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a deteccdo do virus rabico em amostras animais armazenadas por
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RESUMO

A utilizacdo de métodos sensiveis e especificos para o diagnostico da raiva
constitui uma importante ferramenta para o controle e profilaxia dessa
enfermidade. A Reacdo em Cadeia pela Polimerase através de Transcriptase-
Reversa (RT-PCR) tem sido utilizada com bons resultados no diagnostico do
virus rabico, mesmo quando as amostras estdo em estagio de decomposicao.
Adicionalmente as técnicas moleculares tém sido utilizadas para estudos
epidemiolégicos possibilitando um melhor conhecimento da epidemiologia viral.
O presente trabalho teve como objetivo avaliar as técnicas de RT-PCR e hnRT-
PCR para a deteccdo do virus rabico em estudos retrospectivos, para isso
foram avaliadas 101 amostras cerebrais de diferentes espécies animais
armazenadas por diferentes periodos, recém-descongeladas e mantidas em
temperatura ambiente por 72 horas para decomposicdo. Os resultados das
técnicas de RT-PCR e hnRT-PCR foram comparados com resultados prévios
da Imunofluorescéncia Direta (IFD) e Inoculagcdo Intracerebral em
Camundongos (IC). Das 50 amostras positivas testadas, 26 (52%)
apresentaram resultados positivos para a RT-PCR e 45 (90%) com a
associacdo da hnRT-PCR quando realizadas em amostras recentemente
descongeladas. Das amostras em decomposicdo foram analisadas 48
previamente positivas; onde 17 (34,3%) apresentaram resultado positivo para a
RT-PCR e 36 (75%) com a associacdo da hnRT-PCR. Nao foram encontrados
resultados falso-positivos nas amostras negativas submetidas as técnicas de
biologia molecular. A hnRT-PCR apresentou maior sensibilidade em relagéo a
RT-PCR nas amostras recém-descongeladas e em decomposicdo. Os
resultados sugerem a viabilidade de sua aplicacdo em estudos retrospectivos

em materiais descongelados e decompostos.



Palavras-chave: Decomposicdo, Estudos retrospectivos, Heminested RT-PCR,

PCR, Raiva, Virus rébico.
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ABSTRACT

The use of methods, both sensitive and specific, for rabies diagnosis are
important tools for the control and prophylaxis of the disease. Reverse-
Transcriptase Polymerse Chain Reaction (RT-PCR) has been used in rabies
diagnosis with good results, even in decomposed materials. Additionally,
molecular techniques have been used for epidemiological studies and better
knowledge of viral epidemiology. The aim of this work was to evaluate the RT-
PCR and hnRT-PCR in rabies virus detection in retrospectives studies. RT-PCR
and hnRT-PCR were evaluated in 151 brain samples from different animal
species, thawed and left at room temperature for 72 hours for decomposition.
The RT-PCR and hnRT-PCR results were compared with preview results from
Fluorescent Antibody Test and Mouse Inoculation Test. From the 50 positive
fresh samples, 26 (52%) were positive for RT-PCR and 45 (90%) for hnRT-
PCR. From the 48 positive decomposed samples, 17 (34, 3%) were positive for
RT-PCR and 36 (75%) for hnRT-PCR. No false-positives results were found in
the negatives samples submitted to the molecular techniques. These results
show that the hnRT-PCR was more sensitive than RT-PCR, and both
techniques presented lower sensibility in decomposed samples. The hnRT-PCR
presented greater sensibility than the standards techniques (IFD e IC) in
decomposed materials for rabies diagnosis. These results suggest the viability
of the application of molecular techniques in thawed and decomposed materials

for retrospective studies.

Key—words: Decomposition, Heminested RT-PCR, PCR, Rabies, Rabies virus,

Retrospectives studies.



1. INTRODUCAO

A raiva é uma enfermidade infecto-contagiosa de carater zoondético
responsavel por milhares de mortes de seres humanos e animais em todo o
mundo. A utilizacdo de métodos diagndsticos sensiveis e especificos, e a
caracterizagdo epidemiolégica do virus rdbico sdo importantes ferramentas
para seu controle e profilaxia. A técnica de RT-PCR tem sido utilizada com
éxito no diagndstico da raiva, mesmo nas amostras em estado deficiente de
conservacao, possibilitando adicionalmente a caracterizacdo epidemiologica do
virus através da analise de seus produtos. Este trabalho pretendeu avaliar as
técnicas de RT-PCR e heminested RT-PCR para a deteccdo do genoma do
virus rabico em amostras animais armazenadas por diferentes periodos e

submetidas a decomposicéo.



2. REVISAO DA LITERATURA

A raiva é uma enfermidade de origem viral, carater zoondético, que cursa
com sintomatologia nervosa e praticamente 100% de letalidade. A transmisséo
ocorre por meio de mordeduras e arranhdes em contato com a saliva de
animais infectados podendo, também, ocorrer a infeccdo pela inalacdo de
particulas virais. E responsavel anualmente por cerca de 55.000 mortes e 10

milhdes de tratamentos pds-expositivos em todo o mundo (WHO, 2006).

E considerada uma das mais antigas enfermidades noticiadas em
humanos. Sua correlacdo com a mordida de “cachorros loucos” € relatada no
codigo de Eshmuna na Babilénia no século 24 a.C. (RUPPRECHT et al., 2002),
porém somente no século 19 obteve-se a confirmagdo de seu modo de
transmissdo, época também em que Louis Pasteur desenvolveu a primeira
vacina anti-rabica através da obtencao do virus fixo por atenuacédo do virus de
rua (KOPROWSKI, 1995).

O agente etioldgico da raiva € um RNA virus pertencente a ordem
Mononegavirales, ao género Lyssavirus, familia Rhabdoviridae (PRINGLE,
1991). Apresenta forma cilindrica (projétil) com didmetro de 45 a 100 nm e
comprimento de 100 a 430 nm, revestido por um envelope constituido de uma
membrana lipoproteica apresentando projecdes de glicoproteina viral. Possui
RNA de fita simples, linear, ndo segmentado e com polaridade negativa
(WOLDEHIWET, 2002).

O RNA viral compreende cinco genes que codificam cinco diferentes
proteinas. A Nucleoproteina (N), altamente conservada, essencial para a
propagacéo viral e um importante alvo para diagnéstico; a glicoproteina (G) que
participa da adsorcdo viral e funciona como um alvo para a produgdo de
anticorpos neutralizantes; a polimerase (L) que participa da sintese do RNA
viral; a fosfoproteina (P) importante na replicacdo, transcricdo e transporte
axoplasmatico e a proteina de membrana (M) ou matriz proteina (RUPPRECHT
et al., 2002).



Através do sequenciamento e da andalise do gene que codifica a
nucleoproteina estabeleceu-se a classificacdo do género Lyssavirus em seis
diferentes gendtipos. No gendtipo 1 encontram-se as cepas classicas dos virus
rabicos, e nos cinco demais os chamados “virus rabicos relacionados”; Lagos
Bat Virus (gendtipo 2), Mokola Virus (gendtipo 3), Duvenhage Virus (genétipo
4), European Bat Lyssaviruses - EBL1 (gendtipo 5) e EBL2 (gendtipo 6)
(BOURHY et al.,1993).

