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RESUMO

A raiva é uma zoonose viral de alta letalidade, causada pelo Lyssavirus rabies (RABV),
pertencente ao género Lyssavirus. Como uma doenca neurotropica, 0 RABV demonstra
afinidade pelo sistema nervoso central (SNC), o que resulta em encefalomielite progressiva e
fatal, podendo afetar todos os mamiferos, incluindo seres humanos. Dada a letalidade de quase
100%, diagnosticar a raiva com rapidez e precisdo é crucial para o controle e prevencdo. A
Imunofluorescéncia Direta (IFD) é o teste padrdo-ouro para o diagnéstico, recomendado pela
Organizacdo Mundial da Satde (OMS) devido a sua alta sensibilidade e especificidade. No
entanto, fatores como a qualidade das amostras, a preservacdo adequada, a habilidade técnica
necessaria para a leitura das laminas e a presenca de baixa carga viral pode afetar os resultados,
0 que destaca a necessidade de métodos diagndsticos complementares. O teste de Inoculagdo
em Camundongos (IC) é amplamente adotado como método confirmatdrio a IFD na maioria
dos laboratorios brasileiros. Embora eficaz, o IC apresenta limitacdes éticas e operacionais,
como o uso de animais e o tempo prolongado necessario para a obtencdo dos resultados. Em
resposta a essas limitac6es, a OMS recentemente recomendou o ensaio de RT-gPCR LN34 Pan-
Lyssavirus como uma alternativa moderna e eficiente para confirmacéo do diagnostico da raiva.
Este ensaio se destaca pela sua alta sensibilidade e especificidade diagnoéstica, sendo capaz de
detectar de modo universal todos os Lyssavirus, mesmo em amostras com carga viral reduzida
e em condicBes avancadas de autdlise. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo
validar e comparar o desempenho do ensaio LN34 em relagéo ao teste de IFD em amostras de
SNC de herbivoros com suspeita de raiva, encaminhadas ao Instituto Mineiro de Agropecuaria
(IMA) para diagndstico da doenca no estado de Minas Gerais. Adicionalmente, verificar se o
ensaio LN34 possui as qualidades necessarias como prova comprobatéria a IFD. A pesquisa
analisou 149 amostras de SNC, das quais 55 resultaram positivas no teste de IFD e 94 negativas.
No ensaio de RT-gPCR LN34, 64 amostras apresentaram resultado positivo, 74 foram negativas
e 11 foram inconclusivas. Os resultados indicaram que o ensaio LN34 apresentou sensibilidade
de 96,36% e especificidade de 78,70%. A baixa especificidade foi atribuida as condicdes
inadequadas de armazenamento das amostras, resultando em um aumento na quantidade de
resultados discordantes entre os testes. Ademais, devido a alta sensibilidade do LN34, algumas
amostras identificadas como positivas por este método foram negativas na IFD. Essas amostras
apresentaram uma carga viral baixa, potencialmente ndo detectada pelo método de referéncia,
mas identificada pelo ensaio LN34, resultando na classificagdo de amostras negativas na IFD

como positivas no LN34. Conclui-se que o0 LN34 tem potencial como teste confirmatério a IFD,



mas a precisdo dos resultados depende do armazenamento adequado e da realizagdo rapida do
teste apds a coleta.

Palavras-chave: Lyssavirus rabies; raiva; Imunofluorescéncia Direta; RT-gPCR; LN34 Pan-

Lyssavirus.



ABSTRACT
Rabies is a highly lethal viral zoonosis caused by the Lyssavirus rabies (RABV), belonging to
the genus Lyssavirus. As a neurotropic disease, RABV demonstrates affinity for the central
nervous system (CNS), leading to progressive and fatal encephalomyelitis, affecting all
mammals, including humans. Given its nearly 100% lethality, rapid and accurate rabies
diagnosis is crucial for its control and prevention. Direct Immunofluorescence (DIF) is the gold
standard test for diagnosis, recommended by the World Health Organization (WHO) due to its
high sensitivity and specificity. However, factors such as sample quality, proper preservation,
the technical expertise required for slide reading, and low viral load can affect the results,
highlighting the need for complementary diagnostic methods. The Mouse Inoculation Test
(MIT) is widely used as a confirmatory method for DIF in most Brazilian laboratories. Despite
its efficacy, MIT has ethical and operational limitations, such as the use of animals and the
prolonged time required for results. To address these limitations, the WHO recently
recommended the LN34 Pan-Lyssavirus RT-gPCR assay as a modern and efficient alternative
for rabies confirmation. This assay stands out for its high sensitivity and specificity, enabling
universal detection of all Lyssavirus species, even in samples with low viral loads and advanced
autolysis conditions. This study aimed to validate and compare the performance of the LN34
assay with DIF in CNS samples from herbivores suspected of rabies, submitted to the Instituto
Mineiro de Agropecuéria (IMA) for rabies diagnosis in the state of Minas Gerais, Brazil.
Additionally, it sought to determine whether the LN34 assay possesses the necessary qualities
to serve as a confirmatory test for DIF. The research analyzed 149 CNS samples, of which 55
tested positive and 94 negative using DIF. In the LN34 RT-qPCR assay, 64 samples were
positive, 74 negative, and 11 inconclusive. The results showed that the LN34 assay had a
sensitivity of 96.36% and a specificity of 78.70%. The low specificity was attributed to
inadequate sample storage conditions, leading to an increase in discordant results between the
tests. Furthermore, due to LN34's high sensitivity, some samples identified as positive by this
method were negative in DIF. These samples had a low viral load, potentially undetectable by
the reference method but identified by the LN34 assay, resulting in the classification of DIF-
negative samples as positive in LN34. It is concluded that LN34 has potential as a confirmatory
test for DIF, but result accuracy depends on proper storage and prompt testing after sample

collection.

Keywords: Lyssavirus rabies; rabies; Direct Immunofluorescence; RT-gPCR; LN34 Pan-

Lyssavirus.
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1 INTRODUCAO

A raiva é uma enfermidade viral infectocontagiosa com potencial zoonético, que afeta
0 sistema nervoso central (SNC) de mamiferos, incluindo os seres humanos (MBILO et al.,
2021). Notdria por sua alta letalidade, proxima de 100% ap0s o aparecimento dos sinais clinicos
neuroldgicos, a prevencdo e o diagndstico precoce sdo extremamente importantes (GIGANTE
et al., 2018; HAMPSON et al., 2015; HEMACHUDHA et al., 2002). A Organiza¢cédo Mundial
da Saude (OMS) e a Organizacdo Mundial de Saude Animal (OMSA) consideram a raiva um
grande problema de saude publica, impactando majoritariamente comunidades carentes e
vulneraveis. Globalmente, essa condicao continua a ceifar cerca de 60 mil vidas humanas por
ano, destacando a urgente necessidade de medidas eficazes de controle e prevencgéo
(HAMPSON et al., 2015; WHO, 2024; OPAS, 2023).

O agente etiolégico da raiva é um virus envelopado da espécie Lyssavirus rabies
(RABV), pertencente a familia Rhabdoviridae, género Lyssavirus. Seu genoma é constituido
por &cido ribonucleico (RNA), com fita simples e polaridade negativa (GIGANTE et al., 2018).

A disseminacdo do RABV ocorre predominantemente pela inoculacgéo do virus presente
na saliva de animais infectados, através de mordedura, arranhadura ou lambedura. A
manifestacdo da doenca é caracterizada por encefalomielite aguda progressiva, que resulta em
sintomas neuroldgicos graves levando ao ébito (SOUSA et al., 2013).

No Brasil, a raiva é considerada endémica, apresentando uma distribuicdo
epidemioldgica heterogénea que varia conforme a regido geopolitica (FERREIRA, 2007).
Devido as dimensdes continentais e a diversidade da fauna, o pais enfrenta um desafio
significativo no controle do virus, principalmente devido a variedade de espécies reservatorio
e a capacidade do virus de se adaptar a novos hospedeiros dentro de uma mesma area
geografica.

Nos ultimos anos, Minas Gerais (MG) emergiu como um dos estados com aumento
significativo nos casos de raiva, tanto em humanos quanto em animais. Dados zoossanitarios
coletados no Ministerio da Agricultura e Pecuaria (MAPA) indicam que ndo havia notificacdes
de casos de raiva urbana em cées e gatos desde 2012. No entanto, entre 2019 e 2022, foram
identificados oito casos do virus em pequenos animais. O ultimo caso de raiva humana no
estado havia sido documentado em junho de 2012, na cidade de Rio Casca. Contudo, em 2022,
apos uma década, ocorreu um surto de raiva humana no municipio de Bertdpolis, que afetou
uma tribo indigena e resultou na morte de quatro pessoas. Além disso, em abril de 2023,
registrou-se um caso de raiva humana na cidade de Mantena, que acometeu um produtor de

bovinos, destacando, assim, a persisténcia do virus na regiao.
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Em relagdo a circulagdo do virus entre animais de produgdo, em 2023, o MAPA
registrou 522 casos de raiva em herbivoros no Brasil. Esses casos concentraram-se
principalmente nos estados da regido Sudeste, com 187 casos (35,8%), e Sul, com 179 casos
(34,3%). Entre esses registros, destacam-se 81 casos (15,5%) no Parana (PR), seguidos por 72
casos (13,79%) em Minas Gerais e 62 (11,8%) no Rio Grande do Sul (RS). Esses dados
evidenciam Minas Gerais como o segundo estado com maior ocorréncia de raiva em herbivoros
no pais, destacando a necessidade de abordar de forma eficaz essa problematica na regiao.

Devido a letalidade da raiva, os métodos de diagnostico desempenham um papel crucial
na confirmacio da doenca em casos suspeitos. E fundamental que sejam réapidos, precisos e
acessiveis para permitir a implementacdo de medidas de controle e prevencdo adequadas e
prevenir a doenca em individuos expostos (GIGANTE et al., 2018).

Embora existam véarias abordagens para diagnosticar a raiva, poucas atendem
plenamente aos critérios desejados. Mesmo as técnicas mais comuns apresentam limitacdes
inerentes, como ocorre em qualquer método diagndstico. Portanto, a combinacédo de diferentes
técnicas é buscada para aprimorar a precisdo diagnéstica (GERMANO et al., 1977).

A técnica padrdo-ouro para o diagnostico da raiva post mortem, recomendada pela OMS
e pela OIE/OMSA, é a Imunofluorescéncia Direta (IFD). A IFD é altamente sensivel e
especifica, permitindo a identificacdo rapida do antigeno viral em amostras de tecido encefalico
(WHO, 2018; OIE, 2018). No entanto, a precisdo dessa técnica pode ser afetada por diversos
fatores, como o estado avancado de autdlise das amostras, baixa carga viral e qualidade dos
insumos. Além disso, a experiéncia do profissional na leitura das ldminas é fundamental para
garantir a acuracia dos resultados (GIGANTE et al., 2018).

Como método confirmatério a IFD no diagndstico da raiva, € utilizada a prova biol6gica,
conhecida como Inoculagdo em Camundongo (IC). Essa técnica consiste na inoculacdo
intracerebral do tecido nervoso do animal suspeito de raiva em camundongos, que Sao sensiveis
ao virus. Apés um periodo de observagdo, os camundongos sdo examinados para detectar a
presenca do RABV no SNC. E um ensaio capaz de identificar o RABV em amostras com uma
quantidade reduzida de virus, mas apesar de ser um método eficaz na confirmacao da doenca,
apresenta algumas desvantagens significativas (MESLIN; KAPLAN, 1996). Primeiramente, é
um procedimento demorado, pois 0s camundongos precisam ser observados por um periodo
consideravel para que a infecgdo pelo virus se desenvolva. Além disso, h4 questdes éticas
relacionadas ao uso de animais em experimentacdo (MORAES, 2023).

Diante desses desafios, novas técnicas, como a reacdo em cadeia da polimerase em

tempo real (RT-gPCR), tém sido avaliadas como métodos complementares a IFD. Esses
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avancos no diagnéstico molecular oferecem a possibilidade de detec¢do mais ampla do RABV,
com alta especificidade e sensibilidade. Recentemente, a OMS recomendou um novo ensaio de
RT-gPCR como uma alternativa eficaz para confirmar a presenca da raiva. Denominado LN34
Pan-Lyssavirus, este teste possui a capacidade de detectar, de maneira abrangente, todas as
espécies que pertencem ao género Lyssavirus. Além disso, destaca-se por sua alta sensibilidade
e especificidade diagndstica, oferecendo maior precisdo na identificagdo, mesmo em amostras
com baixa carga viral e em condi¢Ges avancadas de autolise (GIGANTE et al., 2018;
RUPPRECHT; FOOKS; ABELA-RIDDER, 2019; WADHWA et al., 2017).

Em vista dessas inovagdes, este estudo tem como objetivo validar, explorar e comparar
métodos diagnosticos para o virus da raiva, com énfase na técnica padrdo-ouro e no ensaio RT-
gPCR LN34 Pan-Lyssavirus. Além disso, busca verificar se o0 ensaio LN34 possui as qualidades

necessarias para ser uma técnica confirmatéria adicional a IFD.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historia da raiva

A raiva € conhecida como uma das afeccdes mais antigas e temidas pela humanidade,
com uma histéria que remonta a pelo menos quatro milénios sendo que, nesta época, se referiam
a ela como uma doenca que acometia homens e caes, tornando-os “loucos” (TARANTOLA,
2017).

O termo “raiva” tem origem no latim rabere, que significa “furia” ou “loucura”. No
entanto, também encontramos raizes no sanscrito, antigo idioma indiano, onde era denominada
como rabhas, que significa “tornar-se violento”. Ja na Grécia antiga, a raiva era conhecida
como Lyssa ou Litta, termos que se referiam a “loucura” ou “deméncia”. Sendo que essas
nomenclaturas refletiam diretamente a natureza violenta e aos sintomas severos correlacionados
a enfermidade (KOTAIT et al., 2009).

Relatos historicos indicam que a doenca foi observada na regido do Egito por volta de
2300 a.C. (antes de Cristo) e se dispersou através das civilizagdes que habitavam as margens
dos rios Nilo, Eufrates e Indo, que atribuiam a sua origem como uma punic¢do divina ou uma
manifestacdo de forcas sobrenaturais (FENNER, 1992 apud MACIEL, 2000). Documentos da
Mesopotamia mencionavam a raiva como uma doenca mortal transmitida por mordidas de
animais, sendo que, o primeiro registro escrito de mortes causadas pela raiva em cées e humanos
encontra-se no Codigo de Eshnunna da Babil6nia, datado de 1930 a.C. que delineava as leis da
época, incluindo a obrigacao do proprietario pagar uma multa monetéria ao Estado caso seu cao
transmitisse a raiva a outra pessoa (TARANTOLA, 2017; YUHONG, 2001).
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No século V a.C., Demdcrito descreveu com exatiddo os sintomas comportamentais
associados a raiva em cdes. Ele observou a agressividade e a faria dos animais raivosos, notando
que a doenca parecia afetar o cérebro e 0 comportamento dos animais, levando-os a atacar e
morder indiscriminadamente (BAER, 2007).

A doenca também foi relatada por Aristételes, o renomado fil6sofo grego do século 1V
a.C., em sua obra "Histdria dos Animais". Aristoteles descreveu que os cées afetados pela raiva
desenvolviam uma intensa agressividade e um medo extremo da agua. Esse medo da &gua era
um indicativo importante para a identificacdo da doenca naquela época (BAER, 2007).

Cornelius Celsus, um enciclopedista romano do século | d.C. (depois de Cristo),
destacou em sua obra "De Medicina" a importancia da saliva dos animais na transmissao da
raiva. Ele reconheceu que ndo apenas 0s cdes, mas também outros animais poderiam ser vetores
da doenca. Celsus foi um dos primeiros a enfatizar a natureza contagiosa da saliva dos animais
infectados, contribuindo para o conhecimento médico da antiguidade (TARANTOLA, 2017).

A raiva transmitida por animais silvestres foi descrita pela primeira vez na Europa no
século IX d.C. Em Lyon, Fran¢a, um urso raivoso emergiu de um bosque préximo ao porto e
atacou vinte remadores que tentaram maté-lo a pauladas. Como resultado das mordeduras, seis
remadores desenvolveram a doenca e morreram devido as mordidas do animal infectado
(BRAVO, 1978).

No continente americano, a primeira mencao a raiva ocorreu no século XVI d.C.
realizada pelo capitdo Fernandez de Oviedo durante a colonizacdo espanhola da peninsula
mexicana de Yucatan. O capitdo espanhol identificou a raiva como causa de mortes de diversos
soldados, ap6s sofrerem mordidas de morcegos (BAER, 2007).

No inicio do século XIX d.C., em 1804, o cientista alemdo Georg Gottfried Zinke
demonstrou que a raiva podia ser transmitida pela saliva de caes infectados (ZINKE, 1804). Em
1869, Trousseau detalhou os sintomas da raiva e props a hipotese de que a doenga era causada
por um virus especifico, transmitido exclusivamente atraves das mordidas de animais
infectados (ATANASIU, 1974 apud MACIEL, 2000). Uma decada depois, em 1879, Duboué
observou que o virus da raiva se propaga pelos nervos periféricos apds a mordedura de um
animal infectado, até atingir o SNC. No mesmo ano, Galtier adaptou a doenga ao coelho por
meio de experimentos, criando um modelo que seria utilizado pelo cientista francés Louis
Pasteur e seus colaboradores para estudar a raiva (ATANASIU, 1974 apud MACIEL, 2000).

