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RESUMO

SOUZA, T. C. P. Estudo da distribuicéo do virus da raiva (RABV) em amostras de sistema
nervoso central e glandulas salivares de equinos naturalmente infectados. [Study of rabies
virus (RABYV) distribution in central nervous system and salivary gland tissues from naturally
infected equine]. 2019. 81 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2019.

Os testes para diagnostico da raiva devem apresentar rapidez, alta sensibilidade e
especificidade na obtencéo dos resultados. No entanto, em amostras de equinos, muitas vezes,
pode-se observar uma sensibilidade na imunofluorescéncia direta (IFD) mais baixa quando
comparada com aquela de outras espécies. Em decorréncia disto, a implantacdo de novas
ferramentas no diagndstico poderd diminuir o nimero de resultados falso negativos. No
presente estudo foi utilizado o SNC de 80 equinos originarios de municipios do estado de S&o
Paulo, encaminhados para a Se¢do de Diagnostico da Raiva do Instituto Pasteur no periodo de
abril de 2017 a abril de 2018. As amostras utilizadas foram processadas para IFD, isolamento
viral em cultivo de células (IVCC), transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR) e transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real (RT-gPCR). Das 80 amostras analisadas de SNC de equinos, 25 (31,25%)
apresentaram resultado positivo para raiva em pelo menos uma das técnicas mencionadas. Ao
avaliar a positividade, comparando os resultados entre as técnicas, a IFD apresentou 96%
(24/25), IVCC 44%(11/25), RT-PCR 100% (25/25) e RT-qPCR 100% (25/25). Analisando 161
estruturas do SNC separadamente [cértex, hipocampo, cerebelo, tronco cerebral (mesencéfalo,
ponte e bulbo) e medula cervical, espinhal e lombar] de 25 cavalos positivos, as taxas de
positividade foram para 72,0%, 89,4% e 75,2% para IFD, RT-PCR e RT-gPCR,
respectivamente. Cerca de 33% das estruturas do SNC (53/161) apresentaram rara presenca de
antigeno, com apenas uma a trés pequenas inclusbes em todo o campo microscopico
pesquisado, sendo classificadas como fracas positivas. O mesencéfalo apresentou a melhor
distribuicdo viral nas estruturas do SNC tanto pela técnica de IFD quanto pelas técnicas
moleculares (RT-PCR e RT-gPCR). Esse fato sugere que a variabilidade na intensidade da
distribuicdo do virus em diferentes partes do SNC (padrdes neuroinvasivos) em equinos pode
influenciar a deteccdo de RABV. A deteccdo de presenca viral em glandulas salivares mostrou-

se positiva, indicando o potencial destes animais atuarem como fonte de infecgéo para raiva.

Palavras-chave: Equino. Raiva. RT-qPCR. RT-PCR. Sensibilidade.
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ABSTRACT

SOUZA, T. C. P. Study of rabies virus (RABV) distribution in central nervous system and
salivary gland tissues from naturally infected equine. [Estudo da distribuicdo do virus da
raiva (RABV) em amostras de sistema nervoso central e glandulas salivares de equinos
naturalmente infectados]. 2019. 81 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Séo Paulo, S&o Paulo, 2019.

Tests to diagnose rabies must be rapid, highly sensitive and highly specific in obtaining
the results. However, a lower sensitivity to the direct fluorescent antibody (DFA) may be
observed in equine central nervous system (CNS) samples when compared to those of other
species. The use of new tools for rabies diagnosis in equine specimens may reduce the
occurrence of false-negative results. In the present study, the CNS from 80 horses were obtained
from April 2017 to April 2018 as a result of rabies surveillance operations established in the
Séo Paulo state. The samples were tested at the Pasteur Institute of S&o Paulo's Rabies Diagnosis
Section by DFA, rabies tissue culture infection test (RTCIT), RT-PCR, and RT-gPCR. Out of
the 80 analyzed CNS samples from horses, 25 were positive for rabies (positivity rate = 31.25%)
at least in one of the mentioned techniques. Of these positive cases, 96% (24/25) were
confirmed by using the DFA test. 25 CNS samples were positive for both RT-PCR and RT-
gPCR, with 100% sensitivity. Only 11 of the 25 CNS samples were positive (44%) by RTCIT.
When the 161 CNS structures were analyzed separately [cortex, hippocampus, cerebellum,
brainstem (midbrain, pons, and bulb) and cervical, lumbar and spinal cord] from 25 positive
horses, the positivity rates were 72.0%, 89.4% and 89.6% for DFA, RT-PCR, and RT-gPCR,
respectively. About 33% CNS structures (53/161) showed a rare presence of antigen, with only
one to three small inclusions in the entire microscopic field searched, being classified as weak
positive. Midbrain showed the best viral distribution in the CNS structures by both the DFA
and the molecular techniques RT-PCR /RT-qPCR. This fact suggests that the variability in the
intensity of virus distribution in different parts of the CNS (neuroinvasive patterns) in horses
may influence the detection of RABV. The detection of RABV in salivary glands was positive,

indicating the potential of these animals as a source of infection for rabies.

Keywords: Equine. Rabies. RT-gPCR. RT-PCR. Sensitivity.
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Resultados obtidos pelos métodos moleculares: Ciclo de quantificacdo
(Cq) do RT-qPCR e as diferencas entre as estruturas do
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1 INTRODUCAO

O Brasil tem o quarto maior rebanho de equinos do mundo, com aproximadamente
5,5 milhGes de animais, e o estado de S&o Paulo detém uma populacédo de 350 mil cavalos sendo
a sétima unidade da federacdo em nUmero de animais no pais de acordo com o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2017).

A equinocultura é um setor importante do agronegécio brasileiro, responsavel por gerar R$
6 bilhdes por ano, e emprega cerca 610 mil pessoas de forma direta e 2.430 milhdes de forma
indireta. Assim, gera mais de trés milhdes de ocupac6es no setor do agronegdcio de cavalos, no
qual se destaca um crescimento na criagdo destes animais para o publico urbano, tanto na area
de lazer quanto na de esporte que requer maiores cuidados e gastos em medicamentos, ferragens
e acessorios (LIMA; CINTRA, 2016).

As encefalites que acometem esta espécie sdo de extrema importancia, uma vez que
doengas que afetam o Sistema Nervoso Central (SNC) de cavalos sdo comumente fatais e
algumas tém capacidade zoondtica. A raiva se acentua como a mais evidente dentre as
enfermidades neuroldgicas. Neste ambito, é primordial que sejam elaborados analises,
informac@es e diagndstico etioldgico apropriados de vigilancia epidemioldgica das doencas
neuroldgicas em equinos (COSTA et al., 2015).

A raiva é uma antropozoonose, causada por um virus, caracterizada por uma
encefalomielite, de evolucdo rapida, de carater progressivo e geralmente fatal. Além da
letalidade proxima de 100%, com poucos casos descritos de cura no mundo, trata-se de uma
doenca de elevado custo social e econdmico tanto na salde publica quanto animal
(WILLOUGHBY et al., 2005; CALDAS et al., 2009).

O virus da raiva (RABV) é classificado como pertencente ao filo Negarnaviricota, subfilo
Haploviricotina, classe Monjiviricetes, ordem Mononegavirales, familia Rhabdoviridae,
género Lyssavirus e espécie Rabies lyssavirus (ICTV, 2018). E um virus neurotrépico, o que
quer dizer que apds a sua entrada no hospedeiro, o agente etioldgico percorrera um caminho no
organismo que o conduzira ao SNC, no qual ocorre a replicacao viral e posterior disseminagédo
centrifuga sistémica para Orgdos e estruturas periféricas, como por exemplo, as glandulas
salivares. O RABV é um virus envelopado que possui genoma composto por RNA fita-simples,
senso negativo, ndo-segmentado e que codifica cinco proteinas estruturais associadas a
ribonucleoproteina (RNP) ou envelope. As proteinas L (transcriptase), N (nucleocapsideo) e P

(fosfoproteina) integram junto com o RNA viral linear a RNP de simetria helicoidal. Ja as
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proteinas M (matriz) e G (glicoproteina) estdo associadas ao envelope. Estas cinco proteinas
estruturais possuem uma organizacdo entre si que faz com que o virion possua forma
semelhante a um projétil (WUNNER et al., 2013).

A replicacdo do genoma RNA do RABV apresenta fidelidade limitada, uma vez que a
enzima RNA polimerase viral ndo tem atividade corretiva de insercéo de nucleotideos, fato esse
que leva ao desenvolvimento de subpopulagdes de genomas virais distintos que compartilham
uma origem comum. Em decorréncia da adaptacdo viral a determinados hospedeiros animais
(reservatdrios) ao longo do tempo, os diferentes genomas formam agrupamentos de mutantes
com variagdes comuns (marcadores moleculares especificos), que podem ser classificados
como variantes antigénicas (AgV) e/ou linhagens genéticas distintas (OLIVEIRA, 2009).

A caracterizacdo das variantes para a tipificacdo antigénica ou genética em estudos
utilizando a técnica de anticorpos monoclonais (ACM) e analise de sequéncias nucleotidicas
tem sido utilizadas para identificar a diversidade do RABV nos diferentes reservatorios
associados de focos epizodticos (FAVORETTO et al., 2001,2002). No Brasil, 0o RABV 0s seus
principais reservatorios sdo de cdes domésticos (AgV1 e AgV2), morcegos hematdfagos
Desmodus rotundus (AgV3) e ndo-hematofagos frugivoros Artibeus lituratus (AgV3) e
insetivoros (AgV4, AgV6 e sete linhagens genéticas), saguis de tufo branco (Callithrix jacchus)
e cachorros-do-mato (Cerdocyon thous) A ocorréncia das variantes antigénicas ou linhagens
genéticas do RABV nos diferentes animais parece estar relacionada a distingcbes na
patogenicidade e na susceptibilidade da espécie hospedeira (FAVORETTO et al., 2001, 2006).

Todos os mamiferos sdo susceptiveis a esta enfermidade; no entanto, os principais
reservatorios animais pertencem as Ordens Carnivora e Chiroptera. Outros animais como
herbivoros podem atuar como hospedeiros terminais ou acidentais. Estima-se que a cada ano
mais de 59.000 pessoas (95% de intervalo de confianca: 25.000-159.000) véo a 6bito no mundo,
sendo que a maioria das mortes estimadas ocorrem na Asia (59,6%) e Africa (36,4%)
principalmente em paises em desenvolvimento com maior incidéncia em criangas menores de
15 anos (HAMPSON et al., 2015; KNOBEL et al. 2005).

Contudo, o virus da raiva (RABV) é considerada uma enfermidade negligenciada pelas
autoridades governamentais, isto € um fator agravante, pois pode ser totalmente prevenivel
através da vacinacao de cédes e também com a profilaxia da raiva humana pré-exposicdo em
tempo habil das pessoas expostas (JACKSON, 2013; FOOKS et al., 2014). Como sua evolucgéo
costuma ser rapida e seus sintomas variados, a profilaxia pds-exposicao do paciente deve ser
iniciada imediatamente apés a identificacdo de um agravo sofrido pelo mesmo (BOURHY et
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al., 1989; KOTAIT et al., 2009).

E com o quadro de elevada mortalidade nos animais que apesar de apresentar nimeros
expressivos, pode ser considerado subestimado, pois a auséncia de diagnostico e subnotificacdo
sdo frequentes (DACHEUX et al., 2011). Isto se da pela perda da vigilancia que representa um
dos principais elementos da negligéncia, levando a perda de dados da incidéncia da doenca,
estimativas imprecisas do impacto econdémico e subestimativas da real responsabilidade da
raiva no mundo (LECHENNE et al., 2016).

A doenca € usualmente dividida em trés ciclos, sendo estes: o urbano, caracterizada pela
sua ocorréncia em cées e gatos; o rural por sua ocorréncia em herbivoros, como bovinos e
equinos; e o silvestre, podendo ser subdividido entre aéreo e terrestre (KOTAIT et al., 2009).
O ciclo rural é representado principalmente pela transmissdo do RABV para herbivoros pela
mordedura do morcego hematdfago Desmodus rotundus (BRASIL, 2008).

A importancia do D. rotundus na América Latina é devido ao fato deste mamifero ser
identificado geograficamente do sul do México até ao norte da Argentina. (BRASIL, 2005).
Este morcego hematofago foi sugerido pela primeira vez como possivel transmissor da raiva
no Brasil em 1911, por Antonio Carini ao estudar uma epizootia de raiva em bovinos e equinos,
em numero elevado de animais (mais 4000 bovinos e 1000 equinos) por prolongado periodo de
4 anos continuava ainda latente na regido no Vale do Itajai, Santa Catarina. Esta epizootia
causou danos consideraveis a época que se iniciou em 1908, pois culminou na morte desses
animais. No estado de S&o Paulo, os primeiros casos de raiva em herbivoros foram descritos
em 1935, nos municipios de Ubatuba e Itu (CARNEIRO, 1936).

Em um estudo realizado por De Oliveira et al. (2009) no municipio de Araguari (MG), no
periodo de 1996 a 2003. No qual se fez um levantamento com relacdo aos abrigos que os
morcegos hemat6fagos mais utilizavam: casa abandonada, bueiro, caverna, pontilhdo, ponte,
oco de arvore, usina hidroelétrica, viaduto, paiol, torre, cisterna e forno de carvoeira. Ja
segundo HILL e SMHIMDT (1984) os mesmos geralmente usam como abrigos tuneis, grutas
de pedra, bueiros, pogos d’agua, e mais raramente habitam telhados de casa e ocos de arvores,
eles s6 saem com auséncia total de luz ou falta da luz da lua, devido aos seus habitos serem
noturnos, e se forem encontrados de dia podem estar doentes e possivelmente estar raivosos
(FLORES-CRESPO et al., 1972).

Isso se deve as constantes alteracbes ambientais causadas pela atividade humana,
(envolvendo o desmatamento) tais como substitui¢do das matas por plantagdes de monoculturas
e pastagens para as criacdes de animais, tendo possibilitado a instalagcdo de novas populagoes

de morcegos hematdéfagos (TADDEI et al., 1991). Contudo, existe registros de D. rotundus em
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areas urbanas, como S&o Paulo (SP), Belo Horizonte(MG), Rio de Janeiro(RJ) e Salvador (BA),
com ataque as pessoas nessas cidades (UIEDA, 1995; GONCALVES et al. 2002). Ha relato
também de 45 casos de raiva humana registrados em 2005, sendo que 42 destes, foram causados
por agravos diretos dos morcegos hematéfagos (BRASIL, 2005).

O D. rotundus é o responsavel pela continuidade da transmissdo da raiva no ciclo rural
(GONCALVES, 1996; BRASIL, 2009; SESAB, 2019), esta espécie pode trazer enormes
prejuizos econdmicos para pecudria, sendo o maior transmissor da raiva nos herbivoros, sendo
abundante em regibes de exploracdo agropecuaria (ACHA; MALAGA-ALBA, 1988). Além,
das grandes perdas com os morcegos hematdfagos quando transmitem a raiva, também existe
a depreciacdo do couro, enfraquecimento e emagrecimento dos animais, infec¢cbes como em
equinos podendo ser viroticas:(Encefalite Venezuelana Equina e Febre Amarela), bacterianas
(Salmonella e Shigella, Brucella) e miiases nos ferimentos causados por mordedura. (BREDT,
1996).