Em 1996 sugeriu-se a existéncia de um sétimo gendtipo, Australian Bat
Lyssavirus (ABL), isolado de morcegos frugivoros na Australia (GOULD et al.,
1998); e mais recentemente considera-se a existéncia de quatro novos
gendtipos: Aravan, Khujand, Irkut e West Caucasian Bat Virus (VASQUEZ-

MORON et al., 2006), perfazendo um total de 11 gendétipos para o virus rabico.

A sequéncia de aminoacidos encontrada na proteina N € a mais
conservada entre os diferentes genoétipos. Por esse motivo, o gene N é 0 mais
analisado nos estudos filogenéticos do virus rabico (BOURHY et al.,1993),
embora o gene responsavel pela codificacdo da glicoproteina (gene G) também

seja bastante estudado em razao de suas propriedades antigénicas.

A analise da sequéncia do gene que codifica a glicoproteina (G) descrita
por Badrane et al. (2001), mostrou evidéncias de que os Lyssavirus podem
ainda ser divididos em dois filogrupos com diferentes caracteristicas de
patogenicidade e imunogenicidade. No primeiro filogrupo encontram-se 0s
genotipos 1, 4, 5, 6 e 7, enquanto o segundo filogrupo compreende os
genotipos 2 e 3. Os virus representantes do primeiro filogrupo demonstraram
ser patogénicos em camundongos através de inoculacéo por via intracerebral e
intramuscular, enquanto os virus do segundo filogrupo apresentaram

patogenicidade apenas através da via intracerebral.

Todos os mamiferos séo susceptiveis ao virus, em especial os da ordem
Carnivora e Chiroptera. Os cées e gatos sdo os agentes do ciclo urbano da
raiva. No ciclo silvestre, que acomete principalmente animais silvestres e de

criacdo, 0s animais que atuam como reservatorios e transmissores variam de



acordo com a regido (WOLDEHIWET, 2002). Na América Latina os morcegos
hemat6fagos sédo o0s principais responsaveis pelo ciclo silvestre, provocando
importantes perdas economicas (ARELLANO-SOTA, 1988) e se caracterizando
como importantes transmissores da raiva humana (DE MATTOS et al., 1999;
WARNER et al., 1999; Rosa et al., 2006; SATO et al.,2006).

Atualmente os morcegos ndo hematoéfagos vém apresentando uma
importancia emergente (FAVI et al., 2002). No Brasil, variantes do virus rabico
foram isoladas ndo apenas dos morcegos hematéfagos, mas também de
morcegos frugivoros e insetivoros (CUNHA et al., 2005; LANGONI et al., 2005).
Até o presente momento, no entanto, ndo existem relatos de casos de infeccao

humana por variantes de morcegos insetivoros (KOBAYASHI et al., 2005).

O programa de vacinacao anti-rabica anual para cédes e gatos permitiu o
controle do ciclo urbano. Foi registrado um decréscimo de 82% nos casos de
raiva em humanos entre os anos de 1993 e 2002 nas Américas (BELOTTO et
al., 2005). No entanto, o ciclo silvestre vem adquirindo importancia cada vez
maior. No ano de 2004 foram registrados 29 casos de raiva em humanos no
Brasil sendo que 23 destes foram transmitidos por morcegos hematéfagos. E
em 2005 todos os casos de raiva animal registrados no Estado de S&o Paulo
foram diagnosticados em animais de interesse econémico ou animais silvestres
(INSTITUTO PASTEUR, 2006a-b). Esse aumento do nimero de casos no ciclo
silvestre pode resultar no acometimento de diversas espécies animais e até
mesmo humanos, além de acarretar em grandes prejuizos econdmicos (DE
MATTOS et al.,1999; SCHAEFER et al., 2002; ROMJIN et al., 2003).

O virus rabico apresenta carater neurotropico e provoca uma infeccao
aguda no sistema nervoso central. O virus pode se replicar nas fibras
musculares no local da lesdo antes de atingir os nervos periféricos, de onde
migra até o sistema nervoso central através dos neurbnios motores e
sensoriais. Ao atingir o sistema nervoso central ocorre uma intensa replicacéo
seguida pela migracdo centrifuga a partir da qual o virus pode ser encontrado

nas glandulas salivares, humor aquoso e pele (KOPROWSKI, 1995).



A enfermidade € caracterizada por uma disfuncdo progressiva do
sistema nervoso central, e deve fazer parte do diagndstico diferencial de
qualguer paciente com sinais de comprometimento neurologico. Para o
diagnéstico deve-se considerar a historia clinica, epidemiologia e
sintomatologia. O diagndstico definitivo, porém, s6 pode ser realizado através
de exames laboratoriais, que devem ser rapidos, sensiveis, especificos e de

baixo custo.

A primeira prova laboratorial para o diagndstico da raiva a ser utilizada
foi a pesquisa de inclusdes citoplasmaticas, os Corpusculos de Negri, em
células nervosas descrita por Sellers e Fellow em 1927. A presenca dos
Corpusculos de Negri € patognoménica, mas a deteccdo de sua presenca
através das técnicas de histopatologia é possivel em somente 50 a 80% dos
animais positivos (WOLDEHIWET, 2005).

Essa técnica foi entdo substituida pela Imunofluorescéncia Direta (IFD)
descrita por Goldwasser e Kisling em 1958. A IFD é até hoje o procedimento
mais utilizado para a deteccéo do virus rabico, devido ao fato de ser rapida, de
baixo custo e simples de ser realizada; além de apresentar elevada
sensibilidade (BOURHY et al., 1989).

Um Unico teste, no entanto, com resultado negativo ndo descarta a
possibilidade de infecgdo. Por isso a IFD deve ser realizada simultaneamente
com a inoculacdo do material suspeito, por via intracerebral (IC), em
camundongos de 3 a 4 semanas de idade (OIE, 2004). O método da IC foi
desenvolvido por Webster e Dawson em 1935 e € capaz de detectar pequenas
quantidades de virus rabico, permitindo seu isolamento para posteriores
estudos. O isolamento viral em culturas celulares, como células de
neuroblastoma de camundongos (N2A), pode ser utilizado com a mesma
finalidade (RUDD e TRIMARCHI, 1989).

A Organiza¢cdo Mundial da Saude (WHO) recomenda os métodos de IFD
e de IC ou isolamento viral em culturas celulares para o diagnostico da raiva. A

IC deve ser realizada em paralelo com a IFD e a técnica de imunofluorescéncia



deve ser ainda utilizada para a confirmacdo dos resultados positivos da IC
(WHO, 1992).

Embora a técnica de IFD seja a técnica padrdao para o diagnéstico da
raiva, em razado de todas as vantagens ja citadas, sua sensibilidade fica
prejudicada quando a amostra se apresenta em um estado deficiente de
conservagao (ARSLAM et al., 2004). No estudo realizado por Valentini et al.
(1991) observou-se uma maior dificuldade no diagndstico pela técnica de IFD

apos incubacao das amostras por 18 horas em temperatura ambiente (25°C).

Brito (2002) avaliou a técnica de Imunofluorescéncia Direta para o
diagnostico da raiva em amostras em decomposicdo e observou uma
sensibilidade de 43,48% nessas amostras, enquanto a sensibilidade foi de
100% nas amostras a fresco. No mesmo estudo, a avaliacdo da prova de IC
apresentou uma sensibilidade de 39,13% nas amostras em decomposi¢cao e de
100% nas amostras analisadas a fresco.

