Este trabalho teve como obijetivos utilizar a
imunocitoquimica (ICQ) como método rapido de diagjico para
raiva, e realizar estudo retrospectivo de casosiymssde raiva nos
arquivos do Laboratorio de Patologia Animal (LAPAXD, através
da imunohistoquimica (IHQ). A IHQ foi essencial garconclusdo
do diagnéstico nos casos do estudo retrospectpecealmente

agueles em que ndo foram observadas inclusbesgie NéCQ foi
positiva em 85,7% dos bovinos com raiva, além dacstrar um
teste rapido e de facil execucgdo. Técnicas queabuscdiagnostico
rapido sdo extremamente importantes, pois perngtermedidas de
prevencao e controle possam ser tomadas mais nagridie.
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RESUMO

WISSER, Claudia Saletémunocitoquimica no diagnéstico de raiva em
bovinos e estudo retrospectivo2014, 44 p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia Animal — Area: Patologia Animal) Universigado Estado de Santa
Catarina, Programa de Pos-graduacao em Ciénciaahriages, 2014.

Este trabalho teve como objetivos utilizar a imutoogiimica (ICQ)
como método rapido de diagnéstico para raiva, dizegaestudo
retrospectivo de casos positivos de raiva nos aquilo Laboratério de
Patologia Animal (LAPA/CAV), através da imunohistidapica (IHQ). O
estudo foi dividido em duas etapas, levantamentdagdi®s entre os anos
de 1987 e 2011 no LAPA/CAV, através de processamegas amostras
mantidas em parafina, para histopatologia e imwoguimica (IHQ), e
acompanhamento clinico de animais suspeitos estr@nos de 2012 e
2013, no qual bovinos mortos naturalmente ou esiadas foram
necropsiados. Amostras de sistema nervoso centahfcoletadas para
aplicacao de ICQ, além de imunofluorecéncia diectigstopatologia com
coloracdo de Hematoxilina e Eosina. No estudo spedtivo observou-se
gque a idade dos animais afetados variou de quagsesna 10 anos. Os
principais sinais clinicos relatados foram incoomigio dos membros
posteriores, evoluindo para decubito e morte en? 2lias. As regides do
vale e leste de Santa Catarina foram as com maiorero de casos
remetidos ao laboratdrio. Durante 0 acompanhansfitico 13 animais
apresentaram a forma paralitica da doenca e umdagresentou forma
furiosa. As alteragBes histologicas observadas, dess etapas do
trabalho consistiram em meningonecefalite linfoeitie macrofagica
perivascular, variando de leve a acentuada, p@sveam focos de gliose
e necrose neuronal; Corpusculos de inclusdo dei figgm observados
em 85% dos casos do levantamento e 88% dos anawampanhados
clinicamente. A IHQ foi essencial para a concludaodiagndstico nos
casos do estudo retrospectivo, especialmente agarleque ndo foram
observadas incluses de Negri. A ICQ foi positina85,7% (12/14) dos
bovinos com raiva, inclusive em um animal cuja fleDnegativa, além
de se mostrar um teste rapido e de facil execlg@micas que buscam o
diagnéstico rapido sdo extremamente importantels permitem que
medidas de prevencgdo e controle possam ser tommdssapidamente.

Palavras-chave: raiva, encefalite, imunocitoquimiéagnoéstico rapido;



ABSTRACT

WISSER, Claudia Saletémmunocytochemistry in the diagnosis of cattle
rabies and a retrospective study 2014, 44 p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia Animal — Area: Patologia Animal) Universigado Estado de Santa
Catarina, Programa de Pos-graduacao em Ciénciaahriages, 2014.

This study aimed to investigate the use of immutaxyemistry (ICC) as
a quick diagnostic method of rabies, and to perfarmtrospective study
of positive rabies cases of the Animal Pathologybdratory
(LAPA/CAV) archives, by using immunohistochemist({HC). The
study was divided into two stages: data collectimm the LAPA/CAV
archives between 1987 and 2011, through the process paraffin
embedded samples for histopathology and IHC; ainital follow-up of
susceptible animals between the years of 2012 &1i8,2in which
naturally dead or euthanized animals were necrdp€entral nervous
system samples were collected for immunocytocheynastsessment, in
addition to direct immunofluorescence (DIF) andtdpsthology with
hematoxylin and eosin staining. The retrospecttuelys showed that the
affected animals’ ages ranged from 4 months toeEdsy Most frequently
reported clinical signs were incoordination of thied limbs, progressing
to decumbency and death in 2-7 days. Northeastéate (do Itajai) and
eastern Santa Catarina were the regions with nfdeeacases submitted
to the laboratory. During the clinical follow-upage 13 animals
presented the paralytic form of the disease, amdstowed the furious
form. The histological alterations observed in bethges of the study
consisted of mild to severe perivascular lymphaecgind macrophagic
meningoencephalitis, sometimes with foci of gliosasd neuronal
necrosis; Negri inclusion bodies were observed B8 of the
retrospective study cases and 88% of the clinicdsessed animals. IHC
was essential to the diagnosis conclusion in theogpective study,
especially those in which no Negri bodies were tbuhhe ICC was
positive in 85,7% (12/14) of the cases, includimg animal whose direct
immunofluorescence was negative, and also provée @ fast and easy-
to-perform test. Rapid diagnostic techniques ateemely important as
they allow for prevention and control measureseddken quickly.

