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DIAGNOSTICO DA RAIVA: ESTUDO COMPARATIVO
ENTRE A EFETIVIDADE DOS TESTES DE CULTIVO
CELULAR E INOCULAGAO VIRAL EM
CAMUNDONGOS

Harué Carolina Freire Tamura

RESUMO

A raiva é a doenca mais temida na humanidade, datada desde a Antiguidade.
E uma antropozoonose com letalidade de quase 100%. Caracteriza-se por causar
encefalite em mamiferos — Unicos suscetiveis ao virus. Possui ampla distribuicao
mundial, apresentando-se de forma endémica no Brasil. Os animais de producao sao
0s mais acometidos, gerando grandes perdas econdmicas no pais. O diagndstico
laboratorial € imprescindivel para a confirmagao da doenga em casos suspeitos e para
o diagndstico diferencial para as demais encefalites, além do controle e prevengao. O
diagnostico padrdo ouro estipulado pela World Health Organization é a
imunofluorescéncia direta e o exame confirmatério é feito pelo isolamento viral em
camundongos ou em cultivo celular. Esta revisdo sistematica comparou a
sensibilidade do isolamento em cultivo celular com o isolamento em camundongos no
diagndstico post-mortem da raiva de diferentes espécies, para verificar a hipétese de
que o cultivo celular € uma alternativa confiavel para substituir o uso de animais. Com
isso, analisou-se 12 artigos cientificos retirados dos bancos de dados do PubMed,
Biblioteca Virtual em Saude (BVS), Google Académico e Science Direct. Os critérios
de incluséo foram: trabalhos publicados entre os anos de 2004 e 2016, idioma inglés
ou portugués. Os critérios de exclusdo foram trabalhos que ndo abrangessem os
métodos de diagnéstico de imunofluorescéncia direta, inoculagao intracerebral em
camundongos ou em cultivo celular. Conclui-se que € preciso padronizar a técnica de

isolamento em cultivo celular para todas as espécies.

Palavras-chave: Lyssavirus. Zoonoses. Técnicas de Laboratério Clinico. Saude

Publica.



RABIES DIAGNOSIS: A COMPARATIVE STUDY BETWEEN THE
EFFECTIVENESS OF CELL CULTURE TESTS AND VIRAL
INOCULATION IN MICE

Harué Carolina Freire Tamura

SUMMARY

Rabies is the most frightening disease for humanity, since ancient times. It is an
anthropozoonosis with a percentage of lethality of almost 100%. It is characterized by
causing encephalitis in mammals — the only species susceptible to the virus. It has a
wide distribution around the world, presenting itself endemic in Brazil. Farm animals
are the most affected, fact that brings great economic losses to the country. Laboratory
diagnosis is essential for the disease confirmation in suspect cases and for the
differential diagnosis for the others encephalitis, besides the control and prevention.
The gold-standard diagnosis stipulated by the World Health Organization is fluorescent
antibody test and confirmatory diagnosis is done by viral isolation in mice or in cell
culture. This systematic review has compared the sensitivity of isolation in cell culture
to the isolation in mice in the post-mortem diagnosis of rabies of different species, in
order to verify the hypothesis that cell culture is a reliable alternative to replace the use
of animals. Therefore, 12 scientific articles extracted from data sets of the PubMed,
Biblioteca Virtual em Saude (BVS), Scholar Google and Science Direct were analyzed.
Inclusion criterias were: scientific articles published between the years of 2004 and
2016, English or Portuguese languages. Exclusion criterias were studies that did not
contemplate methods of fluorescent antibody test, intracerebral inoculation in mice or
in cell culture. Drawn conclusion that it is necessary to standardize the technique of
isolation in cell culture for all species.

Key words: Lyssavirus. Zoonosis. Clinical Laboratory Techniques. Public Health.
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1 INTRODUGAO

A raiva é uma doenca infecciosa aguda, de carater zoonoético, causada pelo
virus da familia Rhabdoviridae, do género Lyssavirus. Possui 11 gendtipos distintos,
sendo o Rabies virus (RABV) o virus classico da raiva, pertencente ao gendtipo 1.
Nesse gendtipo estdo incluidos os “virus de rua” isolados de animais domésticos e
silvestres de varios continentes. A doenga caracteriza-se por provocar encefalomielite
aguda fatal em mamiferos e humanos, sendo transmitida principalmente por morcegos
e animais carnivoros, incluindo-se caes e gatos domésticos e outras espécies de
animais silvestres, estes denominados reservatérios ou animais amplificadores (ITO;
MEGID, 2016).

