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RESUMO

Por meio das técnicas de RT-PCR com primers direcionados para o gene da 

glicoproteína e RT-PCR e hemi-nested RT-PCR com primers direcionados 

para o gene da nucleoproteína, o RNA do vírus da raiva foi identificado em 

95,2% de 21 amostras, 18 de saliva e três de biópsia de pele da região da nuca, 

coletadas entre a hospitalização e a morte de um paciente com sinais clínicos 

da raiva. O tratamento administrado ao paciente incluiu a indução de coma e 

terapia antiviral. Cada técnica, isoladamente, detectou RNA viral em 90,5%; 

57,1% e 85,7% das amostras, respectivamente. Nossos resultados sugerem 

que a amplificação em paralelo de diferentes regiões do genoma do vírus da 

raiva pode fornecer maior confiabilidade ao diagnóstico antemortem da 

doença, auxiliando a decisão médica quanto à aplicação do protocolo de 

tratamento com antivirais.

PALAVRAS-CHAVE: Raiva. Diagnóstico Antemortem. Reação em cadeia da 

Polimerase.
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ABSTRACT

By using RT-PCR with primers targeted to the glycoprotein gene and RT-PCR 

and hemi-nested RT-PCR with primers targeted to the nucleoprotein gene, 

rabies viral RNA was identified in 95.2% of 21 samples, 18 of saliva and three 

of neck-skin biopsy, taken between hospitalization and death from a patient 

with clinical signs of rabies. Treatment administered to the patient included 

induction of coma and antiviral therapy. Each technique in isolation detected 

viral RNA in 90.5%, 57.1% and 85.7% of the samples, respectively. Our 

findings suggest that the parallel amplification of different regions of the 

genome of rabies virus can provide greater reliability to the antemortem 

diagnosis of rabies assisting medical decision regarding the application of the 

protocol treatment with antivirals.

KEYWORDS: Rabies. Antemortem Diagnosis. Polymerase Chain Reaction.

INTRODUÇÃO

A raiva é uma doença aguda, progressiva e 

fatal, causada por um vírus RNA da família 

Rhabdoviridae, gênero Lyssavirus, denominado 

vírus da raiva (RABV). O genoma do RABV é 

composto por RNA de fita simples, polaridade 

negativa, de aproximadamente 12kb e codifica 
1cinco proteínas estruturais.  Apesar do grande 

progresso obtido no desenvolvimento de vacinas 

e no controle da doença, o número anual de 

mortes por raiva no mundo é estimado em 
255.000.  No Brasil, 166 casos de raiva humana 

3foram confirmados no período de 2000 a 2010.

O diagnóstico da raiva humana apenas 

baseado em sintomatologia clínica é difícil e 

incerto, exceto quando sinais específicos de 
4,2hidrofobia e aerofobia estão presentes.

A raiva deve ser incluída como diagnóstico 

diferencial nos casos de encefalites infecciosas 

agudas e progressivas de origem desconhecida, 

independentemente de histórico de agressão 
5animal.  O diagnóstico precoce pode eliminar 

custos com testes diagnósticos desnecessários e 
6

tratamentos médicos inapropriados.  Além disso, 

também reduz o número de pessoas potencial-

mente expostas ao vírus durante o contato com o 

paciente e permite a identificação de pessoas que 
7,8

são candidatas ao tratamento profilático.

As amostras usadas para o diagnóstico 

antemortem incluem soro, líquido cefalorraqui-

diano (LCR), saliva, decalque de córnea e 
9-11,6,8biópsia de pele da região da nuca.  As 

técnicas convencionais, como detecção de 

antígeno, detecção de anticorpos e isolamento 

viral, têm sucesso limitado e as duas últimas são 

demoradas. As técnicas de biologia molecular 

para diagnóstico antemortem da raiva humana 

vêm sendo aprimoradas, provando serem 
12,13,4,11bastante promissoras.