Os estudos de Louis Pasteur sobre a raiva comegaram em 1880. Em 1885, ap6s cinco
anos de pesquisas, ele e sua equipe conseguiram isolar o virus. Depois de varias passagens do

virus em coelhos, obtiveram uma cepa estavel com um periodo de incubacgéo de cerca de sete
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dias, fendmeno denominado "virus fixo". Além disso, Pasteur e seus colaboradores
demonstraram que o SNC era o principal local de replicagdo viral. Ainda em 1885,
desenvolveram a primeira vacina antirrdbica e a aplicaram pela primeira vez em um ser
humano. Esta descoberta representou um marco na historia da microbiologia aplicada a
medicina (ATANASIU, 1974 apud MACIEL, 2000).

No inicio do século XX, em 1903, o cientista Adelchi Negri descreveu a presenca de
inclusdes eosinofilicas intracitoplasmaticas nos neurénios do hipocampo de animais infectados.
Essas estruturas foram posteriormente denominadas “corpusculos de Negri” (ATANASIU,
1974 apud MACIEL 2000).

Por volta de 1911, a raiva foi descrita pela primeira vez no Brasil pelo médico Carini.
Apds um surto da doenca em herbivoros em Santa Catarina, Carini desempenhou um papel
crucial ao realizar o diagndéstico através da demonstracdo dos corplsculos de Negri nos
neuronios e ao reproduzir experimentalmente a doenca. A partir de seus estudos, surgiu a
hipGtese de que a raiva poderia ser transmitida por morcegos hematdfagos. Essa descoberta
representou um marco na compreensdo e no controle da raiva no Brasil (CARINI, 1911).

No entanto, apesar de sua longa historia e descricdo desde os tempos antigos, a raiva
continua a assombrar o0 mundo contemporéaneo, em grande parte devido a negligéncia dos
poderes responsaveis. De acordo com dados divulgados pela OPAS/OMS, atualmente essa
doencga ceifa cerca de 60 mil vidas humanas por ano globalmente, com maior impacto em
populacdes vulneraveis de areas remotas e rurais. A escassez de recursos para diagndstico e a
falta de conhecimento especializado dificultam a implementacdo de medidas eficazes de
prevencdo e controle. Em consequéncia, a raiva ainda persiste como um desafio significativo
para a salde publica nessas regides (OMS, 2023; WADHWA et al., 2017).

2.2 Taxonomia do virus

A classificacdo taxondmica do RABV, pelo Comité Internacional de Taxonomia de
Virus (ICTV), classifica o virus da raiva como pertencente ao super-reino Viruses, dominio
Riboviria, reino Orthornavirae, filo Negarnaviricota, classe Monjiviricetes, ordem
Mononegavirales, familia Rhabdoviridae, subfamilia Alpharhabdoviridae, género Lyssavirus e
espeécie Lyssavirus rabies.

No entanto, apesar do RABYV ser a espécie associado a raiva classica, sdo reconhecidas
18 espécies, sendo 17 determinadas e 1 candidata, do género Lyssavirus, responsaveis por

encefalites semelhantes a causada pelo RABV. Essas espécies sédo classificadas em pelo menos
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trés grupos filogenéticos que sdo imunopatologicamente distintos, como demonstrado no
quadro 1 (ICTV, 2024).

e Filogrupo I: Lyssavirus rabies (Rabies virus, RABV), Lyssavirus aravan (Aravan virus,
ARAYV), Lyssavirus australis (Australian bat lyssavirus, ABLV), Lyssavirus bokeloh
(Bokeloh bat lyssavirus, BBLV), Lyssavirus duvenhage (Duvenhage virus, DUVV),
Lyssavirus formosa (Taiwan bat lyssavirus, TWBLYV), Lyssavirus gannoruwa (Gannoruwa
bat lyssavirus, GBLV), Lyssavirus hamburg (European bat lyssavirus 1, EBLV-1),
Lyssavirus helsinki (European bat lyssavirus 2, EBLV-2), Lyssavirus ikoma (lkoma
lyssavirus, IKOV), Lyssavirus irkut (Irkut virus, IRKV), Lyssavirus khujand (Khujand virus,
KHUV), Lyssavirus kotalahti (Kotalahti bat lyssavirus, KBLV).

e Filogrupo II: Lyssavirus lagos (Lagos bat virus, LBV), Lyssavirus mokola (Mokola virus,
MOKY), Lyssavirus shimoni (Shimoni bat virus, SHIBV).

e Filogrupo IlI: Lyssavirus lleida (Lleida bat lyssavirus, LLEBV), Lyssavirus ikoma (Ikoma
lyssavirus, IKOV), Lyssavirus caucasicus (West Caucasian bat virus, WCBV).
O virus Kotalahti bat lyssavirus (KBLV), ainda ndo foi oficialmente classificado. No
entanto, apresenta caracteristicas semelhantes as do filogrupo I. Portanto, ele esta
temporariamente incluido nesse grupo genético (NOKIREKI et al., 2018; ICTV, 2022).



Quadro 1- Classificagdo das espécies de Lyssavirus de acordo com o grupo filogenético.

Filogrupo Espécie Virus Abreviatura Distribuicao
Lyssavirus aravan Aravan virus ARAV Asia central
Lyssavirus australis Australian bat lyssavirus ABLV Australia e sudeste da Asia
Lyssavirus bokeloh Bokeloh bat lyssavirus BBLV Europa oriental
Lyssavirus duvenhage Duvenhage virus DUVV Africa subsaariana
Lyssavirus hamburg European bat lyssavirus 1 EBLV-1 Noroeste da Europa
Lyssavirus helsinki European bat lyssavirus 2 EBLV-2 Noroeste da Europa
| Lyssavirus gannoruwa Gannoruwa bat lyssavirus GBLV Asia (Sri Lanka)
Lyssavirus irkut Irkut virus IRKV Leste da Asia
Lyssavirus khujand Khujand virus KHUV Asia Central
* Kotalahti bat lyssavirus* KBLV Europa (Finlandia)
Lyssavirus rabies Rabies virus RABV Mundial
Lyssavirus formosa Taiwan bat lyssavirus TWBLV Leste da Asia
Lyssavirus lagos Lagos bat virus LBV Africa subsaariana
I Lyssavirus mokola Mokola virus MOKYV Africa subsaariana
Lyssavirus shimoni Shimoni bat virus SHIBV Africa subsaariana
Lyssavirus ikoma Ikoma lyssavirus IKOV Africa (Tanzania)
11 Lyssavirus lleida Lleida bat lyssavirus LLEBV Europa ocidental
Lyssavirus caucasicus West Caucasian bat virus WCBV Sudeste da Europa e Africa (Quénia)

*Espécie candidata ao género Lyssavirus Fontes: ICTV, 2024.
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A relevancia das outras lissaviroses semelhantes a raiva ainda ndo sédo bem
compreendidas, uma vez que a incidéncia de casos em humanos € rara. Parece que a
disseminacdo das demais espécies de Lyssavirus € limitada a algumas regides geogréaficas
especificas. Contudo, em regides consideradas livres da raiva canina, como a Europa Ocidental
e a Australia, foram recentemente reportados casos em humanos e em morcegos causados por
outros Lyssavirus divergentes do RABV (CHIERATO, 2021; JOHNSON et al., 2010; WEIR
etal., 2014).

2.3 Variagao antigénica

No Brasil e na América Latina, a Gnica espécie de Lyssavirus detectada foi a Lyssavirus
rabies (RABV), que pode se expressar em 12 variantes antigénicas (AgV) conforme seus
respectivos hospedeiros naturais, que foram estudadas através de isolados deste virus por um
painel estabelecido pelo Center for Disease Control and Prevention (CDC) e pela Organizacao
Pan-Americana de Salde (OPAS) (KOTAIT et al., 2009).

Entretanto, em territério brasileiro, foram identificadas 7 dessas AgV, cada uma
associada a reservatorios especificos, sendo elas: AgV1, AgV2 isoladas de cédes, AgV3, de
morcego hematéfago (Desmodus rotundus) e AgV4 e AgV6, isoladas de morcegos insetivoros
(Tadarida brasiliensis e Lasiurus cinereus; respectivamente). Existem outras duas variantes
encontradas na fauna brasileira: uma em Cerdocyon thous (cachorro-do-mato) denominada
AgV2*, que é provavelmente uma adaptacdo do virus presente em cdes domesticos a populacédo
de animais silvestres, e outra em Callithrix jacchus (sagui-de-tufo-branco), AgVCN. No
entanto, essas variantes ndo sdo compativeis com o painel para estudos do virus rabico nas
Ameéricas, porém possuem um perfil antigénico constante (quadro 2) (KOTAIT et al., 2009).

Essas variantes sdo fundamentais para compreender a epidemiologia da raiva e a
diversidade de hospedeiros envolvidos na transmissdo do virus. O estudo dessas variantes
permite uma melhor compreensdo da dindmica da doenga e das interacdes entre diferentes
especies de hospedeiros, contribuindo para estratégias mais eficazes de controle e prevencéo da
raiva (BRASIL, 2016; KOTAIT et al., 2009).
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Quadro 2 - Variantes antigénicas identificadas no Brasil por espécie animal acometida.

Espécie Va'rlf;\g_oes Hospedeiro
antigénicas
AgV1l Canis lupus familiaris
(Céo)
AgV2 Canis lupus familiaris (Cao)
AgV3 Desmodus rotundus
(Morcego hematé6fago)
L . bi AgV4 Tadarida brasiliensis
yssavirus rabies (Morcego insetivoro)
AgV6 Lasiurus cinereus
(Morcego insetivoro)
AgV2* Cerdocyon thous
(Cachorro-do-mato)
AgVCN. Callithrix jacchus
(Sagui-de-tufo-branco)

Fonte: (BRASIL, 2016).

2.4 Agente etioldgico

O RABV, agente etioldgico responsavel por desencadear a raiva, € um virus envelopado,
constituido por uma fita simples de acido ribonucleico (RNA), linear, ndo segmentado, senso
negativo (WUNNER, 2020). Tem aproximadamente 11,9 a 12,3 kilobases (Kb) de
comprimento e uma simetria cilindrica, alongada e ligeiramente cbnica em uma das
extremidades, conferindo-lhe uma aparéncia similar a de uma bala de revélver ou a um projéetil.
Esta forma cilindrica tem aproximadamente 100-430 nandmetros (nm) de comprimento e 45-
100 nm de diametro (MACLACHLAN et al., 2017), e 0 genoma viral possui aproximadamente
12.000 nucleotideos. E um virus composto por diversas moléculas, incluindo proteinas, lipidios,
carboidratos e RNA. As proteinas representam a maior parte da massa total do virus, compondo
entre 67% e 74%. Os lipidios formam uma parte significativa, correspondendo a 20% a 26% da
massa total. Os carboidratos e 0 RNA constituem menores propor¢des, com 0s carboidratos
representando cerca de 3% e o RNA entre 2% e 3% da massa total (FOOKS et al., 2020).

O genoma viral € composto por cinco genes, cada um responsavel por codificar uma das
cinco proteinas estruturais essenciais para o virus, sendo que, 0S genes recebem 0S mesmos
nomes das proteinas sintetizadas (WUNNER, 2007). Esses genes e proteinas desempenham
papéis cruciais na replicacédo e infec¢do do virus, sendo eles: nucleoproteina (N), fosfoproteina
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(P), proteina de matriz (M), glicoproteina (G) e RNA polimerase RNA dependente, também
conhecida como proteina large (L) (FAUQUET et al., 2005; FOOKS et al., 2020).

2.5 Proteinas virais

A proteina N é uma proteina fosforilada composta por 450 aminoacidos (aa), com uma
massa molecular de cerca de 57 kilodalton (KDa). Esta proteina é o elemento predominante do
RABYV, ¢ a mais preservada em termos de sequéncia de aminoacidos, mesmo entre as distintas
espécies do género Lyssavirus. Embora exista uma certa variacdo genética em pequenas regides
do gene N, a sequéncia da proteina N permanece altamente preservada. Isso se deve ao seu
papel essencial na encapsidacdo especifica do RNA gendmico, protegendo-o das ribonucleases
(RNases) celulares e mantendo o RNA em uma configuracdo adequada para a transcri¢do. Essa
proteina também tem a capacidade de induzir imunoglobulinas neutralizantes e apresenta
epitopos significativos para o reconhecimento por linfocitos T (SOUZA, 2021; MARSTON et
al., 2007; WUNNER, 2007). Além disso, é a proteina com maior conservacao antigénica,
contendo quatro sitios antigénicos (WUNNER et al., 2020; TORDO, 1996). Isso torna o gene
N um alvo ideal para o desenvolvimento de métodos de diagndstico (SOUZA, 2021).

A proteina P, comparada com outras proteinas dos Lyssavirus, é a menos conservada.
Composta por um polipeptideo fosforilado de 297 aa, possui um peso molecular de 38 kDa.
Estabelece interacdes com as proteinas N e L, sugerindo uma possivel funcdo de cofator para
esta Gltima. Também pode estar associada a disseminagdo e patogénese do virus
(MEBATSION, 2001; LAFON et al., 1985).

A proteina M, a menor do virus da raiva, com 25 kDa e 202 aminoacidos, desempenha
um papel crucial na replicacdo e disseminacdo viral. Ela forma uma bainha ao redor da
ribonucleoproteina (RNP), conferindo estabilidade ao virion. Além de sua fungéo estrutural, a
proteina M interage com proteinas virais e membranas celulares do hospedeiro, facilitando a
liberacdo do virus e o brotamento através da membrana plasmatica, assegurando a continuidade
do ciclo infeccioso (WUNNER et al., 2020).

A proteina G, composta por 505 aminoacidos e pesando cerca de 65 kDa, € crucial para
a ligacdo do virus da raiva a célula hospedeira. Ao interagir com os receptores celulares, ela
induz a endocitose e a fusdo do virus com a celula, facilitando a entrada viral e a liberacdo de
novos virions. Além disso, a proteina G desempenha um papel essencial na resposta
imunoldgica, induzindo anticorpos neutralizantes e colaborando com as proteinas N e P na

ativacdo de células T. Mutacdes especificas nessa glicoproteina estdo associadas a viruléncia e
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a patogénese do virus, além de contribuir para a evaséo do sistema imunoldgico do hospedeiro
(SOUZA, 2021; WUNNER et al., 2020; FAUQUET et al., 2005).

A proteina L, conhecida como "large", é a maior proteina do virus, composta por 2.142
aa € com um peso molecular de 244 kDa. Ela recebe esse nome devido ao seu tamanho.
Desempenha um papel crucial, sendo responsavel pelas atividades enzimaticas necessarias para
a transcricgéo e replicagédo do RNA viral (TORDO et al., 1988).

2.6 Conformacdo estrutural do virus

A conformacéo do virus ocorre a partir das proteinas, e a particula viral consiste em
duas estruturas principais: o ribonucleocapsideo ou ribonucleoproteina viral (RNP) e o
envelope viral. A RNP interna possui simetria helicoidal, consistindo em um complexo de RNA
gendmico associado as trés proteinas essenciais: N, P e L. A RNP desempenha um papel
fundamental na replicacdo e transcricdo do genoma viral, servindo como modelo para ser
processada pela proteina L, em conjunto com seu cofator, a proteina P (SCHNELL et al., 2010;
JACKSON, 2014; KUZMIN, 2015). O esqueleto do virus é moldado pela interacdo entre o
RNP, particularmente a proteina N, e a proteina M, uma vez que essas proteinas contribuem
para a estabilidade da estrutura viral (GUICHARD et al., 2011; MEBATSION et al., 1999).
Enquanto isso, o envelope viral é constituido por uma dupla camada lipidica, na qual estdo
incorporadas as proteinas G e M (ALBERTINI; RUIGROK; BLONDEL, 2011; FAUQUET et
al., 2005; FOOKS; JACKSON, 2020). A glicoproteina é a Gnica proteina transmembranar e se
estende para fora com espiculas glicosiladas compostas por trimeros que se projetam na
superficie do virion com um comprimento de 9 nm (WUNNER et al., 2020). Por outro lado, a
proteina M encontra-se na face interna do envelope, envolvendo a ribonucleoproteina viral
(figura 1) (MEBATSION, 2001).
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Figura 1 — Estrutura do Lyssavirus rabies (RABV).
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O genoma do RABV é disposto na ordem 3'-N-P-M-G-L-5' e contém pequenas
sequéncias regulatdrias nas extremidades, especificamente na regido leader 3' e na regido trailer
5’. A regido inicial leader 3' é constituida reiteradamente por 58 nucleotideos, com os 9
primeiros sendo similares em todas os Lyssavirus. Por outro lado, a porcdo final, denominada
como trailer, possui aproximadamente 70 nucleotideos (figura 2) (ALBERTINI; RUIGROK;
BLONDEL, 2011).

