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Resumo

O diagndstico laboratorial precoce de raiva humana deve ser realizado por testes
apropriados, visto que a aplicagcao de protocolos de tratamento médico em individuos
internados depende dos resultados laboratoriais. O presente estudo analisou os dados
referentes aos 560 casos suspeitos de raiva humana submetidos ao diagnostico viroldgico
no IP-SP entre os anos de 1970 e 2020. Houve um avancgo das metodologias laboratoriais,
especialmente as moleculares, que passaram a ser essenciais, possibilitando o tratamento
de individuos expostos, bem como a determinagao da fonte de infecgdo dos casos, fato
fundamental para a efetividade de agdes de controle em regides vulneraveis a disseminacao
da doenga. Intervengdes no ciclo urbano da raiva, por meio de vacinagao de caes e gatos
e encaminhamento de amostras para diagndéstico, diminuiram os casos transmitidos por
caes, principalmente no Sudeste. Em contrapartida, no mesmo periodo foi observado um
aumento exponencial de casos relacionados ao ciclo silvestre nas regides Norte (32%) e
Nordeste (53,3%), tendo 0s morcegos como principais transmissores (72%), sequidos dos
primatas ndo humanos (6%) e dos canideos silvestres (1%). Esses resultados demonstraram
a importancia do aprimoramento do diagndstico laboratorial, que € parte essencial na
conducao de estratégias de controle, bem como de tratamento de individuos expostos.

Palavras-chave: raiva humana, diagnostico laboratorial e vigilancia em saude publica.

Abstract

Early laboratory diagnosis of human rabies should be performed by appropriate tests,
since the application of medical treatment protocols in hospitalized individuals depends on
laboratory results. The present study analyzed the data referring to the 560 suspected cases
of human rabies submitted to virological diagnosis in the IP-SP from 1970 to 2020. There
has been an advance in laboratory methodologies, especially molecular ones, which have
become essential, enabling the treatment of exposed individuals, as well as allowing the
determination of the source of infection of cases, a fundamental fact for the effectiveness
of control actions in regions vulnerable to the spread of the disease. Interventions in the
urban cycle of rabies, through vaccination of dogs and cats and referral of samples for
diagnosis decreased the cases transmitted by dogs, especially in the Southeast, on the other
hand, an exponential increase of cases was observed in the same period, in the North (32%)
and Northeast (53.3%) regions, with cases related to the wild cycle, with bats as the main
transmitters (72%), followed by non-human primates (6%), and wild canids (1%). Our results
demonstrated the importance of improving laboratory diagnosis, which is an essential part
of conducting control strategies as well as the treatment of exposed individuals.

Keywords: Human Rabies, Laboratory Diagnosis, Public Health Surveillance.
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Introdugao

A raiva é uma antropozoonose relevante em saude publica, pois causa um quadro
de encefalite aguda progressiva; assim, sua importancia nao se limita apenas ao numero
de casos mas também a alta letalidade 1 Estima-se que cerca de 60 mil ébitos ocorram
anualmente no mundo, dos quais 40% s&o criangas e adolescentes com menos de 15 anos.2

O diagndstico laboratorial de raiva humana deve ser realizado por testes apropriados para
a confirmacao da suspeita clinica, que é baseada no histoérico do paciente e na sintomatologia
observada nos individuos expostos. Pacientes com sintomatologia nervosa devem ser
submetidos ao diagnostico antemortem, a partir de amostras de soro, liquor, saliva e biopsia da
regiao da nuca.® Nos casos classicos, em que a doencga progride ao obito do paciente, deve-se
analisar o sistema nervoso central (SNC).4

O Instituto Pasteur de Sdo Paulo (IP-SP) é o Laboratdrio de Referéncia Nacional
para o diagnostico da raiva no Brasil, tendo, entre suas principais atribuicoes, o constante
aprimoramento das metodologias diagnosticas a fim de auxiliar nas acdes de vigilancia
epidemiolégica da doenga. Nos casos humanos, esse aprimoramento se torna fundamental
para agdes no ambito de saude publica.

