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RESUMO

OLIVEIRA, ANA PAULA JEJESKY, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, Julho de
2016. Deteccéo de virus com potencial zoonotico associados a gastroenterite e
raiva em Cerdocyon thous da Mata Atlantica do Espirito Santo. Orientador:
Dr. Jo&o Luiz Rossi Junior e Coorientador: Dr. Fernando Vicentini.

Conhecer as doencas infecciosas que acometem espécies selvagens é importante
ndo sO para a saude e conservacdo das mesmas, mas também € de grande
relevancia para saude publica e animal, onde 60% das doencas infecciosas
humanas s&do zoonoticas. Cerdocyon thous € um hospedeiro em potencial e
infeccdes por virus nesta espécie foram pouco relatadas. No Espirito Santo o
territério € recortado por rodovias estaduais e federais, que muitas vezes,
atravessam ambientes naturais, um problema crescente para a manutencédo de
espécies selvagens, pelo estreito contato com criacdes domésticas, pelo grande
namero de animais que morrem por acidentes com veiculos automotores e ainda
levando ao isolamento populacional de algumas espécies. O objetivo deste trabalho
foi registrar os atropelamentos e avaliar a ocorréncia do virus da raiva, Rotavirus,
Picobirnavirus, Adenovirus, Circovirus e Cyclovirus em Cerdocyon thous de vida
livre, oriundos de atropelamento na rodovia estadual ES-060. Na deteccdo do virus
da raiva foi utilizado a técnica de Imunofluorescéncia direta e prova bioldgica. Para
deteccdo dos demais virus, foi utilizada a técnica de Eletroforese em gel de
poliacrilamida para deteccdo de RNAds dos RV e dos PBV. Para detec¢cdo dos
adenovirus, amostras, foram submetidas ao PCR e encaminhadas a Academia de
Ciéncias da Hungria para confirmacao e sequenciamento. Do total de 29 exemplares
de C. thous, 11 amostras fecais foram enviadas para sequenciamento, resultando
em uma amostra (VS41) positiva para Adenovirus Aviario E 8b e Cyclovirus equino
1, outra amostra (VS40) foi positiva para Circovirus suino tipo 2. Para os testes do
virus da raiva, Rotavirus e Picobirnavirus, as 29 amostras testadas apresentaram
resultados negativos. A deteccdo de virus de outras espécies de animais nas fezes
do C. thous, sugere que o0s animais nao foram infectados pelos trés virus
detectados, mas possivelmente se alimentaram de alimentos infectados, podendo
atuar como vetor mecanico dos virus que infectam suas presas, restando ainda a
possibilidade de serem virus zoondéticos que circulam entre diferentes hospedeiros.
Outras analises sdo necessarias para esclarecer a origem dos virus detectados.

Palavras chaves: Saude Unica, atropelamento da fauna, virus, canideo selvagem,
zoonose.



ABSTRACT

OLIVEIRA, ANA PAULA JEJESKY DE OLIVEIRA, M.Sc, University of Vila Velha —
ES, July de 2016. Detection of viruses with zoonotic potential associated with
gastroenteritis and anger in thous thous of the Atlantic Forest of the Holy

Spirit. Advisor: Dr. Jo&o Luiz Rossi Junior and Co adviso: Fernando Vicentini.

Knowing the infectious diseases that affect wild species is not only important for the
health and maintenance of the same, but is also of great relevance to public and
animal health, where 60% of human infectious diseases are zoonotic. Cerdocyon
thous is a potential host and virus infections in this species were poorly reported. In
the Espirito Santo the territory is cut by state and federal highways, which often cross
natural environments, a growing problem for the maintenance of wildlife at close
contact with domestic livestock, the large number of animals that die from motor
vehicle accidents and further leading to the isolation of some species population. The
objective of this study was to record the roadkill and evaluate the occurrence of
rabies virus, Rotavirus, Picobirnavirus, Adenovirus, Circovirus and Cyclovirus in
Cerdocyon thous free life, coming from trampling the ES-060 state highway. In the
detection of rabies virus was used to direct immunofluorescence technique and
biological evidence. For detection of other viruses, it used the technigue of
electrophoresis on polyacrylamide gel RNAds for detection of the RV and PBV. For
detection of adenovirus samples were submitted to PCR and sent the Hungarian
Academy of Sciences for confirmation and sequencing. Of the total of 29 specimens
of C. thous, 11 fecal samples were submitted for sequencing, resulting in a sample
(VS41) positive for Avian adenovirus and 8b and equine cyclovirus 1, another sample
(SV40) was positive for porcine circovirus type 2. To virus tests rage, Rotavirus and
Picobirnavirus, the 29 samples tested were negative. Detection of viruses in other
animal species in the feces of C. thous, suggests that the animals were not infected
by the three viruses detected, but possibly fed on infected food may act as
mechanical vector of viruses that infect their prey, leaving yet the possibility of
zoonotic viruses that circulate among different hosts. Further analysis is needed to
clarify the origin of detected viruses.

Keywords: Only health, fauna trampling, viruses, wild canid, zoonosis.



1. INTRODUCAO

A ocorréncia de doencas infecciosas vem sendo relatada como uma
importante ameaca para a conservagcao de animais selvagens de vida livre e saude
publica e animal, assim como por outros diversos fatores, fragmentacédo e reducéo
de habitat naturais, caca e reducdo de presas. Fatores estes relacionados com
atividades antropicas, devido ao crescimento da populacdo humana em
consequéncia o aumento da densidade de animais domésticos no entorno de areas
protegidas, que propicia o aumento do contato entre essas populagdes favorecendo
a transmissao de doencas (Cleaveland et al., 2001 e Barbosa et al., 2011).

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (2009), 60% dos
patdgenos humanos sdo zoondticos e 75% das enfermidades emergentes humanas
sdo de origem animal. Dessa forma, os animais selvagens podem ser fonte de
infeccdo, agindo como reservatdrios para agentes que afetam os domeésticos e os
seres humanos. E por outro lado, ndo se pode descartar a possibilidade do inverso
também acontecer, ocasionando declinios significativos em populacdes selvagens
devido a agentes oriundos de animais domésticos e do préprio homem, uma vez que
possui poucas informacgfes sobre a exposi¢cdo de doencas infecciosas em canideos
selvagens (Daszak et al., 2000).

A Mata Atlantica € listada como um hotspot de conservacdo pela
organizacdo conservacionista Conservation International (Tabarelli et al., 2005a;
Instituto Florestal, 2006), por ser uma regido biologicamente rica, porém ameacada.
O bioma constitui 0 mais rico em biodiversidade do planeta, possui 1.300.000km? e
atinge 15% do territério nacional englobando 17 Estados Brasileiros, incluindo o
Espirito Santo. Somado a magnitude desses numeros, outro dado modifica a
percepc¢ao sobre a imensidao desse bioma, ja que esta reduzida a aproximadamente
7% da sua extensédo original e mais de 80% dos fragmentos possuem menos de 50
hectares (Tabarelli et al., 2005b e Ribeiro et al., 2009), devido a acdo humana e a
pressao de sua ocupacédo (SOS Mata Atlantica, 2012).

Associado ao dominio da Mata Atlantica, a restinga € um ecossistema
que compreende um conjunto geomorfolégico formado pela deposicdo de
sedimentos arenosos de origem marinha e flavio-marinha. Possui diversas
formacdes como barras, espordes e planicies ao longo do litoral do Brasil e estas

formacdes abrigam coberturas vegetais de fisionomia diferentes, dispostas em
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mosaicos e com grande diversidade ecoldgica (Araujo e Maciel, 1998; Falkenberg
1999, Scarano, 2002; Souza, 2004). Devido a seu tipo de flora, esta exposta a
soterramento pela areia, frequéncia do vento, falta de agua ou em alguns locais o
alagamento, alta salinidade, pobreza de nutrientes no solo, excesso de calor e
luminosidade (Rizzini, 1997). Em funcao destes fatores, a restinga é considerada um
ambiente de extrema fragilidade (Guedes et al., 2006) e sdo legalmente Areas de
Protecdo Permanente - APPs (Lei 4.771/65 do Cdédigo Florestal, art. 2°).

O Cerdocyon thous (Linnaeus, 1766), pertence a familia Canidae, ordem
Carnivora, € uma espécie de médio porte encontrada em varios habitats diferentes e
tem sido considerada comum em planicies costeiras (restingas) (Zubiri et al., 1990;
Motta Jr. et al., 1994; Pessoa et al., 2010).E uma espécie considerada oportunista e
generalista, se beneficiando, assim, em parte, de algumas alteracdes antropicas
(Faria-Corréa, 2004). Se alimenta de uma vasta lista de itens como frutos, insetos,
crustaceos, pequenos mamiferos, aves, répteis, anfibios, ovos de diversas espécies
(Motta Jr. et al., 1994; Beisiegel, 1999; Juarez e Marinho Filho, 2002; Facure et al.,
2003) e carcacas de animais domeésticos, como bovinos (Lemos et al., 2011a).
Devido isso sdo animais mais suscetiveis a varias doencas.

A ocorréncia de mortes por colisdes com veiculos automotores com essa
espécie tem aumentado em todo o Brasil devido & grande fragmentacdo dos
habitats, a disponibilidade de alimento ao longo da rodovia que atraem 0s animais
(Clevenger et al., 2003) e por C. thous habitarem principalmente as bordas de
florestas (Vieira e Port 2007 e Di Bitetti et al., 2009). Com isso a espécie tem sido
muito impactada sendo uma das mais atropeladas (Vieira, 1996; Rosa e Mauhs,
2004; Prada, 2004; Cherém et al., 2007; Rezini, 2010; Lemos et al., 2011b).

A Rodosol, uma das principais rodovias da grande Vitoria, faz um trabalho
de monitoria e recolhimento de animais para averiguacdo da ocorréncia de
incidentes, acidentes e atropelamentos de fauna. Os animais encontrados mortos
e/ou vivos séo recolhidos, identificados e posteriormente sdo encaminhados a
instituicdes de pesquisas.

A partir de trabalhos como este desenvolvido pela Rodosol, a utilizacao
de animais mortos as margens de rodovias tem proporcionado material para estudo
sem a necessidade de captura, além de facilitar 0 acesso dos pesquisadores a esse
material, permitindo avaliar fatores ecoldgicos e epidemioldgicos que podem
influenciar na distribuicdo de infeccdes entre as populacdes (Fiorello et al., 2007;
Giannitti et al., 2012; Majlathova et al., 2007).



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Se comparado a perda de habitats, caca e poluicdo, a ocorréncia de
doencas est4 camuflada no que diz respeito a conservagdo de espécies selvagens
por ndo ser um problema visivel. Entretanto, a ocorréncia de patégenos pode afetar
a abundancia e distribuicdo de animais. Ao longo dos anos o impacto das doencas
nas populagbes de espécies selvagens de vida livre tem chamado a atencédo de
conservacionistas (Murray et al., 1999).

Alguns animais sdo mais susceptiveis a diversas doencas infecciosas.
Assim como o C. thous, que rotineiramente cobrem vastas areas para obter suas
necessidades alimentares, ou mesmo a procura de parceiros, passando
principalmente por bordas de matas e areas alteradas pelo homem, dessa forma
aumentando seu contato com o meio urbano (Reilly et al., 1970).

O crescimento da populacdo humana, o aumento da densidade de
animais domeésticos, junto a invasdo, destruicdo e fragmentacdo do ambiente
natural, tem propiciado o aumento do contato entre animais selvagens e domésticos,
tornando mais comum a ocorréncia de epidemias de doencas infecciosas nas
populacdes selvagens de agentes provenientes dos animais domésticos (Funk et al.,
2001). Entretanto, ndo se pode descartar a possibilidade de animais selvagens
servirem de fonte de infecgdes para animais domésticos e em alguns casos para
seres humanos, ameacando a eficacia de programas nacionais e internacionais de
controle e erradicagdo de doencas, implantados mediante alto investimento
financeiro gerando sério impacto socioecondmico e de saude coletiva (Bengis et al.,
2002). Uma vez que em relacdo aos canideos selvagens como o cachorro-do-mato,
doencas infecciosas como a raiva, jA vem sendo relatada na regido Nordeste,
incluindo episddios de transmissdo destes para seres humanos (Carnieli et al.,2006
e Carnieli et al., 2008).

As populacdes de carnivoros selvagens sdo de vital importancia para o
equilibrio da maioria dos ecossistemas além de serem potencialmente susceptiveis
a varias doencas devido a seus habitos alimentares (Fiorello, 2007). Eles sé&o
predadores topo da cadeia alimentar, ou seja, S0 espécies sentinelas e o declinio
destas populagcdes pode resultar em uma ameaca ao meio ambiente (Murray, 1999).

Outro aspecto relevante € que carnivoros podem agir como reservatorio de
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patdgenos, visto que, por ocuparem o topo da cadeia trofica, o consumo de
hospedeiros infectados resulta em altas taxas de infeccdo. Desta forma, algumas
espécies de carnivoros, como o C. thous, sendo alvos estratégicos em programas
de vigilancia para a detec¢éo de patégenos (Aguirre, 2009).

Embora alguns estudos ja tenham sido realizados com animais em
cativeiro, ha poucos relatos sobre infeccées em carnivoros selvagens de vida livre
(Giannitti et al., 2012 e Hubner et al., 2010). Informacdes sobre a mortalidade da
fauna e suas possiveis causas relacionadas as doencas infecciosas virais ainda séo
pouco avaliadas, possivelmente por causa da dificuldade na realizacdo de estudos,
considerando o alto custo e o tempo necessario para tal fim (Curi et al., 2010; Deem
e Emmons, 2005) .

A maioria das recentes emergéncias de doencas infecciosas é causada
por mudancas nas interacfes ecoldgicas entre patdgenos e hospedeiros. Tais
mudancas podem ser naturais ou de origem antropogénica, incluindo expanséao das
atividades humanas e fronteiras agropecuarias, fragmentacdo de habitats, poluicéo,
entre outras. Essas mudancas ecoldgicas podem permitir 0 aumento do contato
entre espécies de patdgenos e novas populacdes de hospedeiros, onde a selecdo
natural pressiona para a dominancia de patdgenos que se adaptem a essas novas

condicBes ambientais (Daszak et al., 2001).

2.1.Cerdocyon thous

Cerdocyon thous (Linnaeus, 1766) conhecido como cachorro-do-mato ou
graxaim-do-mato, € um canideo selvagem, da familia Canidae, da ordem Carnivora.
Possui sua distribuicdo mais ampla na Ameérica do Sul (Cheida et al., 2006 e Hunter,
2011). Com pelagem cinza-claro, amarelo e faixa de pelos pretos no dorso (Figura
1), tem massa corporal na fase adulta entre 5 a 9 kg e pode chegar a 1,2 m entre a
extremidade rostral e a cauda (Kasper et al., 2014).

O C. thous ndo é considerado uma espécie em extingdo, consta no
apéndice Il da Convencao sobre o Comércio Internacional de Espécies Ameacadas
de Fauna e Flora Silvestres (CITES 2012) e ndo se encontra na lista vermelha das
espécies do IBAMA (2004). E uma espécie considerada como Menos Preocupante
(LC) pela IUCN - Union for Conservation of Nature and Natural Resources (IUCN,
2006), provavelmente por ser relativamente comum ao longo de sua area de

distribuicdo, mas nao ha estimativas de tamanho populacional.



A distribuicdo geografica dos C. thous vai desde o Uruguai e norte da
Argentina até as terras baixas da Bolivia e Venezuela (Figura 2), ocorrendo também
na Colébmbia, Guiana, Suriname e Brasil (Reis et al., 2006). No Brasil a espécie é
encontrada nos biomas Cerrado, Caatinga, Pantanal, Mata Atlantica e Campos
Sulinos, utilizando bordas de matas e areas alteradas e habitadas pelo homem (Reis
et al., 2006). Possui habito preferencialmente noturno, desloca-se solitario ou aos
pares, por trilhas, bordas de mata e estradas a procura de alimentos (Nakano-
Oliveira, 2006).