Em estudo realizado por Albas et al. (1999) com a utilizacdo de técnicas
de IFD e IC para o diagnostico da raiva em amostras em decomposicao,
observou-se também perda de acuracia a partir de 72 horas de decomposicdo

devido ao aumento no niumero de resultados falso-negativos.

As técnicas de IC e isolamento viral em cultivo celular também
apresentam elevada sensibilidade e os resultados séo obtidos em poucos dias
de incubacéo, mas dependem da viabilidade do virus, o que pode representar
um problema no caso da necessidade de tratamento pds-expositivo em seres
humanos atacados por animais suspeitos (CHHABRA et al., 2005).
Adicionalmente, as amostras em estado de decomposicdo além de nao
apresentarem virus viaveis, podem apresentar bactérias e/ou toxinas que
tornam invidveis a inoculagdo em camundongos e o0 isolamento viral em
cultivos celulares (LEWIS e THACKER, 1974; PICARD-MEYER et al., 2004).

A utilizacao das técnicas de biologia molecular, em especial da Reacéo

em Cadeia pela Polimerase (PCR) pode ser uma alternativa eficiente para o



diagnéstico da raiva. Descrita primeiramente por Saiki e colaboradores em
1985 a PCR tem possibilitado importantes avancos no diagnéstico e estudo dos
agentes infecciosos. A prova permite a deteccdo e amplificacdo de sequéncias
especificas do genoma de um microorganismo, ainda que o agente se encontre
em quantidades muito pequenas na amostra ou ndo esteja viavel (BELAK e
BALLAGI-PORDANY, 1993).

No caso do virus rébico que é composto por RNA, utiliza-se a técnica de
RT-PCR onde se obtém o DNA complementar ao RNA para entdo realizar-se
sua amplificacdo. Inameros trabalhos foram realizados utilizando-se a RT-PCR
no diagndstico da raiva, comprovando que esta técnica apresenta elevada
sensibilidade e especificidade (ERMINE et al., 1990; SACRAMENTO et al.,
1991; ITO et al., 2001b; DANTAS JR et al., 2004; BORDIGNON et al., 2005).

O RNA é uma molécula facilmente degradavel por acdo das RNAses
que se encontram amplamente distribuidas em pele e secrecgdes.
Adicionalmente, ao se trabalhar com RNA, alguns procedimentos devem ser
observados em decorréncia da liberacdo de RNAses durante a lise celular e
também da contaminacdo com essas enzimas durante a preparacdo 0 que
pode comprometer a extracdo desse RNA. Dentre os procedimentos podemos
citar a manipulacdo de todo o material com luvas, utilizacdo de plasticos e
reagentes RNAse “free” e utilizacdo de agua da melhor qualidade possivel
(MiliQ ou tratada com DEPC a 0,01%) (SAMBROOK, 2001).

A utilizacdo da hemi-nested RT-PCR (hnRT-PCR) e nested RT-PCR
aumenta a sensibilidade da prova ao realizar uma segunda amplificacdo a
partir de um ou dois primers internos aos utilizados na amplificacdo inicial
(KAMOLVARIN et al.,, 1993; HEATON et al.,1997; PICARD-MEYER et al.,
2004; VAZQUEZ-MORON et al., 2006).

Soares et al. (2002) utilizaram a técnica de hnRT-PCR para o
diagndstico do virus rabico em morcegos hematdfagos e varias espécies de
herbivoros, demonstrando concordancia com os resultados obtidos na IFD e
IC.



O maior problema da utilizacdo das técnicas de nested e heminested
RT-PCR € a presenca de falso-positivos em decorréncia da contaminagdo com
0o DNA proveniente da primeira amplificacdo; por isso devem ser observados
alguns procedimentos como a utilizacdo de laboratorios e equipamentos

separados na realizacdo da etapa de nested (DAVID et al., 2002).

Conforme demonstrado por Kulonen et al. (1999), a RT-PCR pode ser
utilizada com sucesso para o diagnéstico em amostras cerebrais fixadas em
carnoy ou embebidas em parafina. A técnica também se mostrou eficiente na
deteccdo do virus rabico em amostras fixadas em formol por 16 anos
(WACHARAPLUESADEE et al., 2006), o que pode facilitar a conservacao e
envio de amostras provenientes de locais distantes dos centros diagndsticos.

Amostras clinicas além do tecido nervoso, como saliva e liquido
cefaloraquidiano, também podem ser utilizadas para a detec¢éo do virus rabico
pela técnica de hnRT-PCR, demonstrando neste caso concordancia com 0s
exames realizados post-mortem pelas técnicas tradicionais e permitindo o
diagnéstico ante-mortem (CREPIN et al., 1998). Macedo et al. (2006) também
utilizaram a técnica de RT-PCR no diagndstico da raiva a partir de amostras da

pele do pescoco obtendo bons resultados.

De Lima et al., (2005) empregaram a hnRT-PCR para deteccdo do
virus rabicos em diversos tecidos de camundongos inoculados
experimentalmente, demonstrando eficiéncia da técnica no estudo da

distribuicao viral.

No estudo realizado por Lopes et al. (2006) para a deteccdo do virus
rabico em amostras congeladas por longo periodo de tempo (de 1993 a 2002)
a positividade na RT-PCR foi de 65,3% enquanto que na IC essa positividade
foi de 33,6%; 0 que demonstra que a RT-PCR pode ser de grande utilidade no

estudo de amostras armazenadas em congelamento.

A RT-PCR é capaz de detectar o virus rabico nas amostras em estado

deficiente de conservacdo, mesmo em casos em que a IFD e a IC apresentam



resultados negativos, situacdo bastante comum em paises de clima tropical
(ROJAS, 2006).

Kamolvarin et al. (1993) encontraram positividade em amostras
cerebrais submetidas a decomposicdo por 72 horas através da técnica de
nested RT-PCR. Ao utilizarem a heminested PCR em amostras virais
decompostas pelo mesmo periodo de tempo a 37°C, Heaton et al. (1997)
também obtiveram bons resultados, mesmo nos casos em que a IFD

apresentou resultados negativos.

Whitby et al. (1997), detectaram a presenca do virus rdbico em uma
amostra de tecido nervoso de um lobo na Etiopia em estado de decomposicao.
A amostra havia apresentado resultado negativo para FAT e IC e se mostrou

positiva para a técnica de nested RT-PCR.

No estudo desenvolvido por David et al. (2002), utilizou-se a técnica de
RT-PCR para identificacdo do virus rabico em amostras naturalmente
decompostas. Foi encontrada positividade em trés amostras cerebrais positivas
para FAT submetidas a 36 dias de decomposi¢cdo, e também em 10 amostras
das 216 iniciais encaminhadas para o laboratério em decomposi¢cdo que

apresentaram resultados negativos para a FAT.

Soares et al. (2002), também determinaram positividade por meio da
técnica de hnRT-PCR em amostras cerebrais de camundongos inoculados
experimentalmente com a cepa fixa PV e submetidas a decomposicao por até
96 horas.

