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Resumo

O diagnéstico laboratorial ante-mortem da raiva humana envolve a pesquisa do virus em foliculo piloso, saliva,
liquido cefalorraquidiano (LCR) e impressdes de cornea, e a pesquisa de anticorpos neutralizantes do virus da
raiva (AcN) em amostras de soro e LCR. A presenc¢a de AcN no soro ou LCR de individuos ndo vacinados é
indicativa de raiva, porém, esses resultados s6 ocorrem nos estagios finais da doenca. Neste estudo foram
analisados os resultados da pesquisa de AcN em amostras de soro e/ou LCR de trés pacientes com suspeita de
raiva, sem histérico de sorovacinacdo. O método de pesquisa de AcN foi 0 microteste simplificado de inibicdo de
fluorescéncia. O paciente A, apesar de néo ter tido andlise de sistema nervoso central (SNC), teve diagnéstico
de raiva com base nos sintomas clinicos e titulos de AcN de 3,0 UI/mL no soro e 0,37 Ul/mL no LCR. Dos dois
pacientes que tiveram o virus identificado post-mortem no SNC, o paciente B apresentou LCR com titulo de 12,0
Ul/mL de AcN e o paciente C apresentou resultados negativos de AcN no soro e no LCR, sendo compativeis
com a relacao existente entre coleta e periodo de morbidade. Esses resultados mostram que a pesquisa de AcN
de pacientes suspeitos de raiva, sem histérico de sorovacinacdo e com longo periodo de morbidade, deve ser
feita em coletas subseqlientes de soro e LCR, para possibilitar o diagnéstico ante-mortem da raiva,
especialmente quando a coleta post-mortem de SNC tornar-se inviavel.

Palavras-chave: raiva humana; diagnostico ante-mortem; liquido cefalorraquidiano; anticorpos
neutralizantes de virus.

Abstract

The laboratorial ante-mortem diagnosis of human rabies include the detection of rabies virus in skin biopsy,
saliva, cerebrospinal fluid (CSF), corneal smear and also the detection of rabies virus-neutralizing antibodies
(VNA) in serum or CSF samples. The detection of rabies VNA in the serum or CSF of unvaccinated individuals is
diagnostic of rabies, but it occurs late in course of the disease. In this study were analyzed the results of VNA in
serum and /or CSF of three cases of patients suspect of rabies, with no history of previous vaccination or passive
immunization. The VNA evaluation was performed by the simplified fluorescence inhibition microtest. The patient
A received diagnostic of rabies, despite of there wasn’t analyses of central nervous system (CNS), supported by
the clinical symptoms and results of VNA titers of 3,0 IU/mL in serum and 0,37 IU/mL in CSF. About the two
patients who had the rabies virus identified for the techniques post-mortem in the CNS, the patient B presented
12 IU/mL of VNA in CSF and the patient C had negative results of VNA titers in serum and CSF samples, which
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were compatible to period of morbidity. These results indicated that the determination of VNA in serum and CSF
samples of rabies human suspect cases, with no history of previous vaccination or passive immunization should
contribute to ante-mortem diagnosis if successive collects were done to evaluate the progression of VNA titers
establishing more safety in diagnostic, especially in those cases that the brain tissue can be collected for any
reason.

Key words: human rabies; ante-mortem diagnosis; cerebrospinal fluid; virus neutralizing antibodies.
Introducéo

A raiva é uma infeccéo viral do sistema nervoso central (SNC) que causa encefalite e, uma vez que 0s sintomas
clinicos aparecem, é invariavelmente fatal. A infec¢cdo normalmente ocorre por inoculagédo do virus da saliva
contaminada na pele por mordedura, arranhadura ou lambedura de mucosas!. Em raros casos a transmissao da
raiva em humanos foi associada a inalacédo de aerossoéis? e transplantes de érgaos3.4.

Segundo dados da Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), o numero estimado de 6bitos humanos causados
pela raiva é de 55.000 casos por ano, principalmente em &reas rurais da Africa e da Asia. O nimero de pessoas
gue recebem tratamento profilatico apds exposicdo a animal suspeito de infeccdo pelo virus da raiva chega a
dez milhdes por ano®.

