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COMPARAGAO ENTRE AS TECNICAS DE RT-PCR E INOCULAGAO
INTRACEREBRAL EM CAMUNDONGOS PARA DETECGAO DO VIRUS DA
RAIVA EM AMOSTRAS MANTIDAS POR LONGOS PERIODOS EM
DIFERENTES ESTADOS DE CONSERVAGAO.

RESUMO - As analises antigénica e genética sao ferramentas importantes para
o estudo da epidemiologia da raiva em uma regido. A recuperagao e re-
isolamento viral a partir de amostras conservadas por longos periodos em
temperatura de congelamento é essencial para estudos retrospectivos. Porém,
o tempo de conservagdo, associado a repetidos ciclos de congelamento e
descongelamento, promove uma perda significativa na viabilidade do virus,
condicdo esta que pode ser contornada com a utilizagdo de técnicas de
biologia molecular, como a RT-PCR. Com o objetivo de verificar a viabilidade e
detectar o RNA do virus rabico, 95 amostras com diagndstico positivo e
armazenadas por 4 a 13 anos a —20 e —80°C foram avaliadas por inoculacéo
intracerebral em camundongos e RT-PCR. Apenas 33,6% (32/95) das
amostras inoculadas em camundongos foram positivas, enquanto que a RT-
PCR detectou o genoma viral em 65,3% (62/95). Houve diferenca
estatisticamente significativa (p<0,0001) na viabilidade das amostras e na
deteccdo do genoma viral na amostras armazenadas por mais de 10 anos,
sendo a porcentagem de positividade de 22,1% e 59,7%, respectivamente. O
presente estudo confirma a importancia da RT-PCR na detecgdo do genoma
viral em amostras conservadas por longo periodo de tempo, incluindo aquelas

em estado visivel de decomposigao.

Palavras-Chave: Epidemiologia, Raiva, Reagdo em Cadeia da Polimerase Via

Transcriptase Reversa, Viabilidade Microbiana



COMPARISION BETWEEN RT-PCR AND MOUSE INOCULATION TEST FOR
RABIES VIRUS DETECTION FROM SAMPLES KEPT FOR LONG PERIODS

AT DIFFERENTS CONSERVATION STAGES.

SUMMARY - The antigenic and genetic analyses are important tools for
retrospective study of rabies epidemiology in a region. The recovery and viral
re-isolation from samples conserved for long periods in freezing temperature
are essential for these studies. However, time conservation, associated with
temperature variations, causes a significative virus viability loss. On the other
hand, molecular tools, such as RT-PCR, can overcome this condition. For this
purpose, 95 positive samples stored for 4 to 13 years at -20 and -80°C were
evaluated by intracerebral inoculation in mice and RT-PCR. Of this total, only
33,6% (32/95) had been positive in the intracerebral inoculation, while RT-PCR
detected the viral genoma in 65.3% (62/95). It had a significant difference
(p>0,0001) in the viability of the samples and the detention of the viral genoma
from those samples store for more than 10 years and the percentage of
positivity reached 22,1% and 59,7%, respectively. The present study confirms
the importance of the RT-PCR technique for detection of viral genoma in old

samples, including those in apparent state of decomposition.

Keywords: Epidemiology, Microbial Viability, Rabies, Reverse Transcriptase

Polymerase Chain Reaction
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CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

A raiva € uma das mais antigas enfermidades infecciosas que acometem
seres humanos (RUPPRECHT et al., 2002). E uma zoonose de distribuicdo
mundial causada por um virus pertencente ao género Lyssavirus, da familia
Rhabdoviridae e da Ordem Mononegavirales, caracterizado por possuir apenas
uma fita de RNA de cadeia simples e sentido negativo (PAEZ et al., 2002).

O virus ja foi isolado de quase todas as ordens de mamiferos, porém os
principais reservatorios pertencem principalmente as ordens Carnivora e
Chiroptera (RUPPRECHT et al., 2001). E uma doenga que ocorre em
praticamente todos os continentes e o cao continua sendo o principal
reservatorio do virus e transmissor ao homem através de mordeduras que
resultam em tratamento pos-exposicdo, principalmente nos paises em
desenvolvimento (WHO, 2004).

A raiva é considerada endémica no Brasil e alguns ciclos
epidemiologicos podem ser identificados considerando-se a variante
antigénica: o ciclo aéreo, caracterizado pelas variantes que circulam entre os
morcegos (FAVORETTO et al., 1999; KOBAYASHI et al., 2005) e que por sua
vez s&o responsaveis por acometer as espécies herbivoras (HEINEMANN et
al.,, 2002; ITO el al.,, 2001a; ROMIJN et al., 2003); o ciclo terrestre cujas
variantes circulam entre os caes (FAVORETTO et al., 1999; ITO el al., 2001a;
FAVORETTO et al., 2006; KOBAYASHI et al., 2007) e raposas (SHOJI et al.,
2006; CARNIELI et al., 2007) e o ciclo intermediario, denominado Silvestre,
mais caracteristico da regido Nordeste do Brasil, neste circulam as variantes
que provavelmente vieram do ciclo aéreo e se albergaram nos saguis
(FAVORETTO et al., 2001).

O modo mais comum de transmissao da raiva € por meio da mordedura
(RUPPRECHT et al., 2002), tendo como veiculo a saliva. De acordo com Acha

e Szyfres (2003), é possivel também a infeccdo de animais por via digestiva e
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nasal, tendo sido comprovada a infecgdo por canibalismo de ratas que se
alimentaram de lactentes inoculados com o virus.