O virus possui alta capacidade de adaptacdo as diferentes espécies de
mamiferos, apresentando ampla distribuicdo mundial. A cadeia epidemioldgica da
raiva esta dividida em 4 ciclos: urbano, rural, silvestre terrestre e silvestre aéreo -
sendo o ser humano hospedeiro final e vulneravel em todos os ciclos (KOTAIT, 2010).
A maioria das infecgdes pelo virus rabico ocorre por transmissido percutanea através
da mordedura de animais infectados (HIPOLITO, 1948). A transmissé&o por via aérea,
pela inalacao de aerossois, ocorre raramente. O contato com ferimentos abertos e
membranas mucosas podem ocasionalmente levar a transmissdo de raiva, assim
como transplantes de 6rgaos (BATISTA et al., 2007). O virus invade o organismo,
replica-se localmente no ponto de inoculagéo até atingir concentragao suficiente para
alcangar terminagdes nervosas. O virus rabico atinge o Sistema Nervoso Periférico
(SNP) movendo-se em diregao ao Sistema Nervoso Central (SNC), seguindo um
trajeto centripeto. A partir da intensa replicagdo no SNC, o virus segue em diregao
centrifuga, disseminando-se através do SNP e Sistema Nervoso Auténomo (SNA)
para varios 6rgaos e glandulas salivares — sendo eliminado pela saliva dos seres
infectados (BRASIL, 2014).

Os sinais clinicos da doenca podem ser divididos em trés fases: prodrémica,
furiosa e paralitica. Porém, muitas vezes, estas fases podem nao ser distinguidas,
uma vez que as fases iniciais nem sempre sao evidentes. No estagio prodrémico,
nota-se a mudanga de comportamento em animais domésticos e a perda do instinto
natural em animais silvestres. Em seguida, pode-se manifestar a fase furiosa —

comumente observada em caes; € neste estagio que aparecem os sinais classicos da
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doenca: hidrofobia, aerofobia, fotofobia e agressividade. Ja a fase paralitica acomete,
principalmente, bovinos — onde nota-se a paralisia mandibular e salivagao intensa. Em
geral, a doenga € caracterizada por uma disfuncdo progressiva do SNC — podendo
ser confundida com outras infecgdes que causam encefalomielite ou outras
manifestagdes neurolégicas (WOLDEHIWET, 2005; BATISTA, 2007).

A World Health Organization (WHO) classifica a raiva entre as doencas
tropicais negligenciadas por ser endémica em todos os continentes — com excegao da
Antartida. De acordo com dados da WHO, estima-se que a raiva mata em torno de
60.000 pessoas no mundo por ano. No Brasil, na ultima década (2007-2017),
ocorreram 26 mortes humanas segundo o Ministério da Saude. Quando considerada
a Saude Publica, a raiva € a 72 doenca infecciosa de carater global de maior
importancia. Ja em termos econdmicos, as perdas animais diretas e indiretas na
pecudria representam uma estimativa de US$ 300 milhdes de ddlares na América
Latina, sendo US$ 80 milhdes somente no Brasil (ITO; MEGID, 2016).

Distribution of risk levels for humans contacting rabies, worldwide, 2013

High risk
Moderate risk

Low risk %
No risk a %
2 No data available

] Not applicable

i s

The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression Data Source: World Health Organization ol Id | h
of any opinion whatsoever on the part of the World Health Organization concerning the legal status Map Production: Control of Neglected #’1 2y, Worl _Hea_ t
of any country, territary, city or area or of its authorities, or concerning the defimitation of its frontiers. Tropical Diseases (NTD) WD Organlzatmn
or boundaries. Detted lines on maps reprasent approximate border lines for which thers may not World Health Organization

yet be full agreement. © WHO 2014. All rights reserved

Figura 1 — Mapa do risco humano de contrair raiva no mundo, 2013. Fonte: World
Health Organization (WHO), 2013



