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MANUAL DE DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA RAIvVA
Apresentacao

O diagndstico laboratorial da raiva é de fundamental importan-
cia para o tratamento profilatico humano pos-exposicdo, mediante
a aplicagdo de imunobiolégicos especificos, e para a adogao de me-
didas visando ao controle da doenga nas populagdes de animais do-
mésticos, evitando a ocorréncia de epizootias com a identificagao
das dreas com circula¢io viral.

A avaliagdo sorologica dos anticorpos anti-rabicos com a so-
roneutralizagdo permite o acompanhamento da prote¢do conferida
pela vacina em individuos expostos ao virus da raiva, acidentalmen-
te ou por razoes de trabalho, evitando riscos da ocorréncia de novos
casos da enfermidade.

Outras contribui¢oes importantes do laboratério de diagnos-
tico sdo a analise antigénica dos virus isolados e o estudo gendémi-
co. A analise antigénica tem contribuido para o estudo comparativo
das variantes do virus da raiva, por meio da utilizagao de anticorpos
monoclonais. Tal caracterizagao tem sido muito util para que se en-
tenda a epidemiologia da raiva humana em situagdes em que nao ha
evidéncias de exposi¢do ao virus, em regides onde a raiva canina esta
sob controle, e também para integrar a vigilancia epidemioldgica no
ambito dos laboratdrios de diagnostico, na compreensio dos novos
ciclos epidemiolégicos da raiva identificados no pais.

A andlise genomica permite que se estabeleca a relagdo evolu-
tiva das variantes e a distribui¢do espacial e temporal de cada uma
delas. A padronizagdo dos procedimentos nos laboratdrios que rea-
lizam o diagnostico é essencial para garantir a qualidade dos resul-
tados obtidos. Este manual tem o objetivo de promover tal padro-
nizagdo de procedimentos de rotina da rede de laboratérios, com a
atualizacdo dos profissionais que atuam nas diferentes institui¢oes
da referida drea.

Ministério da Saude
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A raiva é uma antropozoonose transmitida a0 homem pela ino-
culagdo do virus da raiva, contido na saliva de animais infectados, prin-
cipalmente por meio de mordeduras. Trata-se de uma encefalite aguda,
que leva as vitimas ao 6bito em praticamente 100% dos casos, sendo
uma das mais antigas doengas conhecidas. Ainda nos dias atuais, a rai-
va representa um sério problema de satde publica e produz grandes
prejuizos econdmicos a pecudria.

1.1 Distribui¢ao geografica

A distribuicdo da raiva é mundial, com cerca de 40.000 a 70.000
mortes ao ano, quase todas em paises em desenvolvimento. Atualmen-
te, as Unicas regides cuja populagdo animal ndo esta infectada com rai-
va sd0: Nova Zelandia, Nova Guiné, Japao, Hawai, Taiwan, Oceania,
Finlandia, Islandia, a parte continental da Noruega, Suécia, Portugal,
Grécia e algumas ilhas das Antilhas e do Atlantico. Ap6s mais de 115
anos do desenvolvimento da vacina anti-rabica, por Louis Pasteur, a rai-
va persiste em algumas regioes sob a forma epidémica. A razao mais
importante para que tal fato ocorra é a multiplicidade de reservatérios
domésticos ou silvestres da raiva.

Na Asia, na Africa e na América Latina, os cies continuam sen-
do os mais importantes reservatdrios, e a raiva humana permanece
como um grave problema de satude publica.

Nos paises nos quais foi possivel o controle da raiva nos animais
domésticos urbanos, os casos em humanos diminuiram; porém, os
animais silvestres representam um sério desafio a ser vencido. Em
raposas, a raiva tem se mostrado endémica, tanto na Europa como
na América do Norte. Outros animais silvestres, como os cangambas,
guaxinins e morcegos, na Ameérica do Norte, tém assumido enorme
importancia, porém os dados de ocorréncia refletem principalmente
a atencdo que tem sido dada a raiva nesses animais, 0 que nao vem
acontecendo no restante do mundo. Algum éxito vem sendo obtido,

atualmente, no controle da raiva silvestre, com a utiliza¢do de vaci-
nas de virus atenuados ou de vacinas recombinantes.

Na América Latina, os morcegos hematdfagos, principalmente
0 Desmodus rotundus, constituem-se nos principais transmissores
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para os animais de interesse econdmico, embora os caes tenham sido
os principais transmissores da raiva humana até o ano de 2003. Ou-
tras espécies de morcegos também vém desempenhando importante
papel na transmissdo da raiva. A partir de 2004, os morcegos he-
matofagos se tornaram o principal transmissor da raiva na América
Latina e, em particular, no Brasil.

Quando se consideram os prejuizos econémicos causados pela
raiva, devem ser computados, além das mortes dos animais de inte-
resse econodmico, os prejuizos indiretos, como a quebra da produ-
¢do leiteira e da carne, a depreciagdo do couro dos animais, pelos
freqiientes ataques dos morcegos hematéfagos, e o dano econémico
pelas horas perdidas por homem nos tratamentos anti-rabicos, bem
como o proprio custo dos tratamentos.

1.2 Principais caracteristicas do virus da raiva

A raiva é uma doenga que acomete mamiferos, em geral, e é
causada por um virus RNA da ordem Mononegavirales, familia Rhab-
doviridae, género Lyssavirus e espécie Rabies virus (RABV). Na familia
Rhabdoviridae, existe um amplo numero de espécies de virus que in-
fectam animais vertebrados (mamiferos, peixes e répteis), invertebra-
dos e plantas, o que demonstra a grande diversidade desses virus.

A familia Rhabdoviridae possui trés géneros que infectam ma-
miferos:

Vesiculovirus: virus da estomatite vesicular e virus relacionados.
Lyssavirus: virus da raiva e aparentados ao virus da raiva.

Ephemerovirus: virus da febre efémera dos bovinos.
Além desses trés géneros, ha outros trés:

Novirhabdovirus (que infecta peixes) e cytorhabdovirus e nucle-
orhabdovirus (que infectam plantas e invertebrados).

O estudo do virus da raiva, que até a década de 70 era consi-
derado uma unidade antigénica, teve grandes avangos a partir da
década de 80, com a utilizag¢ao de anticorpos monoclonais.
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O género Lyssavirus possui, atualmente, sete espécies distintas. Quatro
delas podem ser relacionadas da seguinte forma:

(1) Rabies virus (RABV), o virus classico da raiva, que infecta
mamiferos terrestres, morcegos hematofagos e morcegos nao-hema-
tofagos das Américas e pertence ao genotipo 1;

(2) Lagos bat virus (LBV) ou genétipo 2, que é o virus isolado
de morcegos frugivoros (Eidolon helvum, Micropterus pusillus e Epo-
morphorus wahlbergi) da Regido dos Lagos (Nigéria);

(3) Mokola virus (MOKV) ou gendtipo 3, que foi isolado de
mussanharos (Crocidura sp) de humanos, também da Nigéria, e de
felinos do Zimbabwe e da Etidpia; e

(4) Duvenhage virus (DUVV) ou gendtipo 4, isolado de mor-
cegos insetivoros (miniopterus schereibersii e nycteris thebaica) e hu-
manos da Africa do Sul e Zimbabwe.

A partir da década de 80, verificou-se que tais virus (gendtipos
2,3 e 4), denominados virus relacionados ou aparentados ao virus da
raiva, pareciam estar mais difundidos do que se supds inicialmente.
Naquela época, foram isoladas varias cepas de virus do continente eu-
ropeu com caracteristicas similares aos virus relacionados. Mais estu-
dos realizados posteriormente permitiram a classificagdo de mais dois
gendtipos ou duas espécies: o European bat lyssavirus 1 (EBLV1), que
agrupou os isolamentos do género Eptesicus; e o European bat lyssa-
virus 2 (EBLV2), que agrupou os isolamentos do género Myotis. Esses
foram denominados, respectivamente, gen6tipos 5 e 6.

Na década de 90, foi isolada na Austrélia, de um morcego fru-
givoro (Pteropus alecto), uma nova cepa, denominada Australian bat
lyssavirus, classificada como gendtipo 7.

Mais recentemente, em 2003, foram descritas novas variantes
isoladas de morcegos insetivoros do Kirguistdo, do Tadijkistdo e da
Russia, tendo sido apresentada proposta para que eles sejam classi-
ficados como novos genoétipos do género Lyssavirus. Tais virus sao
denominados Aravan virus, isolado no Kirguistdo, em 2003, a par-
tir de morcego insetivoro (Myotis blythi); Khujand virus, isolado no
Tadijkistdo, em 2001, também de morcego insetivoro; e outras duas
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variantes isoladas na Ruassia, uma da cidade de Irkutsk, denominada
Irkut virus, a partir de um morcego Murina leucogaster, e a outra ob-
tida na regido das montanhas do Caucaso, denominada West cauca-
sian bat virus (WCBV), isolada a partir de um morcego Miniopterus
schreibersi.

Ressalta-se que, até o presente, o unico Lissavirus nio isolado
de quirdpteros foi o gendtipo 3 (Mokola virus) e somente o gendtipo
1 foi encontrado no continente americano e no Caribe.

Todos os Lyssavirus, virus rabicos ou aparentados, possuem
RNA de fita simples, polaridade negativa, linear, ndo segmentado,
com 11.932 nucleotideos e PM = 4,6 x 10° daltons.

O virus da raiva pode ser dividido em duas por¢des: o ribonu-
cleocapsideo e o envelope. O ribonucleocapsideo possui o RNA e trés
proteinas: a nucleoproteina (n), que esta associada ao RNA viral; a
proteina L, que é uma RNA polimerase - RNA dependente (responsa-
vel pela transcrigéo e pela replicacdo do RNA viral), e a proteina P (NS
ou M1), que é uma fosfoproteina. O envelope é constituido de duas
proteinas: a glicoproteina (G) e a proteina matrix (M ou M2).

A proteina mais importante e mais conhecida é a glicoproteina
(G), responsavel pela inducao de anticorpos neutralizantes, pela esti-
mulagao das células T e pela adsorgao entre virus e célula. A resposta
imune especifica ao virus da raiva possui dois componentes: a me-
diada por anticorpos e a mediada por células. Além da glicoproteina
(G), a nucleoproteina (N) tem importante papel na resposta imune,
visto que, mediante uma intera¢do, age na resposta imune celular.

Destaca-se que uma boa relagdo N/G, na suspensio antigénica
destinada a vacina, é o ideal para a obten¢ao de uma boa vacina anti-
rabica.

No que diz respeito a morfologia, o virus da raiva apresenta a
forma de um projétil, com uma das extremidades plana e a outra
arredondada. Seu comprimento médio é de 180nm e o didmetro mé-
dio é de 75nm. As espiculas do envelope, de glicoproteina, possuem
9nm. Na sua constitui¢do quimica, a particula viral completa possui
de 2 a 3% de acido ribonucléico (RNA), 67% de proteinas, 26% de
lipideos e 3% de carboidratos.
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O virus da raiva é sensivel aos solventes de lipideos (sabdo, éter,
cloroférmio e acetona), ao etanol a 45-70%, aos preparados iodados
e aos compostos de amonio quaternario. Outras relevantes proprie-
dades sdo a resisténcia a dessecagao, assim como aos congelamentos
e descongelamentos sucessivos, a relativa estabilidade a um pH entre
5-10 e a sensibilidade as temperaturas de pasteurizagao e a luz ultra-
violeta. E inativado a 60°C, em 35 segundos; a 4°C, se mantém infec-
tivo por dias; a -70°C ou liofilizado (4°C), se mantém durante anos.

O virus da raiva é muito sensivel aos agentes fisicos e quimicos,
sendo possivel a sua inativagdo em poucos minutos pela agdo de aci-
dos e bases fortes, luz solar, alteragoes de PH e temperatura e raios
ultravioleta.

A adsorcdo entre virus e célula é feita pela glicoproteina, em
uma ligacao especifica (receptor celular — anti-receptor viral). O virus
penetra nas células por um processo de endocitose. Uma vez dentro
das células, o ribonucleocapsideo é liberado dentro do citoplasma,
onde o RNA negativo se replica, dando origem ao RNA mensageiro
(ciclo de transcrigdo primaria), que codifica as cinco proteinas e os
novos genomas, que sao encapsidados e, no nivel das membranas
celulares, sao liberados por brotamento.

A glicoproteina, como ja foi dito, tem papel importante na
penetracao do virus na célula, tendo também importante papel na
imunidade humoral e na celular, pela ativagao de linfécitos T (“hel-
per”) e citocinas.

A fosfoproteina interage com a nucleoproteina no processo de
encapsidacao, e a proteina matrix é muito importante na fase de ma-
turacdo viral.

A polimerase (proteina L) - RNA dependente — tem multiplas
atividades enzimaticas: na sintese do RNA, na metila¢do, na fosfori-
lacdo, etc.

E importante também fazer distingdes entre os virus rabicos clds-

. 4 <« b2l s <« b2 . ~ 7 « »
sicos, o virus de “rua” e o virus “fixo” A denominagio virus de “rua” é
utilizada para cepas isoladas de animais infectados em ciclos de trans-

missdo natural. Tais cepas caracterizam-se por um periodo de incuba-
¢ao variavel, as vezes bastante prolongado, ao contrario das cepas deno-
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minadas virus “fixos”, que apresentam um periodo de incubagio curto,
geralmente de quatro a sete dias.

1.3 Patogenia

7

A patogenia da raiva ¢ semelhante em todas as espécies de
mamiferos. O virus se replica no local da inoculag¢ao, inicialmente
nas células musculares ou nas células do tecido subepitelial, até que
atinja concentra¢ao suficiente para alcancar as terminagdes nervo-
sas, sendo este periodo de replicagdo extraneural responsavel pelo
periodo de incubagao relativamente longo da raiva.