No Brasil, até 1968, as estatisticas disponiveis em relacao aos dados sobre raiva
humana eram restritas as cidades de Sdo Paulo e Rio de Janeiro. A partir de 1973 foi criado
o Programa Nacional de Profilaxia da Raiva (PNPR), que implementou a padronizagéo na
producao de imunobioldgicos, a elaboracao de normas técnicas, aampliagao do diagnostico
laboratorial por meio da criagao de centros diagnosticos e a capacitagao de profissionais.
Essas agdes foram fundamentais para que o nimero de casos diminuisse.®

O laboratorio de diagnodstico da raiva do IP-SP realiza o diagnostico sorologico, a partir
de investigacdo da presenga de anticorpos especificos em fluidos do paciente (soro e liquor),
e o diagnostico virologico, pela investigagao da presenca de antigeno do agente infeccioso
em fluidos e tecidos. O esclarecimento desse ponto faz-se necessario, visto que o presente
estudo analisou apenas os dados referentes ao diagnostico viroldgico, contudo testes
soroldgicos sao utilizados para esse fim, como é o caso do teste de imunofluorescéncia
direta (IFD), considerado padrdo ouro para o diagndstico laboratorial da raiva.

A implantagao da IFD ocorreu no IP-SP em 1964, iniciando uma nova etapa no
diagnosticovirologico, que até entao contavacom metodologias histologicas, principalmente
a coloracao de Sellers® que foi utilizada em paralelo a IFD até 19852 A IFD consiste na
marcacao de antigenos virais por anticorpos antirrabicos ligados ao isotiocianato de
fluoresceina, para posteriormente serem observados em microscopio de fluorescéncia.t

O isolamento viral em camundongos albinos suigos (IVC), que consiste na inoculagao
intracerebral de suspensées de tecido cerebral, saliva e/ou liquido cefalorraquidiano (LCR)
para detectar a replicagao viral2 é realizado no IP-SP concomitantemente as demais
técnicas para todos 0os casos suspeitos de raiva humana, servindo para confirmagao, bem
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como para a replicagao da amostra nos casos positivos. Em 2006, o isolamento viral em
cultivo de células (IVCC) de neuroblastoma murino (N2A) foi implantado na instituigao?como
método alternativo ao uso de animais de experimentagao, entretanto, especificamente em
casos de humanos, ambas as metodologias de isolamento viral sao aplicadas, tendo em
vista que a sensibilidade é maior no IVC.

Em 1996, o IP-SP implantou a técnica de imunofluorescénciaindireta (IFI) utilizando um
painel de 8 AcMs produzidos pelo Centro de Prevencao e Controle de Doengas — CDC/EUA,
que define 12 perfis antigénicos do virus da raiva (RABV).1211 Essa metodologia foi utilizada
até que o diagnostico molecular fosse implementado na instituicao, a partir de 2004, e pdde
elucidar a dinamica da circulacao de diferentes variantes virais em todo o territério nacional,
o que foi fundamental para a aplicacao de medidas de contengéo da doenca.

A partir de meados dos anos 2000 houve um salto na evolugao do diagnostico
antemortem da raiva, e o IP-SP foi pioneiro na execucao de metodologias moleculares para
esse fim. Amostras de bidpsia da regido da nuca de pacientes expostos a mordeduras de
morcegos hematofagos foram testadas, permitindo a detecgéao do acido nucleico viral em
70% do total analisado. Xl Essa regiao é altamente inervada, e o RABV frequentemente esta
presente nas células neurais que circundam as bases dos foliculos pilosos.

Novos estudosforamrealizados nainstituicaoaolongo dosanos paraoaprimoramento
das técnicas moleculares. Castilho e col.12demonstraram a eficiéncia de um novo protocolo
de diagndstico antemortem utilizando amostras de saliva e bidpsia de pele da regido da
nuca por semi-Nested/Transcricao Reversa seguida pela reagdo em cadeia da polimerase
(semi-Nest/RT-PCR), com primers direcionados para o gene da nucleoproteina. O RNA do
RABYV foi identificado em 95,2% das amostras testadas, das quais 18 eram de saliva e 3 de
bidpsia de pele da regiao da nuca.