Key-Words: rabies, encephalitis, immunocytocherypjstipid diagnosis
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1 INTRODUCAO

A raiva é uma doenca infecciosa, de notificac&dgabiria,
causada por um RNA virus do génkyssavirus que acomete o SNC de
varias espécies, inclusive o homem (BARROS et28106; JONES;
HUNT; KING, 2000).

A imunofluorescéncia direta (IFD) realizada em atnass de
sistema nervoso resfriado ou congelado é o testipaouro para o
diagnostico (WHO, 2013), todavia com o passar dos aovas técnicas
vem sendo desenvolvidas buscando alta sensibilidagspecificidade
no diagnéstico da doenca. Entre estas técnicas @stluidos testes
soroldgicos, moleculares e imunolégicos (WOLDEHIWET05).

A imunohistoquimica (IHQ) vem sendo utilizada, dstrando
bons resultados no diagnostico de raiva (ACHKARIg2010; STEIN
et al, 2013). Através dela podem ser realizadagdestretrospectivos,
além de concluir o diagnostico especialmente raggdes em que a
conservacgao sobre refrigeracdo ndo é possiveghitizando o exame
de IFD (PEDROSO et al, 2008). Entretanto o tempa padiagnostico
através dela é relativamente maior se comparadd §4ABREU, 2012).

Com base nisso, recentemente vem sendo desenwlvido
protocolos alternativos, buscando rapidez e faalidna execugéo dos
testes. No Brasil, Abreu (2012) desenvolveu prdtocale
processamento em micro-ondas para o diagnosti¢ophislogico e
imunohistoquimico répido da doenca. Na india, Afridfeganistéo e
Iraque vém sendo descrita a utlizacdo da imunodpgtmica em
esfregacos de sistema nervoso central de humaansnais suspeitos
de raiva, tornando o diagnostico pratico e ainde mdgido (LEMBO et
al, 2006; MADHUSUDANA et al, 2012). Ambos os traha
demostraram correlagcéo de 100% em relacéo ao méficitd (IFD).

O estudo foi dividido em duas etapas, estudo madaso dos
casos de raiva diagnosticados no Laboratério deldega Animal
LAPA/CAV, entre os anos de 1987 e 2011, e acompaahto clinico
de animais suspeitos entre os anos de 2012 e ZDIdhjetivo foi
aplicar a imunocitoquimica como método rapido agegadstico para a
doenca, e relacionar casos positivos para raivaARA/CAV, com o
auxilio da imunohistoquimica.



16

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A RAIVA

A raiva € uma das doencas mais antigas e conhedalas
humanidade, com os primeiros registros a pelo mdnosl anos. O
virus da raiva (RabV) pertence a famil®babdoviridae e género
Lyssavirus. O genoma viral € formado por uma cadeia de RN&A fit
simples, disposto em formato de mola, recoberto pona
nucleoproteina (RODRIGUEZ et al, 2007).

O virus da raiva € mantido na natureza atravédattes dnter-
relacionados, denominados de ciclos urbano, sit/esiral e aéreo. O
ciclo urbano esta relacionado a ocorréncia de raivacdes e gatos
domeésticos, o ciclo rural engloba a raiva em herlois;, como bovinos e
equinos; o termo silvestre é utilizado para nonzesagiva ocorrida em
animais silvestres, como raposas, guaxinins, garsbpematas; e 0
aéreo refere-se a raiva entre os morcegos, hematdfau ndo
(FERNANDES; RIET-CORREA, 2007).

No ciclo silvestre as espécies reservatérias dosvpodem
variar em funcao da geografia. Na América Latina, roorcegos
hematéfagoPDesmodus rotundus sdo hospedeiros e em funcédo de seus
hébitos alimentares, os principais transmissordaafdacéo aos bovinos
(RODRIGUEZ et al, 2007). No ciclo urbano, os prpais vetores sao
os caninos (FERNANDES; RIET-CORREA, 2007), sendsegsa
espécie com maior frequéncia de transmissdo aosrfagmo Brasil,
seguido de morcegos, primatas nao humanos, fedifesbivoros. Este
Gltimo pormanipulagéo direta da saliva de animais infect§d6&DA,;
ROCHA; MAIA-ELKHOURY, 2011).

Em varias regides do Brasil o ciclo urbano vem eend
controlado através de vacinacao dos animais de ammgn Todavia 0s
ciclos silvestres estdo em expansdo, com maior mirde casos
registrados (WADA; ROCHA; MAIA-ELKHOURY, 2011). Ersanta
Catarina, o Ultimo caso de raiva humana ocorred @84, e osiltimos
registros de raiva urbana ocorreram em 2006, es ai@s e um gato,
por envolvimento com morcegos. No entanto casasida em animais
de producao séo registrados rotineiramente (DIVEZST?2).

A infeccdo pelo virus da raiva ocorre na maioria @ezes por
transmissdo percutanea, através da mordedura dwianinfectados
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(RODRIGUEZ et al, 2007; BARROS et al, 2006; RADOES et al,
2002). Apos a entrada no organismo o virus poder fama replicacéo
primaria no sitio de inoculacdo, ou entrar diretat@enos terminais
nervosos (ZACHARY, 2009). A partir dai o virus ideaos neurdnios
motores e sensoriais e progride por fluxo axortebgeado até o sistema
nervoso central

Apés atingir o sistema nervoso central, a dissetéinaviral é
rdpida (FERNANDES; RIET-CORREA, 2007). Ela pode roeotanto
por fluxos axoplasmaticos anterégrados ou retragrasl também por
disseminagdo neurbnio-neurdnio (ZACHARY, 2009). s2esnaneira
atinge varios 6rgaos, incluindo as glandulas sai/eonde se replica e é
eliminado na saliva (BARROS et al, 2006), duraritpirzs dias antes
mesmo do aparecimento dos sinais clinicos (MAXIEDUSSEF,
2006).