Em 2004, no Brasil, foi confirmado um caso de raiva em humanos apos
exumacao. O material cerebral ja se encontrava em decomposicao (gelatinoso)
e o diagnostico foi realizado através da IFD e confirmado pela RT-PCR,
possibilitando assim a tipificacdo genética do virus; uma vez que nao foi
possivel realizar a IC devido a inviabilidade do virus (TAKAOKA, 2004).



Rojas et al. (2006), utilizaram amostras de camundongos inoculados
experimentalmente com cepa CVS do virus rébico. Foi encontrada positividade
por até 23 dias em amostras submetidas a decomposicdo em temperatura
ambiente, embora a partir do 12° dia a intensidade das bandas observada na

eletroforese tenha diminuido.

Os produtos amplificados nas técnicas de biologia molecular podem ser
ainda utilizados para a caracterizacdo dos genoétipos e de variantes virais
(KISSI er al., 1995; ARAI et al., 1997; BLACK et al., 2000; HEINAMANN et al.,
2002; CARNIELI et al., 2006). Esse estudo genotipico pode ser realizado
através de andlise e comparagdo das sequéncias amplificadas do gene
(VAQUEZ-MORON et al., 2006), por técnicas de PCR espécie-especifico (SS-
PCR) que utilizam primers especificos para a deteccdo de determinadas
variantes; através de digestdo enzimatica — “Restriction Fragment Lenght
Polimorfism” (RFLP), com diferentes endonuclases que digerem as sequéncias
amplificadas em fragmentos de diferentes tamanhos de acordo com variagdes
em suas sequéncias de nucleotideos (NADIN-DAVIS, 1998, ITO et al., 2003) e
também pela utilizacdo da técnica de Multiplex RT-PCR (SATO et al., 2005).

A andlise e comparacdo das sequéncias amplificadas realizadas no
Brasil por Ito et al. (2001a), permitiu a identificacdo de dois grupos distintos do
virus, relacionados a cdes e morcegos hematéfagos. Diversos estudos
confirmam essa epidemiologia viral no pais e também na América Latina
(PAEZ et al., 2003; SATO et al., 2004; SCHAEFER et al., 2005; CARNIELI et
al., 2006).

A utilizacdo da Biologia Molecular para estudos epidemiolégicos
demonstra que os virus rabicos podem variar de acordo com a espécie e regido
geografica de onde sdo isolados (ROMJIN et al., 2003), permitindo o
conhecimento das fontes de infeccdo, melhor entendimento das relacdes

epidemiolégicas e a adogcdo de melhores medidas de profilaxia e controle.

A técnica de RT-PCR permite o diagndstico de maneira sensivel,

especifica e rapida do virus rabico, mesmo quando as amostras suspeitas sédo



encaminhadas ao laboratério em estado deficiente de conservagédo. Permite,
adicionalmente, que seus produtos sejam posteriormente utilizados em
técnicas como as de sequenciamento, RFLP, SS-PCR e Multiplex PCR para a
caracterizacdo epidemiolégica dos virus rabicos circulantes em uma
determinada regido, permitindo o0 estabelecimento de programas mais

eficientes de controle e profilaxia.

No entanto, o armazenamento de tecido cerebral em freezer em
temperatura a -20°C é rotineiramente utilizado nos laboratdrios que né&o
possuem equipamentos para armazenamento a -80°C. Nestas condi¢cdes o
RNA viral pode sofrer degradacao impossibilitando estudos retrospectivos, uma
vez que a recomendacdo quando se trabalha com RNA é o congelamento em
nitrogénio liquido e congelamento a -80°C até o momento de sua extracao
(AZEVEDO et al., 2003).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a técnica de Reacdo em
Cadeia pela Polimerase (RT-PCR) e Heminested RT-PCR (hnRT-PCR) na
deteccdo do virus rabico em amostras animais armazenadas em freezer a -
20°C por diferentes periodos e apos serem submetidas a decomposi¢cdo em

temperatura ambiente por 72 horas.



3. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi determinar a sensibilidade e a
especificidade das técnicas de biologia molecular, RT-PCR e hnRT-PCR, para
a deteccdo do virus rabico em amostras de tecido nervoso de diferentes
espécies animais armazenadas em congelamento por diferentes periodos e
submetidas a decomposicdo visando a sua utilizacdo em estudos

retrospectivos.

3.1. Objetivos especificos

- Avaliar as técnicas de RT-PCR e hnRT-PCR em amostras cerebrais

de animais armazenadas a -20°C por diferente periodos.

- Avaliar as técnicas de RT-PCR e da hnRT-PCR em amostras cerebrais

de animais submetidas a decomposicdo por 72 horas em temperatura

ambiente.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

4.1.1. Amostras

Foram utilizadas 151 amostras cerebrais de diferentes espécies animais
(bovinos, equinos, caes, gatos, suinos, caprinos e ovinos) provenientes do
Laboratério de Diagnostico de Zoonoses da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia — UNESP — Campus de Botucatu e do Centro de Controle de
Zoonoses de Sao Paulo (CCZ), previamente diagnosticadas por meio da
reagdo de Imunofluorescéncia Direta e Inoculagdo Intracerebral em
Camundongos. Estas amostras se encontravam armazenadas em freezer a -
20°C por periodos variaveis de tempo, entre os anos de 1999 e 2006, em

frascos nao destinados a biologia molecular.

4.1.2. Controles

O virus rabico “Challenge Virus Standard” (CVS) foi utilizado como

controle positivo nas reacgdes.

Os controles negativos foram realizados com tecido cerebral de

camundongos nao inoculados.



4.1.3. Enzimas

Foram utilizadas as enzimas “Moloney Murine Reverse Transcriptase”
(M-MuLV RT®) 200U/uL para a obtencdo do DNA complementar (cDNA) e
Thermus aquaticus DNA polimerase (Tag DNA polimerase)® 5U/L para a
amplificacdo do DNA e realizacdo da heminested, ambas as enzimas do

laboratério Invitrogen.

4.1.4. Primers

Foram utilizados os primers do protocolo descrito por Soares et al.
(2002).

Para a etapa de obtencdo do cDNA foram utilizados os primers P510 e
P942. O mesmo par de primers foi utilizado para a amplificacdo resultando em
um produto amplificado de 455 pares de bases. O primer externo P942 e o
primer interno P784 foram utilizados para a reacdo de Heminested RT-PCR,

resultando em um produto amplificado de 299 pares de bases.

Primer Sequéncia Sense
P510: ATA GAG CAG ATT TTC GAG ACA GC (sense)
P784: CCT CAAAGT TCT TGT GGA AGA (anti-sense)

PO42: CCC ATATAA CAT CCAACAAAG TG (anti-sense)




42. Métodos

4.2.1. Macerado

O macerado das amostras foi realizado utilizando-se 01 (um) grama de
amostra de tecido cerebral em suspensdo a 20% em solucdo salina estéril
autoclavada em “graals” estéreis e entdo acondicionado em microtubos RNAse
e DNAse “free”.

4.2.2. Extragéo

Para a extracéo utilizou-se o0 método TRIzol® de acordo com o protocolo
descrito por De Lima (2005).

Os macerados foram centrifugados a 7500g por dez minutos em

microcentrifuga refrigerada a 4°C.

