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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A pesquisa, desenvolvida no Laboratério de Diagndstico de Raiva Animal da UNESP—
FMVA, apresenta impacto relevante para a sociedade. Sob a perspectiva social e da
saude publica, o estudo contribui para o enfrentamento de uma doenga grave e fatal,
auxiliando na protecéo da saude humana e animal por meio do diagndstico laboratorial
preciso e oportuno. No ambito cientifico, técnico e educacional, o trabalho descreve e
sistematiza os métodos diagndsticos empregados na rotina laboratorial, evidenciando
a importancia da atuacdo do meédico-veterinario e das ag¢des de vigilancia sanitaria.
Ademais, a pesquisa possui impacto local, regional e nacional ao fortalecer a rede
oficial de diagndstico da raiva animal, apoiar a vigilancia epidemiolégica e contribuir
para a formacao profissional e a produ¢édo de conhecimento aplicado ao conceito de

Saude Unica.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The research, conducted at the Animal Rabies Diagnostic Laboratory of UNESP—
FMVA, has a significant impact on society. From a social and public health perspective,
the study contributes to addressing a severe and fatal disease, supporting the
protection of human and animal health through accurate and timely laboratory
diagnosis. In the scientific, technical, and educational spheres, the work describes and
systematizes the diagnostic methods applied in routine laboratory practice, highlighting
the importance of the veterinarian’s role and sanitary surveillance actions.
Furthermore, the research has local, regional, and national impact by strengthening
the official animal rabies diagnostic network, supporting epidemiological surveillance,
and contributing to professional training and the production of knowledge applied to

the One Health concept.
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RESUMO

A raiva € uma zoonose viral grave e fatal que acomete mamiferos e representa um
importante problema de saude publica, tornando o diagndstico laboratorial
fundamental para a vigilancia epidemioldgica e a adog¢ao de medidas de controle. Este
trabalho teve como objetivo abordar os principais diagnosticos laboratoriais
empregados para a raiva animal no Laboratério de Diagnostico de Raiva Animal da
UNESP — FMVA. O diagnéstico baseia-se principalmente na imunofluorescéncia
direta, método padrdo para a deteccdo do antigeno viral em tecidos do sistema
nervoso central, devido a sua rapidez, sensibilidade e confiabilidade. A prova bioldgica
em camundongos, tradicionalmente utilizada como método complementar, foi
substituida pelo encaminhamento das amostras para confirmagéo por reagcdo em
cadeia da polimerase em laboratério de referéncia, contribuindo para a redugao do
uso de animais e para a adogao de praticas mais éticas e modernas. A analise dos
metodos diagndsticos evidencia a importancia da padronizagdo dos procedimentos,
da biosseguranga e da capacitagcdo técnica da equipe, reforcando o papel do
laboratorio na rede oficial de diagnéstico da raiva animal e na protegdo da saude

humana e animal.

Palavras-chave: raiva animal; diagndstico laboratorial; imunofluorescéncia direta;

vigilancia epidemioldgica; saude unica.



ABSTRACT

Rabies is a severe and fatal viral zoonosis that affects mammals and represents a
significant public health problem, making laboratory diagnosis essential for
epidemiological surveillance and the implementation of control measures. This study
aimed to address the main laboratory diagnostic methods employed for animal rabies
at the Animal Rabies Diagnostic Laboratory of UNESP—-FMVA. Diagnosis is primarily
based on the direct fluorescent antibody test, the gold standard method for detecting
viral antigen in central nervous system tissues, due to its rapidity, sensitivity, and
reliability. The biological assay in mice, traditionally used as a complementary method,
was replaced by the referral of samples for confirmation by polymerase chain reaction
in a reference laboratory, contributing to the reduction in the use of animals and to the
adoption of more ethical and modern practices. The analysis of the diagnostic methods
highlights the importance of procedure standardization, biosafety, and technical
training of the staff, reinforcing the role of the laboratory within the official animal rabies

diagnostic network and in the protection of human and animal health.