O periodo médio de incubacéo experimental em bewénde 15
dias. Nos casos de ocorréncia natural, esse peéiaboem média trés
semanas, mas pode variar de duas semanas a Vvaegsss.m
(RADOSTITS et al, 2002).

Os sinais clinicos podem variar em fungcédo da Ipagfio das
lesbes no sistema nervoso e cursar com duas fatenapresentacéo: a
furiosa ou a paralitica. Em bovinos no Brasil, pratha a forma clinica
paralitica (BARROS et al, 2006). Os primeiros snado de
incoordenacdo dos membros pélvicos, que evoluem paralisia
flacida, inicialmente de membros posteriores, agtteriores, seguida
de decubito esternal e lateral. A morte geralmentere 48 horas apoés
0 decubito, depois de um curso de seis a setegREBOSTITS et al,
2002). Podem ser observados ainda: relaxamentosfiiecter anal,
auséncia de reflexo anal, paralisia de cauda, tesnde cabeca,
opstoétono, bruxismo, salivagdo, fezes ressequidescassas, retencéo
ou incontinéncia urinaria (BARROS et al, 2006). énfa furiosa &
relatada eventualmente (LANGOHR et al, 2003), essamesso o animal
fica em estado de alerta, apresenta hiperexitadd#id mugidos
constantes, agressividade, (RADOSTITS et al, 2@0gjurido intenso
(BARROS et al, 2006).

As lesbes da doenca s&o microscépicas e limitanlasstema
nervoso central. Ndo ha lesdes macroscoépicas isafinihs (JONES;
HUNT; KING, 2000; MAXIE; YOUSSEF, 2006). Entretanéon alguns
casos é observado hiperemia das leptomeninges. Aigso, podem
ocorrer lesBes secundarias ao comprometimento Ibgico, como
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distensdo da bexiga ou broncopneumonia por aspi(@#&RROS et al,
2006).

Os achados histopatoldgicos mais importantes éntlu
meningoencefalite e meningomielite, associadas ganglioneurite, e
neurite NOs nervos cranianos e espinhais (MAXIEUBSELF, 2007).
O infiltrado é predominantemente de linfocitos e mm@nor grau de
macroéfagos e plasmécitos (FERNANDES; RIET-CORREN7).

As lesdes inflamatorias tendem a ser mais sevemganinos,
do que em outras espécies, como bovinos que, emafgvezes, pouca
ou nenhuma inflamagéo é observada (ZACHARY, 2009).

Deve ser realizado o diagnostico diferencial de rasut
enfermidades que cursem com sinais neuroldgicote Eastas sao
incluidos intoxicacdo por chumbo, tetania da |&da@ADOSTIS et al,
2002), polioencefalomalacea (RADOSTIS et al, 20BRRNANDES;
RIET-CORREA, 2007), listeriose (RADOSTITS et al, 020 JONES;
HUNT; KING, 2000; FERNANDES; RIET-CORREA, 2007),
botulismo, encefalite por herpes virus-5 (FERNANDEBIET-
CORREA, 2007), febre catarral maligna (BARROS et28i06). As
plantas de acdo direta no sistema nervoso cewinatausadoras de
encefalopatia hepéatica também devem ser diferemeiashmo, por
exemplo, Phalaris angusta ou Senecio sp, respectivamente
(TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2012).

2.8 DIAGNOSTICO DE RAIVA

Em 1903, Adelchi Negri descreveu os corplsculosdesao
intracitoplasmaticos em neurdnios, que por muitasdoram o método
mais rdpido no diagnéstico da raiva (RODRIGUEZ &t 2007,
WOLDEHIWET, 2005). A imunofluorescéncia direta (IFfoi utilizada
pela primeira vez em 1958, e em 1970 passou ansenétodo de rotina
(WOLDEHIWET, 2005).

Hoje, a imunofluorecéncia direta é consideradastet padrédo
ouro para o diagnostico de raiva, devido a sua sdtasibilidade e
especificidade, além da rapidez na execucdo (WHQ@®]13;2
RODRIGUEZ et al, 2007; JONES; HUNT; KING, 2000).titanto a
precisdo desse teste depende do conhecimento dvoinexar, do
material base utilizado e da qualidade do conjugadinrabico (WHO

2013, FERNANDES; RIET-CORREA, 2007). Sé&o recomendas

amostras de tronco cerebral e cerebelo para aaeat do teste (WHO,
2013).
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Com o passar dos anos novas técnicas vem sendo/diidas
buscando alta sensibilidade e especificidade ngnditico da doenca.
Entre estas técnicas estdo incluidos testes sao&gmoleculares e
imunoldgicos (WOLDEHIWET, 2005).