11

O diagnéstico padrao ouro recomendado pela WHO € a imunofluorescéncia
direta (IFD) como teste para identificagdo do virus rabico. A IFD é altamente sensivel,
acurada e relativamente rapida. No entanto, o isolamento do virus por inoculagao
intracerebral em camundongos também é recomendado para confirmagdo do
diagndstico pela IFD, pois o isolamento viral em camundongo (IVC) detecta virus em
amostras com baixa concentragao viral, o que pode gerar resultados falsos negativos
na IFD. A técnica de IVC apresenta alta sensibilidade e demora até 30 dias para
obtencado dos resultados. Além disso, o virus rabico também pode ser cultivado em
células — sendo esse método relativamente facil, barato e com redug¢ao de tempo para
obtencao dos resultados (CASTILHO et al., 2007).

A preocupacdo com uso e bem-estar de animais de laboratorio eleva-se
exponencialmente. RUSSEL E BURCH (1992) propuseram o método dos 3Rs para o
uso desses animais: substituicdo por material ndo-senciente (replacement), reducao
do numero de animais (reduction) e refinamento dos procedimentos que os envolvem,
diminuindo a severidade aplicada (refinement). Na prova biolégica da raiva, estipulou-
se um numero maximo de 5 camundongos por caixa; lactentes ou recém desmamados
devido a maior suscetibilidade ao virus rabico e facilidade para inoculagao
intracerebral. E recomendavel respeitar o ciclo circadiano, fornecer agua potavel e
racao ad libitum, utilizar maravalha de qualidade e manter temperatura ambiente em
torno de 20°C * 2 para garantir o conforto e bem-estar.

Contudo, a inoculagéo viral em cultivo celular (IVCC) é uma alternativa ao uso
de animais no diagnéstico da raiva, seguindo o conceito de replacement estabelecido
por RUSSEL E BURCH (1992). O objetivo deste estudo visa confirmar se o isolamento
viral in vitro possui 0 mesmo grau de confiabilidade do isolamento in vivo, de modo

que tal método possa ser substituido.
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2 MATERIAL E METODOS

Foi realizada uma revisdo sistematica de literatura para comparar a
sensibilidade do isolamento viral em cultivo celular (IVCC) com o isolamento viral em
camundongos (IVC). O propdsito desta revisao foi avaliar a hipétese de que o IVCC é
uma alternativa confiavel para substituir IVC. As informag¢bes foram obtidas pela
selegcado de artigos cientificos e dissertagbes, pesquisados nos bancos de dados do
PubMed, Biblioteca Virtual em Saude (BVS), Google Académico e Science Direct nos
meses de abril a junho de 2017. Os termos utilizados na estratégia de busca no
Pubmed foram feitos em duas etapas: ((("diagnosis"[Subheading] OR "diagnosis"[All
Fields] OR "diagnosis"[MeSH Terms]) AND ("rabies"[MeSH Terms] OR "rabies"[All
Fields])) AND ("cell culture techniques"[MeSH Terms] OR ("cell"[All Fields] AND
"culture"[All Fields] AND "techniques"[All Fields]) OR "cell culture techniques"[All
Fields] OR ("cell"[All Fields] AND "culture"[All Fields]) OR "cell culture"[All Fields]))
AND (("mice"[MeSH Terms] OR "mice"[All Fields] OR "mouse"[All Fields]) e
(("rabies"[MeSH Terms] OR "rabies"[All Fields]) AND ("diagnosis"[Subheading] OR
"diagnosis"[All Fields] OR "diagnosis"[MeSH Terms])) AND (("rabies virus"[MeSH
Terms] OR ("rabies"[All Fields] AND "virus"[All Fields]) OR "rabies virus"[All Fields]).
Os termos utilizados no BVS foram: diagnéstico da raiva AND isolamento viral. No
Google Académico foram utilizados os termos: cultivo celular no diagnostico da raiva
AND métodos de inoculagéo viral na raiva. Por fim, os termos utilizados no Science
Direct foram: diagnosis of rabies AND viral isolation.