Foram homogeneizados 200uL do macerado em 600uL de TRIzol® em
um microtubo estérii RNAse e DNAse “free” e incubados a temperatura
ambiente (20-30°C) por cinco minutos. Foram adicionados entdo 200uL de
cloroférmio e as amostras foram homogeneizadas em *“vértex” por quinze
segundos. Apos incubacdo por dez minutos em temperatura ambiente, 0s

microtubos foram centrifugados por cinco minutos a 12000g a 4°C.

Apds a centrifugacdo, transferiu-se o sobrenadante obtido (parte
aguosa) para outro microtubo também estérii e RNAse e DNAse “free” e
adicionou-se  480uL de élcool isopropilico. Os microtubos foram
homogeneizados por inversdo cinco vezes e ainda em “vortex” por quinze

segundos. ApOs incubacdo em temperatura ambiente por dez minutos, as



amostras foram centrifugadas por quinze minutos a 12000g em centrifuga

refrigerada a 4°C.

O sobrenadante resultante dessa centrifugacao foi entdo desprezado e
adicionou-se 1000uL de etanol & 75%, homogeneizando-se em vértex por 15
segundos. As amostras foram centrifugadas por cinco minutos a 7500g a 4°C.
O sobrenadante foi cuidadosamente desprezado para que o “pellet” formado
nao fosse perdido; esse “pellet” foi colocado em banho-seco a 56°C para secar.
Adicionou-se 20uL da agua tratada com 0,01% de DEPC autoclavada e

incubou-se as amostras em banho-maria a 56°C por 10 minutos.
O RNA extraido foi mantido em gelo e imediatamente submetido a
obtencdo do DNA complementar (cDNA).
4.2.3. Obtenc&do do DNA complementar (cDNA)
O protocolo utilizado para a reacdo de hnRT-PCR foi descrito por
SOARES et al. (2002).
A um volume de 7uL do RNA extraido foram adicionados 13uL do “mix”
contendo os seguintes reagentes; 1mM de dNTP mix, 20pmols do primer P510,
20pmols do primer P937, 1X RTBuffer, 1ImM de DTT e 200U (unidades) da

enzima MuLV RT® 200U/uL.

A reacéo foi incubada a 42°C por 60 minutos.



4.2.4. Amplificacao

Para a amplificacdo também foi utilizado o protocolo descrito por Soares

et al. (2002) com modificacdes.

Foram adicionados 2,5uL do cDNa obtido a um “mix” contendo 0,2mM
de dNTP mix, 25pmlos do primer P510, 25pmol do primer P937, 1,5mM de
MgCl2, 1X PCR Buffer, 2U (unidades) da enzima Thermus aquaticus DNA
polimerase (Tag DNA polimerase)® 5U/uL e agua MiliQ autoclavada para

completar um volume total de 50pL.

A reacado foi entdo submetida aos seguintes ciclos em termociclador
PTC-200 (“Peltier Thermal Cycler’) MJ Research. Foi realizada uma etapa de
desnaturacao inicial a 95°C por 3 minutos; seguida de 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, hibridacdo a 55°C por 30 segundos e
extensdo a 72°C por 30 segundos; e entdo a etapa de extensao final a 72°C

por 5 minutos.

4.25. Heminested RT-PCR

A etapa de Heminested RT-PCR foi realizada de acordo com o seguinte

protocolo.

Foram utilizados 1,5uL do produto obtido na amplificacao inicial ao “mix”
contendo 0,2mM de dNTP mix, 1X buffer, 15 pmols do primer P510, 15 pmols
do primer P784, 1,5mM de MgCI2, 1U (unidade) da enzima Thermus aquaticus
DNA polimerase (Taqg DNA polimerase)® 5U/uL (no protocolo original foram
utilizadas 1,25 U da enzima) e agua MiliQ autoclavada para completar um
volume final de 30pL.



A reacdo foi entdo amplificada de acordo com o0s mesmos ciclos

utilizados para a etapa de amplificacédo inicial.

4.2.6. Eletroforese

A eletroforese foi realizada em gel de agarose a 1,5% corado com
brometo de etideo e visualizada em transilumidador UV. Os fragmentos foram
observados em comparacdo com marcador molecular (ladder) de 100 pares

de base. Os fragmentos observados foram os seguintes:

RT-PCR: 455 pares de base
hnRT-PCR: 299 pares de base

4.2.7. Delineamento experimental

Foram analisadas 151 amostras cerebrais com prévio resultado para IFD
e IC. As amostras eram provenientes de diversas espécies; bovinos, equinos,
caes, gatos, ovinos, caprinos e suinos e estavam armazenadas por diferentes

periodos (entre os anos de 1999 e 2006).

As amostras foram mantidas sob congelamento a -20°C até o momento
de sua utilizacdo. Apds o descongelamento foram realizados os macerados e
parte das amostras (01 grama) foi aliguotada e submetida & decomposicéo
em temperatura ambiente (20-30°C) por 72 horas, sendo entdo macerada e

diluida da mesma maneira que as amostras recém-descongeladas.

Os macerados em congelamento e em decomposicao foram submetidos
a extracdo do RNA, a técnica de RT-PCR e a eletroforese com visualizagcédo

em transiluminador com lampada UV. As amostras negativas na RT-PCR



foram entdo submetidas a etapa de hnRT-PCR (itens 4.2.2, 4.2.3, 4.2.4,
4.2.5.,4.2.6).

4.2.8. Andalise Estatistica

A analise estatistica foi realizada determinando-se a concordancia entre
os testes através do Coeficiente Kappa (K). Os valores acima 0,80 foram
interpretados como uma concordancia muito boa; os valores entre 0,6 e 0,8
como uma concordancia boa; entre 0,5 e 0,6 como aceitavel; entre 0,4 e 0,5
como moderada e os valores abaixo de 0,40 como uma concordancia ruim.
Quanto mais proximo a 1 (um) perfeita € a concordancia entre os testes, e 0s
valores mais proximos de 0 (zero) indicam uma concordancia aleatéria
(NOORDHUIZEN et al., 1997)

Foram também determinadas a sensibilidade e a especificidade

diagnésticas segundo as formulas definidas por THRUSFIELD (1986):

Sensibilidade (S) = a/ (a+c)x100
a = numero de amostras detectadas como positivas que realmente eram
positivas.

c = numero de amostras positivas que a técnica identificou como negativas.

Especificidade (E) = d/ (b+d)x100
b = nimero de amostras negativas que a técnica identificou como positivas no
grupo das amostras negativas.
d = nimero de amostras efetivamente negativas consideradas negativas pela

técnica.

Em ambos o0s casos a prova de inoculagdo intracerebral em

camundongos foi considerada como o “padrao ouro”.



5. RESULTADOS

5.1. Resultados globais

Os resultados foram avaliados frente aos resultados prévios da IFD e IC.
Das 50 amostras previamente positivas para raiva mantidas sob congelamento,
26 (52%) foram positivas na técnica de RT-PCR e 19 (79% das 24 amostras
analisadas) apresentaram positividade para a técnica de hnRT-PCR. Com uma

positividade de 45 (90%) para as écnicas moleculares.