Figura 2 - Estrutura do genoma do RABV.
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Os cinco genes de transcricdo sdo delimitados por pequenas regides intergénicas ndo
codificantes: N/P (2 nucleotideos), P/M (5 nucleotideos), M/G (5 nucleotideos) e G/L (19 a 28
nucleotideos) (JACKSON, 2014; KUZMIN, 2015; MACLACHLAN; DUBOVI, 2017). A
extremidade 3' do genoma, conhecida como regido leader, atua como promotor génico,
servindo como o ponto inicial obrigatdrio para a transcrigdo dos RNAs mensageiros (RNAm)
(FOOKS; JACKSON, 2020). Durante a transcrigdo, a RNA polimerase nédo transcreve o gene
por completo, pois as regides intergénicas ndo sao codificadas. Essas regides funcionam como
sinais que indicam a RNA polimerase onde iniciar e encerrar a transcri¢do do gene (TORDO et
al., 1986). Em cada ponto de inicio, a RNA polimerase se liga ao material a ser transcrito, e em
cada ponto de término, ela se dissocia, completando o processo de transcri¢do (ALBERTINI;
RUIGROK; BLONDEL, 2011; FOOKS; JACKSON, 2020).

2.7 Transmissao

O RABYV esta presente na saliva de animais infectados, tornando a mordida o principal
meio de transmissdo, com o virus sendo diretamente inoculado nos tecidos da vitima,
facilitando sua entrada no sistema nervoso periférico (SNP) (FOOKS et al., 2014; OPAS,
2024). Arranhdes e lambeduras de animais infectados também podem transmitir o virus se a
saliva entrar em contato com pele lesionada ou mucosas. Embora menos comuns, essas formas
de transmissdo sdo relevantes nos protocolos de prevencdo e tratamento pos-exposicdo
(MANNING et al., 2008; OMS, 2024).

Casos raros de transmissao por aerossois foram relatados, especialmente em ambientes
laboratoriais e cavernas com morcegos. A inalacdo de particulas de saliva ou fezes de morcegos
infectados pode resultar em contaminacdo. Embora rara em condicdes naturais, essa forma de
transmissdo deve ser considerada em ambientes com alta exposicdo a aerossois de origem
animal (KOTAIT et al., 2009; MANNING et al., 2008).

De acordo com o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) (2019), ha
registros de dois casos nos Estados Unidos (EUA) onde individuos foram expostos ao RABV
em cavernas habitadas por morcegos. Esses incidentes sublinham a importancia da vigilancia
epidemioldgica em ambientes com alta concentragdo de vetores zoonoticos, evidenciando o
potencial de transmissdo viral mesmo em situagdes raras.

Em dois casos adicionais, a exposicdo ao RABV ocorreu durante 0 manuseio de
amostras bioldgicas contaminadas em laboratério. Essas infecgdes foram atribuidas a falta de
medidas de biosseguranca, como o uso de Equipamentos de Protecdo Individual (EPIs) e

vacinacdo pré-exposicdo, evidenciando os riscos substanciais associados ao trabalho com
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patdégenos e a necessidade de protocolos rigorosos para proteger profissionais de salde
(KOTAIT et al., 2009).

Transmissdes de raiva por transplantes de 6rgéos e tecidos também foram reportadas,
ressaltando a importancia de uma triagem rigorosa para garantir a seguranca dos pacientes.
Individuos que recebem cdrneas, 6rgdos sélidos e tecidos vasculares de doadores infectados,
mas sem diagnostico prévio, correm o risco de contrair a doenca (KOTAIT et al., 2009).

O primeiro caso descrito ocorreu nos Estados Unidos em 2004, quando um doador
infectado por mordida de morcego transmitiu raiva a quatro receptores: dois receberam rins,
um o figado e outro um segmento da artéria iliaca. A infecgdo s6 foi identificada apos o
surgimento dos sintomas em trés dos pacientes transplantados, com o quarto caso sendo
confirmado posteriormente (SRINIVASAN et al., 2005; BRONNERT et al., 2007). Em 2005,
um caso semelhante ocorreu na Alemanha, onde trés pessoas contrairam raiva apds receberem
6rgdos de um doador infectado por um ataque de cdo na Asia (BRONNERT et al., 2007). A
literatura também relata oito casos de transmisséo de raiva por transplante de cérneas, onde 0s
doadores inicialmente ndo foram identificados como portadores do virus. Esses incidentes
reforcam a necessidade de protocolos rigorosos em transplantes para prevenir a transmissao da
raiva (KOTAIT et al., 2009).

2.8 Cadeia epidemioldgica de transmissao

O RABYV é um patdgeno altamente adaptavel que afeta uma ampla gama de mamiferos,
conferindo-lhe uma presenca global. Epidemiologicamente, pode-se dizer que a raiva é
classificada em quatro ciclos principais de transmissao, sendo eles: urbano, rural, silvestre
terrestre e silvestre aéreo, tendo o ser humano como o hospedeiro final em todos os ciclos
(figura 3), com registros de infeccdo tanto no Brasil quanto em outras na¢des. Na esfera urbana,
a raiva se propaga por meio de animais de estimagdo como cdes e gatos. No ambiente rural, a
doenca afeta principalmente herbivoros, incluindo bovinos, equinos, caprinos, ovinos e
bubalinos. J& no contexto silvestre terrestre, a raiva é disseminada entre espécies nativas, tais
como primatas, cachorros-do-mato, raposas e guaxinins. Por fim, no ciclo silvestre aéreo, 0s
morcegos desempenham um papel crucial, pois sua habilidade de voar permite que o virus
ultrapasse fronteiras geogréaficas, fazendo deles os principais mantenedores do virus e vetores
essenciais na propagacdo do RABV (WADA et al., 2011).
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Figura 3 — Cadeia epidemiologica de transmissdo da raiva.
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O ciclo urbano da raiva é predominantemente caracterizado pela transmissdo do virus
entre cdes e gatos, com o cdo doméstico (Canis lupus familiaris) sendo o hospedeiro natural
mais comum. Na forma conhecida como raiva furiosa, 0s animais afetados exibem
comportamento extremamente agressivo. A proximidade entre cdes e humanos aumenta o risco
de transmissao para pessoas, geralmente através de mordidas. A raiva urbana representa uma
significativa preocupacao de satde publica, especialmente em regides com controle insuficiente
da doenca em populacdes caninas, como em algumas areas da Asia e Africa (KOTAIT et al.,
2009).

No Brasil, o ciclo urbano da raiva tem apresentado avancos significativos gracas as
estratégias de vigilancia epidemioldgica e as campanhas de vacinacdo (BRASIL, 2004).
Contudo, apesar do controle da raiva urbana no pais, ainda ha registros de casos em cées e gatos
causados por variantes do virus transmitidas por morcegos. Embora menos frequentes, esses
casos representam um risco importante para a satde publica e exigem atencéo continua para
prevenir sua disseminagdo. Animais domésticos, uma vez infectados por variantes do virus da
raiva provenientes de morcegos, podem transmitir a doenga para humanos. O primeiro caso
mundial deste ciclo secundario — morcego-gato-homem — foi registrado em uma area urbana de
um municipio do interior do estado de S&o Paulo, em 2001 (KOTAIT et al., 2009).
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Nos ultimos anos, o estado de Minas Gerais registrou um aumento nos casos de raiva
transmitida por morcegos para animais de pequeno porte. Entre 2019 e 2022, foram
documentados oito casos dessa doenca nesses animais na regido. Dentre esses casos, destaca-
se 0 ocorrido em dezembro de 2021, quando foi confirmado um caso de raiva em um gato
encontrado no telhado de uma residéncia na regido da Pampulha, em Belo Horizonte. Esse
incidente marcou o primeiro registro da doenga em felinos na cidade em 36 anos, desde o ultimo
caso registrado em 1985. Além disso, em maio de 2022, outro caso de raiva foi confirmado em
um cdo na regido noroeste da cidade. Exames laboratoriais subsequentes revelaram que a
variacdo antigénica do virus que infectou tanto o gato, quanto o cdo, foi transmitida por
morcegos hematdfagos.

No ciclo rural, os morcegos hematéfagos desempenham um papel central como
principais reservatorios e transmissores do RABV, afetando principalmente animais de
producdo, como bovinos, equinos, caprinos, ovinos e suinos (MAYEN, 2003; STREICKER et
al., 2012). Na Ameérica Latina, trés espécies de morcegos hematofagos sdo encontradas:
Desmodus rotundus, Diphylla ecaudata e Diaemus youngii, todas exclusivas da regido, com
distribuicdo que se estende desde o México até a metade da Argentina, incluindo uma estreita
faixa no Chile (KOTAIT et al., 2009). Porém, enquanto Diphylla ecaudata e Diaemus youngii
possuem habitos alimentares altamente especializados, alimentando-se exclusivamente de
sangue de aves silvestres, 0 Desmodus rotundus se diferencia por se alimentar de mamiferos,
incluindo gado e humanos (figura 4). Essa distincdo nos habitos alimentares confere ao D.
rotundus um impacto direto e significativo na transmissdo do virus. Por essa razdo, destaca-se
das demais espécies e € amplamente reconhecido como o principal vetor nesse ciclo (MAYEN,
2003; STREICKER et al., 2012).

A transmissdo do RABV, especialmente quando envolve morcegos hematdfagos,
apresenta implicacGes que vao além da saude animal, impactando significativamente a satde
humana e o setor agropecuario. Esse ciclo gera impactos econémicos significativos, incluindo
perdas de animais de producdo, altos custos com tratamentos veterinarios e despesas
relacionadas a implementacdo de medidas de controle. Além disso, representa um risco
relevante para a saude publica, devido a possibilidade de transmissdo do virus para humanos
(MAYEN, 2003; STREICKER et al., 2012). A transmisséo ocorre principalmente através do
contato direto com animais infectados, especialmente entre profissionais que atuam na area sem
a profilaxia pré-exposicao adequada (SHEENA et al., 2020).

A gravidade dessa situacdo € evidenciada por casos como o de 2006, quando um

médico-veterinario em Minas Gerais foi infectado ao manipular herbivoros raivosos sem a
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devida protecdo. Mais recentemente, em 2023, um caso humano foi confirmado no municipio
de Mantena, Minas Gerais, envolvendo um produtor rural que teve contato com um bezerro
apresentando sintomas neuroldgicos. Esses episodios sublinham a importancia critica de
vacinas preventivas, além da implementacéo rigorosa de medidas de controle e prevencao para

evitar a propagacéo da doenga.

Figura 4 — Morcego hematdéfago (morcego vampiro) da espécie Desmodus rotundus.

Fonte: Lamar University, 2012.

No ciclo silvestre aéreo, 0s morcegos, ou quirdpteros, desempenham um papel crucial
na manutencdo e transmissdo do virus da raiva entre si, independentemente de serem
hematdfagos ou ndo. Todas as espécies de morcegos sdo suscetiveis a infec¢do, atuando tanto
como reservatorios do virus quanto como vetores capazes de transmiti-lo a outras espécies.
Entretanto, além de serem transmissores da doenca, esses morcegos também manifestam
sintomas clinicos e ndo sobrevivem a infeccdo, o que impede que atuem como portadores
assintomaéticos (KOTAIT et al., 2009).

Na América Latina, a raiva humana resultante de ataques por morcegos hemat6fagos é
um fendmeno recorrente, frequentemente vinculado a escassez de fontes alimentares naturais e
as mudancas ambientais induzidas pela acdo antrépica. A regido amazonica, abrangendo paises
como Brasil, Peru, Equador, Colémbia e Venezuela, destaca-se como uma area particularmente
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suscetivel a esses incidentes, sublinhando a necessidade de monitoramento continuo e da
implementacdo de medidas preventivas rigorosas (KOTAIT et al., 2009).

O Brasil, em particular, abriga uma das faunas de morcegos mais diversificadas do
mundo, com 182 espécies documentadas (GARBINO et al., 2020). Dentre essas, 41 espécies
de morcegos ndo hemat6fagos foram identificadas como portadoras do virus da raiva (SODRE
et al., 2010). A presenca desses morcegos infectados em &reas urbanas representa um risco
significativo para a satde publica, pois muitos deles exibem habitos sinantrépicos, vivendo em
estreita proximidade com ambientes humanos. Essa convivéncia proxima aumenta a
probabilidade de interacbes entre morcegos, pessoas e animais domeésticos, elevando
substancialmente o risco de transmisséo (KOTAIT et al., 2009).

Recentemente, o pais tem enfrentado um aumento significativo na transmissao da raiva
para humanos, com um impacto particularmente agudo no estado de Minas Gerais. Em 2022,
foram registrados quatro casos de raiva humana, todos envolvendo criangas indigenas da etnia
Maxakali, residentes na zona rural do municipio de Bertopolis. Em 2024, a situacao se agravou
em Belo Horizonte, a capital do estado, que observou uma preocupante elevacao no nimero de
morcegos infectados, com 11 casos documentados até junho. Esses incidentes destacam a
crescente gravidade da situacao e sublinham a urgéncia de medidas de vigilancia intensificadas
e intervencges continuas.

O aumento crescente de raiva em humanos e morcegos em Minas Gerais enfatiza a
urgéncia de um monitoramento robusto e a implementacdo de estratégias preventivas eficazes.
Tais medidas sdo essenciais para proteger tanto a fauna quanto a popula¢do humana contra 0s
riscos associados a essa doenca potencialmente fatal. A integracdo de esforcos de vigilancia,
educacdo comunitaria e controle de animais selvagens é crucial para enfrentar o desafio
representado pela raiva e reduzir a sua disseminagao.

No ciclo silvestre terrestre, a transmissao da raiva ocorre entre diversas espécies de
mamiferos e envolve diferentes variantes antigénicas do virus. Este ciclo é predominantemente
caracterizado por carnivoros selvagens, como raposas, coiotes, chacais e guaxinins, que atuam
como reservatorios naturais do virus. Esses animais podem contrair a infec¢do e transmiti-la
através de mordidas, arranh@es ou contato com a saliva, estabelecendo um ciclo continuo de
manutencdo e propagacdo da doenca na natureza (KOTAIT et al., 2009).

No Brasil, a raiva silvestre representa um desafio significativo para a saude publica,
particularmente devido a prevaléncia em espécies como o cachorro-do-mato (Cerdocyon thous)
e 0 sagui-do-tufo-branco (Callithrix jacchus). Estes animais desempenham um papel crucial

como reservatorios do virus, contribuindo para a manutencao e disseminacéo da raiva tanto em
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ambientes silvestres quanto urbanos. A interconexdo entre esses ciclos silvestres e as areas
urbanas sublinha a complexidade do controle da doenca e a necessidade de estratégias
abrangentes de vigilancia e prevencdo para mitigar os riscos associados a raiva em diferentes
contextos ecoldgicos (KOTAIT et al., 2009).

Nos ultimos tempos, observou-se um aumento nos casos de transmissdo de raiva
humana atraves do contato com cachorros-do-mato infectados. Particularmente no Nordeste
brasileiro este fendmeno sugere uma possivel adaptacdo do virus da raiva, originalmente
associado a caes domeésticos, a populacdo de animais silvestres, refletindo o sinantropismo
desses animais na regido (KOTAIT et al., 2009). Simultaneamente, o sagui-do-tufo-branco
(Callithrix jacchus) tem sido identificado como um reservatorio relevante para o virus da raiva.
No estado do Ceard, por exemplo, uma nova variante do RABYV foi detectada em casos de raiva
humana associados a esses primatas. A pratica comum de manter saguis como animais de
estimacéo contribui para a elevagéo do risco de transmissao da doenca para humanos (AGUIAR
etal., 2012).

O gerenciamento e a prevencao da raiva silvestre apresentam obstaculos complexos. A
dificuldade em vacinar animais selvagens e a impossibilidade de erradicar completamente os
reservatorios silvestres constituem desafios significativos. Além disso, a intervencdo humana
na fauna, como a urbanizacdo e a captura e domesticacao de animais selvagens, apesar de ilegal,
contribui para a propagacdo viral. A caréncia de conhecimento detalhado sobre a ecologia da
doenca em morcegos, primatas ndo humanos e canideos selvagens restringe a capacidade de
antecipar a ocorréncia e a localizacdo de novos casos ou surtos, complicando os esforcos de
controle e prevengdo (ROCHA, 2014).

2.9 Aspectos clinicos

A raiva é uma zoonose viral que pode afetar todos os mamiferos, causando sintomas
neurologicos graves e frequentemente fatais. Historicamente, a raiva tem sido dividida em duas
formas classicas: furiosa e paralitica, sendo que a manifestacdo clinica depende da variante viral
envolvida, cada uma apresentando diferentes padrdes epidemioldgicos e clinicos.

A raiva furiosa esta associada ao ciclo urbano, sendo isolada em cdes, gatos e humanos,
caracterizando-se, principalmente, por grande irritabilidade e agressividade. Em contrapartida,
a raiva paralitica ocorre no ciclo silvestre e rural, sendo isolada em herbivoros e morcegos,
apresentando marcada debilidade e paralisia dos membros posteriores (BEER, 1988;
CEPANZO, 19892 FENNER et al., 1987; GERMANO, 1988).
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Essa doencga é considerada endémica em vérias regides do Brasil, com 0s bovinos sendo
os mais afetados (MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2010). No entanto, nos ultimos anos,
observou-se uma mudanca epidemioldgica significativa, com um aumento de casos de raiva
paralitica em animais domésticos, como cdes e gatos, que tradicionalmente eram mais
associados a forma furiosa.

A raiva, em ambas as suas formas, furiosa e paralitica, ¢ uma doenca devastadora e fatal.
A vacinacao de animais domésticos e selvagens, bem como a rapida administracéo da profilaxia
pOs-exposicdo em seres humanos, sdo medidas cruciais para prevenir a doenca. A
conscientizacao sobre os sintomas e a urgéncia no tratamento sdo essenciais para salvar vidas
e controlar a propagacédo do virus (MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2010).