Nas jungdes neuromusculares, o virus rabico, por meio da gli-
coproteina, se liga especificamente ao receptor nicotinico da ace-
tilcolina. Apds essa fase, os virus atingem os nervos periféricos, se-
guindo um trajeto centripeto, em dire¢do ao sistema nervoso central
(SNC). O virus segue o fluxo axoplasmitico retrégrado e o transpor-
te é célula a célula. Estima-se que o genoma viral tenha um desloca-
mento de 25 a 50mm por dia, até chegar ao sistema nervoso central.
A distribuicao do virus rabico nao é homogénea no SNC e, por tal
razao, a por¢ao de eleicdo para encaminhamento ao laboratério de
diagnoéstico varia de espécie para espécie. As regides mais habitu-
almente atingidas sdo: o hipocampo, o tronco cerebral e as células
de Purkinje, no cerebelo. Muitas vezes, os sintomas estdo associados
com a localiza¢do anatdmica no cérebro.

Nos ruminantes suspeitos de raiva, deve ser feita a colheita de
todo o encéfalo ou, de preferéncia, de fragmentos do sistema nervo-
so (cortex, cerebelo e hipocampo ou corno de Amon) de ambos os
hemisférios. Nos eqiiideos, deve-se enviar, também, o bulbo e frag-
mentos das porg¢des inicial, medial e terminal da medula espinhal.
Nos cées, a porgido de elei¢ao é o corno de Amon ou o hipocampo.
Ressalta-se que, na coleta de amostras de todas as espécies (domésti-
cas ou silvestres), deve ser encaminhada por¢do da medula.

A partir da intensa replicagdo no SNC, o virus da raiva segue
em direcdo centrifuga, disseminando-se através do sistema nervo-
so periférico e autdbnomo para diferentes 6rgaos (pulmaes, coragio,
rins, bexiga, utero, testiculos, foliculo piloso, etc.) e glandulas sali-
vares, sendo eliminado pela saliva. A disseminagdo possibilita que
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o virus atinja, também, terminagdes nervosas sensoriais do tecido
cutineo da cabeca e do pescoco, onde se pode demonstrar a presen-
¢a de antigeno viral. Por tal razdo, utiliza-se a biopsia de tecido des-
sa regido como método de diagndstico ante-mortem. O virus rabico
pode localizar-se também na retina e no epitélio da cérnea.

A viremia tem sido documentada em modelos experimentais,
sendo fugaz e temporaria, mas nao ha evidéncias de que tenha im-
portancia significativa durante o processo de disseminagéo viral.

Em cées e gatos, a saliva pode ter maior concentragdo de virus
do que o préprio SNC. Em herbivoros, no entanto, a concentragao de
virus eliminado pela saliva é baixa.

As lesoes histopatologicas sao as inclusdes de Negri, que sao
patognomonicas para a raiva. A sua auséncia, porém, nao invalida o
diagndstico da raiva, tendo em vista que nos episddios de evolugao
rapida, com periodo de incubacéo curto e ébito precoce, pode nio
haver tempo suficiente para o aparecimento das inclusoes. Tal fato
tem sido observado, com freqiiéncia, no diagndstico laboratorial da
raiva em eqiiideos. Outra lesao observada deve-se a formagao de va-
ctolos, que conferem ao sistema nervoso o aspecto espongiforme.

A via nasal e particularmente as células neuroepiteliais olfati-
vas podem ser uma via alternativa de penetragéo viral.

Mais recentemente, nos Estados Unidos e na Alemanha, foi
verificada a transmissdo entre humanos mediante transplantes de
6rgaos solidos.

O periodo de incubacéo da raiva é extremamente variavel e depen-
de, fundamentalmente, da concentragdo do indculo viral e da distancia
entre o local do ferimento e o cérebro. De igual forma, esta relacionado
com a extensao, a gravidade e o tamanho da ferida causada pelo animal
agressor. E o perfodo que vai desde o momento em que o agente penetra
no organismo até o aparecimento da sintomatologia clinica. Pode variar,
em média, de 20 a 90 dias, em humanos e animais.

O periodo de transmissibilidade é o periodo em que existe a
possibilidade de transmissdo do agente infeccioso de um organismo
a outro. Varia de espécie a espécie, mas, em todos os animais, inclu-
sive nos seres humanos, precede ao aparecimento da sintomatologia
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e perdura durante o quadro clinico, até a morte. Tal periodo foi bas-
tante estudado em cées e gatos, sendo, na grande maioria das vezes,
de cerca de dois a quatro dias antes do surgimento dos sintomas no
animal, até sua morte, que ocorre geralmente cinco dias apds.

1.4 Imunidade anti-rabica

Ao contrario de muitos virus que causam infec¢ao aguda, o
virus da raiva ultrapassa as defesas imunes do hospedeiro, por um
longo periodo, devido ao seu extremo neurotropismo, isto ¢, a pro-
dugdo de anticorpos anti-rabicos em individuos infectados s6 ocorre
tardiamente, com freqiiéncia apenas quando surgem os primeiros
sintomas.

Ao penetrar nos neurdnios, o virus da raiva torna-se protegido
da agdo dos anticorpos, das células do sistema imune e da agdo dos
interferons, responsaveis pela resposta imune inespecifica. Os inter-
ferons sdo proteinas de baixo peso molecular extremamente impor-
tantes no inicio da infec¢ao, que podem atuar inibindo diretamente a
replicagao viral (e, assim, a sua disseminagdo) ou induzindo as reagdes
das células imunes. O virus da raiva é capaz de induzir a producéo de
interferons antes de sua migragao para o sistema nervoso central.

As células apresentadoras de antigeno (macréfagos, células
dendriticas, células de Langerhans, etc.), quando entram em contato
com o virus da raiva, fagocitam-no e o processam para apresenta-
¢do as células imunes. Tal apresentacdo é fundamental a ativacdo dos
linfécitos T auxiliares, que vao produzir diferentes citocinas. Estas
ativam diferentes células implicadas na eliminacdo direta do virus
ou de células infectadas e auxiliam a producao de anticorpos pelos
linfécitos B.

A estimulagdo dos linfocitos B para a producao de anticorpos,
na infec¢do natural, s6 se da apds o aparecimento dos sintomas clini-
cos. A possibilidade de neutralizacao da capacidade infecciosa viral
so se da, portanto, ap(')s a invasio do sistema nervoso central e, neste
momento, a doenga ja adquiriu uma forma irreversivel. O titulo de
anticorpos neutralizantes permanece baixo até a fase terminal da
doenga e atinge seu pico préximo & morte da vitima.
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O papel principal dos anticorpos é o de bloquear o virus ex-
tracelular antes que ele encontre o receptor das células musculares,
limitando sua propagac¢ao no nivel do local de infecgdo e sua pro-
gressdo para o sistema nervoso central.

A resposta imune celular ¢, talvez, o mecanismo mais impor-
tante da resposta imune ao virus da raiva. Os linfécitos T participam
da protecdo de diferentes maneiras: (1) estimulando, por intermédio
dos linfécitos T auxiliares, as células B para que produzam anticor-
pos; (2) como efetoras de imunidade, na forma de células T citotoxi-
cas, lisando células infectadas; (3) induzindo a sintese de substancias
mediadoras da estimulagdo de diferentes células; e (4) como células
de memoria imunoldgica.

1.5 Epidemiologia

A raiva é uma enfermidade que ocorre de maneira endémica
em diversos paises. Suas formas epidemioldgicas obedecem a uma
divisdo didatica, sendo que as mais conhecidas sdo a raiva urbana e
a raiva rural.

A raiva urbana ¢ transmitida principalmente de cao para cio.
O virus é mantido primariamente na populagao canina; porém, ou-
tros animais domésticos urbanos sao freqiientemente infectados. Os
caes, como ja foi dito, sdo os importantes transmissores da raiva para
o homem. Esta forma é um grave problema de saude publica, devido
ao estreito relacionamento entre as pessoas e seus animais de com-
panhia.

A raiva rural é mantida no campo pelo morcego hematéfago
(desmodus rotundus), que é o reservatorio do virus rabico no am-
biente rural. Dessa forma, o morcego transmite o virus para dife-
rentes espécies de animais domésticos, como bovinos, eqiiinos, ca-
prinos, etc.

O ntimero de casos de raiva em herbivoros, confirmados labo-
ratorialmente, tem tido, nos tltimos anos, um acréscimo de maneira
preocupante em algumas regides, devido principalmente a intensa
proliferacdo dos morcegos hematofagos e a crescente dificuldade de
controle de suas populacoes.
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A transmissao do virus da raiva ¢é feita, geralmente, por meio
da saliva de um animal infectado para outro, embora outras vias se-
jam relatadas (membranas mucosas: olhos, nariz, boca), aerossdis e
transplante de cornea. Em quirdpteros, as transmissoes transplacen-
tarias e transmamarias também ja foram relatadas.

Ja foi relatada a transmissao da doenga em cavernas com gran-
des populagdes de morcegos, para humanos e animais, por via aerd-
gena, bem como em laboratérios de produgio e vacina.

O ciclo aéreo da raiva tem, atualmente, uma grande importan-
cia para a manutengao do virus em uma area geografica. As diferen-
tes espécies de morcegos, hematéfagos ou néo, sdo susceptiveis ao
virus, com possibilidade de transmiti-lo e de apresentar sintomato-
logia, que sempre evolui para a morte.

O ciclo silvestre é representado pela raiva nas espécies de ma-
miferos silvestres terrestres, com énfase nos canideos silvestres. Em
nosso meio, a real importancia desse ciclo ndo é, ainda, bem conhe-
cida, razao pela qual se torna indispensavel a implementagao de pro-
gramas de vigilancia epidemioldgica.

Os estudos realizados com amostras isoladas nos tltimos anos,
no Brasil, permitiram a proposi¢do de um ciclo epidemioldgico da
raiva, no qual ha uma estreita inter-relacdo entre os quatro ciclos
classicos.
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Figura 1. Ciclos epidemiolégicos da raiva

Ciclo Silvestre , i Ciclo Rural

' &
. Ciclo Urbano

Fonte: Instituto Pasteur.

1.6 Anticorpos monoclonais como instrumento de
vigilancia epidemioldgica

Com a finalidade de caracterizar o virus da raiva, a Organizagao
Pan-Americana da Saiude (Opas) criou um consdrcio de instituigdes
com reconhecido conhecimento técnico-cientifico (Consorcio de La-
boratérios de Referéncia para a Raiva) com os seguintes objetivos:
fortalecer a vigilancia da raiva nas Américas; otimizar a capacidade
de diagndstico; harmonizar os métodos e unificar os critérios de in-
terpretagdo dos resultados utilizados nos diferentes laboratdrios.

Embora os métodos soroldgicos que utilizam anticorpos poli-
clonais permitam diferenciar o virus da raiva dos outros Lyssavirus,
eles s6 conseguem estabelecer ligeiras diferencas entre os subtipos
do virus classico da raiva. Os métodos de caracterizagdo antigénica e
genética permitem a identificacao das variantes responsaveis por epi-
sodios e por casos individuais tanto de humanos como de animais.
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Os anticorpos monoclonais permitem analises antigénicas
comparativas das variantes do virus da raiva. A reatividade é deter-
minada com a utilizagdo de um painel de anticorpos monoclonais
especificos para epitopos da nucleoproteina viral e é visualizada pela
coloracdo fluorescente. O painel de anticorpos monoclonais anti-
nucleoproteina tem se mostrado adequado tanto para possibilitar a
maxima diferencia¢do entre os virus da raiva importantes, do ponto
de vista da satde publica, como para a distribui¢do e a transmissao
entre as diferentes espécies selvagens.

A caracterizagdo das variantes tem sido muito ttil também para
que se entenda a epidemiologia da raiva humana, sobretudo nas situa-
¢Oes em que nao ha evidéncias de exposi¢do ao virus, como, por exem-
plo, em regides onde a raiva canina esteja controlada.

O uso exclusivo de anticorpos monoclonais, no entanto, apre-
senta certas limitagdes. Por exemplo, a diversidade das variantes pre-
sentes em morcegos ndo hematofagos nao é totalmente explicada
com 0s anticorpos monoclonais existentes. A andlise genémica é,
evidentemente, mais adequada, pois proporciona informagdes mais
detalhadas sobre a relagdo evolutiva dos isolados, as mudangas es-
paciais e temporais que se podem produzir e a semelhanca entre os
isolados.

Dependendo dos objetivos da anilise e do grau de relagao das
variantes, é preferivel a analise das seqiiéncias totais ou parciais do
gene N, altamente conservado; do gene G, de divergéncia interme-
diaria; ou do gene P e da regido intergénica G-L, altamente diver-
gentes.

A analise genética se realiza mediante a reagdo de polimeriza-
¢do em cadeia e a andlise dos produtos da amplificac¢éo.

A aplicagao da tipificagdo antigénica e genética na vigilancia
da raiva na América Latina e no Caribe é essencial para melhorar os
atuais programas de controle da doenga. O conhecimento da fonte
de novos focos de raiva canina e a identificagdo das espécies silves-
tres — que mantém os ciclos silvestres de transmissao da raiva — pos-
sibilitam uma melhor utilizagdo dos recursos de saude publica.
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Na atualidade, é o CDC (de Atlanta, USA), como Centro Co-
laborador da Organizagdio Mundial da Satide para a investigacao e
a referéncia da raiva, que proporciona aos paises da América Latina
o painel de oito anticorpos monoclonais anti-N. O uso do mesmo
painel tem a vantagem de permitir a comparagdo dos resultados ob-
tidos por diferentes grupos de pesquisa.