C. thous é uma espécie territorialista sendo que as areas de uso, ou seja,
a area minima que pode sustentar os requerimentos energéticos dessa espécie
varia muito ao longo da sua distribuicdo geografica. A maior area descrita por C.
thous no Brasil chegou a atingir 12.8 km2 em ambientes alterados de Mata Atlantica
e regido de Cerrado (Michalski, 2000; Juarez e Marinho-Filho, 2002).

Aparentemente, € uma espécie tolerante a perturbagbes antropicas,
(Courtenay e Maffel, 2004; Beisiegel et al., 2013) e por esse motivo tem sido muito
impactada (Vieira e Port, 2007; Di Bitetti et al., 2009), principalmente por colisbes
com veiculos automotores (Vieira, 1996; Cherém e al., 2007; Rosa e Mauhs, 2004,
Prada, 2004; Rezini, 2010; Lemos et al.,, 2011a). Sendo as principais causas

relacionadas ao atropelamento da fauna, a disponibilidade de alimento ao longo da
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rodovia e a fragmentacao da area natural, que interfere no deslocamento da espécie

(Forman e Alexander, 1998; Clevenger et al., 2003).

80°0'0"W 70°0'0"W 6070'0"W 50°00"W 40°00"W

A

Geograficas = SIRGASH2000,

130,000,000,

B istribuicao Geografica de Cerdocyon thous (Modificado de IUCN 2010)| ¢
Estados brasileiros (IBGE, 2006)

Figura 2: Distribuicdo geogréfica do Cerdocyon thous no Brasil. Fonte: Beisiegel,

2013.

E uma espécie onivora e oportunista, cuja dieta varia sazonalmente. Por
se alimentar de uma vasta lista de itens como roedores, insetos, répteis, anfibios,

ovos de diversas espécies, aves, frutos e vegetais, ele se torna um importante
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agente controlador de populagdes além de um agente dispersor de sementes (Motta
Jr. et al., 1994; Beisiegel, 1999; Juarez e Marinho Filho, 2002; Facure et al., 2003;
Courtenay e Maffei 2004).

De acordo com Rocha et al. (2004), Courtenay e Maffei, (2004) e Cheida
et al. (2006) citam que esses animais podem, ocasionalmente, alimentar-se de
carcaca de animais em putrefacdo. Devido ao fato de suportar bem a interferéncia
antropica em seu habitat, aproveitam-se, em alguns casos, da maior oferta de
alimento proporcionada pelo contato préximo com a espécie humana.

Em ambientes de restinga, estudos com C. thous, tem demonstrado o
consumo de material vegetal, animal e rejeitos humanos (Rocha et al.,2004 e Rocha
et al., 2008). No estado do Espirito Santo, os itens mais importantes na dieta foram,
em ordem de frequéncias, frutos, artrépodes e pequenos vertebrados (Gatti et al.,
2006).

Estas caracteristicas comportamentais, associados a fragmentacdo e
perda de habitat, podem ser consideradas como os fatores negativos mais
significativos para a conservacdo desse carnivoro selvagem em relacdo as doencas
infecciosas, principalmente pelo fato de consumir hospedeiros infectados, o que
pode resultar em altas taxas de infecgcédo. (Alexander et al., 2010; Courtenay et al,
2001; Daszak et al, 2001; Hubner et al., 2010; Mattos et al., 2008).

2.2. Virus da raiva

2.2.1. Agente etioldgico

A raiva € uma enfermidade zoonética e ocorre pela acdo de um virus de
RNA do género Lyssavirus, da familia Rhabdoviridae, a qual junto com as Familias
Bornaviridae, Filovirida, Mymonaviridae, Nyamiviridae, Paramyxoviridae,
Pneumoviridae, Sunviridae e Unassigned, constituem a Ordem Mononegavirales,
onde todos os membros apresentam genoma de RNA néo-segmentado, de sentido
negativo e de RNA de fita simples (Fenner et al., 1992; Mayo e Pringle, 1997;
International Committee on Taxonomy of Viruses, 2015).

O género Lyssavirus possui sete gendétipos. Entretanto nas Américas,
atualmente, somente o genotipo | tem sido identificado como causador da doenca
(Batista et al., 2007).

O virion é envelopado, formado por uma dupla membrana fosfolipidica da
qual emergem espiculas de composicao glicoproteica, que cobrem o filamento de

RNA (Brasil, 2009a). Possui forma de projétil ou cilindro denso com extremidades
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arredondadas e apresenta um diametro que pode variar entre 50 a 100 nandmetros
(nm) e comprimento de 100 a 430 nm (Figura 3), dependendo da espécie do virus
(Mccoll et al., 2000 e Bleck, 2006).

Envelope Matrix protein Glycoprotein
(membrane)

Ribonucleoprotein

Figura 3: Representacdo esquematica do virion da raiva. Fonte: Rupprecht et al.
(2002).

O RNA genbdmico da particula infecciosa contém cinco genes e cada qual
codifica uma proteina estrutural do virion. Assim, cinco proteinas distintas compdem
a particula viral: N, P, M, G e L (Figura 4). A proteina N (nucleoproteina), a proteina
P (“n&o- estrutural”) que associada a transcriptase L e ao RNA formam um complexo
ribonucleocapsideo (RNP); a proteina M (matriz) e a proteina G (glicoproteina)
juntamente com as duas membranas lipidicas formam o envelope viral (Francki et
al., 1991).

4 ik 0 0 0
3 N P HvH M L 5
1.424 991 805 1875 6.475
I >
I 12 Kilobases

Figura 4: Esquema do genoma do virus da raiva. O genoma do virus da raiva é de
cadeia simples, “anti-sese”, ndo segmentado, RNA de aproximadamente 12 kb. O
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genoma codifica a nucleoproteina (N), fosfoproteina (P), matriz (M), glicoproteina (G)
e RNA -polimerase (L). Fonte: CDC, 2011.

A classificagdo antigénica com anticorpos monoclonais, desenvolvida por
Wiktor e Koprowski desde 1978 e a andlise de sequéncias nucleotidicas tém sido
utilizadas para identificar variantes virais associadas a focos de raiva em todo o
mundo. No Brasil, desde 1996, pela realizacdo de um teste de imunofluorescéncia
indireta com a utlizacdo de um painel de anticorpos monoclonais contra a
nucleoproteina viral, produzido pelo Centers for Disease Control and Prevention
(CDC), para o estudo de amostras isoladas nas Américas, puderam ser identificados
seis perfis antigénicos preestabelecidos: variante 2 - isolada em caes, humanos e
animais silvestres terrestres; variante 3 - isolada em Desmodus rotundus
(Geoffroy, 1810), também em outras espécies de morcegos, animais de companhia,
domésticos, silvestres terrestres e humanos; variante 4 - isolada em Tadarida
brasiliensis (Geoffroy, 1824), também em outras espécies ndo hematofogas e
animais de companhia; variante 5 - também relacionada a isolamentos de morcegos
hematdéfagos, isolada de morcegos ndo hematéfagos e em animais de companhia;
variante 6 - Lasiurus cinereus (Beauvois, 1796), isolada de morcego insetivoro,
observada em amostras de morcego ndo hematofago, cdo e humano (Wiktor e
Koprowski, 1980).

2.2.2. Transmissao, fisiopatologia e epidemiologia

Transmitido pela saliva de mamiferos terrestres e quirdpteros infectados
nos episédios de mordedura, o agente ocasiona um quadro de encefalomielite viral
aguda de carater progressivo, afetando o sistema nervoso central de todas as
espécies de mamiferos incluindo o homem, o que acarreta niveis de mortalidade
elevados (Rupprecht et al., 2001; Megid 2007).

Com a entrada do agente etioldgico, o virus se replica no local onde foi
inoculado, nas células musculares ou nas células do tecido subepitelial, para entao
alcancar terminacdes nervosas. Apos a replicagdo no sistema nervoso central, o
virus da raiva se espalha para varios tecidos por meio de nervos periféricos e atinge
as glandulas salivares possibilitando a transmissdo e eliminacdo, principalmente
através de mordedura ou por outras formas de contato que possibilitem a entrada da
saliva infectada na pele lesionada ou nas mucosas, como arranhaduras e

lambeduras. (Rodriguez et al., 2007; Jorge et al., 2010).
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O virus possui um ciclo urbano e rural, mais facil de controlar, e outro
silvestre, que contribui para circulacéo e reintroducédo do virus (Jorge, 2010).

No ciclo urbano a raiva é presente em caes e gatos, enquanto que o ciclo
rural da raiva é representado pelos animais de interesse econdémico, como bovinos,
equinos, suinos, caprinos e ovinos, sendo o principal transmissor da doenca a estes
animais, o morcego hematéfago Desmodus rotundus. O ciclo silvestre caracteriza a
circulacao viral entre os animais selvagens, sendo subdividido em: silvestre aéreo,
onde sdo encontrados os morcegos hematéfagos e ndo hematofagos, e silvestre
terrestre, caracterizado pela raiva em animais como as raposas, cachorros-do-mato,
saguis, guaxinins e outros animais selvagens (Brasil, 2009b), sendo este ultimo
representado principalmente por saguis (Callithrix jacchus, Linnaeus, 1758) e
também pelo cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) na regido nordeste do pais
(Carnieli et al., 2008; Gomes, 2004).

A raiva apresenta distribuicAo mundial e os paises se empenham em
diminuir a incidéncia de raiva em humanos através do controle da doenca nos céaes.
E provavel que a raiva silvestre, mantida em uma variedade de hospedeiros
mamiferos, venha a surgir como um novo problema para a saude publica (Bernardi
et al., 2005), pois o Brasil ainda atinge uma quantidade expressiva de 6bitos nos
anos em que sao registrados surtos da doenca. Em 2005, foram registrados, 44
Obitos, concentrados principalmente na regido Norte e Nordeste (Brasil, 2007a;
Brasil, 2007Db).

No Brasil, a raiva € uma doenca endémica em muitas partes do pais. Nos
ciclos silvestres, observa-se maior nimero de registros em canideos, seguidos por
primatas ndo humanos (Albas et al., 2011; Wada et al., 2011). Sendo a espécie C.
thous um dos principais reservatorios silvestres do virus rabico no Brasil, assim
como o sagui (Callithrix jacchus), o morcego hematéfago (Desmodus rotundus) e
outras 40 espécies de quirdpteros (Aguiar, 2011).

A partir de dados da Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS/MS), os
canideos selvagens foram responsaveis por 7,9% dos 165 6bitos de humanos com
raiva, no periodo de 1986-2006. No Estado da Paraiba entre os anos de 2007 e
2010, foram notificados sete casos de raiva em caes e gatos, e cinco casos em
canideos silvestres (SVS, 2012).

Existem relatos de casos de C. thous com raiva e transmissao para
humanos nos estados do Ceara, Paraiba, Pernambuco, Bahia e Minas Gerais

(Araujo, 2002 e Bernardi et al., 2005) e dos 329 casos de raiva notificados no
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periodo de 2002 a 2009, cerca de 88% eram de canideos selvagens, todos ocorridos
na regido Nordeste, onde muitos desses eram mantidos como animais de
estimacao.

Além da destacada importancia para a saude publica, o virus da raiva
representa uma grande ameaca para a conservacao de canideos de vida livre. Uma
doenca de alta letalidade pode trazer graves consequéncias para populacdes de
carnivoros selvagens com a introducéo deste agente (Gascoyne et al., 1993)

Assim, para se compreender o virus da raiva no ciclo silvestre, é preciso
entender a relacdo entre agente hospedeiro e ambiente, incluindo a interagéo virus-
hospedeiro (susceptibilidade e infeccdo), a histéria natural dos hospedeiros
(Rupprecht et al., 2001), as modificacbes ambientais provocadas pelo homem, ou
mesmo a introducdo do agente em &reas originalmente livres por transporte de

individuos portadores.

2.3. Rotavirus

2.3.1. Agente etioldgico

O rotavirus € um virus nao envelopado, possui formato icosaédrico,
didmetro de aproximadamente 70 nm e possui genoma viral formado por 11
segmentos de RNA dupla-fita (RNAds) (Figura 5), que codifica seis proteinas
estruturais que compdem o capsideo viral (VP1-VP4, VP6 e VP7) e seis proteinas
nao estruturais (NSP1-NSP6) (Clark e McKendrick, 2004; Estes e Kapikian, 2007).

Figura 5: Organizacao estrutural dos RV: (A) Estruturas de superficie dos RV. (B)
Representacdo das estruturas do capsideo interno e do core. (C) Organizacdo
estrutural dos dimeros de VP2. (D) Representacdo ampliada de um dos canais de
classe I. As imagens de A a F sao reconstrucdes a partir de criomicroscopia

eletrdbnica. Fonte: Dr B. V. Venkataram Prasad.
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O tamanho dos segmentos gendmicos varia entre 3302 pares de base
(pb) para o maior e o menor com 667 pb. Essa diferenca de tamanho permite
caracterizar o perfil de migracdo singular dos segmentos gendmicos para O0sS
rotavirus quando separados por eletroforese em gel de poliacrilamida (Figura 6)
(Than e Kim, 2013).
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Figura 6: Gel de poliacrilamida demonstrando os 11 segmentos de
RNAds de RV com as respectivas proteinas que eles codificam. Fonte:
Desselberger, (2009); Angel et al. (2007).

Dessa forma, podem ser classificados de acordo com peso molecular e
pelo padrdo eletroforético de migracdo de cada segmento gendmico através da
técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida, apresentando um perfil
eletroforético tipico para este virus (Gombold et al., 1994). Este padrdo apresenta
uma migracao distinta sendo 4 segmentos de RNAds de alto peso molecular (1 a 4),
dois segmentos de médio peso molecular (5 a 6), um com segmento diferencial (7
ao 9) e por fim um grupo com 2 mais leves e menores (10 e 11) (Estes, 2001).

No genoma viral de cada segmento do RNAds codifica uma proteina, com
excecao do segmento 11 que em muitos isolados do virus codifica duas proteinas,
NSP5 e NSP6 (Mattion et al., 1991, Estes e Greenberg, 2013).

Os rotavirus sdo compostos por trés camadas concéntricas de proteinas
que envolvem o genoma composto de 11 segmentos de RNAds. O tamanho

completo do genoma apresenta em média 18550 pb (Estes, 1996)
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Cada segmento de RNAds apresenta uma guanina na extremidade 5’
seguida por uma sequéncia conservadora de nucleotideos, que € parte da regido
nao codificadora dessa extremidade do genoma. Segue-se uma regido aberta de
leitura, correspondente & proteina codificada pelo gene e outra regido nao
codificadora com uma sequéncia também conservada. Na extremidade 3’, o codon
de terminacédo € seguido por um conjunto de sequéncias ndo-codificadoras. Estas
sequéncias sdo altamente conservadas e terminam com duas citidinas. Quase todos
os RNAm possuem no fim a sequéncia consenso 5-UGUGACC-3', e essas
sequéncias contém sinais importantes para a expressado dos genes e replicacdo do
genoma. Os comprimentos das regifes 3' e 5'-ndo codificadoras variam de acordo

com diferentes genes (Figura 7) (Estes, 2001).
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Figura 7: Principais caracteristicas da estrutura do genoma dos rotavirus.
Na extremidade 5’ e 3’ as regides nao codificadoras estao indicando os nucleotideos

conservados. Em branco a regido codificadora. Fonte: Estes, (2001).

O virus é constituido de um capsideo triplo: externo, intermediario e
interno, este Ultimo também pode ser chamado de core e confere protecdo ao
RNAds. O capsideo externo compreende duas proteinas, a glicoproteina VP7 e a
VP4, que definem os genodtipos G e P, respectivamente, e estdo relacionados a
especificidade do hospedeiro, viruléncia e a imunidade protetora (Estes e Cohen,
1989; Kapikian et al., 2001). O capsideo intermediario € composto pela VP6, a
proteina viral mais abundante e que é utilizada na classificacdo dos grupos
(Parashar, 1998; Desselberger, 1999).

