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RESUMO

SILVEIRA, V. B. V., Andlise do desempenho do ensaio RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus para
a vigilancia e diagndstico laboratorial da raiva em amostras animais no Brasil. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de
Séo Paulo, Sdo Paulo, 2022.

Uma das doengas mais antigas e avassaladoras que ainda se tem atualmente € a
raiva. Essa doenca é causada por um virus (RABV) do género Lyssavirus que
acomete o sistema nervoso central (SNC) de mamiferos. Portanto, € uma infeccao
gue causa manifestacdes neuroldgicas e que, quando esses sintomas se apresentam,
guase 100% dos casos chegam ao 6bito. Por conseguinte, essa doenca requer que
seu diagnostico seja agil e o mais confiavel possivel. A Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) indica a técnica de imunofluorescéncia direta (IFD) como o teste padrao
ouro para o diagnostico da raiva post-mortem. Essa técnica é rapida e possui
resultados acurados, visto que ela possui alta sensibilidade e especificidade.
Contudo, alguns fatores podem reduzir sua sensibilidade tais como: amostra
degradada, baixa qualidade do anticorpo e do microscopio utilizados, e a experiéncia
do laboratorista. Diante disso, € recomendado que se faca um teste confirmatério. Por
muitos anos, testes como isolamento viral (em camundongo e em cultivo celular) e
RT-PCR foram utilizados como testes confirmatérios a IFD. Recentemente, a OMS
apresentou uma nova técnica de RT-gPCR para o confirmar o diagndstico da raiva, o
ensaio LN34 Pan-Lyssavirus em um teste singleplex. Nos estudos realizados, o0 LN34
tem apresentado alta sensibilidade e especificidade diagnésticas, porém ha poucas
investigacbes em amostras brasileiras que, por natureza, possuem sequéncias
genéticas distintas do RABV. Além disso, técnicas moleculares tendem a ser mais
dispendiosas, 0 que restringiria 0 acesso a esse tipo de diagnéstico. Uma opcéo para
reduzir os custos do LN34 é utilizar RT-gPCR no formato multiplex ao invés do
singleplex. Dessa forma, o presente trabalho teve o objetivo de comparar o
desempenho da IFD e da LN34 nos modos singleplex e multiplex. No primeiro
experimento, o ensaio LN34 singleplex foi testado utilizando 332 amostras de animais
(170 IFD positivas) oriundas do estado de Sao Paulo. O ensaio LN34 singleplex
demonstrou alta sensibilidade (100%) e especificidade (96,7%) diagnosticas em
comparacao com o teste de IFD, e todas as amostras IFD positivas tiverem resultados
concordantes com o do ensaio LN34 singleplex. No segundo experimento, LN34

multiplex foi feito em paralelo com LN34 singleplex usando 211 amostras de animais



de SNC (102 IFD positivos) procedentes de diferentes municipios do estado de Sao
Paulo. O ensaio LN34 multiplex apresentou alta sensibilidade (93,4%) e alta
especificidade (100%), enquanto o ensaio LN34 singleplex apresentou sensibilidade
e especificidade diagnosticas de 100% e 95,3%, respectivamente. Conclui-se que o
LN34 singleplex possui grande potencial para ser usado como teste confirmatério
para diagnosticar raiva e, embora tenha resultados semelhantes, o LN34 multiplex

ainda possui sensibilidade diagndstico menor que o singleplex.

Palavras-chave: raiva, imunofluorescéncia direta, RT-gPCR, LN34 Pan-Lyssavirus,

singleplex.



ABSTRACT

SILVEIRA, V. B. V., Performance analysis of the RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus assay for
rabies laboratory surveillance and diagnosis of animal samples from Brazil. Master thesis
(Master of Science) — School of Veterinary Medicine and Animal Science, University of Sao
Paulo, Sao Paulo, 2022.

One of the oldest and devastating disease that are still present nowadays is rabies.
This disease is caused by a virus (RABV) from the Lyssavirus genus that affect the
central nervous system (CNS) of mammals. Therefore, it is an infection giving
neurological manifestations and, once they start showing, almost 100% of the infected
will likely die. For this reason, this disease requires a rapid and reliable diagnosis. The
World Health Organization (WHO) indicates the direct fluorescent antibody test (dFAT)
as the gold standard test for post-mortem rabies diagnosis. This technique is fast and
has accurate results, since it has high diagnostic sensitivity and specificity. On the
other hand, some factors may reduce its sensitivity such as: degraded samples, low
quality of antibody and microscope used, and the technician experience. Hence the
need for a confirmatory test. For many years, tests such as mouse inoculation test
(MIT), rabies tissue culture infection test (RTCIT) and RT-PCR were used as dFAT
confirmatory tests. Recently, the WHO introduced a new RT-gPCR technique for
rabies diagnosis, the LN34 Pan-Lyssavirus assay in a singleplex test. In the studies,
the LN34 has shown high diagnostic sensitivity and specificity, but there are only a few
investigations in Brazilian samples, which naturally have peculiar genetic sequences
of RABV. In addition, molecular techniques are usually more expensive, which might
limit the access to rabies diagnosis. A possible solution for this situation could be to
perform a RT-gPCR multiplex instead of the singleplex in the LN34 assay. Thus, the
present study aimed to compare the dFAT, the LN34 singlepex and the LN34 multiplex
laboratorial performance. In the first experiment, the LN34 singleplex assay was tested
using 332 animal samples (170 dFAT positive) from Sao Paulo state. The LN34
singleplex assay demonstrated high diagnostic sensitivity (100%) and specificity
(96.7%) in comparison to the dFAT, and all dFAT samples positive were concordant
with the LN34 singleplex assay. In the second experiment, LN34 multiplex was done
in parallel with LN34 singleplex using 211 brain animal samples (102 dFAT positive)
from different municipalities in Sao Paulo state. LN34 multiplex assay provided high
sensitivity (93.4%) and high specificity (100%) while LN34 singleplex assay presented

diagnostic sensitivity and specificity of 100% and 95.3%, respectively. In conclusion,



the LN34 singleplex has great potential to be used as the dFAT confirmatory test and,
although it showed similar results, the LN34 multiplex still has lower diagnostic
sensitivity than the LN34 singleplex.

Keywords: rabies, direct fluorecent antibody test, RT-gPCR, LN34 Pan-Lyssavirus,
singleplex.
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INTRODUCAO GERAL

A raiva é considerada uma das doencas mais antigas e letais conhecidas pela
humanidade. Ha tdbuas cuneiformes datadas de 1930 a.C. (Leis Suméricas de
Eshnunna) que exp0e as leis vivenciadas pela populacédo da época. Elas indicam que
essa enfermidade ja era grandemente conhecida e frequente na populacao, visto que
havia leis que ordenavam ressarcimento monetario no caso de morte por mordedura
de cdo (TARANTOLA, 2017; YUHONG, 2001)

(...) If a dog becomes rabid and the ward authority makes that known to its
owner, but he does not watch over his dog so that it bites a man and causes
his deaths, the owner of the dog shall pay forty shekels of silver; if it bites a
slave and causes his death, he shall pay fifteen shekels of silver (GOETZE,
1951; YUHONG, 2001)

(..) Se um céo se torna raivoso e a autoridade da regido comunica isso ao
seu dono, mas ele ndo vigia o seu cachorro e ele morde um homem e causa
sua morte, o dono do cachorro deve pagar quarenta shekels de prata; se ele
morde um escravo e causa sua morte, ele deve pagar quinze shekels de
prata (GOETZE, 1951; YUHONG, 2001).

A palavra raiva é oriunda do latim Rabere que significa “ser louco” ou do antigo
idioma indiano (Sanskrit) Rabbahs que significa “ser violento” (EL-SAYED, 2018;
FISHBEIN; ROBINSON, 1993; LEUNG; DAVIES; HON, 2007). A origem da palavra
condiz com a doenca, pois os individuos acometidos por essa enfermidade
geralmente apresentam e demonstram sinais de loucura, violéncia, alteracdo de
comportamento, irritabilidade e nervosismo (YUHONG, 2001).

O agente etioldgico responsavel por essa doenc¢a é um virus, conhecido como
virus da raiva. No inglés, esse virus € chamado de rabies virus e, por esse motivo, a
sigla comumente utilizada para representa-lo € RABV (JACKSON, 2014; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2013).

A raiva € uma zoonose que causa uma encefalomielite progressiva aguda, e
estima-se que mais de 59.000 pessoas morram por ano no mundo vitimas dessa
doenca, sendo que a maioria delas séo oriundas de paises em desenvolvimento onde
nao ha livre acesso a assisténcia médica (HAMPSON et al., 2015; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2013).



20

Além de humanos, muitos animais também contraem a doenca e morrem, 0
gue gera um prejuizo socioeconémico de 8,6 bilhdes de dolares por ano devido a,
principalmente, perda prematura de produtividade humana e animal (WORLD
HEALTH ORGANIZATION et al., 2019). Todos os mamiferos sdo suscetiveis ao virus
e, mesmo tendo ciéncia dos impactos da doenca por quase quatro mil anos, essa €
uma enfermidade negligenciada (RUPPRECHT; KUZMIN; MESLIN, 2017).

Essa é uma moléstia que possui letalidade de quase 100%, mas que pode
facilmente ser prevenida através da vacinagdo (profilaxia de pré e pds-exposicao)
(FRANKA et al., 2013; HAMPSON et al., 2015). Contudo, uma vez que o virus infecta
o sistema nervoso central (SNC) do individuo, ndo ha nenhum tratamento de cura
eficaz (DAVIS; RALL; SCHNELL, 2015; FOOKS; JACKSON, 2020).

Como a doenca apresenta alta mortalidade e letalidade, e ndo ha lesdo ou sinal
clinico patognomonico, é de extrema importancia que o diagnostico da mesma seja
realizado através de técnicas laboratoriais fidedignas. Por conseguinte, conhecer o
agente etiolégico responsavel pela doenca é imprescindivel (FOOKS, 2018;
RUPPRECHT; KUZMIN; MESLIN, 2017).

Segundo o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (International
Committee on Taxonomy of Viruses - ICTV) (ICTV, 2022), o RABV é classificado no
super-reino Viruses, dominio Riboviria, reino Orthornavirae, filo Negarnaviricota,
classe Monijiviricetes, ordem Mononegavirales, familia Rhabdoviridae, subfamilia
Alpharhabdoviridae, género Lyssavirus e espécie Lyssavirus rabies.

Os virus que pertencem a familia Rhabdoviridae tem como caracteristica o
formato de “bala de revélver’ (Figura 1), e aqueles que pertencem ao género
Lyssavirus sdo patdgenos que causam encefalites, fazendo com que seu hospedeiro
apresente sintomatologia neuroldgica semelhantes a raiva (“rabies like encephalitis”).
Em virtude disso, esse género foi nomeado em homenagem a deusa grega da loucura
(Lyssa ou Lytta) (MORI, 2020).



21

Figura 1 - Formato e estruturas do virus da raiva
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O género Lyssavirus possui 17 espécies que atualmente estdo agrupadas em
trés grupos filogenéticos. Esses grupos séo formados de acordo com a similaridade
genética do ecto-dominio da proteina G e reatividade sorolégica cruzada das
diferentes espécies de virus (BADRANE et al., 2001). No momento atual, os trés
filogrupos estdo agrupados como a seguir (Quadro 1 e Figura 2): a) Filogrupo |
(Lyssavirus aravan, Lyssavirus australis, Lyssavirus bokeloh, Lyssavirus duvenhage,
Lyssavirus hamburg, Lyssavirus helsinki, Lyssavirus gannoruwa, Lyssavirus irkut,
Lyssavirus khujand, Lyssavirus rabies e Lyssavirus formosa); b) Filogrupo I
(Lyssavirus lagos, Lyssavirus mokola e Lyssavirus shimoni); c) Filogrupo II/IV
(Lyssavirus ikoma, Lyssavirus lleida e Lyssavirus caucasicus) (ICTV, 2022; OLIVEIRA
et al., 2020).

Contudo, hd um outro virus (Kotalahti bat lyssavirus) que ainda nao foi
oficialmente classificado, mas apresenta grande similaridade com as caracteristicas
do filogrupo I. Sendo assim, ele se encontra temporariamente classificado nesse
filogrupo (NOKIREKI et al., 2018; ICTV, 2022).
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Quadro 1 - Classificagcéo das diferentes espécies pertencentes ao género Lyssavirus de acordo com

seu filogrupo
Filogrupo Espécie Virus Abreviagao
Lyssavirus aravan Aravan virus ARAV
Lyssavirus australis Australian bat lyssavirus ABLV
Lyssavirus bokeloh Bokeloh bat lyssavirus BBLV
Lyssavirus duvenhage Duvenhage virus DUVV
Lyssavirus hamburg European bat lyssavirus 1 EBLV-1
1 Lyssavirus helsinki European bat lyssavirus 2 EBLV-2
Lyssavirus gannoruwa Gannoruwa bat lyssavirus GBLV
Lyssavirus irkut Irkut virus IRKV
Lyssavirus khujand Khujand virus KHUV
* Kotalahti bat lyssavirus* KBLV
Lyssavirus rabies rabies virus RABV
Lyssavirus formosa Taiwan bat lyssavirus TWBLV
Lyssavirus lagos Lagos bat virus LBV
2 Lyssavirus mokola Mokola virus MOKYV
Lyssavirus shimoni Shimoni bat virus SHIBV
Lyssavirus ikoma Ikoma lyssavirus IKOV
3 Lyssavirus lleida Lleida bat lyssavirus LLEBV
Lyssavirus caucasicus West Caucasian bat virus WCBV

*Espécie candidata ao género Lyssavirus., entdo ainda ndo possui nome oficial.
Fonte: (BANYARD et al., 2011; HU et al., 2018; ICTV, 2022; NOKIREKI et al., 2018; OLIVEIRA et al.,

2020; RUPPRECHT; KUZMIN; MESLIN, 2017)
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Figura 2 - Arvore filogenética representativa das diferentes espécies
pertencentes ao género Lyssavirus

Phylogroup Il

*A espécie Kotalahti bat lyssavirus (KBLV) n&o foi inserida visto que seu
genoma ainda néo foi classificado

Fonte: Fooks e Jackson (2020)

As diferentes espécies pertencentes ao género Lyssavirus estao presentes no
mundo inteiro. No entanto, algumas espécies foram encontradas somente em
determinadas regides, como o Lyssavirus australis (ABLV), que foi encontrado
apenas na Australia e sudeste da Asia. Em contrapartida, ha virus que podem ser
facilmente encontrados em diversos paises pelo mundo, como o RABV, que sé esta
ausente na Oceania e Antartica. Inclusive, o Unico Lyssavirus atualmente presente
nas Ameéricas € o RABV conforme mostra a Figura 3 (FISHER; STREICKER,;
SCHNELL, 2018).
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Figura 3 - Distribuicdo mundial das diferentes espécies pertencentes a género
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Fonte: (FISHER; STREICKER; SCHNELL, 2018) (adaptada)

Todos os virus pertencentes a ordem Mononegavirales sdo virus RNA senso
negativo e utilizam RNA polimerase para se replicarem. Portanto, todos estéo sujeitos
a diversas mutacdes visto que ela ndo possui um mecanismo de correc¢ao de insercéo
de nucleotideos (HOLLAND et al., 1982; LAURING; ANDINO, 2010; STEINHAUER;
HOLLAND, 1987). Sendo assim, o RABV apresenta populacbes de diferentes
sequéncias genéticas, chamadas de variante antigénica e/ou linhagem genética
(FOOKS; JACKSON, 2020).

As lissaviroses sao compostas por proteinas, lipidios, carboidratos e RNA. As
proteinas compdem 67-74% da massa total, os lipidios 20-26%, os carboidratos 3%,
e 0 RNA 2-3% (FOOKS; JACKSON, 2020). A “bala de projétil” (RABV) possui 200 nm
de comprimento por 80 nm de largura, aproximadamente (FISHER; STREICKER,;
SCHNELL, 2018). Esse género possui genoma com cerca de 12.000 nucleotideos,
RNA fita simples ndo segmentado e de senso negativo (-ssRNA) (ALBERTINI;
RUIGROK; BLONDEL, 2011; FAUQUET et al.,, 2005; RIEDEL; HENNRICH;
CONZELMANN, 2020). Por essa afirmacéo, subentende-se que o RNA genémico nao
é infeccioso (FOOKS; JACKSON, 2020). Além disso, esse material genético possui

cinco genes monocistrénicos que codificam as cinco proteinas estruturais do virus (N,
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P, M, G e L), também respectivamente conhecidas como nucleoproteina,
fosfoproteina, proteina de matriz, glicoproteina e RNA polimerase RNA-dependente
(FAUQUET et al., 2005; FOOKS; JACKSON, 2020).

Juntamente ao RNA, as proteinas N, P e L formam a ribonucleoproteina (RNP),
gue € o componente ativo na transcricdo e replicacédo viral. O esqueleto do virus é
formado pela interacdo do RNP, mais especificamente a proteina N, e a proteina M,
pois elas estabilizam a estrutura viral (GUICHARD et al., 2011; MEBATSION;
WEILAND; CONZELMANN, 1999). Ademais, o virus € envelopado e este € composto
pelas proteinas G e M, formando uma bicamada lipidica (ALBERTINI; RUIGROK;
BLONDEL, 2011; FAUQUET et al.,, 2005; FOOKS; JACKSON, 2020). Entre as
lissaviroses, as proteinas P e G possuem sequéncias intergenotipicas variadas,
enquanto as proteinas L, M e N possuem grande semelhanca em sua estrutura e
comprimento (MARSTON et al., 2007).

O genoma do RABYV é organizado na ordem 3’-N-P-M-G-L-5’, e ainda possui
pequenas sequéncias regulatérias no inicio (regido leader 3’) e no final (regido trailer
5') do genoma (Figura 4). A regido leader possui 58 nucleotideos invariavelmente,
sendo que o0s nove primeiros séo idénticos em todas as lissaviroses, e a regido trailer
possui 70 nucleotideos, aproximadamente (ALBERTINI; RUIGROK; BLONDEL,
2011).

Figura 4 - Estrutura do genoma do virus da raiva (RABV)
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por Poliadenilagdo: Sinal de Iniciagdo

Os cinco genes sao separados por regides intergénicas. As regides “leader” e “trailer” sdo as regides

transcricéo)

Fonte: Albertini; Ruigrok; Blondel (2011) (Adaptada)
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A extremidade 3’ (regiao leader) € o promotor génico e, portanto, € onde se
inicia a transcricdo monocistrénica dos RNAm, obrigatoriamente (FOOKS; JACKSON,
2020). Durante a transcricdo, a RNA polimerase nao transcreve o gene por completo,
pois cada um dos cinco genes possui regides que nao sao codificadas. Essas regides
servem para sinalizar a RNA polimerase onde o gene comeca a ser transcrito
(sinalizacdo de transcricdo inicial) e onde encerra a transcricdo do gene (sinalizagcao
por poliadenilagdo da terminagdo da transcricdo) conforme mostra a Figura 4
(TORDO et al., 1986). Em toda sinalizacéo de inicio, a RNA polimerase se associa ao
material a ser transcrito e, em toda sinalizacdo de encerramento, ela se dissocia
(ALBERTINI; RUIGROK; BLONDEL, 2011; FOOKS; JACKSON, 2020).