2.9.1 Raiva furiosa

A forma furiosa da raiva é a mais prevalente em cdes domésticos e gatos. Caracteriza-
se por uma série de sintomas que refletem uma intensa excitacdo do sistema nervoso central.
Os animais afetados podem exibir comportamento extremamente agitado, episédios de
hiperatividade e excitacdo, resultado da encefalite provocada pelo virus (RUPPRECHT et al.,
2002).

Um sintoma distintivo da raiva furiosa € a hidrofobia, um medo intenso de agua. Mesmo
a visao ou o som da agua pode induzir espasmos dolorosos na garganta e na laringe, dificultando
a degluticdo (JACKSON, 2013). Além disso, a aerofobia, 0 medo de correntes de ar, pode
resultar em espasmos musculares e dificuldades respiratérias, manifestando-se como
hiporreflexia decorrente da irritacdo do sistema nervoso central (WARRELL, 2015).

Animais com raiva furiosa também apresentam sialorreia, uma producdo excessiva de
saliva devido a dificuldade de degluti¢do, o que gera uma aparéncia de "espuma" na boca. Este
sintoma esta associado a disfuncdo autondémica provocada pelo virus (HEMACHUDHA et al.,
2013). Adicionalmente, podem ocorrer alucinagdes visuais e auditivas, confusdo mental e
agressividade, refletindo a invaséo viral e a inflamacéo do encéfalo (MADHUSUDANA et al.,
2002).

De acordo com Kotait et al. (2009), os animais acometidos pela raiva furiosa tendem a
se esconder em locais escuros e a se tornar agressivos, Com uma propensao aumentada para
morder. Além disso, o latido dos cédes pode se tornar rouco ou bitonal. Com frequéncia, esses
animais abandonam suas residéncias e percorrem grandes distancias, durante as quais podem
atacar outros animais e disseminar o virus. Na fase terminal da doenca, € comum observar

convulsdes generalizadas, incoordenacdo motora e paralisia do tronco e dos membros. Essa
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sintomatologia é consistente tanto em cées, quanto em gatos, refletindo a gravidade e a
uniformidade da manifestacdo clinica da raiva furiosa. A répida deterioracdo do estado
neurolégico e a agressividade exacerbada desses animais ressaltam a importancia de

intervencdes urgentes e eficazes para a contencdo e controle da propagacéo da doenca.

2.9.2 Raiva paralitica

A raiva paralitica era predominantemente observada em herbivoros no ciclo rural, com
bovinos sendo os mais afetados. Este ciclo é mantido principalmente por morcegos
hematdfagos, como o Desmodus rotundus, que transmitem o virus a partir de sua mordida
(HEMACHUDHA et al., 2013). No entanto, recentes dados epidemioldgicos indicam uma
crescente incidéncia de raiva paralitica em animais domésticos, refletindo uma mudanca na
dindmica da transmissdo e no comportamento das populagdes de vetores.

A raiva paralitica apresenta varias manifestacoes clinicas graves, refletindo a progresséo
da infeccdo viral no SNC. Inicialmente, a doenca se manifesta com fraqueza muscular que
progride para paralisia flacida. Os musculos préximos ao local da mordida sdo os primeiros a
serem afetados, mas a paralisia pode se espalhar para outras partes do corpo (HEMACHUDHA
et al., 2013). Com a progressao da paralisia, os reflexos musculares diminuem ou desaparecem
completamente, devido a invasao viral das células nervosas e a destruicdo dos neurénios
motores (RUPPRECHT et al., 2002). Além disso, 0s pacientes geralmente apresentam uma
diminuicdo da atividade mental e fisica, tornando-se cada vez mais letargicos e apaticos,
refletindo a disfuncdo generalizada do SNC. A paralisia dos muasculos respiratérios pode levar
a insuficiéncia respiratoria, frequentemente resultando em ébito. Esta insuficiéncia ocorre
devido a paralisia dos nervos cranianos e dos muasculos intercostais, que sdo essenciais para a
funcdo respiratoria adequada (WARRELL et al., 2013).

2.10 A raiva em herbivoros

A raiva, uma zoonose de notificagdo compulsoria, € uma das doengas mais graves para
a saude publica devido a sua alta letalidade e aos impactos socioeconémicos significativos
(BRASIL, 2009). Como mencionado anteriormente, o Brasil registrou uma redugéo
consideravel na incidéncia de raiva urbana transmitida por caes e gatos, resultado do sucesso
das campanhas de vacinagdo em massa (DA ROSA et al., 2006; BRASIL, 2004). No entanto,
a persisténcia do virus em morcegos hematofagos representa um desafio crescente. Esta espécie

de morcego é o principal vetor da raiva entre herbivoros, afetando principalmente bovinos
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através de mordeduras ou lambeduras durante o repasto sanguineo (DA ROSA et al., 2006;
SCHNEIDER et al., 2009; BRASIL, 2009).

Segundo informacgdes do MAPA, estima-se que a doenca em herbivoros em paises
latino-americanos resulte em perdas anuais significativas, alcancando centenas de milhdes de
dolares devido & mortalidade de milhares de cabecas de gado.

No Brasil, a raiva tem sido um problema sério para o setor agropecuario desde 1911,
quando o primeiro surto em bovinos e equinos foi oficialmente registrado no Sul do pais. Desde
entdo, a doenca € considerada endémica em todo o territorio nacional, apresentando uma
distribuicdo epidemioldgica heterogénea com variagdes significativas conforme as diferentes
regides geograficas (BRASIL, 2009).

Em herbivoros, entre os estados brasileiros, no periodo de 2005 a 2023, Mato Grosso
foi o mais impactado, com um total de 3.502 casos registrados, seguido por Minas Gerais com
2.853 casos e 0 Rio Grande do Sul com 2.342 casos. Essas regides apresentam caracteristicas
agropecudrias intensivas e populacées significativas de herbivoros, o que pode ter contribuido
para 0 maior nimero de casos de raiva (BRASIL, 2024).

Analisando os dados epidemioldgicos mais recentes, referentes ao periodo de 2019 a
2023, observa-se uma mudanca significativa na distribuicdo de casos entre os estados. O estado
de Mato Grosso, que historicamente liderava em nimero de animais infectados, apresentou um
declinio acentuado, com apenas 241 diagndsticos positivos nesse intervalo, dos quais 13
ocorreram em 2023. Essa reducdo pode estar associada a medidas mais eficazes de controle e
prevencdo, incluindo vacinacdo mais abrangente e controle de vetores. Por outro lado, o Rio
Grande do Sul, que anteriormente ocupava a terceira posicao em numero total de casos, obteve
249 casos entre 2019 e 2023, sendo 62 destes apenas no ultimo ano. J& Minas Gerais, que
ocupava a segunda posic¢ao, manteve-se com altos nimeros, registrando 441 casos no mesmo
periodo, dos quais 72 foram em 2023 (BRASIL, 2024).

Os elevados casos de raiva em herbivoros em Minas Gerais podem ser explicados pela
combinacdo de fatores favoraveis a presenca de morcegos vampiros, como a abundéncia de
rebanhos bovinos, que oferecem alimento constante, e a disponibilidade de abrigos em
construgdes humanas, como taneis, cisternas e casas abandonadas. Além disso, as condi¢des
ambientais, como temperatura, umidade e baixa luminosidade, criam um microclima ideal para
a proliferacdo desses morcegos, facilitando a disseminacao do virus da raiva na regidao (MAPA,
2023).
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A implementacdo de politicas publicas robustas € essencial para o controle e prevengéo
da raiva em herbivoros. Desde 1966, o Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) do Brasil,
através da Divisdo de Defesa Sanitaria Animal, lancou o Plano de Combate a Raiva dos
Herbivoros, atualmente conhecido como Programa Nacional de Controle da Raiva dos
Herbivoros (PNCRH). Gerido pelo Departamento de Saude Animal (DSA), o programa reflete
0 compromisso continuo do governo federal na luta contra essa zoonose, destacando a
importancia de estratégias integradas e persistentes para o controle da doenca (BRASIL, 2009).

Além das diretrizes federais, diversas unidades federativas brasileiras implementam
legislagdes especificas que complementam as normas nacionais, refor¢cando o controle da raiva
em nivel estadual. Em MG, o Instituto Mineiro de Agropecuaria desempenha um papel
fundamental na execucdo das estratégias delineadas pelo PNCRH por meio do Programa
Estadual de Controle da Raiva dos Herbivoros (PECRH). Esse programa estadual adota uma
série de medidas eficazes, como a vacinacao sistematica dos herbivoros, campanhas educativas
direcionadas aos produtores rurais, e a captura e controle de morcegos hematéfagos. Além
disso, o IMA realiza monitoramento continuo das areas de risco e diagndsticos laboratoriais, 0
que é essencial para o aprimoramento constante das estratégias de controle e prevencéo da raiva
(BRASIL, 2009).

A importéncia dessas medidas vai além da protecdo dos rebanhos, estendendo-se a
salde publica. A raiva é uma doenca fatal com potencial de transmissdo zoonotica,
representando um risco significativo para as comunidades rurais e trabalhadores do setor
agropecuario. Assim, a reducdo da incidéncia da doenca em herbivoros é fundamental para a
protecdo da salde humana. Além disso, manter baixas taxas de incidéncia € vital para a
sustentabilidade da producdo pecuéria e para a economia rural, destacando a necessidade de

investimentos continuos em pesquisa, prevencao e controle da doenga (BRASIL, 2009).

2.11 Diagnoéstico da raiva animal

O diagndstico precoce da raiva é essencial para uma gestao eficaz da saude publica e
animal, proporcionando a base para intervencdes répidas e efetivas que minimizam a
disseminacéo do virus (GIGANTE et al., 2018). A capacidade de detectar a doenca rapidamente
ndo so facilita a contencdo viral, mas também direciona as estratégias de controle e prevencédo
de forma informada e precisa (BRASIL 2009). Em Minas Gerais, o Instituto Mineiro de
Agropecuéaria (IMA), através do seu Laboratorio de Satde Animal (LSA), tem um papel
determinante na realizacdo de testes laboratoriais que confirmam a presenca do virus,

garantindo que as acdes de combate sejam fundamentadas em dados concretos e atualizados.
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2.11.1 Imunofluorescéncia Direta (IFD)

Dado o potencial quase letal do RABV, é imperativo que o diagndstico seja realizado
de maneira rapida e com alta confiabilidade. 1sso assegura a implementacédo eficiente de
medidas profilaticas e epidemioldgicas. Conforme recomendado pela OMS e pela OMSA a
Imunofluorescéncia Direta é considerada o padrdo-ouro para o diagndstico post mortem da
doenca (FOOKS, 2018; RUPPRECHT, FOOKS, ABELA-RIDDER, 2018). Essa técnica é
amplamente favorecida devido a sua alta sensibilidade, estimada em aproximadamente 95%, e
especificidade de cerca de 99%. Além disso, oferece a vantagem de proporcionar resultados
rapidos, o que € essencial em cenarios onde a agilidade no diagnostico pode significar a
diferenca entre a vida e a morte em casos suspeitos de raiva (GERMANO et al., 1977,
GIGANTE et al., 2018; RUPPRECHT et al., 2014; RUPPRECHT et al., 2018).

O procedimento comeca com a coleta de amostras adequadas de tecido encefélico,
frequentemente obtidas de regiGes como talamo, cortex, hipocampo, cerebelo, tronco encefalico
e medula espinhal. As amostras sao entdo impressas e fixadas em laminas de microscopia. Apos
a fixacdo, os tecidos sdo tratados com anticorpos conjugados a fluorescentes especificos para o
antigeno do virus da raiva. Quando os anticorpos se ligam a qualquer particula viral presente
no tecido do hospedeiro, emitem um sinal fluorescente, que pode ser visualizado sob iluminacéo
adequada no microscopio de fluorescéncia (figura 5). Esse sinal fluorescente permite a
identificacdo precisa da presenga do virus da raiva nas amostras de tecido analisadas. No
entanto, quando o resultado € negativo, ndo ocorre a ligacdo dos anticorpos as particulas virais,
e, portanto, nenhum sinal fluorescente é emitido (figura 6). Essa auséncia de fluorescéncia
indica que ndo ha presenca do virus no tecido analisado, confirmando um resultado negativo
para a infeccdo (BRASIL, 2019; KOTAIT et al., 2009).
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Figura 5 — Lamina de Imunofluorescéncia Direta positiva para o diagnostico de raiva.

C Bovine

Fonte: Bartaquini et al. (2020).

Figura 6 - Lamina de Imunofluorescéncia Direta negativa para o diagndstico de raiva.

D Negative control

Fonte: Bartaquini et al. (2020).

Entretanto, a IFD possui algumas limitagcdes. A acurécia do teste depende diretamente
de fatores como a habilidade e experiéncia do laboratorista em distinguir entre amostras
inespecificas e positivas, a qualidade do conjugado antirrdbico usado na reacdo antigeno-
anticorpo, o acesso e a qualidade do microscopio de fluorescéncia utilizado, e o estado de
conservacdo das amostras. Amostras em decomposicdo ou desnaturadas podem reduzir
significativamente a sensibilidade da técnica (DEAN, ABLESETH, ATANASIU, 1996).

Devido a essas limitacbes, a OMS recomenda complementar a IFD com métodos
diagnosticos adicionais para confirmar os resultados, especialmente em casos negativos ou
inconclusivos. A combinagdo da IFD com outras técnicas diagndsticas, aumenta
significativamente a precisdo dos resultados, assegurando intervencbes mais eficazes e
minimizando o risco de falso-negativos (WHO, 2018; CENTOAMORE et al., 2020). Além

disso, diversos estudos indicam que 0s equinos apresentam menor sensibilidade a IFD no
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diagndstico da raiva, destacando a importancia de utilizar testes confirmatorios adicionais para
essa espécie animal (BASSUINO et al., 2016; PEIXOTO et al., 2000; SOUZA, 2019).

Dentre os diferentes métodos utilizados como testes confirmatorios, destacam-se o
Isolamento Viral em Cultivo Celular (IVCC), Inoculagdo em Camundongo, Imunohistoquimica
(IHC) e as técnicas moleculares como RT-PCR e RT-gPCR. Cada uma dessas técnicas oferece
vantagens especificas que complementam o diagnostico da raiva, aumentando a precisdo e a
confiabilidade dos resultados. (RUPPRECHT et al., 2018).

2.11.2 Inoculagéo em Camundongo

A IC é recomendada pela OMS como método complementar para confirmar os
resultados da IFD. Essa técnica apresenta alta sensibilidade e é eficaz na propagacédo e
amplificacdo do agente etiologico, permitindo a deteccdo do RABV mesmo em amostras com
baixa carga viral, uma vez que promove a replicacdo do virus nas células neuronais. Devido a
essa capacidade de amplificacdo, a IC Pode gerar resultados positivos mesmo em situagoes
onde outras metodologias, como a IFD, falharam em detectar o virus (CENTOAMORE et al.,
2017; MESLIN et al., 1996). Além disso, o método oferece a vantagem de preservar o agente
etiologico para estudos posteriores, proporcionando uma fonte continua de material biol6gico
para pesquisas futuras (BOURHY et al., 1989; KOPROWSKI, 1996).

A técnica de IC consiste em inocular intracerebralmente um grupo de camundongos,
utilizando uma amostra do animal suspeito. O grupo pode incluir camundongos com idade entre
3 e 4 semanas ou neonatos de 2 a 5 dias de idade. Os camundongos séo observados por um
periodo de 30 dias, e qualquer camundongo que venha a falecer durante esse periodo €
submetido a exames por meio da IFD. Esse procedimento permite a detec¢do do virus da raiva
no SNC, confirmando a presenca do patégeno e validando os resultados obtidos em etapas
anteriores (BRASIL, 2009).

Entretanto, a IC é um teste oneroso, envolvendo altos custos e recursos. Além do tempo
necessario para obtencao dos resultados, ha despesas relacionadas ao manejo e manutengéo dos
animais de laboratorio, somadas as crescentes preocupagdes com o bem-estar animal (BRASIL,
2009; RUSSEL, BURCH, 1992). Sendo assim, o isolamento em cultivo celular, que é uma
técnica sensivel, rapida e de baixo custo, tem sido recomendada como metodo alternativo,
visando reduzir e substituir o uso de animais de experimentacéo, alinhando-se com os principios
éticos e praticos na pesquisa cientifica. No entanto, essa técnica ainda é pouco implementada
em laboratorios na América Latina (NASRAUI, 2020). No Brasil, a maioria dos laborat6rios

que fazem parte dos sistemas de vigilancia epidemioldgica da raiva utiliza as técnicas de IFD e
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IC para o diagndstico, evidenciando a persisténcia de métodos tradicionais em determinados
contextos, mesmo com a disponibilidade de alternativas mais recentes (MARINHO et al.,
2024).