No cavalo, essa evidéncia fisica de ferida por mordedura por exposi¢cdo aos morcegos
hematofagos tem sido relatada na regido da escapula, cabeca e pesco¢o, que poderia ser
explicada pela maior facilidade de apreensdo quando os morcegos ficam agarrados pela crina.
E a mordedura produzida por D. rotundus, para se alimentar, possui formato aproximadamente
circular ou eliptico, variando de 3 a 6 mm no seu maior comprimento (SAZIMA, 1978).

Apesar da grande maioria dos casos de raiva em herbivoros ser transmitida por morcegos
hematofagos, existem relatos recentes no Brasil desta enfermidade causada por agravos de
carnivoros silvestres Cerdocyon thous em herbivoros, como os detectados no ano de 2017 no
Estado da Bahia (informagao verbal)®. Ja em casos registrados em cavalos na América do Norte,
0s carnivoros silvestres como por exemplo 0 guaxinim sdo 0s transmissores e reservatorios para
0 virus da raiva e sdo os mais significativos da regido. Esses agravos podem ser dificeis de
identificar, passando muitas vezes desapercebidos, pois tais feridas causadas pela mordedura
podem ser muito pequenas sendo semelhantes a agulhas (GREEN, 1993).

Como a infeccdo pelo RABV em equinos é considerada um evento de spillover viral, pois
apesar de integrarem a cadeia epidemioldgica da raiva, atuam apenas como animais sentinelas
e hospedeiros acidentais ou terminais dessa doenga. Assim, a probabilidade de transmissdo
destes para outros animais € baixa (ACHKAR et al., 2010). Mas a atua¢do dos cavalos como
sentinelas é relevante, visto que a deteccéo e o isolamento do RABYV em morcegos hematofagos

ndo ser fato comum, sendo importantes indicadores da circulacdo viral em determinada regiéo.

! Comunicacdo pessoal da Sara Aradjo Franco Guimaraes, LACEN-BA
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No entanto, por um periodo longo a raiva em cavalos foi tida como uma doenga de
importancia menor, devido a maior ocorréncia na espécie bovina. Com a evolucdo dos
programas nacionais de controle da raiva bovina na América Latina e a aplicacdo de vacinas
regularmente para estes animais, também a raiva em equideos comecou a aumentar a sua
relevancia, ja que em decorréncia do crescimento do nimero de casos pelo fato da manutencéo
de seus individuos ndo imunizados ficam assim mais susceptiveis. A ocorréncia dos casos de
raiva em herbivoros no estado de Sdo Paulo foi dividido pela Comisséo Estadual do Programa
de Controle da Raiva no ano de 2000 em trés areas classificadas como: endémica, epidémica e
esporédica. Essa setorizacdo possibilitou maior eficacia nas medidas adotadas para o controle
de focos de raiva pela defesa agropecuéria do estado (KOTAIT et al., 2010).

Foram divulgados pelo o Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA), nos periodos de 2004 a
2006 (37 positivos no total de 112 amostras de equinos — 33%) e nos periodos de 2009 a 2011
(47 positivos no total de 217 amostras de equinos — 21,7%) (COSTA et al., 2009, 2015). No
intervalo de 2007 a 2012, foram avaliados pelo Instituto Bioldgico de Sdo Paulo 218 amostras
de SNC originérias de equideos, sendo que 37 (17%) foram positivos (CUNHA et al., 2016).
Pimentel et al. (2009) observaram que 22,4% (11/49) dos cavalos com problemas neuroldgicos
provenientes do Nordeste brasileiro eram acometidos com raiva.

Dados do Ministério da Agricultura mostram que no periodo de 1997 a 2015, foram
registrados 3.692 casos de raiva em equideos (casos laboratoriais associados com casos
clinicos) em todo territério nacional. Sendo que desses, 756 casos ocorreram no Estado de Séo
Paulo no mesmo periodo (Quadro 1). De 2000 a 2015, foram identificados como positivos 617
(24,5%) em um total de 2.522 casos de cavalos com manifestagdes neuroldgicas em

levantamento realizado no Instituto Pasteur (informagéo verbal)?.

2 InformacGes fornecidas pelo Prof°. Dr. Enio Mori em levantamento realizado (2000 a 2015 casos de cavalos com
manifestacdes neuroldgicas) no Instituto Pasteur/ SP, em janeiro de 2019,
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Quadro 1 - Casos de raiva em equino no estado de Sao Paulo e Brasil e abrigos de morcegos hemat6fagos em
Séo Paulo

Sé&o Paulo
Ano **Abrigosde | ** Brasil
*Equinos morcegos
hematofagos

1997 27 - 258
1998 37 - 247
1999 44 - 374
2000 212 892 388
2001 76 1083 238
2002 72 2438 236
2003 45 3606 220
2004 21 4248 136
2005 13 3580 185
2006 11 4074 180
2007 9 4130 139
2008 26 2585 133
2009 4 2184 129
2010 6 1670 117
2011 7 1968 142
2012 38 1806 143
2013 27 2079 192
2014 43 4924 128
2015 38 4167 107
2016 27 - -
2017 49 - -
2018 57 - -

Fontes: * Coordenadoria de Defesa Agropecuéria De Séo Paulo - CDA/SP
**Departamento de Satde Animal -DSA/DAS Mapa

A raiva equina tem sido relatada na maioria dos paises do mundo. Esta enfermidade
permanece como causa relevante de obito em cavalos na América do Sul e Central em
decorréncia dos agravos dos morcegos hemat6fagos. Nestas regides, estima-se que a raiva dos
herbivoros seja responsavel por enormes prejuizos econdémicos diretos em decorréncia da

mortalidade, além dos gastos indiretos que podem ocorrer com a vacinagdo dos equinos e

Tatiane de Cassia Pardo de Souza



24

bovinos nas areas de ocorréncia de epizootias e na profilaxia pds-exposic¢éo (soro-vacinagao)
de pessoas que mantiveram contato com animais infectados (BRASIL, 2009)

Embora a raiva possa ocorrer em qualquer época do ano, sdo identificadas tendéncias
sazonais. A maioria dos casos de raiva equina foi observada no final dos meses de verdo, quando
a densidade das populacgdes de animais selvagens transmissores atinge seu apice (GREEN et al.
1992; GREEN et al., 1993; GREEN et al., 1997; IRVIN, 1970). Apesar dessa tendéncia de
maior ocorréncia nas épocas mais quentes, Green et al. (1992) relataram a ocorréncia de casos
de raiva equina no inverno do hemisfério norte, sugerindo assim que a raiva possa acontecer
em qualquer época do ano.

Segundo a literatura, ndo foi constatado predilecdo por género, raca ou idade para a raiva
em equinos (GREEN et al. 1992; GREEN et al. 1993; IRVIN, 1970). No entanto, Green et al.
(1992) observaram que cerca de metade dos equinos estudados eram potros jovens com idade
menor ou igual a um ano de idade, sendo que 50% desses animais eram recém desmamados.
Isso pode estar relacionado ao fato de que o animal mais jovem tem maior risco de exposigéo,
devido a sua intensa curiosidade e a sua menor capacidade de se defenderem das agressdes de
animais selvagens.

Como o RABV pode permanecer no local da ferida por periodos prolongados, a duracédo da
incubacdo é bastante variavel. Nos cavalos, esse periodo €, em geral, de 2 a 9 semanas. Deve
salientar-se que o periodo de incubacdo, bem como o tempo para o estabelecimento de
manifestacdes, a sequéncia de sinais clinicos e o tempo de sobrevivéncia, dependem de diversos
fatores, tais como: local de mordedura ou local de exposicdo em relacdo a sua proximidade
com o SNC; quantidade de virus inoculado e patogenicidade da estirpe viral. O atraso no
desenvolvimento de sinais clinicos tem sido atribuido a “incubac¢ao muscular” do virus, que se
replica primeiro no musculo, nas proximidades no local do agravo, antes de migrar para o tecido
nervoso (GREEN et al. 1993; HEMACHUDHA et al. 2013).

Trés formas da doenca sé@o descritas e tradicionalmente estdo relacionadas com afeccdes
nas diferentes estruturas do SNC, tais como: 1) “forma furiosa” ou cerebral; 2) “forma
silenciosa” ou do tronco enceféalico; 3) “forma paralitica” ou da medula espinhal. As formas
mais predominantes na raiva em equinos sdo as duas Ultimas, nas quais a maioria dos sinais
clinicos podem estar sobrepostos, com manifestacbes extremamente variaveis (SMITH;
CLAIRE, 1972; GREEN et al., 1997).

Além disso, diferengas nas manifestacdes clinicas também podem estar relacionadas com
as diversidades entre as variantes antigénicas ou linhagens genéticas do RABV, sendo assim, é

mais comum que no casos de raiva paralitica em herbivoros estejam associadas a variantes
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antigénicas geralmente isoladas em morcegos hematofagos D. rotundus (AgV3)
(FAVORETTO et al., 2001, 2006).

Inicialmente, os cavalos infectados podem apresentar parestesia no local da mordedura,
geralmente na face (focinho) ou nas extremidades inferiores. O intenso prurido, manifestado
pela friccdo ou mordida do proprio animal, pode aparecer como automutilagéo, causando graves
lesGes. Alguns equinos apresentam algum grau de hiperestesia, dando a impressdo de estarem
intranquilos, em estado de alerta, com as orelhas eretas e com grande mobilidade, podendo ser
confundidos com sintomas de “sindrome colica” em um determinado momento durante o curso
da doenca (GREEN et al., 1997; KOTAIT et al., 2008).

A “forma paralitica” da raiva em equinos ¢ distinguida pela manifestagao de ataxia e paresia,
que frequentemente se inicia nos membros posteriores e progride de maneira ascendente para
os membros anteriores. Conforme o avancar da enfermidade, a maioria dos animais
desenvolvem hipoalgesia dos membros posteriores, com perda dos ténus da cauda e do esfincter
anal (associar com manifestagdes de incontinéncia urinaria e tenesmo). Podem também ficar
prostrados, com “fraqueza” dos membros posteriores devido a sua dificuldade em se manter em
estacdo. Na fase final, o quadro clinico evolui para decubito lateral e finalmente coma. Alguns
animais em decutbito podem permanecer alertas sem alteracdo no apetite e com normodipsia,
antes de evoluirem a parada respiratéria ou cardiaca (SMITH; CLAIRE, 1972; GREEN et al.
1992; GREEN, 1993).

A “forma silenciosa” pode ser caracterizada por sialorréia abundante, paralisia faringea,
paralisia da face e de lingua, depressdo, anorexia, incontinéncia urinaria e tenesmo (GREEN,
1993; KOTAIT et al., 2008). Ja o desenvolvimento da “forma furiosa” da raiva pode estar
relacionado com a replicacao viral no sistema limbico, que pode resultar na auséncia do controle
cortical do comportamento. Devido a isso, a manifestagdo clinica caracteristica seria a
agressividade e ataque indiscriminado a objetos, pessoas ou animais. Outros sintomas
observados nesta forma de doenca sdo convulsdes, cegueira, hiperatividade, fotofobia,
hidrofobia e hiperestesia. O animal torna-se extremamente perigoso por causa de seu
comportamento imprevisivel e violento. Apesar de ndo ser comum, ha relato da predominancia
desta forma clinica em um surto de raiva em equinos na Africa do Sul (GREEN, 1993; GREEN,
1997). Em alguns animais podem ter combinacdo das diferentes formas da doenca com a
evolucéo da forma furiosa a paralitica (SMITH; CLAIRE, 1972).

A progressdo rapida (aguda) da doenga é uma caracteristica da raiva equina quando
comparada com o0s bovinos, sendo um aspecto a ser destacado. O tempo de sobrevida apds o

inicio dos sinais clinicos é de aproximadamente 4 a 5 dias; mas em casos raros pode durar até
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10 a 15 dias. No entanto, na maioria dos casos relatados ha eutanésia antes do quinto dia do

inicio dos sintomas devido a evolucéo desfavoravel ao quadro clinico (GREEN, 1993).

Quadro 2 —

Principais manifestagdes clinica da raiva em equino

Sinais clinicos comuns

Sinais clinicos menos comum

DecUbito

Ataxia e paresia

Hiperestesia

Tremor muscular

Claudicagéo

Anorexia

Perda de tonus da cauda e esfincter anal

Perda da percepcao sensorial dos membros posteriores
Febre (temperatura >38,3°C)

Cabeca pendente ("Head tilt")
Andar em circulos

Bruxismo

Cegueira

Paralisia faringeana

Tenesmo

Sialorréia

"Ronco" (Estridor)

Sudorese

Colica Movimentos de pedalagem no decubto
Depresséo Vocalizagdo Anormal

Conwulséo

Agressividade

Movimentos de pedalagem no decubto

Fonte: Modificado de Green (1993).

Além disso, em decorréncia das caracteristicas de criacao peculiares a espécie animal como
a proximidade com o proprietario, a eutanasia nos cavalos acometidos com raiva é mais comum,
sendo que nos bovinos a evolucdo para morte natural € um evento mais frequente. Como o
diagnostico antemortem da raiva em equinos é clinicamente dificil em decorréncia do espectro
variavel de manifestacdes, as amostras de SNC devem ser enviadas também para o laboratério
para o diagnostico diferencial com outras encefalopatias, tais como encefalomielite viral
equina, mieloencefalite por herpesvirus, febre do Nilo Ocidental, mieloencefalopatia por
protozoarios, encefalite bacteriana e leucoencefalomalécia, sendo sua confirmagdo no
laboratério de extrema importancia (PEIXOTO et al., 2000; CARRIERI et al., 2006;
IAMAMOTO, 2011; CUNHA et al., 2016).

Os testes para diagnostico da raiva devem apresentar alta sensibilidade e especificidade e
rapidez na obtencao dos resultados, sendo recomendadas pela OMS (Organiza¢do Mundial da
Saude) para tal finalidade as técnicas de imunofluorescéncia direta (IFD) e de isolamento viral,
a qual usualmente podem ser realizados pela inoculacdo em camundongos ou em cultura de
celulas (DEAN et al., 1996; MESLIN; KAPLAN, 1996).

A IFD depende da habilidade da molécula detectora (usualmente isoticianato de

fluoresceina conectada com o anticorpo antirrdbico especifico formando um conjugado), ligar-
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se ao antigeno viral. A andlise pelo microscépio de fluorescéncia das amostras é um método
de deteccdo direta que permite a identificagdo especifica do antigeno viral do RABV pela
visualizacdo do sinal resultante da reacdo do antigeno com anticorpo rapidamente (2 horas) e
com um custo reduzido, independentemente da ordem geografica ou estado do hospedeiro. Essa
técnica é considerada uma prova de triagem inicial no diagnostico em todos os laboratérios do
mundo (FOOKS et al. 2009).

O teste de IFD é considerado padrdo-ouro no diagnostico da raiva, devendo ser realizado
em um laboratorio de referéncia, apresentar especificidade e sensibilidade diagnodsticas altas
proximas a 100% (MAYES; RUPPRECHT, 2015). A acuracia do resultado da IFD depende de
diversas variaveis, tais como: experiéncia do examinador, qualidade do conjugado antirrabico,
funcionalidade do equipamento incluindo microscopio de fluorescéncia e qualidade das
amostras e dos reagentes utilizados (WHO, 2018). No entanto, o diagnéstico da raiva em
amostras de equinos, observa-se sensibilidade diagndstica na IFD mais baixa (76,6%) quando
comparadas com amostras de outras espécies (PEIXOTO et al., 2000).