As técnicas laboratoriais devem ser complementares, o que aumenta o éxito do
diagnostico precoce. O diagnostico por semi-Nest/RT-PCR é considerado um teste sensivel
que possibilita a execugao e o diagnostico precoce da doenca, permitindo a tentativa de
tratamento pelo Protocolo de Milwaukee e tratamento profilatico de possiveis contatos. 2

O presente estudo objetivou analisar a evolugao das metodologias diagnosticas
empregadas no IP-SP, para o diagndstico virolégico antemortem e postmortem dos casos
suspeitos de raiva humana, entre 1970 e 2020.

Metodologia

Foram utilizados dados secundarios referentes as amostras de origem humana
recebidas para diagnostico virolégico da raiva no IP-SP entre 1970 e 2020, os quais estao
disponiveis nos registros fisicos (protocolos, dissertacoes, publicacdes) e sistemas de
informagao (INFORAIVA e Gerenciador de Ambiente Laboratorial (GAL)).
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Por ser um periodo abrangente, a qualidade das informagdes ficou comprometida,
visto que, durante o processo de coleta de dados, nao foram localizados os registros de
todas as amostras processadas, principalmente as mais antigas. Os dados coletados
corresponderam a dois periodos: o primeiro (1970 a 1997) referente aos casos positivos® e
o segundo (1998 a 2020) referente a todos os casos suspeitos recebidos para diagnostico.

Vale ressaltar que foi dada a denominagado “diagndstico viroldgico” neste estudo
em referéncia a investigagao de antigeno viral. Foram considerados diagnodstico
antemortem todos em que alguma amostra bioldgica tenha sido encaminhada
para diagnostico enquanto o paciente estivesse vivo.

Os dados foram tabulados em planilha Microsoft Excel® 2016, com as variaveis:
caracteristicas sociodemograficas (localidade, sexo, idade do paciente) e caracteristicas
relacionadas ao diagnostico (diagnostico antemortem ou postmortem, resultados das
metodologias).

Pararealizar o cruzamento das informacoes, foram utilizados os softwares QGIS 3.4.9,
utilizando bases cartograficas do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) para
a produgao dos mapas, e o Microsoft Excel® 2016 para a producéao de tabelas e graficos.

O estudo foi aprovado na Comisséao Cientifica do Instituto Pasteur (CCIP 05/21), bem
como na Plataforma Brasil (Parecer n. 5.133.604).

Resultados

O Mapa 1 demonstra a distribuicao geografica dos casos de raiva humana diagnosti-
cados no IP-SP entre 1970 e 2020. No primeiro periodo (1970-1997) houve um predominio
de casos na regiao Sudeste, seguida das regides Centro-Oeste, Norte e Nordeste respec-
tivamente. Em contrapartida, observou-se um aumento de casos nas regides Nordeste e
Norte no segundo periodo. Em cinco casos do primeiro periodo, a informacao referente a
localidade foiignorada, ficando inviavel a apresentagao nos mapas. o Mapa 2 representa o0s
casos em cada estado e o Grafico 1, o total de casos diagnosticados.

Entre 19802003, foram notificadosao Ministérioda Saude (MS) 1.357 casos, dos quais
apenas 122 (9%) foram diagnosticados no IP-SP. Entretanto, a partir da implementagao das
metodologias moleculares, em 2004, houve um aumento significativo dos casos notificados
que foram realizados no IP-SP. 95 num total de 128 notificagdes, correspondendo a 73%.
No ano de 2074, ndo houve casos no pais, exceto um importado da Bolivia, que nao foi
notificado por se tratar de um caso nao autéctone, mesmo sendo diagnosticado no IP-SP,
e também néo foi contabilizado neste estudo. Em 2018, um dos casos notificados nao
consta em nossos dados, pois apenas o soro do paciente foi encaminhado ao IP-SP — foi
evidenciada a presenca de anticorpos por meio do diagndstico sorologico.
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Mapa 1. Casos de raiva humana diagnosticados no IP-SP por macrorregiao.
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Fonte: Dados do Instituto Pasteur, 2020.
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Mapa 2. Casos de raiva humana diagnosticados no IP-SP por estado.

Periodo: 1970 a 1997 . ‘
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Fonte: Dados do Instituto Pasteur, 2020.
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Grafico 1. Casos de raiva humana diagnosticados no IP-SP (diagndstico virolégico), 1970-2020.
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Fonte: Dados do Instituto Pasteur, 2020.