Para selecao dos artigos foi realizada a busca avangcada com os seguintes
critérios: idioma inglés ou portugués, conteudo integral, publicagdo entre os anos de
2004 e 2016 e estudos que avaliassem a sensibilidade dos métodos de IVCC e IVC,
tendo a IFD como base. Com isso, foram selecionados minuciosamente 12 artigos

para discussao.
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Tabela 1 —- Comparacgao entre os métodos de isolamento viral em camundongos e em cultivo celular,
de acordo com a sua sensibilidade ou concordancia nos estudos selecionados segundo autor e

ano
Autor Ano Espécie N Compara’gao entre os
amostral métodos
. 75% concordéancia de IVC'
NOGUEIRA 2004 Quirdpteros 139 com IVCC2
Bovina, Canina, Equina, 94,44% sensibilidade IVC;
XAVIER 2005 Felina, Ovina 28 88,89% sensibilidade IVCC
. . Bovino e quirdpteros: 100%
CAitT;'I'HO 2007 B°V'Q”§}éci‘gr'gsos’ 105  concordancia IVC com IVCC:
’ P Canideos: 91% concordancia
CHHABRA Bovideos, Canina, Equina, 93,93% concordancia IVC
2007 ; 33
et al. Felina, Humana com IVCC
o .
LIMA 2008 Bovina, Equina, Humana 11 100% CO”COIQ‘}'SEC'E‘ IVC com
MADHUSUDANA Bovina, Canina, Felina, 100% concordancia IVC com
2010 . 120
et al. Primata, Humana IVCC
ROBARDET , 35% sensibilidade IVC; 70%
etal 2011 Canideos " sensibilidade IVCC
L’?’;‘IG 2012 Bovina, Canideos 110 100% sensibilidade IVCC
CENTOAMORE . IVCC foi a técnica menos
et al. 2015 Bovina 59 sensivel entre IFD3 e IVC
KANITZ . 100% concordancia IVC com
ot al. 2015 Bovina 48 VCC
SASIKALAVENI ~ . 100% sensibilidade IVCC com
ot al. 2015 Nao especificado 5 a técnica RTCIT
CENTOAMORE ~ - 120 amostras discordantes
ot al 2016 Nao especificado 2561 entre IVC e IVCC

" IVC: Isolamento viral em camundongo
2 |VCC: Isolamento viral em cultivo celular

3 IFD: Imunofluorescéncia direta

4 RTCIT: Rapid tissue culture infection test
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Foram selecionados 12 artigos comparando os resultados das técnicas de
diagndstico post-mortem da raiva. As amostras foram diagnosticadas pela IFD, padréao
ouro estabelecido pela WHO, e confirmadas pelo isolamento viral em camundongos e
em cultivo celular. A concordancia entre as duas técnicas de isolamento e a
sensibilidade de cada uma estdo demonstradas na Tabela 1. O tamanho amostral
variou de 5 a 2561 com o uso de diversas espécies, sendo que 66,67% dos estudos
utilizaram bovinos em suas pesquisas. SASIKALAVENI et al. (2015) e CENTOAMORE
et al. (2016) apresentaram, respectivamente, 0 menor e o maior numero de amostras
analisadas. Por ndo terem especificado o tipo de amostra em seus estudos, estes
tornaram-se menos confiaveis, pois cada espécie possui um material de eleigdo que
apresenta maior intensidade de marcagao antigénica, visto que o RABV n&o infecta
todas as estruturas do SNC uniformemente.

LIMA (2008), MADHUSUDANA et al. (2010), YANG et al. (2012), KANITZ et al.
(2015) e SASIKALAVENI et al. (2015) demonstraram 100% de sensibilidade no IVCC,
ou seja, todas as amostras positivas na IFD tiveram os mesmos resultados no cultivo
celular. Entretanto, ROBARTED et al. (2011) e CENTOAMORE et al. (2015)
apresentaram as menores sensibilidades para o mesmo método. Segundo estes
autores, a contaminagao bacteriana de suas amostras e a falta de padronizacéo da
técnica de IVCC para herbivoros podem ter contribuido para os resultados menos

sensiveis.