Os corpusculos de Negri, que sdo inclusdes intracitoplasmaticas das RNPs virais
encontradas mais comumente nos neurénios presentes no hipocampo e nas células de Purkinje
no cerebelo, sdo consideradas patognomonicas para a doenca. No entanto, eles ndo estdo
presentes em todos 0s casos de raiva em equinos. Sabe-se também que em equinos acometidos
por raiva, cerca de 50% das amostras ndo apresentaram formacdo destes corplsculos de
inclusdo, fato que pode corroborar com a dificuldade de identificacdo viral, podendo
consequentemente gerar resultados falsos negativos (GREEN et al., 1992; PEIXOTO et al.,
2000). Como a progressdo da doenca nos cavalos é mais rapida quando comparada com a raiva
nos bovinos, uma vez estabelecida a fase neuroldgica os equinos sobrevivem apenas 3 a 4 dias,
a formacéo e consequente visualizacdo dos corpusculos de Negri pode estar diminuida em
intensidade nesta espécie (PEIXOTO et al., 2000).

Estes corpusculos sdo mais propensos a serem observados em cavalos que sobrevivem por
um periodo maior que quatro dias apos o inicio dos sinais clinicos. Estas inclusdes também
podem variar em ndmero, tamanho e morfologia, dependendo do estagio da doenca clinica.
Diversos autores observaram diferencas na distribuicdo viral nas diferentes estruturas de SNC
de equinos, com maior deteccdo em amostras de tronco encefalico e medula espinhal (SILVA
et al., 1974; CARRIERI et al., 2006; BASSUINO et al., 2016). Sabe-se que a deteccdo do
antigeno rabico no SNC somente é possivel quando o RABV atinge altos titulos apds a
replicacéo viral (TRIMARCHI; NADIN-DAVIS, 2007). Portanto, em algumas situagdes nas

quais as concentragdes virais encontram-se abaixo do limiar de detecgéo das técnicas utilizadas
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em algumas estruturas como cértex cerebral, cerebelo e hipocampo poderia ocorrer diminuigdo
da sensibilidade. Devido a essas intercorréncias no diagnostico o exame direto dos corpusculos
de Negri pela coloracdo de Sellers, deixou de ser uma prova recomendada pela OMS e
Organizacdo Mundial da Saude Animal (OIE).

O tronco encefalico composto por (ponte, bulbo e mesencéfalo) é considerada a estrutura
mais relevante para o diagnostico da raiva independentemente da espécie animal envolvida. De
modo geral, os antigenos do RABYV se encontram disseminados por todo 0 SNC na maioria dos
animais positivos para raiva. No entanto, em situacdes nas quais 0s animais apresentam baixa
carga viral em especial nos animais eutanasiados, hd uma tendéncia a ter a deteccéo do antigeno
viral mais frequente no tronco cerebral do que em outras regides do encéfalo. Além disso, 0
exame de uma seccdo transversal completa do tronco cerebral é importante devido a
possibilidade de disseminacdo unilateral do virus, particularmente em animais herbivoros
(WHO, 2018).

Existem poucos relatos na literatura da transmissdo da raiva do cavalo para humano,
sugerindo gue este evento seja raro. No entanto, o risco associado a exposicdo de um animal
raivoso deve ser levado em consideracédo, especialmente em regiGes endémicas. Na Etiopia, ha
relato de um caso humano de raiva transmitido por jumento (FEKADU, 1982). De modo
similar, no Brasil ha duas descri¢cdes de transmissdao em humanos por equideos raivosos: um
caso no ano de 1992 no municipio de Primeira Cruz-MA e outro no ano de 1985 (ARAUJO,
2002; SCHNEIDER, 1990).

Poucos trabalhos testaram a presenca do virus nas glandulas salivares em cavalos com raiva.
Silva et al. (1974) em estudo com dois animais com IFD positiva em estruturas como medula e
bulbo, observaram auséncia da presenca viral nas glandulas salivares. Carrieri et al. (2006)
investigaram a presenca viral na glandula salivares em 50 cavalos naturalmente infectados com
RABYV e encontraram resultados positivos, em apenas dois animais (4%). Vale salientar que
estes dois animais também apresentavam positividade pela IFD em todas as cinco regides de
SNC (tronco encefalico, medula, cortex, cerebelo e hipocampo) estudadas, esses trabalhos
relataram que o RABV ¢ eliminado na saliva, mas somente nagueles animais que se
apresentaram positivos na IFD supostamente com altas concentrag¢Ges virais no tecido nervoso.
No entanto, seria arriscado basear o diagnostico somente a partir de amostras de saliva ou swab
orofaringeo, visto que a eliminacdo viral por esta secrecdo deve ser intermitente na especie
equina (HEMACHUDHA et al., 2002; LEUNG et al., 2007).

Portanto, os resultados negativos de RT-PCR das amostras de saliva para detecgdo do RNA

viral devem ser interpretados com cautela. O risco maior de transmissao ocorre em situacdes

Tatiane de Cassia Pardo de Souza



29

potenciais de contdgio quando ocorre uma estreita relagdo homem-equino, como tratadores e
veterindrios no manejo diario, tais como contato da saliva do animal infectado com a mucosa
dos olhos, nariz e boca ou com uma ferida ou abras&o na pele. E postulado que a auséncia do
antigeno rabico detectado pela IFD no SNC de animais poderia excluir a possibilidade da
presenca viral na saliva, sendo assim, o risco de transmissdo neste caso seria ausente tornando
assim a profilaxia pds-exposicdo desnecessaria (SMITH, 1996). Sabe-se que somente apos a
replicacdo no SNC que 0 RABYV se dissemina de modo centrifugo para as glandulas salivares e
outros tecidos ndo neurais (TRIMARCHI; NADIN-DAVIS, 2007).

A identificacdo do RABV por isolamento viral em camundongos (IVC) em equinos,
continua sendo o método confirmat6rio mais utilizado no caso do diagnostico da raiva e é 0
método recomendado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) no
Brasil. Trata-se de uma técnica de maior sensibilidade diagndstica (93,7%), quando comparada
a IFD (PEIXOTO et al., 2000). No entanto, como anteriormente comentado, em virtude da
baixa concentragdo da carga viral, tem-se resultados de isolamento viral mais bem-sucedidos
quando realiza-se inocula¢do em camundongos neonatos de 3 dias de idade (WHO, 2018).

Webster (1987) desenvolveu o isolamento viral em cultura celular IVCC para o isolamento
do RABV em células de neuroblastoma murino (N2a) comparando tais resultados com os
obtidos a partir do isolamento viral em camundongos (IVC). O teste com células se mostrou
tdo sensivel a infeccdo pelo virus quanto o IVC. A técnica de IVCC se mostrou com menor
custo e passou a ser utilizada em substituicdo a técnica de IVC.

As técnicas de IVCC e IVC sdo provas de deteccdo indireta baseadas na propagacao e
posterior isolamento viral em sistema bioldgico, geralmente realizadas como provas
confirmatorias dos resultados negativos ou inconclusivos obtidos pela IFD. Essas técnicas
convencionais de amplificagdo viral podem requerer um tempo de resposta de
aproximadamente 4 dias (para o IVCC) e 28 dias (para o IVC) (FOOKS et al., 2009; WHO,
2018).

De todos os métodos moleculares que investigam a deteccdo do RNA do RABYV, testes
baseados na transcrigdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) sdo 0s
mais frequentemente adotados (SACRAMENTO et al, 1991). Apesar da sua alta sensibilidade,
principalmente na Nested ou Hemi-Nested RT-PCR direcionada para gene codificador da
nucleoproteina (N) — regido altamente conservada entre as varias técnicas virais, as técnicas
moleculares convencionais, baseadas em gel apresentam algumas desvantagens, tais como:
risco de contaminacdo cruzada, alto custo em relacdo as técnicas tradicionais, alto tempo

consumido (>2 dias), elevada carga de trabalho com varias etapas e necessidade de pessoal
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capacitado (HANLON & NADIN-DAVIS, 2013; FOOKS et al., 2009). Devido a isso, essa
técnica ndo deve ser utilizada em material encefélico fresco post-mortem provenientes dos
animais e humanos suspeitos de raiva. No entanto, a RT-PCR pode ser utilizada em amostras
clinicas coletadas de humanos suspeitos de raiva (como saliva, liquor, foliculo piloso da nuca)
para diagnostico antemortem (DACHEUX et al., 2010; FISCHER et al, 2014).

Ap0s esse procedimento gerar uma amplificagdo positiva, a caracterizacdo da sequéncia do
produto de RT-PCR por meio de analises filogenéticas pode elucidar o tipo de variante viral e
area geografica aonde o virus circula (FOOKS et al., 2009). Adicionalmente, a RT-PCR possui
a vantagem de ser utilizado para deteccao do &cido nucleico em amostras autolisadas, situacdes
nas quais os testes convencionais podem ser ineficazes (DAVID et al., 2002).

Outra situacdo na qual o desempenho da IFD pode estar diminuido, é quando ha baixa carga
viral, assim as diferentes provas moleculares também podem ser utilizadas como técnicas
confirmatdrias. No entanto, situacbes com resultados discordantes entre diferentes técnicas
podem ser problematicos, pois a distingdo entre os resultados falso negativos ou falso positivos
pode ser um processo complexo (HANLON & NADIN-DAVIS, 2013). A RT-PCR ainda nédo
¢ adotada como teste diagndstico primario para a raiva em amostras de SNC no postmortem
devido a problemas na acurécia do diagndstico, habilidade do laborat6rio no desempenho dos
ensaios moleculares; e incompleta validagdo dos ensaios (GIGANTE et al., 2018). Além disso,
a RT-PCR requer uma etapa adicional de sequenciamento nucleotidico para confirmar
resultados positivos (FOLKS et al, 2009; WACHARAPLUESADEE et al., 2010).

O desenvolvimento de técnicas de RT-PCR em tempo real (RT-gPCR) permite a
quantificacdo do RNA viral e garante um método réapido e sensivel do ponto de vista analitico
(permitindo a deteccdo de pequenas quantidades de RNA viral) (FOOKS et al., 2009;
COERTSE et al., 2010). Com o risco reduzido de contaminagéo devido ao sistema “tubo
fechado” e ndo requerendo o processamento pos amplificacdo (eletroforese). A RT-gPCR pelo
sistema SYBR Green de deteccdo de RNA do virus da raiva parece ser bastante promissor
(NAGARAJ et al., 2006; HAYMAN et al., 2011), mas requer extremo cuidado para assegurar
a especificidade analitica dos resultados (NADIN-DAVIS et al., 2009). Por outro lado, o
sistema de RT-gPCR utilizando a sonda de hidrolise fluorogénica 5’ exonuclease (TagMan),
assegura uma alta especificidade analitica em decorréncia da reacao de hibridizacao intrinseca
da sonda (HUGHES et al., 2004; WAKELEY et al., 2005; WACHARAPLUESADEE et al.,
2008; NADIN-DAVIS et al., 2009). Entretanto a significante diversidade de sequéncias entre
as diferentes variantes virais torna dificil o desenvolvimento de um Unico, robusto e simples

ensaio para diagndstico da raiva (GIGANTE et al., 2018). Incompatibilidade (mismatches)
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entre 0 alvo e a sonda pode levar a resultados falsos negativos ou diminuicéo da sensibilidade
(MANI et al., 2014).

Em decorréncia do que foi mencionado, os conhecimentos gerados com o estudo utilizando
técnicas moleculares na deteccdo do RABV em glandulas salivares de equinos naturalmente
infectados associado com a avaliacdo da intensidade da distribuicdo viral (neuroinvasividade)
nas diferentes estruturas de SNC, poderiam elucidar pontos importantes da patogénese viral,
assim como auxiliar na implantacdo de ferramentas adicionais no diagnostico da raiva em

equinos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Verificar a neuroinvasividade e carga viral do virus da raiva (RABV) em amostras
de SNC de equinos naturalmente infectados provenientes do setor diagnostico da
Raiva do Instituto Pasteur.

Verificar a presenca do virus da raiva (RABV) em glandulas salivares de equinos
naturalmente infectados provenientes do setor diagndstico da Raiva do Instituto
Pasteur.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Detectar e avaliar a distribuicdo do antigeno viral da raiva em amostras de SNC
(tronco encefalico, tdlamo, cerebelo, cortex, hipocampo e medula espinhal) de
equinos naturalmente infectados pela técnica de imunofluorescéncia direta (IFD).
Detectar e avaliar a distribuicdo do RNA viral da raiva em amostras de SNC (tronco
encefalico, tdlamo, cerebelo, cortex, hipocampo e medula espinhal) e glandulas
salivares (par6tida, submandibular e sublingual) de equinos naturalmente infectados
pela técnica de RT-PCR (transcricdo reversa seguida pela reacdo em cadeia da
polimerase) convencional.

Detectar, quantificar e avaliar a distribuicdo do RNA viral da raiva em amostras de
SNC (tronco encefalico, tdlamo, cerebelo, cortex, hipocampo e medula espinhal) e
glandulas salivares (parétida, submandibular e sublingual) de equinos naturalmente
infectados pela técnica de RT-PCR em tempo real (RT-gPCR).

Comparar a sensibilidade diagndstica das técnicas de IFD, IVCC (isolamento viral
em cultivo de células), RT-PCR e RT-gPCR em amostras de SNC de equinos
naturalmente infectados pelo RABV.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL

O material utilizado para o estudo foi o sistema nervoso central de 80 equinos encaminhados
para a Secao de Diagnostico da Raiva do Instituto Pasteur, Sdo Paulo (Anexo A), provenientes
de municipios do Estado de Sao Paulo (Quadro 3), no periodo de abril de 2017 a abril de 2018.
As amostras foram mantidas sob refrigeracdo até 0 momento da observacdo das mesmas e
identificacdo das diferentes por¢des encaminhadas [cerebelo, tronco encefélico (bulbo, ponte e
mesencéfalo) tdlamo, hipocampo, cdrtex e medula cervical e medula lombar] (figura 1) e
glandulas salivares (parotida, submandibular e sublingual), totalizando 540 fragmentos. A
distribuicdo dos fragmentos pode ser observada no Tabela 1.

As amostras originarias de municipios do Estado de Séo Paulo foram divididas de acordo
com seus Grupos de Vigilancia Epidemioldgica (GVE), a representacdo dos mesmos pode ser

observada na figura 2.

Figural-  Fotografia representativa de encéfalo equino recebido na Se¢éo de Diagnéstico da Raiva do
Instituto Pasteur/SP

Fonte: Souza, T.C.P.(2019).

