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Resumo

A raiva € uma enfermidade de carater zoonético ha muito conhecida pelo homem, acometendo em sua
maioria mamiferos de sangue quente como canideos e bovideos, por exemplo. Como metodologia para
arealizacdo deste trabalho foram consultados e analisados artigos datados entre 1968 e 2020, manuais
técnicos de referéncia acerca da profilaxia da raiva e consulta de programas federais para controle do
virus. Tais levantamentos levam a discussao sobre a importancia e necessidade do processo de
conscientizagdo para o controle da doenca por meio da vacina antirribica e a necessidade de
ampliacdo de exames diagnésticos verdadeiramente sensiveis e eficazes para reconhecimento
imediato do virus no animal infectado de modo a prevenir que os demais animais do rebanho também
sejam acometidos. O presente trabalho tem o objetivo de destacar a IFD como técnica padrao-ouro de
diagnoéstico laboratorial da raiva evidenciando a importancia e necessidade de medidas preventivas
com programas de conscientizagdo para controle dessa enfermidade.

Palavras-chave: raiva. diagnostico laboratorial. imunofluorescéncia direta. medidas preventivas.
Area do Conhecimento: Medicina Veterinaria.
Introducéo

A raiva é uma enfermidade infectocontagiosa conhecida pelo homem ha milhares de anos, sendo
importante fonte de estudo para a comunidade cientifica e em ambito de salde publica pelo seu fator
letal, uma vez que, apos aparecidos 0s sintomas, o curso clinico da doenca é sempre fatal (Schneider
& Burgoa, 1994). Trata-se de um virus pertencente a ordem Mononegavirales, familia Rhabdoviridae e
género Lyssavirus (Schoch et al, 2020), que acomete sobretudo animais de sangue quente (Acha &
Szyfres, 2001).

Se tratando da area urbana, o c8o € a espécie mais acometida pelo virus, tendo papel importante
na manutengdo epidemioldgica do virus. Sobretudo, a doenca em felinos tem se tornado muito
frequente, apresentando crescimento concomitante ao aumento dos casos da raiva em canideos
(Pasteur, 1999).

A infeccéo viral ocorre por via percutanea, sendo o principal hospedeiro natural (Batista et al, 2007)
e transmissor o morcego hematéfago da espécie Desmodus rotundus, a espécie mais comum e
abundante de morcego hematofago, encontrado principalmente em areas com presenca de animais de
criacdo (McFarland & Wimsatt, 1969), sendo este amplamente distribuido pelo Brasil (dos Reis et al,
2007).

A doencga possui periodo de incubacao variavel, dependendo, sobretudo, do local da mordedura,
uma vez que quanto mais proximo ao sistema nervoso central, mais rapida a replicacéo viral; e da
susceptibilidade do animal acometido (Batista et al, 2007). O progndstico é 100% fatal para todas as
espécies acometidas e apresenta sintomatologia classica, sendo a principal causa da morte, as
contracdes tdnicocldonicas das musculaturas envolvidas na respiracdo (Pasteur, 1999).

A técnica laboratorial padrdo-ouro para diagnéstico da raiva em herbivoros € a técnica de
imunofluorescéncia direta (IFD) devido sua agilidade, sensibilidade e precisdo (Zimmer et al, 1990).
Atualmente, sabe-se que a vacinac¢do criada por Pasteur h4 mais de um século (Schneider & Burgoa,
1994) é a unica forma de prevencéo ao virus em todas as espécies suscetiveis e o principal método de
controle epidemiolégico.
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O Programa Nacional de Profilaxia da Raiva (PNPR) foi um programa criado pelos Ministérios da
Agricultura e da Saude em associagdo com a Central de Medicamentos e a OMS (Organiza¢do Mundial
da Saude) que visa o controle dessa zoonose no pais, bem como o manejo imediato ao humano
acometido ou que teve contato com algum animal suspeito (Schneider et al, 1996).

Diante do exposto, este trabalho destina-se a destacar a imunofluorescéncia direta como técnica
padrao-ouro para o diagnéstico da raiva, apresentar uma revisdo comparativa entre outros testes
laboratoriais e evidenciar a importancia das medidas preventivas existentes para controle dessa
enfermidade .

Metodologia

Para a realizacdo deste trabalho, foi realizado um levantamento de dados bibliograficos sobre a
técnica diagnéstica de eleicdo do virus da raiva e as medidas preventivas existentes hoje no Brasil nas
bases PubMed/Medline, Science Direct, Google Académico e banco de dados e programas do governo
federal, compilando informagBes e conhecimentos advindos de manuais técnicos federais e
publicacdes cientificas.