Séo classificados sorologicamente em grupos, subgrupos e sorotipos em
funcdo de seus antigenos de capsideo externo e interno, assim como em genétipos,
0 que caracteriza um sistema binario de classificacdo associado aos genes que
codificam as proteinas VP4 e VP7, denominado gendtipo P (para VP4) e G (para
VP7) (Estes et al., 2001). Além da nomenclatura G e P, proposta pelo Rotavirus

Classification Work Group (RCWG), pretende-se uniformizar a nomenclatura dos
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rotavirus, utilizando o sequenciamento completo ou parcial de todos os 11
segmentos do material genético que inclui I, R, C, M, A, N, T, E e H, para os genes
de VP4, 7, 6,1 e 3 e as NSP 1 a 5/6 respectivamente (Matthijnssens, 2012).

O virus é classificado em oito grupos (A-H). Os grupos A, B, C séo
reconhecidos por infectar seres humanos e animais, enquanto que os virus dos
grupos D, E, F e G foram confirmados apenas em animais até agora (Figura 8). No
entanto, em 1997, um novo grupo de rotavirus (H) foi descoberto infectando
humanos adultos e que ndo pertencia a nenhuma outra espécie estabelecida (Yang
et al., 1998; Matthijnssens et al., 2012). Este novo virus foi nomeado “novo rotavirus
da diarreia adulta” (ADRV-N) (Yang et al., 2004; Alam et al., 2007). Recentemente,

um virus correlacionado ao ADRV-N foi isolado em porcos (Wakuda et al., 2011).

Bovine b
Guanaco
Human
Sheep
Rabbit
Horse
Mutine Rotavirus A
~ Rhesus
100 L Cat
Canine
e Porcine
) Pigeon
. ﬂ Turkey
Human b
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Chicken 1 Rotavirus F
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100 _E Human ] Rotavirus C
. Rat

Figura 8: Classificacdo e diversidade genética dos Rotavirus pela andlise

filogenética do gene da VP6. Fonte: Phan et al. (2013).

2.3.2. Transmissao, fisiopatologia e epidemiologia
O Rotavirus do grupo A pertencente a familia Reoviridae, sub-familia

Sedoreovirinae e género Rotavirus. E historicamente o principal agente causador da
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gastroenterite viral aguda e responsavel por alta taxa de hospitalizagdo (Estes, 2001,
Clark e McKendrick, 2004; Ramani e Kang; 2009 e Madsen et al., 2014).

Os Rotavirus do grupo A sdo os mais importantes agentes associados a
diarreia nos paises em desenvolvimento e responsaveis por alta taxa de
hospitalizagdo (Natchu e Bhatnagar, 2013). Ele é o principal causador de diarreia
infantil humana grave e em muitas espécies de animais em todo o mundo, podendo
levar a desidratacao grave e morte, estando associada com, aproximadamente, mais
de 500 mil mortes anuais de criangcas menores de cinco anos, estimadas antes da
introducéo da vacina (Parashar et al., 2003; Natchu e Bhatnagar, 2013).

Algumas pesquisas sobre a prevaléncia de anticorpos contra o RV em
mamiferos selvagens em cativeiro revelaram soropositividade em uma grande
variedade de animais, indicando a susceptibilidade a infeccdo RV, podendo ser
assintomaticas ou se expressarem por diarreia de forma moderada ou grave (Ward,
1990).

O modo de transmissao € oral-fecal através de alimentos e agua
contaminados com o virus, mas alguns autores relatam a transmissao pelas vias
respiratérias. O periodo de incubacdo € de 48 horas, e logo depois surgem 0s
primeiros sinais de diarreia e o virus é excretado nas fezes. O tempo de liberacédo do
virus pelo agente contaminado dura em média 10 dias, mas pode chegar até 57 dias
(Richardson et al., 1998; Linhares et al., 1981; Estes e Cohen, 1989).

E sensivel a detergente e solventes lipidicos (éter, cloroférmio), e sua
resisténcia fora do hospedeiro € baixa. O virus é rapidamente inativo a temperaturas
altas, sendo destruido a 50°C durante 15 minutos. E sensivel ao dessecamento, luz
solar, radiagdo ultravioleta, hipoclorito de sodio, soda caustica a 2%, sabdes,
detergentes, formalina a 10%, glutaraldeido a 2%, fenois a 5%, cresois. E um virus
estavel por longos periodos a 4°C, entre pH 3 e 9, se conservado a -20°C em tecido
mergulhados em glicerina tamponada, o virus se mantém por varios anos. (Flores,
2012; Mayr e Guerreiro, 1972).

Os rotavirus infectam os enterécitos das vilosidades do intestino delgado
e replica exclusivamente no citoplasma celular e sdo capazes de realizar rearranjo
genético. In vitro o cultivo do virus é facilitado pelo tratamento com enzimas
proteoliticas, que aumentam a capacidade por infec¢do pela clivagem da proteina
VP4, um polipeptideo localizado no capsideo externo. As particulas virais sao

formadas por brotacdo no reticulo endoplasmatico e séo evidentes transitoriamente
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nesta etapa da morfogénese, as particulas maduras sdo liberadas a partir da lise
(Estes e Kapikian, 2007; Trask et al., 2012).

Esses virus sdo predominantemente espécie-especificos. Entretanto,
infeccdes heterdlogas sdo relatadas com grande frequéncia. Cepas virais que sédo
geneticamente relacionadas com virus de origem bovina, suina, canina, felina e
aviaria tém sido isoladas de criangas com infec¢bes sintomaticas ou assintomaticas.
Ademais, combinacfes genotipicas comumente associadas com cepas de rotavirus
do grupo A de origem humana tém sido identificadas em animais (Rahman et al.,
2003; Steyer et al., 2008).

No Brasil, a primeira descricdo de RV em humanos ocorreu em 1976, a
partir de material fecal proveniente de criancas admitidas em um hospital publico de
Belém, PA (Linhares et al., 1977). Ja a primeira descricdo da presenca de RV em
animais foi nas décadas de 1960 e 1970 por detectar as particulas do tipo RV no
intestino de animais apresentando doencas diarreicas (Estes e Kapikian, 2007).

Estudos demonstram que animais jovens de varias espécies, tém sido
acometidos por infeccbes por RVs, mostrando que a diversidade genética de tais
virus pode ser mais frequente, principalmente nos paises em desenvolvimento.
Provavelmente devido aos baixos niveis de higiene, defesas imunolégicas
deprimidas, infeccbes parasitarias, desnutricdo, além do estreito relacionamento
entre 0 homem, animais domeésticos e selvagens. Isso colabora para o surgimento
de infeccbes mistas e, consequentemente, rearranjos gendomicos (Mascarenhas et
al., 2007).

Segundo uma estimativa da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) feita
em 2008, cerca de 453.000 mortes por ano no mundo ocorre devido a infecgdo por
rotavirus em criangas menores de cinco anos (Tate et al., 2012).

No Brasil, a rotavirose, por se tratar de uma doenca de grande magnitude,
é de notificagdo compulsoria, segundo o Ministério da Saude, foram notificados
9.812 casos suspeitos no pais de 2006 a 2012, sendo 2.347 casos confirmados, o
gue representa uma positividade de 23,9%. Dessa forma a vigilancia epidemioldgica
€ de extrema importancia para avaliar os perfis de genadtipos de rotavirus circulantes,

promover medidas de prevencao e controle (Assis et al., 2013).
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2.4.Picobirnavirus

2.4.1. Agente etioldgico

Picobirnavirus (PBV) pertence a familia Picobirnaviridae. De acordo com o
Comité Internacional de Taxonomia dos Virus (ICTV) séo classificados em duas
espécies Human picobirnavirus e Rabbit picobirnavirus. Sua nomenclatura esta
diretamente relacionada as caracteristicas estruturais do virus. Seu diametro de 30 a
35 nm lhe rendeu o prefixo “pico”, que se refere ao diminuto tamanho do virion e
“birna” (figura 9), representa o genoma viral constituido por dois segmentos de
RNAds (Pereira et al., 1988a; Nates, Gatti e Ludert, 2011; ICTV, 2013).

Figura 9: Representacéo esquematica do virion dos Picobirnavirus. Fonte:

http://viralzone.expasy.org/all by species/602.html.

O PBV é um virus nao envelopado, constituido por um capsideo
icosaédrico que protege os dois segmentos do RNAds gendmico (Mondal, et al.,
2014). O tamanho dos segmentos gendmicos de PBV tem sido estimado utilizando
como referéncia o perfil de migragdo eletroforética do genoma de estirpes de
rotavirus padrao em eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) (Pereira et al.,
1988b; Ludert et al., 1991).

Assim como ocorre com outros virus de genoma RNAds, tais como
rotavirus e birnavirus, as bandas que constituem os segmentos genémicos do PBV
podem apresentar perfis de mobilidade eletroforética distintos (longo ou curto) em
diferentes amostras submetidas a EGPA. No PBV de perfil curto, o maior segmento
possui 1,75 kpb e o menor 1,55 kpb. No perfil longo, os tamanhos estimados dos
segmentos maior e menor dos PBV sdo de 2,3 a 2,6 kpb e de 1,5 a 1,9 kpb,
respectivamente (Gatti et al., 1989).

A organizacdo do genoma desse virus € baseada na amostra de PBV

humano (Hy0050102), origindria da Tailandia. Esta era a Unica sequéncia de


http://viralzone.expasy.org/all_by_species/602.html
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genoma de PBV completo conhecida até 2012, mas Woo et al. (2012) relataram o
genoma completo de PBV detectado em fezes de um ledo marinho. (Nates, Gatti e
Ludert, 2011).

Se tratando da amostra humana Hy005012, o Segmento 1 e o Segmento
2 possuem tamanhos de 2525 e 1745 pares de bases, respectivamente. O
segmento 1 possui duas regides abertas de leitura (ORF1 e ORF2) responsaveis
pela expressdo de uma proteina de funcdo ainda desconhecida e a proteina do
capsideo. O segmento 2 possui uma Unica regido aberta leitura (ORF1) que codifica
um peptideo de 534 aminoéacidos (Figura 10) (Nates et al., 2011). Com base na
variabilidade genética do segmento 2, os PBVs tem sido classificados em dois
genogrupos: genogrupo | (Gl) e genogrupo Il (Gll). A maioria das amostras descritas
pertence ao Gl do PBV e infecta uma ampla variedade de espécies hospedeiras
(Bhattacharya et al., 2007). Na figura 11 é possivel observar a relacéo filogenética

entre sequéncias genémicas de PBV do Gl.

PBV Segment 1 552 aa
828 ORF2 2486
224 aa [ 2525
1 J
157 ORF1 831

ORF1 -=—UCAUGAAACAGA~—
ORF2 —-AUCAUGAAACAG--
94 1698
L fr—1745
534 aa

PBV Segment 2

Figura 10: Organizacdo estrutural dos segmentos genémicos de Picobirnavirus

baseado na sequéncia prototipo de PBV humano. Fonte: Ganesh et al. (2014).
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Figura 11: Relacao filogenética entre sequéncias gendmicas de PBV do genogrupo

I, relativas a produto de 201pb do gene RpRd. Fonte: Navarro, (2015).

2.4.2. Transmissao, fisiopatologia e epidemiologia

O virus ja foi encontrado em amostras de fezes diarreicas ou nao de
diferentes hospedeiros mamiferos, incluindo o homem, aves e répteis. Sdo descritos
varios estudos de deteccdo e/ou caracterizacdo molecular de PBV encontrados em
diversas espécies incluindo coelhos (Gallimore et al., 1993; Ludert et al, 1995) , caes
(Costa et al, 2004; Fregolente et al., 2009), gado (Buzinaro et al.,2003; Malik et al.,
2014) potros, suinos (Banyai et al., 2008; Ganesh et al, 2011; Martinez et al., 2010;),
cobaias (Oliveira et al., 1989), ratos (Pereira et al., 1988b; Fregolente et al., 2009),
macacos (Wang et al., 2012), tamandua-bandeira (Haga et al., 1999), orangotangos,
tatus (Masachessi et al., 2007), cavalos (Browning et al., 1991), ledo, onca-pintada,
onga-parda, gato-do-mato (Gillman et al., 2013), serpentes (Fregolente et al, 2009),
frangos (Tamehiro et al., 2003), gansos, faisdes, pelicanos (Masachessi et al., 2007)
e humanos (Ganesh et al., 2010, 2011).

A transmisséao do virus se da por via fecal-oral, em funcéo de ser um virus
entérico. Estudos mostram que os torovirus, pestivirus e picobirnavirus, em geral
Sao responsaveis por quadros diarreicos em animais e também estdo associados a
casos de diarreia em humanos (Wilhelmi et al., 2003). Em estudos envolvendo

animais de cativeiro, ndo houve associacdo do PBV com diarreia, sugerindo que
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estes animais atuem como reservatorios ou portadores assintomaticos persistentes,
enguanto que nos animais domeésticos o PBV participe como patdégeno oportunista
(Malik et al., 2014).

A excregcao de PBV nas fezes de humanos tem sido relatada tanto em
individuos com diarreia como também em hospedeiros assintométicos. Embora
alguns estudos epidemioldgicos tenham relatado a presenca do virus em amostras
fecais de adultos e criancas com diarreia, a relacdo etiologica do PBV com a
sindrome diarreica ainda ndo pode ser claramente estabelecida. Atribui-se a esta
relacdo inconclusiva a escassez de estudos epidemiolégicos controlados, os
resultados conflitantes das frequéncias detectadas nos individuos sintomaticos e
assintomaticos e a associagdo com outros micro-organismos de patogenia bem
esclarecida (Ganesh et al., 2010).

Os mecanismos da infeccédo por PBV e sua associacdo a gastroenterites
ainda néo estdo esclarecidos, embora em humanos haja indicios de que estes virus
atuem como agentes emergentes, oportunistas, principalmente em individuos
imunocompromissados e inclusive com potencial zoonético, apés comparacdo de
sequéncias de nucleotideos de PBV identificados em humanos e em animais
(Giordano et al., 2008. Ganesh et al., 2010).

Haga et al. (1999), em andlises semanais, relataram a eliminacdo do
PBV, durante quatro meses nas fezes de tamandué-bandeira (Myrmecophaga
tridactyla, Linnaeus, 1758) mantidos em cativeiro em um zoolégico do Brasil,
sugerindo a participacdo do virus em infec¢des crénicas ou persistentes. Pesquisas
com tatus e orangotangos de um zooldgico na Argentina, confirmaram a excrecao
intermitente do PBV por um periodo de seis a sete meses, respectivamente
(Masachessi et al., 2007). De forma semelhante, também ja foram relatados longos
periodos de excrecdo do PBV nas fezes de humanos infectados pelo HIV
(Grohmann et al., 1993; Giordano et al., 1999).

Uma vez que ainda nao foram estabelecidas linhagens celulares ou
modelos animais permissivos para a replicacdo do PBYV, testes imunodiagnosticos
para a deteccdo e/ou caracterizacdo do PBV ainda ndo estdo disponiveis
(Fregolente, 2009). As técnicas rotineiramente utilizadas para a deteccdo de PBV
séo a EGPA e a RT-PCR.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Carolus_Linnaeus

23

2.5.Adenovirus

2.5.1. Agente etiologico

Os adenovirus pertencem a familia Adenoviridae, a qual é composta por
cinco géneros oficiais e um género proposto na familia. Quatro géneros
(Mastadenovirus, Aviadenovirus, Ichtadenovirus e Testadenovirus) compreendem
AdVs que provavelmente co-evoluiram com mamiferos, passaros, peixes e
tartarugas, respectivamente. Os outros dois géneros (Atadenovirus e Siadenovirus)
tém uma ampla gama de hospedeiros. Somente 0s adenovirus pertencentes ao
género Mastadenovirus possuem importancia clinica, podendo infectar diversos
mamiferos como morcegos, bovinos, equinos, caninos, murinos, ovinos, pPorcinos,
primatas incluindo os humanos (International Committee on Taxonomy of Viruses —
ICTV 2013). Uma andlise de probabilidade méxima de sequéncias de aminoacidos
de DNA polimerase disponiveis de adenovirus é representada pela figura 12.