Legenda: A) Encéfalo antes do inicio do processamento com aspecto sanguinolento, indicando a
presenga de hemorragia. B) Observa-se as seguintes estruturas de SNC: 1) cerebelo, 2) tadlamo, 3)
meséncefalo, 4) ponte, 5) bulbo, 6) medula cervical e 7) medula lombar. C) Em destaque hipocampo
ou corno de Amon.
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Figura 2 —

Mapa do Estado de S&o Paulo com as subdivisdes em Grupo de Controle Epidemiolégico (GVE)

Fonte: Centro de Vigilancia Epidemiolégica (CVE).
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Municipios de origem das amostras de SNC de equinos do Estado de S&o Paulo encaminhados para
a Secdo de Diagnéstico de Raiva do Instituto Pasteur/SP no periodo de abril de 2017 a abril de 2018

GVE

Municipios do Estado de Sdo Paulo

VII - Santo André

Santo André
S&o Bernanrdo do Campo

Subtotal

XVII - Campinas

Aguas de Lindoia
Campinas
Indaiatuba
Morumgaba
Monte Mor
Serra Negra
Socorro

NEFREMADMDRR[NEFE -

Subtotal

I
~

XVIII - Franca

Franca
Pedregulho

Subtotal

XIX - Marilia

Bastos
Marilia

Subtotal

XX - Piracicaba

Capivari
Itirapina
Leme
Rafard
Rio Claro

Subtotal

XXIV - Ribeirao Preto

Jurucé
Ribeirdo Preto

Subtotal

[CHFES= Fo o [N ORI R CR § R PN NG FE Y]

XXVI - Sdo Jodo da Boa Vista

Espirito Santo do Pinhal
Itapira

Mogi Guagu

Moji Mirim

Séo Jodo da Boa Vista

e
P RPN LDS

Subtotal

N
ol

XXVII - Séo José dos Campos

Monteiro Lobato

Subtotal

XXVIII - Caraguatatuba

Caraguatatuba

Subtotal

XXXI - Sorocaba

Itapetiniga

Subtotal

XXXII - ltapeva

Bom Sucesso do ltararé
Guapiara
Itararé

Subtotal

XXXIII - Taubaté

Taubaté
Tremebé

[ CIRU-N NG PR S Ol e P I N NG RN S

Subtotal

[EEN
[EEN

TOTAL

(o]
o

Fonte: Souza, T.C.P. (2019).
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Tabela 1 — Distribuicio dos fragmentos de SNC de equinos do Estado de S&o Paulo encaminhados para a
Secdo de Diagnostico de Raiva do Instituto Pasteur/SP no periodo de abril de 2017 a abril de

2018
Estruturas Recebidas/Equinos
Bulbo 63/80 (78,75%)
Cerebelo 64/80 (80,0%)
Cortex 79/80 (98,75%)
Glandulas Salivares * 4/80 (5,0%)
Glandulas Parétida 11/80 (13,75%)
Glandulas Submandibular 11/80(13,75%)
Hipocampo 75/80 (93,75%)
Médula Espinhal * 4/80 (5,0%)
Médula Cervical 10/80(12,5%)
Medula Lombar 10/80 (12,5%)
Mesencéfalo 71/80 (88,75%)
Ponte 65/80 (81,25%)
Talamo 71/80 (88,75%)
Tronco encefalico * 2/80(2,5%)

Fonte: Souza, T.C.P. (2019).
Legenda: *Amostras que ndo foram identificadas as estruturas.

3.2 METODOS
3.2.1 Colheita de amostras

As amostras utilizadas foram processadas para fins diagndsticos (IFD e isolamento viral),
sendo posteriormente os fragmentos separados para fins de armazenamento de duas formas: 1)
para a fixacdo em formol a 10% tamponado; 2) para o congelamento em freezer a -80°C.

Os fragmentos de SNC coletados para a fixagdo em formol foram mantidos em coletores
universais a temperatura ambiente por um periodo de 24 a 72 horas. Em seguida, os fragmentos
foram seccionados para 0 armazenamento em cassetes histologicos para que pudessem ser
inclusos em blocos de parafina para posterior processamento histologico.

As porcOes de SNC foram também submetidas ao congelamento -80°C para posterior

processamento para provas moleculares como RT-PCR e RT-gPCR.

3.2.2 Técnica de Imunofluorescéncia Direta (IFD)

Para a confirmacdo da presenca do RABV, as laminas foram confeccionadas com
impressdes de fragmentos do SNC [encéfalo (cerebelo, tronco enceféalico — bulbo, ponte e

mesencefalo, talamo, hipocampo, cértex e medula cervical e medula lombar)] foram
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submetidas a técnica de IFD para pesquisa de antigeno viral, de acordo com a técnica descrita
por Dean et al. (1996). A IFD consiste na adi¢cdo da suspensdo de anticorpo monoclonal anti-
RABYV, previamente conjugado com isoticianato de fluoresceina (DFA monoclonal anti-rabies
conjugate, Millipore). A leitura foi realizada no microscopio de fluorescéncia ZEISS SCOPE
A1-AX10, no setor de virologia do Laboratdrio de diagndstico de raiva do Instituto Pasteur/
SP.

As laminas de IFD foram realizadas por meio de imprint dos fragmentos, ou seja, pela
impressdo dos mesmos em laminas de microscopia. Para cada lote foi incluida uma lamina de
controle negativo obtida pelo imprint de SNC de camundongos sadios e duas laminas de
controle positivo, obtidas por intermédio da impressdo de amostras sabidamente positivas para
0 RABV. As amostras foram fixadas em acetona P.A. 100% (Merck) a -20°C por 45 minutos.

A leitura das Iaminas foi realizada de modo a classificar a intensidade de fluorescéncia da
marcacdo antigénica do RABV. A determinacdo 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 inclusGes antigénicas; classe 1 (+), com rara presenca de antigenos, com
apenas 1 a 3 pequenas inclusdes; classe 2 (++), quando ha presenca de campos negativos e
escasso numero de inclusdes; classe 3 (+++), quando h& 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).

3.2.3 Preparo da suspensdo para isolamento viral

Para o preparo da suspensao da suspensdo foram utilizados pool de fragmentos de SNC
[(cerebelo, tronco encefalico — bulbo, ponte e mesencéfalo -, talamo, hipocampo, cértex e
medula cervical e medula lombar)]. As porc¢des foram maceradas e posteriormente adicionadas
com diluente (40 mL de soro fetal bovino Gibco®, 2 mL de antibidtico + antifingico Sigma®,
17 g NaCl Merck®e agua destilada g.s.p. 2000 mL) na proporgéo de 20% de amostra e 80% de
diluente. O macerado foi mantido sob refrigeracdo por pelo menos 30 minutos, sendo entdo
centrifugado a 1.500 X g por 30 minutos em centrifuga previamente refrigerada a 4°C (Heraeus
egafuge 40R Centrifuge® - Thermo Scientific). O sobrenadante foi separado e mantido a -20°C

até o momento de o isolamento viral em cultivo celular.

Tatiane de Cassia Pardo de Souza



38

3.2.4 Isolamento viral

O isolamento viral em cultura de células (IVCC) foi realizado pelo setor de virologia do
laboratorio de diagnéstico de raiva do Instituto Pasteur'SP e os resultados obtidos foram
utilizados para compor casuistica.

O IVCC foi utilizado a linhagem de Neuroblastoma murino N2A e a técnica descrita por
Webster e Casey (1996), modificada por Castilho et al. (2007), em placas com 96 orificios de
fundo chato. A leitura da reacéo foi realizada em microscopio invertido ZEISS OBSERVER
A1-AX10 de fluorescéncia, com lampada HBO-100, com aumento de 200X.

3.25 Extracdo RNA total

3.2.5.1 Glandulas salivares

Com a utilizacdo de um pistilo e pequena quantidade de areia estéril, procedeu-se a
maceracdo das glandulas salivares e preparo da suspensdo a 20%, que foi em seguida
centrifugada a 1500 X g., durante 30 minutos em centrifuga refrigerada a 4°C (Heraeus egafuge
40R Centrifuge® - Thermo Scientific) e coletado o material sobrenadante. Para a extracdo do
RNA viral foi utilizado o MagMAX™ CORE Nucleic Acid Purification Kit (ThermoFisher
Scientific®) seguindo o protocolo do fabricante. As amostras extraidas foram armazenadas em

microtubos de polipropileno de 1,5 mL a -80°C até 0 momento do uso.

3.2.5.2 Sistema Nervoso Central e Glandulas salivares

Para as amostras positivas a extracdo de RNA de aproximadamente 30mg de cada estrutura
de SNC e glandulas e para as amostras negativas foi realizado um pool de todos os fragmentos
com aproximadamente 30 gramas, extraiu-se utilizando TRizol Reagent (Invitrogen® Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), seguindo protocolo determinado pelo fabricante. As
amostras extraidas foram armazenadas em microtubos de polipropileno de 1,5 mL a -80°C até

0 momento do uso.

3.2.6  Transcricdo reversa — sintese do DNA complementar

A transcricdo reversa para DNA complementar (cDNA) foi realizada a partir do RNA total
utilizando-se o kit Super Script™II Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),

de acordo com as recomendagOes do fabricante. Nesta etapa foi feito um “mix” de reagentes,
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contendo, por amostra, 5uL de primer senso (21G) e 5 pL de primer antissenso (304) na
concentracdo de 10 uM (Quadro 4), 6 uL de ANTP (mix de 10mM — 2,5mM de cada: dATP,
dTTP, dCTP e dGTP), 8 uL de SxFirst-Strand Buffer, 4 pL de ditiotreitol 0,1 M (DTT), 1 uL
de SuperScript™III RT (200 U/uL), 1 uL de RNAse OUT 40U/uLL e 12 pL de agua ultrapura.
Em seguida, 5 uL de RNA foram adicionados ao tubo de reagdao. As amostras foram colocadas
em termociclador (BIOER XP Cycler) a 42°C por 60 minutos para extensdao dos
oligonucleotideos iniciadores. Ao final da reacdo de transcricdo, as amostras de cDNA foram

armazenadas em freezer —20°C.

Quadro 4 - Relacdo de oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados na RT-PCR para a identificacdo do
RABV direcionados a regido do gene codificador da proteina N eas respectivas regibes
de hibridizacdo

Primer Sentido Sequéncia (5’-3°) Regido
21G Senso ATGTAACACCTCTACAATG 55-73
304 antissenso TTGACGAAGATCTTGCTCAT 1514-1533
504 Senso TATACTCGAATCATGATGAATGGAGGTCGACT 1286-1317

Fonte: Orciari et al., (2001).

3.2.7 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional para detec¢do do acido
nucléico do RABV

Apos a obtencdo do cDNA, foi realizada a PCR convencional para detecgdo do RABV com
primers 504 em associagdo com o primer 304 (amplicon de 248 pb de tamanho), direcionados
a regido do gene codificador da proteina N (Figura 3). A amplificacdo foi realizada em um
termociclador (BIOER XP Cycler) em uma reagdo com volume final de 50ul, contendo 0,5-
1,0ug de cDNA, 1x tampdo de PCR (50mM KCI, 20mM Tris-HCI, pH 9,0), 0,2mM de cada
dNTP, 0,5uM de cada primer senso e antissenso (504 e 304), 1,5mM de MgCl», 2,5U de Taq
DNA polimerase platinum (Invitrogen® Life Technologies) e gua ultrapura g.s.p. (Invitrogen®
Life Tecnhologies). As condi¢des de tempo e temperatura para cada ciclo da PCR estédo descritas
no quadro 5.
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Quadro 5 - Condigles de temperatura e tempo para os ciclos da PCR convencional para amplificacdo do gene
codificador da proteina N do RABV

Ciclo Temperatura (°C) Tempo

1 ciclo 94 °C—Denaturagdo 5 minutos
35 ciclos 94 °C—-Denaturagdo 45 segundos
35 ciclos 55 °C Hibridizagao 45 segundos
35 ciclos 72 °C Extenséo 2 minutos

1 ciclo 72 °C Extenséo 10 minutos

Fonte: Orciari et al., (2001).

Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio. Produtos amplificados com
tamanho de 248 pb obtidos com oligonucleotideos iniciadores (primers) para a regido do gene do
RABYV que codifica a nucleoproteina (N). M: marcador de tamanho de 100 pb

Fonte: Souza, T.C.P. (2019).

3.2.8 Sequenciamento nucleotidico pelo método de Sanger

Com o intuito de confirmar a identidade viral que apresentaram resultado negativo na IFD
e gue apresentaram no presente estudo resultado positivo nas técnicas moleculares (RT-PCR
convencional e PCR em tempo real), foi realizado o sequenciamento pelo método de Sanger.

Os produtos de PCR de RABYV foram purificados com o kit GFX PCR DNA gel band
purification (GE Healthcare Bio-Sciences) conforme as instrucGes do fabricante. A qualidade
da purificacdo e quantificacdo foi realizada visualmente com o Low Mass DNAS Ladder
(Invitrogen Life Techonlogies) por meio de uma corrida eletroforética em gel de agarose 2%

com 5ul de PCR purificado, obtendo-se a concentragdo em ng/ul.
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A reacdo de sequenciamento dos produtos de PCR foi realizada segundo o método
enzimético de terminacdo em cadeia ou dos didesoxinucleotideos com BigDye Terminator
Cycle Sequencing Kit (Applied Byosystems). Essa reacdo foi realizada em termociclador
(BIOER XP Cycler) com volume final de 20ul, composta de 4ul de BigDye 3.1, 4ul de 5x
tampéo de sequenciamento, 4pmol de cada primer - senso e anti-senso - (304 e 504) para o gene
N em reacOes separadas, DNA-alvo (10ng) e agua ultra-pura g.s.p. As condi¢cbes de tempo e
temperatura para os ciclos foram as seguintes: 35 ciclos de 96°C por 10 segundos, 50°C por 5
segundos e 60°C por 4 minutos, com temperatura de rampa de 1°C por segundo entre cada
etapa. A seguir, a purificacdo da reagdo de sequenciamento foi realizada por Sephadex™ G-50
fine (GE Healthcare Bio-Sciences), em placas com filtro Multiscreen HV com 96 orificios.
Apos essa etapa, as sequéncias de DNA foram determinadas pelo sequenciador automatico ABI
3130 genetic analizer (Applied Byosystems) de acordo com as instruc@es do fabricante.

Para cada um dos nucleotideos nos eletroferogramas gerados para as sequéncias senso e
anti-senso de cada amostra foram atribuidos escores pelo aplicativo Phred
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/), sendo utilizadas as posi¢fes que apresentaram

nucleotideos com indice maior que 20.

Os nucleotideos com indice Phred igual ou menor a 20 foram conferidos manualmente com
0 programa Chromas verséo 2.31 (© 1998-2002 Technelsiumm Pty LTD) para busca de erros
de interpretacéo e discrepancias entre as fitas sequenciadas.

A sequéncia dos nucleotideos consenso final de cada amostra foi obtida com o aplicativo
CAP-contig do programa Bioedit versdao 7.0.5.3 (©1997-2001 Tom Hall), sendo a mesma
submetida ao BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para confirmacdo do

seguenciamento.

3.29 Reagédo em Cadeia pela Polimerase em tempo real (qPCR) pelo sistema SYBR
Green

As sequéncias de oligonucleotideos iniciadores primers senso (504) e antissenso (304) pelo
sistema SYBR Green foram utilizadas para detec¢do do acido nucleico do RABYV nas amostras
de SNC de equinos (Quadro 4). Para a realiza¢do da RT-gPCR foi utilizada placa de 96 orificios
MicroAmp®0Optical 96 well Reaction Plate, e em cada orificio foram distribuidos 20pL de mix
contendo 3,25uL de agua livre de nucleases, 12,5uL de 2X SYBR® Green PCR Master Mix e
0,25uL de cada primer senso e antissenso (504 e 304) a 10uM. Ap6s o mix ser distribuido nos

orificios, 5uL de cDNA de cada amostra foram adicionados, totalizando um volume final de
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25uL. Em cada placa foram adicionados controles positivos, 2 controles negativos (agua
ultrapura).