Essas inUmeras associacdes e dissociacées da RNA polimerase juntamente a
transcricdo ser sempre realizada no sentido 3’-N-P-M-G-L-5’, leva a formagao de um
gradiente de transcricdo. Os genes mais proximos a regido 3’ apresentam maiores
quantidades de RNAm do que os genes mais distantes a regido 3’. Por conseguinte,
a proteina N é a proteina em maior abundancia, seguida das proteinas P, M, G e L
(FOOKS; JACKSON, 2020).

Além de ser a mais abundante, a proteina N é oriunda de um gene que possui
sua sequéncia de nucleotideos muito conservada (MARSTON et al.,, 2007;
WARRILOW et al., 2002). Essa proteina estimula a imunidade celular e humoral do
hospedeiro, além de também influenciar a transcricdo e a replicacdo (FAUQUET et
al., 2005).

A proteina P também possui funcdo na transcricdo e replicacdao, porém ela
também é a responséavel por impedir que a proteina N se agregue com outras
moléculas de RNA presentes no virus. Ademais, essa proteina € uma das menos
conservadas e estimula a imunidade celular do hospedeiro (FAUQUET et al., 2005;
MASTERS; BANERJEE, 1988).

A proteina M consegue interferir na fosforilagéo e na exportacdo de RNAm do
nacleo do hospedeiro. Isso inibe a transcri¢cdo e traducdo da célula hospedeira. Ela
também é a responsavel pelo formato de “bala de revélver” do virus, visto que ela é
gquem faz a condensagdo do nucleocapsideo (FAUQUET et al., 2005; RIEDEL;
HENNRICH; CONZELMANN, 2020).

A grande responsavel pela ligagdo do virus com a célula hospedeira € a

proteina G. ApGs interagir com os receptores celulares do hospedeiro, ela induz a
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endocitose e fusdo do virus com o hospedeiro. Essa proteina consegue neutralizar os
anticorpos neutralizantes produzidos pelo hospedeiro (FAUQUET et al., 2005).

A encarregada da maior parte das reacdes enzimaticas realizadas, como a
transcricdo e replicacdo, € a RNA polimerase. Esse componente enzimético é
codificado pelo gene L, dando origem a proteina L (ALBERTINI; RUIGROK;
BLONDEL, 2011).

Como mencionado anteriormente, esse virus causa uma doenca quase letal e,
por isso, o diagndstico da mesma deve ser dado o mais rapido possivel e com alto
grau de confiabilidade para que as medidas profilaticas e epidemioldgicas sejam
empregadas da melhor forma possivel. Por esse motivo, a Organizacdo Mundial da
Salde (OMS) e a Organizacdo Mundial da Saude Animal (OIE) recomendam a
Imunofluorescéncia Direta (IFD) como o padrdo ouro para o diagnostico de raiva post-
mortem (FOOKS, 2018; RUPPRECHT; FOOKS; ABELA-RIDDER, 2018).

Essa técnica foi eleita como padrdo ouro devido sua alta sensibilidade,
especificidade e também rapidez (DEAN; ABELSETH; ATANASIU, 1996; GERMANO
et al., 1977). Contudo, como qualquer outra técnica de diagnéstico, ela possui
algumas limitacdes. Sua acuracia esta diretamente relacionada com: habilidade e
experiéncia do laboratorista para distinguir amostra inespecifica de amostra positiva,
a qualidade do conjugado antirrabico utilizado na reacéo antigeno-anticorpo; acesso
e qualidade do microscopio de fluorescéncia; e estado de conservacdo das amostras,
visto que amostras em decomposi¢cado ou desnaturadas reduzem sua sensibilidade
(ARAUJO et al., 2008; DEAN; ABELSETH; ATANASIU, 1996).

Sabendo-se disso, é preconizado que, além da técnica primaria de IFD, faca-
se um teste confirmatdrio. Entre os diferentes métodos que podem e séo utilizados
como testes confirmatérios como o isolamento viral em cultivo celular ou
camundongo, imunofluorescéncia indireta e teste rapido de imunohistoquimica direta,
a técnica molecular RT-PCR € muito utilizada para confirmar o diagndstico,
especialmente em amostras de equinos (RUPPRECHT; FOOKS; ABELA-RIDDER,
2018).

N&o obstante, como esperado, essa técnica molecular possui limitacdes e
cuidados. Qualquer laboratorio que realize esse tipo de método, deve possuir um
gerenciamento e fluxo de qualidade bem estabelecido no setor com o intuito de
reduzir a contaminac&o por amplicons, resultados falso-positivos e falso-negativos. E

comum ocorrer resultados falso-positivos em laboratérios que realizam nested PCR
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ou semi-nested PCR, pois os amplicons podem acabar contaminando as demais
amostras negativas. No caso dos resultados falso-negativos, eles geralmente
ocorrem devido a alguma falha em um dos processos anteriores (extracao,
transcricdo reversa e amplificacdo) ou devido a amostras que possuem substancias
inibidoras (como por exemplo fenol) (RUPPRECHT; FOOKS; ABELA-RIDDER, 2019)

Uma evolucdo do RT-PCR é o RT-gPCR (Real Time RT-PCR), que € um
método mais rapido, visto que utiliza fragmentos menores que do RT-PCR e ndo ha
necessidade de executar a etapa posterior de eletroforese. Inclusive, toda as reagdes
moleculares ocorrem dentro de um tubo fechado, reduzindo grandemente as chances
de contaminacdo cruzada, o que, consequentemente, acarreta menor niumero de
resultado falso-positivo (MCELHINNEY et al., 2020; RUPPRECHT; FOOKS; ABELA-
RIDDER, 2019).

Recentemente, foi desenvolvido, pelo Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) de Atlanta-EUA, um conjunto de primers degenerados e sonda de
hidrolise (Tagman) denominada LN34 Pan-Lyssavirus composto por bases
modificadas por LNA (do inglés locked nucleic acid, &cido nucleico bloqueado) capaz
de detectar de modo universal todas as espécies de Lyssavirus. Este teste de RT-
gPCR tem tido resultados promissores e tem sido preconizado pela OMS como teste
confirmatério para o diagnéstico da raiva (GIGANTE et al.,, 2018; RUPPRECHT;
FOOKS; ABELA-RIDDER, 2019; WADHWA et al., 2017).
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OBJETIVOS

Demonstrar o potencial do ensaio RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus de ser
utilizado como teste confirmatério a técnica de imunofluorescéncia direta

(padréo-ouro) no diagndstico laboratorial da raiva em amostras animais.

Constatar se o0 ensaio RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus demonstra qualidades
para substituir a técnica de isolamento viral em cultivo de células como teste

confirmatoério a IFD.

Comparar o desempenho do ensaio RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus nos

formatos singleplex e multiplex.
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Capitulo 1

Andlise do desempenho da imunofluorescéncia direta e do ensaio RT-gPCR
LN34 Pan-Lyssavirus para a vigilancia e diagnostico laboratorial da raiva em
amostras animais no Brasil
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1.1 RESUMO

A raiva € uma doenca causada por um virus (RABV) em que, uma vez apresentado
sinais neuroldgicos, quase 100% dos casos evoluem ao ébito. Consequentemente, é
uma enfermidade devastadora que possui grande impacto social. Por esse motivo, é
imperativo que seu diagnostico seja realizado da forma rapida, pratica e que
apresente resultados fidedignos. Devido a sua rapidez e alta sensibilidade e
especificidade diagndéstica, a OMS preconiza a Imunofluorescéncia Direta (IFD) como
a prova padréo ouro para diagnosticar a raiva post-mortem. Como qualquer outra
técnica diagnostica, a IFD possui fatores que podem reduzir sua sensibilidade. Sendo
assim, o RT-gPCR ensaio do LN34 Pan-Lyssavirus foi desenvolvido como teste
confirmatério a IFD e tem apresentado resultados promissores. No entanto, ainda
ndo ha muitos estudos utilizando tal ferramenta que comprovem sua sensibilidade e
especificidade em amostras brasileiras, que possuem variantes e linhagens genéticas
Unicas do RABV. O objetivo desse trabalho foi comparar o desempenho diagndstico
da IFD e do ensaio LN34 Pan-Lyssavirus em amostras brasileiras de sistema nervoso
central (SNC). 332 amostras de SNC foram utilizadas para realizar o diagnostico de
raiva de animais post-mortem. Dessas 332 amostras, 170 foram positivas e 162
negativas pela IFD. Ja no ensaio de RT-gPCR LN34 o RNA viral do RABV foi
detectado em 181 amostras (176 positivas e 5 inconclusivas) e auséncia de deteccao
em 151 amostras. A IFD apresentou sensibilidade e especificidade diagnostica de
96,5% e 100%, respectivamente. O ensaio do LN34 Pan-Lyssavirus apresentou
sensibilidade e especificidade diagnostica de 100% e 96,7%, respectivamente,
considerando cinco resultados inconclusivos. Conclui-se que o0 ensaio LN34 Pan-
Lyssavirus possui grande potencial de ser utilizado como prova confirmatoria a IFD,
visto que detectou o virus do RABV em amostras com baixa carga viral, procedentes
de diferentes espécies de animais e diferentes linhagens e variantes do virus.

Palavras-chave: Raiva. Imunofluorescéncia direta. RT-gPCR. Ensaio LN34 Pan-
Lyssavirus. Diagndstico laboratorial.
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ABSTRACT

Rabies is a disease caused by a virus (RABV) and, once neurological signs present,
almost 100% of the cases evolve to death. Consequently, it is a calamitous disease
that has social impact. Thus, it is crucial that its diagnosis must be easy and fast to
perform and have an accurate result. Due to its speed and high diagnostic sensitivity
and specificity, the WHO recommends the direct fluorescent antibody test (dFAT) as
the gold standard technique to diagnosis post-mortem rabies. As any other diagnostic
method, dFAT has some circumstances that might decrease its sensitivity. Therefore,
the LN34 Pan-Lyssavirus RT-qPCR assay was developed as a confirmatory test for
dFAT, and it has shown promising results. However, there are not many studies using
such tool proving its sensitivity and specificity in Brazilian samples yet, and these have
unique RABV genetic sequences. This study aimed to compare the dFAT and LN34
assay results performance in Brazilian central nervous system (CNS) samples. 332
CNS samples were used to diagnosis rabies in post-mortem animals. From the 332
samples, 170 were positive and 162 were negative in the dFAT. On the other hand,
the LN34 assay detected the RABV virus in 181 samples (176 positive and five
inconclusive) and absence of detection in 151 samples. The dFAT presented
diagnostic sensitivity and specificity of 96.5% and 100%, respectively. The LN34 assay
presented sensitivity and specificity od 100% and 96.7%, respectively, considering five
inconclusive results. In conclusion, the LN34 assay has great potential to be used as
a confirmatory test of dFAT, since it detected the RABV virus in low viral load samples,

different species and unique RABV genetic sequences.

Keywords: Rabies, direct Fluorescent Antibody Test. RT-gPCR. LN34 Pan-

Lyssavirus assay. Laboratorial diagnosis.
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1.2 INTRODUCAO

A raiva € uma doenca de elevada letalidade, na qual quase 100% dos casos
evoluem a ébito uma vez que aparecam as manifestacdes neuroldgicas, o que exige
um diagnéstico rapido, de baixo custo e acurado (HAMPSON et al.,, 2015;
HEMACHUDHA; LAOTHAMATAS; RUPPRECHT, 2002). Embora existam diversas
técnicas para diagnosticar a raiva, poucas apresentam essas caracteristicas. Na
realidade, mesmo as técnicas mais utilizadas também apresentam limitagdes, como
qualquer outra prova de diagnéstico. Consequentemente, a utilizacdo de diferentes
técnicas associadas tem a finalidade de aumentar a precisdo no diagndéstico dessa
enfermidade (GERMANO et al., 1977).

Uma imprecisdo no resultado, como falso negativo, poderia acarretar como
efeito lamentavel um 6bito humano, na auséncia da adoc¢do de condutas médicas
preconizadas no esquema de profilaxia pds-exposicdo da raiva (CENTOAMORE,
2017). O diagnéstico laboratorial da raiva influencia diretamente na ado¢cédo de
medidas de prevencao em pacientes humanos e nas providéncias a serem praticadas
no controle de um foco positivo de raiva animal (MESLIN; KAPLAN, 1996).

O padréao ouro de diagnéstico da raiva recomendado pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) é a técnica de imunofluorescéncia direta (IFD), que possui alta
sensibilidade e especificidade diagndsticas entre 95 a 100% (DEAN; ABELSETH,;
ATANASIU, 1996). Entretanto, alguns fatores podem reduzir esses parametros,
influenciando o limiar de deteccdo do antigeno viral, tais como: 1) o estado de
conservacdo da amostra de sistema nervoso central (SNC) que pode causar
degradacdo do antigeno viral; 2) eficacia do anticorpo conjugado antirrdbico (CAR)
no reconhecimento do antigeno viral; 3) qualidade do microscépio de fluorescéncia,
4) qualidade dos insumos (laminas, laminulas e reagentes); 5) subjetividade na leitura
das laminas, minimizada pela experiéncia do profissional (ARAUJO et al., 2008;
DEAN; ABELSETH; ATANASIU, 1996; WADHWA et al., 2017).

Sabe-se que o virus da raiva (RABV) nao se dissemina uniformemente pelo
SNC (RUPPRECHT; FOOKS; ABELA-RIDDER, 2018). Amostras de SNC “nao
representativas” com inexisténcia de por¢gdes importantes para diagndstico da raiva
(cerebelo, tronco encefalico e hipocampo) podem ser determinantes para essa
oscilacdo da carga viral (CENTOAMORE et al., 2020; DETTINGER et al., 2021;
SOUZA, 2019; STEIN et al., 2010).
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Por um longo periodo, o hipocampo foi considerado a melhor regido para fazer
o diagnéstico da raiva, pois era a regido que apresentava maior facilidade de se
encontrar corpusculos de Negri (LEPINE; ATANASIU, 1996; TIERKEL, 1973). No
entanto, diversos autores constataram que a estrutura mais indicada para o
diagndstico da raiva pela técnica de IFD em qualquer espécie é o tronco encefalico,
especialmente o talamo e mesencéfalo, devido sua maior intensidade antigénica
(BINGHAM; VAN DER MERWE, 2002; CARRIERI et al., 2006; CENTOAMORE et al.,
2020).

Varios autores verificaram que 0s equinos apresentam menor sensibilidade a
IFD no diagndstico da raiva, indicando a importancia do uso de testes confirmatérios
nesta espécie animal (BASSUINO et al., 2016; PEIXOTO et al., 2000; SOUZA, 2019).

O isolamento viral, tanto em camundongos (IVC) como em cultivo de células
(IVCC), tem sido recomendado pela OMS como teste confirmatorio do diagndstico da
raiva pela IFD, pois pode detectar o RABV em amostras com baixa carga viral
(MESLIN; KAPLAN, 1996). O isolamento viral aumenta a concentragéo do patdgeno,
isso porque o virus se replica nas células neuronais, podendo assim apresentar
resultados positivos mesmo em situacdes nas quais em outras técnicas (como por
exemplo a IFD) tiveram laudos negativos (CENTOAMORE, 2017). Castilho al. (2007),
em estudo realizado em amostras de quirépteros, concluiram que o IVCC é uma
técnica sensivel, rapida, de baixo custo, requerendo menor espaco para sua
execucao que o IVC. O IVCC tem sido recomendado como método alternativo visando
a substituicdo e reducdo no uso dos animais de experimentacdo. Apesar dessas
vantagens, essa técnica foi implementada em poucos laboratérios na América Latina
(NASRAUI, 2020), como por exemplo, o Instituto Pasteur de Sao Paulo (CASTILHO
et al., 2007), o Laboratorio de Saude Publica do Chile (YUNG et al., 2018) e o Instituto
Pasteur da Argentina (LA ROSA et al., 2018).

Essas dificuldades podem ser explicadas pelas desvantagens do IVCC, como
descrito a seguir: 1) necessidade de equipamentos de qualidade como cabines de
seguranca biologica (para inoculacédo viral), estufas de CO:2 (para manutencdo e
incubacéo celular) e microscépio invertido de fluorescéncia para leitura; 2) técnica
exige profissionais capacitados; 3) exigéncia de insumos de qualidade como meios
de cultura e CAR; 4) subjetividade na leitura das placas de cultura, minimizada pela
experiéncia do profissional (CENTOAMORE, 2017).
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Outro fator de impacto que altera a sensibilidade do IVCC é a decomposicao e
desnaturacao do tecido nervoso. Quando o animal morre, € esperado que 0 processo
de autdlise se inicie, sobretudo no SNC. Esse quadro de decomposi¢do pode se
agravar caso 0 material ndo seja rapidamente refrigerado/congelado, ou caso passe
por repetidos ciclos de congelamento/descongelamento (ARAUJO et al., 2008;
RUPPRECHT; FOOKS; ABELA-RIDDER, 2018).

Rudd e Trimarchi (1989) constataram que o processo da decomposi¢ao pode
alterar o resultado diagndstico do IVCC, visto que o virus precisa estar viavel para
infectar as células hospedeiras. Por possuir envelope, o RABV é sensivel a variacfes
de temperatura, podendo apresentar resultados negativos no IVCC mesmo sendo
positivos para outras técnicas. Além disso, alguns autores mencionam que a cultura
de células é mais susceptivel a citoxicidade e contaminacao bacteriana, apresentando
nesses casos diminuicdo da deteccdo do RABV pelo IVCC (KUZMIN, 2015; SOUZA
et al., 2015).

Gigante et al. (2018) apresentaram um estudo multi-laboratorial utilizando
2.978 amostras animais (mais de 60 espécies) provenientes de quatro continentes
(Africa, Américas, Asia e Europa) que foram testadas para raiva tanto para o padréo
ouro (IFD) quanto para o ensaio RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus. Esta técnica
apresentou alta sensibilidade e especificidade diagnésticas de 99,9% e 99,68%,
respectivamente. Neste levantamento, a RT-gPCR LN34 foi capaz de identificar
guase a totalidade das amostras positivas para IFD e produziu resultados definitivos
mesmo naquelas em estado de decomposicdo, que eram inconclusivas para IFD.
Além disso, a RT-gPCR LN34 ndo gerou resultados falso-negativos, e apresentou
namero reduzido de resultados falso-positivos ou inconclusivos.

Muitos laboratérios de Saude Publica realizam rotineiramente RT-gPCR para
deteccéo de outros patégenos (como influenza virus, zika virus, HIV, virus da dengue,
SARS-Cov-2) e ja possuem equipamentos e experiéncia para implementar esse teste
de RT-gPCR para raiva. Se a RT-gPCR fosse realizada rotineiramente em todas as
amostras como teste confirmatério a IFD, poderia melhorar a sensibilidade e
aumentar a capacidade dos laboratérios de detectar casos de raiva com maior rapidez
e nas situacGes com distribuicdo de antigenos extremamente esparsa e nao uniforme
(falsos negativos na IFD) (DETTINGER et al., 2021).

Estudo preliminar realizado por Chierato (2021) confirmou o caréater universal

na deteccgao das diferentes variantes e linhagens virais do RABV circulantes no Brasil.
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Este presente trabalho € pioneiro no Brasil na utilizacdo do ensaio RT-gPCR LN34
Pan-Lyssavirus como teste confirmatorio a IFD no diagndstico da raiva. O intuito deste
trabalho foi de observar a performance do ensaio e analisar se ele € consistente e
apresenta resultados fidedignos para poder ser utilizado como uma técnica

confirmatoria na rotina diagndstica no Brasil.