Keywords: animal rabies; laboratory diagnosis; direct fluorescent antibody test;

epidemiological surveillance; one health.
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1 INTRODUGAO

A raiva é uma zoonose viral grave e fatal que afeta mamiferos, sendo
transmitida principalmente pela saliva de animais infectados, por meio de mordeduras,
arranhaduras ou contato com mucosas. Trata-se de uma doenca de grande
importancia para a saude publica, pois, apos o inicio dos sinais clinicos, a evolugéo é
praticamente sempre fatal, tanto em animais quanto em seres humanos. No Brasil,
apesar dos avangos no controle da raiva urbana, a doenga ainda ocorre e exige
vigilancia constante (Brasil, 2025).

A transmissao da raiva ocorre por diferentes ciclos epidemiolégicos. O ciclo
urbano envolve principalmente caes e gatos, enquanto o ciclo silvestre inclui animais
como morcegos, raposas e outros mamiferos silvestres. Destaca-se também o ciclo
rural, no qual os morcegos hematéfagos exercem papel importante na transmissao do
virus para herbivoros domésticos. A coexisténcia desses ciclos favorece a
manutengao do virus no ambiente e aumenta o risco de transmissao para animais
domésticos e para o ser humano, reforgando a necessidade de vigilancia e diagnostico
laboratorial continuos (Brasil, 2009, 2025).

Nesse contexto, o diagndstico laboratorial da raiva animal é fundamental
para a vigilancia epidemiologica e para a adogao de medidas de prevengao e controle.
A confirmacgao dos casos suspeitos permite orientar acdes sanitarias, apoiar decisdes
relacionadas a profilaxia da raiva humana e contribuir para o monitoramento dos ciclos
de transmissao da doenca. O diagndstico € realizado, principalmente, a partir da
analise de amostras do sistema nervoso central, uma vez que o virus apresenta
afinidade por esse tecido (Brasil, 2008).

O Laboratdrio de Diagndstico de Raiva Animal da UNESP — FMVA, o qual
esta sob responsabilidade da Profa. Dra. Marcia Marinho, integra a rede oficial de
diagnostico e recebe amostras provenientes de aproximadamente 40 municipios da
regiao noroeste de Sao Paulo. As amostras analisadas sao constituidas
principalmente por morcegos, além de tecidos do sistema nervoso central de cées,
gatos, bovinos, equinos e outros mamiferos, refletindo a diversidade de espécies
envolvidas nos diferentes ciclos da raiva e a ampla area de abrangéncia do servico
prestado pelo laboratério. Durante o periodo de residéncia, nos anos de 2024 e 2025,
foram registradas 213 e 323 amostras, respectivamente, sendo a maioria proveniente

de quirdpteros.
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A técnica de Imunofluorescéncia Direta (IFD) é utilizada rotineiramente no
laboratorio e € recomendada como método padrao para o diagndstico da raiva animal,
por apresentar rapidez, boa confiabilidade e ampla aplicacdo na rede oficial de
laboratorios (Brasil, 2008; Rupprecht; Fooks; Abela-Ridder, 2018). Anteriormente,
além da IFD, o laboratério realizava o isolamento viral por meio da inoculagéo
intracerebral em camundongos como meétodo complementar. Atualmente, esse
procedimento foi substituido pelo encaminhamento das amostras para confirmagao
por técnicas moleculares, como a Reacdo em Cadeia da Polimerase com
Transcriptase Reversa (RT-PCR), realizada no Instituto Pasteur laboratorio de
referéncia localizado em Sao Paulo.