O tipo de diagnostico foi analisado sob os sequintes aspectos: clinico ou laboratorial;
antemortem ou postmortem. Os dados entre 1970 e 1997 contemplaram apenas 0s casos
positivos, totalizando 237 casos com diagndstico laboratorial, os quais foram objeto deste
estudo. No periodo subsequente, entre 1998 e 2020, todos 0s casos corresponderam ao
diagnéstico laboratorial (Tabela 1).

A Tabela 2 demonstra os resultados da IFD e IVC segundo o tipo de amostra bioldgica,
no primeiro periodo analisado, em que a IFD apresentou 95,6% de sensibilidade em amostras
de SNC e apenas 34% em impressoes de cornea. O IVC apresentou alta sensibilidade em
todas as amostras analisadas. Observa-se um viés de informagdes dos dados constantes
no objeto de estudo desse periodo.

Na Tabela 3 estdo registrados os resultados referentes ao segundo periodo, em que
nao foi possivel calcular a sensibilidade das metodologias devido a falta de informacgdes em
relagdo aos resultados das demais técnicas aplicadas. No IVC, os 46 casos negativos nao
necessariamente refletem o resultado final do diagndstico, ou seja, amostras positivas em
outras metodologias podem néao ter sido isoladas nos animais de experimentacgao. Duas
amostras de SNC com resultado positivo na IFD foram impossibilitadas para o IVC devido
ao inadequado estado de conservacao.

A caracterizacao antigénica no IP-SP se iniciou em 1996, com a utilizagao do painel
de anticorpos monoclonal para a realizagdo da IFI. Foram analisadas amostras de SNC de
humanos positivas para a raiva, de 1989 a 2003, das quais 5/65 apresentaram resultado
incompativel com o painel de anticorpos monoclonais (Grafico 2).
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Tabela 1. Diagndstico viroldgico postmortem e antemortem realizado no IP-SP, 1998-2020.

Postmortem Antemortem
Ano — _ — _ Total diagnosticado
Positivos Negativos Positivos Negativos
1998 16 1 0 1 18
1999 2 6 2 4 14
2000 8 1 0 4 13
2001 7 0 2 5 14
2002 08 2 1 2 13
2003 12 1 0 2 15
2004 17 0 3 2 22
2005 17 1 7 2 27
2006 3 3 4 3 13
2007 1 1 1 6 9
2008 1 0 1 12 14
2009 1 0 2 4 7
2010 0 3 3 7 13
2011 1 2 1 13 17
2012 1 0 4 4 9
2013 1 1 4 9 15
2014 0 2 0 9 11
2015 0 3 2 9 14
2016 0 2 2 2 6
2017 1 0 4 15 20
2018 0 1 6 10 17
2019 0 3 1 13 17
2020 0 0 2 3 5
Total 97 33 52 141 323

Fonte: Dados do Instituto Pasteur, 2020.
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Tabela 2. Resultados das técnicas de IFD e IVC segundo tipo de amostra bioldgica, 1970-1997.

Amostra . Tota_l — IFD - — Ve :
diagnosticado Positivo negativo Positivo negativo
SNC NI 196 09 204 01
Lrgfnrgzsoes de NI 18 35 NA NA
Saliva NI NA NA 10 16

Fonte: Dados do Instituto Pasteur, 2020.

SNC: sistema nervoso central; NI: ndo informado; IFD: imunofluorescéncia direta; IVC: isolamento viral em camundongos.

Tabela 3. Resultados das técnicas de IFD e IVC segundo tipo de amostra bioldgica, 1998-2020.

Amostra . Tota_l — IFD . — Ve :
diagnosticado positivo negativo Positivo negativo

SNC 176 130 46 128 46

Impresstes de 23 01 22 NA NA

cornea

Saliva 142 NA NA 31 101

Fonte: Dados do Instituto Pasteur, 2020.

SNC: sistema nervoso central; NA: nao se aplica; IFD: imunofluorescéncia direta; IVC: isolamento viral em camundongos.

Grafico 2. Caracterizagao antigénica de amostras de SNC de humanos processadas no IP-SP, no
periodo de 1989-2003.
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Fonte: Dados do Instituto Pasteur, 2020.

