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EMPLEO DE LA TECNICA DE PCR EN MUESTRAS CLINICAS
PARA DIAGNOSTICO DE RABIA - DESCRIPCION DE CASO
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A", Delgadillo-Alvarez JB', Montafio-Hirose JA' — ""Centro Nacional
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La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se aplica exitosamente en el
diagnostico confirmatorio y la vigilancia epidemioldgica de la rabia. A pesar
de no ser una técnica prescrita por la OIE ni por la OMS, cuando se reali-
za por personal entrenado y bajo estrictos controles de calidad resulta ser de
gran utilidad cuando el diagnéstico por técnicas tradicionales no es muy cla-
ro. Adicionalmente, una vez amplificado, el genoma se puede secuenciar para
confirmar el origen del virus y proveer informacién muy valiosa para estudios
epidemiolégicos y de evolucién. A continuacién se describe un ejemplo: Se
recibié un encéfalo de canideo. La historia sélo referia un animal vacunado,
con un cuadro de dos semanas de depresion, pérdida de peso, tristeza y falta de
apetito poco antes de la muerte. No hubo exposicion de personas. La muestra
fue procesada en menos de 24 horas por inmunoflouresencia segun la técnica
descrita por la OIE (Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial
Animals, 6th Edition. Paris, France, 2008). Los resultados obtenidos fueron
discordantes entre dos técnicos: para uno fue negativa, mientras que otro ob-
servo un foco fluorescente en una de las impresiones. La prueba bioldgica para
aislamiento viral en ratones CF1 resulté negativa aun después de un pase ciego
y la muestra se dio como negativa al no haber virus viable. Para complementar
el diagnostico, la muestra fue procesada en el laboratorio de biologia molecu-
lar del Centro, segtn la técnica descrita por Heaton P.R. (Journal of Clinical
Microbiology. Nov. 1997: pag 2762- 2766). Para la validacién del proceso de
extraccion y PCR fue procesada a la par una muestra de virus de rabia vacunal.
Adicionalmente, como testigo interno se emple6 un juego de primers para
deteccion de ARN 18S 324 pb con la finalidad de descartar la posibilidad de
tener un falso negativo debido a posibles factores de inhibicion de la muestra.
Los productos obtenidos fueron visualizados en un gel de agarosa al 2%. En
la muestra problema y en el testigo positivo de extraccion se observé un am-
plificado de 606 pb. Asimismo, se observé una banda de 495 bp en la muestra
problema y testigo de extraccion. Es bien sabido que la sensibilidad y especifi-
cad de las técnicas de PCR son mas elevadas que las técnicas como deteccion
de anticuerpos fluorescentes, inmunoperoxidasa o ELISA. Adicionalmente,
no se requiere que el virus permanezca viable para su identificacion y clasi-
ficacion. El eventual estado de descomposicion del tejido tampoco presenta
un problema para el diagndstico. Al tener estos primers con la capacidad de
identificar seis diferentes genotipos de rabia, se reduce la cantidad de reactivos
necesarios para su identificacion. Actualmente la muestra estd en proceso de
secuenciacion. Este trabajo fue realizado con recursos del gobierno federal de
Meéxico, a través de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion.
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A avaliagdo dos casos de agressao por animais, sem critérios bem defini-
dos, pode levar a indicagdo equivocada de profilaxia antirrabica. O niimero
de tratamentos pdsexposi¢do, em muitos municipios em todo o Brasil, tem
preocupado as autoridades sanitdrias. Assim, o presente trabalho objetivou
avaliar os registros e a conduta da profilaxia antirrabica humana no Municipio
de Jaboticabal, no periodo de 2007 a 2010. Para tanto, foram analisadas as
informacdes das fichas de atendimento e dos resultados de visitas domiciliares
e observagdo dos animais agressores. Os dados foram tabulados em Excel e
analisados com softwares Epilnfo e Action. Também calculou-se o custo di-
reto das vacinas antirrabicas humanas aplicadas. Foram elaboradas a nova
ficha de atendimento antirrdbico humano a ser proposta, a ficha referéncia
de atendimento a agressao animal e a ficha de visita zoossanitaria, todas com