Diante desse cenario, este trabalho tem como objetivo descrever a rotina e
os metodos empregados no diagndstico da raiva animal no Laboratério de Diagndéstico
de Raiva Animal da UNESP — FMVA. A relevancia do estudo esta na organizagéo e
no registro das atividades desenvolvidas no laboratério, bem como na discussao da
transicdo dos métodos diagndsticos, contribuindo para o fortalecimento da vigilancia
da raiva animal. Como limitagdo, destaca-se a dependéncia de capacitacao externa
para a implementagcdo da RT-PCR, o que refor¢a a importancia da integragéo entre

os laboratdrios da rede oficial de diagnéstico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A raiva € uma zoonose viral causada por virus do género Lyssavirus,
pertencente a familia Rhabdoviridae, caracterizada por encefalite aguda e evolugao
fatal apés o aparecimento dos sinais clinicos. O virus apresenta marcado tropismo
pelo sistema nervoso central, sendo capaz de infectar uma ampla variedade de
mamiferos domésticos e silvestres, o que contribui para sua manutengdo em
diferentes ecossistemas e ciclos epidemiologicos (Fooks et al., 2017; Scott; Nel,
2021).

Atualmente, a raiva continua sendo considerada uma doenga de grande
relevancia sanitaria, mesmo em paises que obtiveram avangos no controle do ciclo
urbano. Dados recentes do Ministério da Saude indicam que, entre 2010 e 2025, foram
registrados cerca de 50 casos de raiva humana no Brasil, com a maioria associada a
transmissao por morcegos e outras espécies silvestres. Esses casos ocorreram
apesar da eliminagdo da raiva urbana transmitida por caes ha mais de dez anos,
evidenciando que a circulagdo do virus persiste no pais, especialmente no ciclo
silvestre (Brasil, 2025). Esse cenario refor¢a a importancia da vigilancia continua, do
diagndstico laboratorial eficiente e da integragcao entre a medicina veterinaria e a
saude publica.

O virus da raiva apresenta diferentes variantes antigénicas, geralmente
associadas a reservatorios especificos. No Brasil, essas variantes circulam entre
caes, morcegos hematdéfagos e nao hematdfagos, além de outros mamiferos
silvestres, sendo fundamentais para a compreenséo da epidemiologia da doencga e
para o direcionamento das agbes de controle e vigilancia (Brasil, 2009; Fisher;
Streicker; Schnell, 2018).

A manutencgado da raiva na natureza ocorre por meio de diferentes ciclos
epidemiologicos. O ciclo urbano envolve principalmente caes e gatos, enquanto o ciclo
rural esta relacionado, sobretudo, a transmissdao por morcegos hematéfagos a
herbivoros domésticos, como bovinos e equinos, causando impactos sanitarios e
econdmicos relevantes. O ciclo silvestre inclui morcegos e outros mamiferos
silvestres, que atualmente representam importante fonte de infecgdo para humanos e
animais domésticos, especialmente em areas urbanas e periurbanas (Begeman et al.,
2018; Brasil, 2009, 2025).
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A transmissao do virus da raiva ocorre, principalmente, por meio da saliva
de animais infectados, através de mordeduras, arranhaduras ou contato da saliva com
mucosas e feridas. Apds a inoculagao, o virus replica-se localmente e migra por meio
dos nervos periféricos até o sistema nervoso central, onde provoca inflamagéao intensa
e alteragdes neuroldgicas graves (Jackson, 2018; Scott; Nel, 2021).

O periodo de incubacao da raiva nos animais € variavel, podendo durar
semanas ou meses, dependendo de fatores como a espécie acometida, a quantidade
de virus inoculada e a localizagdo da lesdo. O periodo de transmissibilidade
geralmente inicia-se pouco antes do aparecimento dos sinais clinicos e se estende
até a morte do animal, o que reforga a importancia do diagnéstico laboratorial rapido
e preciso (Brasil, 2008, 2025).

Clinicamente, a raiva pode manifestar-se sob duas formas principais: a
forma furiosa e a forma paralitica. A raiva furiosa caracteriza-se por alteracdes
comportamentais, agressividade, inquietagcdo, hipersensibilidade e salivagao
excessiva. Ja a forma paralitica apresenta evolugdo mais discreta, com paresias
progressivas e paralisia flacida, podendo dificultar o diagndstico clinico e atrasar a
suspeita da doencga (Fooks et al., 2017; Singh et al., 2017).