1.3 OBJETIVOS

O objetivo desse estudo foi o de comparar o desempenho diagndstico entre as
provas padrao ouro imunofluorescéncia direta (IFD) e o ensaio RT-gPCR LN34 Pan-
Lyssavirus One Step em 332 amostras de SNC procedentes de diferentes espécies
animais encaminhados ao Instituto Pasteur de Sao Paulo para vigilancia laboratorial

da raiva.

1.4 MATERIAL E METODOS

1.4.1 Material

O TDR Diagnostic Evaluation Expert Panel et al. (2010) publicaram
recomendacdes sobre o calculo de amostras para a validacdo de testes
diagndsticos. Considera-se o valor da sensibilidade (ou especificidade) em 90% e

um intervalo de confianca de 95%, sendo assim, supde-se que:

n = nimero de amostras positivas

p = 0,9 (valor estimado da sensibilidade ou especificidade) e
x = 0,05 (x5%) Aplicando-se tais valores na seguinte férmula,
temos que:

n=(1,96)?[p (1-p)] = (1,96)2 0,9 (1 - 0,9) ~ 138 amostras
X2 (0,05)2

Sendo assim, de acordo com o calculo seriam necessarias pelo menos 138
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amostras positivas diagnosticadas pelo método de referéncia (IFD) para medir a
sensibilidade dentro do intervalo de confianca a 95%. De modo semelhante refere-
se ao numero de amostras minimo negativas (n=138) diagnosticadas pelo método
de referéncia para medir a especificidade dentro do intervalo de confianca de 95%.
Com base nesses calculos, o numero minimo a ser analisado seria de 276 amostras.

Durante o periodo de abril de 2018 a novembro de 2020, foram utilizadas 332
amostras clinicas de sistema nervoso central (SNC) de diferentes espécies de
animais encaminhados ao Instituto Pasteur de Sao Paulo para vigilancia laboratorial
da raiva (Tabela 1). No total, 169 animais domésticos e 163 animais silvestres foram
utilizados. Importante ressaltar que das 332 amostras utilizadas, 170 amostras foram
positivas e 162 amostras foram negativas pelo padréo ouro (IFD) (Tabela 1).

Os 122 morcegos utilizados foram classificados em trés diferentes familias
(Molossidae, Phyllostomidae e Vespertilionidae) ou como nao identificado, na
ocorréncia de nao ser possivel identificar a familia devido ao estado de autélise do
animal (Tabela 2). Além dessa classificacdo, esses animais também foram
identificados de acordo com suas espécies (Tabela 2).



Tabela 1 - Total de amostras de SNC provenientes de diferentes animais (classificadas nas
diferentes espécies, géneros, familias e ordens) e seus respectivos resultados da prova de
imunofluorescéncia direta (IFD), provenientes do servico de vigilancia laboratorial da raiva do
Instituto Pasteur no periodo de abril de 2018 a novembro de 2020.

Espécies? géneros®/ familias®/ ordens? IFD positiva IFD Negativa  Total
Bovino (Bos taurus)? 70 18 88
Cao (Canis lupus familiaris)? 2 18 20
Equino (Equus ferus caballus)? 18 18 36
Gato (Felis catus domestica)? 2 16 18
Capivara (Hydrochoerus hydrochaeris)? 3 1 4
Cutia (Dasyprocta sp.)” 0 1 1
Gamba (Didelphis sp.)® 0 5 5
Javali (Sus scrofa)? 0 2 2
Lobo-Guaré (Chrysocyon brachyurus)? 1 0 1
Morcego (Chiroptera)? 66 56 122
Onca (Panthera onca)? 0 3 3
Ovino (Ovis aries)? 7 0 7
PNH* (Primate)¢ 1 20 21
Tamandua (Myrmecophagidae)°® 0 1 1
Veado (Cervidae)® 0 3 3
Total 170 162 332

*PNH: primata ndo humano. IFD: imunofluorescéncia direta.
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Tabela 2 - Amostras de morcegos que foram utilizadas no estudo classificadas em familia/espécies, e
seus respectivos resultados na técnica de imunofluorescéncia direta (IFD)..

Familia/Espécies IFD Positiva IFD Negativa TOTAL
Familia Phyllostomidae 31 18 49
Artibeus lituratus 23 12 35
Artibeus planirotris 2 1 3
Carollia perspicillata 0 1 1
Desmodus rotundus 6 0 6
Glossophaga soricina 0 4 4
Familia Molossidae 15 27 42
Eumops glaucinus 1 7 8
Eumops perotis 0 6 6
Molossus molossus 2 7 9
Molossus rufus 0 3 3
Nyctinomops aurispinosus 0 1 1
Nyctinomops laticaudatus 10 2 12
Nyctinomops macrotis 0 1 1
Tadarida brasiliensis 2 0 2
Familia Vespertilionidae 20 8 28
Eptesicus furinalis 10 0 10
Histiotus velatus 0 1 1
Lasiurus blossevilli 1 0 1
Myotis albescens 4 0 4
Myotis nigricans 5 7 12
N&o identificado 0 3 3
TOTAL 66 56 122

IFD: imunofluorescéncia direta
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1.4.2 Métodos

1.4.2.1 Imunofluorescéncia Direta

Na rotina de diagndéstico da raiva do Instituto Pasteur, faz-se a técnica de
Imunofluorescéncia Direta (IFD) para a pesquisa de antigeno viral do RABV, conforme
foi descrito por Dean et. al. (1996). Para isso, o anticorpo monoclonal comercial anti-
RABV MABO0051 (Milipore) foi utilizado. A leitura da lamina foi realizada utilizando o

microscopio de fluorescéncia Zeiss Scope A1-AX10, com aumento de 400x.

1.4.2.2 Isolamento Viral em Cultivo Celular

Na rotina de diagndstico da raiva do Instituto Pasteur, realiza-se a técnica de
Isolamento Viral em Cultivo Celular (IVCC). Para isso, utilizou-se células da linhagem
neuroblastomamurino N2A em placas de 96 orificios de fundo chato, conforme o
protocolo de Castilho et. al. (2007). A leitura da reacao foi realizada em microscépio

invertido Zeiss Observer A1-AX10 de fluorescéncia com aumento de 200x.

1.4.2.3 Extracdo de RNA total utilizando kit de extracdo de RNA RNeasy Lipid
Tissue Mini

Todas as 332 amostras de SNC foram extraidas com o kit de extracdo de RNA
RNeasy Lipid Tissue Mini (Qiagen) por colunas com membranas de silica, conforme
prescrito pelo fabricante. Apés extraido, o RNA foi imediatamente armazenado em
freezer a -80°C até ser utilizado. Aproximadamente, 30 mg de encéfalo foram

utilizados para a extracao de cada amostra.
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1.4.2.4. One-Step RT-gPCR Singleplex

Apos extracdo do material genético conforme o item 1.4.2.3, o reagente
AgPath-ID one-step RT-PCR kit (ThermoFisher Scientific) e o conjunto de primers e
sonda do ensaio RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus One Step (Quadro 2) foram usados
para detectar o RNA do RABV. Ademais, um conjunto de primers e sonda de hidrolise
(Quadro 3) também foram utilizados de modo concomitante no singleplex para
detectar o gene da B-actina, que funciona com um controle endégeno da reacéo.
Todos os reagentes e reagOes realizados seguiram a metodologia preconizada por
Wadhwa et al. (2017).

Quadro 2 - Sequéncias de primers e sonda degenerados do ensaio universal Pan-Lyssavirus LN34
utilizados na técnica de One Step RT-qPCR.

Primers/Sonda Sentido Sequéncia (5’-3’) Regido*
Primer senso 1 Senso ACGCTTAACAACCAGATCAAAGAA 1-24
Primer senso 2 Senso ACGCTTAACAACAAAATCADAGAAG 1-25
Primer antissenso Antissenso CMGGGTAYTTRTAYTCATAYTGRTC 140 - 164
Sonda LN34 Senso Egﬁl\é)l)AA+C+ACCY+C+T+ACA+A+TGGA 59 - 75

*A regido de hibridizag&o dos primers é em relagdo ao genoma completo do virus fixo PV (nimero de
acesso no GenBank: M13215.1).

O nucleotideo degenerado esta codificado de acordo com as normas da [IUPAC (D: Aou G ou T; M:
AouC;Y:CouT,;R:AouG).

Bases modificadas por LNA (do inglés locked nucleic acid, acido nucleico bloqueado): indicadas por
um sinal + precedendo a base na sequéncia (por exemplo, +A, +G, +C, +T).

Quadro 3 - Sequéncias de primers e sonda de hidrélise para detec¢édo do gene enddgeno da -actina
utilizados na técnica de RT-gPCR

Primers/Sonda Sentido Sequéncia (5°-3’)

Primer B-actina senso Senso CGATGAAGATCAAGATCATTGC

Primer B-actina antissenso Antissenso AAGCATTTGCGGTGGAC

Sonda B-actina Senso Egﬁé)l')l'CCACCTTCCAGCAGATGTGGATCA
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Para a realizacdo do One-Step RT-qPCR, foi necessario a placa de 96 orificios
MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems™). Os primers e
sondas utilizados na preparacdo do Mix possuiam concentracdo de 10 uM e 5 uM,
respectivamente (Quadros 4 e 5). Essa concentracdo se aplica tanto ao LN34 quanto
a B-actina. O aparelho usado para a efetuar a reacdo de One Step RT-gPCR (7500
Real-Time PCR) foi submetido ao ciclo descrito no Quadro 6. Em todas as placas, as
reacdes foram utilizadas com controles negativo (agua ultrapura) e positivo (virus fixo
CVS), e as amostras clinicas em duplicatas. Analisadas pelo 7500 Software Applied
Biosystem™, as amostras foram classificadas em positivas, negativas ou
inconclusivas de acordo com o namero de ciclos de quantificacdo (Cq). Amostras
apresentando Cq menor que 35 foram consideradas positivas; Cq entre 35 e 40 foram
classificadas como inconclusivas; e as com Cg maior que 40 foram denominadas

negativas (Quadro 7).

Quadro 4 - Preparacdo do Mix LN34 para o RT-qPCR Singleplex

LN34 Reagentes pL/amostra

Agua 6,5

2x RT Buffer 12,5
25xRT-PCR Enzyme mix 1
Primer senso 1 [10 pMI] 0,5
Primer senso 2 [10 pM] 0,5
Primer antissenso [10 uM] 1
Sonda [5 uM] 1

RNA 2
Total por reagéo 25uL
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Quadro 5 - Preparagao do Mix B-actina para o0 RT-gPCR Singlepex

B-actina Reagentes pL/amostra
Agua 6,5
2x RT Buffer 12,5
25xRT-PCR Enzyme mix 1
Primer senso [10 uM] 1
Primer antissenso [10 uM] 1
Sonda [5 uM] 1
RNA 2
Total por reacao 25uL

Quadro 6 - Condi¢des de temperatura e tempo para cada ciclo da PCR em tempo real one-
step no aparelho de PCR em tempo real 7500 Real-Time PCR.

Etapas do programa Numero de Ciclos Temperatura Tempo
Transcrigdo reversa 1 ciclo 50°C 30 minutos
Inativacdo da transcriptase reversa/ 1 ciclo 950C 10 minutos
Desnaturacgéo inicial
Desnaturagdo 45 ciclos 95°C 15 segundos
Anelamento/Extensdo 56°C 30 segundos

Quadro 7 - Classificacéo do Cq (ciclos de quantificacdo) das amostras submetidas ao ensaio LN34
Pan-Lyssavirus One-Step RT-gPCR

Resultado LN34 Cq B-actina Cq Interpretacao
Negativo N&o detectado <33e>0 Auséncia de RNA de RABV
Positivo Qualquer Presenca de RNA de RABV
Possivel contaminacgéo, inibicédo, baixa
Inconclusivo 35-45 Qualquer carga viral ou quantidade insuficiente de
amostra
Inconclusivo N30 detectado 33-45 ou 0 Possivel inibicdo ou quantidade insuficiente
de amostra

Fonte: Rupprecht; Fooks; Abela-Ridder (2019)
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1.4.2.5 RT-PCR convencional

Com o intuito de confirmar o diagndstico em amostras com resultados
divergentes entre as diferentes técnicas, o RT-PCR convencional e o sequenciamento
nucleotideo foram aplicados nas amostras que foram discordantes (negativas na IFD

mas positivas no ensaio do LN34).

1.4.2.6 Sintese de DNA complementar (cDNA) pela Transcri¢cdo Reversa (RT)

Primeiramente, como a raiva € um virus do tipo RNA, é necessario que se faca
a transcricdo reversa com o intuito de gerar o cDNA. Para isto, foi utilizado o kit
SuperScript™ |l Reverse Transcriptase (Invitrogen® Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA), conforme o protocolo do fabricante.

A transcricdo reversa (sintese de cDNA) foi realizada a 42°C/60° no
Termociclador (XP Cycler, Bioer Technology) em um mix contendo 8uL de 5x First
Strand Buffer, 6uL de dNTP na concentracdo de 10mM (2,5mM de cada: dATP, dTTP,
dCTP e dGTP), 4L de ditiotreitol (DTT) na concentracéo de 0,1M, 5uL de cada primer
(senso Inicio e antissenso P784), ambos os primers na concentragdo de 10uM
(Quadro 8), 5uL de RNA extraido, 1uL de SuperSript™I/l RT (2.000U/uL) e agua
ultrapura g.s.p. para uma reacao final de 47uL (Quadro 9). Uma vez que a reacao foi
concluida, as amostras de cDNA foram armazenadas no freezer -20°C até serem

utilizadas na técnica de PCR.

Quadro 8 - Sequéncia de primers utilizados nas reacdes de transcricdo reversa e de PCR
convencional

Primers Sentido Sequéncia (5’ - 3’) Regido* Referéncia

Inicio sSenso ACGCTTAACAACAARATCARAG 1-22 CAMPOS et al., 2011

P784 antissenso CCTCAAAGTTCTTGTGGAAGA 784-805 SOARES et al., 2002

O nucleotideo degenerado esta codificado de acordo com as normas da IUPAC (R: A ou G).
*A regido de hibridizacdo dos primers é em relagdo ao genoma completo do virus fixo PV
(nimero de acesso no GenBank: M13215.1), que contempla a regido leader 3’ e parte inicial
do gene que codifica a nucleoproteina.
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Quadro 9 - Preparacéo do Mix da Transcricdo Reversa do PCR convencional

Reagentes puL/amostra
5X First-Strand Buffer 8
dNTP 10 mM 6
Ditiotreitol (DTT) 0,1 M 4
SuperSript™Il RT (2.000U/pL) 1
Primer senso Inicio 10 uM 5
Primer antissenso P784 10 uM 5
Agua 13
RNA 5
Total por reacéo 47uL

1.4.2.7 PCR convencional

Para a reacdo da PCR convencional, foi utilizado o kit Platinum Tagq DNA
Polymerase (Invitrogen® Life Technologies) conforme preconizado pelo fabricante.

O PCR convencional foi submetido ao ciclo descrito no Quadro 10 e realizado
no Termociclador (XP Cycler, Bioer Technology) em um mix contendo 4uL 10X PCR
Buffer -Mg, 8uL dNTP na concentracdo de 1,25mM (2,0mM de cada: dATP, dTTP,
dCTP e dGTP), 2,5uL de cada primer (senso Inicio e antissenso P784), ambos o0s
primers na concentracdo 10uM (Quadro 8), 2,5uL MgClz, 0,5uL Platinum Tag DNA
Polymerase, 5 pL de cDNA e agua ultra pura g.s.p. para uma reacdao final de 50uL
(Quadro 11). Uma vez que a reacao foi concluida, as amostras de PCR foram

armazenadas no freezer -20°C até serem utilizadas na eletroforese.
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Quadro 10 - Condic8es de tempo e temperatura, € numero de ciclos para a amplificacéo
pelo método de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional

Etapas do programa Ciclo Temperatura Tempo
Desnaturagéo inicial 1 ciclo 94°C 5 minutos
Desnaturacao 35 ciclos 94°C 45 segundos
Hibridizacéo 35 ciclos 55°C 45 segundos
Extenséo 35 ciclos 72°C 2 minutos
Extens&o final 1 ciclo 72°C 10 minutos

Quadro 11 - Preparacédo do Mix do PCR convencional

Reagentes pL/amostra
10X PCR Buffer -Mg 4
dNTP 1,25mM 8
Primer senso Inicio 10 uM 2,5
Primer antissenso P784 10 uM 2,5
MgCl2 2,5
Platinum Taq DNA Polymerase 0,5
Agua 24
cDNA 5
Total por reagao 50pL

1.4.2.8 Eletroforese em gel de agarose

Com o intuito de analisar o resultado da RT-PCR, foi realizado a eletroforese
em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etideo (0,45mg/mL), sob o tampé&o
de corrida TBE 1x, na cuba horizontal de eletroforese Loccus LCH — 13x15 (Loccus
Biotecnologia®). A mistura de 4 uL do produto de PCR (item 1.4.2.7) com 1 uL de
Blueduice ™ Gel Loading Buffer 10x (Invitrogen® Life Technologies) foi introduzida

nas cavidades (pocos) do gel de agarose.
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Em seguida, a cuba de eletroforese foi conectada a uma fonte de energia (LPS
300V — Loccus Biotecnologia®) de 200V, 240 mA e 70W durante um periodo de 40
minutos. Concluida a corrida eletroforética, um transiluminador com luz UV (UVP
Benchtop UV Transilluminator) foi utilizado para revelar o marcador de tamanho
padrao em pares de base 100 bp DNA Ladder (Invitrogen® Life Technologies) e as
bandas de cada amostra. Devido ao conjunto de primers utilizado nas reacdes (senso
Inicio e antissenso P784), as bandas apresentadas possuem, aproximadamente, 805
pares de base de tamanho.

1.4.2.9 Sequenciamento nucleotidico pelo método de Sanger

1.4.2.9.1 Purificacao do produto de PCR

A purificacdo do produto de PCR ap0s a corrida eletroforética (item 1.4.2.8) foi
realizada com o kit GFX PCR DNA gel band purification (GE Healthcare Bio-Sciences)
seguindo as diretrizes do fabricante. Uma vez purificadas, as amostras foram

armazenadas no freezer -20°C até serem usadas.

1.4.2.9.2 Sequenciamento nucleotidico — etapa enzimatica

Com a finalidade de sequenciar o produto do PCR purificado e posteriormente
identifica-lo geneticamente, o sequenciamento nucleotidico pelo método Sanger foi
realizado segundo o método enzimatico de terminacdo em cadeia com BigDye™
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Byosystems).

Foram feitas reac0es independentes para o primer senso Inicio e para o primer
antissenso P784 para cada amostra. O mix foi formado por BigDye v3.1, primer senso
(Inicio) ou antissenso (P784) a 3,2 uM e pelo produto do PCR purificado (Quadro 12).
O controle da reacdo do sequenciamento faz-se com a amostra pGEM. O mix do

pGEM foi composto pelo BigDye v3.1, primer a 0,8 uM (primer especifico do pGEM)



48

e agua DNA/RNase free. Ambas as reacdes (amostra e controle) totalizaram 10uL

(Quadros 12 e 13) e foram submetidas ao ciclo descrito no Quadro 14.