O isolamento viral € um dos métodos utilizados iagrbstico
de raiva. Ele pode ser realizado através da ing@alalo virus em
cultura de células ou intracraniana em camundorfgddO, 2013,
RODRIGUEZ et al, 2007). O isolamento do virus erttuca de células
de neuroblastoma é téo eficiente quanto a inocollagéanimais, com a
vantagem de diminuir o tempo necessério para mdsigo de 10-21
dias para 1-2 dias (WHO, 2013). Além disso, ha temaléncia em
diminuir a utilizagao de animais, sendo cada veis miabstituidos pela
inoculac&o em cultivos celulares (RODRIGUEZ eal7).

Existem ainda os métodos moleculares como a reag@&o
cadeia da polimerase de transcricdo reversa (RR).PEsse método
tem sido utilizado com maior frequéncia como aakilo diagnostico
ante mortem em humanos, através da identificacadrds na saliva e
liquido cefalorraquidiano (NAGARAJ et al, 2006). @agnéstico
sorologico é outra ferramenta disponivel, sendquizatemente usado
para avaliar capacidade imunogénica das vacin@&@DRRGUEZ et al,
2007).

Na histopatologia a visualiza¢éo dos corpusculasadasao de
Negri sdo caracteristicos da infeccdo pelo virusralga (JONES;
HUNT KING, 2000; FERNANDES; RIET-CORREA, 2007; MAE]
YOUSSELF, 2007). Entretanto deve se consideramssscde raiva em
gue eles ndo sdo observados e ainda a existénpgeddo-corpusculos,
que sdao inclusdes inespecificas no ndcleo genioulkderal e
hipocampo de algumas espécies (MAXIE; YOUSSELF6200

Além da sensibilidade e especificidade, os testediabnostico
cada vez mais necessitam de rapidez e facilidadexdeucdo. Neste
contexto, buscando maior rapidez no diagnosticoredb(2012),
desenvolveu a técnica de fixagdo em micro-ondaa pplicacdo da
histopatologia e imunohistoquimica no diagnoéstieoraiva. Com essa
técnica o diagndstico imunohistoquimico foi obtidm cerca de seis
horas ap0s a coleta, com correlagdo de 100% emacla IFD. A
imunohistoquimica tem a vantagem de permitir candudiagnostico
especialmente nas situacdes em que a conservagéo refrigeracdo
ndo é possivel, inviabilizando a realizacdao de (RBREU, 2012;
PEDROSO et al, 2008).
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Recentemente, vem sendo descrita também a aplicdgao
imunohistoquimica sobre esfregaco ou imprint déeesia nervoso de
animais suspeitos de raiva, denominada de imumnafishica direta ou
imunocitoquimica. Diversos trabalhos tem demostraglea alta
sensibilidade e especificidade, sendo comparaviemsiaofluorescéncia
direta (MADHUSUDANA, SUBHA, 2012; LEMBO et al, 2006

O desenvolvimento de um teste rapido de imunohistoiga
pode servir como uma alternativa a IFD, facilitaradwigilancia local,
descentralizando as analises (WHO, 2013).
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3 OBJETIVOS

O presente trabalho tem por objetivos:

3.1 OBJETIVO GERAL

Aplicacdo da imunocitoquimica no diagndstico dearaem
bovinos e realizacdo de estudo retrospectivo.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Realizar o acompanhamento clinico de animais iaflest com
0 virus da raiva, caracterizando aspectos epidégiais, clinicos,
lesBes macroscoépicas e histoldgicas da doenca.

Aplicar a imunocitoquimica no diagnostico de raiva.

Realizar estudo retrospectivo nos arquivos do LA/ e
relacionar, como o auxilio da imunohistoquimicasasa positivos de
raiva entre 1987 e 2011.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi dividido em duas etapas: levaatdm de
dados nos arquivos do Laboratoério de Patologia AhiGAV/UDESC
entre os anos de 1987 e 2011 e acompanhamentooctini animais
suspeitos de raiva entre 2012 e 2013, com aplicag@o
imunocitoquimica no diagndstico.

3.1 LEVANTAMENTO DE CASOS DE RAIVA NO LABORATORIO
DE PATOLOGIA ANIMAL CAV/UDESC

Através de levantamento nos arquivos do labomtde
Patologia Animal LAPA/CAV/UDESC, foram obtidos dadlativos a
casos positivos e suspeitos de raiva em bovindg es anos de 1987 e
2011.

A presengca de corpusculo de inclusdo de Negri na
histopatologia com coloracdo de hematoxilina eneo@HE) foi & base
para diagnostico de raiva. Casos com diagnosticofoiagico de
meningoencefalite mononuclear, meningoencefalite rgdurulenta,
meningoencefalite viral, porém sem etiologia defni assim como
casos de animais com sinais neurolégicos compstigem raiva,
entretanto sem les@es histologicas, foram consldersuspeitos.

Foram tomados dados relativos & idade dos anirsaigjs
clinicos, evolugéo da doenca, lesBes macroscopibastologicas.

3.2 ACOMPANHAMENTO CLINICO, NECROPSIA E APLICACAO
DA IMUNOCITOQUIMICA NO DIAGNOSTICO DE BOVINOS
INFECTADOS PELO VIRUS DA RAIVA.