2.11.3 Aplicacdo de métodos moleculares no diagndstico da raiva

Um método alternativo como teste confirmatério que tem ganhado popularidade € o uso
de técnicas moleculares, como a RT-PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) e a RT-gPCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real) (LOPES, 2008). Embora a RT-PCR seja
utilizada como método diagndstico para raiva ha décadas, foi apenas recentemente que recebeu
recomendacdo oficial da OMSA/WOAH (Organizacdo Mundial da Saude Animal ou World
Organisation for Animal Health) (WOAH, 2023a). Essas técnicas sdo cada vez mais
empregadas como complemento a IFD e estdo progressivamente substituindo a prova bioldgica.
O uso de técnicas moleculares como método complementar no diagndstico da raiva representa
um avanco significativo, proporcionando maior precisao diagnéstica e fortalecendo a ética
cientifica. Essas técnicas tém viabilizado o desenvolvimento de alternativas promissoras,
oferecendo beneficios adicionais, especialmente em termos de rapidez, exatiddo e capacidade
de detectar infeccbes em estagios iniciais (FOOKS et al., 2009)

A utilizacdo de protocolos convencionais de RT-PCR para a amplificacdo diagndstica
de fragmentos do genoma do Lyssavirus tem se mostrado uma abordagem eficaz e amplamente
adotada na deteccdo desse virus (FOOKS et al., 2007). Diversos estudos ja publicaram
metodologias detalhadas, evidenciando a importancia dessa técnica. A escolha dos primers é
crucial e, normalmente, sdo selecionados de regides conservadas do genoma viral. A maioria
dos ensaios se concentra na amplificacdo de partes do gene N, cuja regido inicial é altamente
conservada entre todas as espécies do género Lyssavirus. Isso significa que a sequéncia
nucleotidica inicial do gene é similar ou idéntica entre as distintas espécies dentro desse género.
Essa conservacdo inicial do gene permite o uso de primers em testes diagndsticos que detectam
de forma universal todos os Lyssavirus (WUNNER, 2007). Apesar dessa conservagao, 0s virus
desenvolveram mecanismos de adaptacéo aos respectivos hospedeiros, resultando em pequenas
sequéncias de nucleotideos dentro do gene N que séo distintas e podem ser identificadas por
essas alteracbes geneticas conservadas na regido codificadora N. Essas mutagdes sao
conservadas em isolados virais circulando dentro de uma mesma espécie hospedeira e podem
ser usadas como marcadores genéticos (SCHAEFER et al.,, 2005). Devido a essas
caracteristicas, a sequéncia do gene da proteina N é uma excelente candidata para estudos de

tipificacdo genética, epidemiologia molecular e analise da diversidade e evolucdo do RABV.
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Isso porque permite a identificacdo precisa de linhagens, sublinhagens e variantes virais,
possibilitando rastrear os padrdes do virus até seu hospedeiro de origem e &rea de distribuicdo
geografica. Além disso, a analise da sequéncia do gene N facilita a comparacéo entre diferentes
isolados, fornecendo dados consistentes e confidveis para a analise genética e vigilancia
epidemioldgica (ALMEIDA et al., 2020; ITO et al.,, 2002; MOCHIZUKI et al., 2012;
SCHAEFER et al., 2004; SOUZA, 2021).

Um estudo notavel que explorou o gene N como alvo para a tipificagdo genética foi
realizado por Schaefer et al. (2005). Neste trabalho, os pesquisadores conduziram uma analise
detalhada das sequéncias do gene N de isolados do RABV provenientes de diversos
hospedeiros, incluindo morcegos hematdfagos, insetivoros e frugivoros, além de cées
domésticos e canideos selvagens. A analise gendmica das sequéncias demonstrou que as cepas
virais circulantes em diferentes hospedeiros apresentavam mutacfes pontuais especificas no
gene N, o que permitiu ndo apenas a distingdo das diferentes cepas virais, mas também a
determinacdo do hospedeiro de origem. Essas descobertas sublinham a capacidade da
tipificacdo genética baseada no gene N de rastrear a transmissao viral e de identificar os ciclos
naturais de infec¢do associados a diferentes espécies hospedeiras.

Além dos primers que utilizam regides do gene N para amplificacdo, ha também estudos
que empregam protocolos para amplificar a regido do gene L. O gene L é notavel por possuir
blocos bem conservados, facilitando a deteccéo e identificacdo do virus. Um estudo conduzido
por Dacheux (2008) utilizou primers especificos para essa regido, obtendo uma alta taxa de
positividade: 98,3% em amostras de saliva e 70,2% em bidpsias de pele. Esses resultados
demonstram a eficiéncia dos primers direcionados ao gene L na deteccdo do RABV em
diferentes tipos de amostras bioldgicas (CASTILHO et al., 2013; DACHEUX et al., 2008).

Pesquisas também destacam a importancia da amplificacdo do gene da glicoproteina (G)
e da regido intergénica G-L para o diagndstico e identificacdo do RABV utilizando a técnica de
multiplex RT-PCR, aplicada a isolados de diversas espécies hospedeiras no Brasil. A escolha
do gene G, que codifica a glicoproteina viral, é estratégica devido a sua funcao essencial na
entrada do virus nas células hospedeiras e sua alta imunogenicidade. Além disso, a regido
intergénica G-L é igualmente importante, oferecendo informacGes adicionais sobre a
variabilidade genética do virus (CASTILHO et al.,2013)

Apesar disso, embora a OMS recomende métodos moleculares convencionais baseados
em gel de agarose, como o RT-PCR acompanhado de sequenciamento nucleotidico, para o
diagndstico ante mortem em humanos, essas técnicas ndo sdo consideradas adequadas como

testes primarios para o diagndstico post mortem. Para evitar resultados falso-negativos e falso-
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positivos no uso dessas técnicas, € essencial seguir protocolos rigorosos. A ocorréncia de
resultados falso-positivos € frequentemente atribuida & contaminacdo cruzada de amostras
negativas com produtos amplificados, por outro lado, resultados falso-negativos podem ser
causados pela presenca de substancias que inibem a replicacao do acido nucleico ou por falhas
nas etapas de extracdo, transcricdo reversa ou amplificacdo (CHIERATO, 2021; RUPPRECHT
etal., 2019).

Um ensaio que esta se tornando cada vez mais popular nos laboratorios diagnosticos e
que tem potencial para substituir o RT-PCR é o RT-qPCR. Este método é mais rapido e
eficiente, utilizando fragmentos menores em comparacdo ao RT-PCR convencional e
eliminando a necessidade de uma etapa de eletroforese posterior. As reagdes moleculares
ocorrem inteiramente dentro de um tubo fechado, o que reduz significativamente as chances de
contaminacdo cruzada, diminuindo a incidéncia de resultados falso-positivos (MCELHINNEY
et al., 2020; RUPPRECHT; FOOKS; ABELARIDDER, 2019).

Numerosos ensaios de RT-qPCR tém sido reportados para a deteccdo de Lyssavirus.
Alguns desses testes foram especificamente concebidos para identificar cepas ou linhagens
individuais do virus, enquanto outros foram desenvolvidos para detectar uma variedade maior
de cepas do virus da raiva e outras espécies de Lyssavirus (RUPPRECHT; FOOKS; ABELA-
RIDDER, 2019).

O CDC, em Atlanta, EUA, desenvolveu um ensaio, que utiliza um conjunto avangado
de primers degenerados e uma sonda de hidrdlise (TagMan), chamado LN34 Pan-Lyssavirus.
Este conjunto utiliza bases modificadas por LNA (Locked Nucleic Acid ou Acido Nucleico
Blogueado) e amplifica e detecta uma regido no inicio do genoma que € altamente conservada
entre espécies divergentes de Lyssavirus. Essa tecnologia permite a amplificacdo de uma regido
de 165 nucleotideos, abrangendo a sequéncia leader, o sinal de iniciacdo da transcri¢do e parte
da sequéncia de codificacdo do gene da nucleoproteina. Os primers Forward do LN34
consistem em um multiplex de dois oligonucleotideos, direcionados ao inicio do genoma do
virus. O primer reverse, por sua vez, € direcionado ao gene N e possui seis modificacdes
degeneradas de nucleotideos, aumentando sua eficiéncia e especificidade. A sonda LN34 é
projetada para ter como alvo a sequéncia do sinal de iniciacdo da transcricdo e contém uma
unica pirimidina degenerada (C ou T) na posicdo 65. Esta caracteristica aumenta a capacidade
da sonda de detectar uma variedade de sequéncias de Lyssavirus (GIGANTE et al., 2018;
RUPPRECHT; FOOKS; ABELA-RIDDER, 2019; WADHWA et al., 2017). Os resultados do
teste LN34 tém sido promissores, mostrando alta sensibilidade e especificidade na detecgéo de

Lyssavirus. Devido a essa eficdcia, a OMS recomendou o uso do LN34 como método
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confirmatdrio para o diagndstico da raiva. Este ensaio representa um avanco significativo nas
estratégias de controle e prevencdo da raiva, proporcionando uma ferramenta confiavel para a
deteccdo rapida e precisa do virus (GIGANTE et al., 2018; RUPPRECHT; FOOKS; ABELA-
RIDDER, 2019; WADHWA et al., 2017).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Validar o teste de RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus para o diagndstico da raiva,
comparando seu desempenho com o teste padrdo-ouro, a Imunofluorescéncia Direta, em 149
amostras de SNC de herbivoros provenientes de diversos municipios de Minas Gerais,
encaminhadas ao LSA/IMA para monitoramento da raiva, no periodo de marco a dezembro de
2023.

3.2 Objetivos especificos

e Executar o0 ensaio de RT-qPCR LN34 Pan-Lyssavirus, que amplifica a porcao leader
3' e aregido inicial do gene que codifica a Nucleoproteina (N) dos Lyssavirus;

e Realizar uma analise comparativa do desempenho diagnéstico entre a IFD, realizada
pelo IMA, e o0 ensaio RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus, com énfase na avaliacdo da
sensibilidade, especificidade diagndstica e indice de Concordancia de ambos os métodos na
deteccdo do virus da raiva em amostras de SNC;

e Verificar se 0 ensaio RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus possui as qualidades

necessarias para ser utilizado como teste confirmatoria a IFD.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Amostragem

O experimento foi conduzido com 149 amostras de pool de fragmentos de SNC,
incluindo talamo, cértex, hipocampo, cerebelo, tronco encefalico e medula espinhal, coletadas
de diversas espécies animais (1 sagui, 3 caprinos, 34 equinos e 111 bovinos) que morreram sob
suspeita de raiva. As amostras, obtidas entre margo e dezembro de 2023, foram enviadas por
diferentes municipios de Minas Gerais ao LSA/IMA. O IMA/LSA disponibilizou as amostras
utilizadas neste estudo, acompanhadas de dados sobre as espécies envolvidas e informacoes de

georreferenciamento, fundamentais para a realizacdo das andlises.
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4.2 Procedimentos diagnosticos realizados pelo LSA/IMA

4.2.1 Imunofluorescéncia Direta

Ao receber as amostras de SNC o LSA/IMA realizou prontamente o teste de IFD,

reconhecido como o método padrdo-ouro para o diagndstico da raiva, de acordo com o

protocolo descrito a seguir:

4.2.2

Foram preparadas impressoes duplas dos tecidos em l[aminas de vidro com extremidades
foscas, devidamente identificadas com o nimero de registro da amostra e 0s respectivos
fragmentos.

As laminas foram secas em temperatura ambiente por um periodo de 15 a 30 minutos.
As impressdes foram fixadas em acetona a -20°C por 30 minutos.

Apos a fixagdo, as laminas foram novamente secas em temperatura ambiente.

As impressdes foram tratadas com o conjugado previamente titulado, diluido em
cérebro normal (CN) cobrindo toda a area delimitada.

As laminas foram incubadas em camara imida a 37°C por 30 minutos.

Apos a incubacéo, as [aminas foram lavadas com solugdo salina tamponada (PBS), com
pH entre 7,2 e 7,5, e imersas em PBS por 10 minutos.

Posteriormente, as laminas foram enxaguadas com agua destilada, para evitar a forma-
cdo de cristais durante a secagem.

As laminas foram secas em temperatura ambiente e montadas com glicerina tamponada
(pH em 8,5), sendo cobertas com laminulas.

A leitura foi realizada em microscopio de imunofluorescéncia com objetiva de imerséo.
As laminas controle, positiva e negativa, foram avaliadas primeiro para garantir a
especificidade da fluorescéncia. Somente apos a validacdo dos controles, as amostras

diagnosticas foram analisadas.

Inoculagdo em Camundongo

Apos a execucdo e leitura do teste de IFD, o LSA/IMA procedeu com a prova bioldgica,

utilizando a Inoculacdo em Camundongo, para as amostras que resultaram negativas no teste

inicial, conforme o seguinte procedimento:
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e Suspensdes a 10% das amostras suspeitas foram preparadas, e 0,03 mL de cada
suspensdo foram inoculados intracerebralmente em oito camundongos recem-
desmamados.

e Os camundongos foram monitorados diariamente ao longo de um periodo de 30 dias.
Durante o periodo de observagdo, os sinais clinicos foram sistematicamente registrados
em fichas especificas, utilizando-se os seguintes parametros: N (normal), A (arrepiado),
I (incoordenado), P (paralitico) e M (morto).

o Obitos ocorridos nas primeiras 48 horas ap6s a inoculagio foram atribuidos a traumas
ou infec¢des bacterianas.

e Apos o periodo de observacao, amostras de tecido do sistema nervoso de camundongos
que desenvolveram paralisia ou morreram ap6s o quinto dia de observacdo foram

submetidas ao teste de IFD.

4.2.3 Encaminhamento de amostras para diagnostico molecular

Apos a realizacdo dos testes de IFD e IC pelo LSA/IMA, as amostras de SNC foram
inicialmente armazenadas a -20°C. Posteriormente, essas amostras foram encaminhadas ao
Laboratorio de Pesquisa em Virologia Animal (LPVA) da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), onde foram mantidas temporariamente em
uma camara fria a -5°C, até o processamento das amostras. Para o0 ensaio de RT-qPCR LN34
Pan-Lyssavirus, foram analisadas 94 (63%) amostras que apresentaram resultado negativo na
IFD, além de 55 (37%) amostras com resultado positivo, a fim de comparar a eficacia dos
métodos diagndsticos e validar o desempenho do RT-gPCR como uma ferramenta

complementar.

4.3 Processamento das amostras

Para o processamento das amostras, os fragmentos de SNC foram homogeneizados e
suspensos em solucdo salina fosfatada (PBS 1X) a 10% (p/v). A suspensdo foi entéo clarificada
por centrifugacgao a 6.000 x g durante 10 minutos. Em seguida, 140 pl do sobrenadante foram
transferidos para um tubo de microcentrifuga estéril para a extracdo de RNA. O restante do
sobrenadante foi aliquotado e armazenado. Todas as amostras, tanto as destinadas a extracao
guanto as aliquotas para armazenamento, foram transferidas para um freezer a -80°C, onde

permaneceram até o uso posterior.
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4.4 Extracdo de RNA total utilizando kit de extracdo QlAamp® Viral RNA Mini Kit

A extracdo de RNA das 149 amostras clinicas de SNC foi realizada utilizando o Kit
QlAamp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN N.V., Hilden, Alemanha), seguindo rigorosamente o
protocolo estabelecido pelo fabricante. Apos a extracdo, 0 RNA foi imediatamente armazenado

a -80°C para garantir sua integridade até 0 momento da utilizacéo.

4.5 Primers e sonda RT-qPCR LN34 Pan-Lyssavirus One-step

Para o0 ensaio universal de RT-PCR em tempo real LN34 Pan-Lyssavirus, utilizou-se um
conjunto de primers degenerados associados a uma sonda de hidrolise, conforme estabelecido
pelo protocolo do ensaio LN34 (quadro 3) (GIGANTE et al., 2018; WADHWA et al., 2017).

Quadro 3- Sequéncias dos primers e da sonda degenerados usados no ensaio universal Pan-Lyssavirus LN34,
aplicados na técnica de One-Step RT-gPCR.

Primers e Probe (sonda) LN34 Pan-Lyssavirus

Primer/Sonda Sentido Sequéncia (5’ - 3°) [1
1 | Primer LN34 Forward 1 Senso ACGCTTAACAACCAGATCAAAGAA 10 uyM
2 | Primer LN34 Forward 2 Senso ACGCTTAACAACAAAATCADAGAAG 10 uyM
3 | Primer LN34 Reverse Antissenso | CMGGGTAYTTRTAY TCATAY TGRTC 10 uyM
4 | Probe LN34 (sonda) Senso (FAM)AA+C+ACCY+C+T+ACA+A+TGGA (BHQ1) | 5uM

Fonte: Adaptado de Gigante et al., 2018.

4.6 Adaptacdo de protocolo para RT-gPCR Pan-Lyssavirus utilizando Kit SuperScript™
11 Platinum™ QOne-Step RT-qPCR

Para realizar o0 RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus, utilizou-se o SuperScript™ |[]I
Platinum™ One-Step RT-qPCR Kit (Thermo Fisher Scientific, EUA). Entretanto, o protocolo
descrito por Gigante et al. (2018) e Wadhwa et al. (2017) precisou ser adaptado para atender as
especificidades deste kit, em comparacdo com o originalmente utilizado. As principais
alteracOes incluem a composi¢do dos reagentes, as condi¢fes de reacdo e os parametros de
ciclagem.

Todas as reacfes de RT-qPCR foram preparadas em um fluxo laminar e sob condigdes
estéreis para evitar contaminacdo. A adaptagdo do protocolo de acordo com o kit determinou
que a mistura da reacdo (Mix) fosse composta por 6,5 pL de 2X Reaction Mix (Buffer 2X), 0,25
pL de SuperScript™ [1I RT/Platinum™ Taqg Mix, 0,25 pL de ROX™, 0,75 uL de primer
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Forward 1, 0,75 pL de primer Forward 2, 0,75 pL de primer Reverse, 0,5 uL de probe ou

sonda LN34, 0,5 pL de &gua livre de nucleases, 2,5 pL de RNA extraido (ou controle

positivo/negativo). O volume final da reacéo foi ajustado para 12,5 pL (quadro 4).