Quadro 12 - Mix da reacéo de sequenciamento das amostras

Reagentes pL/amostra
BigDye 4 L
Primer (Senso ou Antissenso) 1l
cDNA purificado 5 uL
Total da reacéo 10 pL

Quadro 13 - Mix do controle da reacdo de sequenciamento pGEM

Reagentes

BigDye 4yl
Primer 0,8 uM 4L
pGEM 1L
Agua DNA/RNase free 1L
Total da reacéo 10 pL

Quadro 14 - Condi¢des de tempo e temperatura, e niumero de ciclos para a amplificag&do
pelo método da reacdo de sequenciamento.

Etapas do programa Nimero de Ciclos Temperatura Tempo
Desnaturagao inicial 1 ciclo 96°C 1 minuto
Desnaturagao 30 ciclos 96°C 10 segundos
Anelamento 30 ciclos 50°C 5 segundos
Extenséo 30 ciclos 60°C 4 minutos
Conservacao 1 ciclo 10°C 0
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1.4.2.9.3 Sequenciamento nucleotidico — eletroforese capilar em gel

AplGs a reacdo de sequenciamento, foi realizada purificacdo das amostras
utilizando Sephadex™ G-50 fine (GE Healthcare Bio-Sciences) em placas com filtro
Multiscreen HV com 96 orificios. Posteriormente, as sequéncias de DNA foram
determinadas pelo sequenciador automético SeqStudio Genetic Analyzer (Applied

Byosystems) seguindo as instrucdes do fabricante.

1.4.2.10 RT-gPCR AgV3

Para caracterizacdo de amostras clinicas de herbivoros, morcego hematéfago
Desmodus rotundus e morcego frugivoro Artibeus lituratus, compativeis com a
variante antigénica 3 (AgV3), foi utilizado o ensaio de PCR em tempo real (QPCR)
descrito por Scheffer (2011).

Esse ensaio foi realizado utilizando placa de 96 orificios MicroAmp® Optical 96
well Reaction Plate, e em cada orificio foram distribuidos 12,5uL de 2X TagMan®
Universal PCR Master Mix, 1,25uL do Custom Tagman® Gene Expression Assay
20X, contendo os primers senso K1 e antissenso K2, e a sonda de hidrélise KP
(Quadro 15), 8,75uL de agua livre de nucleases, e 2,5uL de cDNA de amostra (item
1.4.2.6), totalizando um volume de 25uL (Quadro 16). Cada amostra foi feita em
duplicata e todas as reacdes contavam com um controle positivo (amostra
sabidamente positiva e anteriormente tipificada como AgV3) e um controle negativo
(dgua ultrapura).

A placa de 96 orificios foi colocada no aparelho de PCR em tempo real 7500
Real-Time PCR, e submetida aos ciclos de temperaturas descritos no Quadro 17. Os
resultados foram analisados no 7500 Software Applied Biosystems™, e as amostras
gue apresentaram ciclo de quantificacdo (Cq) menor que 35, foram consideradas
positivas. Foi considerado inconclusivo, as amostras com Cq entre 35 e 40. E as

amostras eram consideradas negativas quando o Cqg era maior que 40.
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Quadro 15 - Sequéncia de primers e sonda utilizados nos ensaios de qPCR para caracterizagcéo
de amostras compativeis com a variante antigénica 3 (AgV3) do RABV

Primers Sentido Sequéncia (5’ — 3’) Regido*
Primer K1 Senso GAGACAGCCCCCTTTGCA 590-607
Primer K2 Antissenso GCCAGGAATCTGAAATTTGGTATGG 666-690
Sonda KP - (FAM) ACGACCCACAAAATGT (MGB) 635-650

A sonda KP é marcada com reporter FAM na porcao 5’, e quencher MGB na porc¢éo 3'.
*A regido de hibridizacéo dos primers e da sonda é em relacdo ao genoma completo do
virus fixo PV (nimero de acesso no GenBank: M13215.1).

Quadro 16 - Mix da reacéo de PCR em tempo real (QPCR) para caracterizacao
de amostras compativeis com a variante antigénica 3 (AgV3) do RABV

Reagentes pL/amostra
2X TaqMan® Universal PCR Master Mix 12,5 uL
Custom Taqman® Gene Expression Assay 20X 1,25 pL
Agua ultrapura 8,75uL
cDNA 2,5uL
Total da reacéo 25 uL

Quadro 17 - Condi¢des de temperatura e tempo para cada ciclo da gPCR no aparelho de PCR em
tempo real 7500 Real-Time PCR

Etapas do programa Numero de Ciclos Temperatura Tempo
Incubagdo enzima UNG 1 ciclo 502C 2 minutos
Ativagdo enzima Amplitaq Gold 1 ciclo 959C 10 minutos
Desnaturagdo 45 ciclos 95¢C 15 segundos
Hibridizacdo e extensao 45 ciclos 602C 1 minuto
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1.4.2.11 Anéalise dos resultados

O calculo da sensibilidade e especificidade diagndstica das provas
laboratoriais executadas (IFD, IVCC e RT-gPCR) foi feita a partir da relacdo entre
positividade e negatividade nas amostras de SNC (Anexo A). Para esse proposito,

foram empregadas as seguintes formulas mateméticas:

Steste=Peste/Ptotal, S€Nd0 Steste= Sensibilidade diagnostica de determinada prova
laboratorial, Peste= positividade de determinada prova laboratorial e Piwta= positividade

total (levando em conta os resultados de todas as provas laboratoriais).

Eteste=Nteste/Ntwtal, Sendo Eteste= especificidade diagnostica de determinada
prova laboratorial, Nwste= negatividade de determinada prova laboratorial € Niota=

negatividade total (levando em conta os resultados de todas as provas laboratoriais).

Para que a amostra de SNC seja considerada positiva para raiva, a mesma
deveria apresentar resultados concordantes em pelo menos duas provas
laboratoriais. Na presenca de apenas um Unico resultado positivo, o resultado foi
considerado como inconclusivo e na auséncia de comprovacao da especificidade

analitica foi classificado como falso positivo.

Para avaliar a concordancia entre os resultados gerados das diferentes provas
diagnodsticas, calculou-se o indice de Kappa (k) de concordancia (intervalo de
confianca 95%), usando-se o programa estatistico GraphPad Prism version 7
conforme método descrito por Landis e Koch (1977).

K < 0: ndo existe concordancia

K entre 0 e 0,20: concordancia minima

K entre 0.21 e 0,40: concordancia razoavel

K entre 0,41 e 0,60: concordancia moderada

K entre 0,61 e 0,80: concordancia substancial

K entre 0,81 e 1,00: concordéancia quase perfeita
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1.5 RESULTADOS

Comparando-se os resultados entre a IFD e o ensaio RT-gPCR LN34 Pan-
Lyssavirus, o grau de concordancia entre esses dois testes, avaliados pelo indice de
kappa, foi de 0,935 + 0,019 (concordancia quase perfeita). Apenas 11 amostras
(3,3%) apresentaram resultados discordantes entre as duas técnicas (Tabela 3 e
Quadro 18).

A IFD apresentou sensibilidade e especificidade diagnodsticas de 96,5% e
100%, respectivamente (Tabela 3). J& a RT-gPCR LN34 apresentou sensibilidade e
especificidade diagndsticas de 100% e 96,7%, respectivamente, considerando cinco

resultados inconclusivos (Tabela 3).

Tabela 3 - Comparacéo entre a imunofluorescéncia direta (IFD) e o ensaio RT-qPCR LN34 Pan-
Lyssavirus para detec¢do do RABV em 332 amostras de SNC

RT-gPCR LN34

Pos Neg Inc Total

IFD Pos 170 0 0 170
Neg 6 151 5 162
176 151 5 332

Os resultados individuais das amostras podem ser observados no Anexo A. No
entanto, € importante ressaltar que o padrdo ouro de diagnéstico post-mortem da
raiva (IFD) detectou 170 amostras clinicas positivas e 162 negativas. Dessas 162
amostras negativas pela IFD, o ensaio do RT-qPCR LN34 Pan-Lyssavirus detectou
11 amostras como positivas conforme mostra o Quadro 18.

Dessas 11 amostras, seis foram confirmadas como positivas, sendo que quatro
apresentaram-se positivas na RT-PCR convencional e sequenciamento nucleotidico
(190108002096, 190108002824, 200108000104 e 200108000131) e duas amostras
de herbivoros apresentaram resultados positivos na RT-gPCR AgV3 (200108001746
e 200108002706). Nas demais cinco amostras (negativas na IFD e positivas na RT-
gPCR LN34) nao foi possivel ter resultados confirmatérios (no RT-PCR convencional
e sequenciamento nucleotidico) e provisoriamente foram classificados como
inconclusivos: 190108002445, 192410000614, 190108003312, 200108001825 e
200108001993 (Quadro 18).
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As amostras de capivara (190108002445) e cdo (192410000614), apesar de
apresentarem resultados positivos nas provas de RT-gPCR LN34 e RT-gPCR AgV3,
foram consideradas inconclusivas, pois a RT-gPCR AgV3 foi padronizada apenas na
deteccdo de RABV em amostras clinicas de herbivoros domésticos, morcego
hematéfago Desmodus rotundus e morcego frugivoro Artibeus lituratus
(CENTOAMORE et al., 2020).

Das 11 amostras negativas na IFD, nove (81,8%) apresentavam
concentragOes virais reduzidas na RT-gPCR LN34, ou seja: duas com carga viral
extremamente baixa (valores de Cq 31,1 e <35), trés com carga viral baixa (Cq=26,1

e <31) e quatro com carga viral moderada (Cqg2,19,1 e <26) (Quadro 18).

Quadro 18 - Resultados que apresentaram divergéncias entre a prova padrao ouro imunofluorescéncia
direta (IFD) e RT-qPCR LN34 Pan-Lyssavirus

RT-PCR/ RT-gPCR RT-gPCR Resultado

Amostra Espécie IFD IVCC Seq LN34 AQV3 Final
190108002096 Eq Neg Neg Pos 32,8 NR Pos
190108002445 Capivara Neg Neg NR 27,4 33,1* Inc
190108002824 Bov Neg Neg Pos 17,5 NR Pos
190108003312 Eq Neg Neg Neg 31,1 NR Inc
192410000614 Céo Neg Neg Neg 22 31,1* Inc
200108000104 Eq Neg Neg Pos 22,7 NR Pos
200108000131 Eq Neg Neg Pos 26,4 NR Pos
200108001746 Eq Neg NR Neg 26,4 32,9 Pos
200108001825 Bov Neg Inc Neg 18,8 NR Inc
200108001993 Eq Neg Neg Neg 20,9 35,1* Inc
200108002706 Eq Neg Neg NR 23,9 29,4 Pos

IFD: Imunofluorescéncia direta; IVCC: isolamento viral em cultivo celular; Seq: sequenciamento
nucleotidico; Pos: positivo; Neg: negativo; NR: nao realizado; Inc: inconclusivo; Eq.: equino; Bov.:
bovino; *amostras ndo consideradas positivas pela RT-gPCR AgV3.

Comparando-se os resultados entre o isolamento viral em cultivo celular (IVCC)
e 0 ensaio RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus, o grau de concordancia entre esses dois
testes, avaliados pelo indice de kappa, foi de 0,726 + 0,037 (concordancia
substancial). 41 amostras (13,6%) apresentaram resultados discordantes entre as

duas técnicas (Quadro 19).
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O IVCC apresentou sensibilidade e especificidade diagnosticas de 76% e
97,3%, respectivamente (Tabela 4). Ja a RT-gPCR apresentou sensibilidade e
especificidade diagnosticas de 100% e 96,7%, respectivamente, considerando cinco

resultados inconclusivos (Tabela 4).

Tabela 4 - Comparacéo entre o isolamento viral em cultivo de células (IVCC) e o ensaio RT-gPCR
LN34 Pan-Lyssavirus para deteccdo do RABV em 302 amostras de SNC

RT-gPCR LN34

Pos Neg Inc Total
Pos 114 0 0 114
ivee Neg 33 144 4 181
Inc 3 3 1 7
150 147 5 302

Foram 302 amostras submetidas ao IVCC e também ao RT-gPCR LN34.
Desse total, 114 amostras foram positivas no IVCC e na RT-gPCR LN34, enquanto
144 amostras foram negativas tanto no IVCC quanto na RT-gPCR. Além disso, sete
amostras que demonstraram resultados inconclusivos no IVCC, sendo trés positivas,
trés negativas e uma inconclusiva na RT-qPCR. Contudo, 37 amostras foram
negativas no IVCC, mas positivas na RT-gPCR LN34 (Quadro 19).

Dessas 37 amostras IVCC negativas, foram confirmadas a positividade em 33.
Nas quatro demais (IVCC negativas e RT-gPCR LN34 positivas), elas foram
consideradas inconclusivas (Quadro 19).

A maioria das amostras IVCC negativas e RT-gPCR LN34 positivas (34/37,
91,9%) foram provenientes de amostras de herbivoros (Quadro 19).

Das 37 amostras negativas na IVCC, apenas 13 (35,1%) apresentavam
concentragdes virais reduzidas na RT-gPCR LN34, ou seja: duas com carga viral
extremamente baixa (valores de Cq =31,1 e <35), trés com carga viral baixa (Cq=26,1

e <31) e oito com carga viral moderada (Cqg=,19,1 e <26) (Quadro 19).
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Quadro 19 - Resultados que apresentaram divergéncias entre o isolamento viral em cultivo de células
(IVCC) e RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus

Amostra Identificacdo IFD IVCC R—[ﬂspr Resultado
181733000097 Morcego Pos Inc 22,7 Pos
190108000288 Morcego Pos Neg 225 Pos
190108000311 Bovino Pos Neg 21,5 Pos
190108001512 Equino Pos Neg 21,4 Pos
190108001543 Bovino Pos Neg 10,7 Pos
190108001868 Bovino Pos Neg 13,3 Pos
190108001998 Bovino Pos Neg 12,6 Pos
190108002012 Equino Pos Neg 29,7 Pos
190108002013 Bovino Pos Neg 15,9 Pos
190108002069 Ovino Pos Neg 145 Pos
190108002096 Equino Neg Neg 32,8 Pos*
190108002181 Bovino Pos Inc 10,7 Pos
190108002226 Equino Pos Neg 12,6 Pos
190108002260 Ovino Pos Neg 12,6 Pos
190108002291 Bovino Pos Neg 17,6 Pos
190108002296 Bovino Pos Neg 22,7 Pos
190108002387 Bovino Pos Neg 14,5 Pos
190108002445 Capivara Neg Neg 27,4 Inc
190108002511 Bovino Pos Neg 111 Pos
190108002512 Bovino Pos Neg 9,5 Pos
190108002514 Equino Pos Neg 16,9 Pos
190108002549 Bovino Pos Neg 16,2 Pos
190108002739 Ovino Pos Neg 9,1 Pos
190108002824 Bovino Neg Neg 17,5 Pos*
190108002967 Equino Pos Neg 12,2 Pos
190108003312 Equino Neg Neg 311 Inc
190108003477 Bovino Pos Neg 13 Pos
190108003525 Bovino Pos Neg 11,2 Pos
190108003537 Equino Pos Neg 20 Pos
190108003834 Bovino Pos Inc 14,3 Pos
190108004491 Gato Pos Neg 12,4 Pos
190108004730 Bovino Pos Neg 11,6 Pos
190108004732 Morcego Pos Neg 3,5 Pos
190108005206 Equino Pos Neg 15,5 Pos
192410000614 Céo Neg Neg 22 Inc
192410000636 Morcego Pos Neg 3,8 Pos
200108000104 Equino Neg Neg 22,7 Pos*
200108000131 Equino Neg Neg 26,4 Pos*
200108001825 Bovino Neg Inc 18,8 Inc
200108001993 Equino Neg Neg 20,9 Inc
200108002706 Equino Neg Neg 23,9 Pos*

*RT-PCR/sequenciamento nucletidico positivo; “RT-qPCR AgV3; Pos: positivo; Neg: negativo; Inc: inconclusivo
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1.6 DISCUSSAO

Recentes estudos com resultados promissores sugerem a utilizagéo da prova
de RT-gPCR One-Step LN34 Pan-Lyssavirus como uma técnica de diagndstico da
raiva confirmatoéria a IFD (GIGANTE et al., 2018; WADHWA et al., 2017).

Na avaliacdo dos resultados, similar a investigacao relatada por Gigante et al.
(2018), observou-se concordancia quase perfeita entre os resultados obtidos entre a
prova padréao-ouro e a RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus. Todas as 170 amostras
positivas pela IFD foram detectadas pelo ensaio de RT-gPCR. Adicionalmente, a RT-
gPCR demonstrou sensibilidade superior em comparacao ao teste padrao-ouro IFD,
como o estudo de Gigante et al. (2018). Mas apesar disso, provas moleculares séo
atualmente recomendadas apenas como testes confirmatérios a IFD e ndo sao
indicadas como provas primarias (DETTINGER et al., 2021).

Foi também demonstrado que a maioria das amostras negativas pela IFD e
positivas na RT-gPCR LN34 apresentavam carga viral reduzida. Este dado corrobora
a elevada sensibilidade da prova padréo ouro IFD na maioria dos casos de raiva,
indicando auséncia de deteccdo em situagOes de distribuicdo antigénica dispersa
(CENTOAMORE et al., 2020). Valores similares de sensibilidade da IFD foram
encontrados por diversos autores (GERMANO et al., 1977; PEIXOTO et al., 2000;
RODRIGUES et al., 2022). Rodrigues et al. (2022) ao analisarem resultados de 6.514
amostras de diferentes espécies animais provenientes do servico de vigilancia da
raiva do Instituto Pasteur (IP), no periodo de 2008 a 2016, observaram sensibilidade
de 93,58% na IFD. Germano et al. (1977), em estudo realizado no IP durante o
periodo de janeiro de 1974 a abril de 1976, observaram sensibilidade na IFD de
95,15% em 2.242 amostras de caes utilizadas no diagnéstico laboratorial da raiva. Ja
Peixoto et al. (2000), no intervalo de 1981 a 1994, detectaram sensibilidade
diagndstica de 94,1% na IFD em 1.094 amostras de bovinos processadas no Instituto
Bioldgico para diagnostico laboratorial de raiva.

Nas seis amostras negativas na IFD e comprovadamente positivas por pelo
menos duas técnicas diagndsticas, todas eram oriundas de herbivoros, sendo 83,3%
animais da espécie equina. De modo semelhante, diversos autores relataram também
menor deteccéo pela IFD no diagndstico da raiva nessa espécie, comprovando assim
a importancia da adoc¢éao de testes confirmatorios (BASSUINO et al., 2016; PEIXOTO
et al., 2000; RODRIGUES et al., 2022; SOUZA, 2019).
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As cinco amostras, classificadas como inconclusivas (negativas na IFD e
positivas na RT-gPCR LN34), necessitam confirmacdo do resultado e ndo foram
detectadas como positivas na RT-PCR e sequenciamento, provavelmente devido a
carga viral reduzida ou por inespecificidade da reacéo.

A sensibilidade diagnostica do IVCC é semelhante ao observado por Rodrigues
et al. (2022). Ao analisarem os resultados de 6.514 amostras provenientes do
diagnostico laboratorial da raiva do IP, no periodo de 2008 a 2016, esses autores
observaram sensibilidade de 70,42% no IVCC.

Provavelmente essa menor sensibilidade do IVCC poderia ser decorrente de
alguns fatores, tais como baixa carga viral ou citotoxicidade, em particular em
amostras de equinos positivas para raiva (CENTOAMORE et al., 2016; SOUZA,
2019).