Infeccbes por AdVs ja foram descritas em mamiferos, aves, répteis,
anfibios, e peixes; particulas virais ja foram isoladas de pelo menos 40 espécies de
vertebrados (Figura 13) (Benko e Harrach, 2003; Davison et al., 2000; Schrenzel et
al., 2005; Wellehan et al., 2004).
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Figura 12: Diversidade filogenética de adenovirus representando seus géneros
Mastadenovirus, Aviadenovirus, Ichtadenovirus e Testadenovirus, Atadenovirus e
Siadenovirus. Fonte: Harrach B, (2014).



Figura 13: Taxonomia da familia Adenoviridae®. Fonte: Harrach B, (2014).
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Genus/species Type Strain Genome
Mastadenovirus
Bat mastadenovirus A BtAdV-3 G
Bat mastadenovirus B BtAdV-2 G
unassigned bat AdVs BtAdV-4, dozens of bat AdVs -
Bovine mastadenovirus A BAdV-1 G
Bovine mastadenovirus B BAdV-3 G
Bovine mastadenovirus C BAdV-10 -
Canine mastadenovirus A CAdV-1, 2 G
Equine mastadenovirus A EAdV-1 G
Equine mastadenovirus B EAdV-2 -
Human mastadenovirus A HAdV-12, 18, 31 G
Human mastadenovirus B~ HAdV-3,7, 11, 14, 16, 21, 34, 35, 50, simian AdV-21 (SAdV-21), 27-29, G
32, 33, 35, 41, 46, 47
Human mastadenovirus C ~ BAdV-9, HAdV-1, 2, 5, 6, SAdV-31, 34, 40, 42-45 all HAdVs and
SAdVs
Human mastadenovirus D HAdV-8-10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30, 32, 33, 36-39, 42-49, 51 G
Human mastadenovirus E HAdV-4, SAdV-22-26, 30, 36-39 G
Human mastadenovirus F~ HAdV-40, 41 G
Human mastadenovirus G~ HAdV-52, SAdV-1, 2, 7, 11, 12, 15 52, SAdV-1,7
Murine mastadenovirus A MAdV-1 G
Murine mastadenovirus B MAdV-2 G
Murine mastadenovirus C MAdV-3 G
Ovine mastadenovirus A BAdV-2, OAdV-2-5 BAdV-2
Ovine mastadenovirus B goat AdV-2 (GAdV-2), OAdV-1 -
Ovine mastadenovirus 0AdV-6 -
C (cand)
Porcine mastadenovirus A PAdV-1-3 3
Porcine mastadenovirus B PAdV-4 -
Porcine mastadenovirus ¢ PAdV-5 G
Simian mastadenovirus A SAdV-3, 4,6, 9, 10, 14,48 3, 6,48
Simian mastadenovirus SAdV-5, 8, 49, 50, + 9 untyped strains, baboon AdV-1 (BaAdV-1) 49, 50, +
B (cand) 9 strains,
BaAdV-1
Simian mastadenovirus BaAdV-2, 3, SAdV-19 G
C (cand)
unassigned simian AdVs SAdV-13, 16, 17, 18, 20,titi monkey AdV-1, colobus and tamarin AdVs, etc. 18, 20, titi
Tree shrew TSAdV-1 G
mastadenovirus A
Guinea pig mastadenovirus  GPAdV-1 -
A (cand)
Sea lion mastadenovirus California sea lion AdV-1 G
A (cand)
Squirrel mastadenovirus SgAdV-1 -
A (cand)
unassigned from alpaca, deer mouse, harbor porpoise, rabbit -
mastadenoviruses
Aviadenovirus
Falcon aviadenovirus A FaAdV-1 -
Fow! aviadenovirus A FAdV-1 CELO G
Fowl aviadenovirus B FAdV-5 340 G
Fowl aviadenovirus C FAdV-4, 10 ON1, C-2B 4
Fowl! aviadenovirus D FAdV-2,3, 9, 11 P7-A, 75, A2-A,380 9
Fowl aviadenovirus E FAdV-6, 7, 8a, 8b CR119,YR36, TR59, 8
764
Goose aviadenovirus A GoAdVv-1-4 4
Turkey aviadenovirus B TAdV-1 D90/2 G
Turkey aviadenovirus TAdV-4 G
C (cand)
Turkey aviadenovirus TAdV-5 1277BT, D1648 G

D (cand)
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Genus/species Type Strain Genome
unassigned turkey TAdV-2 -
adenovirus
Duck aviadenovirus DAdV-2 G
B (cand)
Pigeon aviadenovirus PiAdV-1 DA G
A (cand)
Psittacine adenovirus PsAdV-1 -
A (cand)
unassigned from gull, Meyer's parrot -
aviadenoviruses
Atadenovirus
Bovine atadenovirus D BAdV-4,5, 8 4
Bovine atadenovirus BAdV-6 G
E (cand)
Bovine atadenovirus BAdV-7 -
F (cand)
Duck atadenovirus A DAdV-1 G
Ovine atadenovirus D GAdV-1, 0AdV-7 7
Possum atadenovirus A PoAdV-1 -
Snake atadenovirus A SnAdv-1 corn snake, python G
unassigned snake AdVs SnAdv-2, 3 -
Cervine atadenovirus Odocoileus AdV-1 (OdAdV-1) -
A (cand)
Lizard atadenovirus LiAdV-1, 2 gila monster, 2
A (cand) Mexican beaded
lizard
unassigned from agama, anolis, bearded dragoon, blue-tongued skink, chameleon, -
atadenoviruses emerald monitor, fat-tailed gecko. Tokay gecko. tree dragon
Siadenovirus
Frog siadenovirus A FrAdv-1 G
Great tit siadenovirus A GTAdV-1 -
Raptor siadenovirus A RAdV-1 Hamis hawk, eagle G
owls
Skua siadenovirus A South Polar skua AdV-1(SPSAdV-1) G
Turkey siadenovirus A TAdV-3 G
Psittacine adenovirus PsAdV-2 -
B (cand)
unassigned siadenoviruses  from budgerigar, Gouldian finch, penguin, Sulawesi tortoise -
Ichtadenovirus
Sturgeon ichtadenovirus A white sturgeon AdV-1 (WSAdV-1) -
Testadenovirus (candidate genus)
Box turtle testadenovirus box turtle AdV-1, eastern box turtle AdV-1 -
A (cand)
Pancake tortoise pancake tortoise AdV-1 -
testadenovirus A (cand)
Slider testadenovirus slider AdV-1 red-eared -
A (cand) slider,yellow-
bellied slider

Unassigned Viruses in the Family

?

crocodile adenovirus

% Géneros oficiais e os nomes das espécies tal como publicado na pagina web oficial do ICTV estéo
em italico. Devido a confusdo na numeracao do serotipo, em alguns casos (por exemplo, entre os
adenovirus aviario), certas caracteristicas de estirpes sdo apresentadas para facilitar a identificacéo.
Genomas completos disponiveis estdo marcados em G ou pelo nimero do tipo do sorotipo
sequenciado (s).

Adenovirus sao virus icosaédricos, ndo sao envelopados, possuem
diametro de aproximadamente 90 nm, com genoma constituido por DNAfd
apresentando 34.100pb e codifica 36 proteinas, das quais 13 sdo estruturais. (Figura
14) (Russel et al., 2009).
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Figura 14: Representacdo esquematica da estrutura organizacional das proteinas

estruturais do virion de adenovirus. Fonte: Russel et al. (2009).

O capsideo proteico € composto por 252 subunidades, das quais 240 sao
hexons e 12 sdo pentons. A principal proteina do capsideo é a proteina hexon,
composta de 924 residuos de aminoacidos. Outras proteinas estruturais compdem o
capsideo como a penton e a fibra, além das proteinas secundarias associadas a
elas como a proteina VI, VIII, IX. Nos vértices do icosaedro, ocorrem 0s parametros
proteina penton e sobre eles, os trimeros da proteina fibra que representa trés
regides: cauda, eixo e botdo (Russel et al., 2009).

O genoma codifica aproximadamente 40 proteinas, com genes presentes
nas duas cadeias de DNA, transcritos em direcbes opostas e é dividido em onze
regides de transcricdo, baseadas na regulacdo temporal da expressao, sendo cinco
delas iniciais (E1A, E1B, E2, E3 e E4), duas intermediérias (IX e 1Va2) e uma tardia
(que origina cinco mRNAs — L1 a L5)(figura 15). Destas regifes, 0s genes iniciais

codificam proteinas ndo-estruturais, e as tardias codificam proteinas estruturais
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(Moraes e Costa, 2007).

Figura 15: Diagrama do genoma linear dos adenovirus, mostrando os primeiros (E)

e ultimos (L) genes. Fonte: Meier e Greber, (2004).

A biossintese viral ocorre no ndcleo celular e a etapa inicial compreende a
adsorcdo, penetracdo e transporte até o nucleo, onde ocorre a transcricdo e
traducdo de genes precoces (Russel, 2009). Simultaneamente a replicacdo, ocorre
uma fase tardia, caracterizada pela expresséao de genes estruturais. Os capsdémeros
sdo estruturados no nucleo e logo em seguida inseridos o0 DNA e as 12 proteinas do
tipo penton, com liberagédo viral por exocitose ou lise celular (Allard et al. 1992;
Horwitz 2001).

Em humanos, ao todo 52 sorotipos de adenovirus (hAdVs) ja foram
identificados e classificados em sete grupos, designados “A” a “G”, classificados de
acordo com suas caracteristicas biolégicas, imunoldgicas, genéticas e bioquimicas.
Foram oficialmente reconhecidos, 57 sorotipos, classificados por meio de reacdes de
hemaglutinagdo e soroneutralizagdo, e agrupados da seguinte forma: espécie A
(Ad12, 18, 31), espécie B (Ad3, 7, 11, 14, 16, 21, 34, 35, 50, 55), espécie C (Ad1, 2,
5, 6, 57), espécie D (Ad8-10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30, 32, 33, 36- 39, 42-49, 51, 53,
54, 56), espécie E (Ad4), espécie F (Ad40 e 41) e espécie G (Ad52) (De Jong et al.
1999, Jones et al. 2007, ICTV 2013, Wold e Ison 2013).

Uma nova classificagdo baseada em analises da sequéncia gendmica
completa dos adenovirus utilizando bioinformatica foi proposta, sugerindo a
existéncia de 68 diferentes tipos de HAdV, incluindo novos virus emergentes e
recombinantes (Seto et al. 2011, Buckwalter et al. 2012, Ghebremedhin 2014).

2.5.2 Transmissao, fisiopatologia e epidemiologia
Os adenovirus podem ser transmitidos pela via fecal-oral, pelo contato

direto de individuo susceptivel com fezes ou objetos contaminados contendo
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particulas virais viaveis, pela via respiratoria, através do contato do virus com a
conjuntiva ocular ou até mesmo por transplante de 6rgdos que contém o0s virus na
forma latente (Runde et al. 2001, CDC 2011, Wold e Ison 2013).

Por ndo possuirem envelope, apresentam capsideo bem organizado. Séo
virus bastante estiveis em condicbes ambientais, resistindo por longos periodos em
meio liguido ou em superficies em estado dessecado, resistindo até mesmo a
agentes quimicos desnaturantes, dependendo de suas concentracdes e tempo de
incubacéo (Gordon et al. 1993, Mattner et al. 2008). Alguns sorotipos de adenovirus
apresentam resisténcia também ao processo de tratamento de aguas de esgoto
(Mena e Gerba 2009).

O periodo de incubacdo dos adenovirus em individuos saudaveis varia de
dois a quatorze dias (CDC 2011, Tebruegge e Curtis 2012). As infec¢des causadas
ocorrem em individuos de todas as idades e em diversas partes do mundo (Ramani
e Kang, 2009, CDC 2011, Luksic et al. 2013, Walker e Ison 2014)

Os virus se replicam em células maduras das vilosidades do intestino
delgado, além de poderem se replicar de forma limitada em linfocitos, ou em células
do epitélio respiratério ndo-ciliado, como nas tonsilas e adenoides dependendo do
sorotipo viral (Lukashok e Horwitz 2006). A partir dos sitios primarios de infeccéo, o0s
adenovirus podem atingir as vias circulatérias e produzir infeccdes em diversos
tecidos do organismo, de forma que esses virus ja foram detectados em
praticamente todos os 6rgdos dos humanos. Sao excretados em elevado niumero de
particulas virais nas fezes e pelas vias respiratérias de individuos infectados,
podendo atingir as vias urinarias de alguns individuos, dependendo da espécie e
sorotipo (Wold e Ison 2013).

Os AdVs sdo muito comuns na populacdo humana podendo causar
doencas respiratérias, conjuntivite e gastroenterite (Vogels et al., 2003). Entre os
adenovirus animais, os mais importantes pode-se citar os AdVs canino tipo 1 e tipo
2, agentes de hepatite, além das sindromes respiratérias e entéricas causadas em
cdes (Buonavoglia e Martella, 2007). Nas aves, alguns adenovirus podem ser
agentes da sindrome da queda da postura, doenga economicamente importante que
leva a queda subita na postura e na producéo de ovos (Li et al., 2010).

Em mamiferos terrestres os AdVs possuem uma gama de hospedeiros.
Na maioria dos casos sdo considerados espécie-especificos, com algumas

excecdes como é o caso do CAV-1 que é conhecido por infectar um grande nimero
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de espécies de carnivoros silvestres tais como raposas, lobos, guaxinins, gambas e
ursos (Woods, 2001).

Provas obtidas a partir da anélise de amostras de fezes de Lycalopex
gymnocercus e Cerdocyon thous, em relacdo ao consumo de lixo e presenca de
altas taxas de HAdV, ja é relatado. Possivelmente a passagem do virus de origem
humana por uma espécie de canideos selvagens, eventualmente, constitui um
marcador que aponta para a contaminacdo dos alimentos ou agua pela atividade
antrépica invasiva sobre os ecossistemas que vivem os animais (Monteiro et al.,
2015).

2.6. Circovirus e Cyclovirus

2.6.1. Agente etiologico

Os membros da familia Circoviridae séo conhecidos por infectar uma
ampla gama de hospedeiros vertebrados e compreende 3 géneros: Circovirus,
Gyrovirus e o recentemente descrito, Cyclovirus. Os membros dessa familia
apresentam particulas virais de aproximadamente 20 nm de diametro, nao
envelopados, com capsideo de simetria icosaédrica (Figura 16), que envolve um
genoma constituido de uma molécula de fita simples de DNA circular de
aproximadamente 2 kb (Todd et al., 2005).

b,
0
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Figura 16: Representacdo esquematica do virion Circovirus. Fonte:

http://viralzone.expasy.org/all by species/118.html.

Os circovirus sao 0s menores virus capazes de infectar animais de que se
tem conhecimento. Tanto os membros do género Circovirus como os do género
Cyclovirus possuem genomas com duas “ORFs” (Regides abertas de leitura)

principais (Figura 17), que codificam o gene da proteina iniciadora da replicacdo em
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circulo rolante (REP) e o gene da proteina do capsideo (CAP), (Todd et al., 2005).

Rep Rep : Rep

Cap Cap

PCV2 cv Cycv
SF beef3/10/15 NG chicken 38 NG chicken 8/15
1767 bp 2037 bp 1760 bp
Cap

=n :\Rep
Re
Intron P

CyCv
Tadarida brasiliensis
1703 bp

p
CyCv
PK goat21/beef23
1838 bp
Cap

Cap

Figura 17: Organizacado gendmica dos Circovirus e Cyclovirus em animais. Fonte: Li
et al. (2011).