O diagnéstico definitivo de raiva e a confirmagéao de uma suspeita clinica
s6 podem ser obtidos por testes laboratoriais (KING, 1998; WHO, 2004), sendo
que o método laboratorial padréo para diagndstico da doenga é a deteccao do
antigeno viral pelo teste de Imunofluorescéncia direta (IFD), descrito por Dean
et al. (1996) aliado a prova biolégica de inoculagdo intracerebral em
camundongos (KOPROWSKI, 1996)

A conservagao da amostra € um ponto critico para um diagnostico
rapido e acurado e de acordo com David et al. (2002), existem duas causas
para a decomposigdo do tecido nervoso: a primeira é o clima quente e a
segunda, o manejo inadequado das amostras durante o transporte até o
laboratdrio. De acordo com Ito et al. (2001b) e Dantas Junior et al. (2004), um
problema sério que ocorre em paises tropicais como o Brasil € a rapida
degradagao das amostras que acaba por comprometer a sensibilidade da IFD.

Embora os resultados positivos na IFD observados em amostras
autolisadas sejam corretos e seguros, a confiabilidade do resultado negativo é
questionavel (ALBAS et al., 1999; LEWIS, 1974; SMITH et al., 1995). Em
contrapartida, segundo Rojas Anaya et al. (2006), a IFD requer que o cérebro
do animal esteja fresco, ou seja, ele deve ser colhido logo ap6s a morte, pois
se houver decomposicao, a sensibilidade da técnica diminui.

Albas et al. (1999) em seu trabalho, observou que quando a amostra
nao é adequadamente conservada comeca a ocorrer, a partir de 48 horas, uma
perda de sensibilidade da inoculagdo intracerebral e, apdés 72 horas, os
resultados sdo negativos.

Ainda, repetidos ciclos de congelamento e descongelamento, por
problemas de rede elétrica, ou devido a prépria rotina laboratorial, ou ainda
pela utilizagcdo de congeladores domésticos, deve ser evitada por causar danos
aos tecidos que impossibilitam a deteccado posterior do virus, por esta razao,
amostras positivas, mantidas por periodos maiores para serem utilizadas como

controles, para estudos epidemiologicos e para outros propositos, devem ser
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armazenadas em temperaturas ultra-baixas (-30 a -80°C), que conservam a
atividade viral por varios anos (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2006; GREENE e RUPPRECHT, 2006).

Desta forma, amostras que sao submetidas a condicbes adversas de
temperatura, tanto durante o envio ao laboratério, devido ao manejo
inadequado associado ao clima quente, quanto pela conservagao inadequada,
podem ocasionar uma reducdo significativa da sensibilidade e especificidade
dos métodos de diagndstico, devido a degradagao do antigeno viral e a perda
da viabilidade viral, respectivamente (MARTORELLI, 2004).

Tais condi¢cdes dificultam o aproveitamento do tecido nervoso para
estudos retrospectivos da epidemiologia da raiva, principalmente por meio de
testes com anticorpos monoclonais, uma vez que a recuperacido e re-
isolamento viral em cérebro de camundongos ou cultivos celulares sao
fundamentais para essa finalidade.

A utilizagdo das técnicas de biologia molecular, particularmente a
Reacado em Cadeia pela Polimerase (PCR) tem sido uma alternativa eficiente
para o diagndstico da raiva e para estudos epidemiologicos.

Em se tratando de virus da raiva, cujo material genético € o RNA, por
meio da acdo da enzima Transcriptase Reversa € possivel obter o c-DNA viral
seguido da amplificagdo pela polimerase em cadeia, numa reagdo denominada
de RT-PCR (ERMINE et al., 1990; SACRAMENTO et al., 1991), que permite o
diagnostico até em amostras em avangado estado de decomposigao, para as
quais a IFD apresentaria resultados negativos (DAVID et al.,, 2002;
FAVORETTO et al., 2005; ITO et al., 2001b; SOARES et al., 2002). A técnica
de RT-PCR pode ser utilizada ainda, com sucesso, para o diagndstico em
amostras cerebrais fixadas em carnoy e embebidas em parafina (KULONEN et
al., 1999), fixadas apenas em parafina ou conservadas em solugao salina de
glicerol a 50% (BISWAL et al.,, 2007) e em amostras fixadas em formalina
(WARNER et al., 1997).

Além da RT-PCR, a utilizacdo do nested RT-PCR e hemi-nested RT-
PCR (hn-PCR) aumenta a sensibilidade da prova, em relagdo a RT-PCR
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convencional, uma vez que realizam uma segunda amplificagcdo a partir de
oligonucleotideos iniciadores internos aos utilizados na amplificagdo inicial
(KAMOLVARIN et al., 1993; PICARD-MEYER et al., 2004), o que viabiliza o
diagnostico de amostras em estado de decomposicdo (ARAUJO et al., 2008).

Ainda, outra vantagem das ferramentas moleculares € que seu produto,
ou seja, o c-DNA amplificado, pode ser subsequentemente utilizado para
sequenciamento e analises filogenéticas o que permite uma identificagéo
altamente precisa do virus isolado de cada amostra (HEATON et al., 1997).

A vantagem da utilizagdo dessas técnicas em amostras em estado de
decomposicdo tem sido demonstrada por diversos autores utilizando-se
cérebros de diversas espécies. Kamolvarin et al. (1993) demonstrou em cées e
humanos utilizando a RT-PCR, Whitby et al. (1997) em lobos, utilizando a
técnica de nested RT-PCR e Heaton et al. (1997), demonstrou em
camundongos, utilizando a heminested RT-PCR.

David et al. (2002) obtiveram sucesso em detectar o genoma viral em
cérebro de diferentes espécies animais mantidos por até 40 dias em
temperatura de 37°C utilizando apenas a RT-PCR, porém com os primers, 113
(5° GTAGGATGATATATGGG 3’) e o 509 (5 GAGAAAGAACTTCAAGA 3)),
além do 304, mesmo utilizado no presente trabalho.

No Brasil, Soares et al. (2002) utilizaram a técnica de heminested RT-
PCR e obtiveram resultados positivos em amostras inicialmente negativas na
IFD, em amostras em decomposi¢do e em amostras com quantidade minima
de cérebro, como em casos de morcegos de tamanho pequeno.