A hipétese da baixa carga viral foi confirmada pelos valores de Cq obtidos na
RT-gPCR LN34 em apenas 13 amostras negativas no IVCC. No entanto, apesar das
amostras utilizadas nas técnicas de IVCC e RT-gPCR de serem provenientes dos
mesmos animais, foram realizadas aliquotas do “pool” das amostras distintas em
momentos diferentes para essas duas provas, hdao sendo assim réplicas exatas.

Como o IVCC no IP é realizado a partir do “pool” das diferentes estruturas de
tecido nervoso, nas situacfes de baixa carga viral (onde a distribuicdo do RABV é
esparsa e nao uniforme), poderia ocorrer “diluicdo” ao adicionar estruturas negativas
(sem virus) junto com aquelas “fracamente positivas”, resultando assim em um “viés
metodoldgico” (SOUZA, 2019). Para conseguir um numero adequado de particulas
virais no IVCC, suficientes para o isolamento, algumas vezes faz-se necessario
efetuar multiplas passagens, o que nao é realizado na rotina diagndstica do IP
(CENTOAMORE et al., 2016).

Além disso, as amostras de SNC de herbivoros domésticos no Brasil, devido
as condi¢des improéprias de acondicionamento e armazenamento, podem chegar no
laboratério em estado de decomposicao (autolise). Nesse estado, citotoxicidade deve
ocorrer, fato que pode contribuir na diminuicdo da detecgdo viral, com maior

possibilidade de resultados negativos ou inconclusivos (SOUZA, 2019).
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1.7 CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos, pode- se concluir que o ensaio RT-gPCR Pan-Lyssavirus
apresenta potencial de ser utilizado como prova confirmatéria a IFD, sendo eficaz na
deteccdo do RABV em amostras procedentes de diferentes espécies animais, em
casos com variantes ou linhagens virais distintas ou mesmo em diferentes

concentracdes virais.
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2.1 RESUMO

Como a raiva € uma doenca fatal apdés a manifestacdo neuroldgica, o diagndstico
deve ser acurado e rapido. O teste padrdo ouro para diagnostica-la é a
imunofluorescéncia direta (IFD), mas técnicas moleculares como RT-PCR
convencional sdo utilizadas como teste confirmatorio. O ensaio RT-gPCR LN34 Pan-
Lyssavirus é uma evolucdo do RT-PCR convencional e manifestou resultados muito
favoraveis. Esse ensaio foi originalmente planejado para amplificar o gene da
sequéncia-alvo das Lyssaviroses (regido leader e os primeiros 95 nucleotideos do
gene N) e o controle interno B-actina em duas reagfes separadas, mas concomitantes
(singleplex). O RT-gPCR multiplex possibilita a amplificacdo simultanea de mais de
um gene alvo. Dessa forma, o RT-qPCR LN34 Pan-Lyssavirus multiplex viabiliza a
amplificacdo concomitante da regido leader, os primeiros 95 nucleotideos do gene N
e o controle interno B-actina em uma mesma reacao. O objetivo desse trabalho foi de
avaliar o desempenho do ensaio de RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus multiplex para
deteccdo simultanea do virus da raiva (regido leader e gene N) e do controle de
amplificagdo interno B-actina em amostras clinicas de sistema nervoso central de
diferentes espécies de animais. De 211 amostras analisadas, somente nove amostras
(4,2%) foram discordantes entre a IFD e o RT-gPCR multiplex. Outras nove amostras
(4,2%) foram discordantes entre o RT-gPCR no formato singleplex e no multiplex. A
IFD e o RT-gPCR multiplex apresentaram grau de concordancia quase perfeita (0,916
+ 0,027) no indice kappa. O RT-gPCR no formato singleplex e no multiplex
apresentaram grau de concordéancia quase perfeita (0,918 + 0,027) no indice kappa.
Conclui-se que o RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus multiplex deve ser utilizado com
parcimbnia como teste confirmatério para o diagnostico da raiva, visto que em
amostras com baixa carga viral existe a possibilidade de ocorréncia de resultados
falsos-negativos.

Palavras-chave: raiva, RT-gPCR, multiplex, LN34 Pan-Lyssavirus, diagnoéstico.
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ABSTRACT

Since rabies is a lethal disease after neurological signs present, the diagnosis must
be fast and accurate. The gold standard test to diagnosis it is the direct Fluorescent
Antibody Test (dFAT), but molecular techniques such as the traditional RT-PCR are
used as confirmatory test. The RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus assay is an evolution
of the traditional RT-PCR and displayed encouraging results. This assay was originally
designed to amplify the Lyssavirus’ gene target (leader region and the first 95
nucleotides of N gene) and the intern control p-actin in two distinct reactions, but
simultaneously (singleplex). The RT-gPCR multiplex enables the amplification of
several targets at the same time. Therefore, the RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus
multiplex amplifies the leader region, the first 95 nucleotides of N gene and the intern
control B-actin in the same reaction concurrently. This study aimed to analyze the RT-
gPCR LN34 Pan-Lyssavirus multiplex performance to simultaneously detect the
rabies virus (leader region and N gene) and the intern control B-actin in the central
nervous system clinic samples from different species. From 211 samples, only nine
samples (4.2%) were discordant between the dFAT and RT-qPCR multiplex. Other
nine samples (4.2%) had their results diverged between the RT-qPCR singleplex and
multiplex. The dFAT and RT-gPCR multiplex had an almost perfect agreement (0.916
+ 0.027) in the Kappa test. The RT-gPCR multiplex and the singleplex had an almost
perfect agreement (0.918 + 0.027) in the Kappa test. In conclusion, the RT-qPCR
LN34 Pan-Lyssavirus multiplex may be carefully used as a confirmatory test to

diagnose rabies, since low viral load samples have a risk of false-negative result.

Keywords: rabies, RT-gPCR, multiplex, LN34 Pan-Lyssavirus, diagnosis.



64

2.2 INTRODUCAO

Como a raiva é uma enfermidade de evolucdo indubitavelmente fatal em
mamiferos (incluindo os seres humanos), uma vez que as manifestacdes
neuroldgicas aparecem, os testes diagndsticos devem ser realizados rapidamente e
devem apresentar alto desempenho em relacdo a sensibilidade e especificidade
diagnosticas (WADHWA et al., 2017; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

Os meétodos moleculares como a RT-PCR convencional e sequenciamento
nucleotidico tém sido preconizados no Brasil para o diagnéstico antemortem da raiva
e monitoramento da eficacia terapéutica (protocolo de Recife) em humanos a partir
de amostras de saliva, bidpsia da pele da regido da nuca (foliculo piloso) e liquido
cefalorraquidiano (BRASIL, 2011). Além disso, essas técnicas tém sido utilizadas
como testes confirmatoérios a IFD nas situacdes de resultados inconclusivos, amostras
degradadas e para caracterizacdo genética das linhagens virais em espécimes de
SNC provenientes de animais e humanos. Sabe-se que a RT-PCR convencional,
especialmente RT-PCR hemi-nested, é propensa a amplificacdo inespecifica
(“bandas espurias”) ou mesmo contaminagao cruzada, podendo ocasionar resultados
falso-positivos. Uma etapa adicional de sequenciamento do amplicon, que é
demorada e trabalhosa, é necessaria para descartar esses casos (HEATON et al.,
1997; WADHWA et al., 2017).

O ensaio RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus demonstrou resultados promissores
no diagnostico da raiva, com alta sensibilidade e especificidade (GIGANTE et al.,
2018; MINOZZO et al., 2022; WADHWA et al., 2017). Essa técnica é considerada do
tipo “tubo fechado”, na qual ndo requer etapa adicional de eletroforese para revelacéo
dos resultados, o que reduz a chance de resultados falso-positivos por contaminacéo
cruzada, além de ser mais rapida e menos trabalhosa. Em laboratérios de rotina
diagnéstica, o uso de tal teste molecular ainda pode ser limitado pelo custo e, as
vezes, pela disponibilidade da quantidade adequada de amostra para o teste.

Essa metodologia apresenta sonda do tipo &cido nucleico bloqueado (LNA, do
inglés locked nucleic acid), que possui a propriedade de intensificar a estabilidade
térmica na ligacdo da sonda com a sequéncia-alvo, através do aumento da
temperatura de melting, resultando em um incremento na discriminacdo de

polimorfismos em uma Unica base nucleotidica. Devido a essa propriedade, essa
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sonda tipo LNA tem demonstrado ter sensibilidade e especificidade analiticas
superiores as outras sondas de hidrélise Tagman® previamente utilizadas em estudos
anteriores de RT-qPCR para diagnostico da raiva e outros Lyssavirus (RODRIGUES
et al., 2022; WADHWA et al., 2017).

A sequéncia-alvo no ensaio LN34 amplifica uma regido de 165 nucleotideos,
considerada a mais conservada entre as diferentes espécies de Lyssavirus, incluindo
a sequéncia leader de 58 nucleotideos e os primeiros 95 nucleotideos do gene N
(WADHWA et al., 2017). Diferentemente dos estudos prévios de RT-gPCR, os quais
requeriam um numero elevado de sondas de hidrélise Tagman®, o ensaio LN34
demonstrou ser possivel um teste de diagndstico universal utilizando poucas sondas
do tipo LNA para deteccao das diversas espécies de Lyssavirus e variantes do RABV
(BLACK et al.,, 2002; DEUBELBEISS et al., 2014; RODRIGUES et al.,, 2022;
WADHWA et al., 2017; WAKELEY et al., 2005).

Problemas potenciais na RT-gPCR incluem falso-negativos que podem ocorrer
devido a diversos fatores, tais como: 1) degradacéo ou em quantidade insuficiente da
amostra (por problemas na coleta, transporte, conservacdo e processamento); 2)
presenca de inibidores da amplificacdo (MOLDOVAN; MOLDOVAN, 2020). A
incorporagao de um controle interno B-actina de amplificacdo no ensaio RT-qPCR
LN34 Pan-Lyssavirus por Wadhwa et al. (2017) foi uma estratégia eficaz para
monitorar a performance de todo o procedimento de diagndstico (extracao,
transcricdo reversa e amplificacdo dos acidos nucleicos) e descartar resultados falso-
negativos. Sabe-se que [-actina pertence a classe de genes denominados
housekeeping (constitutivos) ou enddgeno, que sdo definidos como aqueles
necessarios na manutencao das funcdes celulares basicas e sdo expressos em 0s
todos os tipos celulares (AGIANNIOTAKI et al., 2021; MOLDOVAN; MOLDOVAN,
2020).

O ensaio desenvolvido de RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus foi inicialmente
desenvolvido por Wadhwa et al. (2017) para ser amplificado de modo simultaneo na
mesma corrida de modo singleplex: os genes da sequéncia-alvo (regiéo leader e inicio
do gene N) e do controle interno B-actina. Recentemente, Minozzo et al. (2022)
adaptaram esse ensaio LN34 de modo multiplex. Esses autores observaram 100%
de concordancia dos resultados entre a IFD e os ensaios LN34 multiplex e singleplex

em 88 amostras (41 positivas e 47 negativas).
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A técnica de RT-qPCR no formato multiplex permite a identificacdo e
amplificacdo de mais de uma sequéncia-alvo de acidos nucleicos (dois ou mais loci),
de modo simultaneo, pela inclusdo adicional de diferentes pares de primers (ou
iniciadores) e sondas marcados com corantes fluorescentes com espectros distintos
na sua porcao reporter para cada alvo em uma mesma reagao (como por exemplo,
HEX e FAM). Tal procedimento laboratorial pode diminuir o tempo de liberacdo dos
resultados e reduzir a carga de trabalho para o diagnostico, por possibilitar o
processamento de um maior nimero de amostras (otimizando o uso do equipamento)
e também deve causar reducéo dos custos do teste, por utilizar menor quantidade de
reagentes e materiais (plasticos) em relacdo a técnica em formato singleplex
(EDWARDS; GIBBS, 1994; HENEGARIU et al., 1997; SAMBROOK; RUSSELL,
2001).

A “multiplexacao” requer a apresentacao de evidéncias que demonstrem que
o0 desempenho similar ao demonstrado no formato singleplex em relacdo a
sensibilidade, especificidade e limite de detec¢cédo. Essa preocupacao € de particular
importancia quando alvos menos frequentes sdo coamplificados com alvos mais
abundantes (BUSTIN et al., 2009). Quando genes constitutivos sédo utilizados como
controle interno da amplificacdo, um ensaio multiplex com limitagdo na concentracéo
dos primers e da sonda pode ser necessaria. Essas condi¢cfes limitadas de reacao
evitam o consumo precoce de reagentes (como por exemplo dNTPs) antes que o alvo

menos frequente seja amplificado.

2.3 OBJETIVOS

O presente estudo teve 0 objetivo avaliar o desempenho do ensaio de RT-
gPCR LN34 Pan-Lyssavirus no formato multiplex para detec¢éo simultanea do RABV
(regido leader e gene N) e do controle de amplificagéo interno $-actina em amostras
clinicas de SNC provenientes do servi¢co de vigilancia e diagnostico laboratorial da

raiva do Instituto Pasteur.
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2.4 MATERIAL E METODOS

2.4.1 Material

Para a avaliacdo do RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus no formato multiplex,
foram utilizadas 211 amostras clinicas de SNC, coletadas durante o periodo de abril
de 2018 a novembro de 2020 e procedentes do servico de diagnostico laboratorial da
raiva no Instituto Pasteur de Sao Paulo (Anexo A).

Todas as 211 amostras utilizadas para o estudo, 109 foram negativas e 102
foram positivas no padrdo ouro (IFD) (Anexo A), também foram testadas de modo

concomitante no estudo do ensaio LN34 no modo singleplex (item 1.4).

2.4.2 Métodos

2.4.2.1 Extracdo de RNA Total utilizando kit de extragcdo RNeasy Lipid Tissue
Mini

Todas as 211 amostras de SNC foram extraidas com o kit de extracdo de RNA
RNeasy Lipid Tissue Mini (Qiagen) por colunas com membranas de silica, conforme
prescrito pelo fabricante. Ap6s extraido, 0 RNA foi imediatamente armazenado em
freezer a -80°C até ser utilizado. Aproximadamente, 30 mg de encéfalo foram

utilizados para a extracao de cada amostra.

2.4.2.2 One-Step RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus no formato singleplex

Apods extracdo do material genético conforme o item 2.4.2.1, o reagente
AgPath-ID one-step RT-PCR kit (ThermoFisher Scientific) e o conjunto de primers e
sonda do ensaio RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus One Step (Quadro 2) foram usados
para detectar o RNA do RABV. Ademais, um conjunto de primers e sonda de hidrélise
(Quadro 3) também foram utilizados de modo concomitante no singleplex para

detectar o gene da [B-actina, que funciona com um controle endégeno da reacao.
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Todos os reagentes e reacdes realizados seguiram a metodologia preconizada por
Wadhwa et al. (2017).

2.4.2.3 One-Step RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus no formato multiplex

Foi realizado o ensaio One-Step RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus do modo
multiplex utilizando-se o reagente AgPath-ID one-step RT-PCR kit (ThermoFisher
Scientific) com primers/sonda descritos para deteccao da regido leader e do inicio do
gene codificador da nucleoproteina (Quadro 2) e do gene codificador da 3-actina
(Quadro 3) de acordo com descrito por Wadhwa et al. (2017) (item 1.4.2.4).

Por ser uma reagédo de formato multiplex, os primers e sondas LN34 Pan-
Lyssavirus e B-actina (Quadros 2 e 3) foram utilizados de modo simultdneo em uma
mesma reacdo conforme descrito no Quadro 20. Modificacdes do protocolo
originalmente descrito por Wadhwa et al. (2017) foram realizadas, como ajuste nas
concentracdes dos primers e sonda para o gene codificante da 3-actina.

O aparelho usado para a efetuar a reacao de One Step RT-gPCR (7500 Real-
Time PCR) foi submetido ao ciclo descrito no Quadro 6. As amostras foram analisadas
pelo 7500 Software Applied Biosystem™ e a classificagdo do Cq foi semelhante ao
descrito no formato singleplex (Quadro 7).
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Quadro 20 - Preparacdo do Mix para o One-Step RT-qPCR LN34 Pan-Lyssavirus no formato
multiplex

Reagentes pL/amostra
Agua 5
2X RT Buffer 12,5
25X RT-PCR enzyme mix 1
LN34 Primer senso 1 [10 pM] 0,5
LN34 Primer senso 2 [10 pM] 0,5
LN34 Primer antissenso [10 uM] 1
LN34 Sonda [5 uM] 1
B-actina Primer senso [10 uM] 0,5
B-actina Primer antissenso [10 pM] 0,5
B-actina Sonda [5 uM] 0,5
RNA 2
Total da reacao 25

2.4.2.4 Andlise dos resultados

A andlise de resultados sera através de célculos para a sensibilidade e
especificidade diagndstica e avaliacdo do indice Kappa (k) de concordancia conforme

foi descrito no item 1.4.2.11.

2.5 RESULTADOS

2.5.1 Comparacao dos resultados entre a técnica de imunofluorescéncia direta
e 0 ensaio RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus no formato singleplex

Comparando-se os resultados entre a IFD e o ensaio RT-gPCR LN34 Pan-

Lyssavirus no formato singleplex, o grau de concordancia entre esses dois testes,
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avaliados pelo indice de kappa, foi de 0,908 + 0,028 (concordancia quase perfeita).
Apenas 10 amostras (4,7%) apresentaram resultados discordantes entre essas duas
técnicas (Tabela 5 e Quadro 21).

Cinco amostras, negativas na técnica de IFD, apresentaram resultados
positivos na RT-gPCR LN34 no formato singleplex, a saber: 190108002096,
200108000104, 200108000131, 200108001746 e 200108002706. Todas essas
amostras eram provenientes de equinos e apresentavam concentracdes virais
reduzidas na RT-gPCR LN34: uma com carga viral extremamente baixa (valores de
Cq =31,1 e <35), duas com carga viral baixa (Cq=226,1 e <31) e duas com carga viral
moderada (Cg2,19,1 e <26).

Outras cinco amostras negativas na IFD, foram consideradas inconclusivas na
RT-gPCR LN34 no formato singleplex, pois ndo houve a confirmacéo da positividade:
uma de capivara (190108002445), duas de equino (190108003312 e 200108001993),
uma de céo (192410000614) e uma de bovino (200108001825) (Quadro 21).

A IFD apresentou sensibilidade e especificidade diagndsticas de 95,3% e
100%, respectivamente. Ja a RT-gPCR LN34 no modo singleplex apresentou
sensibilidade e especificidade diagnésticas de 100% e 95,2%, respectivamente,

considerando cinco resultados inconclusivos (Tabela 5).

Tabela 5 - Comparacao entre a técnica de imunofluorescéncia direta (IFD) e o ensaio RT-gPCR
LN34 Pan-Lyssavirus no formato singleplex para detec¢do do RABV em 211 amostras de SNC.

LN34 singleplex

Pos Neg Inc. Total

IED Pos 102 0 0 102
Neg 5 99 5 109
107 99 5 211

Pos: positivo; Neg: negativo, Inc.: inconclusivo.