Quadro 4 - Preparacéo da mistura da rea¢do (Mix) LN34 para 0 RT-gPCR.

Reagente Quantidade (ul)

1 | 2X Reaction Mix (Buffer 2 X) 6,25 ul
2 | RT/Platinum™ Tag Mix (enzima) 0,25 ul
3 | ROX™ (diluido 1:10) 0,25 uL
4 | Primer LN34 Forward 1 10 uyM 0,75 pl
5 | Primer LN34 Forward 2 10 uM 0,75 pl
6 | Primer LN34 Reverse 10 pM 0,75 pl
7 | Probe LN34 (sonda) 5 uM 0,5 ul
8 | Agua DNAse e Rnase Free 0,5 ul
9 | RNA extraido 2,5 ul

Total por reagao 12,5 pl

Fonte: Elaborado pela autora.

Apds a adaptacdo, os parametros do programa de ciclagem foram definidos conforme

as recomendacdes especificas do kit utilizado para PCR em tempo real, garantindo a eficiéncia

e a precisdo da amplificagdo do RNA (quadro 5).

Quadro 5 - Condigdes de temperatura e tempo para cada ciclo da PCR em tempo real para o ensaio LN34 Pan-
Lyssavirus e B-actina.

N° de
Etapa do programa Temperatura Tempo Ciclos

Transcricdo reversa 50°C 30 minutos .

1 ciclo
Inativacdo da transcriptase reversa/ 95°C 2 minutos
Desnaturacéo inicial
Desnaturacéo 95°C 15 segundos 45 ciclos
Anelamento/Extenséo 56°C 30 segundos

Fonte: Elaborado pela autora.

4.7 Primers e sonda utilizados para controle endogeno de f-actina

O ensaio One-Step RT-gPCR para LN34 Pan-Lyssavirus inclui um controle do gene da

B-actina. Durante 0 RT-qPCR para LN34 Pan-Lyssavirus, o teste de controle endogeno da 3-

actina foi conduzido simultaneamente. Este controle é fundamental para detectar a expressao
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do gene da B-actina no mMRNA do hospedeiro, que é amplamente conservado entre todos 0s
mamiferos. O teste de RT-qPCR focado na B-actina desempenha um papel crucial como
monitor da presenca de RNA em cada amostra, além de servir como indicador de possiveis
problemas, como inibicdo da amplificacdo, falhas na extracéo e/ou degradacdo do RNA (quadro
6) (GIGANTE et al., 2018).

Quadro 6 - Sequéncias de primers e sonda de hidrélise utilizadas na técnica de RT-gPCR para a detecc¢éo do
gene endogeno da B-actina.

Primers e Probe (sonda) p-Actina RT- gPCR
Primer/Sonda Sentido Sequéncia (5’ - 3°) [1

Primer B-Actina Senso

1 CGATGAAGATCAAGATCATTGC 10 uM
Forward
Primer B-Actina Antissenso

2 AAGCATTTGCGGTGGAC 10 uM
Reverse

3 B-Actina Probe Senso (HEX)-TCC ACC TTC CAG CAG ATG TGG 5 M
(sonda) ATC A-(BHQ1) :

Fonte: Adaptado de Gigante et al., 2018.

4.8 Adaptacao de protocolo para RT-qPCR para o controle do gene da f-actina

Para realizar o0 RT-qPCR para o controle endogeno de B-actina, utilizamos o Kit
SuperScript™ |1l Platinum™ One-Step RT-gPCR (Thermo Fisher Scientific, EUA). O
protocolo descrito por Gigante et al. (2018) e Wadhwa et al. (2017) foi modificado e adaptado
para atender as necessidades especificas deste estudo. As adaptacfes do protocolo incluiram
ajustes nos reagentes, concentracdes de primers e sondas, além de ajustes nos parametros de
temperatura e tempo de ciclagem para maximizar a eficiéncia e a sensibilidade do ensaio.

A mistura da rea¢do (Mix) foi configurada da seguinte maneira: 6,5 pL de 2X Reaction
Mix (Buffer 2X), 0,25 pL de SuperScript™ [II RT/Platinum™ Taq Mix, 0,25 pL de ROX™,
0,75 L de primer Forward, 0,75 pL de primer Reverse, 0,5 pL de probe ou sonda B-Actina,
1,25 pL de &gua livre de nucleases, e 2,5 pL de RNA extraido (ou controle positivo/negativo).

O volume final da reacéo foi ajustado para 12,5 pL (quadro 7).
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Quadro 7- Preparagdo da mistura da reacdo (Mix) B-actina para o RT-qPCR.

Reagente Quantidade (ul)

1 | 2X Reaction Mix (Buffer 2 X) 6,25 ul
2 | RT/Platinum™ Taq Mix (enzima) 0,25 ul
3 | ROX™ (diluido 1:10), 0,25 pl
4 | Primer B-Actina Forward 10 uyM 0,75 ul
5 | Primer B-Actina Reverse 10 uyM 0,75 ul
6 | B-Actina Probe 5 uM 0,5 ul
7 | Agua DNA e Rnase Free 1,25 pl
8 | RNA extraido 2,5 ul

Total por reacio 12,5 pl

Fonte: elaborado pela autora

Os parametros do programa de ciclagem, incluindo temperatura e tempo, definidos para
0 RT-gPCR de controle enddgeno de -actina, sdo idénticos aos utilizados para o0 RT-gPCR
LN34 Pan-Lyssavirus. Esses parametros podem ser visualizados no Quadro 5.A uniformidade
dos pardmetros de ciclagem para ambos 0s ensaios garante a consisténcia e a comparabilidade

dos resultados, facilitando a analise simultanea e eficiente de multiplos alvos.

4.9 Procedimentos para realizacdo do RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus e g-actina

Os ensaios de RT-qPCR LN34 Pan-Lyssavirus ¢ B-actina foram realizados utilizando
uma placa MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate de 96 pogos (Applied Biosystems™).
Todo o procedimento foi conduzido sob fluxo laminar estéril para garantir a auséncia de
contaminacdo. Em cada poco, foram adicionados 10 pL de Mix, preparado conforme detalhado
nos Quadros 4 e 7. Todas as amostras foram analisadas em duplicata. Cada placa incluiu
controles negativos (4gua ultra pura) e positivos (amostras previamente confirmadas como
positivas por IFD).

Posteriormente, 2,5 uL de RNA foram adicionados em cada pog¢o contendo a mistura de
reacdo. A placa foi selada com MicroAmp™ QOptical Adhesive Film (Applied Biosystems™) e
centrifugada por 15 segundos para garantir a homogeneidade das amostras e remover possiveis
bolhas de ar. Em seguida, a placa foi colocada no aparelho QuantStudio™ 1 Real-Time PCR
System (Thermo Fisher Scientific) para a realizacdo do RT-gPCR, seguindo os ciclos de
temperatura descritos no Quadro 5. Os resultados foram analisados utilizando o software
QuantStudio™ Design & Analysis Software 1.5.1
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4.10 Interpretacéo de resultados

As amostras foram classificadas como positivas, negativas ou inconclusivas, com base
no nimero de Ct obtidos nos ensaios LN34 Pan-Lyssavirus e B-actina. O protocolo para a
determinacdo do resultado foi seguido através da metodologia descritas por Gigante et al.
(2018) e Wadhwa et al. (2017). Para determinar o resultado, os Ct (Threshold Cycle ou Ciclo
Limiar) dos ensaios LN34 Pan-Lyssavirus e -actina sdo analisados em conjunto (quadro 8).

Quadro 8 - Classificacdo do Ct (Threshold Cycle) das amostras analisadas pelo ensaio LN34 Pan-Lyssavirus
One-Step RT-gPCR

Resultado LN34 Ct B-Actina Ct Interpretacao
. Néo A .
<
Negativo detectado <33 Auséncia de RNA de Lyssavirus
Positivo Ct<35 Qualquer RNA de Lyssavirus presente
Inconclusivo 35< Ct < 45 Qualguer Contamlpagao,_ |n|b_|<;_ao, baixa carga viral
ou quantidade insuficiente de amostra.
. Néo >33 oundo | Inibicdo ou quantidade insuficiente de
Inconclusivo
detectado detectado amostra.

Fonte: Adaptado de Gigante et al., 2018.

Apds a obtencdo das médias de Ct das duplicatas geradas pelo software de analise do
RT-qPCR, tanto para LN34 quanto para B-actina, os valores médios foram transferidos para
uma planilha desenvolvida no Google Sheets. Nesta planilha, foi criada uma formula especifica
para analisar conjuntamente os valores de Ct de B-actina e do LN34 Pan-Lyssavirus. Essa
formula gera automaticamente o resultado do ensaio RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus,

classificando a amostra testada como negativa, positiva, inconclusiva 1 ou inconclusiva 2.

4.11 Georreferenciamento do diagndéstico da raiva em MG

Os dados referentes ao envio e a quantidade de amostras para o diagnostico de raiva
pelos municipios de Minas Gerais, bem como os resultados positivos nos ensaios de IFD, foram
georreferenciados utilizando o software QGIS 3.38.0. Foram utilizados arquivos de mapas
digitais fornecidos pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), contendo 0s
limites politico-administrativos das mesorregibes e municipios. O processo de
georreferenciamento permitiu uma analise descritiva da distribuicdo espacial das amostras e

dos resultados.
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4.12 Analises estatisticas

Foi realizada uma analise estatistica para avaliar a sensibilidade e especificidade
diagndstica e a concordancia entre os testes, utilizando tabelas de contingéncia de dois por dois
e trés por dois. Essas tabelas foram elaboradas no software Excel, com o teste de IFD
estabelecido como padréo-ouro. Esses calculos permitiram uma avaliagdo detalhada da
performance diagnostica dos testes laboratoriais executados, comparando-0s com o padrao-

ouro definido.

4.13 Sensibilidade e especificidade diagnostica

Para calcular a sensibilidade e a especificidade diagnéstica dos testes laboratoriais (IFD
e RT-gPCR Pan-Lyssavirus), foi utilizada uma tabela de contingéncia 3 x 2. Esta tabela
considerou a relacdo entre positividade e negatividade, incluindo valores inconclusivos do RT-
gPCR, nas amostras de SNC. As equacdes matematicas utilizadas para esse proposito sdo as

seguintes:

4.13.1 Sensibilidade diagndstica

Pteste

S teste — P
total

Onde:

Steste € asensibilidade diagnostica de um determinado ensaio laboratorial.

Pieste € 0 nimero de resultados positivos que se correlacionam entre ambas as provas

laboratoriais testadas.
P;otq1 ¢ a positividade total detectada no teste padréo-ouro estabelecido.

4.13.2 Especificidade diagnostica

Nteste

Eteste = N
total

Onde:



54

Eteste € aespecificidade diagndstica de um determinado ensaio laboratorial.

Niegte € 0 nimero de resultados negativos que se correlacionam entre ambas as provas

laboratoriais testadas.
N¢otar € anegatividade total detectada no teste padrdo-ouro estabelecido.

4.14 Indice de concordancia

Para avaliar a concordancia entre os resultados dos dois ensaios diagndsticos (IFD e RT-
gPCR LN34), foi aplicado o coeficiente de Kappa (x), com um intervalo de confianca de 95%.
No calculo deste indice, foram considerados exclusivamente os resultados “positivo” e
“negativo”, sendo excluidos os valores “inconclusivo”. A analise foi conduzida por meio do
software estatistico Stata. A interpretacdo dos coeficientes de Kappa, em relacdo aos niveis de
concordancia, seguiu a classificacdo proposta por Landis e Koch (1977), conforme descrito na
tabela 1.

Tabela 1 - Interpretacdo do coeficiente Kappa

Valor do coeficiente Kappa Nivel de concordancia
<0 Nao existe Concordancia

0-0,20 Concordancia Minima

0,21 -0,40 Concordancia Razoavel
0,41 -0,60 Concordancia Moderada
0,61-0,80 Concordancia Substancial

0,81-1,0 Concordancia Perfeita

Fonte: Adaptado de Landis e Koch, 1997.

5 RESULTADOS

5.1 Analise de sensibilidade e especificidade diagnostica
Comparado ao teste padrdo-ouro para o diagnéstico da raiva, a IFD, o LN34 Pan-
Lyssavirus apresentou uma sensibilidade diagndstica de 96,4% e uma especificidade

diagnostica de 78,7%, considerando os resultados inconclusivos nos célculos (tabela 2).
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Tabela 2 - Tabela de contingéncia para avaliacdo da sensibilidade e especificidade diagndstica entre a
Imunofluorescéncia Direta (IFD) e 0 RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus para detec¢cdo RABYV em 149 amostras de
Sistema Nervoso Central.

Imunofluorescéncia Direta (IFD)

Positivo Negativo Total
qI§CTF-2 Positivo 53 11 64
Negativo 0 74 74
Inconclusivo 2 9 11
Total 55 94 149

E importante destacar que, das 149 amostras testadas, 0 exame padrdo-ouro para o
diagnostico da raiva post mortem, identificou 55 (37%) amostras como positivas e 94 (63%)
como negativas. Entre as 94 amostras negativas pela IFD, 11 foram positivas no RT-gPCR
LN34 Pan-Lyssavirus, apresentando concentragOes virais reduzidas, classificadas da seguinte
maneira: 5 com carga viral extremamente baixa (valores de Ct entre 31,1 e 35), 5 com carga
viral baixa (Ct entre 26,1 e 31) e 1 com carga viral moderada (Ct entre 19,1 e 26), como
podemos observar no quadro 9. Os resultados individuais de todas as amostras podem ser
observados no Apéndice A.

Quadro 9 - Amostras que apresentaram resultados divergentes entre 0s ensaios realizados, sendo negativas na

IFD, mas positivas no RT-qPCR Pan-Lyssavirus.

RT- gPCR Pan-Lyssavirus

-~ Ct Ct
Amostra Espécie IFD IC B-actina L N34 Resultado

IMA24/23 Bovino Negativo  Negativo 28,751 26,640 Positivo
IMA41/23 Equino Negativo  Negativo 24,178 27,550 Positivo
IMA54/23 Caprino Negativo  Negativo 19,434 34,024 Positivo
IMAG62/23 Equino Negativo  Negativo 30,029 24,106 Positivo
IMA95/23 Bovino Negativo  Negativo 29,468 33,225 Positivo
IMA101/23  Bovino Negativo  Negativo 29,393 33,960 Positivo
IMA105/23  Equino Negativo  Negativo 23,874 26,138 Positivo
IMA141/23  Equino Negativo  Negativo 23,988 33,605 Positivo
IMA150/23  Equino Negativo  Negativo 29,339 31,437 Positivo
IMA172/23  Bovino Negativo  Negativo 28,347 30,681 Positivo
IMA193/23  Bovino Negativo  Negativo 28,975 27,016 Positivo
IFD: Imunofluorescéncia Direta; IC: Inoculacdo em Camundongo; Ct: Limiar de Ciclo; ND: Né&o detectado
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Adicionalmente, ap6s a realizacdo do RT-qPCR em todas as amostras, foi necessario
reextrair 19 delas devido a resultados inconclusivos e discordantes em comparagéao & IFD para
[B-actina e LN34 Pan-Lyssavirus, apontando problemas nos testes realizados. Apos a reextracéao,
11 amostras ainda apresentaram resultados inconclusivos no RT-gPCR. Dessas, 9 foram
negativas na IFD e 2 foram positivas na IFD. Essas 11 amostras receberam resultado
indeterminado no RT-qPCR, pois ndo foram detectados valores de Ct tanto para o0 LN34 quanto
para o controle enddgeno de B-actina, indicando que as amostras estavam degradadas (quadro
10).

Quadro 10 - Amostras que apresentaram resultados inconclusivos no RT-qgPCR LN34, divergindo dos
resultados do teste padréo-ouro.

RT- qPCR Pan-Lyssavirus

~ Ct Ct
Amostra Espécie IFD IC p-actina L N34 Resultado
IMA73/23 Bovino Positivo Positivo ND ND Inconclusivo
IMA189/23 Bovino Positivo Positivo ND ND Inconclusivo
IMA37/23 Bovino Negativo Negativo ND ND Inconclusivo
IMA44/23 Caprino Negativo Negativo ND ND Inconclusivo
IMA57/23 Bovino Negativo Negativo ND ND Inconclusivo
IMA93/23 Bovino Negativo Negativo ND ND Inconclusivo
IMA103/23 Bovino Negativo Negativo ND ND Inconclusivo
IMA155/23 Bovino Negativo Negativo ND ND Inconclusivo
IMA162/23 Bovino Negativo Negativo ND ND Inconclusivo
IMA173/23 Bovino Negativo Negativo ND ND Inconclusivo
IMA200/23 Bovino Negativo Negativo ND ND Inconclusivo

IFD: Imunofluorescéncia Direta; IC: Inoculagdo em Camundongo; Ct: Limiar de Ciclo; ND: Néo detectado.