Cada amostra foi analisada em duplicata, utilizando placa de 96 orificios MicroAmp®
Optical 96 well Reaction Plate. A placa foi colocada no aparelho de PCR em tempo real Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System e submetida aos ciclos descritos no quadro 6. Os
resultados foram analisados no 7500 Software v.2.0.5.

Quadro 6 — Condigdes de temperatura e de tempo selecionadas para cada ciclo da RT-PCR em tempo real pelo
sistema SYBR Green para amplificacdo do gene codificador da proteina N do RABV

Etapas do programa NuUmero de Ciclos Tempgaratura Tempo
Ativagdo enzima Amplitag Gold 1 ciclo 255% 10 minutos
Desnaturagdo 40 ciclos 95°C 15 segundos
Hibridizacao e extensao 40 ciclos 60°C 1 minuto
1 ciclo 95°C 15 segundos
Curva de dissociagéo 1 ciclo 60°C 1 minuto
1 ciclo 95°C 15 segundos

Foram consideradas positivas pela RT-gPCR as amostras que apresentarem ciclo de
quantificacdo (Cq) <35. Além disso, a confirmacdo desta positividade deu-se pela temperatura
de melting obtida na curva de dissociagéo.

Quando as amostras apresentaram o Cq>35 ou Cq<40 foram consideradas de resultado
inconclusivo, sendo feita a repeticdo das reacdes. Ja quando as amostras apresentarem Cg>40,

foram consideradas negativas.

3.3 ANALISE DOS RESULTADOS

3.3.1 Calculo da Especificidade e Sensibilidade diagnosticas

A avaliacdo da sensibilidade e especificidade diagnoéstica das técnicas empregadas (IFD,
IVCC, RT-PCR e RT-gPCR) foi calculada a partir da relagdo entre positividade e negatividade

nas amostras de SNC de equinos. Para tanto foram utilizados os seguintes calculos:
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Steste=Pteste/Ptotal, SeNd0 Steste= Sensibilidade diagndstica de determinada técnica (IFD, IVCC,
RT-PCR e RT-qPCR), Preste= positividade de determinada técnica e Piotai= positividade total
(considerando os resultados de todas as técnicas).

Eteste=Nteste/Ntotal, SeNdo Eteste= Sensibilidade diagnostica de determinada técnica (IFD,
IVCC, RT-PCR e RT-gPCR), Nteste= negatividade de determinada técnica e Nrotai= Negatividade
total (considerando os resultados de todas as técnicas).

Para que o equino fosse considerado positivo, 0 mesmo deveria possuir esse resultado
confirmatoério em pelo menos duas técnicas. Na presenca de apenas um Unico teste positivo nas
técnicas ainda nao recomendadas pela OMS para diagndstico postmortem da raiva, o resultado
foi considerado como discordante e na auséncia de comprovacao da especificidade por outra

técnica foi classificada como falso positivo.

3.3.2 Coeficiente de Concordéancia de Kappa

A concordancia entre os resultados das técnicas de IFD, IVCC, RT-PCR e RT-qPCR foi
calculada por meio do Coeficiente de Concordancia de Kappa (i). O valor de « situa-Se entre -
1 e 1, sendo: k < 0 concordancias menor que a obtida ao acaso, k = 0 concordancia igual a
obtida ao acaso, k > 0 concordancia maior que a obtida ao acaso e k = 1 concordancia perfeita.
Sdo sugeridos os seguintes niveis quantitativos de significancia para o valor de k: foram
considerados os valores: < que 0,20 como de concordancia pobre; entre 0,21 e 0,40 como
concordancia discreta; entre 0,41 e 0,60 concordancia moderada; 0,61 e 0,80 concordancia boa
ou substancial; valores maiores 0,81 concordancia excelente (LANDIS; KOCK, 1977).

Para o calculo do indice de Kappa, utilizou-se a formula:

K =_po—pa
1 —pa

Onde:

po = A + D (propor¢do observada de concordancia)
N

pa = [(A+B)x(A+C)[+[(C+D)x(B+D)] (propor¢ado esperada de concordéancia pelo acaso)
N:
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4 RESULTADOS

Foi observado que das 80 amostras de SNC de equinos analisadas, 25 apresentaram
diagndstico positivo nas diferentes técnicas realizadas, o que demonstrou uma positividade de
31,25%. Somando-se municipios de origem das amostras positivas, foi possivel observar que
36,3% (12/33) dos municipios de S&o Paulo que encaminharam amostras para o Instituto
Pasteur de Séo Paulo possuiam a circulagéo do virus entre os equinos (Tabela 2).

Os positivos nas diferentes técnicas originarios de municipios dos estados de Séo Paulo
estdo demonstrados tabela 2. A maioria dos animais positivos 38,1% (8/25) estdo localizados
na regido de Sao Jodo da Boa Vista. Também foram observados nimeros elevados de casos nos
municipios que estdo localizados nas regifes: Campinas 24% (6/25), Piracicaba 20% (5/25) e
Taubaté 20% (5/25) apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Municipios de origem das amostras de SNC de equinos positivos do Estado de Sdo Paulo
encaminhados para a Sec¢do de Diagndéstico de Raiva do Instituto Pasteur/SP no periodo de abril
de 2017 a abril de 2018

GVE Municipios do Estado de Sao Paulo

XVII - Campias Aguas de Lindoia 1 1/1 (100%)
Indaiatuba 2 2/4 (50%)
Monte Mor 2 2/4(100%)
S0CoITo 1 1/1 (100%)
Subtotal 6 6/10 (60%)

XX - Piracicaba Capivari 2 2/2 (100%)
[trapina 1 1/1 (100%)
Rafard 2 2/2 (100%)
Subtotal 5 5/5 (100%)

XXVI- Sdo Jodo daBoa Vista  Espirito Santo do Pmnhal 7 7/10 (70%)
[tapira 1 1/11 (90%)
Subtotal 8 /21 (38,1%)

XXXII - Itapeva [tararé 1 1/1 (100%)
Subtotal 1 1/1 (100%)

XXXIII - Taubaté Taubaté 3 3/9(33,3%)
Tremembeé 2 2/2 (100%)
Subtotal 5 5/11 (45,4%)

TOTAL 25 25/80 (31.2%)

Fonte: Souza, T.C.P. (2019).
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Dos animais positivos foram separadas diferentes por¢des do SNC [cerebelo, tronco
encefélico (bulbo, ponte e mesencéfalo) tdlamo, hipocampo, cortex e medula cervical e medula
lombar] e glandulas salivares (parétida, submandibular e sublingual), totalizando 166
fragmentos. A distribuicdo dos fragmentos do SNC de equinos positivos pode ser observada na
tabela 3.

Tabela3 -  Frequéncia da distribuicdo dos fragmentos de SNC de equinos positivos para raiva do Estado
de S&o Paulo encaminhados para a Secéo de Diagnéstico de Raiva do Instituto Pasteur/SP no
periodo de abril de 2017 a abril de 2018

Estruturas Recebidas/Equinos
Bulbo 18/25(72,0%)
Cerebelo 19/25(76,0%)
Cortex 25/25(100,0%)
Glandulas Salivares * 3/25(12,0%)
Glandulas Pardtida 1/25(4,0%)
Glandulas Submandibular 1/25(4,0%)
Hipocampo 25/25(100,0%)
Médula Espinhal * 2/25(8,0%)
Médula Cervical 1/25(4,0%)
Medula Lombar 1/25(4,0%)
Mesencéfalo 24/25(96,0%)
Ponte 21/25(84,0%)
Talamo 24/25(96,0%)
Tronco encefalico * 1/25(4,0%)

Fonte: Souza, T.C.P. (2019).
Legenda: *Amostras que ndo foram identificadas as estruturas

No Gréafico 1, pode ser observada uma maior positividade entre os meses de maio a junho
36% (925). No entanto, percebeu-se também dois picos de positividade nos meses de setembro
de 2017 [12% (3/25)] e de janeiro de 2018 [16% (4/25)]. Nos restantes dos meses, constatou-se

uma média de um animal positivo por més.
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Grafico 1-  Distribuicao dos resultados para a raiva das amostras dos equinos recebidas no Instituto
Pasteur de Estado de Sao Paulo durante o periodo de abril de 2017 a abril de 2018
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Fonte: Souza, T.C.P.(2019).

Os SNC de equinos positivos para raiva no Instituto Pasteur eram provenientes de animais
de vérias faixas etarias, sendo o mais jovem com 5 meses e 0 mais velho com 156 meses com
média 50,7 £50,4 meses, conforme pode ser observada no gréfico 2.

Em relacéo ao sexo dos equinos, as fémeas foram mais acometidas 56% (14/25) do que os
machos 40% (10/24). Além disso, observou-se que 4% (1/25) dos animais nao tinham o género
informado.

As ragas dos 25 cavalos acometidas com RABV estéo representadas no grafico 3, no qual

se observa a predominéncia de animais sem raga definida (24% do total de 25 equinos).
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Grafico2 -  Distribuicdo quanto a faixa etaria dos equinos positivos para raiva do Estado de Séo Paulo,
expressos em porcentagem (%), recebidos no Instituto Pasteur durante o periodo de abril de 2017
a abril de 2018

NAO INFORMADO
145-156 MESES
120-144 MESES
97 - 119 MESES

49 - 96 MESES
37 - 48 MESES
25 - 36 MESES
13- 24 MESES

1-12 MESES

Fonte: Souza, T.C.P. (2019).

Grafico 3—  Perfil racial dos equinos com diagnéstico positivo para raiva do Estado de Séo Paulo, recebidos
no Instituto Pasteur durante o periodo de abril de 2017 a abril de 2018. Resultados expressos em
porcentagem (%)

Quarto de Milha
Muar 4% 12% N3o informado

Paint Horse AL
8% Argentino 4%
Pitica 4%
PSI 4% Mangalarga
12%

Mestigo
8%

Fonte: Souza, T.C.P. (2019).
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Quanto ao curso da doenca 12 apresentaram informacdes nas fichas analisadas. Também
foi possivel verificar o periodo médio da evolugdo da doenca foi de 88+54,47 horas (<4 dias),
sendo o valor minimo foi de 24 horas e 0 maximo de 168 horas (grafico 4). Dos animais 32%
(8/25) apresentaram progresso de até 96 horas sugerindo assim um curso agudo. Ja em 6%
(4/25) dos animais observou-se um periodo maior que 121 a 168 horas. No entanto, na maioria
dos casos [52% (13/25)] ndo informaram quanto a evolugdo da doenca (Grafico 4).

Ja dos animais que foram eutanasiados, apenas cinco possuiam informacdes quanto ao
tempo decorrido entre a observagdo da presenca de sinais clinicos e a eutanasia, sendo que o
periodo variou de 24 a 168 horas (76,2+57,7 horas) apresentadas respectivamente no quadro 7
e gréfico 4.

Gréfico 4 — Duragdo do periodo de evolugdo da doenca nos equinos positivos para a raiva do Estado de S&o

Paulo, expressos em horas, recebidos no Instituto Pasteur durante o periodo de abril de 2017 a abril
de 2018

14

Fonte: Souza, T.C.P. (2019)

Algumas manifestacdes clinicas dos 25 equinos positivos para raiva podem estar associadas
a lesdes do SNC associadas a forma de raiva silenciosa e paralitica. A maioria dos animais
apresentaram sintomas relacionados & medula espinhal (17 com incoordenacdo, 13 com
paralisia, mas alerta e 4 com paralisia dos membros) e tronco encefalico (5 com sialorréia).
Além disso, outros 14 animais apresentaram movimentos de pedalagem, sinal clinico

relacionado com afeccéo no cérebro (Tabela 4).
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Tabela 4 — Sinais clinicos associados aos provaveis locais de lesdo no SNC encontrados nos 25 equinos
positivos para 0 RABV do Estado de Sao Paulo, recebidos no Instituto Pasteur durante o periodo de
abril de 2017 a abril de 2018

Sinais clinicos

Cerebelo

Ataxia 1
Opistotomo 1
Cérebro

Cegueira 1
Convulsdes 1
Fotofobia 1
Movimento de Pedalagem 14
Mudancas de atitude 1
Medula Espinhal

Decubito 2
Incoordenacgédo 16
Paralisia, mas alerta 13
Paralisia dos membros pélvicos 4
Tronco Encefalico

Sialorréia 5

Fonte: Souza, T.C.P. (2019).

Dentre as 25 fichas analisadas dos animais positivos, 21 apresentaram informacdes quanto
a vacinacdo dos animais, sendo que 56 % destes ndo foram vacinados e apenas 28% foram
vacinados contra raiva. Foi possivel observar que em 60% (15 animais) dos casos a doenca
evoluiu naturalmente para obito, ou seja, ou foi encontrado morto ou morreu durante o periodo
de observacdo, enquanto que 40% (10 animais) foram eutanasiados. Dois equinos foram
vacinados em periodo menor que um més e dois animais depois de 6 meses antes da morte e
aparecimento dos sinais clinicos (quadro 7).

Foram confirmadas a positividade para o RABV em pelo menos uma das técnicas utilizadas
na rotina diagndstica do Instituto Pasteur (IFD, IVCC, RT-PCR e RT-gPCR), conforme descrito
no quadro 7. Destes casos positivos, 96% (24/25) foram confirmados pela técnica de IFD, todas
as 25 amostras do SNC foram positivas para RT-PCR e RT-gPCR, com 100% de sensibilidade.
Diferentemente, apenas 11 das 25 amostras de SNC apresentaram resultado positivo (44%) pela
técnica IVCC.
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Os resultados obtidos pela IFD foram confirmados pelas técnicas moleculares. Somente a
amostra 3465/17, que apresentou resultado inconclusivo na IFD e negativo no IVCC, foi
positivo RT-PCR e RT-qPCR (quadro 7).

A amostra 3465/17 teve o resultado positivo confirmado pela RT-PCR seguida do
sequenciamento nucleotidico, confirmando da identidade da linhagem genética como
compativel com aquelas isoladas nos morcegos Desmodus rotundus e/ou Artibeus lituratus;
também conhecidas como compativel com AgV3.