Em decorréncia da deficiéncia na quantidade de material para andlise,
foram avaliadas 149 (das 151 existentes em congelamento) amostras
putrefeitas sendo 48 previamente positivas nas provas de IFD e IC. Nesta
situacdo foram detectadas 17 (35,4%) amostras positivas a RT-PCR e 19
(61,2% das 31 amostras analisadas) com a utilizacdo da hnRT-PCR. No total
das técnicas de biologia molecular 36 amostras apresentaram resultados

positivos (75%).

A amostra n°. 107-04 proveniente de um equino apresentou resultado
negativo na IFD e positividade na IC. Na utilizacdo das técnicas moleculares o

resultado foi positivo com a utilizacdo da RT-PCR.

Foi obtida uma concordancia de 100% nos resultados negativos pelas
técnicas de biologia molecular quando comparados aos resultados negativos
pela técnica de IC, num total de 101 amostras mantidas em congelamento por

diferentes periodos e 99 amostras submetidas a decomposicgéo.

Os resultados comparativos entre os testes de IFD, IC, RT-PCR e hnRT-
PCR e o total de positividade para as técnicas moleculares nas amostras
congeladas por diferentes periodos e submetidas a decomposicdo estédo
representados na tabela.



TABELA 1. Resultados comparativos entre os testes de Imunofluorescéncia
Direta (IFD), Inoculagcédo Intracerebral em Camundongos (IC), “Reverse-
transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) e Heminested RT-PCR
(hnRT-PCR) e o Total de amostras positivas para as técnicas moleculares na
deteccdo do virus rabico em amostras cerebrais congeladas por diferentes

periodos, descongeladas e submetidas a decomposicdo. Botucatu,2007.

Descongeladas Decomposicéao

Positivo/Total Negativo/Total Positivo/Total Negativo/Total

IFD 49/151 102/151 48/149 101/149
IC 50/151 101/151 48/149 101/149
RT-PCR 26/151 125/151 17/149 132/149
hnRT-PCR 19/24 106/125 19/131 113/132
Positivas 45/151 106/151 36/149 113/149
para as
Técnicas

Moleculares




FIGURA 1. Eletroforese das amostras submetidas a “Reverse-transcriptase
Polymerase Chain Reaction” (RT-PCR) e heminested RT-PCR (hnRT-PCR)
para o diagndstico da raiva.

Cl C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8

Linha 01 — C1 — Marcador molecular (Ladder) de 100 pares de base (pb); C2 —
controle positivo para a RT-PCR com 455pb; C3 - amostra negativa (R-441-01);
C4 e C5 — amostras positivas (R-404-01 e R-3388-99); C6— amostra negativa
(R-5070-01); C7 e C8 — controles negativos.

Linha 02 — C1 — Marcador molecular (Ladder) de 100 pares de base (pb); C2 —
controle positivo para a hnRT-PCR com 299pb; C3 e C4 — amostras negativas
(R-1001-01 e R-441-01); C5 — amostras positiva (R-5070-01); C6 a C8 —
controles negativos.



As amostras foram também avaliadas considerando-se seu tempo de

congelamento (ano em que foram congeladas).

Apenas uma amostra foi proveniente do ano de 1999 e essa amostra
apresentou positividade ja na RT-PCR guando recém-descongelada e também

apos a decomposicdo. O mesmo ocorreu com a amostra do ano de 2000.

Das 28 amostras do ano de 2001, 14 (50%) foram positivas para a
técnica de RT-PCR e 11 (78,5% das 14 amostras analisadas) com a utilizacéao
da técnica de hnRT-PCR, sendo 25 (89,2%) positivas para as técnicas
moleculares. Considerando-se as amostras desse ano em decomposigao, 11
(39,3%) foram positivas na RT-PCR, 09 para a hnRT-PCR (52,9% das 17

amostras analisadas) e 20 (71,4%) com a utilizacdo das técnicas moleculares.

Das 12 amostras do ano de 2002 analisadas logo apés o
descongelamento, apenas 04 (33,3%) foram positivas a RT-PCR enquanto 07
(87,5% das 08 amostras analisadas) foram positivas quando se utilizou a
hnRT-PCR e 11 (91,6%), considerando-se as técnicas moleculares. Ja nas
mesmas amostras em decomposicao, 03 (25%) apresentaram positividade na
RT-PCR, 06 (66,6% das 09 amostras analisadas) na utilizagcdo da hnRT-PCR,

totalizando 09 (75%)com a utilizac&o das técnicas moleculares.

Duas amostras dataram do ano de 2003, e ambas foram positivas ja na
RT-PCR quando analisadas ap6s o descongelamento, quando submetidas a
decomposicdo observou-se positividade nas duas amostras, mas apenas com
a utilizacdo da hnRT-PCR.

Das 05 amostras de 2004, 03 (60%) foram positivas na RT-PCR, 01
(50% das 02 amostras analisadas) para a hnRT-PCR e 04(80%) com a
utilizacdo das técnicas moleculares . Em decomposi¢do foram analisadas 03
amostras em decorréncia da quantidade insuficiente de material, onde se

observou 02 (66,6%) amostras positivas apenas na hnRT-PCR.



A amostra proveniente do ano de 2005 apresentou positividade na RT-

PCR logo ap6s o descongelamento e também no material sob decomposicao

Os resultados agrupados de acordo com o ano de congelamento das

amostras positivas estdo representados na tabela 2.

As amostras negativas dataram dos anos de 2004 (21 amostras), 2005
(10 amostras) e 2006 (70 amostras), todas com resultados negativos para a

RT-PCR e hnRT-PCR apo6s descongelamento e decomposicéo.

As espécies animais, municipios de procedéncia, resultados das provas
de IFD, ICC, RT-PCR, hnRT-PCR e ano de congelamento das 151 amostras

analisadas estdo relacionadas na Tabela3.



TABELA 2. Resultados comparativos das provas de “Reverse-trancriptase
Polymerase Chain Reaction” (RT-PCR) “Heminested RT-PCR” (hnRT-PCR)
nas amostras cerebrais de diferentes espécies animais, previamente positivas,
congeladas por diferente periodos, descongeladas e submetidas a
decomposicao considerando-se o ano de congelamento. Resultados expressos
em numero de amostras positivas/total de amostras analisadas. Botucatu,
2007.

Congelamento Decomposicao
(Total 'grr;]%stras) RT-PCR/  hnRT-PCR/  RT-PCR/  hnRT-PCR/
Total Total Total Total
1999
(01 amostra) 01/01 NR 01/01 NR
2000
(01 amostra) 01/01 NR 01/01 NR
2001
(28 amostras) 14/28 11/14 11/28 09/17
2002
(12 amostras) 04/12 07/08 03/12 06/09
2003
(02 amostras) 02/02 NR 00/02 02/02
2004
(05 amostras) 03/05 01/02 00/03 02/03
2005
(01 amostra) 01/01 NR 01/01 NR

NR=Nao Realizadas
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5.2. Resultados da analise estatistica

5.2.1. Amostras mantidas em congelamento por diferentes periodos

Os resultados obtidos foram comparados aos previamente existentes da

Inoculacao Intracerebral em Camundongos definida com prova ouro.

Considerando-se a técnica de RT-PCR o coeficiente Kappa obtido foi de
0,5917 (IC95%= 0,4550-0,7285), sendo considerado como uma concordancia
aceitavel; segundo Noordhuizen et al. (1997), os valores Kappa entre 0,50 e
0,60 podem ser considerados aceitaveis. A sensibilidade encontrada nessa

situacao foi de 52% .