Os unitermos utilizados para tal levantamento foram, em portugués e inglés: “raiva”, “rabies”,
“diagnéstico da ralva” “diagnosis of rabies®, "imunofluorescéncia direta“, “direct immunofluorescence®,

“controle da raiva“ e “rabies control”, publicados entre os anos de 1968 e 2020.

As questdes levantadas para a realizacdo deste trabalho foram, para além da etiologia da raiva
propriamente dita, a técnica diagnostica de eleicdo e as medidas preventivas existentes hoje no Brasil. A
metodologia deve estar bem descrita e detalhada, permitindo a replica¢éo do estudo.

Resultados

As manifestacdes clinicas da raiva sdo conhecidas pelo homem ha milhares de anos, sendo a
primeira descricdo da doenca datada de 500 anos a.c. por Demécrito, quando também Aristételes e
Luciano falaram pela primeira vez sobre a teoria de que a enfermidade pudesse ser adquirida a partir
da mordedura pelo animal infectado. A sintomatologia clinica da doenca € aguda e 100% das vezes
fatal. O tratamento da raiva é sintomatoldgico e sobretudo preventivo, isto €, a vacinacdo € a melhor
forma de isolamento da doenca, visto que ndo héa cura (Schneider & Burgoa, 1994).

Trata-se de um virus RNA envelopado pertencente a ordem Mononegavirales, familia Rhabdoviridae
e género Lyssavirus (Schoch et al, 2020) que acomete sobretudo animais de sangue quente. Quando
se trata de areas urbanas, tem o cdo como animal mais susceptivel a infec¢do, seguido dos felinos,
cujo crescimento do numero de casos é concomitante ao aumento do niumero de casos em cées pelo
contato proximo. Estes, na maioria das vezes, sdo hospedeiros finais do virus, visto que a doenca leva
0 animal a 6bito (Pasteur, 1999).

O periodo de incubacéo é variavel, dependendo da proximidade do local da mordedura em relacéo
ao sistema nervoso central, da concentragdo do virus e da suscetibilidade do animal acometido (Batista
et al, 2007). A sintomatologia da doenca e os principais sinais clinicos apresentados, ao seguir seu
ciclo usual e caracteristico, configuram a causa mortis, causada majoritariamente pelas contracdes
tbnicoclbnicas das musculaturas relacionadas a respiracdo, que geralmente ocorre 7 dias apds o inicio
dos sintomas (Pasteur, 1999).

O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (2012) apontou os indices de crescimento e
retardo das casuisticas de raiva entre 2006 e 2012 no Estado de S&o Paulo, evidenciando a importancia
e necessidade da vigilancia e controle da doenga, bem como um estudo mais embasado sobre as
principais causas do aumento dos casos.

A técnica laboratorial padrédo-ouro para diagndstico da raiva é a técnica de imunofluorescéncia direta
(IFD) devido a sua agilidade, sensibilidade e precisdo (Zimmer et al, 1990). Trata-se de um teste
diagnéstico factivel realizado através do reagente essencial, o conjugado antirrabico, que é um
anticorpo produzido especificamente contra o virus da raiva, ligado a molécula de fluorocromo,
molécula fluorescente que emite luz e da especificidade a rea¢@o. Essa reagéo, portanto, é observada
em microscopio de fluorescéncia, onde serdo observadas concentracdes de fluorescéncia esverdeada
em casos positivos de raiva na amostra coletada (Aoki et al, 2010).

Em casos suspeitos, todo animal deve ter seu sistema nervoso central (hipocampo, cortex cerebral,
cerebelo e tronco encefalico) coletado através de bidpsia e enviado para andlise em laboratério. No
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caso de bovinos, o material quando negativo para raiva apos andlise deve ser enviado para outra
andlise em laboratério afim de realizar diagnoésticos diferenciais de encefalopatia espongiforme em
bovinos (EEB). Em equinos, por sua vez, em casos negativos de raiva, a amostra é enviada para
diagnésticos diferenciais de encefalomielites equinas (Ministério da Saude, 2008).

Outros testes diagndsticos também sao aplicados no dia a dia da rotina laboratorial, como o teste
de peroxidase anti-peroxidase (PAP), teste de inoculagdo em camundongos (MIT) e a técnica de cultura
de células (CCT). O PAP é o segundo teste mais utilizado na rotina diagnéstica do virus da raiva,
permitindo, portanto, um diagnéstico altamente confiavel, contudo as amostras devem ser
exclusivamente fixadas em formol e embebido em parafina (Zimmer et al, 1990).

O Programa Nacional de Profilaxia da Raiva (PNPR) é um programa criado em 1973 pelos
Ministérios da Agricultura e da Salde em associagcdo com a Central de Medicamentos e a OMS
(Organizacdo Mundial da Saude) (Schneider et al, 1996) que tem por objetivo controlar o nimero de
casos de raiva no pais. Visando sua erradicacao em territorio nacional, promove e estimula a vacinagéo
antirrabica e o controle dos animais errantes em areas endémicas (Wada et al, 2011).