Tabela 2 - Tipos de linhagens celulares utilizadas na inoculagao viral por cultivo celular

Autor Linhagem celular
NOGUEIRA (2004) MNA, McCoy
XAVIER (2005) BHK-21
CASTILHO et al. (2007) MNA
CHHABRA et al. (2007) MNA
LIMA (2008) MNA
MADHUSUDANA et al (2010) BHK-21, HEK-293, MNA

ROBARDET et al. (2011) BHK-21, MNA
YANG et al. (2012) MNA
CENTOAMORE et al. (2015) MNA

KANITZ et al. (2015) BHK-21, MNA
SASIKALAVENI et al. (2015) MNA
CENTOAMORE et al. (2016) MNA

BHK-21: Baby kidney human (linhagem 21); HEK-293: Human embryonic kidney (linhagem 293);

McCoy: células fibroblasticas de camundongo; MNA: murine neuroblastoma
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Nos artigos selecionados, o IVCC foi feito a partir das linhagens celulares BHK-
21, HEK-293, McCoy e MNA como evidencia a Tabela 2. As células BHK-21 provém
de rim de hamster-sirio (Mesocricetus auratus) com um dia de vida e s&o do tipo
fibroblasto, possuindo sensibilidade semelhante a de camundongos (Mus musculus)
desmamados (MESLIN; KAPLAN, 1996). No entanto, essa relagao é variavel: XAVIER
(2005) obteve sensibilidade de 88,89% em células BHK-21 e 94,44% para
camundongos desmamados em 18 amostras positivas (14 bovinos, 3 equinos e 1
ovino), ja para KANITZ et al. (2015), a sensibilidade foi de 100% em 32 amostras
positivas de bovinos — ambos autores utilizaram 72 horas no tempo de incubacgao.

A linhagem HEK-293 é proveniente de células renais embrionarias humanas.
MADHUSUDANA et al. (2010) compararam as linhagens de HEK-293, BHK-21 e
MNA, obtendo 100% de eficacia para as linhagens HEK-293 e MNA, porém para as
células BHK-21 essa taxa foi de apenas 28% de eficiéncia. De acordo com 0 mesmo
autor, isso pode ser explicado pela grande quantidade de proteinas neurais e
receptores muscarinicos de acetilcolina que as células HEK-293 expressam. Para
YANG et al. (2012), a linhagem BHK-21 ¢ eficaz para propagar cepas fixas de vacinas,
mas nao para o “virus de rua”. XAVIER (2005) obteve sensibilidade de células BHK-
21 proximo a 90%, porém camundongos lactentes obtiveram 100% de sensibilidade,
sendo este teste mais confiavel.

As células derivadas de neuroblastoma murino compartilham caracteristicas
semelhantes aos neurénios humanos e apresentaram sensibilidade superior em
relagcdo as demais linhagens celulares, podendo chegar a aproximados 98% quando
comparadas com a IFD (XAVIER, 2005; CASTILHO et al., 2007). CASTILHO et al.
(2007) demonstraram 100% de concordéncia entre as técnicas de IFD, IVC e IVCC
para bovinos e morcegos. Para bovinos, fora preparado inéculos de diferentes
fragmentos do SNC (incluindo um pool com todas as estruturas), sendo o tronco
encefalico o material que mais apresentou células infectadas. Além do numero
amostral utilizado por CASTILHO et al. (2007) ja evidenciados na Tabela 1, 11.298
amostras de SNC de morcegos foram usadas para comprovar a eficacia do IVCC. De
acordo com o autor e colaboradores, o uso de todo SNC em morcegos e de todos os
fragmentos de SNC de bovinos, sendo estes inoculados em conjunto ou néo,

contribuiram para a positividade em todos os testes.
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NOGUEIRA (2004) obteve sensibilidade e especificidade de 95% com a
linhagem celular McCoy (células fibroblasticas de camundongos), porém quando as
amostras foram comparadas com a prova biolégica a concordancia de resultados foi
de 75%. A resposta imune do animal pode interferir e mascarar a infec¢ao, tornando-
0 assintomatico. Para que haja o aparecimento dos sinais clinicos, € preciso uma
carga viral maior combinada a capacidade da resposta imune do camundongo. No
IVCC nao ha interferéncia da resposta imune e o virus rabico pode ser isolado mesmo
com carga viral baixa. Indculos contendo quantidades pequenas de virus rabico
podem ser isolados com sucesso no cultivo celular, enquanto que em camundongos
essa taxa de sucesso foi de 50% (KING, 1996). Além disso, CHHABRA et al. (2007)
isolaram, em seu estudo, o RABV de 8 amostras de liquido cefalorraquidiano humano
em cultivo celular, que possui pequenas quantidades de virus. Essas mesmas
amostras foram negativas na IFD e no IVC.