Sete cavalos eutanasiados apresentaram resultados negativos no IVCC. Trés animais
(2698/17, 3467/17 e 114/18) ndo apresentaram informacdo do momento da eutanasia em
relacdo a evolucdo da doenca. Ja os outros quatro equinos — (4077/17, 1485/18, 1917/18 e
1918/18) foram eutanasiados no comeco da evolucao da doenca, ou seja, entre 24 a 168 horas

do inicio dos sinais clinicos conforme quadro 7.
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Quadro 7 — Resultado das amostras de sistema nervoso central de equinos positivas com relagdo as técnicas de imunofluorescéncia direta (IFD), isolamento viral em cultivo
celular (IVCC), transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase tempo

real (RT-gPCR), 6bito, evolucdo do ébito em horas e vacinacdo

Amostra IFD IVCC RT-PCR RT-gPCR Obito Evolugéo ébito(horas) Vacinado
2293/17 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO Morte Natural - -
2465/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO Eutanasia - N
2467/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO Eutanasia - N
2698/17 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO Eutanasia - N
3157/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO Morte Natural - N
3367/17 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO Morte Natural - -
3464/17 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO Morte Natural - N
3465/17 INCONCLUSIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO Eutanasia - N
3533/17 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO Morte Natural - N
3651/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO Morte Natural 72 horas N
4077/17 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO Eutanasia 96 horas S
5269/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO Morte Natural - S
5305/17 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO Morte Natural 72 horas S
5307/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO Morte Natural 168 horas N
5596/17 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO Morte Natural - N
6243/17 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO Morte Natural 144 horas -
6372/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO Eutanasia 24 horas N
6981/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO Morte Natural 24 horas S
114/18 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO Eutanasia - N
215/18 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO Morte Natural 144 horas N
518/18 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO Morte Natural - S
526/18 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO Morte Natural 48 horas N
1485/18 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO Eutanasia 168 horas -
1917/18 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO Eutanasia 48 horas S
1918/18 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO Eutanasia 48 horas S

Fonte: Souza, T.C.P. (2019).

Legenda: N: Néo; S: Sim; -: sem informacéo.
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A sensibilidade e especificidade observados para as técnicas de IFD, RT-PCR e a RT-gPCR
foram semelhantes (100%). No entanto, a IVCC apresentou baixa sensibilidade 45,8% (Tabela
5).

Tabela 5 - Sensibilidade (S) e especificidade (E) das técnicas de imunofluorescéncia direta (IFD), isolamento
viral em cultivo celular (IVCC), transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase
(RT-PCR), transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-
gPCR) para diagnostico da raiva nas amostras de sistema nervoso central de equinos

IVCC
P N | Total
P 11 13 0 24
IFD N 0 55 0 55
| 0 1 0 1
Total 11 69 0 80
S(%) 45,8
E(%0) 100
RT-PCR
P N | Total
P 24 0 0 24
IFD N 0 53 2 55
[ 1 0 0 1
Total 25 53 2 80
S(%) 100
E(%0) 100
RT-gPCR
P N | Total
P 24 0 0 24
IFD N 0 40 15 55
| 1 0 0 1
Total 25 40 15 80
S(%) 100
E(%0) 100

Fonte: Souza, T.C.P. (2019).
Legenda: P: Positivo, N: Negativo, I: Inconclusivo

O maior indice de concordancia de Kappa entre as técnicas foi entre a IFD x RT-PCR teve
concordancia excelente (x =0,9168), seguida de IFD x RT-gPCR com concordancia boa (k =
0,643) e com menor indice em relacdo a IFD x IVCC obteve concordancia moderada (x =

0,5216) para diagnostico da raiva nas amostras de SNC de equinos (Tabela 6).
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Tabela 6 — indice de concordancia de Kappa entre as técnicas de imunofluorescéncia direta (IFD), isolamento
viral em cultivo celular (IVCC), transcrigdo reversa seguida da reagdo em cadeia da polimerase (RT-
PCR), transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-gPCR)
para diagndstico da raiva nas amostras de SNC de equinos

Testes Indice de Concordancia
diagndsticos de Kappa
IFD X IVCC 0,5216
IFD X RT-PCR 0,9168
IFD X RT-gPCR 0,643

Fonte: LANDIS; KOCK, (1977).
Legenda: < que 0,20: de concordancia pobre;
0,21 e 0,40: concordancia discreta;
0,41 e 0,60: concordancia moderada;
0,61 e 0,80: concordancia boa ou substancial;
Valores > 0,81: concordancia excelente.

Na anélise dos resultados a partir dos 161 fragmentos de SNC [encéfalo (cerebelo, tronco
encefalico — bulbo, ponte e mesencéfalo -, talamo, hipocampo, cértex) e medula (cervical e
lombar)] provenientes de 25 cavalos positivos, todos 0s equinos foram positivos para raiva em
pelo menos um fragmento nas técnicas moleculares e na IFD sendo que somente a amostra
3465/17 foi classificada como inconclusiva (no cortex, mesencéfalo e tdlamo).

Observou-se que as estruturas de SNC que apresentaram maior frequéncia de positividade
pela IFD foram o mesencéfalo [79,16% (19/24)] e hipocampo [76% (19/25)]. Ja as por¢des que
tinham menor ocorréncia foram o cerebelo [73,68 % (14/19)], ponte [71,42% (15/21)], tdlamo
[66,7% (16/24)], bulbo [66,7% (12/18)] e cortex [64% (16/25)] (Tabela 7).

Os fragmentos de SNC também foram analisados quanto a intensidade de fluorescéncia,
sendo constatado a maior expressividade no mesencéfalo, sendo que nesta por¢do de SNC
verificou-se em 12 animais (50%) com escore com classes de 3 e 4 na distribui¢éo antigénica.
Diferentemente, no hipocampo somente em cinco animais (20%) constatou-se essa maior
expressividade na intensidade da fluorescéncia. Nesta estrutura a intensidade de distribuicéo
antigénica classe 1 foi fraca positiva em sete animais (28%). Cerca de 33% dos fragmentos do
SNC (53/161) apresentaram rara presenca de antigeno (classificadas como fracas positivas),
com apenas uma a trés pequenas inclusdes em todo o campo microscépico pesquisado (Tabela
7).

Na observacdo dos resultados positivos pela RT-PCR, os 25 animais apresentaram
resultados positivas para raiva em pelo menos uma das estruturas apresentadas. Os fragmentos

de SNC que tiveram maior frequéncia de positividade foram o mesencefalo (100% - 24/24) e
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ponte (100% - 21/21). Ja as por¢des com menor ocorréncia foram o talamo (95,8% - 23/24),
bulbo (88,8% - 16/18), cerebelo (84,2% - 16/19), cortex (84% - 21/25) e hipocampo (76%-
19/25) (Tabela 8).

Ja natécnica de RT-gPCR, das amostras analisados pelo menos uma estrutura se apresentou
positiva para raiva (Tabela 10). Os fragmentos de SNC que tiveram maior frequéncia de
positividade foram o bulbo (88,8% - 16/18), cerebelo (84,2% - 16/19), ponte (80,9% - 17/21) e
mesencéfalo (79,1% - 19/24). Nas por¢des com menor ocorréncia foram o cortex (68% - 17/25),
hipocampo (64% - 16/25) e tdlamo (62,5% - 15/24) conforme Tabela 9.

Na verificacdo das amostras positivas para RABV, a técnica de IFD apresentou uma
positividade em 72% (116/161), negatividade de 22,4%(36/161) e inconclusivos em 5,6 %
(9/161) nos fragmentos analisados (Tabela 10).

Na RT-PCR foi observado positividade de 89,4% (144/161) e negatividade de 10,6%
(17/161) dos fragmentos analisados por essa técnica. JA& na RT-qgPCR foram constatados
resultados positivos em 75,2% (121/161), negativos em 13% (21/161) e inconclusivos em 11,8
% (19/161) nas diferentes estruturas de SNC analisadas (Tabela 10).
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Tabela7 -  Resultados obtidos pela técnica de imunofluorescéncia direta (IFD) para a distribuicdo antigénica do RABV
Bulbo  Cerebelo Cortex Hipocampo Médula  Médula Medula Mesencéfalo  Ponte Talamo Tronco
Espinhal ~ Cervical Lombar Enceféalico

2293/17 - + - - + NT NT - - - NT
2465/17 ++ +++ e ++++ NT NT NT ++++ ++ ++++ NT
2467/17 NT NT + ++ NT NT NT ++++ + + NT
2698/17 - Incoclusivo - Inconclusivo NT NT NT + - Inconclusivo NT
3157/17 ++ ++ + ++ NT NT NT +++ ++ ++ NT
3367/17 + - + + NT NT NT + + - NT
3464/17 - + - + NT NT NT + - + NT
3465/17 NT NT Inconclusivo NT NT NT Inconclusivo NT Inconclusivo NT
3533/17 NT NT - ++ NT NT NT - - - NT
3651/17 NT +++ ++ ++ NT NT NT +++ NT ++ NT
4077/17 NT NT + + NT NT NT - + NT
5269/17 ++ - - - NT NT NT + + NT
5305/17 + ++ + + NT NT NT +H++ + - NT
5307/17 +++ +++ +++ +++ ++++ NT NT ++++ ++++ +++ NT
5596/17 + + + + NT NT NT +++ + ++++ NT
6243/17 - + + + NT + + + - - NT
6372/17 +++ +++ +++ +++ NT NT NT ++++ ++ +++ NT
6981/17 + ++ + ++ NT NT NT +++ + +++ NT
114/18 + - - NT NT NT - + - NT
215/18 ++ ++ ++ NT NT NT +++ ++ NT
518/18 NT NT - +++ NT NT NT NT NT NT +
526/18 - - + Incoclusivo NT NT NT +++ - ++ NT
1485/18 NT NT + +++ NT NT NT + NT + NT
1917/18 Incoclusivo - Incoclusivo + NT NT NT + + ++ NT
1918/18 +++ ++ ++ + NT NT NT ++++ ++++ ++ NT
Total de
Positivos 12 14 16 19 2 1 1 19 15 16 1

Fonte: Souza, T.C.P. (2019).
Legenda: NT: Ausente; -: auséncia de inclusdes antigénicas; + rara presenca de antigenos (1 a 3 inclusfes pequenas); ++ presenca de campos negativos e escasso nimero de
inclusdes; +++ distribuicdo homogénea de antigenos com campos negativos; ++++ distribuicdo homogénea de antigenos sem campos negativos;
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Tabela 8 —  Resultados obtidos pela técnica de transcrigdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) convencional para o diagnostico da raiva.

Bulbo Cerebelo Cortex Hipocampo Médula Médula Medula  Mesencéfalo Ponte Talamo  Tronco
Espinhal Cervical  Lombar Encefalico

2293/17 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NT NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT
2465/17 POSITIVO  POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO  POSITIVO POSITIVO NT
2467/17 NT NT POSITIVO NEGATIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT
2698/17 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NT NT NT POSITIVO  POSITIVO POSITIVO NT
3157/17 NEGATIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO  POSITIVO POSITIVO NT
3367/17 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT
3464/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO  POSITIVO POSITIVO NT
3465/17 NT NT POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO NT POSITIVO NT
3533/17 NT NT POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO  POSITIVO POSITIVO NT
3651/17 NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO NT POSITIVO NT
4077117 NT NT POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO  POSITIVO POSITIVO NT
5269/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO  POSITIVO POSITIVO NT
5305/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO  POSITIVO POSITIVO NT
5307/17 POSITIVO  POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT
5596/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO  POSITIVO POSITIVO NT
6243/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT
6372/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO  POSITIVO POSITIVO NT
6981/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT
114/18 POSITIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO  POSITIVO NEGATIVO NT
215/18 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO  POSITIVO POSITIVO NT
518/18 NT NT POSITIVO POSITIVO NT NT NT NT NT NT POSITIVO
526/18 POSITIVO POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NT NT NT POSITIVO  POSITIVO POSITIVO NT
1485/18 NT NT POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO NT POSITIVO NT
1917/18 POSITIVO  POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO  POSITIVO POSITIVO NT
1918/18 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT
Total de
Positivos 16 16 21 19 1 1 1 24 21 23 1

Fonte: Souza, T.C.P. (2019).
Legenda: NT: Ausente.
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Tabela 9 — Resultados obtidos pela técnica transcricdo reversa seguida da reagdo em cadeiada polimerase tempo real (RT-qPCR) para o diagndstico da raiva

Bulbo Cerebelo Cortex Hipocampo Médula Médula Medula  Mesencéfalo Ponte Talamo Tronco
Espinhal Cervical Lombar Encefalico

2293/17 POSITIVO INCONCLUSIVO NEGATIVO NEGATIVO  POSITIVO NT NT NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO NT
2465/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT
2467/17 NT NT POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NT
2698/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT
3157/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT
3367/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT
3464/17 INCONCLUSIVO INCONCLUSIVO INCONCLUSIVO NEGATIVO NT NT NT POSITIVO INCONCLUSIVO INCONCLUSIVO NT
3465/17 NT NT POSITIVO INCONCLUSIVO NT NT NT INCONCLUSIVO NT INCONCLUSIVO NT
3533/17 NT NT INCONCLUSIVO INCONCLUSIVO NT NT NT INCONCLUSIVO POSITIVO INCONCLUSIVO NT
3651/17 NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO NT POSITIVO NT
4077/17 NT NT POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT
5269/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NT
5305/17 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NT
5307/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT
5596/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT
6243/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO INCONCLUSIVO POSITIVO NT
6372/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NT
6981/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NT
114/18 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO INCONCLUSIVO NT NT NT NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO NT
215/18 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT INCONCLUSIVO POSITIVO POSITIVO NT
518/18 NT NT POSITIVO POSITIVO NT NT NT NT NT NT POSITIVO
526/18 POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT
1485/18 NT NT INCONCLUSIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO NT POSITIVO NT
1917/18 POSITIVO POSITIVO NEGATIVO INCONCLUSIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO INCONCLUSIVO NT
1918/18 POSITIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT
Total de

Positivos 16 16 17 16 2 1 1 19 17 15 1

Fonte: Souza, T.C.P. (2019).
Legenda: NT: Ausente.
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Tabela 10 — Resultados obtidos nas técnicas de imunofluorescéncia direta (IFD), isolamento viral em cultivo
celular (IVCC), transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR),
transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-gPCR) para
diagndstico da raiva para os fragmentos analisados

RT-PCR RT-gPCR IFD

P (%) N (%) Total P (%) N (%) | (%) Toal P (%) N (%) | (%) Total
BB 16 889 2 111 18 6 89 1 00 1 56 18 12 667 5 2718 1 56 18
CB 16 842 3 158 19 16 84,2 1 0,0 2 105 19 14 737 4 211 1 53 19
cX 21 840 4 160 25 17 680 5 01 3 120 25 16 640 7 280 2 80 25
HIP 19 760 6 240 25 16 640 5 200 4 160 25 19 760 4 160 2 80 25
MD 1 500 1 500 2 2 1000 0 00 0 00 2 2 1000 0 00 0 00 2
MDCE 1 1000 0 00 1 1 1000 0 00 0 00 1 1100 0 00 0 00 1
MDLB 1 1000 0 00 1 1 100 0 00 0 00 1 11000 0 00 0 00 1
MES 24 1000 0 00 24 19 792 2 83 3 125 24 19 792 4 167 1 42 24
PT 21 10000 0 0,0 21 17 81,0 2 9,5 2 9,5 21 15 714 6 286 O 0,0 21
TA 23 1000 1 43 23 15 625 5 208 4 167 24 16 667 6 250 2 83 24
TE 1 1000 0 00 1 1 1000 0 00 0 00 1 11000 0 00 0 00 1
TOTAL 144 894 17 106 161 121 752 21 130 19 118 161 116 720 36 224 9 56 16l

Fonte: Souza, T.C.P. (2019).

Legenda: P: Positivo; N: Negativo; I: Inconclusivo.
BB: bulbo; CB: cerebelo; CX: cértex; HIP: hipocampo; MD: medula espinhal; MD CE: medula
cervical; MD LB: medula lombar; MES: mesencéfalo; PT: ponte; TA: tAlamo; TE: tronco encefalico.