Quando avaliada a técnica de hnRT-PCR o valor do coeficente Kappa foi
de 0,8600 (1C95%= 0,7409-0,9790), muito bom, e a sensibilidade apresentou

valor de 80% considerando-se as 24 amostras analisadas para esta técnica.

Considerando-se o total das técnicas de biologia molecular o valor de
Kappa foi de 0,9233 (1C95%= 0,8574-0,9892), muito bom, e a sensibilidade de
90%.

5.2.2. Amostras em decomposicao

O valor de Kappa obtido para a técnica de RT- PCR foi de 0,4264
(IC95%= 0,2792-0,5736) podendo ser considerada uma concordancia

moderada; e a sensibilidade foi de 35%.

Para a técnica de hnRT-PCR o valor de Kappa foi de 0,7079 (IC95%=
0,5571-0,8586), considerado como uma concordancia boa; e a sensibilidade

61%. Considerando-se o total das técnicas de biologia molecular o valor de



Kappa foi de 0,8026 (IC95%= 0,6977-0,9076), que pode ser considerado com
uma concordancia muito boa e a sensibilidade de 75% (0,75)

Em todos os casos a especificidade foi de 100%.

Tabela 4. Resultados da “Reverse Transciptase Polymerase Chain Reaction”
(RT-PCR) segundo o resultado da Inoculacéo Intracerebral em Camundongos
(IC) para a deteccdo do virus rdbico em amostras cerebrais mantidas em
congelamento por diferentes periodos. Botucatu, 2007.

RT-PCR Total
Positivo Negativo
Positivo 26 24 50
IC
Negativo 00 101 101
Total 26 125 151

Estatistica: o coeficiente Kappa entre os resultados das provas de RT-PCR e
IC foi de K=0,5917 (IC95%=0,4550 — 0,7285), indicando concordancia aceitavel
entre os testes (Noordehuizen et al.,, 1997); a sensibilidade foi de 52% e a
especificidade 100%.



Tabela 5. Resultados da “Heminested Reverse-Transcriptase Polymerase
Chain Reaction” (hnRT-PCR) segundo o resultado da Inoculag&o Intracerebral
em Camundongos (IC) para a deteccéo do virus rdbico em amostras cerebrais
mantidas em congelamento por diferentes periodos. Botucatu, 2007.

RT-PCR Total
Positivo Negativo
Positivo 19 05 24
IC
Negativo 00 101 101
Total 19 106 125

Estatistica: o coeficiente Kappa entre os resultados das provas de hnRT-PCR e
IC foi de K=0,8600 (IC95%= 0,7409-0,9790), indicando uma concordancia
muito boa entre os testes (Noordehuizen et al., 1997); a sensibilidade foi de
80% e a especificidade 100%.

Tabela 6. Resultados da “Reverse Transciptase Polymerase Chain Reaction”
(RT-PCR segundo o resultado da Inoculacao Intracerebral em Camundongos
(IC) para a detecc¢do do virus rabico em amostras cerebrais em decomposicgao.
Botucatu, 2007.

RT-PCR Total
Positivo Negativo
Positivo 17 31 48
IC
Negativo 00 101 101
Total 17 132 149

Estatistica: o coeficiente Kappa entre os resultados das provas de RT-PCR e
IC foi de K=0,4264 (1C95%=0,2792 - 0,5736), indicando concordancia
moderada entre os testes (Noordehuizen et al., 1997); a sensibilidade foi de
35% e a especificidade 100%.



Tabela 7. Resultados da “Heminested Reverse-Transcriptase Polymerase
Chain Reaction” (hnRT-PCR) segundo o resultado da Inoculag&o Intracerebral
em Camundongos (IC) para a deteccéo do virus rdbico em amostras cerebrais
em decomposicéo. Botucatu, 2007.

RT-PCR Total
Positivo Negativo
Positivo 19 12 31
IC
Negativo 00 101 101
Total 19 113 132

Estatistica: o coeficiente Kappa entre os resultados das provas de hnRT-PCR e
IC foi de K=0,7079 (1C95%= 0,5571-0,8586), indicando uma concordancia boa
entre os testes (Noordehuizen et al., 1997); a Sensibilidade foi de 61% e a
especificidade 100%.



6. DISCUSSAO

A sensibilidade encontrada nas amostras descongeladas foi de,
respectivamente, 52% na RT-PCR e 80% na hnRT-PCR. Ao considerarmos as
amostras positivas pela associagdo das técnicas de biologia molecular essa
sensibilidade apresentou valor de 90%. Heaton et al. (1997) encontraram 100%
de positividade para o virus rabico para a hnRT-PCR em amostras mantidas
em congelamento desde o0 ano de 1974, porém nesse caso as amostras foram

submetidas a multiplicacéo viral em cultivo celular.

Ao considerarmos os valores do coeficiente Kappa para as amostras
descongeladas a concordancia obtida foi de 0,59, aceitavel, na RT-PCR e de
0,86, muito boa, na hnRT-PCR; esse aumento na concordancia reafirma a
maior sensibilidade da técnica de hnRT-PCR em relacdo a RT-PCR. Os
melhores resultados observados na utilizacdo da heminested podem ser
explicados pelo fato da técnica realizar uma segunda amplificacdo da
sequéncia alvo, o que aumenta a sensibilidade analitica e permite a detecgéo
de baixos titulos virais na amostra (SOARES et al., 2002; PICARD-MEYER et
al., 2004).

Os valores de sensibilidade nas amostras analisadas ap6s serem
submetidas a decomposicdo foram de 35% para a técnica de RT-PCR e de
61% para a hnRT-PCR, enquanto que na associacdo das técnicas essa
sensibilidade foi de 75%. Esses resultados demonstram que a hnRT-PCR
aumentou a sensibilidade das técnicas de biologia molecular também quando

utilizadas em amostras em decomposicao.

As amostras utilizadas encontravam-se inicialmente estocadas em
freezers comuns (temperatura de -20°C) e acondicionadas em frascos nao
apropriados para a biologia molecular, ndo concordando com a recomendagé&o
de congelamento a -80°C e acondicionamento dessas amostras em microtubos
estéreis e RNase e DNase free (AZEVEDO et al., 2003). As condi¢cdes néo



ideais de armazenamento devem ser consideradas na interpretacdo da menor
sensibilidade encontrada na utilizagdo da RT-PCR isoladamente tanto nas
amostras descongeladas (52%) quanto nas submetidas a decomposi¢cado
(35%).

As amostras foram também analisadas considerando-se 0 ano em que
foram congeladas (de 1999 a 2005) a fim de se determinar a influéncia do
tempo de congelamento nos resultados obtidos. N&do foram encontradas,
porém, diferencas significativas ao compararmos estes resultados; a
positividade encontrada nas amostras do ano de 2001 foi de 50% para a RT-
PCR enquanto que nas amostras do ano de 2002 essa positividade foi de
33,3%. No estudo realizado por Lopes et al. (2006) a positividade foi de 83,3%
nas amostras armazenadas de 1997 a 2002; essa discrepancia nos valores
pode ser atribuida ao fato das amostras estarem armazenadas em temperatura
de -20 a -70°C, enquanto que no presente estudo as amostras estavam
armazenadas apenas a -20°C.