E importante notar que SASIKALAVENI et al. (2015) utilizaram em seu cultivo
celular o método rapido de inoculagéo de células - Rapid tissue culture infection test
(RTCIT), a partir da linhagem de MNA. As placas contendo as células foram incubadas
por 48 horas. Além de reduzir consideravelmente o tempo para obtengdo dos
resultados, esta abordagem foi eficaz com amostras de liquido cefalorraquidiano de
humanos, que possui quantidade limitada.

De acordo com CENTOAMORE (2016), a IVCC pode ser utilizada como
método confirmatorio da raiva, no entanto, € preciso que haja mais estudos para
melhorar o desempenho quanto a reprodutibilidade e repetitividade. A WHO preconiza
tempo de incubagao na inoculagdo em cultivo celular de 96 horas e sugere incubacgao
em curto tempo de 72 horas. Porém, amostras com pequena quantidade de virus
rabico deve, obrigatoriamente, ser incubadas por maior tempo. KANITZ et al. (2015)
obtiveram sucesso com incubagao de 72 horas e resultados ruins com 48 horas,
enquanto que SASIKALAVENI et al. (2015) obtiveram 6timos resultados com 48h.

ROBARDET et al. (2011) selecionariam 32 laboratorios de diversos paises
europeus para executar os métodos diagndsticos e comparar seus resultados. Houve
disparidades nas metodologias aplicadas entre os laboratorios: a densidade celular, o
numero de células por poco, o volume de suspensao, o periodo de fixacdo da acetona
e o tempo de incubagao foram variaveis — esses fatores implicaram na divergéncia

dos resultados. Além disso, houve contaminagao bacteriana de algumas amostras
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para IFD, afetando significantemente os resultados para IVC e IVCC. Estado de
conservagao de amostra comprometido, repetidos congelamento e descongelamento,
exposicao a agentes quimicos e biolégicos reduzem a sensibilidade dos testes
(CASTILHO et al., 2007).

Faz-se necessario a padronizagdo nos métodos utilizados para IVCC quanto: a
escolha de fragmento a ser utilizado em cada espécie, a procedéncia da linhagem
celular, o tempo de incubacgao, o volume de suspensao de virus a ser utilizado, tempo
de fixacdo da acetona e a temperatura da estufa de incubacdo. Além disso, os
laboratérios devem ser corretamente estruturados com profissionais aptos a realizar
os métodos diagndsticos (BONES et al.,2013; ITO; MEGID, 2016). Resultados falso-
negativos podem gerar um impacto alarmante, da mesma maneira que resultados
falso-positivos podem levar individuos desnecessariamente a profilaxia pos-exposi¢cao
da raiva (YANG et al., 2012).
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4 CONCLUSAO

Apos analise minuciosa dos trabalhos cientificos conclui-se que nao foi possivel
comprovar a hipétese de que o isolamento viral em cultivo celular é tao eficaz quanto
o isolamento em camundongos, a ponto de ser totalmente substituido. Embora o
cultivo celular seja um método mais rapido, barato, de facil manuseio e que apresenta
excelentes resultados para quirdpteros, ainda existem controvérsias com os
protocolos instituidos. Ha a necessidade de mais estudos nessa area, afim de
padronizar um protocolo definitivo que abranja todas as espécies. Deve-se fazer um
melhor delineamento no cultivo celular em relagao a linhagem celular utilizada e tempo
de incubacao.

Considerando a raiva uma zoonose de alta letalidade, a utilizacdo da prova
bioldgica ainda faz-se necessaria para o diagndstico confirmatério, evitando que haja
resultados falso-positivos e falso-negativos. Porém, deve-se garantir o conforto e bem-
estar dos animais. Conclui-se que a inoculagcdo viral em cultivo celular deve estar
associada a imunofluorescéncia direta e a inoculagdo em camundongos para

resultados confiaveis.
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