5.2 Nivel de concordéancia

Comparando os resultados entre a IFD e o0 ensaio RT-qPCR LN34 Pan-Lyssavirus, 0
indice de Kappa, que avalia o grau de concordancia entre os dois testes, foi de 0,838 + 0,046.
Esse valor indica uma concordancia quase perfeita. Somente 11 amostras revelaram resultados
divergentes entre os dois métodos avaliados. Vale destacar que as amostras com resultados
inconclusivos no RT-gPCR foram excluidas do calculo, que considerou apenas os resultados

positivos e negativos (tabela 3 e quadro 9).
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Tabela 3 - Tabela de contingéncia 2 x 2, utilizada para calcular o indice Kappa de concordancia e avaliar a
concordancia entre os dois métodos diagnosticos utilizados.

RT-qPCR LN34 Pan-Lyssavirus

Positivo Negativo Total
Positivo 53 0 53
IFD .
Negativo 11 74 85
Total 64 74 138

5.3 Andlise descritiva

5.3.1 Distribuicao espacial das amostras de herbivoros submetidas para diagnoéstico da
raiva em Minas Gerais

Entre marco e dezembro de 2023, apenas 95 (11,14%) dos 853 municipios de Minas
Gerais encaminharam materiais ao LSA/IMA para analise diagndstica da raiva, totalizando 149
amostras. Em contrapartida, a maioria dos municipios (88,86%) ndo submeteu nenhum material
para exame. Nos municipios que participaram, o nimero de amostras enviadas variou de 1 a 6.

Analisando a distribuicdo do envio de amostras por municipio, observa-se que 0s
municipios pertencentes as Regides Central e Sul do estado se destacam pela maior frequéncia
na submissao de materiais para o diagndstico. Por outro lado, municipios das Regides Nordeste
Leste demonstram uma participacdo intermediéria nesse processo. Em contraste, as Regides

Noroeste e Norte exibem as menores taxas de envio (figura 7).
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Figura 7 - Distribuicdo geografica do nimero de amostras enviadas para diagnéstico da raiva pelos municipios
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5.3.2 Distribuicéo espacial das amostras positivas na IFD
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Em relacdo a distribuicdo geogréafica da positividade para raiva, detectada por meio da

IFD, dos 95 municipios que submeteram amostras para analise, 37 (38,95%) obtiveram

resultados positivos, com o nimero de amostras positivas variando entre 1 e 5 por municipio.

A analise revelou uma maior concentracdo de casos nas Regifes Sul e Central de Minas Gerais.

O municipio de Caranaiba, situado na Regido Central, registrou o maior nimero de casos

positivos, totalizando cinco. Este dado destaca a Regido Central tanto pela alta frequéncia de

envio de amostras quanto pela elevada deteccdo de casos. Adicionalmente, algumas regides

dispersas, como a Oeste, Nordeste e Leste, apresentam um nimero menor de casos positivos.

Na Regido Norte de Minas, foi identificado um Gnico caso positivo, enquanto a Regido Noroeste

ndo apresentou nenhum caso de positividade durante o periodo analisado (figura 8).
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a raiva diagnosticadas por IFD nos municipios de
zembro de 2023.
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espécie

Foram analisadas 149 amostras de animais com suspeita de raiva, utilizando as técnicas

de IFD, IC e RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus. Entre

0s animais, havia 111 amostras de bovinos

(74,5%), 34 de equinos (22,82%), 3 de caprinos (2,01%) e 1 de sagui (0,67%).

5.3.3.1 Andlise de amostras por espécie utilizando IFD

De acordo com os resultados da prova padréo-ouro, foram analisadas 149 amostras, das

quais 94 (63%) resultaram negativas e 55 (37%) positivas para o virus da raiva. Na andlise das

amostras por espécie, entre 0s bovinos, das 111 amostras avaliadas, 49 (44,1%) foram positivas

e 62 (55,9%) resultaram negativas. Para os equinos, das 34 amostras submetidas a analise, 6

(17,7%) foram positivas, enquanto 28 (82,3%) foram negativas. No caso dos caprinos, todas as

3 amostras analisadas apresentaram resultado negativo (100%). A Unica amostra de sagui

testada também foi negativa para o virus da raiva (1

00%). Dentre as 55 amostras que testaram

positivo para o virus da raiva, 49 (89,1%) foram de bovinos e 6 (10,9%) de equinos (grafico 1).
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Gréfico 1 - Distribuicdo das amostras por espécie em Minas Gerais durante o periodo de marco a dezembro de
2023 obtidas através da IFD: totais de amostras positivas e negativas.
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5.3.3.2 Andlise de amostras por espécie utilizando RT-qPCR LN34 Pan-Lyssavirus

As 149 amostras também foram submetidas ao RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus,
revelando que 74 amostras (49,7%) foram negativas, 11 (7,4%) foram classificadas como
inconclusivas, e 64 (42,9%) resultaram positivas para o virus da raiva. Ao analisar as amostras
por espécie, entre os bovinos, das 111 amostras testadas, 52 (46,8%) foram positivas, 10 (9%)
inconclusivas, e 49 (44,2%) negativas. Para 0s equinos, das 34 amostras analisadas, 11 (32,4%)
foram positivas, enquanto 23 (67,6%) foram negativas. Entre os caprinos, das 3 amostras
analisadas, 1 foi positiva (33,3%), 1 foi inconclusiva (33,3%) e 1 foi negativa (33,3%). A Unica
amostra de sagui testada resultou negativa para o virus da raiva. Ao observar a distribuicdo dos
64 casos positivos entre as espécies, verifica-se que os bovinos representaram a maior parte dos
casos, com 52 amostras positivas, correspondendo a 81,3% do total. Os equinos apresentaram
11 amostras positivas (17,2%), enquanto os caprinos registraram apenas 1 caso positivo, o que

representa 1,6% do total de amostras positivas (gréafico 2).
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Grafico 2 - NUmero de amostras de SNC recebidas e respectivos resultados (positivos, negativos e inconclusivos)
para raiva, por espécie, utilizando o método RT-qPCR LN34 Pan-Lyssavirus.
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.3.4 Comparacdo das taxas de positividade entre RT-qPCR LN34 Pan-Lyssavirus e IFD

Ao comparar os resultados do RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus com os da IFD,
observou-se uma variacdo nas taxas de positividade. No RT-gPCR, das 149 amostras
analisadas, 64 (42,9%) foram positivas para o virus, enquanto na prova padrdo-ouro, esse
namero foi de 55 (37%). Especificamente para os bovinos, 0 RT-qPCR detectou 52 amostras
positivas (46,8%) das 111 analisadas, comparado com 49 (44,1%) detectadas pela prova
padrdo-ouro. Para os equinos, 0 RT-gPCR identificou 11 amostras positivas (32,4%) das 34
analisadas, enquanto a prova padrdo-ouro identificou 6 (17,7%). No caso dos caprinos, uma
amostra foi positiva no RT-gPCR, mas todas foram negativas na prova padrao-ouro. A Unica

amostra de sagui foi negativa em ambos os testes.

6 DISCUSSAO
6.1 Comparacao do desempenho dos métodos diagndsticos RT-qPCR LN34 Pan-
Lyssavirus e IFD na deteccdo do RABV

Este estudo demonstrou uma concordancia quase perfeita entre os resultados obtidos
pelo ensaio RT-qPCR LN34 Pan-Lyssavirus e o método de Imunofluorescéncia Direta,
indicando alta consisténcia de ambos os métodos na detec¢do do RABYV em amostras do SNC.
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Adicionalmente, a eficicia e a sensibilidade diagndstica do ensaio RT-qPCR LN34 Pan-
Lyssavirus no diagnostico da raiva, em comparagao com o teste padrdo-ouro, estdo amplamente
respaldadas na literatura. Estudos recentes, como o de Gigante et al. (2018), apresentaram
resultados promissores, destacando a alta sensibilidade diagnostica (99,9%) e especificidade
(99,7%) do ensaio LN34, além da capacidade de detectar RNA viral em diversas condi¢des de
amostras, incluindo tecidos frescos, congelados e deteriorados. No presente experimento, houve
declinio da sensibilidade e especificidade diagnostica do ensaio RT-gPCR LN34, a
sensibilidade foi de 96,4%, enquanto a especificidade foi de 78,7%. A menor especificidade
observada pode ser atribuida a dois fatores principais: o primeiro € a maior sensibilidade do
RT-gPCR LN34 em relagdo a IFD, o que resultou em um ndmero significativo de amostras com
resultados discordantes. Das 149 amostras analisadas, a IFD identificou 55 como positivas e 94
como negativas. Contudo, entre as 94 amostras negativas pela IFD, 11 foram detectadas como
positivas pelo ensaio RT-gPCR LN34, com cargas virais variando de muito baixas a moderadas.
Isso sugere que o RT-gPCR LN34 é capaz de detectar o virus mesmo em amostras com
baixissima carga viral, representando uma vantagem significativa em relagéo a IFD.

Estudos prévios, como o de Gigante et al. (2018), ja evidenciaram que o ensaio RT-
gPCR LN34 pode identificar RNA viral em amostras com cargas virais muito baixas, o que a
IFD, devido a dependéncia da qualidade dos anticorpos conjugados e da habilidade técnica para
diferenciar fluorescéncia especifica de ndo especifica, pode ndo conseguir detectar. Portanto,
as discrepancias entre os testes podem ser atribuidas a capacidade do RT-gPCR LN34 de
identificar quantidades minimas de RNA viral que permanecem indetectaveis pela IFD,
resultando na classificagdo de amostras negativas pela IFD como positivas no RT-qPCR.

Entretanto, para garantir a precisdo dos resultados obtidos, é fundamental considerar as
condigdes experimentais sob as quais os ensaios de IFD e RT-gPCR foram conduzidos nesta
pesquisa. As 149 amostras de SNC foram submetidas aos testes em momentos distintos, o que
pode ter influenciado os resultados.

Inicialmente, o IMA/LSA conduziu a IFD imediatamente apds o recebimento das
amostras, assegurando uma rapida andlise. Apos a realizagdo do teste, as amostras foram
armazenadas a -20°C para garantir sua preservacao. Posteriormente, 88 dessas amostras foram
transferidas para o Laboratdrio de Pesquisa em Virologia Animal da Escola de Veterinaria da
UFMG, onde foram mantidas em cadmara fria a -5°C por aproximadamente 30 dias até serem
processadas. Apos esse periodo, a extracdo do material genético foi realizada, seguida de uma
amplificacdo bem-sucedida por RT-gPCR. Os resultados consistentes tanto para o controle de
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B-actina quanto para o ensaio LN34 indicaram a preservacdo da integridade do RNA e a
eficiéncia dos protocolos laboratoriais aplicados.

Por outro lado, um segundo grupo de 61 amostras foi encaminhado ao LPVA em um
momento posterior, enfrentando um percurso distinto. Inicialmente, essas amostras foram
armazenadas pelo IMA/LSA a -20°C por um periodo prolongado antes de serem transferidas
para o LPVA. Ao chegarem ao LPVA, foram armazenadas em camara fria a -5°C por cerca de
dois meses. Apos a extracdo do RNA, essas amostras foram congeladas a -80°C por trés meses
antes da realizagdo do RT-qPCR. Um numero significativo de resultados inconclusivos foi
observado nessa etapa, possivelmente devido a degradacdo do RNA, mesmo com o
armazenamento em temperaturas controladas. Como consequéncia, foi necessaria a reextracao
de RNA em 19 amostras, contudo 11 delas continuaram apresentando resultados inconclusivos,
sendo que 9 foram negativas na IFD e 2 positivas.

Esse cenario também contribuiu para a diminuicdo da especificidade do ensaio, pois,
assim como no estudo de Gigante et al. (2018), os valores de sensibilidade e especificidade
foram calculados de maneira conservadora devido a inclusdo de resultados inconclusivos na
analise estatistica. No entanto, diferentemente do nosso estudo, Gigante et al. (2018) relataram
que diversas amostras falharam na amplificagdo do controle interno de [-actina ou
apresentaram valores de Ct superiores ao ponto de corte de 33. Esses resultados indicaram
problemas técnicos como extracao ineficiente do RNA, inibicdo da PCR, degradacdo do RNA
ou quantidade insuficiente de amostra. Apos a reextracdo do RNA, essas amostras obtiveram
resultados positivos para -actina, sugerindo que as dificuldades iniciais estavam relacionadas
principalmente a eficiéncia do processo de extracdo. Esse achado destaca a importancia critica
de um protocolo robusto de extracdo de RNA para garantir a integridade do material genético
e a confiabilidade dos resultados de amplificagéo.

De acordo com Fabre et al. (2014), o armazenamento adequado das amostras de RNA
é essencial para evitar sua degradacdo, sendo comum a conservagdo em temperaturas de -20°C
ou -80°C. No entanto, mesmo em baixas temperaturas, 0 RNA pode manter certa reatividade.
Foi demonstrado que ribonucleases permanecem ativas em RNA congelado a -20°C, e a
atividade de certas ribozimas pode ser significativa até a -70°C, podendo até ser aumentada
pelo congelamento. Estudos adicionais, como o de Sakai et al. (2015), corroboram a influéncia
do tempo e das condi¢bes de armazenamento na integridade do RNA viral. Eles destacaram
que, para RNA viral do RABV armazenado em cartdes de papel de filtro (FTA®) a -80°C, a

estabilidade é mantida por até trés meses, com degradacdo significativa apos esse periodo. Além
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disso, Chheda et al. (2023) relataram que a estabilidade do RNA ¢é afetada ndo apenas pela
temperatura, mas também pela concentracdo de RNA e o pH do meio de armazenamento.

No contexto do nosso estudo, a manutencdo das amostras a -20°C antes de sua
transferéncia para o LPVA, seguida pelo armazenamento em cadmara fria a -5°C, enfatiza a
importancia das condices de armazenamento na preservacdo do RNA. Embora o
armazenamento a -20°C seja adequado para curtos periodos, essa temperatura pode ndo ser
suficiente para a preservacdo prolongada, uma vez que a degradacdo do RNA pode ocorrer em
taxas mais lentas, mas ainda significativas. O armazenamento subsequente a -5°C ndo ¢é ideal
para a conservagéo a longo prazo de RNA, sendo mais adequado 0 uso de temperaturas abaixo
de -20°C, como -80°C, para minimizar a atividade de RNases e a degradacdo quimica. No
entanto, mesmo o armazenamento a -80°C por periodos superiores a trés meses pode resultar
em degradacao significativa do RNA, reforcando a necessidade de processamento rapido apos
0 recebimento das amostras no laboratério (CHHEDA et al., 2023; FABRE et al., 2014; SAKAI
etal., 2015).

Portanto, nossa experiéncia reforca a necessidade de praticas rigorosas no manejo de
amostras, incluindo armazenamento a temperaturas ultrabaixas e processamento &gil, para
assegurar a confiabilidade e a precisdo dos resultados de diagnéstico molecular. A manutencéo
adequada das condicGes de armazenamento é crucial para mitigar a degradacdo do RNA e
garantir a integridade das amostras ao longo do processo analitico.

A baixa especificidade observada pode ter sido influenciada pelos resultados
inconclusivos, decorrentes de variacdes nas condicdes de temperatura e armazenamento
prolongado, resultando na degradacdo do RNA viral. Esses fatores podem ter contribuido para
0 aumento de amostras discordantes. Apesar dessas limitagdes, o ensaio de RT-gPCR LN34
Pan-Lyssavirus demonstrou alta sensibilidade e utilidade como teste confirmatério no

diagnostico da raiva, especialmente em casos com baixa carga viral.

6.2 Distribuicéo espacial das amostras submetidas para diagndstico

Dos 853 municipios do estado de Minas Gerais, apenas 95 (11,14%) encaminharam
amostras de SNC para o diagndéstico da raiva entre marco e dezembro de 2023, totalizando 149
exemplares. As regides de Minas Gerais que mais encaminharam amostras para diagnostico da
raiva no presente estudo foram as Regides Sul e Central, refletindo maior participagéo no envio
de materiais. Em contrapartida, as Regifes Noroeste e Norte submeteram o menor nimero de

amostras, sugerindo uma possivel limitacdo em infraestrutura, recursos ou conscientizagao em
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relagdo a vigilancia epidemioldgica nessas areas. Esse padrdo de envio pode influenciar
diretamente na deteccdo de casos positivos e na resposta as a¢des de controle da doenga.

Um levantamento anterior realizado por Oviedo-Pastrana et al. (2015) revelou uma
participacdo significativamente maior dos municipios no envio de amostras para o diagndstico
da raiva em Minas Gerais, com 75,2% dos municipios tendo enviado amostras durante um
periodo de 12 anos (2001 a 2012). No entanto, ao dividir o periodo de estudo em dois intervalos
(2001 a 2006 e 2007 a 2012), os autores observaram um declinio no envio de amostras e na
deteccdo de diagnosticos positivos nos ultimos seis anos de pesquisa.

Embora o declinio observado por Oviedo-Pastrana et al. (2015) tenha sido significativo,
é importante destacar que nao é possivel realizar uma comparacao direta entre os dois estudos,
devido a lacuna de 11 anos entre 2012 e 2023, periodo no qual ndo houve levantamentos
continuos que permitissem monitorar a tendéncia no envio de amostras ou no numero de
diagnosticos positivos de raiva. Sem dados consistentes sobre o comportamento de envio de
amostras durante esse intervalo, ndo é possivel afirmar com seguranca se a reducdo observada
no presente estudo representa uma continuacao da tendéncia de queda identificada por Oviedo-
Pastrana et al. (2015) ou se houve flutuagdes no nimero de casos e no envio de amostras ao
longo desse periodo. Portanto, é necessario um monitoramento mais regular e abrangente para
avaliar com precisao as tendéncias epidemioldgicas da raiva em Minas Gerais e 0 impacto das
préticas de vigilancia e envio de amostras no controle da doenca.