Os relatos de cura da raiva em dois pacientes, 
14

um nos Estados Unidos em 2004  e um no Brasil 
15

em 2008,  tornaram ainda mais necessário o 

aperfeiçoamento de técnicas rápidas e confiáveis 
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Amostras Código/tipo Data da coleta 
Primers utilizados para RT-PCR e hnPCR  

IVC 
21G-304* 304-504** GA3222-40/GB4119-39* 

IP4384/09 - saliva  19/06/2009  POS POS POS POS 

IP4385/09 - saliva  20/06/2009  POS NEG POS IMP 

IP4386/09 - saliva  21/06/2009  POS POS POS IMP 

IP4387/09 - saliva  22/06/2009  POS POS POS POS 

IP4388/09 - biópsia de pele  22/06/2009 POS POS POS NR 

IP4493/09 - biópsia de pele 23/06/2009 POS POS POS NR 

IP4494/09 - saliva  23/06/2009 NEG NEG NEG POS 

IP4495/09 – saliva 24/06/2009 POS POS POS POS 

IP4496/09 - saliva  25/06/2009 POS POS POS POS 

IP4578/09 - saliva  26/06/2009 POS POS POS POS 

IP4579/09 - saliva  27/06/2009 POS POS POS IMP 

IP4580/09 - biópsia de pele 27/06/2009 NEG POS POS NR 

IP4582/09 - saliva  28/06/2009 POS POS POS IMP 

IP4583/09 - saliva  29/06/2009 POS POS POS POS 

IP4687/09 - saliva  30/06/2009 NEG POS POS IMP 

IP4688/09 - saliva  01/07/2009 NEG NEG POS IMP 

IP4690/09 - saliva  02/07/2009 NEG POS POS IMP 

IP4784/09 - saliva  03/07/2009 NEG POS POS POS 

IP4785/09 - saliva  04/07/2009 NEG POS POS POS 

IP4786/09 - saliva  05/07/2009 NEG POS NEG IMP 

IP4787/09 - saliva  06/07/2009 NEG POS POS IMP 

 

Tabela 1. Resultados de RT-PCR, hnPCR e IVC de amostras de paciente tratado com o protocolo de Milwaukee 
modificado

 
POS – positivo. NEG – negativo. NR – não realizado. IMP – impossibilitado devido à morte dos animais em até 3 dias da inoculação.
IVC – inoculação viral em camundongos.

*primers utilizados na RT-PCR. – **primers utilizados na hnRT-PCR
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para monitorar o paciente durante o tratamento. O 

adequado diagnóstico antemortem deve ocorrer 

antes da utilização da terapia experimental, 

especialmente porque não existem ainda drogas 
5antivirais licenciadas para raiva.

Assim, o Instituto Pasteur, no Brasil, vem 

realizando e aprimorando protocolos baseados em 

técnicas moleculares para a identificação e 

caracterização molecular do RABV a partir de 

amostras de biópsia de pele da região da nuca e 

saliva coletadas em pacientes suspeitos de raiva. 

Um destes pacientes apresentou elevado número 

de amostras, coletadas em dias consecutivos, 

acarretando a possibilidade de realizar avaliação 

destes protocolos.

O presente estudo foi realizado para verifi-

car, na rotina do Laboratório de Biologia 

Molecular do Instituto Pasteur – SP, a eficiência 

de um protocolo preestabelecido de diagnóstico 

antemortem de raiva humana utilizando saliva 

ou biópsia de pele da região da nuca. O protoco-

lo em questão utiliza técnicas de transcriptase 

reversa seguida da reação em cadeia pela 

polimerase (RT-PCR) e heminested PCR 

(hnPCR) com primers específicos direcionados 

aos genes da glicoproteína (G) e nucleoproteína 

(N) do RABV.

MATERIAL E MÉTODOS

Amostras

Foram coletadas 21 amostras (3 de folículo 

piloso e 18 de saliva) de um paciente com 

diagnóstico clínico epidemiológico de raiva, 

entre 19/06/09 a 06/07/2009 (Tabela 1). Esses 

paciente foi submetido ao tratamento utilizando 

o Protocolo de Milwaukee modificado, denomi-
15

nado Protocolo de Recife,  a partir do 5º dia 

de internação.
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Inoculação viral em camundongos (IVC)

As suspensões de saliva foram inoculadas 

intracerebralmente em camundongos de acordo 
16

com a técnica descrita por Koprowski.  Devido 

ao pequeno tamanho, as amostras de biópsia da 

região da nuca não foram utilizadas nesse teste, 

sendo apenas utilizadas nos testes moleculares.

RT-PCR E hnPCR

O RNA foi extraído de 300µL das amostras 

de saliva (n=18) e de 0,6g das amostras de 

biópsia (n=3) utilizando Trizol® (Invitrogen) de 

acordo com as instruções do fabricante. As 

amostras de biópsia foram cortadas em peque-

nos fragmentos com bisturi estéril. O vírus fixo 

CVS (Challenge Virus Standard) foi usado como 

controle positivo, e material extraído de cérebro 

de camundongos não infectados e água ultra-

pura foram usados como controles negativos.

17
Foram utilizados os primers 21G, 304 e 504  

direcionados a região correspondente ao gene N. 