No Brasil, o Instituto Pasteur de Sdo Paulo vem utilizando tal
técnica, que tem permitido determinar a distribuicao geografica das
variantes antigénicas do virus da raiva, descrever novas variantes e
identificar variantes conhecidas em novos hospedeiros, informagoes
muito uteis para a vigilancia epidemioldgica da raiva no Brasil.

Tém sido demonstradas algumas limitagcdes da analise antigé-
nica com um pequeno numero de anticorpos monoclonais, visto que
pequenos erros na interpretagdo de uma reagdo positiva ou negati-
va com um dos anticorpos monoclonais podem proporcionar um
padrao antigénico diferente, o que poderia conduzir a identificagdo
incorreta de um reservatdrio ou de um novo padrao de reagdo. Por
tal razdo, a tipificagao antigénica, quando fornece resultados inespe-
rados, deve ser complementada com o seqiienciamento genético.

No Brasil, foram encontradas quatro variantes: variante 2, pro-
pria dos cdes; variante 3, propria do morcego hematéfago Desmodus
rotundus; variante 4, propria do morcego insetivoro Tadarida brasi-
liensis; e variante 6, propria do morcego insetivoro Lasiurus cinereus.

Foram encontradas também diversas outras variantes, que foram
denominadas ndo compativeis com o painel de monoclonais estabe-
lecido para estudos das cepas isoladas nas Ameéricas, com especial
destaque para uma nova variante isolada em sagiiis do tufo branco
(Callithrix jacchus) e em humanos, nos estados do Ceara e do Piaui,
bem como outras isoladas em morcegos insetivoros.
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1.7 Estudos genéticos com o virus rabico

A tipificagdo genética de uma determinada amostra de virus
rabico pode ser feita com a determinacao da seqiiéncia de um pe-
queno segmento de seu genoma e a comparagao da seqiiéncia com
outras derivadas de diversas amostras de virus rabico, disponiveis
em bancos de dados internacionais, como, por exemplo, o GenBank.

Para tanto, o primeiro passo a ser cumprido é amplificar, em uma
escala de bilhoes de vezes, o segmento de eleigao e isola-lo do material
genético pertencente a outros microorganismos presentes na amostra ou
mesmo ao proprio hospedeiro do qual se colheu a amostra. A amplifica-
¢ao é conseguida por meio de uma reagao desenvolvida no inicio dos anos
80 e que ficou conhecida como reagdo em cadeia pela polimerase (PCR),
na qual uma enzima que sintetiza cadeias de DNA (DNA-polimerase), a
partir de um DNA molde, presente na amostra, faz copias de um deter-
minado segmento de DNA, cujas localizagdo e extensdo sdo determina-
das por um par de cadeias curtas de DNA sintetizadas artificialmente em
laboratério, par denominado “primers”, que ira reagir de modo especifico,
unica e exclusivamente com o gene ou o agente de interesse.

Ciclos de temperaturas permitem que o DNA-polimerase
monte copias do segmento delimitado pelos primers por meio da
insercdo das bases nitrogrenadas A, G, T, C. Ao final da reagao, o
fragmento de DNA amplificado pode ser observado por eletroforese
em gel de agarose, quando aparece como uma banda de precipitagao
de DNA de um tamanho esperado.

Tal resultado é, por si s6, suficiente para que se determine a pre-
senga de virus rabico, mas nao permite que se observe a composi¢ao
do DNA amplificado em termos de seqiiéncias de nucleotideos. As-
sim, para que se atinja esse nivel de dissec¢ao, o material amplificado é
submetido a uma segunda reag¢ao bioquimica, a reacdo de seqiiencia-
mento de DNA, mediante a adicdo de bases A, T, G e C modificadas
e marcadas com cores. Uma vez terminada a reacio, o equipamen-
to conhecido como seqiienciador de DNA é capaz de “ler” as cores
e apresenta-las, finalmente, sob a forma de uma seqiiéncia de DNA
que pode, agora, ser utilizada para a tipificacao molecular por meio da
construcao de uma arvore filogenética, uma representagao grafica das
relacoes existentes entre diversas amostras de virus rabico.
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Uma questdo fundamental na tipifica¢io molecular reside na
escolha do segmento ou do gene a ser focalizado. No virus rabico,
sao encontrados cinco genes, um para cada uma das proteinas: N
para a nucleoproteina, P para a fosfoproteina, M para a proteina de
matriz, G para a glicoproteina e L para a RNA-polimerase. Desses
genes, a menor variabilidade é encontrada no N: por exemplo, sabe-
se que a similaridade dos aminodcidos codificados por tal gene é de
98 a 99,6% em amostras fixas. Isso torna o gene N o alvo de elei¢do
para a tipificagdo molecular de uma dada amostra de virus rabico: o
gene N ¢ tdo conservado e estdvel que pequenas variagdes encontra-
das em sua seqiiéncia serdo compartilhadas por variantes que tém
caracteristicas em comum, como, por exemplo, o hospedeiro (mor-
cego, cdo, etc.), o ciclo de transmissao (silvestre, aéreo, rural ou urba-
no), a regido de onde provém a amostra ou mesmo a época em que
a amostra foi detectada.

A tipificagdo antigénica, por meio da imunofluorescéncia in-
direta, com utilizagdo de anticorpos monoclonais, ¢ uma técnica
especifica, sensivel e extremamente rapida, mas impossivel de ser
realizada em amostras com volume muito pequeno, autolisadas ou
em decomposi¢do avangada, além de ter um poder discriminatorio
limitado, desvantagens que podem, seguramente, ser contornadas
com a tipificagdo molecular.

1.8 Sintomatologia

A sintomatologia varia conforme o animal infectado. Assim,
serao apresentadas consideragdes sobre a sintomatologia em huma-
nos, caes, gatos, outros animais domésticos e animais silvestres.

1.8.1 Humanos

O periodo de incubag¢io, na maioria dos casos, é de 2 a 12 se-
manas, podendo variar de 10 dias até 4 a 6 anos. Durante o periodo
de incubagio, o paciente apresenta-se absolutamente assintomatico.
A maior ou menor durac¢ao do periodo pode depender da dose de
virus injetada pela mordedura, do lugar desta e da gravidade da le-
sao, sendo mais longo o periodo quanto mais distante do sistema
nervoso central localizar-se a lesdo.
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A doenga inicia-se com alteragdes de comportamento, sensagio
de angustia, cefaléia, pequena elevagao de temperatura, mal-estar e alte-
ragdes sensoriais imprevistas, com freqiiéncia relacionadas ao local da
mordedura. O paciente costuma sentir dor e irritacdo na regido lesio-
nada. Na fase seguinte, de excitagdo, surge hiperestesia de uma extrema
sensibilidade a luz e ao som, dilatagdo das pupilas e aumento da saliva-
¢ao. Conforme a doenga progride, surgem espasmos nos musculos da
degluticdo e a bebida é recusada por contragdes musculares. A disfun-
¢do de degluticao observa-se na maioria dos doentes, muitos dos quais
apresentam contragdes espasmodicas laringofaringeas a simples visao
de um liquido e se abstém de deglutir a sua propria saliva (hidrofobia).
Também podem ser observados espasmos dos musculos respiratdrios
e convulsoes generalizadas. A fase de excitagdo pode ser predominante
até a morte ou ser substituida por uma fase de paralisia generalizada.
Em alguns casos, a fase de excitagdo é muito curta e, em quase todo o
curso da doenga, predomina a sintomatologia paralitica. Tal fato ocorre,
principalmente, quando a espécie transmissora é o morcego. A doenga
dura de dois a seis dias ou mais e quase sempre termina com a morte,
que ¢ atribuida a faléncia das fun¢oes vegetativas centrais basicas e, mui-
tas vezes, ocorre em func¢io da miocardite rabica concomitante.

A rajva em animais manifesta-se de duas formas: a raiva furiosa
e a raiva paralitica ou muda, de acordo com a sintomatologia nervo-
sa apresentada.

1.8.2 Caes

O periodo de incubagio é, em geral, de 15 dias a 2 meses. Na
fase prodromica, os animais apresentam mudanga de comportamen-
to, escondem-se em locais escuros ou mostram uma agitagdo inusi-
tada. A excitabilidade reflexa fica exaltada e o animal se sobressalta
ao menor estimulo. Observa-se a ocorréncia de anorexia, irritagdo
ou prurido na regido de penetracdo do virus e uma ligeira elevacao
da temperatura. Apds um a trés dias, ficam acentuados os sintomas
de excitagao. O cdo se torna agressivo, com tendéncia a morder obje-
tos, outros animais, o homem (inclusive o seu proprietario) e morder
a si mesmo, muitas vezes provocando graves ferimentos. A salivagao
torna-se abundante, uma vez que o animal ¢ incapaz de deglutir sua
saliva, em virtude da paralisia dos musculos da degluti¢ao. Ha alte-
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racdo do seu latido, que se torna rouco ou bitonal, devido a paralisia
parcial das cordas vocais. Os cées infectados pelo virus rdbico tém
propensdo de abandonar suas casas e percorrer grandes distancias,
durante a qual podem atacar outros animais, disseminando, dessa
maneira, a raiva. Na fase final da doencga, é freqiiente observar con-
vulsoes generalizadas, que sdo seguidas de incoordenagao motora e
paralisia do tronco e dos membros.

A forma muda se caracteriza por predominio de sintomas do
tipo paraliticos, sendo a fase de excitagdo extremamente curta ou
imperceptivel. A paralisia comeca pela musculatura da cabeca e do
pescogo; o animal apresenta dificuldade de deglutigdo e suspeita-se
de “engasgo’, quando entdo seu proprietario tenta ajuda-lo, expondo-
se a infec¢do. A seguir, vém a paralisia e a morte.

1.8.3 Gatos

Na maioria das vezes, a doenga é do tipo furioso, com sintoma-
tologia semelhante a raiva canina.

Observagao: especial atencao se deve dar a outras sintomato-
logias que podem ocorrer quando a raiva em caes e gatos for trans-
mitida por morcegos, fato que vem ocorrendo em algumas regides
do pais.

1.8.4 Bovinos

Na raiva transmitida por morcegos hematéfagos (Desmodus
rotundus), o periodo de incubagao é geralmente mais longo, com va-
riagdo de 30 a 90 dias ou até mais. A sintomatologia predominante
¢ da forma paralitica. Os animais infectados se afastam do rebanho,
apresentam as pupilas dilatadas e os pélos ericados. E possivel obser-
var, também, lacrimejamento, catarro nasal e movimentos anormais
das extremidades posteriores. Os acessos de furia sao raros, poden-
do se observar, no entanto, inquieta¢ao, tremores musculares e hi-
persensibilidade no local da mordedura, de modo que os animais
podem até provocar autodilaceragdes. Com a evolugdo da doenga,
observam-se contracoes tonico-clonicas e incoordenacio motora; os
animais apresentam dificuldade de degluti¢do e param de ruminar.
Os sinais de paralisia aparecem entre o segundo e terceiro dia ap6s o
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inicio dos sintomas, sendo a duragao da doenga, geralmente, de dois
a cinco dias.

1.8.5 Outros animais domésticos

A sintomatologia da raiva em eqiiideos, ovinos e caprinos é bas-
tante semelhante a dos bovinos. Depois de um periodo de excitacao
com duragdo e intensidade varidveis, apresentam sintomas paraliticos,
que dificultam a degluti¢do e provocam incoordenagdo das extremi-
dades. Muitos animais apresentam alteracdo de comportamento e
realizam a ingestdo de objetos estranhos. Em suinos, a enfermidade
inicia-se, geralmente, com sintomas de excitabilidade. Os animais se
apresentam agressivos, a semelhanga do que ocorre nos caes.

1.8.6 Animais silvestres

A raiva ocorre naturalmente em muitas espécies de canideos
e outros mamiferos. Com base em estudos epidemioldgicos, consi-
dera-se que os lobos, as raposas, os coiotes e os chacais sdo os mais
susceptiveis. Os morcegos (hematdéfagos ou nao hematdfagos), os
“mapaches” e as “mangostas” apresentam um grau menor de suscep-
tibilidade. A sintomatologia dos canideos silvestres é, na maioria das
vezes, do tipo furiosa, semelhante a dos caes.

Nos morcegos pode ocorrer uma fase de excitabilidade seguida
de paralisia, principalmente das asas, o que faz que esses animais dei-
xem de voar. Deve-se suspeitar, portanto, de morcegos (hematofagos
ou nao) encontrados em locais e horas nao habituais e que ndo sejam
capazes de se desviar de obstaculos interpostos a sua trajetdria.



Capitulo

2

Biosseguranca






MANUAL DE DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA RAIvVA

2.1 Classes de risco biologico

Consideram-se agentes de risco bioldgico as bactérias, os fungos,
0s parasitas e os virus, entre outros. Tais agentes podem ser distribui-
dos em quatro classes de risco, segundo alguns critérios:

« patogenicidade do microorganismo infectante;
e concentracao;

o volume;

o viruléncia;

o formacdo de aerossois;

« modos de transmissao;

« disponibilidade de medidas profilaticas e de tratamentos efi-
cazes;

o endemicidade.

Para a manipula¢do dos microorganismos pertencentes a cada
uma das quatro classes de risco, devem ser atendidos alguns requisitos
de seguranca, conforme o nivel de contengdo necessario.

O nivel de biosseguranca 1 é adequado aos laboratdrios que
efetuam técnicas bdsicas e envolvam agentes bem caracterizados, ou
seja, que apresentam escasso risco individual e comunitdrio, com
pouca probabilidade de provocar enfermidades humanas ou enfer-
midades de importancia veterinaria nos animais.