Outros dois relatos, também do Brasil, descreveram o diagnostico de
raiva, pela técnica de RT-PCR, em cérebro em decomposicdo de humanos
exumados oito dias (FAVORETTO et al., 2005) e 30 dias (OLIVEIRA et al,
2006) apos o sepultamento.

Araujo et al. (2008) avaliaram a sensibilidade das técnicas de RT-PCR e
heminested RT-PCR na deteccdo do RNA viral em amostras positivas pelas
técnicas de IFD e IICC, conservadas por longos periodos em temperatura de

congelamento e posteriormente deixados a temperatura ambiente por 72 horas.
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Portanto, os testes moleculares, principalmente a RT-PCR, representam
ferramentas importantes por produzirem um diagnostico mais rapido e
definitivo, permitindo uma estratégia de intervencédo mais direta (DANTAS
JUNIOR et al., 2004) e ainda por possibilitarem estudos epidemiologicos
retrospectivos através de amostras de arquivo (BISWAL et al.,, 2007) e em
estado de decomposicéo.

O Laboratério de Raiva da UNESP de Aracatuba diagnosticou no
periodo de 1993 a 2003, 412 amostras positivas para raiva, sendo 291 da
espécie canina, 77 de herbivoros (bovinos, equinos, ovinos e outros), 31 de
morcegos e 13 de felinos, provenientes de municipios na regido de Aragatuba
(QUEIROZ DA SILVA et al.,, 1996; QUEIROZ et al, 2008). Essas amostras
permaneceram armazenadas em temperatura de —20°C até o ano de 2000 e a
partir deste ano passaram a ser armazenadas em temperatura de —-80°C,
porém muitas delas ja se encontravam em estado de decomposigéo.

Para estabelecer o objetivo do presente trabalho, partimos da hipotese
de que a detecgdo do genoma viral pela técnica de RT-PCR, € um método
diagndstico por meio do qual se pode obter uma maior positividade, quando se
trata de amostras conservadas por longos periodos e em estado de
decomposicdo, quando comparada a inoculagdo intracerebral em
camundongos, técnica esta que segundo Albas et al. (1999) € menos sensivel

para amostras nestas condicdes.
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2 - OBJETIVO

O objetivo do trabalho foi detectar o RNA do virus da raiva utilizando a
técnica da reagcdao em cadeia pela polimerase via transcriptase reversa (RT-
PCR) e analisar a viabilidade viral pela inoculacdo intracerebral em
camundongos (IICC), em amostras conservadas por congelamento, durante

longos periodos e em estado visivel de decomposicéo.
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RT-PCR para detec¢ao de RNA do virus rabico

Comparacao entre as técnicas de RT-PCR e inoculagao intracerebral em
camundongos para detec¢ao do virus da raiva, em amostras conservadas

por longos periodos.

Marissol Cardoso Lopes, Leandro Lima Rossingnolo Venditti e Luzia Helena
Queiroz

UNESP - Universidade Estadual Paulista - Curso de Medicina Veterinaria —
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As andlises antigénica e genética sao ferramentas importantes para o estudo
da epidemiologia da raiva em uma regidao. A recuperacgao e re-isolamento viral
a partir de amostras conservadas por longos periodos em temperatura de
congelamento é essencial para estudos retrospectivos. Porém, o tempo de
conservagao, associado a repetidos ciclos de congelamento e
descongelamento, promove uma perda significativa na viabilidade do virus,
condicdo esta que pode ser contornada com a utilizacdo de técnicas de

biologia molecular, como a RT-PCR. Com o objetivo de verificar a viabilidade e
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detectar o RNA do virus rabico, 95 amostras com diagnodstico positivo e
armazenadas por 4 a 13 anos a —20 e —80°C foram avaliadas por inoculagéo
intracerebral em camundongos e RT-PCR. Apenas 33,6% (32/95) das
amostras inoculadas em camundongos foram positivas, enquanto que a RT-
PCR detectou o genoma viral em 65,3% (62/95). Houve diferenca
estatisticamente significativa (p<0,0001) na viabilidade das amostras e na
detecgdo do genoma viral na amostras armazenadas por mais de 10 anos,
sendo a porcentagem de positividade de 22,1% e 59,7%, respectivamente. O
presente estudo confirma a importancia da RT-PCR na detecgdo do genoma
viral em amostras conservadas por longo periodo de tempo, incluindo aquelas
em estado visivel de decomposigao.

Palavras-chave: Raiva - Reacdo em Cadeia da Polimerase via Transcriptase

Reversa - Viabilidade Microbiana - Epidemiologia

INTRODUGAO

A raiva € uma zoonose viral mundialmente difundida e caracterizada por
determinar uma encefalomielite aguda e fatal em individuos que tiveram
contato com a saliva, por mordedura, de outro animal infectado com o virus
rabico (Acha & Szyfres 2003).

E causada por um virus pertencente ao género Lyssavirus, da familia
Rhabdoviridae e da Ordem Mononegavirales, caracterizado por possuir apenas
uma fita de RNA de cadeia simples e sentido negativo (Paez et al. 2002). O

virus ja foi isolado de quase todas as ordens de mamiferos, porém os principais
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reservatorios pertencem principalmente as ordens Carnivora e Chiroptera
(Rupprecht et al. 2001).

O método padrdao de diagndstico para a doengca € a deteccdo do
antigeno viral pelo teste de Imunofluorescéncia direta (IFD) descrita por Dean
et al. (1996) aliado a prova biolégica de inoculagdo intracerebral em
camundongos (IICC) descrita por Koprowski (1996), com a observacdo dos
sinais clinicos classicos da raiva. A IFD é uma técnica rapida, de baixo custo e
capaz de detectar o antigeno viral mesmo em amostras em estado de
decomposicao, onde o virus pode nao estar viavel (Meslin et al. 1996).