Inicialmente, a RT-PCR foi realizada com os 

primers senso 21G e antisenso 304. Em seguida, 

os produtos de PCR foram utilizados para a 

realização da hemi-nested PCR (hnPCR) com os 

primers senso 504 e antisenso 304. Os primers 
18senso GA3222-40 e antisenso GB4119-39  

direcionados a região correspondente ao gene G 

foram utilizados para a realização da RT-PCR. 

As reações foram realizadas como descritas por 

 

11
Macedo et al.  As sequências e posições dos 

primers utilizados estão descritAs na Tabela 2. 

Assim, as amostras descritas na Tabela 1 foram 

testadas com três conjuntos de primers: 21G/304 

e 304/504 (alvo=gene N) e GA3222-

40/GB4119-39 (alvo=gene G) e foram produzi-

dos fragmentos de 1478pb, 248pb e 915pb, 

respectivamente.

Sequenciamento de DNA e

análise filogenética 

Os fragmentos amplificados foram purifica-

dos com GFX PCR DNA and Gel Band Purifi-

cation Kit (Amersham Biosciences™) e 

sequenciados usando primers senso e antisenso 

com DYEnamic ET Dye Terminator (Amersham 

Biosciences™) de acordo com as instruções do 

fabricante. As sequências foram determinadas 

em Analisador Genético - ABI 3130 genetic 

analyzer (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, 

USA). As sequências N e G foram alinhadas com 

sequências homólogas recuperadas do GenBank 

usando o método CLUSTALW e o software 
19

BioEdit.  Alinhamentos foram então usados para 

a elaboração de árvores filogenéticas usan-do o 

método de agrupamento de vizinhos(Neighbor-

joining) com modelo evolutivo Kimura 

2-parâmetros e 1.000 bootstrap de repetições para 
20

suporte estatístico usando Mega 2.1.

Tabela 2. Primers utilizados nas reações de RT-PCR e hnPCR

Primer Sequência Posição 

21G
17

 5’-ATGTAACACCTCTACAATG -3’ 55-73 

304
17

 5’-TTGACGAAGATCTTGCTCAT -3’ 1514-1533 

50417 5’-TATACTCGAATCATGATGAATGGAGGTCGACT -3’ 1286-1317 

GA3222-40
18

 5’-CGCTGCATTTTRTCARAGT -3’ 3221-3239 

GB4119-39
18

 5’-GGAGGGCACCATTTGGTMTC3’  4116-4135 
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RESULTADOS

Os resultados de IVC e RT-PCR podem ser 

visualizados na tabela 1. Das 18 amostras de 

saliva, nove apresentaram resultado positivo pelo 

IVC. As técnicas moleculares (RT-PCR e hnPCR ) 

utilizadas simultaneamente apresentaram 94,4% 

de positividade (n= 17) demonstrando a presença 

do vírus e/ou RNA viral na saliva do paciente 

desde o momento da internação até o óbito.

Quando analisados separadamente os resulta-

dos de RT-PCR de cada conjunto de primers 

verificamos que o conjunto direcionado ao gene 

da glicoproteína foi o que detectou o RNA viral 

em maior número de amostras de saliva (94,11%), 

e o conjunto 21G/304 o menor (58,8%).

O conjunto de primers 21G/304 também não 

permitiu a detecção do RNA viral na amostra de 

folículo piloso IP4580/90 que apresentou resulta-

do positivo quando testada pelos dois outros 

conjuntos. As amostras IP4388/90 e IP4493/90 

apresentaram resultado positivo pelos três 

conjuntos de primers.

Dezoito amostras (85,7%) foram positivas 

pela técnica de hnPCR utilizando primers 504 e 

304 e 19 (90,5%) pela técnica de RT-PCR utilizan-

do primers GA3222-40 e GB4119-39. Os resulta-

dos obtidos pelos dois conjuntos de primers foram 

divergentes somente para três amostras. Quando 

considerados os resultados obtidos pelos três 

conjuntos, 20 (95,2%) foram positivas.

Destas 20 amostras, 8 também foram positivas 

pela IVC. O resultado das amostras de saliva 

restantes não pôde ser confirmado devido à 

morte dos camundongos nos primeiros três dias 

após a inoculação, possivelmente devido à 

toxicidade das amostras, uma vez que seringas 

com filtro esterilizante foram utilizadas para 

remover a contaminação bacteriana. Uma 

amostra de saliva que apresentou resultado 

negativo pelas técnicas moleculares foi positiva 

pela IVC (Tabela 1).