A profilaxia da raiva baseia-se, principalmente, na vacinacdo dos animais,
no controle dos reservatorios e na profilaxia pré e pds-exposicao em humanos. Nesse
contexto, o médico veterinario desempenha papel fundamental na prevencao, no
diagndstico e no controle da doenga, atuando de forma integrada com os servigos de
saude humana, conforme o conceito de saude unica (Brasil, 2016, 2025).

O diagnéstico laboratorial da raiva animal é indispensavel para a vigilancia
epidemioldgica, confirmacdo dos casos suspeitos e orientacdo das medidas de
controle. Os métodos diagndsticos séo realizados, principalmente, em amostras post
mortem do sistema nervoso central. A técnica de Imunofluorescéncia Direta (IFD) é
considerada o método padrao, sendo amplamente utilizada por apresentar rapidez,
sensibilidade e especificidade adequadas para a rotina laboratorial (Brasil, 2008;
Rupprecht; Fooks; Abela-Ridder, 2018).

A prova bioldgica por inoculagao intracerebral em camundongos € um
meétodo tradicionalmente utilizado como complemento ao diagndstico da raiva,
possibilitando o isolamento viral. Apesar de ainda ser aplicada em determinados
contextos, apresenta limitagdes relacionadas ao tempo de resposta, aos custos e as

questdes éticas associadas ao uso de animais de laboratério, o que tem motivado a



18

adogao progressiva de métodos moleculares (Brasil, 2008; Rupprecht; Fooks; Abela-
Ridder, 2019).

Atualmente, métodos moleculares, como a Reagdo em Cadeia da
Polimerase com Transcriptase Reversa (RT-PCR), tém sido cada vez mais utilizados
no diagnostico da raiva, permitindo a deteccdo do material genético viral com alta
sensibilidade e contribuindo para a redugao do uso de animais de laboratorio. Além
disso, a RT-PCR possibilita estudos de caracterizagao genética do virus, fortalecendo
as agodes de vigilancia epidemiologica (Rupprecht; Fooks; Abela-Ridder, 2019; Singh
et al., 2017).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO E DO LABORATORIO

O presente trabalho teve carater descritivo e foi desenvolvido no
Laboratdrio de Diagnostico de Raiva Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria da
UNESP, campus de Aragatuba (UNESP — FMVA), sob responsabilidade da Profa. Dra.
Marcia Marinho. O laboratorio integra a rede oficial de diagnostico da raiva animal e
atua no apoio as agdes de vigilancia epidemiolégica.

O Laboratdrio de Diagndstico de Raiva Animal da UNESP — FMVA recebe
amostras provenientes de aproximadamente 40 municipios noroeste de Sao Paulo,
sendo compostas principalmente por morcegos e por amostras de sistema nervoso
central de céaes, gatos, bovinos, equinos e outros mamiferos, encaminhadas por

servigos de vigilancia sanitaria e unidades de saude animal.

3.2 RECEBIMENTO, REGISTRO E TRIAGEM DAS AMOSTRAS

As amostras foram recebidas em caixas térmicas adequadas,
acompanhadas da requisicdo laboratorial devidamente preenchida (Fig. 1). O
entregador aguardou a conferéncia completa da documentagcao antes da liberacéo.
Apos a verificagdo das informacdes, as amostras foram retiradas da caixa térmica e
armazenadas em freezer até o momento do processamento.

Uma via da requisi¢ao foi assinada pelo médico-veterinario responsavel e
devolvida ao entregador, enquanto a via retida teve seus dados transcritos para o livro
de controle de recebimento de amostras do laboratorio. Nos casos de amostras
provenientes de animais agressores ou associadas a acidentes envolvendo seres
humanos, estas foram identificadas como prioritarias, conforme as normas de

vigilancia da raiva.
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Figura 1 — Recebimento, registro e triagem das amostras.