Entre janeiro de 2012 e outubro de 2013, foi radliz
acompanhamento clinico de animais suspeitos da. flaoram avaliados
casos esporadicos nos municipios de Alfredo Wagheoberto Leal e
um surto diagnosticado no municipio de Anitapolis/S

Os animais foram necropsiados e amostras de véseesiatema
nervoso central foram coletadas. Depois de fixadas formol
tamponado 10% foram submetidas a histopatologia coloracéo de
Hematoxilina e Eosina (HE). Amostras de encéfatarffoarmazenadas
resfriadas e submetidas a imunocitoquimica (IC@yenofluorecéncia
direta (IFD). Dados relativos a epidemiologia, &nalinicos e
alteracbes macroscopicas foram anotados.
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3.2.1 Processamento das amostras e aplicacdo da macitoquimica

As amostras coletadas em formalina tamponada 10%mfo
desidratadas e emblocadas em parafina. Os blocgardéna foram
processadas rotineiramente e coradas com HE (PRDRHE&, 1992),
e posteriormente avaliadas em microscépio éptico.

Para a aplicacdo da imunocitoquimica, foram reddigza
esfregacos de cerebelo e hipocampo sobre lamitesizadas. Em
seguida as laminas foram fixadas em acetona poinl®submetidas ao
seguinte protocolo, utilizando o anticorpo polidbnanti-rabies
polyclonal Chemicon #5199:

1. PBSt por 10 min;

2. Agua destilada;

3. Peréxido de hidrogénio 3% em metanol por 10 min);(2x

4. Lavar com agua destilada;

5. Bloqueio das reacdes inespecificas: leite desnd@@@diluido
em agua destilada por 15 min);

6. Lavar com agua destilada;

7. Anticorpo primério raiva 1/1000 diluido em PBSthdra em
estufa a 37(aprox. 150uL por lamina);

8. Lavar com agua destilada;

9. Gotas amarelas (anticorpo secundario) 20 min a egatyra

ambiente (suficiente para cobrir o corte);

10. Lavar com agua destilada;

11. Gotas vermelhas (streptavidina) 20 min a tempeaambiente
(suficiente para cobrir o corte);

12. Lavar com agua destilada;

13. DAB (aprox.50s);

14. Parar a reagao em agua destilada;

15. Lavar com agua destilada;

16. Contra corar com hematoxilina;

17. Desidratar em alcool 80%, 90% e 100% 2 min em cada;

18. Xilol lll e 1V;

19. Montar a lamina;

20. Leitura em microscopio optico.

A imunofluorecéncia direta foi realizada no Labériat de
Virologia da Universidade Federal de Santa Maria/B8gundo
protocolo aplicado no setor (anexo I).
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4 RESULTADOS

4.1 LEVANTAMENTO DE CASOS DE RAIVA NO LABORATORIO
DE PATOLOGIA ANIMAL CAV/UDESC

O levantamento foi realizado nos arquivos do
LAPA/CAV/UDESC entre os anos de 1987 e 2011. Famdacionados
todos os casos positivos de raiva, bem como bovoors lesGes
histolégicas sugestivas de raiva, mas que a eiologo pode ser
definida. Todos os casos foram submetidos a imstaduimica
utilizando anticorpo especifico para o virus daaaD nimero de casos
suspeitos, bem como os positivos para raiva nawaggles de HE e
Shorr e IHQ estéo relacionados na tabela 1.

Tabela 1. Levantamento de dados LAPA/CAV/UDESC. Wumde casos
testados e positivos para raiva em bovinos.

Espécie Total de casos  Positivos Positivos IHQ
suspeitos HE/Shorr
Bovino 74 39 46

HE: hematoxilina e eosina; IHQ: imunohistoquimica;

A idade dos animais afetados variou de 4 mesesamd$. Os
principais sinais clinicos relatados foram incoaatgio dos membros
posteriores, evoluindo para decubito e morte em72déas. Salivagéo
excessiva, dificuldade de degluticdo, bruxismo egea de dentes
também foram relatados. As regides do vale e Wst8anta Catarina
foram as com maior numero de casos remetidos acalginio (Grafico
1).



25

Gréfico 1. Estudo retrospectivo. Regides do EstddoSanta Catarina com
maior nimero de casos de raiva remetidos ao LAPX/€#/tre 1987 e 2011.
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Na histologia as lesGes observadas consistirammglinado de
linfécitos e macréfagos perivascular, variando dwvel (21/46),
moderado (14/46) a acentuado (11/46), por vezexias® a focos de
gliose (11/46) e necrose neuronal (3/46). Trés aisimdo apresentaram
alteracbes histologicas. Corpusculos de inclusdo Negri foram
observados no citoplasma de neurdnios em 85% dos ¢39/46)

A imunohistoquimica foi positiva em 46 dos 79 cesuspeitos.
Destes, nove casos que apresentavam diagnostionclosivo, de
encefalite ndo supurativa, meningoencefalite mocdean severa ou
encefalite viral, puderam ser confirmados comoaatravés da técnica
de IHQ.

4.1 ACOMPANHAMENTO CLINICO DE ANIMAIS SUSPEITOS DE
INFECCAO PELO VIRUS DA RAIVA.
4.1.1 Epidemiologia, sinais clinicos e lesbes mastopicas.

Para avaliacdo clinico-patolégica foram acompanbachsos de

raiva em bovinos nos municipios de Alfredo Wagheberto Leal e
Anitapolis/SC, totalizando 14 animais. O niumeraltate animais, de
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animais mortos, necropsiados e mortalidade obsaervaoh cada
propriedade encontram-se na tabela 2.