seus respectivos manuais de instrugdo para preenchimento. Além disso, foi
realizada a capacitagdo dos responsaveis pela aplicagdo das mesmas e as vi-
sitas zoosanitdrias. Em 1366 fichas analisadas, computou-se um agravo para
cada 212 habitantes; das pessoas agredidas, 74,3% receberam profilaxia pds-
exposi¢do, num total de 1.251 doses de vacina. A andlise detalhada dos dados,
aliada ao fato de Jaboticabal ser considerada regido controlada para a raiva,
permitem questionar que 894 pessoas podem ter recebido vacina sem neces-
sidade, totalizando 1094 doses a um custo aproximado de R$20.134,70. Nas
visitas zoosanitarias, constatou-se que, dentre os animais agressores, 78,1%
eram domiciliados; 84,4% estavam sadios nos dias zero e ap6s periodo de ob-
servacdo; 55% dos ataques foram provocados e 73% das agressdes ocorreram
nas proprias residéncias. Vale ressaltar que esta pesquisa complementou uma
anterior, onde o indice de indicagdo de tratamento pos-exposi¢do, no peri-
odo de 2000 a 2006, foi 81,6%%. A redugdo desse indice nos anos seguintes
demonstrou que o conhecimento dos dados pelos profissionais envolvidos no
atendimento antirrabico humano levou a uma atuagdo mais criteriosa com
consequente diminuigdo da taxa de indicagdo de vacinas e de erros no pre-
enchimento das fichas. Conclui-se, entdo, que uma maior atengido deve ser
dispensada ao atendimento a agravos por animais, com adequagdes na ficha de
registro, aplicagdo das fichas referéncia de atendimento a agressao animal e de
visita zoosanitaria. E essencial a interagdo dos servicos médicos e médicos ve-
terindrios e a avaliagdo de todos os aspectos envolvidos em cada caso; isso dara
subsidios e seguranga para se instituir o tratamento antirrdbico pos-exposigao
com critério e seguranga. Por outro lado, programas educativos sobre compor-
tamento animal, cuidados e posse responsavel devem ser intensificados com a
expectativa de diminuir o nimero de casos de agressao animal.
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Rabies is one of the most important zoonoses, with fatal prognosis in al-
most 100% of cases. It is estimated that every 10 to 15 minutes one person dies
from a rabies virus infection and 1000 people receive post-exposure treatment
by hour in the world. Dogs are the main transmitters to man by bite, so it is
estimated that approximately 55,000 cases of human rabies in the world are
caused by dog viral variant. The main preventive measure of human cases is

the rabies vaccination campaign of dogs and cats, which was responsible by
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the decrease of dog and consequently human rabies number . The last human
rabies case caused by canine rabies virus in the state of Sdo Paulo occurred in
1997 and in 1998 the last case canine rabies. In this context the present work
aimed to evaluate the effectiveness of protective vaccination of dogs from rural
farms in the county of Anhembi — SP, after two years without being immu-
nized against rabies with a vaccine campaign. During 2011 an epidemiological
questionnaire was applied to 22 farms to collect data about the health of ani-
mals and hygienic handling of property. One hundred percent of dog’s own-
ers declared that their dogs only received anti-rabies vaccine during public
campaing that was stopped two years before. Fifty one dogs blood samples
were collected by jugular vein puncture. The blood collection tube was cen-
trifuged and the serum stored at -20 ° C. Sera were tested for neutralization
in cell culture for the determination of neutralizing antibodies to rabies virus
by rapid method focus inhibition of fluorescence (RIFFT). Of the 51 analyzed
dogs, 68% presented antirabies antibodies titers above 0.5 Ul/ml, indicating
that they are still protected but on the other hand 32% of analyzed population
was detected unprotected and therefore susceptible to infection. Our results
agree with literature data that indicates that rabies vaccine induce immunity
longer than one two years and consider the revaccination every three years but
at the same time demonstrate that a percentage of the animals don’t mantain
protective titers after two years indicating that the revaccination protocol must

be carefully evaluated considering the epidemiological situation.