O nivel de biosseguranca 2 é destinado ao trabalho com mi-
croorganismos que apresentam risco individual moderado e risco
comunitdrio limitado. Nos laboratérios sao manipulados agentes pa-
togénicos que podem provocar enfermidades humanas ou enfermi-
dades animais, mas que tém poucas probabilidades de acarretar um
risco grave para o pessoal de laboratorio, a comunidade, os animais
e o meio ambiente.

O nivel de biosseguranga 3 é o que tem risco individual elevado
e baixo risco comunitario. Manipulam-se neste nivel agentes patoge-
nicos que podem provocar enfermidades humanas ou animais graves,
podendo se propagar de uma pessoa infectada a outra.
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O nivel de biosseguranca 4 ¢ aplicavel para laboratérios onde
sao manipulados microorganismos que apresentam elevado risco
individual e comunitario: trata-se de agentes patogénicos que po-
dem provocar enfermidades graves nas pessoas, nos animais e ainda
podem se propagar facilmente de um individuo a outro, direta ou
indiretamente, sem que haja profilaxia ou tratamento.

2.2 Medidas basicas de biosseguranga

Em consonéncia com a classe de risco dos microorganismos
manipulados, os laboratérios devem estabelecer um programa de
biosseguranga que tera por finalidade aperfeicoar e disciplinar os
trabalhos, objetivando minimizar os riscos mediante a execug¢io de
efetiva prevengdo de acidentes. De acordo com as Diretrizes Gerais
para o Trabalho em Conteng¢ao com Material Biologico do Ministé-
rio da Saude, os Rhabdovirus, incluindo o virus da raiva (amostras de
virus fixo), estdo classificados como classe de risco 2, e os Rhabdovi-
rus virus da raiva (amostras de rua) estdo classificados como classe
de risco 3.

Algumas praticas tipo padrdo e especiais sdo aplicaveis aos
agentes designados para o nivel de biosseguranga 2:

« Nunca pipetar com a boca; devem ser utilizados dispositivos
mecanicos.

o N3io comer, beber ou fumar na drea de trabalho do laboratério.
o Nao armazenar alimentos nem bebidas nas areas de trabalho.
« Nao aplicar maquiagem, nem usar aderegos.

o Usar os equipamentos de protegdo individual, como aventais
ou jalecos, protetores faciais, mascaras, 6culos de protecéo,
luvas, sapatilhas descartaveis, entre outros.

« Limitar ou restringir o acesso ao laboratorio.
o Proibir a entrada de criancas na area de trabalho do laboratério.

« Nao permitir a entrada de animais que nao tenham relagdo
com os trabalhos que estejam sendo realizados.
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Realizar cuidadosamente todos os procedimentos, a fim de
minimizar a criagdo de borrifos ou aerossois.

Descontaminar as superficies de trabalho com agentes de-
sinfetantes adequados ao final do trabalho e apés qualquer
vazamento ou borrifada de material viavel.

Lavar as maos ap6s a manipulacao de materiais viaveis, apos
a remocao das luvas e antes de sair do laboratdrio.

Colocar, na entrada do laboratério, o simbolo de risco bioldgico.

Descontaminar os residuos produzidos antes que sejam des-
cartados. Os materiais que devem ser descontaminados fora
do préprio laboratoério deverao ser colocados em recipientes
a prova de vazamentos e hermeticamente fechados, para que
sejam transportados.

Utilizar cabines de seguranca biologica, mantidas de manei-
ra adequada, sempre que sejam realizados procedimentos
com elevado potencial de criagdo de aerossdis ou quando al-
tas concentragdes ou grandes volumes do agente infeccioso
forem manipulados.

Descartar os materiais perfurocortantes (tais como agulhas,
laminas, laminulas, tubos quebrados e outros materiais utili-
zados) em recipientes de paredes rigidas, devidamente iden-
tificados.

Assegurar-se de que as saidas de emergéncia se encontrem
livres de obstaculos.

Manter extintores para diferentes tipos de fogo, com seu cor-
respondente controle periddico, assim como ter o nimero
de telefone dos bombeiros em lugar visivel.

Manter a obrigatoriedade da vacinagdo anti-rabica preventi-
va para todo o pessoal de laboratdrio e controlar periodica-
mente o titulo de anticorpos neutralizantes.
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3.1 Colheita do material

A raiva é uma doenga que se apresenta de forma variavel nas
diferentes espécies de mamiferos, razao pela qual todo animal sus-
peito deve ter o sistema nervoso central coletado e enviado, em con-
di¢cdes adequadas, ao laboratdrio de diagnostico, para a confirmagao
de uma suspeita clinica. O laboratdrio de diagnostico devera receber
amostras em bom estado de conservacédo, devidamente identificadas
e com ficha de remessa de material suficientemente elucidadora.

O material para diagndstico laboratorial devera ser encami-
nhado da seguinte maneira:

A) material de animais silvestres: os animais deverio ser enca-
minhados inteiros, de forma a permitir sua perfeita identi-
ficacdo;

B) material de caes e gatos: devera ser encaminhado com a cabe-
¢a inteira ou com o sistema nervoso central coletado;

C) material de bovinos, eqiiideos e outros: devera ser encami-
nhado com o sistema nervoso central coletado.

E importante, em cies e carnivoros silvestres, a realizagdo do
diagndstico diferencial da raiva e da cinomose. Entre bovinos, a ne-
cessidade do estabelecimento de um sistema de vigilancia epidemio-
légica da encefalopatia espongiforme dos bovinos (EEB) possibilita
que as amostras negativas para raiva, em especial o tronco encefalico,
sejam encaminhadas para os laboratérios credenciados pelo Ministé-
rio da Agricultura, Pecudria e Abastecimento.

A semelhanca do que ocorre com a espécie bovina, um diagnés-
tico negativo para raiva em eqiiinos que apresentaram sintomas de en-
cefalites, de igual forma, exige o direcionamento dessas amostras para
o diagnostico diferencial da encefalomielite eqiina tipos leste, oeste e
venezuelana e, mais recentemente, para febre do Nilo Ocidental.
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3.2 Necropsia

A sala de necropsia deve ser localizada em drea de circulagdo res-
trita e, se possivel, proxima a drea de acondicionamento dos residuos
s6lidos de satde. E necessdrio que as carcagas ou as cabecas dos ani-
mais sejam colocadas em sacos apropriados para residuos infectantes
e colocadas em camara fria (-20°C) até o seu recolhimento para a inci-
nerag¢do, quando nao for possivel sua descontaminac¢ao no local.

O necropsista devera ser imunizado e devidamente treinado,
para a perfeita coleta do sistema nervoso central ou de seus fragmen-
tos, e devera embalar corretamente o material, para que este chegue
ao laboratorio em condigdes de ser processado e nao apresente, du-
rante o transporte, risco as pessoas que o manipulem.

3.2.1 Materiais para necropsia:

3.2.1.1 Equipamentos de protegdo individual:
 toucas/gorros;

« protetor facial;

e mascara;

o Oculos de protecio;

o batas cirurgicas;

« avental longo oleado, de borracha ou material similar;
« luvas de borracha com punho longo;

o botas de borracha.

3.2.1.2 Instrumentais:

« morsa para contenc¢do adequada da cabega do animal;
o bisturi;

o faca de dissecacdo;

o serra de arco e laminas para substituicao;

o cinzel;
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« tesouras cirurgicas de ponta reta e curva;

o pingas de dissecagdo (“dente de rato”);

o pedra de afiar.

Observacio: as serras elétricas sio desaconselhadas, pois pro-
duzem aerossois.

3.3 Colheita da amostra

Para a adequada colheita do material para o diagnéstico da rai-
va, a cabe¢a do animal deve ser fixada e os passos ilustrados a seguir
devem ser obedecidos.

Figura 2. Fixag¢do da cabega do animal para colheita do SNC

Fonte: Instituto Pasteur
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Figura 3. Corte da linha mediana da caixa craniana: ao
longo da linha média do cranio, faz-se um corte, dos olhos
até a base do cranio, que atravesse a pele e as fascias

Fonte: Instituto Pasteur

Figura 4. Disseca¢iao dos musculos da cabeca: rebatem-se os
musculos e tecidos até que se exponha a calota craniana

Fonte: Instituto Pasteur
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Figura 5. Cortes da caixa craniana: com a serra, fazem-
se dois cortes, do foraimen occipital ao osso frontal

Fonte: Instituto Pasteur

Figura 6. Com a serra, fazem-se cortes longitudinais,
rebatendo o osso com o cinzel e deixando o encéfalo exposto

Fonte: Instituto Pasteur
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Figura 7. Com a pinga de dissecagdo e a
tesoura se extrai o encéfalo inteiro

Fonte: Instituto Pasteur

Figura 8. Extra¢iao completa do encéfalo

Fonte: Instituto Pasteur
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3.4 Acondicionamento e preparo da amostra para
encaminhamento

A amostra deve ser encaminhada ao laboratorio em condigoes
de refrigeracao, se a previsao de envio for de até 24 horas. O material
deve ser colocado em um frasco com tampa de rosca, de boca larga e
de capacidade maior do que o tamanho da amostra. O recipiente deve
ser hermeticamente fechado, de maneira a nao haver vazamento de
fluidos e contaminagido dos manipuladores. O frasco deve ser iden-
tificado de maneira clara e visivel e ser colocado em isopor com gelo
suficiente para manter a amostra refrigerada durante o transporte.

Nos casos em que a previsdo de envio situar-se entre 24 a 48 horas,
a amostra deve ser congelada e embalada da mesma forma ja relatada.

Em regides onde houver dificuldades para manter as amostras
congeladas ou sob refrigeragao, estas devem ser colocadas em uma
mistura de glicerina a 50%, com salina estéril tamponada, observan-
do-se os procedimentos ja citados em relagdo ao vazamento e a ve-
dacio do frasco.

Na embalagem externa, deve constar o nome do laboratério de
destino, com seu endere¢o completo, bem como o érgdo remetente
e seu endereco.

A amostra deve ser acompanhada de uma ficha de remessa
com os dados epidemiologicos.

Observagao: para que o resultado laboratorial permita a ra-
pida adogio de agoes de controle, as amostras coletadas de animais
suspeitos devem ser rapidamente encaminhadas ao laboratério de
diagnostico.
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3.5 Sugestao de informagdes para a ficha de remessa de
amostras para o laboratdrio de diagnostico de raiva

Modelo de ficha de remessa de amostras

Solicitagido de exame laboratorial para diagnostico de raiva

Remetente:
Endereco:
Cidade: Estado:
Telefone: () Ramal:
Fax: ()
E-mail:

Identificagao do animal:

Data da coleta:
Espécie: () cao ( )gato ( )bovino ( )eqiiino ( )outra

Raga: Sexo: Cor: Idade:
() Morcego (espécie) Hora da coleta:
Local da coleta: () Vivo () Morto

Procedéncia do animal:
Proprietario ou responsavel:

Endereco:

Bairro: Telefone: ( )

Cidade: Estado:

Vacinagdo anti-rabica: () sim () ndo n.c de doses

Ha pessoas agredidas ou que tiveram contato: ( ) sim ( ) ndo quantas:____
Sacrificado: () sim () nao

Sinais anteriores:

Responsavel pela solicitagdo

Observagao: por favor, preencha a ficha comletra de forma e coloque a identificagao
nas amostras.

Enderego para o envio da amostra: Alameda Rodrigues, 416 — Cerqueira César, Sao
Paulo (SP) — CEP: 01418-000.
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Quando a amostra chegar ao laboratério, esta deve ser registrada de
acordo com os critérios do setor de recep¢do de cada laboratorio.

4.1 Técnica histologica (coloragao de Sellers)

Consiste na coloragdo de impressoes de diferentes por¢des do
sistema nervoso central com o corante de Sellers e na pesquisa (por
meio de microscopia dtica comum) da presenca de inclusdes patog-
nomonicas da infecgdo rdbica denominadas corpusculos de Negri,
que sdo concentracdes de proteinas virais que se localizam no cito-
plasma da célula infectada.

As impressoes de fragmentos do tecido nervoso devem ser fei-
tas levemente em uma area de 3cm? As mesmas porgdes utilizadas
para a impressdo devem ser reservadas para a prova bioldgica (em
camundongos ou células). Tal técnica, quando realizada por profis-
sional experiente, proporciona uma sensibilidade de até 90%.

4.1.1 Materiais necessarios

4.1.1.1 Equipamentos:

e microscopio dptico comum.

4.1.1.2 Reagentes:

« alcool metilico absoluto;
o azul de metileno;

o fucsina basica;

o Oleo de imersao.

4.1.1.3 Materiais diversos:
o laminas de vidro para microscopia;
o placas de Petri;

o espatulas de madeira;

papéis de filtro;
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 tesouras e pingas;

« suportes para coloragdo.

4.1.1.4 Corante:
o Solugdo-mae:

Azul de metileno: 10g de azul de metileno + 1.000ml de alcool
metilico.

Fucsina basica: 5g de fucsina basica + 500ml de dlcool metilico.
Preparo do corante de Sellers:

2 partes da solucao de azul de metileno + 1 parte da solugdo de
fucsina basica.

Apds a mistura das duas solugdes, o corante deve ser envasado
em frasco &mbar com tampa esmerilhada. Deixe-o maturar por 48
horas.

« Ajustes do corante de Sellers:
A) Apods a maturagao, convém realizar uma coloragao de prova.

B) Se a impressao ficar avermelhada, devem ser adicionadas
gotas da solu¢ao de azul de metileno.