Foram avaliadas 5 glandulas de equinos positivos para 0 RABV pela técnica de RT-PCR,
sendo que todas as amostras apresentaram resultados negativos para o diagndstico da raiva
(Quadro 8). Foi também realizada a técnica de RT qPCR para as mesmas, onde apenas uma
amostra (5305/17) apresentou resultado positivo na glandula salivar, somente quando se extraiu

0 RNA pelo método de esferas (beads) magnéticas.

Quadro 8-  Amostras das glandulas de equinos positivos para 0 RABV de acordo com os resultados obtidos
pela técnica de transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR)
convencional para o diagndstico da raiva

Glandula Salivar Glandula Submandibular Glandula Parétida
RT-PCR RT-gPCR RT-PCR RT-gPCR RT-PCR RT-gPCR
2293/17 NEGATIVO NEGATIVO NT NT NT NT
5305/17 NEGATIVO POSITIVO NT NT NT NT
5596/17 NEGATIVO NEGATIVO NT NT NT NT
6243/17 NT NT NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO

Fonte: Souza, T.C.P. (2019).
Legenda: NT: Ausente

De acordo com os escores nas técnicas de IFD e RT-gPCR cerebelo, tronco encefalico
(bulbo, ponte e mesencéfalo), talamo, hipocampo, cortex, medula cervical e medula lombar.
Foi possivel observar que de modo geral houve pouca concordancia entre os resultados das duas

técnicas(figura4).
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Figura4 — Frequéncia em porcentagem (%) das classes de concentragdo antigénica e viral dos fragmentos do
sistema nervoso central de equinos positivos para a raiva, pelas técnicas de imunofluorescéncia
direta (IFD), transcricao reversa seguida da reagdo em cadeia da polimerase tempo real (RT-qPCR
para diagndstico da raiva para os fragmentos analisados

Bulbo Cerebelo
80 60
70 50
g6 9
S50 <40
g4 =RT-gpCR | £30 ® RT-qPCR
§'30 uIFD E'zu uIFD
[ 20 =
; ‘ ) |
. — , —
0 1 2 3 4 Ine 0 1 2 3 4 Inc
Classes de concentragio viral Classes de concentragio viral
Cortex Hipocampo
45 40
40 35
35 ~30
= =7
=30 S5
5 25 S
E20 sRT-qPCR| § 20 u RT-qPCR
=3 u IFD =15 uIFD
15
10
5 5
0 1 2 3 4 Inc 0 1 2 3 4 Inc
Classes de concentragio viral Classes de concentragio viral
Medula Cervical Medula Espinhal
100 50
90 45
80 40
S £3
Z 60 230
o o
g 30 #RT-qPCR| 525 = RT-qPCR
z 40 = IFD g20 = IFD
g g
E 30 215
20 10
10 5
0 — 0 | A— S S—
0 1 2 3 4 Inc 0 1 2 3 4 Ine
Classes de concentracio viral Classes de concentracio viral
Fonte: Souza, T.C.P.(2019). (Continua)

Tatiane de Cassia Pardo de Souza




60

Figura 4 - Frequéncia em porcentagem (%) das classes de concentracdo antigénica e viral dos fragmentos do

sistema nervoso central de equinos positivos para a raiva, pelas técnicas de imunofluorescéncia direta
(IFD), transcrigdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase tempo real (RT-gPCR para
diagndstico da raiva para os fragmentos analisados
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5 DISCUSSAO

Das 80 amostras de equinos analisadas, 25 apresentaram diagndstico positivo para o virus
da raiva; demonstrando uma positividade de 31,25%. Todas as amostras eram dos municipios
do estado de Séo Paulo, a doenca foi causada principalmente pelo virus da raiva isolado do
morcego hematofago Desmodus rotundus.

De modo semelhante, Costa et al. (2009) em levantamento realizado no periodo de outubro
de 2004 a fevereiro de 2006, em 112 amostras SNC de equinos provenientes de Minas Gerais
37 foram positivos para raiva (33%). NUmeros menores foram observados em trabalho
realizado pelo mesmo grupo de pesquisa (COSTA et al., 2015), em 170 amostras coletadas no
Estado de Minas Gerais no periodo de janeiro de 2009 a janeiro 2011, das quais foram positivas
para raiva apenas 47 (21,7%).

Em pesquisa realizada no periodo de 2007 a 2012 realizado no Instituto Bioldgico, por
Cunha et. al., 2016 com amostras de SNC de cavalos oriundos do estado de Sao Paulo e outros
estados brasileiros do total de 218 equinos analisados, foi observado que 37 equinos (17%)
foram positivos para raiva. Ja no trabalho realizado durante o periodo de 1981 a 1994, por
Peixoto et al. (2000) foi observado 15,7% (111/703) de positividade em amostras de equinos
provenientes da Secdo de Raiva e Encefalomielite do Instituto Bioldgico.

No presente trabalho a maioria dos animais positivos (38,1%) estdo localizados na regido
de S&o Jodo da Boa Vista que engloba os municipios de Espirito Santo do Pinhal e Itapira. Sabe-
se que esta regido é fronteirica do estado de Sdo Paulo com Minas Gerais (76% dos casos), que
foi classificada como epidémica para raiva em herbivoros pela Comissao Estadual do Programa
de Raiva no ano de 2000 (KOTAIT et al 2010). Também foram observados nimero expressivos
de casos nas regides de Campinas, Taubaté e Piracicaba, sendo que os dois primeiros foram
considerados como epidémicas e a Gltima como endémica pela Comissao Estadual do Programa
de Raiva em herbivoros.

Esta divisdo do estado Sdo Paulo em areas de risco epidemioldgico da raiva dos herbivoros,
foi importante na época para a Defesa Agropecuaria estabelecer as medidas de controle e
profilaxia da raiva dos herbivoros. Naquele momento estabeleceu-se a obrigatoriedade de
vacinacdes nas regides denominadas epidémicas e endémicas a partir de setembro de 2001 na
Resolugéo 29 (SAA, 2001).

De modo similar, no trabalho realizado por Centoamore (2017), a maioria dos casos
positivos foram da regido fronteirica entre os estados de S&o Paulo e Minas Gerais (77% dos

casos). Em outro trabalho realizado por Carrieri et al. (2006), observou-se que 53,4% de todos
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0s animais testados para raiva pelas técnicas de IFD e IVC em amostras do Instituto Pasteur no
periodo de outubro de 2000 a maio de 2003 foram provenientes de 14 cidades da regido leste
do estado de S&o Paulo. Provavelmente, a menor positividade observada no presente
experimento se explica pela procedéncia das amostras de todas as regides do estado de Sao
Paulo, diferente do apresentado por Carrieri et al. (2006), nas quais selecionou-se apenas
amostras originérias de uma regido considerada epidémica para raiva em herbivoros.

O maior numero de positivos (36% dos casos) ocorreu no periodo de maio a junho durante
as estacOes de outono e inverno. Mas também foram observados, ocorréncia de positivos na
primavera e verdo, indicando uma tendéncia a néo ter distribui¢do sazonal de modo semelhante
ao descrito por diversos autores. Portanto sdo dados imprecisos sujeitos a ndo uniformidade de
coletas de informacgbes (GREEN et al., 1992; GREEN, 1993; IRVIN, 1970).

Foi observado maior ocorréncia em animais jovens com média (50,7 £ 50,4 meses).
NUmeros semelhantes foram observados por Green et al. (1992), cuja a média de idade
observada foi de 5 anos (60 meses). Diferente de Green et al. (1993), 43% dos cavalos tinham
menos de 1 ano de idade, no presente estudo apenas 16% estavam nessa faixa etaria.

Striegel e Gretzhg (1983) no periodo de 1978 a 1983, ndo observaram diferencas na faixa
etaria que variaram de 10 meses a 21 anos no estudo realizado em lowa State University, no
qual foram diagnosticados somente 12 equinos com raiva. Ja Centoamore (2017) observou que
0S animais mais jovens eram 0s mais acometidos, isto pode estar relacionado ao fato de que o
animal mais jovem tem maior risco de exposi¢do, devido a sua intensa curiosidade e a sua
menor capacidade de se defender das agressbes dos animais selvagens (GREEN et al., 1992).

Em relacéo ao género, as fémeas foram as mais acometidas (56%), no entanto varios autores
(STRIEGEL; GRETZHG, 1983; GREEN et al., 1992) ndo observaram diferenca de ocorréncia
de raiva entre 0s sexos.

A maior parte dos animais acometidos eram sem racga definida (SRD — 24%) ou mestico
(8%). Entretanto, essa informacdo apresenta viés, pois 20% das fichas ndo continham
informacdo sobre a raca do cavalo. Green et al. (1992) ndo observou predilecéo racial, mas no
presente trabalho foi informada a ocorréncia de positividade em algumas racas, a saber
Mangalarga (12%), Quarto de milha (8%), PSI (4%), Argentino (4%), e Piti¢a (4%). De modo
semelhante, trabalhos realizados por Striegel e Gretzhg (1983) observaram casos de raiva em
cinco racas diferentes.

Quanto a evolugdo da doenca, 13 fichas (52%) ndo continham informag@es clinicas do
animal. As notificacBes contidas no historico do animal dependem da observacdo do
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proprietério, do tratador do animal, ou mesmo do profissional responsével pelo atendimento do
caso.

O periodo médio de evolucdo da doenca foi de 88+54,47 horas (<4 dias), sugerindo assim
um curso agudo de modo semelhante ao que Striegel e Gretzhg (1983) relataram: evolucéo
clinica de 3 a 7 dias até o oObito. Green et al. (1992) observaram um periodo médio de
sobrevivéncia de 4,3 dias (variando de 1 a 7 dias) daqueles que morreram naturalmente. Essa
evolucdo aguda deve-se a maior susceptibilidade da espécie a infeccao pelo RABV.

A maioria das manifestacdes clinicas observadas esta relacionada a forma de raiva
paralitica. Em 20% dos animais, observou-se a presenga de sialorréia. Do mesmo modo,
Hudson et al, (1996) observaram a salivagdo em poucos animais. Dois dos sintomas mais
predominantemente observados foram incoordenacdo (68%) e paralisia (52%), sendo
caracteristicas da forma paralitica da enfermidade. Esses achados corroboram com aqueles
descritos por varios autores (CARINI, 1911; STRIEGEL; GRETZHG, 1983; GREEN, 1993;
GREEN et al., 1997).

Diferente do mencionado na literatura por Green (1993), os movimentos de pedalagem
foram uma manifestacdo comum (56% dos casos), indicando também presenca de raiva furiosa
concomitante com a forma paralitica. Pelas manifestacGes apresentadas, foram acometidas
diversas regides do SNC, muitas vezes de modo simultaneo, indicando assim a importancia do
envio de todas as estruturas para se ter um diagnostico mais acurado.

Em apenas um animal 3465/17 ndo foi confirmada a positividade pela técnica de IFD
(Quadro 7). Pelos resultados apresentados, reforca-se o conceito da situacdo na qual se tem
baixa carga viral no SNC de equinos (CARRIERI et al., 2006), na qual a auséncia de estruturas
do tronco encefalico e medula poderiam comprometer o resultado da IFD. Para complicar esse
cenario no diagnostico da raiva em equinos, o animal 3465/17 ndo apresentava estruturas como
bulbo, cerebelo e ponte. Além disso, nesse caso, apresentou resultados inconclusivos em
fragmentos como cortex, mesencéfalo e tdlamo e auséncia de antigenos detectaveis no
hipocampo.

Esse cenario de auséncia de certas estruturas importantes no diagnostico da raiva em
herbivoros corrobora com as recomendacdes do CDC de Atlanta/EUA, que mesmo em
situacbes com resultados negativos na IFD, deve-se laudar na inexisténcia do tronco encefalico
como resultado inconclusivo, até sair o diagnéstico definitivo com a prova confirmatoria.

Padrdes de distribuicdo do RABV no SNC sugerem a necessidade do exame completo da seccéo
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transversal do tronco encefélico, devido a possibilidade de disseminagdo unilateral em caso de
baixa carga viral (WHO, 2018).

Salienta-se que o animal 3465/17 diagnosticado como inconclusivo na IFD foi submetido a
eutanasia. Sabe-se que o tronco encefalico é a primeira estrutura do encéfalo a ser infectada.
Portanto nos estagios iniciais da doenca sao particularmente necessarios a coleta e o envio dessa
estrutura para diagnostico. Em repetidas ocasides, pode-se ocorrer positividade somente nessa
porcdo, sendo que outras estruturas como hipocampo, cerebelo e cértex cerebral podem ser
negativas (DEAN et al., 1996).

Menos da metade das amostras de equinos positivas confirmaram o resultado no IVCC
(Quadro 7). A maioria das amostras apresentou resultados discordantes (10/13) na IVCC, sendo
negativos nesta técnica e positivos nas demais, apresentaram baixa carga viral na IFD (Tabela
7). Ressalta-se também que destas amostras com resultados discordantes, sete animais foram
submetidos a eutanasia e trés animais vieram a 6bito com evolugdo aguda em 6 dias (<144 horas
do inicio dos sintomas) (Quadro 7).

Faz-se 0 IVCC no Instituto Pasteur a partir do “pool” das diferentes estruturas do SNC,
fato este que pode ser considerado um viés metodoldgico, visto que estd comprovado por
diversos trabalhos que a distribuicdo da raiva ndo € homogénea no SNC (SILVA et al., 1974;
CARRIERI etal., 2006; SILVA et al., 2010). Nas situacdes de baixa carga viral, poderia ocorrer
“diluicao” dessas estruturas ao acrescentar outras negativas (sem virus).

De modo diferente dos resultados observados na IFD, a sensibilidade diagnostica observada
ao IVCC foi de apenas 45,8%. Este resultado ficou bastante aquém do esperado, pois havia a
expectativa de uma maior sensibilidade com alta concordancia dos resultados com a IFD.
BOURHY et al. (1989), observaram alta concordancia (99,75%) entre as técnicas de IVCC e
IFD com sensibilidade diagndstica proxima de 100%. Meslin; Kaplan, (1996) e Castilho et al.,
(2007) mencionam que a técnica de IVCC tem sensibilidade equivalente a da IFD. Por sua vez,
no presente trabalho a concordancia entre essas duas técnicas (IFD e IVCC) foi considerada
moderada com indice de Kappa = 0,5216.

No entanto em situagdes de baixa carga viral, como as observadas no presente experimento,
sua utilidade como prova confirmatéria fica questionada devido ao seu baixo desempenho.
Além disso, apesar de nédo ser avaliado no presente trabalho, as amostras de SNC de animais de
producdo no Brasil, devido as condi¢bes precarias de acondicionamento e armazenamento,

podem chegar no laboratorio para diagnostico em estado de deterioragdo (autolise). Nessas
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condigdes, ocorre 0 aumento de citotoxicidade nas amostras clinicas, fato que pode contribuir
na diminuicdo da sensibilidade da técnica de IVCC (WHO, 2018).

As técnicas moleculares (RT-PCR e RT-qPCR) apresentaram sensibilidade diagndstica
equivalente a 100%, em relacdo a IFD. Resultados semelhantes foram observados por
WADHWA et al. (2017) e GIGANTE et al (2018) utilizando a técnica de RT-qPCR.