Um sério problema que ocorre em paises tropicais como o Brasil é a
rapida degradagdo das amostras, principalmente aquelas que sao
armazenadas em temperaturas de —20°, sem fixagao (Biswal et al. 2007), o que
acaba por comprometer a sensibilidade da IFD (lto et al. 2001 e Dantas et al.
2004) e da inoculagéo intracerebral em camundongos devido a degradagao dos
antigenos virais e a perda de sua viabilidade (Martorelli 2004). Tal
comprometimento € observado a partir de 48 horas e ap6s 72 horas, onde os
resultados passam a ser negativos (Albas et al. 1999).

Por esta razdo, as amostras positivas, mantidas por periodos maiores
para serem usadas como controles, como arquivos para estudos
epidemioldgicos posteriores e para outros propositos (Biswal et al. 2007 e
Mizuno et al. 1998) devem ser armazenadas em temperaturas ultra-baixas (-30
a -80°C), pois elas conservam a atividade viral por varios anos. Ainda, a

manutencdo de amostras em congeladores domésticos, que atingem a
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temperatura maxima de -20°C e que estado sujeitos a subsequentes ciclos de
descongelamento, deve ser evitada por causar danos aos tecidos que
impossibilitam a detecgao posterior do virus (CDC 2006, Greene & Rupprecht
2006).

A utilizacao das técnicas de biologia molecular como a reagao em cadeia
pela polimerase (PCR) tem sido util para fins diagndsticos bem como para
estudos retrospectivos, particularmente em se tratando de amostras
conservadas por longos periodos (Dantas et al. 2004). Além disso, os produtos
do PCR podem ser subsequentemente utilizados para sequenciamento e
analises filogenéticas o que permite uma identificacao altamente precisa do
virus isolado (Heaton et al. 1997).

Em se tratando de agentes cujo material genético € o RNA, como o virus
da raiva, a reacdo em cadeia pela polimerase via transcriptase reversa (RT-
PCR) e a Heminested RT-PCR, sao ferramentas importantes para diagnéstico
e para estudos epidemiolégicos da doenca, a partir de amostras em
decomposicado (Araujo et al. 2008, David et al. 2002, Favoretto et al. 2005,
Heaton et al. 1997 e Soares et al. 2002).

Partindo-se da hip6tese de que a detecgdo do genoma viral, pela técnica de
RT-PCR, é um método diagndstico por meio do qual se pode obter uma maior
positividade, quando se trata de amostras conservadas por longos periodos e
em estado de decomposi¢ao, quando comparada a inoculagao intracerebral em
camundongos, técnica esta que segundo Albas et al. (1999) € menos sensivel

para amostras nestas condi¢des. O objetivo deste trabalho foi, portanto,
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detectar o RNA do virus da raiva utilizando a técnica da RT-PCR e analisar a
viabilidade viral pela inoculagédo intracerebral em camundongos (IICC), em
amostras conservadas por congelamento, durante longos periodos e em

estado visivel de decomposicéo.

MATERIAL E METODOS

Selecdo das amostras virais - As amostras selecionadas haviam sido
previamente avaliadas como positivas pelas provas de imunofluorescéncia
direta - IFD (Dean et al. 1996) e/ou prova de inoculagao intracerebral em
camundongos - [ICC (Koprowski 1996) pelo Laboratério de Raiva da UNESP
de Aragatuba durante o periodo de 1993 a 2002. Aquelas isoladas durante o
periodo de 1993 a 2000 permaneceram armazenadas em freezers a -20°C e,
posteriormente, passaram para freezer a -80°C; aquelas isoladas apds 2000, ja
foram armazenadas diretamente a -80°C. Foram considerados dois grupos de
amostras: aquelas armazenadas por mais de 10 anos (desde 1993 a 1996) e
armazenadas por menos de 10 anos (1997 a 2002) tendo como referéncia o

ano de inicio do trabalho (2006).

Desse banco de amostras foi selecionado um total de 95, sendo 23 de
bovinos, 02 de eqtinos, 12 de felinos, 57 da espécie canina e um muar. Como
amostras controle positivo foram utilizados cérebros de camundongos
inoculados com a cepa CVS (Challenge Virus Standard) do virus rabico e como

controle negativo, cérebro de camundongo normal.
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Inoculagéo intracerebral em camundongos (IICC) - Empregou-se a prova
biolégica de acordo com o protocolo desenvolvido por Koprowski (1996),
utilizando camundongos albinos suicos jovens (21 a 25 dias) e peso entre 11 a
15g, os quais foram observados durante 30 dias para a verificagdo dos
sintomas tipicos da raiva (emagrecimento, arqueamento do dorso,

incoordenacgao motora, paralisia ascendente e morte).

Os cérebros dos camundongos que vieram a obito no inicio do periodo
de observacao ou sem sintomatologia caracteristica, foram submetidos ao teste

de IFD para diagndstico de raiva.

O tempo médio de sobrevida (TMS) dos camundongos inoculados foi
calculado como a média do numero de dias decorridos entre o aparecimento

dos sintomas e a morte dos animais apods a inoculagéo.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os principios
éticos de experimentacdo animal elaborado pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA).

Técnica de RT-PCR - O RNA viral foi extraido usando Trizol LS ®

(Gibco-BRL), seguindo-se as instrugdes do fabricante.