C) Se os corpusculos de Negri aparecerem com uma cor casta-
nha e as células com um azul muito intenso, deve-se fazer o
ajuste com gotas da solugao de fucsina basica.
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4.1.2 Coloragao

Quando a amostra for conservada em glicerina, os decalques
produzidos serdo insatisfatorios, por causa das dificuldades na ade-
réncia. Para se retirar a glicerina do tecido nervoso, é necesséria sua
lavagem com salina, agitando-se suavemente o preparo com movi-
mentos rotatdrios. A lavagem deverd ser repetida sucessivas vezes.

A) Prepare laminas com impressdes de fragmentos de hipo-
campo, cerebelo, cortex e medula (figura 9). As impressoes
devem ser extremamente finas e, quando houver necessida-
de, o excesso pode ser retirado com papel filtro.

B) Submerja as laminas no corante de Sellers por aproximada-
mente cinco segundos (figura 10).

C) Lave as laminas, rapidamente, em agua corrente e seque-as
a temperatura ambiente (figura 11).

Figura 9. Preparo de impressdes do sistema
nervoso central em laminas

Fonte: Instituto Pasteur
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Figura 10. Imersao da lamina no corante de Sellers

Fonte: Instituto Pasteur

Figura 11. Lavagem da lamina em agua corrente

Fonte: Instituto Pasteur
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4.1.3 Leitura

Os corpuisculos de Negri (figura 12) sdo encontrados princi-
palmente no corno de Amon (hipocampo), nas células de Purkinje
do cerebelo e na medula. Eles podem estar presentes, também, em
um grande numero de 6rgaos, porém nestas estruturas geralmen-
te apresentam pequeno tamanho. Tais inclusdes sdo acidéfilas, com
granulagdes basdfilas.

O corante de Sellers demonstra os corpusculos de Negri dife-
renciados com coloracdo arroxeada e estrutura interna azul-escura
no citoplasma celular, que é corado em rosa.

Quando o tecido cerebral estd em decomposigio, geralmente a
impressdo torna-se avermelhada ou azulada; porém, os corpusculos
de Negri mantém sua coloragao.

A utilizagdo da coloragao de Sellers permite a realizagdo de um
diagnostico diferencial entre raiva e cinomose, visto que a infecgdo
pelo virus da cinomose determina a formagao de inclusdes de Lentz
(figura 13), que sdo intracitoplasmaticas ou intranucleares e baséfilas
e possuem estrutura homogénea. Ressalta-se que o virus que causa a
cinomose pertence a familia Paramyxoviridae, género Morbillivirus.

Figura 12. Inclusées de Negri no citoplasma de neuronios
infectados pelo virus da raiva e no meio extracelular

F 3 " . . ’_.,"

Fonte: Instituto Pasteur
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Figura 13. Inclusées de Lentz no neuronio
infectado pelo virus da cinomose

Fonte: Instituto Pasteur

4.2 Técnica de imunofluorescéncia direta

A técnica de imunofluorescéncia direta com utilizagdo de an-
ticorpos fluorescentes (imunoglobulinas anti-rabicas marcadas com
isotiocianato de fluoresceina = conjugado anti-rabico) se constitui
em um método rapido, sensivel e especifico de diagnosticar a infec-
¢do rabica em susceptiveis. A prova se baseia no exame microscépico
de impressoes de fragmentos de tecido nervoso “tratados” com con-
jugado especifico e submetidos a luz ultravioleta. O antigeno rabico,
reagindo com o conjugado e iluminado com luz ultravioleta (com-
primento de onda de 260 nandmetros), emite uma luz esverdeada
fluorescente.

A sensibilidade da imunofluorescéncia depende do espécime
(espécie animal e grau de autélise) e da experiéncia do profissional
de diagndstico.
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4.2.1 Materiais necessarios

4.2.1.1 Equipamentos:

« microscopio de imunofluorescéncia;
« estufa bacteriologica;

o centrifuga refrigerada;

o geladeira;

o freezer a -200°C;

o balanca;

o destilador;

o timer.

4.2.1.2 Reativos:

o conjugado anti-rabico;

o CVS (challenge virus standard);

o cérebro de camundongo normal (sadio);

e acetona PA;

o glicerina PA;

o cloreto de sddio (NaCL);

« fosfato de potdssio monobisico (KH,PO,);

» fosfato de potdssio dibasico (K,HPO,);

o penicilina e estreptomicina ou gentamicina;

o soro normal de coelho ou de eqiiino ndo imunizados contra
araiva.

4.2.1.3 Materiais diversos:

e pingas pequenas;

o tesouras pequenas;

o lAminas de vidro com extremidades foscas;
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o laminulas;

« pipetas diversas;

o tubos diversos;

o estantes para tubos;

o papel de filtro;

o espatulas de madeira;
e cAmara umida;

o coplin (suporte para laminas).

4.2.1.4 Procedimentos:
o Identifique as laminas.

« Corte fragmentos das diferentes por¢des do sistema nervoso
central (SNC).

 Toque ligeiramente o fragmento na lamina, fazendo dois es-
pacos de aproximadamente 1,5cm? cada, com impressdes na
mesma lamina.

Observacoes:

A) Para caes e gatos, recomenda-se fazer impressdes do corno
de Amon (hipocampo). Para herbivoros e animais silvestres,
utilize fragmentos da medula, do cerebelo e do corno de
Amon para as impressdes.

B) Utilize os fragmentos para o preparo do indculo destinado
a prova bioldgica.

 Deixe secar a lamina por aproximadamente 15 a 30 minutos.

o Fixe a lAmina, no minimo durante 30 minutos, em acetona a
-20°C contida em coplin (este e a acetona devem ser manti-
dos permanentemente em congelador).

o Retire a lAmina da acetona e deixe-a escorrer e secar.
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o Apo0s a secagem, caso nao utilize as laminas proprias para IF,
faga um circulo em torno das impressdes com esmalte, para
reter o conjugado.

o Cubra a impressao mais proxima da identificacdo com a di-
luigao A (cérebro de camundongo normal + conjugado pre-
viamente titulado) e a impressdo mais distante com a dilui-
¢a0 B (CVS + conjugado previamente titulado).

o Incube as laminas por 30 minutos a 37°C em cdmara imida.

 Enxagiie as laminas com solugdo salina tamponada (pH en-
tre 7,2 a 7,5), deixando-as por duas vezes submersas em sali-
na durante dez minutos.

 Enxagiie as laminas com agua destilada, para evitar a forma-
¢do de cristais durante a secagem.

» Seque as laminas.
» Adicione uma gota de glicerina tamponada (pH em 8,5).
» Coloque laminulas nas duas impressoes, A e B.

« Este mesmo procedimento deve ser feito com as laminas de
controle (material positivo e negativo para raiva). O mate-
rial utilizado para controle positivo deve ser o cérebro de
camundongos infectados com material de rua ou a prépria
amostra original positiva.

4.2.2 Leitura das laminas

Nas laminas com a presenga do antigeno poderdo ser obser-
vadas estruturas de cor verde-maca dotadas de brilho intenso. Os
tamanhos destas inclusdes podem ser variados: algumas sao peque-
nas (chamadas de areia ou poeira antigénica) e outras apresentam o
tamanho comparavel ao dos corpusculos de Negri.

Observagao: ndo deverio ser observadas inclusoes fluorescen-
tes nas impressdes com a dilui¢ao B (CVS + conjugado). Tal proce-
dimento é importante para determinar a especificidade do teste e
evitar o falso-positivo.
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4.2.3 Preparo do CVS (Challenge Virus Standard)

Prepare uma diluigdo que contenha 1.000 DL, /mL do virus-
semente.

Inocule 0,03mL, via intracerebral, em camundongos de 21
dias com peso de 11 a 14 gramas.

Colete o sistema nervoso central dos camundongos quando
a maioria deles estiver em fase final de paralisia (de cinco a
seis dias).

Prepare uma suspensao a 20% com o diluente de virus.

Centrifugue o preparo, em condi¢gdes de refrigeracao, a
2.500g durante dez minutos.

Coloque aliquotas em frascos apropriados, de acordo com a
rotina laboratorial.

Mantenha o preparo em condigdes de congelamento, de prefe-
réncia a -70°C.

Observagao: o titulo do CVS produzido nao deverd ser infe-
rior a 10>° DL,, / 0,03mL, lembrando-se que o titulo de um 10°°
DL, /0,03mL significa que nesta diluigdo (1:100.000) temos 1DL_

4.2.4 Titula¢ao do CVS (“trabalho”)

Todo lote de CVS trabalho produzido devera ser titulado, para
que se verifique a viabilidade do produto.

Exemplo:

A partir da suspensdo 1:5 (20%) do lote de CVS trabalho
produzido, faca uma dilui¢do 1:2 e depois diluicdes suces-
sivas de 1:10.

Inocule dez camundongos por dilui¢ao (de 11 a 14 gramas
ou recém-nascidos) a partir da diluicdo 10> a 102

Observe os animais inoculados por 15 dias, anotando o nu-
mero de animais mortos.
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Calcule o titulo do virus por meio do método de Reed &
Miiench.

4.2.5 Preparo do CCN (cérebros de camundongos normais)

Colete o sistema nervoso central de camundongos sadios.
Prepare uma suspensao a 20% com o diluente de virus.

Centrifugue o preparo, em condi¢des de refrigeracao, a 2.500g,
durante dez minutos.

Coloque aliquotas em frascos apropriados, de acordo com a
rotina laboratorial.

Mantenha o preparo em condigdes de congelamento, de prefe-
réncia a -70°C.

4.2.6 Titulaciao do conjugado anti-rabico

Dilua o conjugado, conforme o recomendado pelo laborato-
rio produtor.

Prepare laminas com material positivo com as identificagdes
das diluigdes que devem ser testadas.

Prepare separadamente dilui¢des duplas do conjugado com
CVS e CCN.

Deixe o preparo reagir, a temperatura ambiente, por aproxi-
madamente 15 minutos.

Core as laminas, conforme descrito na técnica de imunofluo-
rescéncia direta.

Para melhor avaliacio, utilize em cada dilui¢do uma lamina
preparada com material negativo, além das positivas.

Quando o titulo do conjugado anti-rabico, sugerido pelo labo-
ratorio produtor, for maior ou igual a 1:100, sugere-se que seja rea-
lizada uma dilui¢do inicial de 1:10 com solugdo salina tamponada
para iniciar a titulagdo (tal diluicdo podera ser aproveitada depois de
estabelecido o titulo ideal).
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Sugestoes de dilui¢des para titulagao:

1.2) Inicie a dilui¢ao em 1:2 (conjugado anti-rabico 1:10 e CN/
CVS) e continue com dilui¢des seriadas em 1:2.

1:2 1:2 1:2
Conjugado 1:10 100pd N 100pd N IOOpl/\ 100ul
+ + + + +
CN 100pl 100pl 100yl 100yl
1:2 1:2 1:2
Conjugado 1:10 IOOpl/\ IOOpl/\ 100ul /\100}11
+ + + + +
CVS 100y 100yl 100yl 100yl
Diluigoes 20 40 80 160

2.2) Inicie a dilui¢do em 1:3 (conjugado anti-rabico 1:10 e CN/
CVS) e continue com dilui¢des seriadas em 1:2.

1:2 1:2 1:2
Conjugado 1:10 100ul N 100pul N IOOpI/\ 100pd
+ + + + +
CN 200ul 100yl 100yl 100pl
1:2 1:2 1:2
Conjugado 1:10 100ul N 100ul N 100}11/\ 100ul
+ + + + +
CVS 200yl 100yl 100yl 100yl
Diluigoes 30 60 120 240

3.2) Inicie a dilui¢do em 1:5 (conjugado anti-rabico 1:10 e CN/
CVS) e continue com dilui¢des seriadas em 1:2.

1:2

1:2

Conjugado 1:10 50ul IOOpI/\ 100l
+ + + +
CN 100ul 100ul 100ul
1:2 1:2
Conjugado 1:10 50ul N 100ul N 100ul
+ + + +
CVvs 100yl 100yl 100yl
Diluigoes 50 100 200
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4.2.7 Avalia¢ao do conjugado
e Observe as laminas a microscopia de fluorescéncia.

e Determine a dilui¢ao ideal, observando a presenca de inclusoes,
sua intensidade de coloracio e a inexisténcia de coloracéo ines-
pecifica (no campo com CCN + conjugado) e a total auséncia
de inclusdes (no campo com CVS + conjugado).

A diluigao determinada serd o titulo de uso do conjugado. Man-
tenha o estoque do conjugado anti-rabico acondicionado de acordo
com as recomendagdes do laboratdrio produtor.

Figura 14. Lamina com impressido de corno de Amon
de animal infectado pelo virus da raiva corado
com conjugado anti-rabico fluorescente

Fonte: Instituto Pasteur
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Figura 15. Lamina com impressio de cerebelo de
animal infectado com o virus da raiva corado
com conjugado anti-rabico fluorescente

Fonte: Instituto Pasteur

4.3 Prova para isolamento do virus rabico em
camundongos (prova bioldgica)

Os animais de laboratdrio tém sido utilizados ao longo dos anos
nos estudos de anatomia, fisiologia, imunologia, virologia e outros,
procedimento que tem permitido importantes avangos no desenvol-
vimento da ciéncia e da tecnologia. A defini¢ao mais simplificada de
um biotério é a de uma instalagdo que atenda as exigéncias do bem-
estar e da saude dos animais que serdo criados ou mantidos. Tais
exigéncias, além do aspecto fisico, se devem aos procedimentos e ao
manejo dos animais. Atualmente, os animais utilizados em experi-
mentos ou para fins de diagndstico devem atender a parametros de
qualidade genética e sanitaria, uma vez que podem ser considerados
“reagentes bioldgicos” e, como tal, os resultados dos experimentos
sdo afetados em razdo da qualidade de cada espécie animal utiliza-
da. Existe em &mbito mundial toda uma legislagdo especifica para o
uso de animais em experimentagdo. Entretanto, o Brasil ndo possui
uma legislacao que efetivamente regule a criacao e o uso de animais
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para a pesquisa e o ensino em ambito nacional. Apesar disso, é na
conduta de cada individuo que trabalha com animais que deve haver
a conscientizacio de minimizar a utilizagdo, a dor, o sofrimento e o
estresse dos animais.