2.5.2 Comparacdo dos resultados entre a técnica de imunofluorescéncia direta
e 0 ensaio RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus no formato multiplex

Comparando-se os resultados entre a IFD e o ensaio RT-gPCR LN34 Pan-
Lyssavirus no formato multiplex, o grau de concordancia entre esses dois testes,

avaliados pelo indice de kappa, foi de 0.916 + 0.027 (concordancia quase perfeita).
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Apenas 9 amostras (4,2%) apresentaram resultados discordantes entre essas duas
técnicas (Tabela 6 e Quadro 21).

A amostra de equino (200108002706) com carga viral baixa (Cq=26,1 e <31),
negativa na técnica de IFD, foi positiva na RT-qPCR LN34 no formato multiplex.

Quatro amostras negativas na IFD, foram consideradas inconclusivas na RT-
gPCR LN34 no formato multiplex, pois ndo houve a confirmacgéo da positividade, a
saber: duas de equinos (190108003312 e 200108001993), uma de cao
(192410000614) e uma de bovino (200108001825).

Outras quatro amostras, positivas na IFD, foram negativas na RT-gPCR LN34
multiplex, a saber: uma de morcego insetivoro Eptesicus furinalis (182410000536),
uma de morcego hematofago Desmodus rotundus (190108001732) e duas de
equinos (190108002012 e 190108002427). Trés dessas amostras apresentavam
concentragbes virais reduzidas na LN34 singleplex: uma com carga viral
extremamente baixa (valores de Cq 231,1 e <35) e duas com carga viral baixa
(Cg=26,1 e <31).

Tabela 6 - Comparacao entre a técnica de imunofluorescéncia direta (IFD) e o ensaio RT-gPCR
LN34 Pan-Lyssavirus no formato multiplex para detec¢éo do RABV em 211 amostras de SNC.

LN34 multiplex

Pos Neg Inc. Total

IED Pos 98 4 0 102
Neg 1 104 4 109

99 108 4 211

Pos: positivo; Neg: negativo, Inc.: inconclusivo.

2.5.3 Comparacdo dos resultados entre os ensaios RT-gPCR LN34 Pan-
Lyssavirus nos formatos singleplex e multiplex

Comparando-se os resultados entre os formatos RT-gPCR LN34 Pan-
Lyssavirus singleplex e multiplex, o grau de concordancia entre esses dois testes foi
de 0,918 + 0,027 (concordancia quase perfeita), segundo o indice kappa (Tabela 7).
Nove amostras (4,2%) apresentaram resultados discordantes entre os dois formatos
(Tabela 7 e Quadro 21).
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Oito amostras, negativas na RT-gPCR LN34 no formato multiplex,
apresentaram resultados positivos no modo singleplex, a saber: uma de morcego
insetivoro Eptesicus furinalis (182410000536), uma de morcego hematofago
Desmodus rotundus (190108001732) e seis de equinos (190108002012,
190108002096, 190108002427, 200108000104, 200108000131 e 200108001746).
Todas essas amostras apresentavam concentragdes virais reduzidas na RT-gPCR
LN34 no modo singleplex: duas com carga viral extremamente baixa (valores de Cq
=231,1 e <35) e seis com carga viral baixa (Cq=26,1 e <31).

A amostra de capivara 190108002445, negativa na RT-qgPCR LN34 no formato
multiplex, foi considerada inconclusiva na LN34 no modo singleplex, pois ndo houve
a confirmagé&o da positividade.

O LN34 multiplex apresentou sensibilidade e especificidade diagndsticas de

93,4% e 100%, respectivamente.

Tabela 7 - Comparac¢éo entre o ensaio RT-qPCR LN34 Pan-Lyssavirus no formato singleplex e no
formato multiplex para deteccdo do RABV em 211 amostras de SNC.

LN34 Singleplex

Pos Neg Inc. Total

Pos 99 0 0 99

Mb':i':gé Neg 8 99 1 108
P ne. 0 0 4 4
107 99 5 211

Pos: positivo; Neg: negativo, Inc.: inconclusivo.

2.5.4 Comparacéo dos resultados entre atécnica de isolamento viral em cultivo
de células e 0 ensaio RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus no formato singleplex

Comparando-se os resultados entre o isolamento viral em cultivo de células
(IVCC) e o RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus formato singleplex, o grau de
concordancia entre esses dois testes foi de 0,679 + 0,047 (concordancia substancial),
segundo o indice kappa (Tabela 8). 35 amostras (17,4%) apresentaram resultados

discordantes entre essas duas técnicas.
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O IVCC apresentou sensibilidade e especificidade diagndsticas de 72% e
100%, respectivamente. Das 100 amostras positivas no ensaio de LN34 singleplex,
26 amostras foram negativas e duas inconclusivas na técnica de IVCC. Ja das 96
amostras negativas no RT-gPCR LN34 singleplex, duas amostras tiveram resultados

inconclusivos no IVCC.

Tabela 8 - Comparagéo entre a técnica de isolamento viral em cultivo de células (IVCC) e o ensaio
RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus no formato singleplex para deteccdo do RABV em 201 amostras de
SNC.

LN34 singleplex
Pos Neg Inc. Total
Pos 72 0 0 72
IVCC Neg 26 94 4 124
Inc 2 2 1 5
100 96 5 201

Pos: positivo; Neg: negativo, Inc.: inconclusivo.

2.5.5 Comparacdao dos resultados entre a técnica de isolamento viral em cultivo
de células e 0 ensaio RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus no formato multiplex

Comparando-se os resultados entre o isolamento viral em cultivo de células
(IVCC) e 0 RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus formato multiplex, o grau de concordancia
entre esses dois testes foi de 0,691 + 0,048 (concordancia substancial), segundo o
indice kappa (Tabela 9). 32 amostras (15,9%) apresentaram resultados discordantes
entre essas duas técnicas.

Das 93 amostras positivas no ensaio de LN34 multiplex, 22 amostras foram
negativas e duas inconclusivas na técnica de IVCC. Ja das 104 amostras negativas
no RT-gPCR LN34 multiplex, duas amostras tiveram resultados inconclusivos no
IVCC.

Outras trés amostras, negativas no LN34 multiplex, foram positivas no IVCC, a
saber: uma de morcego insetivoro E. furinalis. (182410000536), uma de morcego
hematofago D. rotundus (190108001732) e uma de equino (190108002427). As duas
amostras provenientes de quirOpteros apresentavam concentracdes virais reduzidas
na RT-gPCR LN34 no modo singleplex: uma com carga viral extremamente baixa

(valores de Cq =231,1 e <35) e outra com carga viral baixa (Cq=26,1 e <31).
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Tabela 9 - Comparacéo entre a técnica de isolamento viral em cultivo de células (IVCC) e o ensaio
RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus no formato multiplex para deteccdo do RABV em 201 amostras de
SNC.

LN34 multiplex

Pos Neg Inc. Total
Pos 69 3 0 72

IVCC Neg 22 99 3 124
Inc 2 2 1 5

93 104 4 201

Pos: positivo; Neg: negativo, Inc.: inconclusivo.

Quadro 21 - Resultados que apresentaram divergéncias entre a prova padrao ouro imunofluorescéncia
direta (IFD) e RT-qPCR LN34 Pan-Lyssavirus nos formatos singleplex e multiplex

amosta Espese o neo  NEOR N us  RLrcR  Resue
182410000536 E. furinalis Pos Pos NR 29,5 (Pos) 0 (Neg) NR Pos
190108001732 D. rotundus  Pos Pos NR 31,26 (Pos) 0 (Neg) NR Pos
190108002012 Equino Pos Neg Pos 29,7 (Pos) 0 (Neg) NR Pos
190108002096 Equino Neg Neg Pos 32,8 (Pos) 0 (Neg) NR Pos
190108002427 Equino Pos Pos NR 12,5 (Pos) 0 (Neg) NR Pos
190108002445 Capivara Neg Neg NR 27,4 (Pos) 0 (Neg) 33,1* Inc
190108003312 Equino Neg Neg Neg 31,1 (Pos) 27 (Pos) NR Inc
192410000614 Céao Neg Neg Neg 22 (Pos) 26,3 (Pos) 31,1* Inc
200108000104 Equino Neg Neg Pos 22,7 (Pos) 0 (Neg) NR Pos
200108000131 Equino Neg Neg Pos 26,4 (Pos) 0 (Neg) NR Pos
200108001746 Equino Neg NR Neg 26,4 (Pos) 0 (Neg) 32,9 Pos
200108001825 Bovino Neg Inc Neg 18,8 (Pos) 33 (Pos) NR Inc
200108001993 Equino Neg Neg Neg 20,9 (Pos) 28,6 (Pos) 35,1* Inc
200108002706 Equino Neg Neg NR 23,9 (Pos) 26,7 (Pos) 29,4 Pos

IFD: Imunofluorescéncia direta; IVCC: isolamento viral em cultivo celular; NR: n&o realizado; Pos: positivo; Neg: negativo; Q: quirdptero;
Eq.: equino; *Amostras submetidas ao RT-qPCR com alvo na variante 3 (AgV3), e tiveram resultado inconclusivo.
*Amostra ndo considerada positiva pela RT-qPCR AgV3. E. furinalis: Eptesicus furinalis. D. rotundus: Desmodus rotundus.

Apesar das amostras de capivara 190108002445 e de cdo 192410000614
terem sido detectados na RT-gPCR AgV3, elas ndo foram consideradas positivas,
necessitando de uma confirmagéo da positividade por outra técnica, como RT-PCR e

sequenciamento (Quadro 21). Sabe-se que a técnica de deteccdo da AgV3 foi



75

padronizada e validada apenas em amostras clinicas de herbivoros domeésticos,
morcego hematofago Desmodus rotundus e morcego frugivoro Artibeus lituratus
(CENTOAMORE et al., 2020).

2.6 DISCUSSAO

Na comparacao dos resultados da RT-gPCR LN34 nos formatos singleplex e
multiplex, observa-se pior desempenho neste ultimo modo. H& discordancia em oito
amostras do total de 211, com diminuicdo na concentracdo viral em 87,5% das
mesmas, ndo sendo detectadas na RT-gPCR LN34 formato multiplex. Quatro dessas
amostras (equinos 190108002096, 200108000104, 200108000131 e 200108001746)
foram positivas apenas na RT-qPCR LN34 no formato singleplex. Outras trés
amostras [duas de quirdpteros (182410000536 e 190108001732) e uma de equino
(190108002012)] foram positivas na IFD e na LN34 singleplex.

No sistema multiplex é possivel que a alta expressédo do gene constitutivo da
B-actina interfira na performance da deteccdo do RABV em situacBes de baixa
concentracao viral. A medida que ocorre o aumento do nimero de primers e sondas
no modo multiplex, pode ocorrer diminuicdo na eficiéncia de amplificacdo da
sequéncia-alvo do RABV (regido leader e nucleoproteina), com amplificacdo
preferencial do gene da 3-actina por competicdo pelos reagentes, aumentando assim
a possibilidade de resultado falso-negativo para o LN34 (THERMO FISHER
SCIENTIFIC, 2022; XIAO et al., 2009). Produtos ndo especificos gerados por
interagbes entre os oligonucleotideos interferem na amplificacdo dos alvos reais e
podem diminuir a sensibilidade (PORITZ et al., 2011; XIAO et al., 2009).

Sabe-se que na raiva em equinos observa-se com maior frequéncia a
ocorréncia de baixa carga viral, situacdo na qual o RABV dissemina de maneira
esparsa no SNC, com predilecdo da distribuicdo viral por determinadas estruturas,
como aquelas presentes no tronco encefalico (CARRIERI et al., 2006; RUPPRECHT;
FOOKS; ABELA-RIDDER, 2018; SOUZA, 2019). Em algumas situagbes, essas
porcoes de SNC podem estar ausentes, causando um “viés metodolégico” por falta
de representatividade das amostras. Seis amostras de equinos foram falso-negativas
na RT-gPCR LN34 multiplex, sugerindo que este formato deveria ser utilizado com

parcimbnia nesta espécie.



76

Diferentemente, Minozzo et al. (2022) observaram 100% de concordancia
entre as técnicas de RT-qPCR LN34 multiplex e singleplex. No entanto, esses autores
realizaram estudo com apenas duas amostras provenientes de equinos que
apresentavam carga viral alta a moderada.

Realizou-se, de forma empirica no formato LN34 multiplex, uma reducdo da
concentracdo dos primers e sonda correspondentes ao gene da [(3-actina, fato que
aparentemente nao interferiu substancialmente na sua detec¢ao. Os valores obtidos
de Cq da B-actina foram satisfatérios (Cq<33) em todas as amostras, tanto no formato
singleplex quanto no multiplex, indicando adequacao no procedimento de extragdo e
auséncia de efeitos inibitorios da amplificacdo dos acidos nucleicos (RUPPRECHT;
FOOKS; ABELA-RIDDER, 2019).

A raiva € uma enfermidade de letalidade quase 100% em animais e seres
humanos. Devido a isso, o desenvolvimento de ferramentas rapidas, de baixo custo
e com alta sensibilidade e especificidade diagndsticas é algo desejavel (FRANKA et
al., 2013; HAMPSON et al., 2015; RUPPRECHT; FOOKS; ABELA-RIDDER, 2018).
No entanto, devido a possibilidade de ocorréncia de resultados falsos-negativos,
particularmente em amostras de equinos (com baixa carga viral), adequacdes ainda
s80 necessarias para a otimizacao da reacdo de multiplex na deteccdo simultanea
dos alvos de controle interno B-actina e RABV (regido leader e gene da
nucleoproteina) para serem utilizados nos laboratérios de diagnostico de raiva.

Por outro lado, na comparacéao dos resultados entre a RT-gPCR LN34 no modo
multiplex e o IVCC, observou-se maior desempenho na técnica molecular. A LN34
multiplex foi capaz de detectar o RABV em 22 amostras negativas no IVCC. Estes
resultados demonstram o potencial do uso da estratégia do formato multiplex RT-
gPCR em laboratérios de diagndstico da raiva como teste confirmatério (exceto em
amostras de equinos). Este sistema de multiplex possui a vantagem de reducéo de
custos e de tempo de analise devido a diminuicdo da quantidade de reagentes e
namero de reacdes por amostra, podendo tornar viavel ser adotada — com algumas
restricdes - como metodologia confirmatéria pelos laboratorios de saude publica nas
atividades de vigilancia epidemioldgica (CHEN; SCHWARZ, 2017; MARKOULATOS;
SIAFAKAS; MONCANY, 2002; SAMBROOK; RUSSELL, 2001). Experimentos
complementares de otimizacdo sdo necessarios para implicacbes mais definitivas

sobre a utilizagao do formato multiplex.
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O laboratorio de diagnoéstico do Instituto Pasteur recebe cerca de 4.000
amostras de SNC por ano e diversidade das espécies retrata uma razoavel
representatividade das variantes e linhagens genéticas do RABV circulantes no
estado de S&o Paulo. A raiva da variante canina encontra-se controlada nesse estado
e as variantes e linhagens genéticas circulantes sdo aquelas oriundas de quirépteros
(CASTILHO et al., 2018).

Em estudo anterior, Chierato (2021) verificou que a RT-gPCR onestep com
ensaio LN34 Pan-Lyssavirus singleplex apresentou carater universal na deteccao das
principais variantes antigénicas e linhagens genéticas circulantes no Brasil, nos quais
foram incluidas: de cdo doméstico (AgV1 e AgV2), de canideo silvestre (Cerdocyon
thous), morcego hematéfago Desmodus rotundus (AgV3), morcego frugivoro Artibeus
lituratus (AgV3) e morcegos insetivoros (Eptesicus spp., Histiotus spp., Lasiurus spp.;
Molossus spp., Myotis spp., Nyctinomops spp. e Tadarida spp.). e de sagui-do-tufo-
branco (Callithrix jacchus) (FAVORETTO et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2010).

Frente a isso, associado com os resultados obtidos no presente experimento,
pode-se inferir que a LN34 no formato singleplex € uma ferramenta util para o
monitoramento da circulacéo da raiva no Brasil, por permitir um diagndstico rapido e
acurado, aparentemente contemplando todas as variantes e linhagens virais
circulantes no Brasil, apresentando um desempenho superior (maior sensibilidade
diagndéstica) em relagdo a prova padrao-ouro IFD, corroborando com as
recomendacdes da OMS (RUPPRECHT et al., 2019).

2.7 CONCLUSOES

1) O uso da RT-gPCR LN34 no formato multiplex para deteccdo simultanea do
RABV (regido leader e gene N) e do controle de amplificacdo interno (3-actina
deve ser utilizado com restricdo, visto que em amostras com baixa carga viral
(como por exemplo aquelas provenientes de equinos) existe a possibilidade de
ocorréncia de resultados falsos-negativos.

2) Devido a sua melhor eficiéncia e acuracia em relagédo a prova padréo-ouro (IFD),
a técnica RT-gPCR LN34 formato singleplex pode ser indicado como teste
confirmatorio a IFD no diagnostico da raiva no Brasil, corroborando com a

recomendacao da OMS.
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3. CONCLUSOES GERAIS

Pelos resultados obtidos, pode-se concluir que:

O ensaio RT-qPCR LN34 Pan-Lyssavirus singleplex apresenta potencial para
ser utilizado como teste confirmatério a técnica de imunofluorescéncia direta

(padrao-ouro) no diagndstico da raiva em amostras animais.

O ensaio RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus singleplex demostra qualidades para
substituir o IVCC como teste confirmatério a IFD — principalmente em amostras

de equinos, onde a técnica de IVCC apresenta resultados menos satisfatérios.

O ensaio RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus no formato multiplex apresentou
resultados inferiores em relagcdo ao modo singleplex, principalmente em
amostras de equinos com baixa carga viral, indicando necessidade de ajustes

para melhoria do desempenho.
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5. ANEXO A

Os resultados individuais para cada técnica diagnostica encontram-se

apresentados na tabela a seguir.



Quadro 1 — Resultados individuais das amostras quando submetidas a: Imunofluorescéncia Direta, Isolamentoto viral em cultivo celular,
Isoalmento viral em camundongo, RT-PCR, LN34 Singleplex (LN34 e B-actina), LN34 Multiplex (LN34 e B-actina).