Fonte: Laboratério de Diagnéstico de Raiva Animal UNESP — FMVA Profa. Marcia
Marinho.

3.3 BIOSSEGURANCA E PREPARO DO AMBIENTE

Antes do inicio de qualquer procedimento laboratorial, foi obrigatério o uso
de equipamentos de protecéo individual, incluindo gorro, mascara, jaleco descartavel
de manga longa, oculos de protecdo e luvas. Todos os procedimentos foram
realizados em capela de fluxo laminar previamente higienizada com alcool a 70%.

As atividades seguiram as recomendag¢des do Manual de Diagndstico
Laboratorial da Raiva e os protocolos aprendidos durante o treinamento realizado no
Instituto Pasteur, em Sao Paulo, para uma turma anterior de residentes, os quais
seguem com os aprendizados adiante, garantindo condi¢des adequadas de

biosseguranga para os profissionais e para o ambiente laboratorial.

3.4 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras foram descongeladas a temperatura ambiente antes do
processamento. Simultaneamente, a capela de fluxo laminar foi preparada com os
materiais necessarios, incluindo pingas, tesouras, placas de Petri, tubos estéreis tipo
Falcon, microtubos estéreis tipo Eppendorf, [dminas para imunofluorescéncia direta,
papel microfiltro, coplin, recipientes para descarte e materiais para identificacao.

Para amostras provenientes de animais inteiros, como quirdpteros, a pele
da regido encefalica foi rebatida por meio de uma perfuragdo na regido occipital,
seguida de corte em sentido cranial com o auxilio de tesoura. Uma pequena
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guantidade do encéfalo foi coletada com pinga estéril e utilizada para a confec¢ao do
imprint nas laminas destinadas a imunofluorescéncia direta (Fig. 2).
Fi

ura 2 — Processamento de quirdptero.

Fonte: Laboratério de Diagndstico de Raiva Animal UNESP — FMVA Profa. Marcia
Marinho.

Quando as amostras consistiam apenas em encéfalo (Fig. 3), o cérebro foi
separado do cerebelo, os cortices foram individualizados e o hipocampo foi
identificado, por ser uma regido com maior concentragao viral. Uma pequena porgao
do hipocampo foi retirada para a realizagdo do imprint nas laminas. O excesso de
material € removido com papel microfiltro, aplicando-se leve pressao para preservar o

material aderido.

Figura 3 — Processamento de encéfalo
de cdo.

Fonte: Laboratério de Diagndstico de Raiva
Animal UNESP - FMVA Profa. Marcia
Marinho.
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Ap06s a confeccdo do imprint, parte do material encefalico foi acondicionada
em microtubos estéreis tipo Eppendorf e encaminhada ao Instituto Pasteur, em Sao
Paulo, laboratério de referéncia nacional, para confirmagao diagndstica por métodos
complementares, incluindo técnicas moleculares. Outra parte do material foi
acondicionada em tubos estéreis tipo Falcon e armazenada em freezer a —20 °C no
proprio laboratério.

As laminas confeccionadas foram colocadas em coplin contendo acetona
(99,8%) por 45 minutos para fixagdo do material. Apos esse periodo, as laminas foram
identificadas e armazenadas em freezer a —20 °C até a realizacdo da técnica de
imunofluorescéncia direta.

Ao final do processamento, os materiais reutilizaveis foram lavados com
agua e sabao e higienizados com solugao de hipoclorito de sddio. A capela de fluxo

laminar foi novamente desinfetada com alcool a 70%.

3.5 TECNICA DE IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA

A técnica de imunofluorescéncia direta (Fig. 4) é realizada de acordo com
as recomendagdes do Manual de Diagndstico Laboratorial da Raiva e os protocolos
adotados pelos laboratérios de referéncia. Sao utilizadas as solugdes de cérebro de
camundongo normal (CCN) e solugdo Challenge Virus Standard (CVS), a solugao
tampéo fosfato salina e o conjugado antirrabico constituido por imunoglobulinas
especificas marcadas com isotiocianato de fluoresceina.