O animal de elei¢do para o isolamento é o camundongo albino
suico, por ser um dos mais sensiveis ao virus rabico. O animal utili-
zado deve ser de boa procedéncia e apresentar bom estado sanitario,
com idade e peso adequados.

4.3.1 Materiais necessarios

4.3.1.1 Equipamentos:

« cabine de seguranca bioldgica;
« centrifuga refrigerada com cagapas de seguranca;
« geladeira;
o freezer (-20°C);
« balanga;
« destilador ou sistema de purificagdo de agua;
o timer.
4.3.1.2 Reativos:
« agua destilada;
« cloreto de sddio (NaCl);
» fosfato de potdssio monobadsico (KH,PO,);
» fosfato de potassio dibasico (K,HPO,);
« penicilina e estreptomicina ou gentamicina;

« soro normal de coelho ou de eqiiino, ndo imunizados
contra a raiva, ou soro fetal bovino.

4.3.1.3 Materiais diversos:
« gral e pistilo;

« tubos para centrifuga;
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o suportes para tubos;
« tesouras e pingas cirurgicas;

« micropipetas e ponteiras para volumes de 200 a
5000uL;

» gaiolas para manutenc¢do de camundongos;
« bebedouros para camundongos;
« ragdo peletizada, propria para camundongos;

« maravalha.

4.3.2 Procedimentos

Preparo da suspensio a 20% para inocula¢io

Pese 1 grama dos diferentes fragmentos do SNC, macere-o em
gral estéril e adicione ao preparo 4mL de diluente de virus.

Centrifugue o preparo de 2.000 a 3.000g durante 15 minutos.
Retire o sobrenadante.

Mantenha o preparo em refrigeracdo (de 2 a 8°C) para inocula-
lo em camundongos, no mesmo dia, por via intracerebral (IC).

4.3.3 Inocula¢ao em camundongos

Realize as inoculagdes IC em camundongos lactentes de até
5 dias (0,01mL por animal) ou em camundongos de 21 dias
de idade com 11 a 14 gramas de peso (0,03mL por animal).

Prepare fichas de identificagdo e de leitura das amostras que
devem ser inoculadas.

Inocule de 8 a 10 camundongos por amostra.

Realize a leitura dos camundongos inoculados diariamente
por 21 dias, no caso de amostras de cdes e gatos, e no minimo
30 dias, no caso de amostras de herbivoros e animais silves-
tres.
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o Anote, nas fichas de leitura, a relagdo dos animais mortos, do-
entes e sacrificados. Colete todos os animais mortos a partir
do quinto dia da inoculagdo e os submeta a prova de IFD.

» Paraainoculagdo, deverdo ser utilizadas, preferencialmente,
seringas descartaveis de ImL que permitam a dosagem de
0,03mL e agulhas de calibre 13x4,5, no maximo.

Ao final da prova, os animais deverao ser sacrificados com
a utilizacdo de equipamentos adequados a eutanasia de ani-
mais ou mediante a inalacdo de éter etilico ou cloroférmio,
observando-se as boas praticas laboratoriais.

Observacio:

1. As amostras originais recebidas para o diagndstico labora-
torial deverao ser guardadas em congelador (freezer) até o término
das provas.

2. Os animais inoculados devem ser mantidos em observaciao
em area ou local préprio (biotério de experimenta¢ao ou infectdrio)
separado das demais dependéncias do laboratério. Nao devem ser
mantidos na area de criacio animal.

Inicialmente, em 1975, as células BHK-21 foram utilizadas em
muitos laboratérios na rotina de diagndstico, porém néo apresenta-
ram a mesma sensibilidade dos camundongos para a prova de isola-
mento do virus da raiva. As células de neuroblastoma, identificadas
na American Type Culture Collection (ATCC) como CCL 131, sdo
utilizadas, atualmente, em muitos paises para o diagndstico da raiva.
Tal linhagem celular ¢ sensivel ao virus de rua, sem nenhum grau de
adaptacdo. A replicacdo do virus da raiva nestas células é revelada
pela técnica de anticorpos fluorescentes. O resultado do teste pode
ser obtido a partir de 18 horas de incubagdo da mistura células +
virus (um ciclo de replicacido do virus nas células); porém, a leitura é
realizada, geralmente, apds 48 horas.

Este teste ¢ tao sensivel como a inoculagdo em camundongos
e, uma vez existindo a unidade de cultivo celular no laboratério, é
um teste mais econdémico do que o realizado em camundongos, pois
fornece resultados com maior rapidez.
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Figura 16. Camundongo inoculado com amostra

positiva para raiva apresentando aerofobia

Fonte: Instituto Pasteur

Figura 17. Camundongo inoculado com amostra
positiva para a raiva apresentando paralisia

Fonte: Instituto Pasteur
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4.4 Prova para Isolamento do Virus Rabico em Cultivo
Celular

Utilizado no diagnéstico laboratorial da raiva como um se-
gundo teste para confirmagdo dos resultados obtidos pela técnica
de imunofluorescéncia direta, em casos de suspeita de raiva em ani-
mais, a técnica de isolamento e identificacdo viral com utilizagdo
de células de neuroblastoma de camundongo (N2A) e anticorpos
fluorescentes (imunoglobulinas anti-rabicas marcadas com isotio-
cianato de fluoresceina = conjugado anti-rabico) é um método mais
rapido, simples e de custo menos elevado de isolamento do virus da
raiva. A técnica se baseia na inocula¢ao de suspensodes de sistema
nervoso central (SNC) em placas utilizando células, seguida pelo
exame microscopico da célula “tratada” com conjugado especifico
e submetida a luz ultravioleta. O antigeno rabico, reagindo com o
conjugado e iluminado com luz ultra (comprimento de onda de 260
nanOmetros), emite uma luz esverdeada fluorescente.

A sensibilidade da técnica depende do uso de célula com boa
morfologia, da experiéncia do profissional na realiza¢ao da técnicae,
principalmente, da leitura das placas.

4.4.1 Materiais necessarios
4.4.1.1 Equipamentos:
« cabine de seguranca bioldgica - classe A, II tipo;
« incubadora de CO, a 37°C;
« microscopio de fluorescéncia invertido;
« microscopio 6tico invertido;
« pipetador automatico para pipetas de vidro;
« bomba de vicuo;
o banho maria para 56°C;
« geladeira;

* freezer a -20°C;
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« agitador magnético;
« sistema de purificagdo de agua (Milli-Q);
« balanca analitica.
4.4.1.2 Reativos:
» agua destilada;
o tripsina a 0,2% e versene a 0,02% (ATV);
» aminodcidos nao essenciais;
« antibidtico (sulfato de gentamicina);
« dimethiyl sulfoxide (DMSO);
« conjugado anti-rabico;
¢ acetona a 80%;
« glicerina tamponada;
« reagente para preparo da solugdo salina tamponada;
« dihidrogenofosfato de sédio (NaH,PO,.H,0);

« di-sdédio hidrogénio fosfato dodecahidrato
(Na,HPO,.12H,0);

e cloreto de s6dio (NaCl).
4.4.1.3 Materiais diversos:
» garrafas de plastico;
« microplacas de 96 wells;
« micropipetadores multicanais (8) de 20-200ul;
« pipetas de vidro ponteiras;
« tubos de 1,5mL para alicotar aminodcidos e gentamicina;

« tubos conicos de plastico de 50mL para alicotar soro fe-
tal bovino e ATV;

o becker.
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4.4.2 Procedimentos

Preparo das suspensdes do SNC

Prepare uma suspensio de tecido cerebral a 20% - 0,6g de
tecido + 2,4mL de diluente (1ml de gentamicina e 20ml de
soro fetal bovino, completando o preparo com quantidade
suficiente para 1000ml de solugdo fisiolégica a 0,85%).

Deixe o antibiotico agir por 1 hora.

Centrifugue o preparo por 30 minutos em 3000rpm (1400g)
a4°C.

Separe o sobrenadante como suspensdo para a inoculagdo
em célula.

Preparo da suspensio celular

Células N A mantidas no laboratdrio sio resuspensas em
10mL de meio (5x105 células/mL) contendo 10% de soro
fetal bovino, 30pL de antibidtico (gentamicina) acrescido de
30uL de aminoacido.

Preparo da placa

Em cada 3 orificios da placa, inocule 1 suspensao de amostra
de quirdptero, adicionando 40uL por orificio (para a suspen-
sdo ficar na concentragio de 4%). Juntamente com as amos-
tras de rotina, também serdo aplicados na placa um controle
positivo (amostra fixa - CVS) e controles negativos (somente
célula e outro com cérebro normal de camundongo - CN).

Em seguida, adicione 160puL de meio de cultura contendo
30uL de antibidtico [3X] e 30puL de aminodcido para cada
10ml de meio preparado.

Deve-se homogeneizar o material adicionado na placa.

Em cada orificio da placa, adicione 100uL da suspenséo ce-
lular (com meio preparado igual a etapa citada), na qual a
célula é mantida com repiques sucessivos no laboratorio.

Incube a placa a 37°C em cdmara umida com CO, a 5% por
96 horas.
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o Apos esse tempo, remova o material da placa utilizando uma
bomba de suc¢io.

o Fixe as células em acetona gelada a 80% (200uL por orificio)
e incube o preparo por 15 minutos em banho de gelo (a ace-
tona deve ser mantida permanentemente em congelador).

 Despreze a acetona.
« Seque os orificios da placa.

o Acrescente 40uL do conjugado anti-rabico (previamente titu-
lado) por orificio e incube o preparo a 37°C por 60 minutos.

« Despreze o conjugado.

 Enxdgiie a placa por submersao, 3 vezes, em soluc¢io salina
tamponada — pH 7,4.

« Enxdgiie a placa por submersao, 3 vezes, em agua destilada.
o Seque a placa.

 Adicione 50puL de glicerina tamponada (pH 8,5) em cada
orificio.

Leitura das placas

« Examine as placas em microscopio invertido de luz ultravio-
leta.

« Nos orificios com presenca de antigeno poderao ser observa-
das estruturas de cor verde-maca, dotadas de brilho intenso. O
tamanho das inclusoes pode ser variado: algumas sao peque-
nas, chamadas de areia ou poeira antigénica, e outras apresen-
tam o tamanho comparavel ao dos corpusculos de Negri.

Observacdes

Nio deverdo ser observadas inclusdes fluorescentes nos ori-
ticios contendo os controles negativos (CN e somente célula); este
procedimento é importante para determinar a especificidade do
teste e evitar o falso positivo. No controle positivo (CVS), deverao
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ser observadas inclusdes fluorescentes, sendo este procedimento im-
portante para determinar também a especificidade do teste e evitar
falso negativo.

Todo o procedimento de repique celular e inoculagéo das sus-
pensdes em célula deve ser realizado dentro de cabine de seguranga
bioldgica classe A II, exclusiva para cada um desses procedimentos.
Todos os materiais utilizados devem ser estéreis.

4.5 Tipificagao antigénica pela técnica deimunofluorescéncia
indireta com anticorpos monoclonais

Os centros colaboradores da OMS, da Opas e de instituigoes
privadas disponibilizam, para a tipificagdo antigénica, varios painéis
de anticorpos monoclonais. Cada um dos painéis tem poder de re-
solugdo diferente e, em fun¢ao disso, ha a necessidade de adogao de
um unico painel para uma regiao.

O Centro Pan-Americano de Zoonoses (Cepanzo)/Opas e o
Centers of Disease Control and Prevention (CDC), em Atlanta (EUA),
realizaram estudos com amostras virais isoladas nos diferentes paises
das Américas durante o periodo de 1987 a 1992. Com tais dados, os
referidos drgaos selecionaram um painel reduzido, composto de oito
anticorpos monoclonais, que permite detectar as cepas mais comuns
de raiva da América Latina.

Todos os anticorpos monoclonais foram preparados pela imu-
nizagdo de camundongos com amostras vacinais ERA/SAD e devem
ser titulados com esses virus ou com virus CVS. Para os laboraté-
rios de diagnostico é encaminhado 1mL da diluigdo 1:10 de cada
um dos oito anticorpos monoclonais, sendo que o titulo de trabalho
dos anticorpos é, aproximadamente, 1:1000. Cada um deles deve ser
diluido a 1:100 em emem, com 10% de soro fetal bovino, 25mm de
tampao hepes e Imm de azida sddica. Essas dilui¢oes sdo estaveis
por um ano a 4°C.

A partir dessa solucio estoque, devem ser testadas diluicdes se-
riadas de cada um dos anticorpos monoclonais (por exemplo: 1:500;
1:1000; 1:1500) para determinar, de acordo com cada laboratério, a
diluicdo de trabalho. Esta dilui¢do ideal de trabalho serd estabelecida
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como a dilui¢ao na qual a intensidade de brilho seja de 3+ a 4+ para
cada anticorpo monoclonal.

As laminas preparadas para o estudo das amostras devem ser
providenciadas a partir do cultivo de células de neuroblastoma mu-
rino ou de decalques a partir de cérebros de camundongos infecta-
dos com a amostra em teste.