Uma estrutura em alca cuja extremidade consiste em uma sequéncia de
nove nucleotideos (nonamero) altamente conservada, localizada entre as porg¢des 5’
das duas principais ORFs, tem papel fundamental na iniciagéo da replicagéo viral em
ambos os géneros (Hattermann et al., 2003; Johne et al., 2006; Mankertz et al.,
2000; Niagro et al., 1998; Stewart et al., 2006; Todd et al., 2001, 2007). No entanto,
em comparagcdo com 0s circovirus, os cyclovirus possuem proteinas Rep e Cap
menores e a regiado intergénica (IGR) 3’ entre os codons de parada das duas ORFs
esta ausente ou é formada somente por poucas bases (Li et al., 2010, 2011).

Os cyclovirus ainda apresentam modificacbes em pequenas sequéncias
de aminoécidos localizadas na regido terminal da Rep associadas com a replicacéo
em circulo rolante e com a ligacdo de desoxirribonucleotideos. Em contrapartida, a
porcdo terminal de Cap nos cyclovirus, assim como nos circovirus, tem carater
altamente basico e é rica em arginina. Portanto, cyclovirus sdo distintos dos
circovirus com relacdo a diversas caracteristicas Unicas do seu genoma, além de

filogeneticamente formarem um grupo distinto (figura 18) (Delwart e Li, 2011).
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Figura 18: Analise filogenética com membros representativos da familia

Circoviridae. Fonte: Lima et al. (2015).

2.6.2. Transmissao, fisiopatologia e epidemiologia

Estudos demonstraram que tanto circovirus como cyclovirus sao
altamente prevalentes em amostras de fezes de humanos de paises em
desenvolvimento (Ge et al., 2011, Li et al., 2011).

O circovirus e cyclovirus sdo extremamente estaveis sob condi¢des
ambientais, podendo conservar seu potencial infectivo, em cultivo celular, apos
incubacao a altas temperaturas (56 — 70°C), tratamentos em pH &cido (proximo de
3,0) e solvente organico (cloroférmio) (Allan et al., 1994). Essa resisténcia a
inativacdo desempenha um importante papel na epidemiologia do agente,
implicando no controle das infec¢des por esses virus.

Os Circovirus infectam inUmeras espécies de aves incluindo papagaios,
pombas, gaivotas, patos, gansos, cisnes, corvos, canarios, tentilhdes, estorninhos e
galinhas (Niagro et al.,, 1998; Mankertz et al., 2000; Todd et al., 2001, 2007;
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Hattermann et al., 2003; Johne et al., 2006; Stewart et al., 2006; Halami et al., 2008;
Li et al., 2011). E também ja foram detectados em amostras ambientais (Rosario et
al., 2009; Blinkova et al., 2009; Lopez-Bueno et al., 2009; Kim et al., 2008).

Em aves, os circovirus tém sido associados com deplecdo linfoide,
Imunossupressao e problemas de desenvolvimento com deformidades do bico e das
garras, crescimento retardado e problemas nas penas (Stewart at al., 2006 e Todd ,
2000).

Até o momento, apenas dois circovirus demonstraram ser capazes de
replicar extensivamente em mamiferos, os circovirus suino tipos 1 e 2 (PCV-1 e
PCV-2). Desses, o PCV-1 é considerado ndo-patogénico, enquanto a infeccdo pelo
PCV-2 pode ser tanto assintomatica, quanto causar uma variedade de sinais clinicos
com um significativo impacto econdmico para animais de produgao por exemplo
(Opriessnig et al., 2007; Grau-Roma et al., 2011).

A infeccdo por PCV-2 pode causar uma variedade de sinais clinicos em
suinos, incluindo a sindrome multissistémica do definhamento, dermatite, nefropatia
e problemas reprodutivos em suinos (Darwich et al., 2004; Ellis et al., 1998, Ellis et
al., 2004, Firth et al., 2009).

A transmissdo dos virus em questdo ocorre principalmente por via
oronasal e infecta células do sistema imunoldgico, como macroéfagos, linfocitos e
células dendriticas (Segalés et al., 2005 , Grau-Roma et al., 2011) . Portanto, pobre
biosseguranca e higiene inadequada nos procedimentos de criagdo ou manejo do
rebanho séo fatores de risco significativos (Madec et al., 2008; Schmoll et al., 2008).

Apés a infeccao e replicacdo em células do sistema imunoldgico, o PCV-2
produz viremia e se dissemina sistemicamente no organismo. Um desequilibrio das
substancias mediadoras da imunidade, morte de linfécitos e falhas na reposicédo de
células linféides colaboram para esta imunodeficiéncia. As lesbes macroscopicas
mais importantes em suinos incluem a hipertrofia de linfonodos (inguinais,
submandibulares, mesentéricos e mediastinicos), atrofia do timo e auséncia de
colabamento pulmonar (Zanella, 2003).

Os Cyclovirus ja foram detectados em diversos mamiferos (homens,
chimpanzés, bovinos, caprinos, suinos, ovinos, morcegos, cavalos e camelos), em
aves (galinhas e patos) e em insetos (libélulas e baratas da espécie Eurycotis
floridana) (Li et al., 2011; Rodriguez, et al., 2013; Dayaram, 2013). Apesar de uma
elevada diversidade genética, a transmissao cruzada entre espécies parece ser

provavel, pelo menos em mamiferos (Dayaram, 2013; Li, et al. 2011; Tan Le et al.,
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2013). A deteccado em diferentes amostras humanas e animais de criacdo sugere
que cycloviruses pode causar infeccfes sistémicas em mamiferos (Li et al., 2011,
Tan Le et al., 2013). No entanto, em contraste com 0s circovirus, a importancia da
infeccdo por cyclovirus para o desenvolvimento das doencas ainda é pouco relatada.

Cyclovirus tém sido relacionados com infec¢cdes respiratorias e
neurolégicas em seres humanos. A presenca do virus foi demonstrada no soro,
fezes ou liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com paralisia flacida aguda,
paraplegia ou suspeita de infeccdo do sistema nervoso central no Paquistéo,
Tunisia, Malawi e nas regides Sul e Central do Vietnad (Li et al., 2011, Tan Le et al,,
2013; Phan, 2014).

Proteinas Rep de cycloviruses também ja foram encontradas em
amostras de secre¢cOes nasais de cavalos que apresentavam problemas
respiratérios, indicando que os virus podem ser inalados no ambiente (Li, et al.,
2015).

Testes com amostras de fezes de suinos e aves no Vietna também foram
encontrado DNA de cyclovirus, sugerindo possiveis fontes de infeccdo humana.
Uma vez que cyclovirus presentes em amostras de tecido muscular de frango, gado,
cabra, chimpanzés, ovelha e camelo possuem caracteristicas similares a cyclovirus
detectados em amostras de fezes de humanos, indicando uma possivel transmisséo
interespecifica (Li et al., 2010, 2011).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Area de estudo

A Rodovia do Sol atravessa o0os municipios de Vitoria, Vila Velha e
Guarapari (Figura 19). Esta regido compreende um clima tropical chuvoso com
temperatura acima de 18° C, sendo fevereiro e julho os meses mais quente e frio,
respectivamente. A vegetacdo marginal da rodovia € composta, principalmente por
Restinga, a qual é considerada uma area fundamental para a biodiversidade, em
espécies vegetais e animais presentes em grande parte da area adjacente a rodovia
(Incaper, 2015). Ao longo do Sistema Rodovia do Sol existem trés importantes
reservas ambientais: o Parque Natural Municipal de Jacarenema (307 ha), Area de
Preservacdo Ambiental de Setiba (12.960 ha) e Parque Estadual Paulo César Vinha
(1,500 ha).

Regularmente, a Rodosol monitora 67,5 km de pista, a cada 1h e 30min,
24 horas por dia, para averiguacdo da ocorréncia de incidentes, acidentes e
atropelamentos de fauna. Os animais encontrados mortos e/ou vivos Sao
prontamente recolhidos, registrados quanto ao local, hora da ocorréncia e espécie.
Em seguida, os animais mortos séo identificados, congelados e posteriormente sdo

encaminhados ao Laboratério de Anatomia Veterinaria da UVV.
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Figura 19: Mapa do Brasil e do Estado do Espirito Santo, indicando a extensdo da

Rodovia do Sol. Fonte: www.e-pedagio.com.br.

3.2. Coleta de espécimes biologicos

O presente estudo avaliou exemplares de Cerdocyon thous de vida livre,
gue foram recolhidos mortos, devido colisdo com veiculos automotores, no trecho
concessionado da rodovia estadual ES-060, no periodo entre os anos de 2012 a
2015, autorizado pelo SISBIO com registro n° 49417-1 e pela comisséo de ética da
Universidade Vila Velha com registro n° M03-2016MS9.

Inicialmente todos os individuos de C. thous foram identificados (Tabela
1) e examinados quanto aos seus dados biométricos, como sexo, tamanho do corpo
(cm), peso (g) e quanto a classe etaria. Os animais foram classificados como jovens

quando apresentavam o peso menor que 3,5 kg, 0s que apresentavam peso entre
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3,6 e 55 Kg foram classificados como sub-adultos e acima de 5,5 kg foram
considerados adultos (Tabela 4) (Michalski 2000; Wilson et al. 1996).

Tabela 1. Identificacdo dos exemplares de Cerdocyon thous necropsiados no
periodo de 2014 4 2015.

Ano de Km do Data da

Identidade recolhimento atropelamento necropsia
00x2M12 2012 41 26/09/2014
1329M12 2012 57,2 26/09/2014
1395M12 2012 35,7 02/10/2014
1420M12 2012 39,5 02/10/2014
2374M14 2014 45 10/10/2014
1876M13 2013 44,6 10/10/2014
2355M14 2014 17,9 17/10/2014
24571M14 2014 29 04/11/2014
24572M14 2014 40,7 04/11/2014
1745M13 2013 19,6 07/11/2014

522M13 2013 24 07/11/2014
2397M14 2014 41,5 07/11/2014
2289M13 2013 38,2 07/11/2014
1626M13 2013 37 14/11/2014
1619M13 2013 28 14/11/2014
15000M13 2013 40 14/11/2014
1631M13 2013 22 14/11/2014
2555M14 2014 52 13/03/2015
2764M15 2015 61 25/03/2015
27M3815 2015 20,5 07/05/2015
2748M15 2015 19,9 07/05/2015
2747M15 2015 19 08/05/2015
2734M15 2015 55,3 11/05/2015
2755M15 2015 38 08/05/2015
2771M15 2015 36 04/08/2015
2150M14 2014 22,3 12/09/2014

00x3M13 2013 34,6 27/10/2015
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00x1M14 2014 32 12/09/2014
2754M15 2015 38 07/05/2015

(Km) Quildmetro.

Em seguida foram submetidos a exames necroscépicos para coleta das
amostras de fezes, recolhidas diretamente da ampola retal dos animais (Figura 20).
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Figura 20: Exemplar de Cerdocyon thous submetido ao exame biométrico e exame

necroscopico para coleta de material biolégico. Fonte: Arquivo pessoal.

Também foram recolhidos pequenos fragmentos de rins e figado e ainda,
amostras de tecido nervoso, recolhidas ap0s abertura da caixa craniana, feita por
meio de broca cirargica de uso odontoldgico, acoplado a uma caneta de alta rotacédo
e micromotor odontoldgico (Figura 21). Posteriormente todas as amostras bioldgicas
foram identificadas, congeladas e armazenadas no Laboratério de Anatomia
Veterinaria da UVV.
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Figura 21: Abertura da caixa craniana de um exemplar de Cerdocyon thous, feita
por meio de broca cirdrgica de uso odontolégico, acoplado a uma caneta de alta

rotacdo e micromotor odontoldgico. Fonte: Arquivo pessoal.

Pelo fato dos animais terem ido a 6ébito em colisdo por veiculo automotor,
nao foi possivel recolher o material biolégico de tecido nervoso de todos os 29

exemplares (Tabela 2).

Tabela 2: Identificacdo do material biologico de Cerdocyon thous, para avaliacdo

dos virus entéricos e raiva.

N° total de animais  Material biolégico  Quantidade de material coletado

Fezes 29
29 Rins / Figado 29
Tecido nervoso 16

As amostras fecais, rins e figado foram encaminhadas ao Laboratério de
Microbiologia da Universidade Federal do Espirito Santo, campus S&o Mateus
(CEUNES) e em seguida submetidas a analises pelas técnicas: eletroforese em gel
de poliacrilamida (EGPA) para deteccdo de rotavirus e picobirnavirus. Utilizou-se
também da PCR para investigar a ocorréncia a sequéncia de possiveis adenovirus
presentes nas amostras. Posteriormente, a partir das amostras que apresentaram

tamanhos (pesos moleculares) esperados (especificos) para adenovirus, foram
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feitas novas extracdes e estas foram encaminhadas ao Laboratério Dra. Maria
Benko do Instituto de Pesquisa Médica Veterinaria no Centro de Investigacao
Agricola, da Academia de Ciéncias da Hungria para o sequenciamento.

As amostras de tecido nervoso encefalico foram encaminhadas ao
Laboratorio de Diagnoéstico da Raiva — Instituto de Defesa Agropecuéria e Florestal
do Espirito Santo (IDAF-ES), onde foram submetidas aos testes de
imunoflorescéncia direta e prova bioldgica por meio de inoculagéo intracerebral em

camundongos suicos, conforme preconizado pela OMS.

3.3. Processamento das amostras

3.3.1. Preparo da suspenséo fecal

Todas as amostras coletadas foram mantidas a 4°C até o momento da
suspensao fecal.

Para a suspenséo fecal foi utilizado aproximadamente 200mg de amostra
fecal de cada animal e diluidas a uma concentracdo de 20% (g/ml) de 1000 uL
tampéo Tris-Célcio com pH 7,2 (anexol), homogeneizadas em agitador tipo Vortex
(Biomixer) e centrifugadas em micro centrifuga refrigerada (Novatecnica) a 3000 rpm
por 10 min. Depois da transferéncia do sobrenadante de 700 pL, foram mantidas a -

20°C até a extracdo do &cido nucleico viral.

3.3.2. Preparo da suspensao de tecido (rins e figado)

Para a suspenséo fecal foi utilizado aproximadamente 100 a 200mg de
amostra rins e figados de cada animal, triturados, congelados e descongelados por
trés vezes, em seguida diluidas a uma concentracdo de 20% (g/ml) de 1000 pL
tampdao Tris-Célcio com pH 7,2 (anexol), homogeneizadas em agitador tipo Vortex
(Biomixer) e centrifugadas em micro centrifuga refrigerada (Novatecnica) a 3000 rpm
por 10 min. Depois da transferéncia do sobrenadante de 700 yL, foram mantidas a -

20°C até a extracdo do acido nucleico viral.

3.3.3. Extracéo de acido Nucleico
O &cido nucleico foi extraido através da metodologia descrita por Boom et

al. (1990), utilizando isotiocianato de guanidida-EDTA e particulas de silica.
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3.4. Processamento das amostras de tecido nervoso

As amostras de encéfalo foram encaminhadas congeladas e identificadas
para o Instituto Biologico do Estado do Espirito Santo (Ibees) do Instituto de Defesa
Agropecuaria e Florestal do Espirito Santo (IDAF) em Cariacica. A realizagdo do
exame de diagnéstico de raiva foi de inteira responsabilidade do laboratorio,
seguindo o protocolo preconizado pela Organizacdo Mundial da Saude.

Para deteccéo do virus, o Laboratorio de Diagnéstico da Raiva utilizou a
técnica de imunofluorescéncia direta e a prova biolégica por meio de inoculacéo

intracerebral em camundongos suicos.
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4. DETECAO VIRAL

4.1. Virus da raiva

4.1.1 Imunofluorescéncia direta

Essa etapa foi realizada pelos servidores do Instituto Biologico do Estado
do Espirito Santo (IBEES) no IDAF, utilizando a técnica da forma descrita na
Instrucdo Normativa n° 8, de 12 de abril de 2012 (Anexo 4), com algumas
modificacdes.