O c-DNA foi obtido utilizando os oligonucleotideos iniciadores (primers)
10g (5" CTA CAA TGG ATG CCG AC 3') e 304 (5 TTG ACG AAG ATC TTG
CTC AT 3’) direcionados a regides especificas do gene N, a 10 pMol/ul,

previamente descritos (Smith 1995, De Mattos 1999), enzima (RT) M-MLV
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(Invitrogen®) para retro-transcricdo, DNTPs (10mM), DTT (0,1M) e tampao RT
(5X). A mistura foi incubada por uma hora a 42°C. Para a amplificagdo, o c-
DNA viral foi adicionado a uma mistura contendo os primers 10g e 304, enzima
Taq polimerase, DNTPs (1,25mM) e tampdo PCR (10X) com MgCl,. A
amplificagdo ocorreu em termociclador (DNA Thermal Cycler, MJ Research,
USA) por 5 minutos a 94°C e em seguida submetidos a 35 ciclos de 94° C por
45", 55 ° C por 45" e 72 °C por 90", sendo a extensdo final a 72 °C por 5
minutos. A visualizacdo dos produtos amplificados foi feita por meio de
eletroforese em gel de agarose a 2,0% corado com brometo de etidio. As
bandas de aproximadamente 1500 pb foram evidenciadas em trans-iluminador

contendo luz ultra-violeta e, entao, fotografadas.

As amostras que resultaram negativas no primeiro teste foram

submetidas a pelo menos um novo teste confirmatério.

Anélise estatistica - Foram realizados calculos de média e porcentagem
e empregados o teste t para amostras ndo pareadas e o teste de duas
proporgdes (Zar 1999) para comparar a porcentagem de positividade das
amostras em relagdo ao tempo de congelamento. O nivel de significancia
adotado foi de 5%. As analises foram feitas utilizando-se o programa

estatistico SAS® (Statistical Analyses System).
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RESULTADOS

Das 95 amostras testadas, a viabilidade viral, indicada pela positividade
na IICC, foi confirmada em 33.6% (32/95) e o RNA viral foi detectado em 65.3%

(62/95) delas (Tabela 1).

Tabela 1

Positividade das amostras de cérebro de animais as técnicas de inoculagao
intracerebral em camundongos (IICC) e reagdo em cadeia pela polimerase
por acao da enzima transcriptase reversa (RT-PCR) em relagdo ao ano de

isolamento

Inoculagao intracerebral em

camundongos (lICC) RT-PCR

Ano INS (dias) Positividade Positividade

% NP/NT % NP/NT
1993 12 25 1/4 25 1/4
1994 16 19,4 6/31 64,6 20/31
1995 16 17.8 5/28 536 15/28
1996 12 357 5/14 71.4 10/14
1997 17 100 3/3 100 3/3
1998 16,5 100 2/2 100 2/2
2000 16 72.7 8/11 818 9/11
2002 13 100 2/2 100 2/2
Total 33,6 32/95 65,3 62/95

TMS = Tempo Médio de Sobrevida NT = numero total NP = numero de

positivas.
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O tempo médio de sobrevida (TMS) dos camundongos variou de quatro
a 23 dias (dados ndo apresentados). Quando as amostras foram agrupadas
segundo o ano em que foram isoladas (Tabela 1), observou-se que a média do
TMS dos animais variou de 12 a 17 dias. Entretanto, ndo foi observada
diferenga significativa (p=0,28) no TMS dos camundongos inoculados com
amostras armazenadas por mais de 10 anos (TMS = 14,2 dias) em relagao

aqueles inoculados com amostras com menos de 10 anos (TMS = 15,7 dias).

A porcentagem de camundongos mortos, de acordo com o tempo de
armazenamento, variou de 12,5% a 100%. Foi observado que, para as
amostras de 1993, uma dentre quatro foi positiva na IICC e a porcentagem de
mortos foi de 12,5% e das duas amostras datadas de 2002, ambas foram
positivas para o mesmo teste com 100% de mortalidade (dados néo

apresentados).

A Figura 1 ilustra um gel de eletroforese de RT-PCR do virus da raiva,
com formacido de bandas de aproximadamente 1500pb, revelando amostras
fortemente positivas e outras fraco-positivas. Dentre as amostras positivas
apenas para a RT-PCR, destacou-se uma proveniente de cérebro de um muar
conservado desde 1994 (M84/05). A amostra 380/95 (Figura 1), de cérebro de
cao, que apresentou resultado negativo pela IICC, foi a unica positiva pela RT-

PCR apenas no teste confirmatorio.
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Fig. 1: Eletroforese em gel de agarose a 2%. Produto de amplificagdo por PCR
de fragmento de c-DNA de 1500pb. PM) peso molecular de 100pb
(Invitrogen®); amostras negativas: 1) M18/93, 9) M328/95; amostras positivas:
2) M45/93, 3) M07/94, 4) M15/94, 5) M336/94 (fraco positiva), 6) M420/94, 7)
M380/95, 8) M24/94, 10) M85/94; 11) controle positivo (CVS) e 12) controle

negativo (cérebro de camundongo normal).

Considerando o total de amostras estudadas, a porcentagem de
positividade pela técnica de RT-PCR foi estatisticamente maior (p<0,0001) do
que a observada pela inoculagao intracerebral. Porém, quando as amostras
foram analisadas de acordo com o tempo de armazenamento, ou seja, por
mais de 10 anos (1993 a 1996) e menos de 10 anos (1997 a 2002), foi
verificado que a diferenga estatisticamente significativa ocorreu devido as
amostras armazenadas por mais de 10 anos, cuja porcentagem de positividade
foi de 59,7% para a RT-PCR enquanto que para a IICC foi de apenas 22,1%,

como ilustrado na Figura 2.
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Inoculagdo Intracerebral RT-PCR Inoculag&o Intracerebral RT-PCR

Amostras 1997 a 2002 Amostras de 1993 a 1996

Figura 2: Comparagcao entre a porcentagem de positividade para a raiva por
meio da reacdo em cadeia pela polimerase por acdo da enzima transcriptase
reversa (RT-PCR) e da inoculagao intracerebral em camundongos (IICC) em
amostras de cérebro armazenadas por mais de 10 anos e por menos de 10

anos.