Decalques em laminas de amostras originais de SNC poderao
ser utilizados desde que apresentem distribui¢ao de antigeno rabico
em 75% a 100% dos campos pesquisados por meio da IFD. Ressalta-
se que alguns anticorpos monoclonais podem produzir resultados
variaveis em decalques preparados com amostras originais de SNC.

4.5.1 Materiais necessarios

4.5.1.1 Equipamentos:

« microscopio de imunofluorescéncia;

« estufa bacterioldgica;

o geladeira;

o freezer (a -20°C);

o timer.

4.5.1.2 Reativos:

o painel de oito anticorpos monoclonais (Mcl);
« conjugado anti-camundongo;

o acetona PA;

o glicerina PA;

o cloreto de sédio (NaCL);

+ fosfato de potdssio monobdsico (KH,PO,);
+ fosfato de potassio dibasico (K,HPO);

o meio de cultura (MEM).
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4.5.1.3 Materiais diversos:

pingas pequenas;

tesouras pequenas;

laminas de vidro marcadas com extremidades foscas;
laminulas;

pipetas diversas;

estantes para tubos;

papel de filtro;

cAmara umida;

coplin (suporte para laminas).

4.5.1.4 Procedimentos:

Prepare quatro laminas com dois campos de leitura ou oito
laminas com um sé campo.

Mantenha-as a temperatura ambiente por 30 minutos.

Fixe as laminas em acetona PA a -20°C por quatro horas ou
durante toda a noite (recomenda-se a utilizagao de laminas
ja demarcadas para IF).

Retire-as da acetona e deixe-as secar por 15 minutos.

1.2 etapa

Coloque 15yl da dilui¢ao de trabalho de cada um dos oito
anticorpos monoclonais em cada decalque.

Identifique as laminas com o nimero de cada anticorpo mo-
noclonal (1,4, 9, 10, 12, 15, 18 e 19).

Incube as laminas a 37°C, por 30 minutos, em cdmara umida.

Retire-as da estufa e lave cada lamina utilizando pisseta com
PBS 0,01M, pH 7,6. Esta fase deve ser realizada com o ma-
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ximo cuidado, para que ndo haja transferéncia de um an-

ticorpo monoclonal de um decalque para outro, quando se
utilizar dois ou mais por lamina.

Lave cada decalque duas vezes.

Deixe as laminas submersas em PBS (0,01M, pH 7,6) por dez
minutos.

Seque-as para a préxima etapa.

2.2 etapa

Coloque em cada decalque cerca de 25 a 30pl de conjugado
anti-camundongo diluido de acordo com titulo ja estabele-
cido pelo laboratdrio.

Incube os decalques a 37°C por 30 minutos.

Retire e lave os decalques conforme o procedimento ante-
rior.

Retire as laminas do PBS e passe-as em agua destilada.

Seque e monte as laminas com glicerina tamponada (pH 8,5)
e laminulas.

Realize sua leitura em microscopio de IF, estabelendo os pa-
droes de acordo com o quadro apresentado a seguir (MAT-
TOS, C.; MATTOS, C., 1998).
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Padroes de reacao das diferentes variantes
antigénicas com os anticorpos monoclonais

Anticorpos Cl | C4 | C9|Cl0/CI2|C15|CI18 C19 AgV
monoclonais
CVS/ERA SAD/
+ |+ |+ |+ |+ | + | + | + |Lab.

Past
Perro/mangosta + |+ |+ |+ |+ |+ - + 1
Perro + | + - + |+ | + - + 2
Vampiro - + |+ |+ |+ - - + 3
Tadarida

o - + |+ |+ |+ - - - 4
brasiliensis
Vampiro - + |+ |+ |+ |V - \4 5
Lasiurus cinereus v | + + + + - - - 6
Zorro de Arizona + + + - + + - + 7
Zorrillo centro/sur? | - + |+ |+ |+ |+ |+ |+ 8
Tadarida Br. mex. + |+ |+ |+ 0+ - - - 9
Baja SC zorrillo + |+ |+ |+ - + - + | 10
Vampiro - + + |+ - - - + 11

Fonte: Mattos, C.; Mattos, C. (1998).
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A neutralizagdo viral é definida como a perda da capacidade
infectante da particula viral pela reacdo com um anticorpo especifico.

O soro de animais que se recuperam de uma infecgdo viral ge-
ralmente contém imunoglobulinas, que sdo capazes de diminuir ou
inibir a capacidade infecciosa do agente causal. Esses anticorpos neu-
tralizantes sdo altamente especificos e responsaveis pelo efeito prote-
tor do soro imune e estdo dirigidos contra determinantes antigénicos
da superficie do virus, que intervém no processo de adsor¢ao a célula.
Pode-se concluir que a soroneutralizagao ¢ a técnica mais sensivel e
especifica para a caracterizagao viral por métodos soroldgicos.

O principio bésico consiste em misturar diluigdes apropriadas
de soro e virus, incuba-los sob determinadas condicdes e inocular
a mistura em um sistema sensivel (ovos embrionados, animais de
laboratdrio ou cultivos celulares). O virus ndo neutralizado pode
produzir um efeito como morte, lesdo especifica (pocks) em ovos
embrionados, efeito citopatico, etc.

As condigdes de incubagao - como o tempo, a temperatura, o
pH, a presenca de complemento — podem interferir no processo de
neutralizacio.

O teste de neutralizacdo é freqlientemente usado para:

o identificagdo de cepas isoladas mediante a utiliza¢ao de anti-
soros especificos fornecidos por 6rgaos de referéncia;

o diagnostico de infecgdes virais mediante a demonstragdo do
aumento de titulo de anticorpos especificos na evolugdo de
uma doenga (sorologia pareada);

o determinagdo do nivel de protegao individual ou populacional.

Ha dois métodos para se realizar uma prova de soroneutra-
lizacdo.

Método [3: virus constante/soro diluido:

Este método apresenta a vantagem de requerer pequena quan-
tidade de soro. E bastante util para demonstrar diferentes niveis de
anticorpos neutralizantes em soros coletados na fase aguda da doen-
¢a e durante o periodo de convalescenga.
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Para a padronizagdo deste teste, é necessario determinar o ti-
tulo infeccioso do antigeno viral no sistema no qual se realizard o
teste. O titulo serd determinado pela utilizagdo da férmula de Reed
& Miiench.

DP = _ % infectado >50% - 50% X FD
% infectado > 50% - % infectado < 50%

Onde: DP
FD

distancia proporcional;
fator de diluicao.

Apds a determinagdo do titulo infeccioso, devera ser calculada
a dilui¢do que possui o numero fixo de DL, ou DICT, . Geralmente
sdo utilizados testes que usam 100 DL, ou 100 DICT, .

Neste método, portanto, adiciona-se uma quantidade fixa de
virus (medida por titulagdes anteriores) a dilui¢oes varidveis de um
soro-problema e inoculam-se sistemas sensiveis. A mais alta diluicao
do soro que protege o sistema sensivel da infec¢do é denominada
titulo soroneutralizante.

Método o soro constante/virus diluido:

Diferentes concentra¢des (diluicoes) de virus sdo misturadas a
uma concentracao fixa de soro que, apds a incubagao, sio inoculadas
em sistemas sensiveis. O indice de soroneutraliza¢do (IN) é a dife-
renga entre o titulo do virus na presenga de soro-controle negativo e
o titulo do virus na presen¢a do soro-problema.

O teste de soroneutralizacao pode ser utilizado, também, para
identificagdo de cepas isoladas, desde que sejam realizadas provas
com anti-soros de referéncia.

O virus em estudo, usado na dilui¢dao que contém 100 DICT, ,
deve ser misturado a quatro unidades neutralizantes dos soros de
referéncia. Estas misturas, por sua vez, devem ser inoculadas (apds
a incubagdo) em um sistema adequado. A sobrevivéncia deste sis-
tema implica a protegdo e, conseqilentemente, a identidade com o
respectivo soro de referéncia. A atividade neutralizante de um soro
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também pode ser determinada pelo teste de reducio de placas, com
certos virus que produzem um rapido efeito citopatico.

E importante lembrar que qualquer teste de neutralizacio s6
podera ser considerado se todos os controles de prova forem execu-
tados. Assim, por exemplo, no teste de soroneutralizagido em células,
que é o mais utilizado, devera haver soro positivo e soro negativo,
controle de células e controle de dilui¢do de virus.

5.1 Avaliagao soroldgica para raiva

A determinagdo dos anticorpos neutralizantes (AcN) deve ser
realizada em amostras de soros coletados dez dias ap6s a tltima dose
de vacina (ou a qualquer momento) de individuos previamente imu-
nizados e expostos ao risco de contrair a raiva. Todos os individu-
os pertencentes aos grupos de risco que freqiientemente estio em
contato com o virus rabico devem ser avaliados a cada seis meses.
De igual forma, uma dose de reforgo vacinal deve ser administra-
da sempre que o titulo de anticorpos estiver abaixo de 0,5UI/mL. A
Organizagao Mundial da Saude considera que um titulo igual ou su-
perior a 0,5Ul/mL representa um estado imunitario suficiente para
proteger individuos expostos ao risco de contaminagdo pelo virus
rabico. Ressalta-se, no entanto, que os anticorpos nao sao elementos
exclusivos de protegdo (resposta imune humoral), visto que agem
simultaneamente na presenca da imunidade celular. Um titulo ele-
vado de anticorpos significa prote¢do, porém um titulo baixo nao
significa que o individuo esteja necessariamente desprotegido, tendo
em vista a atuacdo da imunidade celular.

O primeiro teste para titulagdo de anticorpos foi desenvolvido
por Webster & Dawson, em 1935, sendo realizado em camundongos
e considerado um bom parametro para avaliagdo de imunidade anti-
rabica. Face a necessidade de um grande nimero de animais, ao alto
custo e a demora na obten¢do dos resultados (15 dias), varios outros
métodos foram desenvolvidos, tais como: a rea¢ao de imunofluores-
céncia indireta (Rifi) e contraimunoeletroforese (Ciep), bem como o
teste rapido de inibicao de focos fluorescentes (RFFIT).

Por meio de testes comparativos, verificou-se que o RFFIT pos-
sui uma boa correlagdo com a prova de soroneutralizagdo em ca-
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mundongos, possuindo a vantagem de ser mais rapido e apresentar
maior reprodutibilidade.

Mais recentemente, o Instituto Pasteur de Sao Paulo desenvol-
veu um teste simplificado de inibi¢do de focos fluorescentes (SFI-
MT), que vem sendo utilizado rotineiramente na avaliacdo de anti-
corpos de humanos vacinados contra a raiva.

5.1.1 Colheita do soro

Deve-se coletar uma amostra de sangue de, no minimo,
5mL.

Preferencialmente, deve-se enviar o soro ja separado (no mi-
nimo 2mL), sendo que ele deve permanecer em condi¢des
de refrigeragdo até o seu encaminhamento ao laboratério,
em frasco hermeticamente fechado.

O sangue total pode ser encaminhado a temperatura ambien-
te, também em frasco hermeticamente fechado, o mais rapi-
damente possivel (no maximo em 24 horas), evitando-se a
hemolise, que apresenta toxicidade para as células.

Os frascos contendo soro ou sangue devem ser perfeitamen-
te identificados com o nome completo do paciente.

5.2 Soroneutralizacao em cultura de células

O método descrito a seguir ¢ o teste simplificado de inibicao de
focos fluorescentes (SFIMT), utilizado no Instituto Pasteur.

5.2.1 Materiais necessarios

5.2.1.1 Equipamentos:

microscépio 6ptico invertido;

microscopio de imunofluorescéncia invertido;
centrifuga;

estufa de CO,;

cabine de seguranga biologica;
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contéiner de nitrogénio liquido;

banho-maria a 56°C.

5.2.1.2 Materiais diversos:

frascos para cultura celular (corning ou similar);

microplacas para cultura celular de 96 orificios (corning ou
similar);

pipetas multicanal.

5.2.1.3 Reativos:

virus PV;

conjugado anti-rabico;

células BHK 21 - clone 13;

soro hiperimune padrio;

meio essencial minimo de Eagle (MEM);

solugdo de tripsina a 0,05% de EDTA;

acetona a 80% em H,O destilada;

tampao de carbonato/bicarbonato (0,05M, pH 8,5);
salina fosfato tamponada (pH 7,3);

glicerina tamponada (pH 8,5);

soro fetal bovino.

5.2.2 Procedimentos

Inative o soro a 56°C, em banho-maria, durante 30 minutos.

Faca duas séries de quatro diluicoes (razdo 2) do soro hiperi-
mune padrao (por exemplo: 200UI/mL) com dilui¢des iniciais
de 1:2000 e 1:3000, respectivamente, em volumes de 100pL.
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Faca seis dilui¢oes dos soros que devem ser testados (razdo
2), a partir da diluicdo de 1:5, em volumes de 100uL.

Adicione 50uL de virus em diluigdo pré-determinada sufi-
ciente para infectar, no minimo, 80% das células.

Incube o preparo a 37°C, durante uma hora, em atmosfera
contendo 5% de CO.,.

Adicione 50pL de suspensao de células BHK-21 (10.000 cé-
lulas/pogo).

Faga uma dilui¢do de virus (razao 2) de 1:1 a 1:8 a partir da
dilui¢do utilizada na placa.

Incube as placas a 37°C, com 5% de Co,, durante 24 horas.

5.2.3 Coloragao com conjugado fluorescente

Retire o meio de cultura da placa por aspiragdo cuidadosa
com bomba de vacuo ou seringa.

Adicione 300pL de acetona gelada (80% em H,O) em cada
orificio da placa e fixe as células durante 15 minutos em ba-
nho de gelo.

Despreze a acetona (por inversao da placa) e a seque em es-
tufa (37°C).

Adicione ao preparo 40pL de conjugado anti-rabico em di-
lui¢ao 6tima estabelecida previamente (em PBS).