No Brasil, entre 1980 e 2004, houve uma reducao significativa no niimero de casos registrados por ano, caindo
de 173 para 30, representando uma queda de 83%. Em 2005, foram 45 casos de raiva humana e em 2006 esse
namero caiu para nove, sendo que a maioria dos casos de 2004 e 2005 ocorreu nas regides Norte e Nordeste,

tendo como principal transmissor o morcego hematéfago®t!

Atualmente, todos os Estados brasileiros tém a disposicao, nas unidades de salde, vacina produzida em cultura
celular, de boa qualidade e alta poténcia, para a prevencéo da doenca. O soro contendo anticorpos contra o
virus da raiva esta disponivel nos hospitais de referéncia para ser usado quando indicado.

A raiva humana transmitida pelo céo esta controlada na regido Sul e em alguns Estados do Sudeste, e ha
perspectiva de sua eliminacdo ainda nesta década. Em 1980, foram registrados 157 casos (89,7%) de raiva
humana transmitida por cdo ou gato e em 2004, somente seis casos (20%) transmitidos por esses mesmos
animais. Esses resultados foram obtidos com a vacinagcdo em massa de caes e gatos, principais transmissores

do virus, além de captura de animais errantes e bloqueio de focos®.

O diagnéstico ante-mortem consiste em pesquisa tanto de virus da raiva em amostras de saliva, liquido
cefalorraquidiano (LCR), impressdes de cdrnea e bidpsia de pele, como também por pesquisa de anticorpos
neutralizantes do virus (AcN) em amostras de soro e LCRY.

A estimulacédo de linfécitos B para sintese de imunoglobulinas na infec¢éo natural geralmente ndo ocorre antes
de os sintomas clinicos aparecerem. A producao de anticorpos neutralizantes (AcN) se da apés a infeccdo
disseminada do SNC, em resposta a quantidade macica de antigeno viral gerado que entrou em contato com o
sistema reticulo endotelial. O titulo de AcN permanece baixo até a fase terminal da doenca e atinge seu pico
préximo da morte8.9.

A escolha das técnicas para diagndstico ante-mortem varia muito de acordo com o estagio da doenca; a
deteccéo de antigeno € geralmente sensivel durante os primeiros dias, enquanto AcN em LCR e soro tendem a
aparecer depois de 7 a 10 dias da doencal®. Portanto, a presenca de AcN no soro e/ou no LCR de individuos
sem histérico recente de imunizacao contra a raiva é indicativo de infeccéo pelo virus, mas esses titulos sé
aparecem tardiamentell,

O diagnoéstico precoce dos casos de raiva humana é essencial para determinar a fonte de infeccao e,
consequentemente, a adogcdo de medidas de controle da doenca, tais como evitar tratamentos e procedimentos
inadequados ao paciente, diminuir os contatos com o mesmo e indicar a profilaxia pos-exposi¢éo aos individuos
gue tiveram contato com paciente infectadol2.

O objetivo desse estudo foi analisar os resultados da pesquisa de AcN do virus da raiva utilizada como técnica
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de diagndstico ante-mortem, em trés casos de pacientes suspeitos de raiva.
Material e métodos
Relato dos casos

As informacdes referentes aos sintomas clinicos dos pacientes e tempo de morbidade foram retiradas das
requisicdes de exames, encaminhadas juntamente com as amostras destinadas ao diagnostico laboratorial da
raiva para o Instituto Pasteur de Sao Paulo.

O paciente A era do sexo feminino, tinha 6 anos de idade e histdrico de agressdo na mao por morcego
hematdéfago. Os primeiros sintomas, dor no pescoco e abdémen, apareceram aproximadamente um més apds a
agressao, seguidos de febre, vémitos e confusdo mental. As amostras de soro e LCR foram coletadas 19 dias
apos os primeiros sintomas e 11 dias antes do 6bito. Uma lamina contendo impressdes de cérnea também foi
coletada para a pesquisa de virus. O LCR e uma amostra de saliva também foram analisados para isolamento
viral. Nao foi realizada a coleta de amostra de sistema nervoso central (SNC) para o exame post-mortem.