Nos municipios de Alfredo Wagner e Leoberto Lealrain
observados casos isolados, enquanto em Anitapalisloenca foi
observada na forma de surto. Neste Ultimo foraftadas seis pequenas
propriedades, com nimero de bovinos ndo superirdd, ao todo
morreram 26 animais num periodo de sete dias. Segrgiatos dos
produtores a doenca dita como “doenca do morcego’ena observada
a pelo menos 35 anos. Dessa maneira, nenhumaaategdades fazia
vacinagao preventiva contra raiva.

Os animais vivos (13/14) foram examinados clinicateee apos
eutanasiadds O periodo de evolucdo da doenca até a eutandsia e
morte natural variou entre & 8 & dias da observacdo dos primeiros
sinais clinicos. A idade dos animais acometidofuade seis meses a
10 anos, tanto machos, quanto fémeas.

Os sinais clinicos observados caracterizavam-se spbivacéo
excessiva (3/14), anorexia (2/14), prostracdo {2/@gstoétono (1/14),
andar a esmo (5/14), incoordenacdo motora (14/pdjalisia de
membros posteriores (11/14), paralisia de membnisriares (2/14).
Um bovino apresentou forma furiosa da doenca camaissiclinicos
caracterizados por agressividade, andar incoordenalthar atento,
movimento frequente das orelhas e prurido.

Durante a necropsia, 12 dos 14 animais ndo apezaentiesdes
macroscopicas, em 2 foram observadas hiperemi¢éegtsneninges e
um apresentou distensao e replecéo da bexiga eagboss figuras 1 a
4 demostram sinais clinicos e achados de necroge@ casos
acompanhados nesse estudo.

'Eutanasia conforme resolugd¥ b4 de 20 de junho de 2002, do Conselho Federal
de Medicina Veterinaria.
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Tabela 2. Acompanhamento clinico de animais coward&dropriedades
visitadas entre os anos de 2012 e 2013. Numerad®tnimais na propriedade,
doentes, mortos, necropsiados e mortalidade.

PROP.  Municipio NUMERO DE ANIMAIS Mortali
dade
Total Mortos  Necropsiados
1 Alfredo 150 6 1 4%
Wagner
2 Alfredo 18 3 1 16,6%
Wagner
5 Leoberto 32 1 1 3,1%
leal
6 Anitapolis 17 4 1 23,5%
7 Anitapolis 9 4 1 44,4%
8 Anitapolis 24 7 2 29,2
9 Anitapolis 26 5 3 19,2%
10 Anitapolis 44 3 3 6,8%
11 Anitapolis 8 3 1 37,5%

TOTAL 14
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Figura 1 Sinais clinicos de bovinos infectados pétas da raiva. Salivagao
excessiva

Fonte: producao do préprio autor.

Figura 2. Sinais clinicos de bovinos infectado® pélus da raiva. Paralisia de
membros posteriores.

Fonte: produgé do préprio autor.
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Figura 3.Sinais clinicos de bovinos infectados pelo virasaiva. Opstétono.

Fonte: prdugéo do préprio autor.

Figura 4. Lesdes macroscoOpicas de bovinos infestgo virus da raiva.
Hiperemia das leptomeninges.
'l -

Fonte: producéo do préprio autor.



30

4.1.2 Lesdes histoldgicas

As lesbBes  histologicas observadas consistiam em
menigoencefalite linfocitica e macrofagica variadédeve a acentuada.
Corpusculos de inclusdo de Negri foram observadodZanimais. Em
um dos casos (Bov8), nao foram observadas includéeblegri no
cerebelo, enquanto nas demais regibes como Obeipogampo a
intensidade variou de moderada a acentuada. O Baypl@sentou
inclusdes de Negri apenas na ganglio trigémeo.e88es histolégicas
podem ser observadas nas figuras 5 e 6.

Figura 5. LesBes histolégicas no sistema nervosbadénos infectados pelo
virus da raiva. Corpusculos de incluséo de Negritagplasma de neurbnio de
purkinje (H.E., Obj 40x).

T e
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Figura 6. LesBes histolégicas no sistema nervodalénos infectados pelo
virus da raiva. Infiltrado de linfécitos e macrd&fagperivascular acentuado
H.E., Obj 40x).

Fonte: producao do préprio autor.

4.1.3 Aplicagdo da imunocitoquimica no diagnésticde raiva.

A ICQ foi positiva em 85,7% (12/14) das amostraaliadas. A
imunofluorecéncia direta foi positiva em 92,8% M3/ Um dos
bovinos positivo na ICQ (Bov 11) foi negativo naya oficial (IFD).
Dois animais (Bovl0 e Bovl3) foram positivos apenas|FD. Na
tabela 3 podemos observar os resultados da imumeéiéncia direta e
imunocitoquimica, bem como a presenca de inclueGetensidade da
lesdo inflamatdria pela histopatologia.
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Tabela 3. Acompanhamento clinico de bovinos convaraiResultados
observados atraves da histopatologia, IFD e ICQ.