Incube o preparo por 1 hora, a 37°C, em cdmara umida.

Lave as placas (trés vezes) por imersdo em PBS durante cin-
co minutos e, em seguida, trés vezes em agua destilada, por
imersao.

Apés a secagem das placas, adicione ao preparo 40uL de gli-
cerina tamponada (pH 8,5).

5.2.4 Leitura

As placas sao lidas em microscopio de fluorescéncia sem char-
riot (com objetiva de 10x) ou diretamente em microscépio de fluo-
rescéncia invertido.
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Os resultados correspondem a dilui¢ao onde ocorrer decrésci-
mo de 50% de infec¢ao. Com treinamento adequado, leituras inter-
medidrias podem ser feitas com bastante seguranca.

Por meio de uma regra de trés, comparam-se os resultados ob-
tidos com o soro-padréo e o soro-teste, para verificacao do resultado
do soro, expresso em unidades internacionais (UI/mL).

Exemplo:

Um soro que tenha titulo por diluigdo de 1:40, em uma prova
na qual o soro-padrio ofereceu resultado 1:16.000, tem titulo de 0,50
UI/mL, calculado da seguinte maneira:

16.000 200UI/mL
40 X

X =0,50 UI/mL

5.3 Soroneutraliza¢cao em camundongos

Como ja foi dito, o teste de soroneutralizagao em camundongos
¢ uma técnica altamente sensivel e especifica para dosagem de anti-
corpos rabicos neutralizantes. Como toda prova bioldgica apresenta
os inconvenientes proprios desta técnica, os camundongos devem
estar dentro das especificagdes de peso, idade e condigdes sanitarias.
Além disso, seu principal fator limitante é o tempo necessario a ob-
tengdo do resultado (15 dias).

O virus CVS deve ser conservado em freezer (-70°C), em nitro-
génio liquido ou liofilizado, para evitar variagdes no titulo e nas DL,
utilizadas. Embora a técnica de soroneutralizagdo seja padronizada
para 32 DL, , é aceitdvel uma variagao de 20 a 70 DL,

5.3.1 Dilui¢ao do soro a ser testado e do soro-padrio
o Inative o soro a 56°C durante 30 minutos.

o Faca uma diluic¢édo seriada do soro na base 5, iniciando com
1:2,5 até 1:312,5.
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Exemplo:

o Distribua o diluente em tubos de 12 x 75mm, colocando
150puL no primeiro tubo e 200uL nos demais.

« Coloque 100puL do soro no primeiro tubo, homogeneize o
preparo e transfira 50uL para o segundo tubo e assim suces-
sivamente, desprezando 50uL do tltimo tubo.

« Dilua o soro-padrio, seriadamente, na base 2, iniciando com
a dilui¢do 1:1.000 até 1:32.000, deixando um volume final,
em cada tubo, igual ao da dilui¢ao dos soros.

5.3.2 Dilui¢ao do virus desafio

o Dilua o CVS (base), de titulo conhecido, iniciando com a di-
luicdo 107 (1:50).

o Asdilui¢oes 107 e 107 serao desprezadas e as dilui¢oes 10
7 até 1077 serdo usadas como controle, objetivando conferir
se as DL, obtidas correspondem as DL_ teoricamente espe-
radas a partir da titula¢ao prévia.

« Prepare uma diluigao do virus que contenha 64 DL, tedricas
em 0,03mL, como exemplificado.

Supondo-se que o virus utilizado tenha um titulo de 107'/0,03
mL, deve-se proceder ao seguinte calculo para se obter uma dilui¢ao
com 64 DL_ (10°°), porque o log de 64 é aproximadamente 1,8.

Exemplo: 107! - 10"® = 10°* = 1:200.000.

Portanto, a diluigio do virus 10> possui 64 DL_;, sendo esta
diluicao igual 1:200.000.

Observagao: a quantidade a ser utilizada deve ser suficiente para
acrescentar 200uL (0,2mL) em todos os tubos do soro a ser testado
e no soro-padrio. Dessa forma, as DL, serdo diluidas a metade (32
DL, ) e as dilui¢des do soro serdo dobradas (1:5; 1:25; 1:125 e 1:625).

 Incube o preparo em banho-maria a 37°C durante 90 minutos.
Deixe-o por dez minutos em banho de gelo e o inocule imediatamente.
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5.3.3 Inoculagio e observagao dos camundongos

« Inocule oito camundongos por diluigao (0,03mL/IC). Inicie
o procedimento com o virus desafio pela maior diluicdo. Em
seguida, inocule o soro-padrao e os soros que devem ser testa-
dos, iniciando o procedimento pela menor diluicao.

» Observe diariamente os camundongos, fazendo anotagdes
em fichas.

5.3.4 Calculos segundo Reed & Miiench

o Calculo do virus

Supondo que os resultados da observagao dos camundongos
tenham sido os seguintes:

= &2 - @ ]
° 2 @» -4 k= -8 g "8 g
8 3 g3 g8 R R .
£ fF fE SE §E §°
= =
o= < E < g 2 S 8 S
= = 8 3 =
1037 8 0 29 0 100
107 8 0 21 0 100
1037 7 1 13 1 92,8
10%7 6 2 6 3 66,6
1077 0 8 0 11 0
Férmula:
Titulo do virus
= log de diluigdo % de mortalidade > 50% - 50% x log do fator
> 50% de | % de mortalidade > 50% - % de sobrevivéncia < 50% de dilui¢ao
mortalidade
Titulo do
Virus = log 10%7 - 66,6-50 x 1
66,6 - 0

Titulo do virus = - 6,7 - 0,25 = -6,95
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Titulo do virus = 10%% DL, /0,03 mL
Subtraia, do titulo tedrico utilizado, o titulo do virus obtido:

10%% - 10* = 10"%, cujo antilog representa as doses letais uti-
lizadas (45 DL, ).

 Calculo do soro em teste e padrdo (exemplo):

®

=) ) @ Y
ja=] @» ] s 9 8 i 'E
S e s 8 s 2 % =3 5
S - =] — ] =3
S = g% g 2 g = > = T X
5 3 g S R = S g 5 <
= < E < s B S 3 2
) S 9 Q =)

] < [97)

1:5 0 8 0 20 100
1:25 0 8 0 12 100
1:125 5 3 5 4 44,4

Férmula:
Titulo do soro =
Log de diluigiao % de sobrevivéncia > 50% - 50% x log do fator
> 50% de | % de sobrevivéncia > 50% - % de sobrevivéncia < 50% de diluigao
sobrevivéncia

Titulo do soro = log (1:25) - 100 -50 x 0,7
10 -44,4

Titulo do soro =1,4 - 0,89 x0,7.

Titulo do soro = 0,77,

cujo antilogaritmo representa a diluigdo que protege 50% dos
camundongos = 1:59 frente a 45 DL, .

Interpretagdo do resultado:

Segundo a OMS, serdo considerados protegidos os individuos
com titulos > ou = 1:25.
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6.1 Conceitos basicos

Da-se o nome de logaritmo de um niimero positivo N, em uma
base B, ao expoente X, que se deve elevar sobre B para se obter N.

Se N = B*

Entéo, o logaritmo, base B, de N, ¢ X.
X = log,N

Onde:

B = base;

N = ntimero;

X = logaritmo.

X =log,N =N = antilog, X

Observagao: os nimeros negativos e o zero nao possuem lo-
garitmo.

Exemplos:
Log9=2 ou 9=3%
Log,,1000 =3 ou 10° = 1000.

Entre todos os possiveis sistemas de logaritmos existem alguns
utilizados. Estes sao:

A) Os logaritmos decimais, comuns ou de Briggs: sdo os de
base 10 e sdao simbolizados por “log”, entendendo-se que a
base ¢ 10.

B) Oslogaritmos naturais ou niperianos: nestes, a base ¢ um nu-
mero irracional (e = 2,712828). Sdo simbolizados por “In’”.

6.2 Operagdes com logaritmos

A) logaritmo de um produto

O logaritmo de um produto ¢ igual a soma dos logaritmos dos
fatores.

Se (A x B), entdo: log (A x B) =log A + log B;
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Log (10) (100) = log 10 + log 100;
Log 1000 =1 + 2;

Log 1000 = 3.

B) Logaritmo de um quociente

O logaritmo de um quociente ¢ igual a diferenca entre o loga-
ritmo do numerador e o logaritmo do denominador.

Log A/B =log A - log B;

Log 100/10 = log 100 - log 10;
Log10=2-1;

Log10=1.

C) Logaritmo de uma poténcia

O logaritmo de uma poténcia ¢ igual ao expoente multiplicado
pelo logaritmo da base da poténcia.

Se A = B*, entao:

Log A =log B* =X log B.
Dado que 100 = 10%

Log 100 = 2 log 10;
Log100=2x1;

Log 100 = 2.

D) Logaritmo de uma raiz

O logaritmo de uma raiz ¢ igual ao logaritmo da quantidade
sub-radical dividido pelo indice.

Se A= "\/ b,
entdo: log A =log B/X;
0= /100

Log 10 = log 100/2;
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Log 10 = 2/2;
Log 10 =1.

6.3 Cologaritmo
Colog, N =log 1/N=log,N=0-log,N=0-log, N =-log, N.
Exemplo: colog  10.000 =log  1/10.000 = -4.

6.4 Estrutura de logaritmo decimal
Log N = um inteiro + (fra¢do decimal < 1);
Log N = caracteristica + mantissa;
LogN=C+(m)e0<(m)<1.

A parte inteira de um logaritmo chama-se caracteristica e deve
ser calculada pelo operador.

A parte decimal de um logaritmo chama-se mantissa e se 1é na
tabua de logaritmos; portanto, a tabua s6 proporciona mantissas, que
sao numeros positivos e menores do que um.

As seguintes regras devem ser seguidas para que se obtenha a
caracteristica:

A) Se o numero N > 1, a caracteristica tem uma unidade a me-

nos que os algarismos de N.

B)Se 0 < N < 1, a caracteristica é igual ao nimero de zeros a
esquerda que tenha N.

0,01 = -2
0,001 = -3
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Caracteristicas de alguns nimeros:

N caracteristica
2962,35 3
26386,35 4
35,20 1
2,24 0
0,0092 -3
0,01 -1

Visto que a mantissa de um logaritmo é sempre positiva, quando
a caracteristica for negativa, o sinal negativo deve ser escrito sobre o
valor da caracteristica, indicando que s6 ela ¢é negativa.

6.5 Obtengao de antilogaritmos

O antilogaritmo (antilog) de um logaritmo ¢ o numero (N), a
que corresponde este ultimo. O seu calculo deve sempre seguir as
regras estabelecidas pelas operagdes com logaritmos.
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Principio basico: o método de R & M admite que qualquer in-
dividuo que tenha reagido a uma dose de determinado estimulo re-
agira a doses mais elevadas e que qualquer individuo que nao tenha
reagido a determinada dose nao reagira as doses mais baixas.

Com base neste principio, procura-se determinar um valor da
dose (X), tal que seja igual tanto para a soma acumulada dos indi-
viduos que reagiram quanto para a soma acumulada dos individuos
que nao reagiram.

DP = % acima de 50% — 50% x log FD
% acima de 50% — % abaixo de 50%

DP = distancia proporcional;

FD = fator de diluicéo.

Titulo: reciproca da diluigdo do virus que afeta 50% das unida-
des-teste; equivale ao nimero de unidades infecciosas/unidades de
volume.

Dose: diluigdo do virus/unidade de volume.
Exemplo: Dict, = 10°/0,1mL.

Dados uteis:

Log2 = 0,30 log7 = 0,85
Log3 = 0,40 log8 = 0,90
Log4 = 0,60 log9 = 0,95
Log5 = 0,70 logl0 =1

Log6 = 0,80
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Todos os reagentes e as solugdes deverao ser preparados em
recepientes adequados, estéreis, utilizando-se agua destilada ou
deionizada. Os sais devem ser muito bem dissolvidos para se obter
uma solucdo homogénea. Deverda sempre ser conferido o pH,
mediante a utilizagdo de pHmetros ou papel indicador.

Solugdo salina a 0,85%:

A) cloreto de sodio 8,5g

B) 4gua destilada ou deionizada ———————1000mL
Solugdo salina tamponada com fosfato de sodio

A) Na HPO,. 12H,0 2,65¢

B) NaH,PO,.H,O 0,36g

C) NaCl 8,17g

D) agua destilada 1.000mL
Solugdo salina tamponada com fosfato de potassio:

A) K HPO, 1,45g

B) KH,PO, 0,22¢

C) NacCl 8,50g

D) agua destilada 1.000mL
Solugdo tampao de carbonato/bicarbonato (pH 9,5):

A) solugdo de carbonato de s6dio a 0,5M ——— 10mL
B) solu¢ao de bicarbonato de s6dio a 0,5M ———— 13mL

Solugdo de carbonato de sddio a 0,5M:
Na,CO, anidro —— 5,3g
Agua destilada ———— 100mL
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Solugéo de bicarbonato de sddio a 0,5M:

Glicerina tamponada:

Acetona a 80%:

Diluente de virus:

ou

Na,HCO3 4,2¢

Agua destilada 100mL

A) glicerina PA 9mL

B) tampao de carbonato/bicarbonato de
sédio a 0,5M ImL

A) acetona PA 80mL

B) 4gua destilada 20ml

A) soro normal de coelho ou de
equino 2mL

B) sulfato de gentamicina _ (4mg por
100mL)

C) solucio salina 97mL

D) soro normal de coelho ou de

equino 2mL
E) penicilina 50.000U1
F) estreptomicina 200mg

G) solu¢io salina 97mL
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