O paciente B era do sexo masculino, 27 anos de idade, com histérico de agresséo por mordedura de cdo em
membro superior. Uma amostra de LCR foi coletada 20 dias ap@s os primeiros sintomas, 0 mesmo dia em que
ocorreu o 6bito. Nao houve envio de amostra de soro. Apds o 6bito foi coletado fragmento do SNC para o
diagndstico viral.

O paciente C era do sexo masculino, 47 anos de idade. Foi realizada a coleta de soro e de LCR 20 e 23 dias
antes do 6bito, respectivamente. Amostras de saliva, LCR e SNC foram examinadas para a pesquisa de
antigeno viral.

Deteccédo do virus da raiva

A pesquisa de antigeno rébico foi realizada nas amostras de SNC e l[aminas com impresséo de cérnea pela
técnica de imunofluorescéncia diretal3. A técnica de isolamento viral por inoculagdo em camundongos foi
realizada nas amostras de SNC, LCR e salival4.

Avaliacdo dos titulos de anticorpos neutralizantes

A pesquisa de AcN foi feita em amostras de soro e LCR pelo microteste simplificado de inibicdo de
fluorescéncial®.

Diluicdes duplas seriadas das amostras e do soro padréao foram feitas em um volume final de 100uL em
microplacas de 96 orificios. O volume de 50uL da suspensao de virus PV, com diluicdo capaz de infectar de
80% a 100% das células, foi acrescentado ao soro diluido e as microplacas foram incubadas durante uma hora,
a 37°C em atmosfera com 5% de CO, Em seguida, foram adicionados 50uL de suspenséo de células BHK-21

(1 X 106 células/mL) e a microplaca foi novamente incubada por mais 24 horas, a 37°C em atmosfera com 5%
de C02

O meio de cultura foi aspirado das placas e as células foram fixadas com acetona gelada diluida a 80% em agua
destilada. As placas foram secas e incubadas com conjugado fluorescente anti-ribonucleoproteinas (RNPs) do
virus da raiva, produzido no Instituto Pasteur, durante uma hora, a 37°C. As placas foram lavadas com PBS e
depois com agua destilada e em seguida foram adicionados, a cada orificio, 50uL de glicerina diluida a 10% em
tampao PBS 0,01M, pH 7,0. A leitura foi realizada em microscdpio invertido de fluorescéncia, com aumento de
100 vezes, determinando a diluicdo que apresentou 50% de infeccdo. O titulo foi obtido por comparacdo com
soro padrdo homadlogo contendo 300 Ul/mL.

Resultados

Os resultados dos testes laboratoriais, realizados com as amostras recebidas para diagnostico de raiva estao
resumidos nas Tabelas 1 e 2. A Tabela 1 apresenta os resultados de dosagem de AcN ante-mortem fazendo a
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associagdo com o periodo da coleta da amostra. A Tabela 2 apresenta os resultados da pesquisa de antigeno
viral ante-mortem e post-mortem.

Tabela 1. Resultados das amostras dos pacientes submetidas ao diagndstico soroldgico ante-
mortem relacionando o dia da coleta com o periodo de morbidade.

Paciente Amostras DAD DAO AcN Ul/mL
A Soro 19 11 3,00
LCR 19 11 0,37
B LCR 20 0 12,00
C LCR * 23 < 0,06
Soro * 20 < 0,06

DAD: dias ap0s primeiros sintomas (doenca)
DAO: dias antes do 6bito

*

Dado né&o informado
AcN: anticorpos neutralizantes
LCR: liquido cefalorraquidiano

Tabela 2. Resultados das amostras dos pacientes submetidas ao diagndstico viroldgico

Pacien
acientes Amostra IFD/PB
A Cérnea-teste Negativo
LCR Negativo
Saliva Negativo
B SNC Positivo
C Saliva Positivo
LCR Negativo
SNC Positivo

IFD: imunofluorescéncia direta
PB: prova bioldgica

LCR: liquido cefalorraquidiano
SNC: sistema nervoso central

Discussao

Os resultados obtidos neste estudo confirmam as afirmacées de que o diagnéstico da raiva humana é,
geralmente, sugerido por achados epidemioldgicos e clinicos e confirmado no laboratério; que o diagnéstico ndo
é dificil se existir uma histéria de exposi¢ao por mordida de animal e ocorrer sintomas e sinais caracteristicos; e
que pacientes com sinais ou sintomas neurolégicos ou com encefalite ndo explicada devem ser questionados
sobre a possibilidade de exposicdo a animal em areas endémicas de raival6.17,