Utilizam de dois controles positivos e um negativo e fixam as laminas em
acetona por 30 min. No preparo de suspensdes de CCS e CClI, foi utilizado soro fetal
bovino na diluicdo ao invés de soro equino estéril ou gema de ovo embrionado.
Esses padrdes estdo de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e da

Organizacao Mundial de Saude Animal (OIE).

4.1.2. Prova biologica por meio de inoculagdo intracerebral em
camundongos suicos.

Essa etapa foi realizada pelos servidores do Instituto Biologico do Estado
do Espirito Santo (IBEES) no IDAF, utilizando a técnica da forma descrita na
Instrucdo Normativa n° 8, de 12 de abril de 2012 (Anexo 4), com algumas
modificacdes. Cada amostra foi inoculada em 8 camundongos e a observacao dos
camundongos apos inoculacdo das amostras de C. thous procedeu por 30 dias.
Esses padrdes estdo de acordo com a Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS) e da

Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE).

4.2. Rotavirus e Picobirnavirus

4.2.1. Eletroforese de gel de poliacrilamida — EGPA

A deteccdo de picobirnavirus e rotavirus através de EGPA, foi realizada
segundo o procedimento proposto por Pereira et al. (1983), com algumas
adaptacdes (figura 22). A eletroforese foi realizada em gel descontinuo, constituido
de duas fases, uma concentradora a 3,5% (Anexo 3.1) e uma separadora a 7%
(Anexo 3.2).
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Figura 22: Utilizacdo da cuba LCV 10x10 (Loccus) para realizagdo da eletroforese
em gel de poliacrilamida. Fonte: Arquivo pessoal.

A corrida eletroforética foi realizada em cuba LVC 10 x 10 (Loccus) a uma
tensdo constante de 150 V e corrente elétrica inicial de 15 mA por aproximadamente
2:00 horas.

O gel foi corado pelo método de impregnacdo pela prata (Hering et al.,
1982). O gel removido das placas da cuba de eletroforese foi fixado em solucéo
aquosa de &cido acético a 0,5% e etanol a 10% (Anexo 3.3), permanecendo em
agitacédo por 30 min. Depois de fixado, o gel foi transferido para uma solugéo aquosa
de nitrato de prata a 0,11 M (Anexo 3.4), no escuro e apos 30 min, foi lavado
rapidamente por trés vezes com agua destilada e entdo revelado em solucdo de
hidroxido de sodio a 3% (Anexo 3.5), acrescido com formalina a 0,2 M. O gel foi
mantido nessa solucdo por um periodo de 5 a 10 min, até o aparecimento nitido das
bandas de acido nucleico. A revelacdo foi interrompida pela transferéncia do gel

para uma solucao de &cido acético a 5% (Anexo 3.6).

4.3. Adenovirus

4.3.1. Reacao em cadeia pela polimerase (PCR)

A partir do acido nucléico extraido, foi realizada rea¢do de PCR seguida
por nested-PCR utilizando os pares de iniciadores POL_OUT_RE/POL_OUT _FO e
POL_IN_RE/POL_IN_FO, gerando fragmento de 550 pb e 300 pb, respectivamente,

descritos por Wellehan et al. (2004)(tabela 3), com algumas modificacdes.
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Para assegurar a gama excepcionalmente ampla, que, muito
provavelmente, inclui todos os membros da familia de adenovirus, iniciadores de
consenso foram concebidos para atingir a regido mais conservada do DNA viral, 0
gene DNA-polimerase.

O volume final de cada reacao de PCR foi de 25uL, contendo 2,5ul de 10x
PCR buffer(-Mg), 0,75ul de MgClI2, 0,5ul de 10 uM dNTP, 0,5uM de cada primer,
0,1ul de Tag DNA polimerase, 2,0ul de amostra e 18,15ul de h,o0 MilliQ + Depc. Os
ciclos de reacao foram executados da seguinte forma: PCR = 5 min a 94° C,
seguidos de 44 ciclos de 94° C por 30 s, 58,7° C por 1 min, 72° C por 1 mine 72° C
por 5 min. Com o produto de PCR, foi feita 0 Nested-PCR =5 min a 94° C, seguidos
de 44 ciclos de 94° C por 30 s, 53,6° C por 1 min e 72° C por 1 min, finalizando & 72°
C por 5 min. Os produtos foram separados por eletroforese em gel de agarose a
1,5%.

Tabela 3: Iniciadores utilizados nas reacdes de PCR e Nested-PCR para deteccgéo

do genoma de adenovirus, conforme descrito por Wellehan et al. (2004).

Round Primer Sequéncia *5’-3’ Fragmento (pb)
Outer polFouter TNMGNGGNGGNMGNTGYTAYCC 550bp
polRouter GTDGCRAANSHNCCRTABARNGMRTT
Inner polFinner GTNTWYGAYATHTGYGGHATGTAYGC 300bp

polRinner CCANCCBCDRTTRTGNARNGTRA

N =G/AITIC,M=A/IC,R=A/IG,W=AT,S=C/G,Y=CI/T,K=GIT,H=AIC/T, D=AIGIT, B =CIGIT

4.3.2 PCR e Sequenciamento

Os PCRs foram realizados de acordo com a descrigéo original (Wellehan
et al., 2004) com ligeiras modificacfes. O volume de reacao foi de 50 pl, constituida
por 37ul de &agua ultrapura esterilizada, 5 ul de 10x buffer de REDTaq DNA
Polymerase (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 1 pl de solugdo MgCI2 (25 mM),
1.5 pl de mistura de desoxirribonucleotido (10 mM), 1 pl de cada primer (50 mM)
(tabela 3), 2.5 ul REDTaq DNA Polymerase enzyme (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) e 1 pl amostra. Os fragmentos de DNA foram purificados com a utilizagao do
kit NucleoSpin Il (Macherey-Nagel, Duren, Alemanha).

O sequenciamento direto dos produtos amplificados e purificados foi

determinada com iniciadores internos apropriados em volume de 10 pl usando o kit
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comercial “Big Dye Terminator® v1.3 Cycle Sequencing Kit” (Applied Biosystems,
CA, USA) de acordo com as instrucfes do fabricante. A eletroforese foi realizada
pela maquina ABI PRISM 3100.

As sequéncias de DNA foram editadas usando o pacote Staden (Staden
et al., 2000) e foram avaliadas e comparadas a outras sequencias ja depositadas no

GenBank, usando o programa BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).

4.4. Circovirus e Cyclovirus

4.4.1. PCR e Sequenciamento

Os iniciadores foram selecionadas para alinhamento da sequencia do
genoma de circovirus usando o MegAlign do pacote DNAstar (Lasergene Inc, USA).
Para a PCR foram utilizados: Primers Cv-s 5 -AGA GGT GGG TCT TCA CNH TBA
AYA A-3 e Cv-as 5 -AAG GCA GCC ACC CRT ARA ART CRT C-3 e para a Nested-
PCR: primers Cn-s 5 -AGC AAG GAA CCC CTC AYY TBC ARG G-3 e Cn-as 5 ACG
ATG ACT TCN GTC TTS MAR TCA CG-3.

Os PCRs foram realizados usando Taq DNA polymerase (PeqglLab,
Germany) e buffer Y (PegLab) em uma reagéo 25 pl no Thermal Cycler PTC-200
(MJ Research, USA). O protocolo para a PCR incluiu, 5 min a 95°C, seguido de 45
ciclos, cada um consistindo de 94°C por 30 s, 46 °C durante 1 min e 72°C durante 1
min, e uma incubacéo final a 72°C para 5 min. O protocolo do ciclo Nested-PCR foi
idéntico, exceto a temperatura de 56°C em vez de 46°C. Os produtos de PCR foram
separados em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio. Em seguida os
produtos de PCR foram clonados usando o kit de clonagem TOPO TA (Invitrogen,
Alemanha) e sequenciados pelo método “primer walking”, utilizando
oligonucleotideos iniciais universais. As sequencias de nucleotideos gerados foram
avaliadas e comparadas a outras sequencias ja depositadas no GenBank, usando o
programa BLAST(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi) através do Nucleotide
BLAST.



http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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5. RESULTADOS

6.1. Registro da ocorréncia e caracterizacao do local dos atropelamentos.

Os animais encontrados mortos na extensao da rodovia ES 060 e que
foram recolhidos no periodo de 2012 & 2015, estdo apresentados na figura 23. Os
29 animais avaliados estdo registrados quanto ao local (Km) da ocorréncia do
atropelamento e pela cor dos pontos. Os pontos em vermelhos caracterizam os
individuos que apresentaram pelo menos um dos virus da pesquisa em suas

amostras e os identificados pela cor amarela ndo apresentaram os virus.

Buenos'Aires

SO e Google earth
o C

Guia de turismo Data das imagens: 6/14/2016 20 9"S 40°28'16.43"0 elev 19 m altitude do ponto de visdo 16.74 km

Figura 23: Identificacdo dos quildbmetros em que foi feito recolhimento dos

Cerdocyon thous pela Rodosol, representados quanto a presenca de virus (cor
vermelha) ou ndo (cor amarela) nas amostras. Fonte: Google earth.

A ES-060 além de cortar trés grandes reservas ambientais, também

apresenta em toda a extensao uma grande area rural que inclui varias fazendas,
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haras, hotéis fazenda e sitios, além de pequenas propriedades que podem ter
criacoes. Na figura 24 é possivel identificar 19 destas propriedades e observar a

proximidade que existe entre animais selvagens com o ambiente antropizado.

Cariacica™ N

Praia'de Meaipe
Vi

/. o Lands Google earth
F : = b :

Guia de turismo Data dasiimagens: 12/13/2015  20°42'35.02"S 40°10'53.07"0 elev. -38 m altitude do ponto de visdo 38.22 km

Figura 24: ldentificacdo de propriedades rurais préximas a extensdo da ES-060.

Fonte: Google earth.

6.2 Dados Biométricos

No periodo de setembro de 2014 a outubro de 2015, 29 animais mortos
por acidentes com veiculos automotores e encaminhados para a Universidade de
Vila Velha, foram submetidos a avaliac6es biométricas e em seguida feita necropsia

para coleta das amostras (Tabela 4).
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Tabela 4: Resultados das avaliagbes biométricas e identificacdo das amostras de
Cerdocyon thous necropsiados no periodo de 2014 a 2015.

Identificacao Classe

Identidade Data de
dos C. thous recolhimento das etaria Pesolka)  Sexo
amostras
00x2M12 19/07/2012 VS 35 Sub-adulto 3.772 M
1329M12 08/10/2012 VS 36 Adulto 6.865 F
1395M12 18/01/2012 VS 37 Adulto 6.290 M
1420M12 03/12/2012 VS 38 Sub-adulto 4.834 F
2374M14 22/07/2014 VS 39 Adulto 6.070 F
1876M13 04/09/2013 VS 40 Sub-adulto 5.196 F
2355M14 02/07/2014 VS 41 Adulto 7.0 M
24571M14 09/10/2014 VS 42 Adulto 6.070 M
24572M14 23/09/2014 VS 43 Sub-adulto 5.296 F
1745M13 28/05/2013 VS 44 Adulto 6.090 M
522M13 15/02/2013 VS 45 Sub-adulto 4.792 F
2397M14 15/08/2014 VS 46 Adulto 6.615 F
2289M13 13/05/2014 VS 47 Sub-adulto 5.120 F
1626M13 04/05/2013 VS 48 Adulto 6.785 M
1619M13 18/02/2013 VS 49 Sub-adulto 4978 F
15000M13 04/01/2013 VS 50 Jovem 2.987 M
1631M13 26/02/2013 VS 51 Jovem 2.860 M
2555M14 15/11/2014 VS 52 Adulto 5.800 M
2764M15 15/01/2015 VS 53 Adulto 5.920 M
2738M15 25/03/2015 VS 54 Adulto 6.008 M
2748M15 13/03/2015 VS 55 Adulto 6.340 M
2747M15 18/03/2015 VS 56 Sub-adulto 5.100 M
2734M15 04/03/2015 VS 57 Adulto 5.960 M
2755M15 26/03/2015 VS 58 Adulto 6.982 F
2771M15 25/04/2015 VS 59 Adulto 5780 F
2150M14 14/04/2014 VS 60 Sub-adulto 5.460 M
00x3M13 06/02/2013 VS 61 Adulto 5.526 F
00x1M14 24/06/2014 VS 62 Sub-adulto 5.400 F
2754M15 25/03/2015 VS 63 Sub-adulto 5.200 F

(VS): Virologia em selvagens; (M): Macho; (F): Fémea; (Kg).Kilograma.
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6.3. Avaliacdo do virus da raiva

No periodo de setembro de 2014 a outubro de 2015 foram coletadas
amostras de tecido nervoso encefalico de 16 exemplares de C. thous. Devido utilizar
animais mortos por colisdo com veiculos automotores, alguns exemplares devido a
colisdo ndo apresentavam material para coleta.

Todas as amostras tiveram seus resultados negativos para o virus rabico
(Tabela 5).

Tabela 5: Resultados das analises das amostras de tecido nervoso de Cerdocyon
thous de vida livre, utilizando as técnicas de Imunoflorescéncia direta e Prova

Bioldgica por inoculagéo intracerebral em camundongos suicos.

N° de animais Resultado IFD Resultado PB
Fémea 10 - -
Macho 6 - -
Total 16 0 0

(IFD): Imunofluorescéncia direta, (PB): Prova biologica -inoculagdo intracerebral em camundongos
suigos, (-): negativo, (+): positivo.

6.4. Deteccao de Rotavirus e Picobirnavirus
Todas as amostras analisadas pela técnica de EGPA apresentaram
resultados negativos (Tabela 6), ndo sendo observado nenhum perfil eletroforético

caracteristicos com RV e PBV.
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Tabela 6: Resultados das analises de RNAds de rotavirus e picobirnavirus,
utilizando a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) em amostras

fecais de Cerdocyon thous de vida livre.

Resultado EGPA Resultado EGPA
N° de animais . . ) )
Rotavirus Picobirnavirus
Fémea 14 - -
Macho 15 - -
Total 29 0 0

(-) negativo, (+) positivo.

6.5. Deteccao de Adenovirus

Nos testes de PCR, seguido por Nested-PCR de cada amostra de fezes e
tecidos, foram observadas 11 amostras com bandas possivelmente especificas, com
peso esperado de 550 pb e 300 pb e também bandas inespecificas. As bandas
potencialmente especificas, consideramos como positivo e encaminhamos para
confirmacédo e para o sequenciamento. Isso devido estarmos buscando a primeira
descricdo de adenovirus em C. thous, levando a avaliar todas as possibilidades.

Com excecdo do animal VS40 que apresentou bandas em ambos os
testes, 9 amostra apresentaram bandas em apenas um dos teste. Dentre as
amostras de fezes, no teste de PCR, 5 amostras apresentaram bandas, seguindo de
3 amostras no Nested-PCR. Nas amostras de tecidos, 3 apresentaram bandas
condizente para o virus em questdo na PCR, e no teste Nested-PCR, todas as

amostras analisadas deram negativas (Tabela 7).
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Tabela 7: Resultado dos testes de PCR e Nested-PCR na detecgédo de sugestivas
bandas com 550 pb e 300 pb em amostras de fezes e tecido de Cedocyon thous de

vida livre.

