas com ani-
mais de laboratério ou morcegos. Se-
gundo Brasil-dos-Anjos (2003), a
amplificacdo e a deteccdo de 4cidos
nucléicos virais, através de RT-PCR
possuem sensibilidade comparavel a
propagacao do virus em culturas ce-
lulares, tendo a vantagem de serem
mais rapidas e ndo dependerem da
viabilidade do virus. Dantas Junior
et al. (2004), trabalhando com 50
amostras de herbivoros oriundas do
Estado do Rio de Janeiro, também
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encontraram 100% de correlagdo en-
tre a IFD, PB e a RT-PCR. Todos os
autores citados, assim como os do
presente estudo, enfocaram a
nucleoproteina como opg¢io para
deteccao por RT-PCR em seus estu-
dos, por essa ser considerada uma re-
gido génica muito conservada, faci-
litando o desenho de primers aptos
para amplificacdo de intiimeras vari-
antes virais. (Crepin et al., 1998;
Kissi et al., 1995). Considerando a
sensibilidade e especificidade, bem
como a habilidade de detectar virus
em amostras bastante decompostas,
uma situacdo comum em paises tro-
picais como o nosso, o uso da RT-
PCR relacionado ao gene N, aparen-
ta ser tdo eficiente quanto as técni-
cas cldssicas para a detec¢@o do vi-
rus da Raiva. Devido a estas carac-
teristicas sugere-se o uso da RT-PCR
como técnica complementar ao diag-
noéstico da Raiva. Na auséncia de la-
boratério de diagnéstico em alguns
estados brasileiros, € inegavel que em
muitas regides a Raiva esteja sendo
subnotificada ou confundida com ou-
tras doengas. A ocorréncia da Raiva
em animais silvestres € registrada de
maneira esporadica, uma vez que niao
€ comum o envio de materiais destes
animais ao laboratdrio de diagndsti-
co, nem mesmo para fins de vigilan-
cia epidemiolégica. Nesse quadro, a
técnica de RT-PCR pode tomar-se
util, uma vez que os laboratorios, até
os distantes, podem receber materi-
ais, ja que os resultados dessa técni-
ca dependem menos da.conservagdo
as amostras. Agradecimentos: Ao
Dr. Claudio de Moraes Andrade pelo
apoio ao desenvolvimento do estu-
do. Ao Instituto Pasteur de Sao Pau-
lo pelo apoio técnico-cientifico e fi-
nanceiro. Aos Médicos-veterindrios

Enock Vieira da Silva, Marlon
Vicente da Silva, Maria Aparecida de
Carvalho Patricio e Francisco Airton
Nogueira, pela remessa das amostras
contempladas no presente estudo.
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