Amostra Espécie IFD IVCC IVC RT-PCR LszgleE'_i’éﬁna LNQ’L“'“E_':&M
180108001687 Eptesicus furinalis Pos Pos N/R N/R 27,31 28,2 26,6 29,7
180108001720 Molossus molossus Pos Pos N/R N/R 30,9 29,9 31,5 30,1
180108002006 Artibeus lituratus Pos Pos N/R N/R 21,4 21,6 21,8 22,2
180108003214 Tadarida brasiliensis Pos Pos N/R N/R 25,2 31,2 25 30,3
181733000096 Eptesicus furinalis Pos Pos N/R N/R 29,9 28,3 29,9 29,4
181733000097 Myotis nigricans Pos Inc. Neg N/R 22,7 28,5 23,8 28,7
181733000107 Myotis albescens Pos Pos N/R N/R 20,9 28,2 22,1 27,8
181733000138 Myotis nigricans Pos Pos N/R N/R 14,7 18 15,1 18,5
181733000306 Myotis nigricans Pos Pos N/R N/R 25,5 26,6 25,5 30,2
181733000535 Artibeus lituratus Pos Pos N/R N/R 17,9 22,7 19 23,2
182410000306 Nyctinomops laticaudatus Pos Pos N/R N/R 19,1 21,8 19,9 22,5
182410000325 Nyctinomops laticaudatus Pos Pos N/R N/R 29,4 23,8 25 24,6
182410000357 Nyctinomops laticaudatus Pos Pos N/R N/R 26,8 26,7 21,8 26,6
182410000364 Artibeus planirostris Pos Pos N/R N/R 19,8 22,9 20 23,2
182410000404 Nyctinomops laticaudatus Pos Pos N/R N/R 27,9 26,8 24,6 26,8
182410000434 Nyctinomops laticaudatus Pos Pos N/R N/R 26,6 25,7 24,8 26,4
182410000435 Artibeus lituratus Pos Pos N/R N/R 18,6 23,4 23,6 28,3
182410000485 Nyctinomops laticaudatus Pos Pos N/R N/R 23,6 20,3 19,9 20,7
182410000536 Eptesicus furinalis Pos Pos N/R N/R 29,5 30,2 0 311
182410000719 Artibeus planirostris Pos Pos N/R N/R 16,4 14,3 18,9 15,6
182410001421 Nyctinomops laticaudatus Pos Pos N/R N/R 26,7 27,2 N/R N/R
190108000288 Myotis albescens Pos Neg Neg N/R 22,5 23,7 22,2 23,2
190108000300 Bovino Pos Pos N/R N/R 3 15,4 4.9 14,7
190108000302 Equino Pos Pos N/R N/R 13,1 18,8 11,7 22,7

IFD: imunofluorescéncia direta; IVCC: isolamento viral em cultivo celular; IVC: isolamento viral em camundongo; MR: material

ruim; Inc.: inconclusivo; N/R: ndo realizado; Pos: positivo; Neg: negativo.



Cont. Quadro 1 — Resultados individuais das amostras quando submetidas a: Imunofluorescéncia Direta, Isolamentoto viral em cultivo
celular, Isoalmento viral em camundongo, RT-PCR, LN34 Singleplex (LN34 e B-actina), LN34 Multiplex (LN34 e B-actina).

Amostra Espécie IFD IVCC IVC RT-PCR Lszg'eE[i’éﬁna LN?'2A4“'t'E_'§:tina
190108000311 Bovino Pos Neg N/R  Detectavel 215 25,4 17,6 25,1
190108000999 Bovino Pos Pos N/R N/R 18,3 25,1 13,1 23,9
190108001044 Bovino Pos Pos N/R N/R 16,7 18 21,3 22,9
190108001094 Tadarida brasiliensis Pos N/R Pos N/R 13,1 15,1 13,5 15,3
190108001162 Equino Pos N/R N/R  Detectavel 31,9 17,8 N/R N/R
190108001294 Myotis albescens Pos N/R N/R N/R 9,2 12,3 N/R N/R
190108001297 Myotis nigricans Pos N/R Pos N/R 6,9 13,7 N/R N/R
190108001396 Bovino Pos  Pos N/R N/R 11,5 17,7 10,9 17,3
190108001405 Eptesicus furinalis Pos N/R Pos N/R 9,3 11,1 N/R N/R
190108001407 Myotis albescens Pos N/R Pos N/R 10,8 14,1 11,1 14,3
190108001428 Equino Pos N/R N/R N/R 19,4 13,9 N/R N/R
190108001429 Equino Pos N/R N/R N/R 19,9 16 N/R N/R
190108001430 Bovino Pos Pos N/R N/R 13,1 18,3 11,9 18,1
190108001437 Bovino Pos  Pos N/R N/R 11,7 20 11,2 18,5
190108001512 Equino Pos Neg N/R N/R 21,4 16,1 25 17,1
190108001538 Desmodus rotundus Pos N/R N/R N/R 8,8 115 N/R N/R
190108001543 Bovino Pos  Neg N/R N/R 10,7 12,7 10,9 13,5
190108001573 Bovino Pos Pos N/R N/R 15,1 20,5 16,5 20,5
190108001626 Bovino Pos Pos N/R N/R 13 20 12,5 19,3
190108001630 Bovino Pos Pos N/R N/R 11,6 17,8 11,4 17,6
190108001732 Desmodus rotundus Pos Pos N/R N/R 31,26 26,8 0 27
190108001792 Bovino Pos  Pos N/R N/R 28 23,1 20,2 23,7
190108001868 Bovino Pos Neg N/R N/R 13,3 20,9 14,9 21,8
190108001965 Bovino Pos Pos N/R N/R 7,7 13,9 N/R N/R

IFD: imunofluorescéncia direta; IVCC: isolamento viral em cultivo celular; IVC: isolamento viral em camundongo; MR: material

ruim; Inc.: inconclusivo; N/R: ndo realizado; Pos: positivo; Neg: negativo.
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Cont. Quadro 1 — Resultados individuais das amostras quando submetidas a: Imunofluorescéncia Direta, Isolamentoto viral em cultivo
celular, Isoalmento viral em camundongo, RT-PCR, LN34 Singleplex (LN34 e B-actina), LN34 Multiplex (LN34 e -actina).

Amostra Espécie IFD IVCC IVC RT-PCR LNzlé?gleEI-z)::tina LN12A4UIUE-|§:tina
190108001997 Bovino Pos Pos N/R N/R 11,3 17,8 N/R N/R
190108001998 Bovino Pos Neg N/R N/R 12,6 19,6 N/R N/R
190108002001 Equino Pos Pos N/R N/R 10,4 11,9 11,5 12,7
190108002012 Equino Pos Neg N/R  Detectavel 29,7 14,1 0 14,7
190108002013 Bovino Pos Neg N/R N/R 15,9 15,4 N/R N/R
190108002069 Ovino Pos Neg N/R N/R 14,5 16,3 15,2 17,2
190108002070 Desmodus rotundus Pos Pos N/R N/R 23,6 27,2 25,6 28
190108002096 Equino Neg Neg N/R  Detectavel 32,8 18,6 0 19,1
190108002129 Bovino Pos Pos N/R N/R 9,9 14,7 N/R N/R
190108002132 Céao Pos Pos N/R  Detectavel 11,9 13,9 11,8 14,9
190108002179 Bovino Pos Pos N/R N/R 10,3 17,9 N/R N/R
190108002181 Bovino Pos Inc. N/R  Detectavel 10,7 18,6 N/R N/R
190108002206 Bovino Pos Pos N/R N/R 14 14,4 N/R N/R
190108002226 Equino Pos Neg N/R N/R 12,6 12,9 13,1 13,4
190108002260 Ovino Pos Neg N/R N/R 12,6 14,1 12,7 14,8
190108002261 Bovino Pos Pos N/R N/R 57 15,6 5,7 15,2
190108002267 Bovino Pos Pos N/R N/R 11,9 17,2 N/R N/R
190108002291 Bovino Pos Neg N/R N/R 17,6 18,8 16,7 20
190108002292 Bovino MR Pos N/R N/R  Detectavel 17,9 19,2 N/R N/R
190108002295 Bovino Pos Pos N/R N/R 8,7 14,7 9,9 15,1
190108002296 Bovino Pos Neg N/R N/R 22,7 21,8 N/R N/R
190108002306 Bovino Pos Pos N/R N/R 17,2 24 N/R N/R
190108002320 Bovino Pos Pos N/R N/R 21,9 22,2 N/R N/R
1901080002341 Eumops glaucinus Pos Pos N/R N/R 20,1 20,5 20,7 21,2

IFD: imunofluorescéncia direta; IVCC: isolamento viral em cultivo celular; IVC: isolamento viral em camundongo; MR: material
ruim; Inc.: inconclusivo; N/R: ndo realizado; Pos: positivo; Neg: negativo.



Cont. Quadro 1 — Resultados individuais das amostras quando submetidas a: Imunofluorescéncia Direta, Isolamentoto viral em cultivo
celular, Isoalmento viral em camundongo, RT-PCR, LN34 Singleplex (LN34 e B-actina), LN34 Multiplex (LN34 e B-actina).

Amostra Espécie IFD IVCC IVC RT-PCR LNzlé?gleEI-z)::tina LN12A4UIUE-|§:tina
190108002387 Bovino Pos Neg N/R N/R 14,5 19 13,8 18,3
190108002397 Nao Identificado Neg Neg N/R N/R 0 13,4 N/R N/R
190108002415 Artibeus lituratus Pos Pos N/R N/R 51 15,7 N/R N/R
190108002420 Artibeus lituratus Pos Pos N/R N/R 21,2 20,3 13,7 17,5
190108002421 Artibeus lituratus Pos Pos N/R N/R 21,8 21,1 N/R N/R
190108002422 Artibeus lituratus Pos Pos N/R N/R 12 19,8 14,4 18,6
190108002427 Equino Pos  Pos N/R N/R 12,5 20,7 0 24
190108002441 Javali Neg Neg N/R N/R 0 14,2 0 15,3
190108002442 Veado Neg Neg N/R N/R 0 13,1 0 15,1
190108002443 Veado Neg Neg N/R N/R 0 14,5 0 15,6
190108002444 Javali Neg Neg N/R N/R 0 14 0 15,7
190108002445 Capivara Neg Neg N/R N/R 27,4 17,3 0 18,6
190108002446 Primata n&o humano Neg Neg N/R N/R 0 12,7 0 13,3
190108002448 Tamandua Neg Neg N/R N/R 0 19,6 0 22,6
190108002502 Artibeus lituratus Pos Pos N/R N/R 12,2 16,8 13,5 18,2
190108002511 Artibeus lituratus Pos Neg N/R N/R 11,1 16,1 111 16
190108002512 Artibeus lituratus Pos Neg N/R N/R 9,5 16,6 9,9 16,5
190108002514 Artibeus lituratus Pos Neg N/R N/R 16,9 12,6 23,4 12,7
190108002516 Bovino Pos Pos N/R N/R 10,3 17,2 N/R N/R
190108002546 Bovino Pos Pos N/R N/R 10 17,1 N/R N/R
190108002549 Bovino Pos Neg N/R N/R 16,2 14,8 17,2 15,2
190108002550 Bovino Pos Pos N/R N/R 11,8 15 11,2 15,5
190108002561 Bovino Pos Pos N/R N/R 11,7 19,9 N/R N/R
190108002588 Primata ndo humano Neg Neg N/R N/R 0 11,6 0 12,9

IFD: imunofluorescéncia direta; IVCC: isolamento viral em cultivo celular; IVC: isolamento viral em camundongo; MR: material
ruim; Inc.: inconclusivo; N/R: ndo realizado; Pos: positivo; Neg: negativo.



Cont. Quadro 1 — Resultados individuais das amostras quando submetidas a: Imunofluorescéncia Direta, Isolamentoto viral em cultivo

celular, Isoalmento viral em camundongo, RT-PCR, LN34 Singleplex (LN34 e B-actina), LN34 Multiplex (LN34 e B-actina).

Amostra Espécie IFD IVCC IVC  RT-PCR Lszg'eE[i’éﬁna LN?'2A4“'t'E_'§:tina
190108002622 Artibeus lituratus Pos Pos N/R N/R 21,9 31,2 N/R N/R
190108002682 Artibeus lituratus Pos Pos N/R N/R 10 12,5 14,9 16
190108002683 Artibeus lituratus Pos Pos N/R N/R 9,6 17,1 10,1 18
190108002737 Artibeus lituratus Pos Pos N/R N/R 11,3 16,6 18,1 21,8
190108002739 Ovino Pos Neg N/R N/R 9,1 14,1 9,3 13,9
190108002766 Artibeus lituratus Pos Pos N/R N/R 26,3 26,3 N/R N/R
190108002824 Artibeus lituratus Neg Neg N/R Detectavel 17,5 18,4 N/R N/R
190108002967 Artibeus lituratus Pos Neg N/R N/R 12,2 13,6 12,5 14,2
190108002969 Artibeus lituratus Pos Pos N/R N/R 9,3 13,7 9,8 13,9
190108003082 Bovino Pos Pos N/R N/R 9,4 11,8 9,9 12,3
190108003084 Bovino Pos Pos N/R N/R 12,4 17,1 16,3 21
190108003085 Bovino Pos Pos N/R N/R 10,6 16,6 9,6 16
190108003100 Bovino Pos Pos N/R N/R 11,6 19,5 12,2 18,8
190108003266 Molossus molossus Pos Pos N/R N/R 27,4 30,6 22,1 29,4
190108003309 Bovino Pos  Pos N/R N/R 13,2 20 14,2 20
190108003311 Desmodus rotundus Pos Pos N/R N/R 9,1 13 N/R N/R
190108003312 Equino Neg Neg N/R  N&o detectavel 31,1 11,3 27 13
190108003313 Bovino Neg Neg N/R  N&o detectavel 0 20,9 N/R N/R
190108003314 Bovino Neg Neg N/R  N&o detectavel 0 18,3 0 14
190108003315 Bovino MR Pos N/R N/R Detectavel 12,5 19,4 N/R N/R
190108003316 Cao Neg N/R N/R  N&o detectavel 0 17,2 N/R N/R
190108003318 Bovino Pos  Pos N/R N/R 11,1 16,1 11 16,6
190108003390 Bovino Pos Pos N/R N/R 22,8 20,3 11,4 21,4
190108003471 Gato Pos Pos N/R Detectavel 5 11,3 5,9 12

IFD: imunofluorescéncia direta; IVCC: isolamento viral em cultivo celular; IVC: isolamento viral em camundongo; MR: material
ruim; Inc.: inconclusivo; N/R: ndo realizado; Pos: positivo; Neg: negativo.
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Cont. Quadro 1 — Resultados individuais das amostras quando submetidas a: Imunofluorescéncia Direta, Isolamentoto viral em cultivo
celular, Isoalmento viral em camundongo, RT-PCR, LN34 Singleplex (LN34 e B-actina), LN34 Multiplex (LN34 e B-actina).

Amostra Espécie IFD IVCC IVC RT-PCR Lszg'eE[i’éﬁna LN?'2A4“'t'E_'§:tina
190108003476 Bovino (MR) Pos N/R N/R  Detectavel 18,3 23,9 13 21,8
190108003477 Bovino Pos Neg N/R N/R 13 18 12,1 18,1
190108003525 Bovino Pos Neg N/R N/R 11,2 15,9 10,8 15,9
190108003537 Equino Pos Neg N/R N/R 20 17,2 22,4 18
190108003609 Bovino Pos Pos N/R N/R 12,3 14,2 14,2 15,8
190108003623 Bovino Pos Pos N/R N/R 13,5 18,9 N/R N/R
190108003624 Ovino Pos  Pos N/R N/R 6,6 14,3 5,6 14
190108003649 Primata ndo humano Pos Pos N/R  Detectavel 7,2 16,7 10,4 16,8
190108003688 Bovino Pos  Pos N/R N/R 11,5 23,1 N/R N/R
190108003783 Equino Pos N/R Pos N/R 16,7 19 13,3 18
190108003804 Bovino Pos N/R Pos N/R 20,7 19,6 N/R N/R
190108003811 Artibeus lituratus Pos Pos N/R N/R 55 13,6 10,4 14,6
190108003824 Artibeus lituratus Pos Pos N/R N/R 4 13,5 N/R N/R
190108003834 Bovino Pos Inc. N/R  Detectavel 14,3 18,6 14,1 18,6
190108003911 Bovino Pos  Pos N/R N/R 10,3 16,4 N/R N/R
190108003913 Bovino Pos N/R N/R  Detectavel 14,8 17,3 N/R N/R
190108003953 Artibeus lituratus Pos Pos N/R N/R 17,9 19,9 N/R N/R
190108003973 Equino Pos Pos N/R N/R 18,62 21,4 16,4 22
190108004011 Equino Pos Pos N/R  Detectavel 12,4 17,6 13,7 18,9
190108004047 Bovino Pos Pos N/R N/R 13,5 23,1 N/R N/R
190108004072 Ovino Pos  Pos N/R N/R 13,8 16,9 11,8 15,8
190108004090 Bovino Pos  Pos N/R N/R 11,2 20 N/R N/R
190108004110 Bovino Pos  Pos N/R N/R 20 24,9 N/R N/R
190108004229 Bovino Pos Pos N/R N/R 7 18,6 N/R N/R

IFD: imunofluorescéncia direta; IVCC: isolamento viral em cultivo celular; IVC: isolamento viral em camundongo; MR: material
ruim; Inc.: inconclusivo; N/R: ndo realizado; Pos: positivo; Neg: negativo.



Cont. Quadro 1 — Resultados individuais das amostras quando submetidas a: Imunofluorescéncia Direta, Isolamentoto viral em cultivo
celular, Isoalmento viral em camundongo, RT-PCR, LN34 Singleplex (LN34 e B-actina), LN34 Multiplex (LN34 e -actina).

Amostra Espécie IFD IVCC IVC RT-PCR Lszg'eE[i’éﬁna LN?'2A4“'t'E_'§:tina
190108004268 Bovino Pos Pos N/R N/R 15,3 20,6 N/R N/R
190108004315 Ovino Pos Pos N/R N/R 12,7 18,6 11,9 18,3
190108004345 Bovino Pos Pos N/R N/R 11,6 19,7 N/R N/R
190108004456 Equino Pos Pos N/R N/R 18,1 16,8 14,1 17,5
190108004458 Lasiurus blossevilli Pos Pos N/R N/R 9,9 16,6 N/R N/R
190108004491 Gato Pos Neg N/R  Detectavel 12,4 18,2 17,6 20,1
190108004492 Cao Pos N/R N/R  Detectavel 19,5 14 N/R N/R
190108004704 Desmodus rotundus Pos Pos N/R N/R 11,1 17,7 N/R N/R
190108004729 Bovino Pos Pos N/R N/R 31,6 23,8 N/R N/R
190108004730 Bovino Pos  Neg N/R N/R 11,6 15,9 N/R N/R
190108004732 Desmodus rotundus Pos  Neg N/R N/R 3,5 17 N/R N/R
190108004999 Bovino Pos Pos N/R N/R 7,8 17,5 N/R N/R
190108005206 Equino Pos  Neg N/R N/R 15,5 17,4 16,5 18,4
191733000130 Eptesicus furinalis Pos Pos N/R N/R 27,7 115 N/R N/R
191733000142 Myotis nigricans Pos Pos N/R N/R 24,9 26,3 4,6 11,3
191733000341 Artibeus lituratus Pos N/R Pos N/R 19 24,9 19,3 24,2
191733000408 Eptesicus furinalis Pos N/R Pos N/R 9,9 10,7 N/R N/R
191733000421 Artibeus lituratus Pos N/R Pos N/R 11,3 19,6 N/R N/R
191733000439 Eptesicus furinalis Pos N/R Pos N/R 28,5 24,9 N/R N/R
191733000463 Eptesicus furinalis Pos N/R Pos N/R 25,9 30,3 27,6 32,9
191733000614 Eptesicus furinalis Pos N/R N/R N/R 25,9 32,1 N/R N/R
191733000687 Artibeus lituratus Pos Pos N/R N/R 16,5 22 21,3 23,3
191733000749 Artibeus lituratus Pos Pos N/R N/R 20,3 26,8 22 27,2
191733000773 Artibeus lituratus Pos N/R Pos N/R 16,4 20,7 N/R N/R

IFD: imunofluorescéncia direta; IVCC: isolamento viral em cultivo celular; IVC: isolamento viral em camundongo; MR: material

ruim; Inc.: inconclusivo; N/R: ndo realizado; Pos: positivo; Neg: negativo.
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Cont. Quadro 1 — Resultados individuais das amostras quando submetidas a: Imunofluorescéncia Direta, Isolamentoto viral em cultivo

celular, Isoalmento viral em camundongo, RT-PCR, LN34 Singleplex (LN34 e 3-actina), LN34 Multiplex (LN34 e B-actina).