Amostras PCR PCR-Nested PCR PCR-Nested

Fezes Tecido

VS 35 - + - -

VS 36 + - - -

VS 37 - - - -

VS 38 - - + -

VS 39 - - - -

VS 40 + - + -

VS 41 + ] ; ;

VS 42 - - + -

VS 43 - - - -

VS 44 - - - -

VS 45 - - - -

VS 46 - - - -

VS 47 - - - -

VS 48 - - - -

VS 49 - + ; ;

VS 50 - + - -

VS 51 + - - -

VS 52 - - - -

VS 53 - - - -

VS 54 - - - -

VS 55 - - - -

VS 56 - - - -
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VS 57 - - - -
VS 58 - - - -
VS 59 - - - -
VS 60 + - - -
VS 61 - - - -
VS 62 - - - -
VS 63 - - - -

Total 5 3 3 0

(-) negativo, (+) positivo

As 11 amostras que obtiveram bandas foram encaminhadas ao Instituto
de Pesquisa Médica Veterinaria, da Academia de Ciéncias da Hungria para o
sequenciamento. A amostra fecal VS 41 apresentou resultado positivo na PCR
(Tabela 8) (Figura 25). E a partir do sequenciamento do gene DNA-polimerase, as
sequencias de nucleotideos gerados tiveram fragmento de 291 pb. Em seguida
foram avaliadas e comparadas usando o programa BLAST que confirmou-se com
99% de identidade adenovirus aviario da espécie E-8b (FAdVE-8b) em um exemplar

de C. thous a partir de amostra de fezes.



53

Tabela 8: Deteccdo de DNAfd de adenovirus, por PCR em Cerdocyon thous de vida

livre.
Amostras PCR PCR-Nested PCR PCR-Nested
Fezes Tecido

VS 35 - - 0 0
VS 36 - - 0 0
VS 38 - - 0 0
VS 40 - - - -
VS 41 + + 0 0
VS 42 - - 0 0
VS 49 - - 0 0
VS 50 - - 0 0
VS 51 - - 0 0
VS 60 - - 0 0
Total 1 0

(-) negativo, (+) positivo, (0) Amostra ndo testada.

v S3
(- —

Figura 25: Eletroforese em gel de agarose com resultado positivo para amostra
VS40 realizada com produtos de PCR de 550 pb e 300 pb respectivamente, a partir
das amostras de fezes e tecido de Cerdocyon thous com ladder de 100kb. Fonte:

Arquivo pessoal.
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6.6. Deteccéo de Circovirus e Cyclovirus

As extracdes das 11 amostras encaminhadas ao Instituto de Pesquisa
Médica Veterinaria, da Academia de Ciéncias da Hungria para o sequenciamento,
também foram submetidas a deteccdo de Circovirus e Cyclovirus, a partir do gene
gue codifica a proteina REP.

Das amostras analisadas, a amostra fecal VS40, teve seu produto
avaliado e comparado com sequencias do GenBank, usando o programa BLAST e
obteve 97% de identidade de acido nucleico para circovirus suino tipo 2 (Porcine
circovirus type 2 — PCV-2) e a amostra fecal VS41 obteve 95% de identidade de
acido nucleico para Cyclovirus Equl. Os produtos gerados foram de 356 pb e e 314
pb , respectivamente. As amostras de tecido destes animais também foram testadas,

mas somente nas amostras de fezes foi possivel detectar o genoma dos virus.
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6. DISCUSSAO

Atualmente as restingas configuram entre os ecossistemas de Mata
Atlantica mais alterados devido a sua localizacdo em uma das planicies litoraneas
mais urbanizadas e povoadas do pais (Rocha et al.,, 2008). Assim como a area
utilizada pela espécie deste estudo, que compreende uma éarea de restinga
representada por 3 grandes reservas ambientais, mas que foram recortadas por uma
rodovia bastante movimentada. Além disso, varias propriedades rurais como
grandes haras, fazendas e sitios estdo préximo a essas reservas, 0 que aumenta o
contato de espécies selvagens com animais domésticos e o homem.

O C. thous é uma espécie de habitos alimentares generalistas, se
alimenta de animais hospedeiros dos virus estudados, sendo relatado o consumo de
lixo (Facure; Monteiro-Filho, 1996). Por ser comumente encontrado em areas rurais
e suburbanas, proximos as cercas das casas e cultivos, alimentando-se de itens
relacionados a atividades humanas, como frutas cultivaveis, itens de lixo doméstico
e galinhas (Facure et al., 2003), o que constitui um marcador importante e que
aponta para a contaminacéo dos animais avaliados ja que o ambiente em que vivem

0s animais sofre pela atividade antrépica invasiva.

6.1. Virus da raiva

Os animais deste estudo, devido ser oriundos de acidentes com veiculos
automotores ficavam expostos a variagdo de temperatura até o momento da sua
coleta. Entretanto, estudos demonstram que essa variagdo, pouco interfere nos
resultados dos testes, apresentando exames positivos ao virus da raiva, em
carcacas de animais submetidos a altas temperaturas, assim como baixas
temperaturas e em estagio de putrefacdo (Burkel et al.,1970; Albas et al. 1999). A
técnica de IFD, utilizada pelo IBEES/IDAF para as amostras deste estudo, é
considerada pela OMS e pela Organizacdo Mundial de Saude Animal — OIE como
padrdo ouro no diagndstico da raiva (Who, 2013), sendo os diagndsticos post-
mortem principalmente utilizados a IFD e o isolamento viral por meio de inoculagéo
intracerebral em camundongos ou em cultivo celular, por meio de exemplares de

sistema nervoso central dos acometidos pela doenca (Who, 2013).
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O Brasil é um pais que possui uma mastofauna bastante complexa, e os
principais animais de interesse para o ciclo silvestre da raiva podem variar em
carater especifico e regional (Silva et al.,2012). Segundo dados da Secretaria de
Vigilancia em Saude (SVS/MS 2012), no Brasil, os canideos silvestres foram
responsaveis por 7,9% dos 165 6bitos de humanos com raiva, no periodo de 1986-
2006, no entanto, nao foi identificada nenhuma amostra positiva neste estudo.

Casos de raiva humana, apesar da diminuicdo do numero nas ultimas
décadas ainda, podem ser observados principalmente na regido Nordeste do pais,
enquanto na regido Sul ndo existe registros de casos ha mais de 20 anos. Na regido
Sudeste, a raiva humana foi controlada, principalmente apés o ano de 2006.
Entretanto, em 2012, um caso foi relatado no estado de Minas Gerais (Brasil, 2014).

O presente estudo utilizou animais mortos por acidentes com veiculos
automotores e obteve resultados negativos para o virus da raiva. Uma vez que o
tempo entre o recolhimento, necropsia e processamento pode ter sido um fator
relevante nesta amostragem € necessario frisar duas hipéteses: 1) baixa expressao
viral. A técnica da IFD faz diagnéstico de qualquer particula viral, mas quando uma
amostra tem quantidade de virus muito pequena, nem sempre € possivel utilizar
exatamente o lugar onde a proteina do virus se localiza para preparar a lamina, pois
o virus néo se espalha igualmente no encéfalo. Por esse motivo utilizamos a técnica
de inoculacéo intracerebral em camundongos para confirmar o diagnéstico da IFD,
pois quando existe uma quantidade de virus pequena que ndo pode ser detectado
no imprint da lamina, esse virus vai se replicar no cérebro do camundongo e ao final
do teste € possivel confirmar a presenca virus na lamina. Também existe a
possibilidade do animal ter o virus da raiva no sistema nervoso central, mas morreu
atropelado antes de ter uma replicagdo viral suficiente para ser diagnosticavel. 2)
perda da capacidade de replicacdo. Em casos em que ha uma amostra decomposta
com pequena quantidade de virus e que néo seja possivel visualizar o virus na IFD,
guando inocular o material para prova biolégica, o virus pode ndo estar mais em
condicdes de replicacdo no cérebro do camundongo.

Entretanto é preciso ressaltar que esta € a primeira investigacao do virus
da raiva em C. thous de uma regido que compreende reservas com area superior a
300 hectares no sudeste do Brasil no periodo de 2012 a 2015, e sugere-se que a
causa dos acidentes ndo foi devido a alteracbes neurologicas decorrentes de
infeccdo pelo virus da raiva. E ndo pode deixar de mencionar que o namero de

amostras analisadas provenientes de animais selvagens terrestres, em 20 anos, tem
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um quantitativo pequeno quando comparado as outras espécies de animais
domeésticos, com um total de 136 amostras no Espirito Santo até o ano de 2013.
Esse pequeno numero de amostras pode nao ser suficiente para demonstrar a
circulacdo do virus em tais espécies, necessitando de melhorias nas campanhas de
controle e vigilancia da raiva em animais selvagens, com o aumento do numero de
exemplares para diagnodstico laboratorial da raiva (Marinho, 2015), assim como

apresentado neste trabalho.

6.2. Rotavirus e Picobirnavirus

As técnicas rotineiramente utilizadas para a deteccdo de PBV e RV séo a
EGPA e a RT-PCR. Para virus com genomas segmentados, tais como o rotavirus
(11 segmentos) e o PBV (dois segmentos), a EGPA seguida pela coloragédo por
nitrato de prata é sensivel e aplicada para a deteccdo dos segmentos genémicos
bem como para a caracterizacdo do eletroferogrupo destes virus (Pereira et al.,
1988a).

A primeira descricdo do PBV, por exemplo, foi realizada por Pereira et al.,
1988b, no Brasil, através de analises por EGPA do conteudo intestinal de ratos de
vida livre(Oryzomys nigripes) sendo este uma das presas de C. thous, e
consequentemente uma fonte de contaminagéo.

Estudos envolvendo Rotavirus assim como os Picobirnavirus em animais
selvagens, em maioria séo realizados com animais de cativeiro, sendo poucas as
pesquisas envolvendo selvagens de vida livre (Bodewes et al. 2013, Pereira et al.,
1988a e Malik et al., 2014).

Considerando que os virus estudados sdo de transmissédo fecal-oral
(Fregolente 2010; Flores, 2012) e as amostras apresentaram resultados negativos
para os RNAds viral estudados, a auséncia de casos nas amostras dos C. thous
analisados sugere pouco ou nenhum contato nas ultimas semanas de vida, com
material fecal contaminado de animais domésticos e humanos, principalmente.

Entretanto varias pesquisas com resultados positivos ja foram descritas
para C. thous e espécies com proximidades filogenéticas. Como descrito por
Monteiro (2015), que detectou genomas de RVs em amostras fecais de Cerdocyon
thous e também de Lycalopex gymnocercus (Fischer, 1814). O virus também foi
encontrado em estudo que analisou fezes de varios animais do zoolégico em
Toronto no Canada e que apresentaram resultados positivos, inclusive para

canideos como Nyctereutes procyonoides viverrinus (Gray, 1834), Canis lupus
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occidentalis (Richardson, 1829) e Canis latrans thamnos (Jackson, 1949), (Petric et
al., 1981). Deteccdo de RVs em fezes de cdes domésticos também foi relatada por
Gabbay et al., (2003) e Catroxo et al., (2005).

Os PVBs ja foram descritos em varios mamiferos incluindo coelhos
(Gallimore et al., 1993 e Ludert et al, 1995), gado (Buzinaro et al.,2003; Malik et al.,
2014) potros, suinos (Banyai et al., 2008; Ganesh et al, 2011; Martinez et al., 2010),
cobaias (Oliveira et al., 1989), ratos (Pereira et al., 1988b e Fregolente et al., 2009),
macacos (Wang et al., 2012), tamandué-bandeira (Haga et al., 1999), orangotangos,
tatus (Masachessi et al., 2007), cavalos (Browning et al., 1991). Também
encontrados em carnivoros como cées (Costa et al, 2004 e Fregolente et al., 2009),
ledo, onca-pintada e oncga-parda. E recente o estudo realizado por Bodewes et al.,
(2013), PVB é descrito a partir de amostras de fezes de raposas (Vulpes vulpes).

C. thous sdo animais que cobrem vastas areas para obter suas
necessidades alimentares, utilizando principalmente bordas de matas, areas
alteradas pelo homem, como o ambiente antropizado em que a espécie estudada
vive e dessa forma mantém um contato com possiveis fontes de contaminacdes
(Reilly et al., 1970), pela proximidades das reservas com inumeras propriedades
rurais com criacdo de animais domésticos.

Apesar dos resultados serem negativos, os animais avaliados a partir de
exames necroscopicos apresentaram contetdo estomacal condizente a exposicao a
outros hospedeiros, ja que em um estudo paralelo ainda em andamento foi
identificado material biol6gico de roedor no exemplar VS58, serpente nos
exemplares VS43 e VS48 e ainda gamba (Didelphis aurita) no exemplar VS39,
caracterizando uma maior probabilidade de infecgdo por Rotavirus e principalmente
por Picobirnavirus (Malik et al., 2014; Fregolente 2009, Anna et al.,1989). Isso
mostra que 14% (4/29) dos animais avaliados se alimentaram nos ultimos dias de
animais hospedeiros dos virus estudados.

Logo, néo foi possivel caracterizar os C. thous como hospedeiro para os
virus RV e PB. Entretanto, a ndo deteccéo viral, também ndo permite caracterizar a
espécie como naturalmente resistente. Pode-se afirmar exclusivamente a condi¢cao
de nédo infectado no momento da coleta. O que nos leva a necessidade de uma
avaliacdo amostral maior para qualquer inferéncia sobre a susceptibilidade ou n&o
aos virus de RNAds que foram estudados e a relevancia dos C. thous para a cadeia

epidemioldgica.
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Apesar de ndo haver descricdo prévia a infeccdo por esses virus em C.
thous, h4 a necessidade de estudos mais amplos para concluir sobre a resisténcia

natural desses animais.

6.3. Adenovirus

Oportunidade de transmissdo de doencas entre canideos selvagens e
domeésticos pode ser consideravelmente alta na regido estudada, visto que a area de
estudo é um ambiente antropizado e que existe um grande numero de propriedades
rurais proximas as limitagfes das reservas.

Em mamiferos terrestres os adenovirus acometem varios hospedeiros e
na maioria dos casos sao considerados espécie-especificos, com algumas excecdes
como é o caso do CAV-1, conhecido por infectar um grande nimero de espécies de
carnivoros silvestres tais como raposas, lobos, guaxinins, gambéas e ursos (Woods,
2001).

A partir dos resultados preliminares, sugestivos de casos positivos que
foram enviados para confirmacdo no laboratério da Dra. Maria Benko da Academia
de Ciéncias da Hungria, confirmou a presenca de adenovirus nas fezes do animal
VS 41. A amplificacdo do gene DNA-polimerase, foi possivel identificar a presenca
de adenovirus do género Aviadenovirus. O Vvirus detectado, a partir do
sequenciamento com sequéncia de 292 pb foi classificado como adenovirus aviario
da espécie E tipo 8b (FAdV E 8b).

Embora o papel patogénico da maioria dos FAdV ainda seja questionavel,
a infeccdo é associada a uma ampla variedade de apresentacbes clinicas em
galinhas afetando véarios tecidos e o6rgdos. Esses virus estdo envolvidos em
condicbes economicamente importantes, pois estdo associados com a pneumonia e
traqueite (Dhillon e Kibeng, 1987), pancreatite (Nakamura et al., 2002), erosao de
moela, hepatite por corpos de inclusédo, sindrome do hidropericardio, erosdes da
moela, ventriculite, proventriculite (Guy et al., 2005), glomerulonefrite (Wilson et al.,
2010), enterites, sindrome do nanismo e diminuicdo do ganho de peso (Adair e
Fitzgerald, 2008; Wilson et al., 2010), tornando um desafio para a producéo avicola.

Com base em dados da literatura, FAdV-E 8b é um dos agentes
causadores mais comuns envolvidas em hepatite por corpusculo de inclusdo, uma
infeccdo que pode ocasionar a morte da ave devido alteracbes degenerativas do
figado (Christensen e Saifuddin, 1989, Ojkic et al. 2008a, Ojkic et al. 2008b). A
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hepatite por corpusculo de inclusdo nas galinhas € reconhecida desde 1963,
afetando frangos de corte de 3 a 5 semanas de idade.

Na pesquisa feita por Okuda et al., (2004), investigaram a patogenicidade
dos adenovirus aviario do sorotipo 8, isoladas de frangos com corpos de inclusdo
intranucleares vistos em células epiteliais da moela, concluindo que estes virus sdo
responsaveis por erosdes de moela.