Discussao

De acordo com Schneider e Burgoa (1994), a raiva é uma enfermidade infectocontagiosa e
suas manifestacdes clinicas sdo conhecidas pelo homem h& milhares de anos, sendo importante fonte
de estudo para a comunidade cientifica e em ambito de saude publica pelo seu fator letal, uma vez que,
apoés aparecidos os sintomas, o curso clinico da doenca é sempre fatal.

Trata-se de um virus envelopado pertencente a ordem Mononegavirales (do grego: mono,
Unico; + nega, relativo ao RNA anti-sentido + do latim: virales: virus), familia Rhabdoviridae (do grego:
rhabdos, bastdo) e género Lyssavirus (do grego: lyssa, raiva) (Schoch et al, 2020).

Segundo o Manual de Controle da Raiva dos Herbivoros do Instituto Pasteur (1999), a doenga
possui periodo de incubagéo de 25 a 90 dias, ou seja, o intervalo entre a data do primeiro contato com
a doencga e os aparecimentos da sintomatologia, sendo os sinais clinicos mais comuns o isolamento do
animal que se afasta do rebanho devido a hiporexia apresentada, além de certo grau de apatia,
tenesmo, priapismo, hiperexcitabilidade e acalasia. Dias apds o aparecimento dos sintomas, as
contragdes todnico-cldnicas da musculatura (caracteristica classica da doenca) e incoordenagfes
comecam a aparecer. Logo apos, o andar cambaleante e o andar dificultado faz com que os animais
doentes permanecam em decubito e eliminando uma salivacdo espumosa, dada pela dificuldade de
degluticdo por consequéncia das contragdes tonico-cldénicas das musculaturas do pescogo. Segue-se
a paralisia da musculatura relacionada a respiragédo e, entdo, a morte, que vem em até 7 dias do
aparecimento dos primeiros sintomas.

O virus se comporta de maneira diversificada de acordo com a suscetibilidade do mamifero
infectado, seu grau de imunidade e local de mordedura. Sendo assim, o material coletado para exame
diagnostico em laboratério deve ser criterioso. No caso de mamiferos herbivoros, o material coletado
deve conter o sistema nervoso central por inteiro ou parte dele. No caso de caes e gatos, o encéfalo
inteiro pode ser levado para avaliacdo laboratorial. Exames diagndsticos diferenciais devem ser
realizados no caso de resultados negativos para raiva, sendo diferencial da cinomose para cées e
carnivoros silvestres, e diferencial de encefalopatia espongiforme dos bovinos (EEB) (Ministério da
Saude, 2008).

Por recomendag6es da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a principal técnica laboratorial
de diagndstico definitivo para o virus da raiva € o teste de imunofluorescéncia direta (IFD) devido sua
alta sensibilidade e especificidade (Zimmer et al, 1990).

O teste de IFD consiste na pesquisa de agentes rabicos no fragmento recolhido do SNC do
animal infectado, onde o virus rabico é detectado utilizando um conjugado contendo anticorpos
marcados por isotiocianato de fluoresceina (Meslin et al, 1996).

A técnica de IFD é tida até hoje como padrdo-ouro para diagnéstico laboratorial definitivo do
virus da raiva em herbivoros, pois é capaz de atingir niveis de acuracia iguais ou superiores a 100%
nas amostras infectadas (Rupprecht et al, 2018). O teste de inoculacdo em camundongos (IC) a partir
do isolamento viral (IVC) também é amplamente utilizado para diagnéstico da raiva em herbivoros
devido a seu alto nivel de preciséo. Contudo, é um teste laboratorial que demanda mais tempo para
obtencéo de resultados, cerca de 25 dias. Por isso, a IC é um teste laboratorial de diagndstico usado
em conjunto com o teste de IFD para fins de confirmacdo diagnéstica (Santos et al, 2006).
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Estudos demonstram que amostras de SNC para diagnostico da raiva através da IFD
apresentam acuracia de 76,6% em relacéo a IVC, sendo fragmentos da medula e tronco encefalico as
se¢fes do SNC mais recomendadas para analise diagndstica (Peixoto et al, 2000). Entretanto, &
necessario resguardo com os tecidos coletados para amostra a fim de evitar resultados falsos-
negativos, sendo, portanto, necessario coletar o mais rapido possivel tecidos post-mortem do animal
acometido para evitar autolise, problema que ocorre mais comumente em paises tropicais como o Brasil
(Ministério da Saude, 2008).