O CCN é utilizado como controle negativo, por ndo conter antigeno viral,
enquanto o CVS é empregado como controle positivo, por conter o virus da raiva. Em
todas as reagbes sao incluidas laminas sabidamente positivas e uma lamina
sabidamente negativa, com a finalidade de garantir a confiabilidade dos resultados e
evitar interpretagdes falso-positivas ou falso-negativas.

Inicialmente, s&o preparadas duas diluicdes em tubos de ensaio: a diluicdo
A, composta por CVS e conjugado antirrabico, e a diluicdo B, composta por CCN e
conjugado antirrabico. As diluigdes sdo mantidas sob refrigeragéo e protegidas da luz
por aproximadamente 10 minutos, a fim de preservar a estabilidade do conjugado
fluorescente e evitar a degradagao da fluoresceina.

Apos esse periodo, sdo pipetados 25 uL da diluicdo A na porgao superior

das laminas e 25 pL da diluicado B na porcao inferior, incluindo as laminas controle
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positivo e negativo. As laminas s&o mantidas em recipiente plastico contendo
ambiente umido, favorecendo a reagdo antigeno-anticorpo, e posteriormente

incubadas em estufa por 30 minutos.

Figura 4 — Técnica de IFD.
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Fonte: Laboratério de Diagnéstico de Raiva Animal UNESP — FMVA
Profa. Marcia Marinho.

Concluida a etapa de incubacido, as laminas sdo submetidas a duas
lavagens com solugdo tampéao fosfato salina, com duragdo de 10 minutos cada,
seguidas de trés lavagens com agua destilada, com duragéo de cinco minutos cada,
com o objetivo de remover o conjugado nao ligado ao antigeno. Apds as lavagens, as
laminas sao colocadas em suporte adequado e levadas novamente a estufa por 30
minutos para secagem final.

A técnica de imunofluorescéncia direta baseia-se na ligacao especifica
entre os anticorpos antirrabicos marcados com fluoresceina e o antigeno viral
presente no tecido encefalico fixado na ldmina. Nas amostras positivas, essa ligagao
resulta na visualizacdo de estruturas fluorescentes de coloracdo verde-maga, com
brilho intenso, caracteristicas da presenca do virus da raiva, enquanto nas amostras

negativas ocorre a auséncia de fluorescéncia apés as etapas de lavagem.



24

Figura 5 — Amostra positiva na
IFD.

Fonte: Laboratério de Diagnéstico de
Raiva Animal UNESP — FMVA Profa.
Marcia Marinho.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A raiva € uma zoonose viral de elevada letalidade, caracterizada por
encefalite progressiva aguda, causada por virus pertencente a ordem
Mononegavirales, familia Rhabdoviridae e género Lyssavirus (Fooks et al., 2017). No
Brasil, 0 agente circulante é o Rabies virus (RABV), responsavel pela raiva classica,
pertencente ao gendtipo 1, com diferentes variantes antigénicas associadas a
reservatorios especificos, o que confere a doenga um perfil epidemiolégico dinamico
e regionalizado (Scott; Nel, 2021).

A manutenc¢ao do virus da raiva na natureza ocorre por meio de diferentes
ciclos epidemioldgicos, incluindo os ciclos urbano, rural, silvestre e aéreo. Atualmente,
observa-se maior relevancia dos ciclos silvestre e aéreo, nos quais 0s animais
silvestres desempenham papel fundamental como reservatérios naturais do virus.
Destacam-se os morcegos, tanto hematofagos quanto nado hematéfagos, que atuam
como importantes fontes de infec¢ao para animais domésticos, de producao e seres
humanos. Além dos quirépteros, outros mamiferos silvestres, como primatas nao
humanos, raposas e carnivoros silvestres, participam da manutencao e disseminacao
do virus em determinadas regides, contribuindo para a complexidade do perfil
epidemioldgico da doenga no Brasil (Begeman et al., 2018; Scott; Nel, 2021).