A aplicacdo de ambas as técnicas nos materiais em decomposi¢cao
apresentou menor sensibilidade. O valor do coeficiente Kappa da associagcéo
da RT-PCR com a hnRT-PCR foi 0,80, uma concordéancia considerada muito
boa, porém, se compararmos com o valor de Kappa obtido nas amostras nao
submetidas a decomposicdo, K= 0,92, observamos que este valor estd mais
proximo do considerado ideal. As condi¢cdes adversas a que as amostras foram
submetidas sdo um importante fator a ser considerado na interpretacédo desses
resultados, uma vez que os RNA virus sdo mais sensiveis as condi¢cdes
ambientais que os virus compostos por DNA (BELAK e BALLAGI-PORDANY,
1993). A elevada sensibilidade do RNA & degradacdo em consequéncia da
presenca de RNAses encontradas no ambiente e liberadas durante a lise
celular (SAMBROOK, 2001) pode explicar a menor sensibilidade quando

analisamos as amostras submetidas a decomposicao.

No presente estudo, encontrou-se positividade em todas as amostras da
cepa CVS provenientes da inoculagdo em camundongos (utilizadas como

controles positivos), mesmo nas amostras em decomposi¢cdo, concordando



com os estudos realizados por Soares et al. (2002) e Rojas et al. (2006); que
utilizando as técnicas moleculares para o diagnéstico da raiva em materiais em
decomposicdo demonstraram uma excelente sensibilidade dessas técnicas
quando foram utilizadas amostras provenientes de camundongos inoculados
com as cepas PV e CVS respectivamente, onde o virus se encontrava

multiplicado.

As amostras utilizadas neste experimento eram provenientes de material
de campo néo tendo sido submetidas a multiplicacéo viral por meio da técnica
de inoculacdo em camundongos. Um titulo viral inicial baixo pode ter sido a
causa dos 14 resultados falso-negativos encontrados quando foram analisadas
as amostras em decomposicao (DAVID et al., 2002; ROJAS et al., 2006).

Embora a sensibilidade tenha sido mais baixa nas amostras em
decomposicdo, quando comparamos aos resultados apresentados por Brito
(2002), as técnicas moleculares apresentam melhores resultados em relagéo a
utilizacdo da IFD e IC em amostras nessas condicdes. Neste estudo com
amostras cerebrais submetidas a decomposicdo, também por 72 horas em
temperatura ambiente, a sensibilidade encontrada para a IFD foi de 43,48%
enquanto que a sensibilidade obtida na hnRT-PCR nas amostras em

decomposicao, no presente estudo, apresentou um valor de 75%.

Ao considerar-se a sensibilidade da IC em amostras putrefeitas,
relatadas em estudos anteriores que consideram a técnica um método com
baixa sensibilidade para o diagnostico da raiva em materiais em decomposicao
(ALBAS et al., 1999; BRITO, 2002), a utilizacdo da hnRT-PCR pode ser de
grande utilidade por permitir ndo apenas o diagndéstico, mas também o estudo
dos produtos amplificados para a classificagdo epidemiolégica do virus.

A concordancia de 100% com os resultados das provas de IFD e IC nas
amostras negativas demonstra a elevada especificidade da PCR, relatada em
diversos estudos com a técnica para o diagndstico da raiva (ERMINE et al.,
1989; SACRAMENTO et al.,, 1991; KAMOLVARIN et al., 1993, PICARD-
MEYER et al., 2004).



A presenca de falsos positivos na hnRT-PCR, que poderia ter ocorrido
devido a grande quantidade de material amplificado resultante, nado foi
observada. Tal situacdo pode ser explicada pela observancia de alguns
cuidados durante a realizacdo da heminested, como a utilizacao de laboratorios
separados para a amplificacdo inicial e para a realizacdo da heminested,
andlise de no maximo 10 amostras por amplificacdo e uso de controles

negativos (SOARES et al, 2002).

A utilidade de hnRT-PCR como uma ferramenta auxiliar no diagnostico
da raiva pode também ser demonstrada pelo caso da amostra n°107-04,
proveniente de um eqlino que apresentou resultado negativo para
Imunoflorescéncia Direta e positivo para a Prova Bioldgica. Na utilizacdo das
técnicas de biologia molecular, essa amostra apresentou resultados positivos
na RT-PCR; o que proporcionaria um resultado positivo ja nas primeiras 24
horas da chegada da amostra, em comparacdo com os 21 dias necessarios
para o resultado final da prova biologica. Dantas Jr et al. (2004) também
relataram postividade pela hnRT-PCR em uma amostra de origem equina que
apresentou resultado negativo para a IFD, o que comprova a utilidade da

biologia molecular como técnica auxiliar no diagndstico da raiva.

Ainda que a aplicacdo da hnRT-PCR tenha demonstrado ser eficiente e
rapida para o diagndéstico do virus rabico nas amostras sob congelamento por
diferentes periodos, sua aplicacdo em amostras em decomposi¢cdo apresentou
menor sensibilidade. Estes resultados reforcam trabalhos anteriores, com
outras técnicas diagndsticas para a raiva, sobre a necessidade da utilizacdo de
amostras em bom estado de conservag¢do, armazenamento e transporte para
um diagnéstico confiavel (ALBAS et al., 1999; BRITO, 2002; CHHABRA et al.,
2005), embora a aplicagcdo das técnicas moleculares tenha apresentado
resultados sensivelmente melhores quando comparados a utilizacdo das

técnicas de IFD e IC nas amostras putrefeitas em estudos anteriores.

Podemos considerar, no entanto, que os valores de sensibilidade
encontrados quando da aplicagdo da associacdo das técnicas moleculares

representa, na realidade, a sensibilidade da hnRT-PCR uma vez que esta



técnica foi aplicada somente as amostras que resultaram negativas na primeira
amplificacdo (RT-PCR) realizando uma segunda amplificagcdo a partir do
mesmo material demonstrando, portanto, a maior eficacia da hnRT-PCR na
deteccado do virus rabico em amostras armazenadas por diferentes periodos e

submetidas a decomposicéo.

Os resultados obtidos com as técnicas moleculares, especialmente a
hnRT-PCR, demonstram a viabilidade destas técnicas para  estudos
retrospectivos em amostras cerebrais de diferentes espécies animais,
armazenadas por diferentes periodos em condicbes de armazenamento néo
consideradas ideais para a detecgédo do RNA viral incluindo a sua detecgdo em

amostras putrefeitas.



7. CONCLUSOES

- A técnica de RT-PCR apresentou menor sensibilidade em relagéo a
técnica de hnRT-PCR de acordo com o protocolo e primers utilizados no

presente estudo.

- A utilizacdo de amostras em decomposi¢ao diminui a sensibilidade na

aplicacdo das técnicas moleculares para a deteccéo do virus rabico.

- As técnicas de biologia molecular, especialmente a hnRT-PCR
permitem a detec¢do do virus rabico em amostras armazenadas a -20°C por
periodos variaveis e em condicbes de putrefacdo possibilitando estudos
retrospectivos e a utilizacdo dos produtos amplificados na caracterizacao

epidemiolégica viral.
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