A técnica de IFD requer amostras em condi¢fes adequadas de conservacao/refrigeracdo
(WHO, 2018). Nas situacdes de material em autdlise a deteccdo de &cido nucleico nas provas
moleculares mostrou-se possivel mesmo em condi¢cbes extremas de conservacao
(MCELHINNEY, etal., 2014). Além disso, como a distribuicdo de RABV n&o é uniforme no
SNC, o uso das estruturas localizadas no tronco encefélico e cerebelo devem ser priorizados
nos testes moleculares nas situagdes nas quais tem-se uma quantidade limitada de amostra. A
Unica amostra positiva (3465/17) que apresentou resultado inconclusivo na IFD teve a sua
positividade confirmada pelo sequenciamento nucleotidico, com variante compativel com
aquelas isoladas em morcegos Desmodus rotundus.

Em relacéo a positividade na técnica de IFD, as estruturas do SNC que apresentaram maior
frequéncia foram o mesencéfalo e o hipocampo. No entanto, ao avaliar-se a intensidade de
fluorescéncia foi 0 mesencéfalo a estrutura do SNC com maior expressividade, indicando ser
uma porcao mais facil de identificar o antigeno do RABV do que o hipocampo. Verificou-se
também que cerca de 35% de todas as estruturas analisadas foram classificadas como fracas
positivas em relacdo a intensidade, sendo assim de dificil diagnostico. Resultados esses que
corroboram com aqueles encontrados por outros autores que mencionaram o tronco encefalico
e a medula espinhal como as estruturas de eleicdo para o diagndstico da raiva em equinos
(CARRIERI et al., 2006; BASSUINO et al., 2016). Somente em dois animais foram enviados
a medula espinhal, e devido a pequena amostragem, ndo se constatou vantagem diagnostica do
exame desta estrutura.

Com relagéo a frequéncia de positividade pela técnica da RT-PCR, a estrutura que teve
maior deteccdo do RNA viral foi 0 mesencéfalo, de modo semelhante ao observado pela IFD.
No entanto essa estrutura estava ausente em quatro animais.

De modo geral pelos resultados obtidos, pode-se afirmar que a RT-PCR teve maior detecgéo
de positivos (89,4% - 144/161) em relagdo a IFD (72% - 116/161), indicando maior
sensibilidade por esse teste molecular. Apesar disso, em algumas situagdes ocorreram
resultados divergentes, nos quais eram negativos na RT-PCR e positivos na IFD com classe 1

e 2 (uma e duas cruzes) de intensidade antigénica. Nessas condigdes, provavelmente a ndo
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deteccdo pela RT-PCR sugere problemas na amplificagdo dos &cidos nucleicos nas amostras
extraidas com TRizol. Essa técnica do RNA com o reagente TRizol € um processo demorado e
laborioso de execucdo, que requer varias etapas de lavagem e centrifugacdo que pode levar a
perda da amostra, resultando assim em um baixo rendimento. Os pellets de RNA séo dificeis
de ressuspender apos a purificacdo. Além disso, essa técnica aumenta o risco de degradacéo,
variacoes e erros (ELDH et al., 2012).

A RT-gPCR (75,2% - 121/161) teve menor desempenho na detec¢do de positivos em
relacdo a RT-PCR (89,4% -144/161). No entanto, essa baixa eficiéncia de amplificacdo pela
técnica de RT-gPCR gerando resultados inconclusivos, provavelmente decorrentes dos
problemas da extragdo de RNA por TRizol. Resultados semelhantes foram observados por
Centoamore (2017) em amostras positivas para raiva de bovinos extraidas com TRizol.

Chierato et al. (2018), em estudo comparativo de duas técnicas de extracdo de RNA,
constataram maior deteccdo de &cido nucleico do RABV nas amostras extraidas pelo método
com colunas de membrana de silica em relacdo com aquelas extraidas com TRizol.

Devido ao pequeno universo amostral dos animais positivo (n=5) com presenca de
glandulas salivares, os resultados obtidos no presente experimento ndao permitem fazer uma
inferéncia definitiva sobre a eliminacéao viral nessa estrutura anatdbmica. Apenas em um cavalo
(5305/17) foi possivel a deteccdo pela técnica RT-gPCR, animal que apresentava classe 4 de
intensidade antigénica no mesencéfalo. Os resultados sugerem eliminacgdo viral na saliva em
hospedeiros terminais como equinos em situacfes com alta carga viral, sugerindo potencial
risco para seres humanos expostos a animais infectados pela raiva (CARRIERI et al., 2006).

As dificuldades entre os padrdes de limiar da detec¢do entre as técnicas de IFD e RT-PCR,
primeiramente podem ser explicados pelas diferengas metodoldgicas, uma vez que os metodos
moleculares identificam a presenca de &cido nucleico viral, enquanto que a IFD se baseia na
detec¢do antigénica. Como a transcricao e replicagdo virais sdo processos naturais e dindmicos,
a variacdo observada entre a intensidade da marcacdo antigénica e a concentracéo viral do
RABY poderiam estar relacionados com: 1) grau de propagacao e degradacdo do mRNA (RNA
mensageiro) do virus ndo ocorrendo no mesmo aspecto com 0s antigenos virais e/ou 2)
Condicdes caracteristicas ao hospedeiro quanto ao controle da transcricdo genémica no
RABV (SHUANGSHOTI et al., 2013).

Em decorréncia do elevado nimero de resultados inconclusivos obtidos pela técnica RT-

gPCR SYBR Green, maiores estudos sdo necessarios com o intuito de refinar os procedimentos,
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desde a implantac&o de técnicas de extracdo alternativasao TRizol até pesquisas comparativas
de sensibilidade e especificidade analitica com os testes de RT-qPCR.
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6 CONCLUSAO

6.1

6.1.1

6.1.2

6.2

6.3

6.4

O RABV néo distribui de maneira uniforme no SNC de equinos naturalmente
infectados. Em vista disto salienta-se a importancia do médico veterinario coletar todas
as estruturas de SNC, principalmente aquelas pertencentes ao tronco encefélico.

A partir dos resultados obtidos ao avaliar a intensidade da fluorescéncia e frequéncia de
positividade pela técnica de IFD em amostras de equinos positivas para raiva, pode-se
concluir que a estrutura de SNC de escolha seria 0 mesencéfalo. Na inexisténcia dos
fragmentos do tronco encefélico, o laudo deve ser considerado inconclusivo, mesmo na
auséncia de antigenos detectaveis.

Apoiado nos resultados alcancados pela RT-PCR (seguido de sequenciamento
nucleotidico), devido a sua maior eficiéncia na deteccdo de positivos nas diferentes
estruturas de SNC em relacdo as outras provas laboratoriais realizadas no presente
estudo, recomenda-se esta prova molecular como confirmatéria de preferéncia no
diagnostico da raiva.

Com a deteccdo do RABV nas glandulas salivares pode-se inferir que a eliminacéo viral
pela saliva confirma a possibilidade da espécie de equinos atuar como provéavel fonte de
infeccdo para a espécie humana.

Ao comparar a sensibilidade diagndstica, pode-se afirmar que as técnicas moleculares
(RT-PCR e RT-gPCR) apresentaram maior desempenho de 100% e devem ser utilizadas
como teste confirmatorio nos resultados inconclusivos da IFD.

O IVCC em amostras de equinos apresentou baixo desempenho e maiores estudos

devem ser realizados nesta espécie para validar a pesquisa desta técnica diagndstica.
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Resultado das amostras positivas e negativas para a raiva nas técnicas de imunofluorescéncia direta (IFD), isolamento viral em cultivo celular (IVCC),
transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase tempo real (RT-gPCR)
nas amostras do sistema nervoso central de equinos

IFD IVCC RT-PCR RT-gPCR IFD IVCC RT-PCR RT-gPCR
2288/17 NEGATIVO NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO 5643/17 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO  INCONCLUSIVO
2293/17 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO 5715/17 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
2465/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO 5731/17 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO  INCONCLUSIVO
2467/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO 6243/17 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO
2568/17 NEGATIVO NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO 6268/17 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO  INCONCLUSIVO
2683/17 NEGATIVO NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO 6312/17 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
2698/17 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO 6372/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
2769/17 NEGATIVO NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO 6556/17 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO  INCONCLUSIVO
3038/17 NEGATIVO NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO 6625/17 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
3057/17 NEGATIVO NEGATIVO  NEGATIVO INCONCLUSIVO 6646/17 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
3157/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO 6767/17 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
3367/17 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO 6884/17 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
3439/17 NEGATIVO NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO 6981/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
3464/17 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO 6982/17 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
3465/17 INCONCLUSIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO 6994/17 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
3533/17 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO 6995/17 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
3651/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO 7007/17 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
3816/17 NEGATIVO NEGATIVO  NEGATIVO INCONCLUSIVO 7035/17 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
4050/17 NEGATIVO NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO 7126/17 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
4077/17 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO 7509/17 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
4128/17 NEGATIVO NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO 114/18 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO
4226/17 NEGATIVO NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO 215/18 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
4229/17 NEGATIVO NEGATIVO  NEGATIVO INCONCLUSIVO  430/18 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
4491/17 NEGATIVO NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO 510/18 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
4594/17 NEGATIVO NEGATIVO  NEGATIVO INCONCLUSIVO 518/18 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
4696/17 NEGATIVO NEGATIVO  NEGATIVO INCONCLUSIVO  526/18 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
4764/17 NEGATIVO NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO 556/18 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
4784/17 NEGATIVO NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO 880/18 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
4872/17 NEGATIVO NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO 987/18 NEGATIVO  NEGATIVO INCONCLUSIVO  NEGATIVO
4873/17 NEGATIVO NEGATIVO  NEGATIVO INCONCLUSIVO  994/18 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
4905/17 NEGATIVO NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO 1249/18 NEGATIVO  NEGATIVO INCONCLUSIVO  NEGATIVO
4975/17 NEGATIVO NEGATIVO  NEGATIVO INCONCLUSIVO 1318/18 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
5084/17 NEGATIVO NEGATIVO  NEGATIVO INCONCLUSIVO 1469/18 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
5269/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO 1470/18 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO  INCONCLUSIVO
5302/17 NEGATIVO NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO 1485/18 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO
5305/17 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO 1916/18 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
5307/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO 1917/18 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO
5331/17 NEGATIVO NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO 1918/18 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO
5345/17 NEGATIVO NEGATIVO  NEGATIVO INCONCLUSIVO 1933/18 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
5596/17 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO 2031/18 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO  INCONCLUSIVO

Fonte: Souza, T.C.P.(2019).
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Anexo B - Resultados obtidos pela técnica de imunofluorescéncia direta (IFD) para o diagnostico da raiva
Bulbo Cerebelo Cortex Hipocampo Médula Médula  Medula Mesencéfalo Ponte Téalamo Tronco
Espinhal  Cervical Lombar Encefélico
2293/17 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO  POSITIVO NT NT NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NT
2465/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT
2467/17 NT NT POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT
2698/17 NEGATIVO INCONCLUSIVO NEGATIVO INCONCLUSIVO NT NT NT POSITIVO NEGATIVO INCONCLUSIVO NT
3157/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT
3367/17 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NT
3464/17 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NT
3465/17 NT NT INCONCLUSIVO NEGATIVO NT NT NT  INCONCLUSIVO NT INCONCLUSIVO NT
3533/17 NT NT NEGATIVO POSITIVO NT NT NT NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NT
3651/17 NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO NT POSITIVO NT
4077/17 NT NT POSITIVO POSITIVO NT NT NT NEGATIVO POSITIVO POSITIVO NT
5269/17 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT
5305/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NT
5307/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT
5596/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT
6243/17 NEGATIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT POSITIVO POSITIVC POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NT
6372/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT
6981/17 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT
114/18 POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NT NT NT NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO NT
215/18 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT
518/18 NT NT NEGATIVO POSITIVO NT NT NT NT NT NT POSITIVO
526/18 NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO INCONCLUSIVO NT NT NT POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NT
1485/18 NT NT POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO NT POSITIVO NT
1917/18  INCONCLUSIVO NEGATIVO INCONCLUSIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT
1918/18 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT NT NT POSITIVO POSITIVO POSITIVO NT
Total de
Positivos 12 14 16 19 2 1 1 19 15 16 1

Fonte: Souza, T.C.P.(2019).
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Anexo C — Resultados obtidos pelos métodos moleculares: Ciclo de quantificagdo (Cq) do RT-qPCR e as diferencas entre as estruturas do SNC

Bulbo Cerebelo Cortex Hipocampo Médula Médula Medula  Mesencéfalo Ponte Talamo  Tronco
Espinhal Cervical Lombar Encefélico
2293/17 31,14 34,2 34,8 35,2 34,2 NT NT 32,7 337 21,76 NT
2465/17 22 21,44 17,7 21,64 NT NT NT 1743 22,26 18,71 NT
2467/17 NT NT 205 29,3 NT NT NT 18,6 38 22,3 NT
2698/17 248 32,1 319 33,5 NT NT NT 25,2 274 255 NT
3157/17 285 218 20 193 NT NT NT 20 26,2 229 NT
3367/17 27,1 31,3 28,5 32,7 NT NT NT 24 21,7 253 NT
3464/17 38,6 278 279 31,7 NT NT NT 217 224 29,9 NT
3465/17 NT NT 249 28,3 NT NT NT 243 NT 23 NT
3533/17 NT NT 26,9 31 NT NT NT 26,3 25,6 21,7 NT
3651/17 NT 18,9 19,8 184 NT NT NT 25 NT 18,7 NT
4077/17 NT NT 259 26,7 NT NT NT 25,6 235 32,7 NT
5269/17 22,7 291 34,6 314 NT NT NT 22,7 23 36 NT
5305/17 24,2 Indeterminado 30,6 32,3 NT NT NT 9 27 4.7 NT
5307/17 23,7 22,2 212 245 235 NT NT 34,3 26,9 254 NT
5596/17 251 Indeterminado 322 378 NT NT NT 238 27,6 30,1 NT
6243/17 31,6 315 258 Indeterminado NT 32,2 278 231 30,6 26,3 NT
6372/17 20,2 238 213 22,1 NT NT NT 195 21 30,5 NT
6981/17 184 231 22,6 26,2 NT NT NT 18,9 199 21 NT
114/18 238 295 28,6 28,8 NT NT NT 293 26,9 28,5 NT
215/18 20,8 225 21 22,9 NT NT NT 29 23 21,7 NT
518/18 NT NT 25,6 231 NT NT NT NT NT NT 29,6
526/18 24,6 271 28,8 29,2 NT NT NT 20,3 26,7 24,6 NT
1485/18 NT NT 278 25 NT NT NT 248 NT 279 NT
1917/18 22,7 29 30,3 30,2 NT NT NT 26,7 245 29,2 NT
1918/18 28,9 30,8 234 29,2 NT NT NT 21,7 23,7 254 NT
Total de
Positivos 16 16 17 16 2 1 1 19 17 15 1

Fonte: Souza, T.C.P.(2019).
Legenda: NT: Ausente Positivas: pela RT-gPCR Cq<35; Inconclusivas: Cg>35 ou Cq<40; Negativas: Cq>40 ou indeterminado; NT: Ausente.
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