Amostra Espécie IFD IVCC IVC  RT-PCR LN?Ar,lgIeEI-zitina LN12A4UIUE-|§:tina
191733000860 Artibeus lituratus Pos Pos N/R N/R 21,7 25,8 N/R N/R
191733000925 Gamba Neg Neg N/R N/R 0 23,2 0 19,1
191733000941 Artibeus lituratus Pos Pos N/R N/R 22,3 23,6 N/R N/R
191733001375 Artibeus lituratus Pos Pos N/R N/R 35 15,7 N/R N/R
192410000301 Eptesicus furinalis Pos Pos N/R N/R 26,7 24,3 N/R N/R
192410000310 Nyctinomops laticaudatus Pos Pos N/R N/R 28,8 25,7 N/R N/R
192410000335 Nyctinomops laticaudatus Pos Pos N/R N/R 29,2 24,9 215 247
192410000391 Primata ndo humano Neg Neg N/R N/R 0 11,1 0 13
192410000392 Primata ndo humano Neg Neg N/R N/R 0 11,8 0 13,4
192410000393 Primata n&o humano Neg Neg N/R N/R 0 14,9 0 18,8
192410000399 Gato Neg Neg N/R N/R 0 18,9 N/R N/R
192410000477 Artibeus lituratus Pos N/R Pos N/R 7,9 14,6 N/R N/R
192410000569 Artibeus lituratus Pos Pos N/R N/R 13,6 16,4 N/R N/R
192410000587 Artibeus lituratus Pos Pos N/R N/R 18,3 22,5 N/R N/R
192410000614 Céo Neg Neg N/R  Nao detectavel 22 13,6 26,3 14,4
192410000636 Artibeus lituratus Pos Neg N/R N/R 3,8 20 N/R N/R
192410000730 Céo Neg N/R N/R  Nao detectavel 0 20 N/R N/R
192410000765 Nyctinomops laticaudatus Pos Pos N/R N/R 14,1 14,8 N/R N/R
200108000099 Capivara Pos N/R N/R Detectével 13,2 21,2 N/R N/R
200108000104 Equino Neg Neg N/R Detectével 22,7 17,8 0 18,8
200108000121 Equino Pos Pos N/R N/R 19 13 19 13,6
200108000131 Equino Neg Neg N/R Detectavel 26,4 14,1 0 15
200108000463 Capivara Pos Pos Pos Detectavel 15,4 26,2 10,5 27,9
200108000464 Capivara Pos Pos Pos Detectavel 9,4 14,7 9 14,8

IFD: imunofluorescéncia direta; IVCC: isolamento viral em cultivo celular; IVC: isolamento viral em camundongo; MR: material
ruim; Inc.: inconclusivo; N/R: ndo realizado; Pos: positivo; Neg: negativo.
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Cont. Quadro 1 — Resultados individuais das amostras quando submetidas a: Imunofluorescéncia Direta, Isolamentoto viral em cultivo
celular, Isoalmento viral em camundongo, RT-PCR, LN34 Singleplex (LN34 e B-actina), LN34 Multiplex (LN34 e B-actina).

Amostra Espécie IFD IVCC IVC  RT-PCR LN?Ar,lgIeEI-zitina LN12A4UIUE-|§:tina
200108001405 Equino Neg Neg N/R  Nao detectavel 0 14,4 0 15,2
200108001746 Equino Neg N/R N/R  Nao detectavel 26,4 11,2 0 13
200108001822 Bovino Neg Neg N/R N/R 0 16,5 N/R N/R
200108001825 Bovino Neg Inc. N/R  Nao detectavel 18,8 19,3 33 22
200108001993 Equino Neg Neg N/R  Nao detectavel 20,9 12,9 28,6 13,8
200108002033 Eumops perotis Neg Neg N/R N/R 0 13 0 14,1
200108002038 Molossus molossus Neg Neg N/R N/R 0 16,2 N/R N/R
200108002053 Molossus molossus Neg Neg N/R N/R 0 18,2 N/R N/R
200108002060 Molossus rufus Neg Neg N/R N/R 0 15 N/R N/R
200108002089 Artibeus lituratus Neg Neg N/R N/R 0 15,3 N/R N/R
200108002094 Artibeus lituratus Neg Neg N/R N/R 0 15,1 0 16
200108002097 Artibeus lituratus Neg Neg N/R N/R 0 28 N/R N/R
200108002099 Artibeus lituratus Neg Neg N/R N/R 0 13,1 0 14
200108002105 Molossus rufus Neg Neg N/R N/R 0 15,3 N/R N/R
200108002107 Molossus molossus Neg Neg N/R N/R 0 17,6 N/R N/R
200108002110 Artibeus planirostris Neg Neg N/R N/R 0 13,7 N/R N/R
200108002112 Carollia perspicillata Neg Neg N/R N/R 0 21,3 N/R N/R
200108002113 Glossophaga soricina Neg Neg N/R N/R 0 15,1 N/R N/R
200108002171 Molossus molossus Neg Neg N/R N/R 0 14,7 N/R N/R
200108002179 Eumops glaucinus Neg Neg N/R N/R 0 15,4 N/R N/R
200108002183 Eumops perotis Neg Neg N/R N/R 0 12 0 12,7
200108002319 Bovino Neg Neg N/R N/R 0 16,8 N/R N/R
200108002429 Lobo Guara Pos Pos N/R Detectavel 8,9 12,2 7,2 12,8
200108002453 Equino Neg Neg N/R  Nao detectavel 0 15,5 0 18

IFD: imunofluorescéncia direta; IVCC: isolamento viral em cultivo celular; IVC: isolamento viral em camundongo; MR: material
ruim; Inc.: inconclusivo; N/R: ndo realizado; Pos: positivo; Neg: negativo.
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Cont. Quadro 1 — Resultados individuais das amostras quando submetidas a: Imunofluorescéncia Direta, Isolamentoto viral em cultivo
celular, Isoalmento viral em camundongo, RT-PCR, LN34 Singleplex (LN34 e B-actina), LN34 Multiplex (LN34 e B-actina).

Amostra Espécie IFD IVCC IVC  RT-PCR LN?Ar,lgIeEI-zitina LN12A4UIUE-|§:tina
200108002494 Burro Neg Neg N/R  Nao detectavel 0 14,7 0 13,6
200108002614 Eumops glaucinus Neg Neg N/R N/R 0 13,1 N/R N/R
200108002616 Cotia Neg Neg N/R N/R 0 14,1 0 16,3
200108002622 Onga Neg Neg N/R N/R 0 14,7 0 16,5
200108002623 Onga Neg Neg N/R N/R 0 12,3 0 13,7
200108002625 Nyctinomops aurispinosus Neg Neg N/R N/R 0 12,7 0 14,2
200108002628 Primata ndo humano Neg Neg N/R N/R 0 12,8 0 14,8
200108002650 Primata ndo humano Neg Neg N/R N/R 0 12,8 0 15,2
200108002654 Eumops perotis Neg Neg N/R N/R 0 13,4 0 14,9
200108002669 Primata n&o humano Neg Neg N/R N/R 0 12,9 0 13,7
200108002673 Primata n&o humano Neg Neg N/R N/R 0 13 N/R N/R
200108002704 Primata n&o humano Neg Neg N/R N/R 0 13,2 0 16,3
200108002706 Equino Neg Neg N/R N/R 23, 12,1 26,7 13,7
200108002713 Céo Neg Neg N/R N/R 0 15,4 0 0
200108002714 Céo Neg Neg N/R N/R 0 16,1 0 19,5
200108002715 Céo Neg Neg N/R N/R 0 11,9 0 13,4
200108002719 Gamba Neg Neg N/R N/R 0 18,3 0 18,7
200108002720 Gamba Neg Neg N/R N/R 0 17,2 0 18
200108002725 Céo Neg Neg N/R N/R 0 12,9 0 17,2
200108002729 Primata ndo humano Neg Neg N/R N/R 0 19,2 0 19,6
200108002730 Eumops glaucinus Neg Neg N/R N/R 0 18,9 N/R N/R
200108002738 Veado Neg Neg N/R N/R 0 16,9 0 17,7
200108002739 Onca Neg Neg N/R N/R 0 11,8 0 14,3
200108002744 Bovino Neg Neg N/R N/R 0 17,4 0 18,9

IFD: imunofluorescéncia direta; IVCC: isolamento viral em cultivo celular; IVC: isolamento viral em camundongo; MR: material
ruim; Inc.: inconclusivo; N/R: ndo realizado; Pos: positivo; Neg: negativo.
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Cont. Quadro 1 — Resultados individuais das amostras quando submetidas a: Imunofluorescéncia Direta, Isolamentoto viral em cultivo

celular, Isoalmento viral em camundongo, RT-PCR, LN34 Singleplex (LN34 e [3-actina), LN34 Multiplex (LN34 e B-actina).

Amostra Espécie IFD IVCC IVC  RT-PCR LN?Ar,lgIeEI-zitina LN12A4UIUE-|§:tina
200108002747 Céo Neg Neg N/R N/R 0 13,6 0 15,1
200108002752 Primata n&o humano Neg Neg N/R N/R 0 16,4 0 17
200108002753 Primata n&o humano Neg Neg N/R N/R 0 14,2 0 15,8
200108002762 Céo Neg Neg N/R N/R 0 14,1 0 16
200108002767 Gato Neg Neg N/R N/R 0 10,5 0 11,7
200108002771 Céo Neg Neg N/R N/R 0 11,4 0 12,7
200108002774 Gato Neg Neg N/R N/R 0 11,6 0 12,9
200108002776 Gato Neg Neg N/R N/R 0 10,8 0 12
200108002777 Primata ndo humano Neg Neg N/R N/R 0 15,6 N/R N/R
200108002778 Céo Neg Neg N/R N/R 0 10,8 0 12,3
200108002779 Céo Neg Neg N/R N/R 0 12,3 0 19,6
200108002780 Gato Neg Neg N/R N/R 0 9,6 0 11,1
200108002781 Primata n&o humano Neg Neg N/R N/R 0 14,8 0 15,8
200108002782 Primata ndo humano Neg Neg N/R N/R 0 13,6 0 14,7
200108002786 Nyctinomops laticaudatus Neg Neg N/R N/R 0 16,8 N/R N/R
200108002794 Equino Neg Inc. N/R  Nao detectavel 0 12,9 0 13,7
200108002795 Gato Neg Inc. N/R  Nao detectavel 0 13,4 0 14,5
200108002796 Céo Neg Neg N/R N/R 0 10,7 0 12,1
200108002797 Gato Neg Neg N/R N/R 0 11,4 0 16,6
200108002798 Gato Neg Neg N/R N/R 0 12,9 0 14,2
200108002799 Equino Neg Neg N/R  Nao detectavel 0 10 0 11,2
200108002801 Molossus molossus Neg Inc. N/R  Nao detectavel 0 16,8 N/R N/R
200108002802 Eumops glaucinus Neg Neg N/R N/R 0 13,6 0 15
200108002803 Gato Neg Neg N/R N/R 0 10,5 0 12,1

IFD: imunofluorescéncia direta; IVCC: isolamento viral em cultivo celular; IVC: isolamento viral em camundongo; MR: material
ruim; Inc.: inconclusivo; N/R: ndo realizado; Pos: positivo; Neg: negativo.
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Cont. Quadro 1 — Resultados individuais das amostras quando submetidas a: Imunofluorescéncia Direta, Isolamentoto viral em cultivo celular,
Isoalmento viral em camundongo, RT-PCR, LN34 Singleplex (LN34 e B-actina), LN34 Multiplex (LN34 e B-actina).

Amostra Espécie IFD IVCC IVC RT-PCR Lszg'eE[i’éﬁna LN?'2A4“'t'E_'§:tina
200108002804 Artibeus lituratus Neg Neg N/R N/R 0 17 0 18,5
200108002806 Artibeus lituratus Neg Neg N/R N/R 0 14,1 0 17,4
200108002808 Molossus rufus Neg Neg N/R N/R 0 18,7 0 20,1
200108002809 Eumops glaucinus Neg Neg N/R N/R 0 18 0 20,9
200108002812 Primata ndo humano Neg Neg N/R N/R 0 17,7 0 20,7
200108002813 Primata ndo humano Neg Neg N/R N/R 0 14,3 0 15,7
200108002819 Artibeus lituratus Neg Neg N/R N/R 0 14,4 0 15,9
200108002821 Primata ndo humano Neg Neg N/R N/R 0 13,8 0 15
200108002826 Cao Neg Neg N/R N/R 0 11,5 0 13,2
200108002827 Gamba Neg Neg N/R N/R 0 17,1 0 18,2
200108002828 Gato Neg Neg N/R N/R 0 10,6 0 12
200108002829 Gato Neg Neg N/R N/R 0 10,8 N/R N/R
200108002830 Gato Neg Neg N/R N/R 0 11,5 0 12,7
200108002832 Molossus molossus Neg Neg N/R N/R 0 13,3 0 15,7
200108002833 Bovino Neg Neg N/R N/R 0 16,7 0 20,3
200108002834 Bovino Neg Neg N/R N/R 0 18,6 0 25,3
200108002835 Céo Neg Neg N/R N/R 0 13,1 0 16,2
200108002836 Céo Neg Neg N/R N/R 0 13,3 0 17
200108002837 Céo Neg Neg N/R N/R 0 12,4 0 14,1
200108002838 Céo Neg Neg N/R N/R 0 11,2 0 13
200108002846 Eumops perotis Neg Neg N/R N/R 0 13,9 N/R N/R
200108002847 Gato Neg Neg N/R N/R 0 13,4 0 15,5
200108002848 Gato Neg Neg N/R N/R 0 10,4 0 12
200108002854 Glassophaga soricina Neg Neg N/R N/R 0 16 N/R N/R

IFD: imunofluorescéncia direta; IVCC: isolamento viral em cultivo celular; IVC: isolamento viral em camundongo; MR: material

ruim; Inc.: inconclusivo; N/R: ndo realizado; Pos: positivo; Neg: negativo.
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Cont. Quadro 1 — Resultados individuais das amostras quando submetidas a: Imunofluorescéncia Direta, Isolamentoto viral em cultivo celular,
Isoalmento viral em camundongo, RT-PCR, LN34 Singleplex (LN34 e B-actina), LN34 Multiplex (LN34 e B-actina).

Amostra Espécie IFD IVCC IVC  RT-PCR LNzlé?gleF[)Sl-z)::tina LN12A4UIUE-|§:tina
200108002861 Gato Neg Neg N/R N/R 0 10,4 N/R N/R
200108002862 Eumops glaucinus Neg Neg N/R N/R 0 14,1 0 15
200108002863 Eumops perotis Neg Neg N/R N/R 0 12,8 N/R N/R
200108002865 Gato Neg Neg N/R N/R 0 11 N/R N/R
200108002874 Artibeus lituratus Neg Neg N/R N/R 0 13,6 0 15,2
200108002897 N&o Identificado Neg Neg N/R N/R 0 16,9 N/R N/R
200108002898 Myotis nigricans Neg Neg N/R N/R 0 15,3 0 20
200108002899 Myotis nigricans Neg Neg N/R N/R 0 13,6 N/R N/R
200108002900 Myotis nigricans Neg Neg N/R N/R 0 14,2 0 15,1
200108002912 Artibeus lituratus Neg Neg N/R N/R 0 17,5 0 20,4
200108002917 Myotis nigricans Neg Neg N/R N/R 0 21,1 0 21,7
200108002939 Equino Neg Neg N/R  N&o detectavel 0 14,2 0 16,3
200108002940 Equino Neg Neg N/R  N&o detectavel 0 16,3 0 18,2
200108002947 Equino Neg Neg N/R  Nao detectavel 0 17,8 0 23,1
200108002955 N&ao Identificado Neg Neg N/R N/R 0 16,8 0 18,2
200108002963 Glossophaga soricina Neg Neg N/R N/R 0 13,9 0 15
200108002965 Myotis nigricans Neg Neg N/R N/R 0 14,5 N/R N/R
200108002973 Myotis nigricans Neg Neg N/R N/R 0 14,6 N/R N/R
200108002981 Glossophaga soricina Neg Neg N/R N/R 0 12,3 0 13,5
200108002988 Myotis nigricans Neg Neg N/R N/R 0 17 N/R N/R
200108003015 Bovino Neg Neg N/R N/R 0 16,8 N/R N/R
200108003019 Bovino Neg Neg N/R N/R 0 18,1 N/R N/R
200108003089 Bovino Neg Neg N/R  Nao detectavel 0 18,9 N/R N/R
200108003098 Bovino Neg Neg N/R N/R 0 14,4 N/R N/R

IFD: imunofluorescéncia direta; IVCC: isolamento viral em cultivo celular; IVC: isolamento viral em camundongo; MR: material
ruim; Inc.: inconclusivo; N/R: ndo realizado; Pos: positivo; Neg: negativo.
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Cont. Quadro 1 — Resultados individuais das amostras quando submetidas a: Imunofluorescéncia Direta, Isolamentoto viral em cultivo

celular, Isoalmento viral em camundongo, RT-PCR, LN34 Singleplex (LN34 e [3-actina), LN34 Multiplex (LN34 e B-actina).

99

Amostra Espécie IFD IVCC IVC  RT-PCR LNzlé?gleF[)Sl-z)::tina LN12A4UIUE-|§:tina
200108003116 Bovino Neg Neg N/R N/R 0 14,8 N/R N/R
200108003118 Bovino Neg Neg N/R N/R 0 16,4 N/R N/R
200108003178 Bovino Neg Neg N/R N/R 0 15,8 N/R N/R
200108003179 Bovino Neg Neg N/R N/R 0 14,4 N/R N/R
200108003236 Equino Neg N/R N/R  Nao detectavel 0 15,6 16,1
200108003350 Equino Neg N/R N/R  Nao detectavel 0 16,9 17,4
200108003384 Equino Neg N/R N/R  Nao detectavel 0 13,9 14,9
200108003397 Bovino Neg Neg N/R N/R 0 20,2 N/R N/R
201733000495 Artibeus lituratus Pos Pos N/R N/R 3,5 12,6 N/R N/R
202410000455 Artibeus lituratus Neg Neg N/R N/R 0 14,5 N/R N/R
202410000461 Artibeus lituratus Neg Neg N/R N/R 0 14,1 0 15,5
202410000474 Histiotus velatus Neg Neg N/R N/R 0 14 N/R N/R
202410000504 Molossus molossus Neg Neg N/R N/R 0 16,4 N/R N/R
202410000521 Eumops perotis Neg Neg N/R N/R 0 16 N/R N/R
202410000603 Primata ndo humano Neg Neg N/R N/R 0 20,5 N/R N/R
202410000622 Gamba Neg Neg N/R N/R 0 15,4 17,2
202410000632 Artibeus lituratus Neg Neg N/R N/R 0 12,6 14,5
202410000639 Nyctinomus macrotis Neg Neg N/R N/R 0 13,4 0 14,7
202410000642 Eumops glaucinus Neg Neg N/R N/R 0 13,3 N/R N/R
202410000644 Nyctinomops laticaudatus Neg Neg N/R N/R 0 17,9 N/R N/R

IFD: imunofluorescéncia direta; IVCC: isolamento viral em cultivo celular; IVC: isolamento viral em camundongo; MR: material
ruim; Inc.: inconclusivo; N/R: ndo realizado; Pos: positivo; Neg: negativo.