Entre 2004 e 2020, amostras de 170 pacientes internados foram submetidas ao
semi-Nested/RT-PCR. Em nove casos foram coletados apenas amostras de saliva; em 12
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apenas foliculo piloso e em 27, apenas liquor. Nos demais, 122 casos, houve coleta de
duas ou mais amostras de material biolégico (saliva/foliculo/liquor), dos quais 38 vieram
a obito, sendo analisado também o SNC (Tabela 4). Todas as amostras positivas foram
submetidas a caracterizagdo genética, e a maioria (62/91) correspondeu a linhagem de
morcego hematofago Desmodus rotundus (Grafico 3). As linhagens proprias de saguis
(Callithrix jacchus) e de canideos silvestres apareceram majoritariamente nas regides
Norte e Nordeste; em contrapartida, linhagens circulantes em caes domésticos e em
morcegos hematofagos foram observadas em amostras humanas provenientes de todas
as macrorregides do pais, mesmo que em diferentes periodos. Em seis casos (6/91) nao foi
possivel demonstrar a linhagem genética.

Tabela 4. Diagndstico antemortem a partir da técnica de semi-Nested/RT-PCR, em diferentes
amostras bioldgicas, 2004-2020.

Material bioldgico Positivo Negativo Total
Apenas saliva 03 06 09
Apenas foliculo 05 Q7 12
Apenas liquor 03 24 27
Saliva/foliculo/liquor 10 75 85
Saliva/foliculo/liquor/snc 26 11 37
Total 47 123 170

Fonte: Dados do Instituto Pasteur, 2020.

Grafico 3. Caracterizagdo genética de amostras humanas processadas no IP-SP, demonstrando a
linhagem compativel de cada reservatorio, 2004-2020.

62

Numero de casos

Linhagem genética

Canideo doméstico V1 Morcego hematéfago Desmodus rotundus Canideo doméstico V2
PNH Callithrix jacchus Canideo silvestre

Fonte: Dados do Instituto Pasteur, 2020.
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Discussao

A profilaxia correta e oportuna, que consiste em frentes multidisciplinares para
o enfrentamento da doenca, é fundamental para que sejam evitados novos casos de
raiva humana. Nesse sentido, o papel do laboratério de diagnostico € imprescindivel,
principalmente para direcionar o tratamento de individuos suspeitos em tempo habil. Gragas
ao trabalho conjunto entre laboratdrio e unidades de saude, o Brasil conta com dois casos
de cura, um de Pernambuco (2008) e outro do Amazonas (2018), ambos diagnosticados
no IP-SP. Amostras de saliva, foliculo e liquor foram analisadas durante o periodo de
internacao dos pacientes. As duas pessoas sofreram agressao por morcegos hematofagos
e foram submetidas ao tratamento pelo Protocolo do Recife, que é baseado no Protocolo
de Milwaukee, com a utilizacado de antivirais e sedagdo profunda.4-Simultaneamente
permanecem como agdes indispensaveis as campanhas de vacinagao canina, a profilaxia
de individuos com possivel exposicao e o monitoramento ambiental de variantes a fim de
se implementar uma eficaz vigilancia epidemioldgica.

Paises da América Latina, com o apoio da Organizagdo Pan-Americana da Saude
(OPAS), iniciaram, em 1983, a elaboracao de estratégias de controle da raiva canina, na
tentativa de erradicacao da raiva humana no continente. Como resultado, pode-se observar
que, de 1992 a 2003, o numero de casos de raiva humana diminuiu: de 355 para 352 No
presente estudo, foi observado que, nesse mesmo periodo, o nimero de casos notificados
nacionalmente passou de 59 para 17, entretanto, ao se analisarem apenas 0S casos
diagnosticados no IP-SP, o valor sobe de 1 para 12. Provavelmente, esse aumentose deve a
atuacgao do IP-SP como laboratorio de referéncia para diagnostico da raiva humana a partir
dos anos 1990.

Nesse sentido, houve um incentivo para que inovagbes tecnoldgicas fossem
implementadas ao longo dos anos, como a produgao de insumos proprios para a execucao
de metodologias diagnosticas, bem como aimplantagao de técnicas moleculares, que foram
fundamentais para o avango do diagndstico antemortem em todo o territério nacional.