A análise filogenética das sequências 

(dados não apresentados) revelaram que o 

paciente foi infectado com vírus compatível 

com linhagem de canídeo brasileiro (variante 

2), confirmando a investigação epidemiológica 

que relata agressão por cão.

DISCUSSÃO

A maioria dos casos de raiva continua a ocorrer 

devido à falta de biológicos a preços acessíveis ou 
21

disponibilidade de profilaxia apropriada.  A 

combinação de um rápido diagnóstico, vacinas 

aperfeiçoadas, descoberta de medicamentos e 

conhecimentos acadêmicos em mecanismos 

básicos de doença permitirá um avanço nas 

futuras tentativas de prevenção, de controle e, em 
5

última análise, o tratamento da raiva.

O diagnóstico da raiva baseado em sintomas 

clínicos por si só é difícil e não confiável. Os casos 

suspeitos de raiva humana, portanto, exigem 

diagnóstico laboratorial preciso e rápido. O 

exame postmortem de decalques de sistema 

nervoso central utilizando a imunofluorescência 

direta (IFD) é a técnica ouro para o diagnóstico da 
22,2

raiva.  A imuno-histoquímica é um teste opcio-
23

nal,  e a inoculação viral em cultura de células 
2

(IVCC) e IVC  são testes confirmatórios para a 

IFD. Entretanto, a maioria das técnicas conven-

cionais usadas para o diagnóstico postmortem da 

raiva não são adequadas para o diagnóstico 

antemortem devido ao risco associado à realiza-
9,10

ção de biópsia cerebral em paciente.

O diagnóstico laboratorial antemortem da 

raiva é baseado tipicamente na detecção de 

antígeno viral em biópsia de pele, RNA viral em 
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biópsia de pele ou saliva ou anticorpos no soro 
8-10

ou LCR.  A sensibilidade dessas técnicas 

apresenta grande variação de acordo com o 

estágio da doença, o nível de anticorpos, a 

natureza intermitente da excreção viral e treina-
2

mento da equipe técnica.

Os testes de amplificação de ácidos nucleicos 

são tão específicos quanto a IFD, podem ser 

realizados mais rapidamente do que IVC ou IVCC 
24,25e apresentam elevada sensibilidade.  Além 

disso, ao contrário da IFD, esses testes podem 

também detectar RNA viral em fluidos utilizados 
12no diagnóstico antemortem em humanos.

Diversos protocolos vêm sendo descritos na 

literatura, apresentando, entre outras, variações 

quanto ao tipo de amostra analisada e ao gene alvo 

de amplificação.

O presente estudo descreve a conduta realiza-

da no Instituto Pasteur de São Paulo em relação ao 

diagnóstico molecular realizado em amostras de 

pacientes suspeitos de raiva. Durante os anos de 

pesquisa no diagnóstico antemortem da raiva por 

RT-PCR, o grupo de pesquisadores do instituto 

vem tentando aprimorar as técnicas moleculares 

no intuito de fornecer resultados rápidos e 

sensíveis visando à tentativa de tratamento do 

paciente o mais rápido possível, assim como o 

acompanhamento da evolução do quadro.

Todos os protocolos descritos neste trabalho 

vêm sendo utilizados no Instituto Pasteur no 

diagnóstico antemortem de vários pacientes (dados 

não apresentados). Esses outros pacientes que 

foram diagnosticados positivos para raiva vieram a 

óbito poucos dias após o início dos testes e apenas 

uma ou duas amostras foram analisadas. O elevado 

número de amostras do paciente mencionado nesse 

estudo, coletadas durante dias consecutivos, nos 

levou a relatar esse caso em particular. Além 

disso, demonstrou a rotina laboratorial no 

monitoramento do paciente durante o tratamento. 

Esse monitoramento é necessário para determinar 

uma possível eliminação viral que permitiria a 

modificação e posterior término do tratamento. 

Infelizmente, isso não ocorreu e o RNA viral foi 

detectado até o momento do óbito do paciente.