6.3 Distribuicéo regional dos casos positivos

A analise da distribuicdo geografica da positividade para raiva em Minas Gerais revelou uma
maior concentracdo de casos nas Regides Sul e Central, seguidas pelas Regides Oeste, Nordeste
e Leste, enquanto as Regides Norte e Noroeste apresentaram o0 menor namero de registros. Essa
disparidade geografica parece estar fortemente relacionada a variagdo no namero de amostras
enviadas para analise em cada regido. Regifes com maior envio de amostras tendem a
apresentar uma maior frequéncia de deteccdo de casos positivos, 0 que pode estar relacionado
a uma infraestrutura mais robusta, maior disponibilidade de recursos para coleta, e uma maior
conscientizacao local sobre a importancia da vigilancia epidemioldgica.

Embora as Regides Sul e Central tenham apresentado um maior nimero de casos positivos, é
importante ressaltar que o numero total de amostras enviadas ainda ndo foi expressivo o
suficiente para garantir que ndo haja subnotificagdo. Mesmo em regibes com um maior envio
de amostras, como essas, a quantidade de material coletado ndo foi grande o bastante para
descartar a possibilidade de casos ndo reportados. A relagdo entre maior envio de amostras e

maior deteccao de casos positivos sugere que a vigilancia € mais eficiente nessas regides, mas
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a subnotificacdo ainda pode ocorrer, especialmente em areas onde o nimero de amostras
submetidas continua limitado em relacdo a populacéo animal.

Por outro lado, 0 baixo nimero de casos observados nas Regides Norte e Noroeste pode refletir
desafios significativos nessas areas, como infraestrutura limitada, escassez de recursos e menor
conscientizacao sobre a importancia da vigilancia epidemiolégica. Esses fatores podem resultar
em subnotificacdo e detec¢do tardia da doenga, comprometendo a eficacia das estratégias de
controle e prevencdo da raiva nessas regides. A capacidade reduzida de vigilancia pode
mascarar a verdadeira presenca da raiva, criando uma falsa percepcao de seguranca, enquanto
a doenca pode estar circulando sem ser adequadamente detectada.

Portanto, embora as regides com maior envio de amostras apresentem mais casos
positivos, ainda ha uma possibilidade de subnotificacdo em todo o estado, o que destaca a
necessidade de fortalecer a vigilancia epidemioldgica, melhorar a infraestrutura e aumentar o
envio de amostras, para garantir uma detec¢do mais precisa e abrangente da raiva em Minas

Gerais.

6.4 Disparidade no envio e positividade das amostras por espécie

Houve uma discrepancia notavel no nimero de amostras enviadas por espécie no
presente estudo. Bovinos representaram a maioria das amostras (111/149, ou 74,5%), enquanto
equinos tiveram uma participacdo menor (34/149, ou 22,8%). Caprinos, por outro lado,
representaram uma porcentagem ainda mais baixa (3/149, ou 2%). Embora o IMA se concentre
principalmente no controle da raiva em animais de produgéo, ocasionalmente recebe amostras
de animais silvestres para diagnéstico, como a amostra de sagui incluida neste estudo (1/149,
ou 0,7%). Consequentemente, 0s resultados positivos dos ensaios diagndsticos entre as
diferentes espécies apresentaram variacbes em todos o0s testes analisados. Os bovinos
apresentaram o maior nimero de resultados positivos, seguidos pelos equinos e, finalmente,
pelos caprinos. Um levantamento conduzido por Ferreira (2007) revelou que, entre 2002 e 2006,
o IMA recebeu 3.592 amostras de herbivoros (bovinos e equinos) para diagnostico de raiva.
Destas, 3.184 eram de bovinos (88,65%) e 408 de equinos (11,35%). No total, 1.412 amostras
foram positivas, sendo 1.289 de bovinos (91,33%) e 123 de equinos (8,67%). Esses dados
reforcam a maior representatividade de amostras de bovinos no diagnostico da raiva, fato que
pode ser atribuido a maior populacdo de bovinos em relagdo aos equinos e outros animais de
producdo em Minas Gerais (IBGE, 2021), a percepcdo de risco pelos proprietérios e as
estratégias de vigilancia implementadas. Além disso, os bovinos, devido a sua presencga

predominante em areas rurais e aos métodos de manejo, tém maior probabilidade de contato
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com os principais vetores da raiva, como o D. rotundus. Esses herbivoros sdo cruciais como
sentinelas na deteccdo da doenga, indicando a circulagdo da variante AgV3 em regides
especificas. Esta variante, compativel com a isolada em D. rotundus, € relevante para a saude
publica, dado os recentes casos de transmissdo secundaria em cdes, gatos e humanos atribuidos
ao contato com morcegos vampiros (CENTOAMORE, 2017). Sendo assim, a combinagéo
desses fatores resulta em uma maior submissdo de amostras de bovinos para diagndstico,

refletindo a importancia dessa espécie no contexto epidemiolégico da raiva.

7 CONCLUSAO

O ensaio de RT-gPCR LN34 Pan-Lyssavirus mostrou-se altamente promissor como
método confirmatorio da Imunofluorescéncia Direta, devido & sua elevada sensibilidade
diagnostica e a capacidade de detectar o RABV em diversos tipos de amostras, incluindo
aquelas com baixa carga viral. Além disso, sua rapidez de execu¢do contribui para a deteccéo
mais eficiente da doenga. No entanto, para assegurar a precisdo dos resultados, é crucial que as
amostras sejam manuseadas de forma adequada, com armazenamento em temperaturas

ultrabaixas e processamento imediato, minimizando o risco de degradacdo do material genético.
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APENDICE A - Resultados individuais das amostras submetidas a: Imunofluorescéncia Direta, Isolamento Viral em Camundongo e RT-

PCR LN34 Pan-Lyssavirus (LN34 e p-actina).

RT- gPCR Pan-Lyssavirus

Ct

Ct

Amostra Espécie IFD IC p-actina L N34 Resultado
IMA33/23 Sagui Negativo Negativo 22,409 ND Negativo
IMA34/23 Bovino Negativo Negativo 28,751 26,640 Positivo
IMA35/23 Bovino Positivo - 30,037 21,610 Positivo
IMA36/23 Bovino Positivo - 31,858 20,361 Positivo
IMA37/23 Bovino Negativo Negativo ND ND Inconclusivo
IMA38/23 Equino Negativo Negativo 22,278 ND Negativo
IMA39/23 Equino Negativo Negativo 22,826 ND Negativo
IMA40/23 Bovino Negativo Negativo 28,378 ND Negativo
IMA41/23 Equino Negativo Negativo 24,178 27,550 Positivo
IMA42/23 Bovino Positivo - 29,5275 15,236 Positivo
IMA43/23 Equino Negativo Negativo 23,384 ND Negativo
IMA44/23 Caprino Negativo Negativo ND ND Inconclusivo
IMA45/23 Bovino Positivo - 32,634 22,836 Positivo
IMA47/23 Equino Negativo Negativo 25,674 ND Negativo
IMA48/23 Equino Negativo Negativo 25,883 ND Negativo
IMA49/23 Bovino Negativo Negativo 31,178 ND Negativo
IMA50/23 Bovino Positivo - 30,298 21,166 Positivo
IMA51/23 Bovino Positivo - ND 28,344 Positivo
IMA52/23 Bovino Positivo - ND 28,382 Positivo
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IMA53/23 Bovino Positivo - 32,737 25,102 Positivo
IMA54/23 Caprino Negativo Negativo 19,434 34,024 Positivo
IMAB5/23 Bovino Negativo Negativo 29,468 ND Negativo
IMA56/23 Bovino Negativo Negativo 27,042 ND Negativo
IMA57/23 Bovino Negativo Negativo ND ND Inconclusivo
IMA58/23 Bovino Negativo Negativo 28,319 ND Negativo
IMA59/23 Bovino Positivo - ND 31,819 Positivo
IMA60/23 Bovino Positivo - 31,414 16,125 Positivo
IMA62/23 Equino Negativo Negativo 30,029 24,106 Positivo
IMAG3/23 Equino Negativo Negativo 18,727 ND Negativo
IMAG4/23 Bovino Positivo - 29,653 21,852 Positivo
IMAG7/23 Bovino Positivo - 28,744 17,657 Positivo
IMA68/23 Bovino Negativo Negativo 28,488 ND Negativo
IMAG9/23 Bovino Negativo Negativo 29,635 ND Negativo
IMA70/23 Equino Negativo Negativo 26,897 ND Negativo
IMA71/23 Bovino Positivo - ND 24,760 Positivo
IMAT72/23 Bovino Positivo - ND 26,755 Positivo
IMA73/23 Bovino Positivo - ND ND Inconclusivo
IMA74/23 Equino Negativo Negativo 25,549 ND Negativo
IMAT75/23 Bovino Negativo Negativo 29,987 ND Negativo
IMAT76/23 Bovino Positivo - 28,862 22,285 Positivo
IMA77/23 Equino Positivo - 24,851 18,265 Positivo
IMA78/23 Bovino Negativo Negativo 29,125 ND Negativo
IMA79/23 Bovino Positivo - 28,031 19,596 Positivo
IMA80/23 Bovino Negativo Negativo 32,346 ND Negativo
IMA81/23 Bovino Negativo Negativo 27,384 ND Negativo
IMA82/23 Bovino Negativo Negativo 27,079 ND Negativo
IMA83/23 Bovino Negativo Negativo 27,891 ND Negativo
IMA84/23 Bovino Negativo Negativo 26,190 ND Negativo
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IMA89/23 Bovino Negativo Negativo 29,570 ND Negativo
IMA90/23 Bovino Negativo Negativo 26,973 ND Negativo
IMA91/23 Bovino Positivo - 28,328 20,364 Positivo
IMA92/23 Equino Negativo Negativo 20,867 ND Negativo
IMA93/23 Bovino Negativo Negativo ND ND Inconclusivo
IMA94/23 Bovino Positivo - 25,956 18,870 Positivo
IMA95/23 Bovino Negativo Negativo 29,468 33,225 Positivo
IMA96/23 Bovino Positivo - 28,317 20,929 Positivo
IMA99/23 Bovino Negativo Negativo 25,022 ND Negativo
IMA100/23 Equino Positivo - 24,754 20,862 Positivo
IMA101/23 Bovino Negativo Negativo 29,393 33,960 Positivo
IMA102/23 Bovino Positivo - 28,557 24,403 Positivo
IMA103/23 Bovino Negativo Negativo 37,311 ND Inconclusivo
IMA104/23 Equino Negativo Negativo 22,497 ND Negativo
IMA105/23 Equino Negativo Negativo 23,874 26,138 Positivo
IMA111/23 Equino Negativo Negativo 27,053 ND Negativo
IMA112/23 Equino Positivo - ND 20,023 Positivo
IMA113/23 Bovino Negativo Negativo 27,802 ND Negativo
IMA114/23 Bovino Negativo Negativo 25,785 ND Negativo
IMA117/23 Bovino Positivo - 26,299 17,799 Positivo
IMA118/23 Equino Negativo Negativo 22,855 ND Negativo
IMA119/23 Bovino Positivo - ND 16,332 Positivo
IMA120/23 Bovino Positivo - 28,357 14,449 Positivo
IMA121/23 Bovino Negativo Negativo 26,839 ND Negativo
IMA123/23 Bovino Negativo Negativo 28,975 ND Negativo
IMA124/23 Equino Negativo Negativo 25,264 ND Negativo
IMA125/23 Equino Negativo Negativo 22,299 ND Negativo
IMA128/23 Equino Negativo Negativo 25,561 ND Negativo
IMA130/23 Bovino Negativo Negativo 26,956 ND Negativo
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IMA131/23 Bovino Negativo Negativo 30,409 ND Negativo
IMA132/23 Bovino Positivo - ND 30,842 Positivo
IMA136/23 Bovino Negativo Negativo 26,679 ND Negativo
IMA138/23 Equino Negativo Negativo 24,159 ND Negativo
IMA139/23 Bovino Positivo - ND 24,158 Positivo
IMA140/23 Equino Positivo - 23,345 23,850 Positivo
IMA141/23 Equino Negativo Negativo 23,9885 33,605 Positivo
IMA142/23 Bovino Positivo - ND 25,710 Positivo
IMA146/23 Bovino Positivo - 24,125 18,262 Positivo
IMA147/23 Bovino Positivo - 25.771 21,174 Positivo
IMA148/23 Bovino Negativo Negativo 29,229 ND Negativo
IMA149/23 Bovino Positivo - 24,081 23,001 Positivo
IMA150/23 Equino Negativo Negativo 29,339 31,437 Positivo
IMA151/23 Bovino Negativo Negativo 27,219 ND Negativo
IMA152/23 Bovino Negativo Negativo 30,600 ND Negativo
IMA153/23 Bovino Negativo Negativo 29,818 ND Negativo
IMA154/23 Equino Negativo Negativo 24,675 ND Negativo
IMA155/23 Bovino Negativo Negativo ND ND Inconclusivo
IMA156/23 Bovino Positivo - ND 23,355 Positivo
IMA157/23 Bovino Positivo - 24,252 22,9915 Positivo
IMA158/23 Bovino Positivo - ND 28,525 Positivo
IMA159/23 Bovino Negativo Negativo 29,752 ND Negativo
IMA160/23 Bovino Negativo Negativo 27,555 ND Negativo
IMA161/23 Bovino Negativo Negativo 29,005 ND Negativo
IMA162/23 Bovino Negativo Negativo 36,482 ND Inconclusivo
IMA163/23 Bovino Negativo Negativo 26,012 ND Negativo
IMA164/23 Bovino Positivo - 29,392 27,478 Positivo
IMA165/23 Bovino Negativo Negativo 32,262 ND Negativo
IMA166/23 Bovino Negativo Negativo 30,529 ND Negativo
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IMA167/23 Bovino Positivo - ND 15,406 Positivo
IMA168/23 Equino Negativo Negativo 23,547 ND Negativo
IMA171/23 Bovino Positivo - 31,498 24,275 Positivo
IMA172/23 Bovino Negativo Negativo 28,347 30,681 Positivo
IMA173/23 Bovino Negativo Negativo ND ND Inconclusivo
IMA174/23 Bovino Negativo Negativo 20,938 ND Negativo
IMA175/23 Bovino Negativo Negativo 28,125 ND Negativo
IMA176/23 Equino Negativo Negativo 29,54 ND Negativo
IMA177/23 Bovino Negativo Negativo 24,291 ND Negativo
IMA178/23 Bovino Positivo - ND 21,969 Positivo
IMA179/23 Equino Negativo Negativo 24,326 ND Negativo
IMA180/23 Bovino Positivo - 35,350 33,794 Positivo
IMA181/23 Bovino Negativo Negativo 31,478 ND Negativo
IMA182/23 Bovino Positivo - 29,476 23,508 Positivo
IMA183/23 Bovino Positivo - ND 30,677 Positivo
IMA184/23 Bovino Negativo Negativo 25,631 ND Negativo
IMA185/23 Bovino Negativo Negativo 26,493 ND Negativo
IMA187/23 Bovino Positivo - 25,532 20,178 Positivo
IMA188/23 Bovino Negativo Negativo 26,680 ND Negativo
IMA189/23 Bovino Positivo - ND ND Inconclusivo
IMA190/23 Bovino Positivo - ND 23,802 Positivo
IMA191/23 Bovino Negativo Negativo 31,373 ND Negativo
IMA192/23 Equino Negativo Negativo 26,239 ND Negativo
IMA193/23 Bovino Negativo Negativo 28,975 27,373 Positivo
IMA194/23 Equino Positivo - 27,681 21,820 Positivo
IMA195/23 Caprino Negativo Negativo 27,115 ND Negativo
IMA196/23 Bovino Positivo - ND 33,428 Positivo
IMA199/23 Bovino Negativo Negativo 29,934 ND Negativo
IMA200/23 Bovino Negativo Negativo ND ND Inconclusivo
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IMA201/23 Equino Negativo Negativo 21,518 ND Negativo
IMA202/23 Bovino Positivo - 27,584 20,118 Positivo
IMA203/23 Equino Negativo Negativo 23,090 ND Negativo
IMA204/23 Bovino Negativo Negativo 30,675 ND Negativo
IMA205/23 Bovino Negativo Negativo 25,754 ND Negativo
IMA206/23 Bovino Negativo Negativo 25,708 ND Negativo
IMA207/23 Bovino Negativo Negativo 24,616 ND Negativo
IMA208/23 Equino Positivo - ND 18,433 Positivo
IMA209/23 Bovino Positivo - 28,189 17,775 Positivo
IMA210/23 Bovino Positivo - 30,619 25,339 Positivo
IMA211/23 Bovino Negativo Negativo 27,142 ND Negativo
IMA212/23 Bovino Positivo - ND 20,601 Positivo
IMA213/23 Bovino Negativo Negativo 27,814 ND Negativo
IMA216/23 Bovino Positivo - ND 24,524 Positivo

IFD: Imunofluorescéncia Direta; IC: Inoculagdo em Camundongo; Ct: Limiar de Ciclo; ND: N&o detectado.