Em comparacdo com os testes laboratoriais anteriormente citados, o teste laboratorial de
transcricdo reversa e reacdo em cadeia de polimerase (RT-PCR) vem como alternativa em casos de
amostras sujeitas a degradacao que compromete a acuracia do resultado. O teste de RT-PCR é capaz
de identificar o virus da raiva em amostras degradadas pelo calor em certo grau (Crepin et al, 1998)
através da tipificacdo molecular dos genes encontrados na amostra de virus rabico, e da amplificacéo
e isolamento do segmento do material genético do animal contaminado. Entretanto, tal técnica néo é
usualmente utilizada na rotina devido ao alto risco de contamina¢&o durante a necropsia ou preparacao
da amostra, resultando em possiveis falsos-negativos (WHO, 1994).

O teste de imuno-histoquimica (IHQ) é descrito como como um teste alternativo a IFD devido
ao seu igual ou maior grau de sensibilidade. Diferente do teste de IFD, a IHQ utiliza tecidos fixados, ou
seja, formolizados, para obtencao do resultado diagnéstico que busca o antigeno no tecido ou célula
através de inoculac¢des de anticorpos monoclonais e policlonais, sendo o primeiro criado em laboratério
a partir de uma célula mée e o segundo sendo produzido a partir do resultado da resposta imune a
determinado antigeno. Verificou-se, portanto, que a IHQ é uma técnica mais rapida, barata e menos
trabalhosa que a IFD e IVC. Por este motivo, o teste de IHQ ndo é amplamente utilizado para
diagnostico de raiva em herbivoros a campo (RamosVara et al, 1999).

Em 1973 foi estruturado no pais o Programa Nacional de Profilaxia da Raiva (PNCR) em
associacdo dos ministérios da Agricultura e da Saude, Central de Medicamentos e a Organizacdo
Mundial da Saude (OMS), de modo a implementar no Brasil uma metodologia segura para a
erradicacao do virus da raiva através de um diagnéstico rapido dos animais e humanos acometidos e
controle imunobiolégico da zoonose (Schneider et al, 1996).

No ano de 1966 iniciou-se no Brasil um programa de controle do morcego hematéfago
conduzido pela Coordenadoria de Defesa Agropecuéaria (CDA) as Secretaria de Agricultura e
Abastecimento (SAA), o Programa Nacional de Controle da Raiva dos Herbivoros (PNCRH). Suas
diretrizes contam com campanhas de vacinacao obrigatorias e semestrais das espécies susceptiveis
em regides de epizootias, controle populacional do vetor, 0 morcego hematéfago, aumento da vigilancia
e atendimento imediato aos casos suspeitos de doencas nervosas (MAPA, 2009).

Em andlise epidemioldgica da situacéo dos casos de raiva no pais realizada em 2013 pelo
programa, notou-se que, no estado de Sao Paulo, entre os periodos de 2006 a 2012, houve uma
variagdo no numero de casos de raiva de até 400%. Esses nimeros sao justificados pela oscilacdo dos
exames realizados para a vigilancia do virus da raiva, evidenciando-se a necessidade de um estudo
mais embasado sobre as principais causas do aumento desses casos. Estima-se que a principal causa
€ 0 aumento da populacdo de bovinos de maneira desproporcional a estratégia utilizada de vigilancia
e controle da doenca (MAPA, 2013).

Conclusao

A raiva é uma doenca de importante interesse em ambito de salude por se tratar de uma das
enfermidades infectocontagiosas que mais afetam economicamente o agronegdécio, gerando gastos
tanto com méo-de-obra para o controle da doenga no rebanho quanto com o 6bito de fato dos animais
acometidos. Sendo assim, a forma mais eficaz de prevencéo € a vacinagéao.

O conhecimento sobre a raiva dos herbivoros, apesar de ser vasto, ainda é deficiente quanto ao
sistema de informacéao e coleta de dados, de modo que a vigilancia e controle da doenca seja dificultado
e o tamanho real do problema seja desconhecido.

A técnica laboratorial padrdo-ouro para diagnéstico definitivo do virus da raiva é a técnica de
imunofluorescéncia direta (IFD) pelo seu alto nivel de precisdo e prontiddo. Além da IFD, outras
técnicas vém sendo utilizadas a fim de estudo comparativo para diagnéstico da raiva em herbivoros
como os testes de Peroxidase AntiPeroxidase, Inoculagdo Viral em Camundongos (IVC) e Imuno-
histoquimico (IHQ).
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O diagnostico correto, junto as medidas preventivas ideais para controle do virus da raiva nas
regides mais suscetiveis, como vacinagdo do rebanho, controle do vetor e conscientizacdo da
populacao para a notificagdo obrigatéria das casuisticas, faz com que haja uma queda importante no
namero de casos no Brasil, prevenindo surtos, prejuizos econdémicos e maiores problemas de ordem
de saude publica.
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