DISCUSSAO

A porcentagem de amostras viaveis obtida pela prova de inoculagdo em
camundongos (33,6%) foi muito inferior ao observado por Martorelli (2004) que
relatou 80,3% de amostras positivas dentre aquelas conservadas por longo
periodo, em temperatura de congelamento, porém, a autora nado fez nenhuma

relacdo entre o tempo de conservacéao e o resultado da viabilidade viral.
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Na rotina de diagndstico de raiva, observa-se que quando se tratam de
amostras positivas em perfeito estado de conservacéao, o periodo de incubacao
nos camundongos inoculados € de cinco dias, podendo variar de sete a 23
dias, de acordo com a espécie animal (Koprowski, 1996; Peixoto et al. 2000,
Cunha et al 2006). Uma vez que a morte ocorre entre um a trés dias apds o
inicio dos sintomas, o TMS para camundongos inoculados com amostras em
bom estado de conservagao &, em geral, de sete a dez dias. Observamos que,
com as amostras armazenadas por longos periodos, as médias dos TMS foi
consideravelmente maior (12 a 17 dias), devido ao tempo e as condi¢cbes de
armazenamento do tecido nervoso que acaba por diminuir a viruléncia do virus.
O mesmo foi observado em relagdo a porcentagem de mortos que foi maior
para os camundongos inoculados com amostras conservadas por menos
tempo. Tal resultado foi provavelmente devido ao fato de que as amostras com
mais de 10 anos passaram a maior parte desse periodo em temperatura de
-20°C, enquanto que as com menos de 10 anos ficaram armazenadas durante

a maior parte do tempo a temperatura de -80°C.

Araujo et al. (2008) pesquisaram a positividade, pela RT-PCR e
heminested RT-PCR, de amostras deixadas a temperatura ambiente por 72
horas e encontraram o valor de 33,3%, bastante inferior ao encontrado no
presente trabalho, mesmo em se tratando das amostras com mais de 10 anos
de armazenamento, cuja porcentagem de positividade foi de 59,7%. Tal

discrepancia pode ser atribuida as diferengas de protocolo e dos primers (P510
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e P937) utilizados, que permitem a deteccdo de fragmentos menores (Soares

et al. 2002).

Biswal et al. 2007, pesquisou 0 genoma do virus da raiva em seis
amostras de cérebro humano, com diagndstico indefinido, e obteve 100% de
positividade. Porém, apesar de suas amostras estarem armazenadas por cinco
a seis anos a temperatura de -20°C, elas estavam conservadas em solugao
salina de glicerol a 50%, que promove uma melhor preservagao do tecido
nervoso. No presente trabalho as amostras estavam congeladas em condi¢cdes

naturais, sem o uso de conservantes, como o glicerol.

A vantagem da utilizacdo de técnicas moleculares na detecgdo do
genoma do virus da raiva em cérebros em decomposi¢cao foi demonstrada por
Kamolvarin et al. (1993) em cédes e humanos, por Whitby et al. (1997) em
lobos, utilizando a técnica de nested RT-PCR, por Heaton et al. (1997), em
camundongos, utilizando a heminested RT-PCR, por Dantas et al. (2004), em
amostras de herbivoros e morcegos, com a RT-PCR e também em seres
humanos exumados oito dias (Favoretto et al. 2005) e 30 dias (Oliveira et al.

2006) apos o sepultamento.

Entretanto, em todos esses trabalhos citados, as amostras encontravam-
se em estado de decomposicao natural ou experimental. Neste trabalho, as
amostras utilizadas estavam em estado de decomposig¢ao devido ao tempo de
conservagao em temperaturas inadequadas (-20°C) e devido aos ciclos de
congelamento e descongelamento ao qual foram submetidas, condigdo esta

que se assemelha a realidade dos laboratérios que se utilizam de amostras
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pereciveis para diagnostico e para estudos retrospectivos. Nao foi encontrado
na literatura, até o presente momento, estudos com amostras nas condi¢gdes
aqui apresentadas. Ainda, este € o primeiro relato da deteccdo do RNA do
virus da raiva pela RT-PCR em amostra de muar armazenada por mais de dez

anos e em estado de decomposicéo.

Os resultados obtidos confirmam e ressaltam que a RT-PCR é mais
eficiente para detecgao do virus da raiva em amostras de cérebro de animais
conservadas por longos periodos em condi¢gdes inadequadas e, portanto, em
estado de decomposicdo. Portanto, as técnicas moleculares sdo ferramentas
que podem contribuir sobremaneira para estudos epidemioldgicos

retrospectivos da raiva.
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ANEXO A

Revista Memoérias do Instituto Osvaldo Cruz

INSTRUGOES AOS AUTORES

Escopo e politica

INFORMAGOES GERAIS

As Memodrias do Instituto Oswaldo Cruz sdo uma revista multidisciplinar que
publica pesquisas originais relativas aos campos da medicina tropical (incluindo
patologia, epidemiologia de campo e estudos clinicos), parasitologia médica e
veterinaria (protozoologia, helmintologia, entomologia e malacologia) e
microbiologia médica (virologia, bacteriologia e micologia). A revista aceita,
especialmente, pesquisas basicas e aplicadas em bioquimica, imunologia,
biologia molecular e celular, fisiologia, farmacologia e genética relacionada a
essas areas. Comunicagbes breves sado também consideradas. Artigos de
revisdo sO quando solicitados. A revista publica oito numeros regulares,
constituindo um por ano. Ocasionalmente, trabalhos apresentados em

simpaosios ou congressos sao publicados como suplementos.

Os artigos apresentados devem ser escritos preferencialmente em inglés.
Quando neste idioma, para ndo causar atrasos na publicagdo sugerimos que
sejam checados por alguém que tenha o inglés como primeira lingua e que,

preferencialmente, seja um cientista da area.