Resultados baseados apenas em diagndstico clinico foram observados até o ano de 1984,
e posteriormente todos os casos registrados neste estudo (1985-2020) foram confirmados
laboratorialmente. Vargas!® analisou casos de raiva humana entre 2000 e 2017 e constatou
que 79,8% dos casos foram confirmados por critérios laboratoriais.

Mudangas no armazenamento de informagbes acerca do diagndstico de raiva
humana no IP-SP ocorreram no decorrer dos ultimos 50 anos, em que arquivos fisicos
foram substituidos por sistemas informatizados. A consulta de registros como fichas
epidemioldgicas e laudos nao foi possivel em nosso estudo, pois muitos nao foram
encontrados. Outro fator limitante observado foi a ma qualidade das informacgdes clinicas
extraidas das fichas de requisicdo encaminhadas com as amostras, o que inviabilizou a
aplicacao de testes estatisticos. Carrieri e col.Lrelataram que a qualidade das informagdes
também foi muito heterogénea: dos 247 casos estudados, verificaram-se relatos dos
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aspectos clinicos em apenas 103 registros. Vargasi® ainda se refere a limitagdes de viés de
informacao ao utilizar fontes de dados secundarios em seu estudo relacionado a uma série
historica de raiva humana no Brasil.

O IP-SP foipioneiro naimplementacao da técnica de IFD para diagndstico daraiva, que
comecou a ser empregada no fim da década de 1960. Até 1985, o diagnostico era realizado
pela associagao das trés técnicas concomitantemente: coloragao por Sellers, IFD e IVC.
Carrieri e col. (1998) referiu a importancia histérica ao método de Sellers no diagndéstico da
raiva, principalmente antes do advento de anticorpos fluorescentes.® A aplicagdo da IFD em
amostras de SNC apresentou alta sensibilidade e é recomendada até os dias atuais para o
diagnostico postmortem; entretanto, a IFD em impressdes de cornea caiu em desuso por
diversos fatores, dentre os quais: 0 método de coleta do material requer muita habilidade,
além de ser relativamente invasivo; apresenta baixa sensibilidade diagndstica; pode ser
substituido por metodologias moleculares, que apresentam alta sensibilidade. Um estudo
com 42 individuos com raiva obteve positividade em 41% por meio de IFD de impressoes
de cdrnea, mas o autor ressalta que foi realizado um treinamento prévio em animais, para
a coleta do material 18

Para o diagndstico de raiva humana, o IVC como técnica complementar é utilizado
até a atualidade no IP-SP, mesmo com o advento das metodologias moleculares. Outros
estudos demonstraram a elevada sensibilidade dessa metodologia, especialmente no
diagnostico postmortem.®

A caracterizacdo antigénica por IF| foi importante entre os anos 1990 e meados dos
anos 2000, pois possibilitou a caracterizagdo de variantes circulantes no pais, além de
detectar perfis antigénicos incopativeis com os estabelecidos no painel de anticorpos
monoclonais utilizado no IP-SP. A partir desse ponto, diversos estudos foram desenvolvidos
na instituicao por meio da utilizagado de metodologias moleculares, o que possibilitou que
tais perfis incompativeis pudessem ser estabelecidos como novas linhagens genéticas.

A Iimplantagdo de metodologias moleculares, como o semi-Nested/RT-PCR e o
sequenciamento genético, foi fundamental para o éxito do diagndstico antemortem, e
consequentemente para a aplicagdao de protocolos de tratamento médico em individuos
internados, além de permitir a determinacao da fonte de infecgdo dos casos de raivahumana
ocorridos em todo o territério nacional. Além disso, a detecgao do virus em amostras em
avancado estado de autélise foi possivel. No presente estudo, dois casos de raiva humana
foram diagnosticados a partir de amostras provenientes de individuos exumados.