Apesar dos avancos significativos no controle da raiva urbana transmitida
por caes, a persisténcia do virus nos ciclos silvestre e aéreo mantém a raiva como um
relevante problema de saude publica no pais. Dados recentes do Ministério da Saude
indicam que, entre 2010 e 2025, foram registrados aproximadamente 50 casos de
raiva humana no Brasil, sendo a maioria associada a transmissao por morcegos e
outros animais silvestres. Esses dados evidenciam que, embora a raiva urbana tenha
sido controlada em grande parte do territério nacional, a circulagdo do virus em
reservatorios silvestres representa um risco constante, reforcando a necessidade de
vigilancia epidemiolégica continua, diagndstico laboratorial eficiente e agdes
integradas entre a saude publica, a medicina veterinaria e os 6rgdos ambientais
(Brasil, 2025).

Nesse cenario, o diagnostico laboratorial da raiva animal exerce papel
fundamental, ndo apenas na confirmacao dos casos suspeitos, mas também como
importante instrumento da vigilancia epidemioldgica. Por meio dele, é possivel

identificar areas de risco, reconhecer as variantes virais em circulagao e orientar de
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forma adequada as acdes de controle e prevengao da doenga. A deteccéo oportuna
e confiavel da infecgcdo em animais é decisiva para a prote¢gao da saude humana e
animal, pois subsidia a adogéo imediata das medidas de profilaxia pos-exposigcao e
das agdes de bloqueio de foco, contribuindo para a redugao do risco de novos casos.

Dentre os métodos diagndsticos disponiveis, a imunofluorescéncia direta
(IFD) é considerada o teste padrao-ouro para o diagndéstico da raiva animal, sendo
amplamente recomendada por organismos internacionais como a Organizagao
Mundial da Saude (OMS) e a Organizagao Mundial de Saude Animal (OMSA) (Fooks
et al., 2017; Rupprecht; Fooks; Abela-Ridder, 2018). A técnica baseia-se na detecgéo
direta do antigeno viral presente no tecido do sistema nervoso central, por meio da
ligacdo especifica entre anticorpos antirrabicos marcados com fluoresceina e o
antigeno viral. Nas amostras positivas, observa-se fluorescéncia verde-macéa intensa,
caracteristica e facilmente reconhecivel, o que confere elevada sensibilidade e
especificidade ao método.

Além da confiabilidade, a IFD apresenta como principais vantagens a
rapidez na obtencéo dos resultados, o custo relativamente baixo e a possibilidade de
aplicacdo em laboratérios de rotina, desde que haja infraestrutura adequada,
biosseguranca e equipe treinada. Essas caracteristicas tornam a técnica
especialmente relevante para a vigilancia da raiva em regides endémicas, permitindo
respostas rapidas as suspeitas de infeccédo e contribuindo para a redugao do risco de
transmissao ao ser humano.

A prova biolégica por inoculagdo intracerebral em camundongos foi
amplamente utilizada como método complementar ao diagndstico, principalmente em
situagdes em que a carga viral do material era baixa ou quando os resultados da IFD
eram inconclusivos. Esse método possibilita o isolamento e a amplificagcdo do virus,
permitindo posterior confirmagao diagndstica e caracterizagéo viral (Brasil, 2008). No
entanto, a técnica apresenta limitagdes importantes, como o tempo prolongado para
obtencado dos resultados, que pode variar de 21 a 30 dias, os custos operacionais
elevados e, sobretudo, as questbes éticas relacionadas ao uso de animais de
laboratério.

Embora ainda seja empregada em alguns contextos, a prova bioldgica vem
sendo progressivamente substituida por métodos alternativos que atendem aos
principios dos 3Rs (reducado, refinamento e substituicio do uso de animais),

alinhando-se as diretrizes atuais de bem-estar animal e ética em pesquisa (Rupprecht;
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Fooks; Abela-Ridder, 2019). Nesse sentido, os métodos moleculares tém ganhado
destaque no diagndstico da raiva.