Embora o RNA do RABV possa ser detectado 

em vários fluidos biológicos e amostras, saliva e 

biópsia de pele são os espécimes mais amplamen-

te estudados em pesquisas relacionadas aos 
6,7,10,11testes diagnósticos antemortem.  Dados de 

13um grande estudo de coorte  envolvendo 43 

pacientes mostraram que RT-hnPCR de biópsia 

de pele (98,3%) e saliva (70,2%) apresentaram 

maior sensibilidade que RT-hnPCR de urina 

(9,5%). Em outros estudos, maior taxa de 

positividade foi alcançada com saliva em 
26,27,6comparação ao LCR.  Os resultados obtidos 

em nosso laboratório utilizando RT-PCR e 

hnPCR de LCR no diagnóstico antemortem da 

raiva em vários pacientes acometidos pela 

doença (dados não apresentados) nos levam a 

não indicar a amostra de LCR como a mais 

adequada na tentativa de diagnóstico. Por outro 

lado, saliva e biópsia de pele da região da nuca 

apresentaram resultados bastante promissores 
11desde o início de nossos estudos.  No presente 

trabalho, o diagnóstico antemortem por RT-PCR 

e hnPCR a partir de amostras de biópsia de pele e 

saliva apresentaram 100% e 94,4% de resultados 

positivos, estando de acordo com os autores que 

sugerem essas amostras como as mais indicadas 

para detecção de RNA viral.

Quanto à escolha dos primers, o gene N é o 

mais conservado e cuja proteína é expressa em 

maior quantidade nos lissavírus, sendo o mais 
28 11

comum alvo de amplificação.  Macedo et al.  

desenvolveu um protocolo de RT-PCR para 

detectar um fragmento de 248pb do gene N. Este 
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método foi capaz de detectar o ácido nucleico 

viral em 70% das amostras de biópsia de pele 
6

obtidas antes e depois do óbito. Crepin et al.  e 
29Nagaraj et al.,  utilizando RT-PCR e RTnPCR, 

respectivamente, com primers também direciona-

dos ao gene N, relataram taxas de positividade de 

30% e 37,5%, respectivamente, em amostras de 

saliva. O gene da polimerase (gene L) é outra 

região do genoma dos lissavírus que possui blocos 
13

bem conservados. Dacheux et al.,  utilizando 

RT-hnPCR e primers direcionados a essa região, 

reportaram índices de positividade de 98,3% e 

70,2% em amostras de saliva e biópsia de pele, 

respectivamente.

Primers direcionados ao gene G e à região 

intergênica G-L foram desenhados e utilizados 

para o diagnóstico e identificação por multiplex 

RT-PCR dos RABV isolados de várias espécies 
30,31

hospedeiras no Brasil.  No presente estudo, no 

qual utilizamos primers direcionados ao gene N 

(21G/304 e 504/304) e G (GA3222-40 e GB4119-

39), obtivemos positividade de 100% e 94,4% 

com amostras de biópsia de pele e saliva, respecti-

vamente, quando os resultados são considerados 

em conjunto.

A confiabilidade dos resultados obtidos com 

amostras de saliva foi verificada por uma análise 

realizada em paralelo utilizando IVC, uma 
4

técnica simples que possui alta sensibilidade.  

Infelizmente, 9 de 18 amostras causaram a morte 

dos camundongos nos três primeiros dias após a 

inoculação, possivelmente como resultado de 

toxicidade. Por isso, apenas 50% dos resultados 

para essas amostras pôde ser verificado utilizan-

do esta técnica. Contudo, todos os resultados de 

RT-PCR e hnPCR em amostras de biópsia de pele 

e saliva reportadas aqui foram confirmados por 

sequenciamento de DNA e análise filogenética.

Quando cada conjunto de primers foi analisa-

do separadamente, observamos que o conjunto 

21G/304 apresentou a menor sensibilidade 

(57,1%).

Em contraste, o conjunto 504/304 e GA3222-

40/GB4119-39 proporcionou resultados positivos 

para 18 (85,7%) e 19 (90,5%) das amostras, 

respectivamente, sendo que duas amostras 

negativas por hnPCR utilizando primers 504 e 

304 foram positivas por RT-PCR utilizando 

primers GA3222-40 e GB4119-39, enquanto uma 

negativa por este último protocolo foi positivo em 

hnPCR utilizando os iniciadores 504 e 304. Isso 

mostra que esses dois protocolos se complemen-

tam, aumentando a confiabilidade dos resultados 

no diagnóstico antemortem.

CONCLUSÃO

Os nossos resultados sugerem que a probabili-

dade de detecção antemortem do RNA do RABV 

utilizando como amostras biópsia de pele da 

região da nuca e saliva é elevada e que a utilização 

de RT-PCR e hnPCR com conjuntos de primers 

direcionados a diferentes regiões do genoma do 

vírus da raiva pode ser mais seguro e mais 

eficiente do que a utilização de um único conjun-

to, além de ser mais rápido do que as técnicas 

convencionais, aumentando a confiabilidade dos 

testes diagnósticos. A sua utilização pode benefi-

ciar a aplicação e monitoramento da utilização 

dos protocolos de tratamento antivirais.
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