O diagndstico antemortem a partir de amostras de foliculo piloso demonstrou alta
sensibilidade. De 2004 a 2020, foram diagnosticados 112 casos suspeitos utilizando
amostras de foliculo piloso, dos quais 36 resultaram positivos (32,4%). Dados da literatura
indicam que metade das bidpsias de pele da regiao da nuca permite a deteccao do virus
da raiva na primeira semana de sinais clinicos, devido a localizacdo do agente etiologico
no foliculo piloso.2 Dos 112 casos, 90 foram encerrados apenas com o envio de amostras
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colhidas enquanto o paciente estivesse vivo, dos quais 17 resultaram positivos. Essa
informacao demonstra claramente a importancia da coleta de foliculo piloso para o
diagndstico precoce de individuos suspeitos, pois na grande maioria (73/90) a suspeita de
raiva foi descartada, possibilitando a sobrevida do paciente.

Ao ser analisada a procedéncia dos casos diagnosticados no IP-SP, observou-se que
os estados do Rio Grande do Sul, Amapa e o Distrito Federal nao encaminharam nenhuma
amostra para diagnoéstico durante todo o periodo, porém houve casos notificados ao MS
provenientes dessas localidades. O estado do Parana encaminhou amostras, mas elas
resultaram negativas para a raiva.

No primeiro periodo, o Sudeste foi responsavel pelo diagndstico de 97,3% do total de
casos, pois araiva em caes e gatos estava presente nos ambientes urbanos, principalmente
no estado de Sdo Paulo, aumentando o risco de agressdes a humanos, que procuravam
o ambulatério do instituto para receber tratamento profilatico e, muitas vezes, eram
encaminhados ao Hospital Emilio Ribas, na cidade de Sao Paulo, para isolamento. Assim,
amostras de individuos que vinham a 6bito eram encaminhadas para diagndstico no IP-SP.
A partir do segundo periodo, observou-se uma redugcao no numero de casos procedentes
da regido Sudeste (12,6%), claramente como resultado de intervengdes no ciclo da doenga
no meio urbano, por meio de vacinagao em massa de caes e gatos, e encaminhamento de
amostras suspeitas para o diagnostico laboratorial. Em contrapartida, houve um aumento
exponencial nas regides Norte (32%) e Nordeste (563,3%), com uma frequéncia maior dos
casos relacionados ao ciclo silvestre. Diferengas na distribuicao dos casos ocorrem nas
diversas regides do pais. Entre os anos 2010-2020, o Nordeste foi responsavel por 52,6%
(20/38) dos casos humanos registrados no Brasil, o Norte por 39,5% (15/38), o Sudeste por
2,6% (1/38), o Centro-Oeste por 2,6% (1/38) e o Sul por 2,6% (1/38).12

Foi possivel estabelecer essa mudanca na situacao epidemiologica gragcas a
implementacao da caracterizagao antigénica e genética de amostras positivas realizadas
no IP-SP, principalmente nas regides Norte e Nordeste, onde circulam variantes de morcegos
(AgV3), saguis-de-tufo-branco (Callithrix jaccus) e canideos silvestres (AgV2x*), além da
variante préopria de cdo doméstico (AgV2).

Apesar do aumento de casos notificados na regiao Norte, alguns estados apresentam
particularidades que comprometem uma eficaz vigilancia, como é o caso do Amapa, que
registrou um uUnico caso em 1991, mas que nao esta registrado em Nnossos arquivos.
Localidades em que existe dificuldade de acesso aos servigos de salde, muitas vezes devido
as longas distancias, bem como a inexisténcia de um laboratério de diagndstico de raiva,
podem ser consideradas areas silenciosas, sobretudo em regides com registros da doencga.2

A qualidade das informacgdes obtidas impossibilitou a analise de alguns aspectos
epidemioldgicos, como, por exemplo, informacdes sobre os animais transmissores dos
casos analisados. O que se péde observar a partir das tipificagdes antigénicas, no periodo
entre 1989 e 2003, foi que cerca de 656% do total analisado resultou em variante propria de cao
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doméstico. A partir de 2004, com a utilizagao de metodologias moleculares, que possibilitaram
a tipificacdo da totalidade de amostras recebidas para diagnostico no IP-SP, observou-se
que o envolvimento do cao doméstico correspondeu a 21%, enquanto 0s morcegos estavam
envolvidos em 72% dos casos. No estado de Sao Paulo, foi registrado o Ultimo caso de raiva
humana com transmissao por cao em 1997, e por morcego em 20071.