Animal Histologia Testes
C. Negri Inflamacéo IFD ICQ
Bovl + rkk + +
Bov2 + * + +
Bov3 + b + +
Bov4 + * + +
Bovb5 + rkk + +
Bov6 + * + +
Bov7 + * + +
Bov8 T+ *x T +
Bov9 + * + +
Bov10 - - + =
Bovl1l + ok - +
Bov12 + ** it +
Bov13 - Fkk + -
Bov14 4 *kk i T+
12 13 12

NR: ndo realizado; Inflamacdo: *Leve, **Moderada**Acentuada; IFD:
imunofluorescéncia direta; ICQ: imunocitoquimicg) Positivo, (-) Negativo.
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Figura 7. Diagndstico imunocitoquimico em sisteraevaso de bovino
infectado pelo virus da raiva. Marcacdo imunopasitio pericario e axdnio de
neurdnios (ICQ, Obj 40x).
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Fonte: producao do préprio autor.

Figura 8. Diagndstico por imunofluorécencia dirdarcacao positiva
em neurdnios.

-

Fonte: Laboratério de virologia UFSM.
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5 DISCUSSAO

A situacdo da raiva no Brasil vem mudando ao lahgganos.
A incidéncia da doenca no pais varia bastante omefoa regido
(RODRIGUEZ et al, 2007). De uma maneira geral,e28000 e 2009
foi observada reducdo nos casos de raiva humaaaima¢ entretanto o
numero de casos em espécies silvestres, assim eomanimais de
producdo vem aumentando (WADA; ROCHA; MAIA-ELKHOURY
2011).

O Estado de Santa Catarina € considerado arealealatrpara
raiva no ciclo urbano, contudo a raiva rural posksiribuicdo ampla e
nas regibes leste e norte encontram-se maior nurderocasos
registrados (DIVE/SC, 2012).

Durante o acompanhamento clinico, foram realizadas
necropsias de animais infectados pelo virus da nrads municipios de
Alfredo Wagner, Leoberto Leal e Anitapolis, os guastdo inseridos
nessas regiées. Os dois primeiros municipios camntagom casos
registrados de raiva entre 1995 e 2012. Ja no mpimide Anitapolis,
embora possua limites geograficos com o municipiglffedo Wagner,
a doenca ndo era vista ha pelo menos 35 anos, dsegaelato dos
produtores.

O surgimento da doenca em determinados locais pede
influenciado pelo ciclo biolégico do morcego, nabas disputas entre
0s machos por fémeas leva a migracdo dos morcegogpagacao do
virus. Além disso, 0s morcegos, por serem o0s Unicasiiferos que
voam podem ultrapassar as barreiras geograficesmdisando a doenca
(FERNANDES; RIET-CORREA, 2007).

Nas propriedades visitadas, no municipio de Anliapodo era
realizada vacinacdo preventiva dos animais, asairbaixa resposta
imunitaria associada a migracdo dos vetores pdsmEwe seja o
principal responsavel pelo carater epidémico e aitartalidade
observada neste municipio.

Durante o acompanhamento clinico, 16/17 bovinos
apresentaram sinais da forma paralitica da doehfga. animal
apresentou a forma furiosa, com sinais de agressiei e prurido
intenso, decubito no 3° dia e morte apds’ did do inicio dos sinais.
Embora no Brasil predomine a forma paralitica (BAFRRet al, 2006),
eventualmente sao relatados casos da forma fufligddGOHR et al,
2003). Nestes casos normalmente os sinais sdogmeaiss e ocorrem
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em 24 a 48 horas, seguido por paralisia subitareerem algumas horas
(RADOSTITS et al, 2002).

As alteragbes histopatoldgicas observadas nestedoest
caracterizadas por meningoencefalite mononuclearivgseular
variando de leve a acentuada, eventualmente acdwgarmor focos de
gliose e necrose neuronal, sdo similares as desqdr outros autores
(LANGOHR et al, 2003; MAXIE; YOUSSEF, 2006; JONESUNT;
KING, 2000).

Os corpusculos de inclusdo de Negri foram obses/agu
85,7% (12/14) dos casos clinicos e 85% dos bovidosestudo
retrospectivo. Estima-se que em até 30% dos casomida nessa
espécie, as inclusdes nao sejam visiveis nas ¢cOksade rotina na
histologia (BARROS et al, 2006; JONES, HUNT; KIN@QO0O0),
embora esses valores possam variar. Lima et al5j208servou
corpusculos de inclusdo em 87% dos bovinos, enguaarigohr et al
(2003) observou em 68% dos encéfalos.

A imunohistoquimica foi utilizada como base parafcmacao
dos casos de raiva no levantamento de dados, fitessdo a realizacdo
deste estudo retrospectivo. Assim como ja obserpado@utros autores
(ACHKAR et al, 2010), ela mostrou-se eficiente niagddstico da
doenca, pois 7 casos, tidos como suspeitos, gueap&sentavam
corpusculo de Negri, puderam ser diagnosticadosoc@iva através
dessa técnica.

Todavia, quando se trata do diagnostico imediatoaila, a
imunohistoquimica, embora apresente bons resultaglosssita de um
tempo relativamente maior para o diagnostico sepeoadio a IFD. Com
isso, em paises como China e india, vem sendoitdeaantilizacio de
imunocitoquimica sobre esfregaco ou imprint de S#Canimais e
humanos afetados.