Na analise do caso do paciente A observou-se que, apesar de nado ter havido envio de amostra de sistema
nervoso central para exame post-mortem, o diagnostico foi definido levando em conta os sintomas clinicos, o
histérico de agressao, a auséncia de imunizacéo contra a raiva e altos titulos de AcN no soro, bem como a
presenca destes no LCR. Casos como este foram muito bem documentados nos relatos de cinco pacientes que
tiveram recuperacdo apos apresentarem sintomas da doenca e receberem tratamento profilatico. De nenhum
deles foi possivel o isolamento do virus, mas 0 aumento nos titulos de AcN no soro e no LCR, o que € indicativo
de infeccgao, confirmaram o diagndstico clinico de raivall.16,18, 19, 20 21, 22,
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O mesmo ocorreu no primeiro caso descrito de recuperacao de raiva sem nenhum tipo de profilaxia pré ou pos-
exposi¢cdo, em gue a paciente tinha historico de agresséo por morcego, apresentava sinais caracteristicos da
raiva e sintomas neurolégicos. As amostras de foliculo piloso e saliva foram negativas no diagnéstico ante-
mortem para o virus da raiva, mas nas amostras de soro e LCR foram detectados anticorpos especificos e em
exames de coletas subseqientes de LCR foi observado um aumento significativo no titulo de anticorpos?23.

O elevado titulo de AcN encontrado na analise de amostra de LCR do paciente B foi bastante coerente com o
tempo de doenca e 0 momento da coleta, realizada no mesmo dia do 6bito. Este achado é concordante com
relatos anteriores de pacientes com diagndstico de raiva, como em um caso ocorrido na Franca em 1992, em
gue o paciente teve amostras de soro e LCR negativas para presenca de AcN do virus da doenca, coletadas 15
dias antes do 6bito, enquanto a segunda amostra de soro, coletada quatro dias antes do 6bito, apresentou
resultado positivo para AcN e uma amostra de LCR coletada no dia do 6bito foi positiva24. Da mesma forma, em
outro caso de raiva humana ocorrido no Tennessee (EUA), em 2002, somente as amostras de soro e LCR
coletadas dois dias antes do 6bito apresentaram resultados positivos na pesquisa de AcN do virus da doenga2>.

No caso do paciente C, os resultados negativos encontrados na pesquisa de AcN do virus da raiva em amostras
de soro e LCR também foram coerentes com 0 momento da coleta das amostras, a qual ocorreu muitos dias
antes do 6bito e logo apds os primeiros sintomas de doenca. Estudos laboratoriais testando a presenca de
anticorpos no soro e no LCR tém baixo valor devido ao aparecimento tardio, portanto, raramente no inicio dos
sintomas?26. Por isso, a coleta de amostras de soro e LCR para pesquisa de anticorpos especificos para o virus
da raiva deve ser feita a partir de uma semana ap6s o aparecimento dos sintomas da doencal2.

Os resultados obtidos neste estudo confirmam aqueles encontrados na analise feita em 55 casos de raiva
humana, 39 ocorridos nos Estados Unidos e 16 na Franga, no periodo de 1970 a 1997, em que houve
diagndstico ante-mortem a partir das amostras de soro e LCR avaliadas para presenca de AcN. Nestes casos
observou-se que quanto mais préxima do 6bito foi feita a coleta de amostras, maior o nimero de pacientes que
apresentaram AcN do virus da raival2.

Portanto, estes resultados comprovam que a andlise laboratorial de amostras de soro e LCR de pacientes
suspeitos de raiva e sem histdrico de imunizacéo contra a raiva contribui para o diagndstico ante-mortem, desde
gue sejam feitas coletas subsequentes para avaliar o aumento progressivo dos titulos de anticorpos
neutralizantes. Isso evidencia a infec¢ao, propiciando maior seguranca no diagnéstico, principalmente nos casos
em que a coleta do sistema nervoso é inviavel.
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