A submissao de um manuscrito as Memdrias requer que este nao tenha sido
publicado anteriormente (exceto na forma de resumo) e que n&o esteja sendo
considerado para publicacido por outra revista. A veracidade das informacdes e

das citagdes bibliograficas é de responsabilidade exclusiva dos autores.
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Os manuscritos serdo analisados por pelo menos dois pareceristas; a
aprovacao dos trabalhos sera baseada no conteudo cientifico e na

apresentacao.

Somente serao aceitas submissoes eletronicas dos artigos, no seguinte

endereco: http://submission.scielo.br/index.php/mioc/login.

Por meio desse servigo vocé pode submeter o artigo e acompanhar o status do
mesmo durante todo o processo editorial. Garantindo rapidez e seguranga na

submissao do seu manuscrito e agilizando o processo de avaliagéo.

O manuscrito devera ser preparado de acordo com as Orientacdes aos

Autores.

Ao encaminhar um manuscrito para a revista, os autores devem estar cientes
de que, se aprovado para publicagao, o copyright do artigo, incluindo os direitos
de reprodugdo em todas as midias e formatos, devera ser concedido
exclusivamente para as Memodrias. A revista ndo recusara as solicitagcdes

legitimas dos autores para reproduzir seus trabalhos.

Para maiores informacdes sobre o formato e o estilo da revista, favor consultar
um numero recente da Revista ou entrar em contato com a Editoria Cientifica
pelos telefones (+55-21-2598.4335/2561-1442), fax (+55-21-2280-5048), ou e-

mail (memorias@fiocruz.br / memorias@ioc.fiocruz.br).

Formato e estilo

O manuscrito (incluindo tabelas e referéncias) deve ser preparado em um
software para edicdo de textos, em espaco duplo, fonte 12, paginado. As
margens devem ser de pelo menos 3 cm. As figuras deverdo vir na extenséo
tiff, com resolugdo minima de 300 dpi. Tabelas e figuras deverdo vir em

documentos separados.
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Deve ser organizado de acordo com a seguinte ordem:

Titulo resumido: com até 40 caracteres (letras e espacos)

Titulo: com até 250 caracteres

Autores: sem titulos ou graduagoes

Afiliagao institucional: endereco completo somente do autor correspondente
Resumo: com até 200 palavras (100 palavras no caso de comunicagdes
breves). Deve enfatizar novos e importantes aspectos do estudo ou
observacgoes.

Palavras-chave: devem ser fornecidos de 3 a 6 termos, de acordo com a lista
Medical Subject Headings (Mesh) do Index Medicus.

Notas de rodapé: indicando a fonte de financiamento e mudancga de enderego
Introducgédo: deve determinar o propésito do estudo, oferecer um breve resumo
(e ndo uma revisao de literatura) dos trabalhos anteriores relevantes, e
especificar quais novos avangos foram alcancados através da pesquisa. A
introdugéo nao deve incluir dados ou conclusdes do trabalho em referéncia.
Materiais e Métodos: deve oferecer, de forma breve e clara, informacdes
suficientes para permitir que o estudo seja repetido por outros pesquisadores.
Técnicas padronizadas bastam ser referenciadas.

Etica: ao descrever experimentos relacionados a temas humanos, indicar se os
procedimentos seguidos estiveram de acordo com os padrdes éticos do comité
responsavel por experimentos humanos (institucional ou regional) e de acordo
com a Declaragcdo de Helsinki de 1975, revisada em 1983. Ao relatar
experimentos em animais, indicar se diretrizes de conselhos de pesquisa
institucionais ou nacionais, ou qualquer lei nacional relativa aos cuidados e ao
uso de animais de laboratério foram seguidas.

Resultados: devem oferecer uma descricdo concisa das novas informagdes
descobertas, com o minimo julgamento pessoal. Nao repetir no texto todos os
dados contidos em tabelas e ilustragdes.

Discussao: deve limitar-se ao significado de novas informagdes e relacionar as
novas descobertas ao conhecimento existente. Somente as citagbes

indispensaveis devem ser incluidas.
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Agradecimentos: devem ser breves e concisos e se restringir ao
absolutamente necessario.

Referéncias: devem ser precisas. Somente as citagdes que aparecem no texto
devem ser referenciadas. Trabalhos nao publicados, a ndo ser os ja aceitos
para publicacdo, ndo devem ser citados. Trabalhos aceitos para publicagao
devem ser citados como " in press "; nesse caso, uma carta de aceitacdo da

revista devera ser fornecida. Dados nao publicados devem ser citados somente

no texto como " unpublished observations "; nesse caso, uma carta com a
permissao do autor deve ser fornecida. As referéncias ao final do manuscrito
devem ser organizadas em ordem alfabética de acordo com o sobrenome do
primeiro autor.

Os titulos de revistas devem ser abreviados de acordo com o estilo usado no
Index Medicus. Consultar:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=journals&TabCmd=Limits.

* No texto, usar o sobrenome do autor e a data:

Lutz (1910) ou (Lutz 1910).

Com dois autores, a forma é: (Lutz & Neiva 1912) ou Lutz and Neiva (1912).
Quando ha mais que dois autores, somente o primeiro € mencionado:
Lutz et al. (1910) ou (Lutz et al. 1910).

* Nas referéncias, usar os seguintes estilos:

Artigo de revista

Chagas C, Villela E 1922. Forma cardiaca da tripanosomiase americana. Mem

Inst Oswaldo Cruz 14: 15-61.

Livro ou Tese

Forattini OP 1973. Entomologia Meédica. Psychodidae, Phlebotominae,
Leishmaniose, Bartonelose, Vol. IV, Edgard Blucher, Sao Paulo, 658 pp.