Em nosso trabalho amostras de sistema nervosaadase a
partir do acompanhamento clinico de bovinos naheate infectados
pelo virus da raiva, foram submetidas a este teStemarcacdo
antigénica foi observada no interior de neurénieeles prolongamentos
na forma de granulos marrons em 85,7% (12/14) dsssc

Embora a sensibilidade observada tenha sido imfes®
comparada as descritas por outros autores (LEMBQlet2006;
MADHUSUDANA et al, 2012), a ICQ é um teste relativente
simples, baseado na visualizacdo, em material dreda ligacdo
antigeno-anticorpo. Essa técnica tem como prilgipantagens a
rapidez na execucéo, de aproximadamente 3,5 hpias acoleta do
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material, além de dispensar a utilizagcdo de midmisc de campo
escuro, o que facilita sua utilizacdo nos labomegdde diagndstico
(MADHUSUDANA et al, 2012), e possibilita a descatfizacdo das
analises.

Em nosso estudo, a ICQ foi positiva, inclusive emdos casos
cuja IFD resultou negativa. Resultados diferentésn@esmo entre as
técnicas oficiais de diagnostico séo frequente$X®EO et al, 2000) e
casos positivos de raiva podem nédo reagir a estsstdependendo das
amostras avaliadas ou localizagéo das lestes (ldivid, 2005).

Mais estudos sdo necessarios a fim de aprimor@(a para
gque essa possa servir como uma alternativa a IFDeafizacdo de
métodos auxiliares de diagndstico paralelo ao noétoficial é
importante, jA que nenhuma técnica é 100% eficiedaspecialmente
técnicas rapidas e de facil execucdo como a IC®pgumite em poucas
horas obter o diagndstico e direcionar medidageleepcéo e controle.

O diagnéstico rapido de raiva é extremamente iraptet pois
se trata de uma encefalite fatal, onde além datapercondmicas dos
animais afetados, existe o envolvimento humano,ue tprna essa
doenca uma importante questdo de saude publica.
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6 CONCLUSOES

A imunocitoquimica é um teste promissor, pois éd@pbarato
e de facil execugéo.

A imunohistoquimica é um método eficiente no diagico da
raiva e importante ferramenta para realizacao teles retrospectivos.
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ANEXO |

Protocolo para IFD utilizado no laboratério de
virologia da Universidade Federal de Santa Mari&MF

Técnica de imunofluorescéncia direta

A técnica de imunofluorescéncia direta com
utilizagdo de anticorpos fluorescentes (imunogliviasl
antirrdbicas marcadas com isotiocianato de flueiesc=
conjugado antirrabico) se constitui em um métogad@
sensivel e especifico de diagnosticar a infecchicaéem
susceptiveis. A prova se baseia no exame micrascoig
impressdes de fragmentos de tecido nervoso “tratado
com conjugado especifico e submetidos a luz utitata.
O antigeno rébico, reagindo com o conjugado e iado
com luz ultravioleta (comprimento de onda de 260
nandmetros), emite uma luz esverdeada fluorescente.
A sensibilidade da imunofluorescéncia depende do
espécime (espécie animal e grau de autédlise) e da
experiéncia do profissional de diagnostico.

Materiais necessarios

Equipamentos:

» microscopio de imunofluorescéncia;
« estufa 37C;

e timer.

Reativos:

« conjugado anti-rabico;

» acetona PA;

* PBS

Materiais diversos.

* pingas pequenas;

* tesouras pequenas;

« laminas de vidro com extremidades foscas;
¢ laminulas;

* pipetas diversas;

« tubos diversos;
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* estantes para tubos;

e cAmara umida;

« coplin (suporte para laminas).

Procedimentos:

« Identifique as laminas.

e Corte fragmentos das diferentes por¢cdes do sistem
nervoso central (SNC).

e Toque ligeiramente o fragmento na lamina, fazendo
espacos de aproximadamente 05cncada, com
impressfes na mesma lamina.

Observacoes:

A) Para caes e gatos, recomenda-se fazer impredsdes
corno de Amon (hipocampo). Para herbivoros e asimai
silvestres, utilize fragmentos da medula, do céoebalo
corno de Amon para as impressoes.

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

« Deixe secar a lamina por aproximadamente 10 a 15
minutos.

* Fixe a lamina, no minimo durante 10 minutos, em
acetona a -20°C contida em coplin (este e a acelevem

ser mantidos permanentemente em congelador).

* Retire a lamina da acetona e deixe-a escorreca.s

« Apds a secagem, caso ndo utilize as laminas ipgdpr
para IF, faca um circulo em torno das impressées co
esmalte, para reter o conjugado.

» Cubra a impressédo mais proxima da identificagio a
diluicdo A (cérebro de camundongo normal + conjogad
previamente titulado)

* Incube as laminas por 30 - 45 minutos a 37°C &maca
umida.

» Enxague as laminas com solugéo salina tamponadia (
entre 7,2 a 7,5), deixando-as em salina durante dez
minutos.

« Enx4dgue as laminas com agua destilada, parar evita
formacao de cristais durante a secagem.

« Seque as laminas.
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« Adicione uma gota de glicerina tamponada (pH ¢sh 8

« Cologue laminulas nas impressoées.

» Este mesmo procedimento deve ser feito com ankide
controle (material positivo). O material utilizadmara
controle positivo deve ser o cérebro de camundongos
infectados com material de rua ou a prépria amostra
original positiva.

Leitura das laminas

Nas laminas com a presenca do antigeno poderdo ser
observadas estruturas de cor verde-maca dotadadiae
intenso. Os tamanhos destas inclusdes podem sadasir
algumas sdo pequenas (chamadas de areia ou poeira
antigénica) e outras apresentam o tamanho compa@dve
dos corpusculos de Negri.