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Diante da necessidade de elencar a situagdo atual do rebimento e das con-
digdes de amostras para raiva no Laboratério Nacional Agropecuario em Per-
nambuco LANAGRO/PE, amostras estas, potencialmente infectantes que vem
sendo expostas de modo indiscriminado em alguns casos, se fez necesséria a
realizagdo do 1 Férum de Qualidade e Biosseguranga no Diagndstico da Raiva,
entre os dias 15 e 16 de Novembro de 2011 em Recife-PE. Este Forum teve como
objetivo promover a discussdo e o debate sobre a Qualidade e a Biosseguranga
no diagnéstico da Raiva, destacando de modo inclusivo a coleta, acondiciona-
mento e envio do material, visando ainda a implementagdo do método para a
padronizagio e conformidades das amostras, garantindo assim a Biosseguran-
¢a para os profissionais envolvidos direta e indiretamente no monitoramen-
to e controle da Raiva no Estado. Durante o evento, que teve como publico
alvo Médicos Veterinarios, Médicos Sanitaristas, Epidemiologistas, Gestores
das Regionais de Satde e Profissionais envolvidos no controle da Raiva, fo-
ram levantados temas relevantes sobre a realidade e por vezes, o obsticulo do
envio de amostras de alguns Municipios de Pernambuco. Na ocasido, pude-
mos conceber que, o controle e 0 monitoramento da raiva, é uma realidade
ainda pouco difundida e prioritaria em alguns Municipios mais distantes da
Capital. A distancia geografica e a auséncia de treinamento para profissionais
envolvidos, também foi destacado como sendo um dos impedimentos para o
envio das amostras. Através das palestras e dados compartilhados com o pu-
blico, foi elaborada uma pactuagio entre os Gestores Municipais e a Secretaria
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de Saude do Estado junto ao LACEN/PE, as estratégias de melhorias para a
consolidacdo da qualidade e biosseguranga na Vigilancia epidemioldgica da
raiva. Foi acordado o compromisso do Estado: Acompanhar e orientar os tra-
balhos de capacitagdo verificando o cronograma de execugao das atividades;
Fornecer normas e instrugdes para execugio das atividades; Liberar os recur-
sos financeiros previstos para a execugdo das capacitagdes e treinamentos;
Proporcionar condigdes fisicas e financeiras para a execugao das capacitagoes
e supervisoes; Estruturar as Regionais de Satide para o envio das amostras
dos Municipios da sua Regional. As amostras, deverdo chegar ao laboratdrio
em condi¢des adequadas de serem trabalhadas e para que isso ocorra, se faz
necessario que as Normas de Qualidade e de Biosseguranga, sejam obedecidas
e os profissionais responsaveis pela coleta, acondicionamento e envio desta(s)
amostra(s) tenham o conhecimento basico sobre a zoonose e a técnica de co-
leta padronizada, através da efetiva realizagdo desta pactuagdo. Podemos ava-
liar que, apartir deste eventos, e no cumprimento dos acordos entre as partes
envolvidas, ocorreu uma melhora significativa. Sabemos que o ideal ainda esta
em construgao mas, o passo inicial se deu, no momento em que a discussio
sobre a importancia da vigilancia epidemioldgica da Raiva, foi democratizada
e todos se fazem protagonistas nessa luta, que é a erradicagdo da raiva no Es-
tado de Pernambuco.
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A raiva é uma zoonose que acomete bovinos e equinos (também chamada
de raiva dos herbivoros ou dos Animais Domésticos de Interesse Econdmi-
co - ADIE), de grande relevancia para a satde ptiblica e animal. E caracteri-
zada por encefalite viral e apresenta elevado coeficiente de letalidade. Nestes
animais tem como transmissor o morcego Desmodus rotundus. A criagio e
manutengdo de herbivoros ocorre em areas rurais, com cendrios diferentes,
isto é, pastagens, matas nativas, reflorestamentos, vales e rios. Ferramentas do
geoprocessamento podem ser tteis para o conhecimento da epizootiologia da
doenga em dreas extensas ou reduzidas. Nos anos 2.000 a 2.002 foi registrada
epizootia de raiva em herbivoros em regido rural do municipio de Campinas,
todos confirmados laboratorialmente. O objetivo deste trabalho é caracterizar
a distribuigdo espacial dos 6bitos de herbivoros e dos abrigos de morcegos
hematéfagos. A localizagdo e informagdes dos dbitos animais e dos abrigos de
desmodus foram coletadas pela Secretaria Municipal de Saude e pela Secretaria
de Agricultura ambas utilizando-se GPS (Global Position System). Padronizou
o local de 6bito a porta de entrada da propriedade em que o animal estava alo-
jado. Foram utilizados os programas computacionais Microsoft Excel®, Arc-
GIS® versdo 9.2, para transferéncia, e andlise dos dados. As varidveis estudadas
foram: ano e més da ocorréncia do 6bito, espécie animal, localizagdo espacial
dos obitos e dos abrigos de Desmodus e tipos de abrigos destes tltimos. Foram
delimitadas areas de influencia (buffers) de 3 km dos abrigos de morcegos.
Como resultados, foram georreferenciados 66 (98,5%) registros de mortes de
animais em 52 focos, sendo acometidos 40 (59,7%) bovinos e 25 (373%) equi-
nos. Néo foi evidenciada sazonalidade da doen¢a. Houve deslocamento dos

casos na diredo sudeste-noroeste, contornando a zona urbana, sugerindo que
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