Morel CM 1983. Genes and Antigens of Parasites. A Laboratory Manual, 2nd

ed., Fundagao Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, xxii + 580 pp.
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Mello-Silva CC 2005. Controle alternativo e alteragdes fisiolégicas em
Biomphalaria glabrata (Say, 1818), hospedeiro intermediario de Schistosoma
mansoni Sambom, 1907 pela acdo do latex de Euphorbia splendens var.
hislopii N.E.B (Euphorbiaceae), PhD Thesis, Universidade Federal Rural do Rio

de Janeiro, Seropédica, 85 pp.
Capitulo de livro

Cruz OG 1911. The prophylaxis of malaria in central and southern Brasil. In R

Ross, The Prevention of Malaria, John Murray, London, p. 390-398.
Artigo de revista na Internet

Abood S. Quality improvement initiative in nursing homes: the ANA acts in an
advisory role. Am J Nurs [serial on the Internet]. 2002 Jun [cited 2002 Aug
12];102(6): [about 3 p.]. Available from:
http://www.nursingworld.org/AJN/2002/june/Wawatch.htm

Monografia na Internet

Foley KM, Gelband H, editors. Improving palliative care for cancer [monograph
on the Internet]. Washington: National Academy Press; 2001 [cited 2002 Jul 9].
Available from: http://www.nap.edu/books/0309074029/html/.

Homepage/Web site

Cancer-Pain.org [homepage on the Internet]. New York: Association of Cancer
Online Resources, Inc.; c2000-01 [updated 2002 May 16; cited 2002 Jul 9].

Available from: http://www.cancer-pain.org/.
Parte de uma homepage/Web site

American Medical Association [homepage on the Internet]. Chicago: The
Association; ¢1995-2002 [updated 2001 Aug 23; cited 2002 Aug 12]. AMA
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Office of Group Practice Liaison; [about 2 screens]. Available from:

http://www.ama-assn.org/ama/pub/category/1736.html

Base de dados na Internet

Acesso aberto:

Who's Certified [database on the Internet]. Evanston (IL): The American Board
of Medical Specialists. c2000 - [cited 2001 Mar 8]. Available from:

http://www.abms.org/newsearch.asp

Acesso fechado:

Jablonski S. Online Multiple Congenital Anomaly/Mental Retardation (MCA/MR)
Syndromes [database on the Internet]. Bethesda (MD): National Library of
Medicine (US). ¢c1999 [updated 2001 Nov 20; cited 2002 Aug 12]. Available

from: http://www.nlm.nih.gov/mesh/jablonski/syndrome_title.html

Parte de uma base de dados na Internet

MeSH Browser [database on the Internet]. Bethesda (MD): National Library of
Medicine (US); 2002 - [cited 2003 Jun 10]. Meta-analysis; unique ID: D015201;
[about 3 p.]. Available from:
http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html Files updated weekly. Updated
June 15, 2005

* llustragoes: figuras e tabelas devem ser compreensiveis sem a necessidade
de referéncia ao texto.

- Figuras: as fotografias devem ser bem nitidas, com alto contraste, ampliadas
em preto e branco em papel brilhante, se apresentadas laminas, as figuras
devem ser numeradas consecutivamente em algarismos arabicos. As escalas
devem ser indicadas por uma linha ou barra na figura, e referenciadas, se
necessario, na legenda (por exemplo, bar = 1 mm etc.). Laminas e graficos
devem ajustar-se tanto em uma coluna (8 cm) ou na largura completa (16.5 cm)

da pagina, e devem ser menores que a pagina para permitir a inclusdo da
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legenda. As letras e numeros nas figuras devem ter tamanho legivel apds a
reducdo ou a impressao. llustragdes coloridas somente podem ser aceitas se
os autores assumirem os custos. Por outro lado, uma fotografia colorida ilustra
a capa de cada fasciculo de Memodrias, e os autores sao convidados a
submeter para consideragdo da revista ilustragdbes com legendas de seus
manuscritos que poderao vir a ilustrar a capa.

- Tabelas: devem complementar, e ndo duplicar, o texto. Elas devem ser
numeradas em algarismos romanos. Um titulo breve e descritivo deve constar
no alto de cada tabela, com quaisquer explicagcbes ou notas de rodapé
(identificadas com letras a, b, c etc.) colocadas abaixo.

+ Comunicacdes breves: devem ser breves e diretas. Seu objetivo é
comunicar com rapidez resultados ou técnicas particulares. As comunicagdes
nao devem ocupar mais do que trés paginas impressas, incluindo figuras e/ou
tabelas. Nado devem conter referéncias em excesso. As referéncias devem ser
citadas no final do texto, usando o mesmo formato para artigos originais. Um
resumo breve e trés palavras-chave devem ser apresentados.

* Formato alternativo: Os manuscritos podem ser submetidos seguindo os
"Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals"
produzidos pelo International Committee of Medial Journal Editors, também
conhecidos como Vancouver Style. Nesse caso, os autores devem seguir as
diretrizes da quinta edigao (Annals of Internal Medicine 1997; 126: 36-47, ou no
website http://www.acponline.org/journals/resource/unifreqr/htm), sendo
responsaveis por modificar o manuscrito onde diferir das instru¢ées aqui
apresentadas, se o manuscrito for aceito para publicacdo. Os autores também
deverdo seguir os Uniform Requirements para quaisquer outras diretrizes
omitidas nestas instrugoes.

Uma vez que um trabalho seja aceito para publicacdo, os autores devem
enviar:

* uma declaracao de affidavit fornecida pela producido editorial da revista,
assinada por todos os autores. Autores de diferentes paises ou instituicdes

podem assinar em diferentes folhas que contenham a mesma declaragao.
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* uma declaracdo de copyright fornecida pela producao editorial da revista,
assinada pelo autor responsavel pela correspondéncia.
*Taxas: a revista nao cobra taxas para publicacao.
*Provas: serdo enviadas provas tipograficas aos autores para a corregao de
erros de impressdo. As provas devem retornar para a Produg¢do Editorial na
data estipulada. Outras mudangas no manuscrito original ndo serdo aceitas

nesta fase.
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