A Reacao em Cadeia da Polimerase com Transcriptase Reversa (RT-PCR)
destaca-se como uma ferramenta diagndstica de alta sensibilidade, capaz de detectar
o material genético viral mesmo em amostras com baixa carga viral ou em estagios
iniciais da infecgdo. Além de contribuir para a redugdo do uso de animais de
laboratério, a RT-PCR permite a caracterizagao genética do virus, possibilitando
estudos filogenéticos, identificagcdo de variantes circulantes e melhor compreensao
das cadeias de transmissédo (Rupprecht; Fooks; Abela-Ridder, 2019; Singh et al.,
2017).

Na pratica diagndstica, a utilizagdo integrada dessas metodologias
fortalece a confiabilidade dos resultados. A IFD permanece como método de escolha
para triagem e diagndstico inicial, enquanto a RT-PCR atua como ferramenta
confirmatdria e complementar, especialmente em laboratérios de referéncia. A prova
biolégica, por sua vez, mantém importancia historica e técnica, sendo atualmente
restrita a situacdes especificas, quando outros métodos néo estdo disponiveis ou
guando ha necessidade de isolamento viral.

O presente trabalho, ao descrever a rotina diagndstica da raiva animal no
Laboratério de Diagnoéstico de Raiva Animal da UNESP - FMVA, evidencia a
importancia da padronizagéo dos procedimentos laboratoriais, da biosseguranga e da
capacitagcao técnica da equipe. O laboratério recebe amostras principalmente de
morcegos e de sistema nervoso central de caes, gatos e bovinos provenientes de
aproximadamente 40 municipios da regiao noroeste de Sao Paulo, desempenhando
papel fundamental na rede oficial de vigilancia da raiva animal.

A atuacao desse laboratério contribui diretamente para a saude publica,
uma vez que os resultados diagnosticos subsidiam decisdes sobre profilaxia pos-
exposicao em humanos, acdes de bloqueio de foco, campanhas de vacinagao animal
e estratégias de educacao em saude. Dessa forma, o diagndstico laboratorial da raiva
animal configura-se como um elo essencial entre a medicina veterinaria e a saude
publica, reforcando o conceito de Uma Sé Saude.

Assim, a descricdo detalhada das técnicas empregadas e da rotina
laboratorial apresentada neste trabalho destaca n&o apenas a relevancia técnica dos

métodos diagndsticos, mas também a importancia estratégica do diagndstico da raiva



28

animal como ferramenta indispensavel para a vigilancia epidemiolégica, o controle da

doenca e a protegcado da saude humana e animal.
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5 CONCLUSAO

A abordagem dos diagndsticos laboratoriais da raiva animal realizados no
Laboratorio de Diagnostico de Raiva Animal da UNESP — FMVA evidenciou a
importancia do diagndstico como componente central da vigilancia epidemiologica e
da protecdo da saude publica, humana e animal. A Imunofluorescéncia Direta
consolidou-se como o principal método empregado na rotina diagndstica, em razao
de sua rapidez, sensibilidade e confiabilidade para a detecgdo do antigeno viral,
enquanto a prova biolégica por inoculagdo intracerebral em camundongos,
tradicionalmente utilizada como técnica complementar, apresenta limitagdes que tém
favorecido sua substituicdo por métodos moleculares, como a RT-PCR, atualmente
realizada em laboratorios de referéncia e em vias de implementagdo no proprio
laboratorio da UNESP — FMVA. A atuacéo do laboratério, responsavel pela analise de
amostras provenientes de aproximadamente 40 municipios da regiao noroeste de Sao
Paulo, contribui de forma decisiva para a identificacdo de areas de risco, o
direcionamento das acdes de controle e o suporte a tomada de decisbes pelas
autoridades sanitarias, reforcando o papel estratégico da medicina veterinaria e do
diagnéstico laboratorial no contexto da Saude Unica e no enfrentamento de uma

zoonose grave e fatal ainda presente no Brasil.
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