Desde a década de 1990, os morcegos hematéfagos estdao associados a transmissao
do RABV para humanos,2em que casos ocorriam esporadicamente e, na maioria das vezes,
de forma acidental. Eles ganharam grande repercussao nos anos de 2004 e 2005, periodo
em que foram notificados 62 casos de 6bito nos estados do Paré (38) e Maranhao (24).2

Atualmente observa-se a transmissao secundaria, em que morcegos tém transmitido
o RABV para caes e gatos, que ocasionalmente transmitem o virus aos seres humanos.
Nesse sentido, ocorreram casos nos estados de Sao Paulo em 2001, Paraiba em 2015,
Roraima em 2016, Pernambuco em 2017 e Santa Catarina em 2019.12 O aumento do
envolvimento de gatos na transmissao da raiva a humanos foi observada também nos
nossos resultados, com a identificacao de variante de morcego hematéfago D. rotundus,
demonstrando a importancia dos animais domeésticos como transmissores secundarios
da raiva. Entre 2010 e 2020, os gatos foram responsavies por 13% das transmissdes a
humanos (5/39), enquanto na década anterior a porcentagem foi de 1,9% (3/163). De forma
semelhante, herbivoros foram responsaveis por obitos humanos no periodo estudado,
como hospedeiros acidentais na cadeia de transmissao. Foram seis casos desde 1980, um
por caprino (1985), um por jumento (1992), trés por bovinos (1982, 2004 e 2006) e um por
cervideo (2012).

Em 2014 foi diagnosticado no IP-SP um caso nao autéctone a partir de diagnostico
antemortem, em que uma crianga havia sido agredida por um cao na Bolivia. Em 2015,
outro caso foi diagnosticado, procedente de Mato Grosso do Sul, o qual ocorreu em
razao da epizootia canina nos municipios de Corumba e Ladario, a partir da introducao
de animal positivo pela fronteira com a Bolivia. O sequenciamento genético de ambos os
casos confirmou ser linhagem propria do virus isolada de cao, compativel com variante
antigénica.l Essas situagdes reforcam a necessidade do diagnostico laboratorial para uma
efetiva vigilancia epidemioldgica, incluindo as regides de fronteira, para se evitar a entrada
de variantes nao circulantes. Outros estudos ja relataram registros de casos em regides de
fronteira no Acre, em 2000 e 2004, e em Rondonia em 2001.22

O envolvimento de canideos silvestres e primatas nao humanos correspondeu a 1%
e 6%, respectivamente. Em 2020, foi registrado um caso no municipio de Catolé do Rocha
(PB), em que uma mulher de 68 anos foi agredida por uma raposa. O niumero de ataques
de animais silvestres a humanos notificados em 1999 e 2005 foram, respectivamente,
35 e 16.334. Nos mesmos anos, 0s morcegos foram responsaveis, respectivamente, por
29 e 11.811 ataques, primatas nao humanos por 5 e 3.360 e canideos silvestres e outras
espécies de menor importancia epidemioldgica, como gambas e guaxinins, por 1 e 1.163
ataques, respectivamente 1®
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Este estudobuscou contribuirparaum maiorentendimento da dinamica do diagnostico
de raiva humana nos ultimos 50 anos no Brasil, a partir dos casos diagnosticados no
Laboratério de Referéncia para o Diagnodstico de Raiva e, embora apresente limitagoes
de viés de informacao, os resultados demonstraram que houve uma grande evolugédo no
diagnostico laboratorial da raiva humana no pais, principalmente devido ao diagnostico
antemortem, que correspondeu a 63% do total analisado, possibilitando a aplicacao de
protocolos de tratamento médico em individuos internados; determinagdo da fonte de
infeccao dos casos de raiva humana ocorridos em todo o territério nacional; bem como
possibilidade de diagndstico a partir de amostras provenientes de individuos exumados.

Este trabalho faz parte do projeto "Diagndstico laboratorial de raiva humana no
Instituto Pasteur no periodo de 1970-2020: analise de dados", que foi aprovado pela
Comissao Cientifica sob o registro IP04/21, bem como pela Plataforma Brasil, com o
parecer de numero 5.133.604.
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