Uma vez que os resultados das analises em tecido apresentaram-se
negativas, é possivel afirmar que o animal avaliado ndo apresenta infeccao pela
presenca deste virus, ja que adenovirus de animais sdo normalmente patogénicos
dentro da propria espécie (Horwitz, 2001). Mas a presenca do virus nas fezes pode
refletir o consumo de aves infectadas ou concebivelmente contaminacdo de
alimentos com excrementos de passaros, sendo a presenca dos virus nas fezes
resultado da alimentagcdo e posteriormente a eliminacdo do virus nas fezes desse
animal.

Entretanto, apesar da maior probabilidade do genoma encontrado ser de
origem alimentar, reforcado pelo habito alimentar de C. thous, ndo se pode afirmar
sobre a susceptibilidade ou ndo ao virus para a espécie estudada.

Por se tratar de uma espécie que cobre grandes areas, principalmente em
ambientes alterados (Michalski, 2000; Juarez e Marinho-Filho, 2002), somado a
resisténcia dos adenovirus, que apresentam estabilidade a acdo de agentes
quimicos, como o cloro e fisicos como a radiacao UV, bem como condicfes diversas
de pH, possibilitam sua permanéncia no meio ambiente por longos periodos (Gordon
et al. 1993, Mattner et al. 2008). Logo, essa espécie de canideo possivelmente pode
atuar como um agente disseminador do virus, uma vez que o virus tem sido
eliminado nas fezes e que possivelmente contaminam o ambiente.

A disseminacdo dos FAdVs no ambiente, pode trazer grandes prejuizos
a conservacdo de aves selvagens principalmente, em falcbes, que ja foi relatado
surto dessa espécie criada em cativeiro, onde as aves foram diagnosticadas com
infec¢éo por adenovirus (Latimer, 2005).

Ressalta-se também, que a avicultura brasileira € reconhecida como uma
das mais desenvolvidas do mundo, com altos indices de produtividade. Atinge esse
patamar pelo fato de existir programas de qualidade implantados em todos os elos
da cadeia, com destaque para genética, nutricdo, manejo, biosseguridade, boas
praticas de producdo, rastreabilidade e programas de bem-estar animal e de

preservagdo do meio ambiente.
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No Espirito Santo a avicultura desempenha um importante papel
socioeconbémico, gerando em torno de 18 mil empregos diretos e indiretos. Varios
municipios sao responsaveis por destacar a postura comercial do estado no cenario
nacional. No municipio de Guarapari, que compreende a area desta pesquisa, é
responsavel por 0,09% na producéo de postura comercial e 0,18% na producédo de
frando (AVES, 2015).

Dessa forma € preciso constantes investigacbes para avancgos
relacionados aos aspectos ambientais e sanitarios, para evitar problemas
relacionados a saude publica e animal ou ainda problemas relacionados a economia

da regido.

6.4. Circovirus

Em mamiferos, dois circovirus demonstraram ser capazes de se replicar,
sdo eles os PCV-1 e PCV-2. O PCV-1 é considerado ndo-patogénico e o PCV-2
onde a infeccdo pode ser tanto assintomatica, quanto causar uma variedade de
sinais clinicos com um significativo impacto econémico para animais de producdo
(Opriessnig et al., 2007; Grau-Roma et al., 2011).

Sinais de infec¢éo de circovirus em outros mamiferos que ndo 0s porcos
€ pouco investigado, estudos tém sido restrito a circovirus suinos. Entretanto DNA
de PCV2 em vacas com sintomas respiratérios e em fetos bovinos abortados foi
relatado uma Unica vez (Nayar, 1999).

Dos resultados apresentados nesta pesquisa, a amostra VS40 de fezes
submetidas ao sequenciamento a partir do produto de amplificacdo com 325 pb do
gene gque codifica a proteina REP, foram avaliadas e comparadas por meio do
programa BLASTX com outras sequencias do GenBank e obteve-se 97% de
identidade de acido nucleico para circovirus suino tipo 2 (Porcine circovirus type 2 —
PCV-2).

PCV-2 é reconhecido como um dos os principais patbgenos de porcos
domésticos em todo o mundo, tendo um efeito extremamente negativo sobre a
saude animal e producéo relacionada economia (Segalés et al., 2013, Tico et al.,
2013). Podem causar imunossupressao generalizada em porcos infectados,
permitindo assim o desenvolvimento de infec¢cbes bacterianas secundarias (Segalés
et al., 2004, Wellenberg et al., 2010).

A julgar pelo que se conhece sobre o PCV-2, uma vez que a patogenia

desses virus em canideos selvagens ainda é escassa, sabe-se que em suinos o
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circovirus é transmitido principalmente pela via oronasal. Isso pressupde que de
todos os animais avaliados, um deles foi exposto ao virus. Evidenciando o contato
de um animal selvagem com fémites contaminada pelo virus, de origem suina
principalmente, pois os fragmentos apresentaram alto grau de similaridade para
PCV-2.

Neste estudo, amostra de tecido do mesmo animal que apresentou o
virus PCV-2 nas fezes, obteve resultado negativo. A sequéncia encontrada nas
amostras de fezes aponta virus com homologia para virus de espécie que €
tipicamente presa ou carcacas utilizadas nos habitos alimentares do C. thous. Logo,
€ provavel, que os virus ndo tenham sido replicados no C. thous e sim no organismo
das presas ou carcacas, assim temos uma disseminacdo mecanica do genoma do
virus detectado.

A ampla distribuicdo de PCV-2, o dano econdmico associado e a
necessidade de estratégias de prevencao eficientes, levou a introducdo de vacinas
contra o PCV-2 na Austria, em 2008, e eles tém sido uma parte integrante das
recomendacdes do Servico de Saude Animal austriaca desde entdo (Anonymous
2012). No Brasil, ndo ha vacina disponivel no mercado, o que leva o controle
basear-se na correcdo de fatores de risco. O Programa Nacional de Sanidade
Suidea (PNSS) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento ndo prevé o
controle da circovirose.

Em relacao ao perfil da suinocultura capixaba, os municipios que abrange
a area do estudo como Guarapari e Vila Velha também fazem parte da producéo do
estado (ASES, 2015). Diante do exposto, & necessidade de constantes atualizagfes
em técnicas de manejo, tratamento dos dejetos e estudo aprofundado dos agentes e

suas interagoes.

6.5. Cyclovirus

A deteccdo de Cycv em tecido seja ele muscular, figado ou baco em
morcegos e cavalos (Li et al., 2011 e Chandriani et al., 2013) e em varias espécies
de animais de criacdo (cabras, ovelhas, vacas, camelos, e galinhas) (Li et al., 2011;
Rodriguez et al., 2013, Tan Le et al., 2013 e Dayaram, 2013) suporta a
probabilidade de replicacdo viral nesses mamiferos. Além disso, Cycvs foram
identificados numa variedade de tipos de amostras e organismos, incluindo fezes

(morcegos, chimpanzés e seres humanos), musculo (morcegos), produtos de carne
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(vacas, galinhas, camelos, ovelhas e cabras) e insetos (libélula e barata) (Li et al.,
2011).

A partir das sequencias de nucleotideos do GenBank e da sequéncia de
nucleotideo com 321 pb do gene que codifica a proteina REP encontrada e
analisada pelo BLASTX, identificou-se na amostras de fezes VS41, 95% de
identidade de &cido nucleico para o Cyclovirus Equl.

Cycv Equl ja foi identificado em secrecdes nasais de cavalos de animais
com problemas respiratorios e também detectada em tecidos do figado e de bago de
cavalo com hepatopatia grave, ictericia e encefalopatia hepatica (Chandriani et al.,
2013). Diante do exposto e sabendo que a transmissdo do virus ocorre
principalmente por via oronasal, logo o C. thous que apresentou a ocorréncia do
virus, certamente esteve em contato com alimento contaminado ou ainda
excrementos de cavalo. Essa observacao permite apontar uma contaminag&do por
ingestao, sendo outro tipo de contaminacdo menos provavel.

Apesar do virus ndo ser identificado na amostra de figado e rins dos C.
thous avaliados, a elevada diversidade genética dos Cycvs, pode levar a possivel
transmissdo interespecificas (Li et al., 2010, 2011). Logo ha a necessidade de
estudos mais amplos para concluir qualquer inferéncia sobre a susceptibilidade do
virus nesta espécie estudada.

A deteccédo de virus tipicos de outra espécie de animal nas fezes de C.
thous neste estudo sugere que estejam disseminando mecanicamente o virus, o que
possivelmente a torna uma espécie sentinela para esse virus, resultando em
grandes percas econbmicas para a agropecuaria da regido, ja que existem grandes
haras com quantidades que variam de 30 a 200 cavalos por propriedade e além de

problemas ligados a saude publica.
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7. CONCLUSOES

No presente estudo é possivel verificar o estreito contato que populacées
selvagens tém com o ambiente urbano, principalmente da espécie em questdo,
devido seus habitos e uma vez que a area de amostragem ser caracteriza como
antropizada.

E devido a area apresentar uma movimentada rodovia e varias
propriedades rurais no entrono das reservas, a avaliacdo de virus em amostras
bioldgicas de C. thous, apesar de apresentar resultados negativos quanto ao virus
da raiva, rotavirus e picobirnavirus, foi possivel identificar outros virus de animais
domeésticos como a presenca de FAdV E 8b, PCV-2, Cycv Equl em amostras fecais
da espécie estudada. Podendo assim, estes animais atuarem como disseminadores
desses virus e que possuem grande relevancia para a saude animal, por estarem
relacionados a grandes perdas econdémicas.

Estes resultados apresentados evidenciam a exposi¢cdo dos C. thous da
regido com material contaminado de animais domésticos. E apesar das amostras de
tecidos apresentarem-se negativas aos virus testados, ndo se pode descartar a
possibilidade destes animais selvagens estarem vulneraveis as estes virus.

Considerando que ndo h& descricdo prévia destes virus em C. thous e
gue os fragmentos sequenciados de 292 pb para adenovirus e de 325 e 321 para
circovirus e cyclovirus, respectivamente, somado a possibilidade de rearranjo
génico, h& possibilidade de estar diante da primeira descricdo em C. thous,
mostrando a similaridade dos virus de outros hospedeiros mamiferos ou até aves.

Sabe-se que investigacdes de doencas infecciosas sao poucas,
especialmente para a espécie C. thous. Assim observa-se a necessidade de
melhorias nas investigagbes e controle de virus em animais selvagens com
implementacdo de estudos como este, devido a caréncia de dados, a fim de
conhecer e entender as circulagdes virais que acomete as espécies selvagens.

A utilizagdo de animais mortos a margens de rodovias, além de facilitar o
acesso dos pesquisadores ao material, € possivel utilizar-se dessa perda ambiental
para o ganho cientifico como para a investigacdo e vigilancia epidemioldgica,
contribuindo para monitoramento e controle de infec¢cdes virais em espécies

selvagens.
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9. ANEXOS
1- Tampao tris-calcio
TrS DASE 0,01 M ooiiiiiiii i e e —————— 1,219
Cloreto de calCio 0,0015 M ...ceeniiiii e 0,229
Agua destilatda 0.S.P.....eoveeeeeereeieeeeeeeeete e, 1000 m
2- Solucdes para a extracao
2.1 Tampéo L6
LI 10 ] 0 T2 0 R 2,6 ml
Isotiocianato de guUaNIdiNG ..............ueuiiiiiiiiie e e 1209
EDTA 0,2 M PH 8,0 ..iiiiieeiiiiiiiiie ettt ettt e et 22 ml
Tris- HCIO,1 M, PR 6,4 ... s 100ml
2.2 Tampéo L2
Isotiocianato de guaniding ..........ccccceeeeeiiieii i 120g
Tris- HCL 0,1 M, PR 6,4 ..ottt 100ml

3 - Solucdes para o preparo do gel de poliacrilamida

3.1 Gel concentrador 3,5%

Acrilamida/Bis-acrilamida ...........cceuuiiiiiiiiiiiiiiiie e 0,14 ml

UPPEITRIS et e e e s 0,5 ml

AQUA AESHIATA ...ttt n e 1,5 ml

Persulfato de amoOnio .........cccuuuiiiiiiiiiiiecce e 50 uL

TEMED ..ot e e e ra e e e e 10 L

3.1.1 Acrilamida/Bis-acrilamida

TSz o3 1 F= 10 010 F= 139
ol 1 =V 2 ] o - PSR 50¢
AQUA JESHIANA GeS. vttt 100 ml
3.1.2 Upper TRIS

TRIS (BASE) .eeeeeeieiiiiiiiiiiiiiii s e e e e e e e e ettt e s e e e e e e e e e e e e aeeeereareannnrnns 6,06 g
HCI CONCENIIAdO ... g.s.p pH 6,8
AQUA AESHIAOA ......cveeeeeeeeee ettt g.s.p 100 ml

3.1.3 Persulfato de aménio (20 mg/mL)

Persulfato de amoOniO ........cccooiieiiiiiieceeeeee e ————- 20 mg
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o VT o L= 11 = To - NSO g.s.p. 1,0 ml
3.2 Gel separador 7%

Acrilamida/Bis-acrilamida ...........cceeiiiiiiiiiiiiiiiiie e 1,02 ml
LOWEITRIS e e e e s e e e eans 1,75 ml
o U E= e L= 11 F=To - W 4,02 ml
Persulfato de amoOnio .........c.cooeeieiiiiiieee e 200 uL
TEMED ..o aa e 10 yL
3.2.1 Lower TRIS

TRIS (BASE) ... oieiiiiieete ettt a e 18,17 g
[ (@3 I oto ] g [of =1 g1 = To [0 g.s.p. pH 8,8
AQUA JESHIAOA ...t g.s.p 100 ml
3.3 Etanol 10% - &4cido acético 0,5%

= = o o PSP 10 mi
ol To (o J=TT=1 113 TP 0,5ml
AQUA DESHIAOA ........eceee ettt g.s.p. 100 ml
3.4 Nitrato de prata

NITrato d& Pratal ......coeeeiiiiiiii e 0,185¢
AQUA ESHIAOA .......ceeeeeeeeecee e, g.s.p. 100 ml
3.5 Solucéo reveladora

V=@ ] PRSPPI 3,759
FOrmaldeido (A0%0) ...ccooiieeeeiee et 0,95 ml
o U= o (=31 1] = o - W g.s.p. 125 ml
3.6 Acido acético 5%

oS To (o JE=ToT=1 11 TP 5,0 ml
AQUA ESHIAOA ........eeeeeeeecie e g.s.p. 100 m

4- Anexo da instrugdo normativa do idaf do IFD e PB
MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO

SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA

INSTRUCAO NORMATIVA N°8, DE 12 DE ABRIL DE 2012

O SECRETARIO SUBSTITUTO DE DEFESA AGROPECUARIA DO MINISTERIO
DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, no uso da atribui¢do que Ihe
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conferem os arts.10 e 42 do Anexo | do Decreto n° 7.127, de 4 de marco de 2010,
tendo em vista o disposto no Decreto n° 5.741, de 30 de marco de 2006, na
Instrucdo Normativa MAPA n° 1, de 16 de janeiro de 2007, na Instrucdo Normativa
MAPA n° 5, de 1° de margo de 2002, na Portaria SDA n° 168, de 27 de setembro de
2005, e o que consta do Processo n°® 21000.003435/2008-41, resolve:

Art. 1° Definir os requisitos e critérios para a realizacdo do diagndstico de raiva, por
meio dos métodos denominados Teste de Imunofluorescéncia Direta (TIFD) e Prova
Biolégica em camundongos (PB), a serem adotados pelos laboratérios pertencentes
a Rede Nacional de Laboratorios Agropecuarios do Sistema Unificado de Atencéo a
Sanidade Agropecuaria, em atendimento ao Programa Nacional de Controle da
Raiva dos Herbivoros (PNCRH).

Art. 2° Aprovar os métodos previstos nos Anexos | e Il desta Instru¢cdo Normativa.
Art. 3° O laborat6rio de que trata o art. 1° desta Instrucdo Normativa devera designar
um responsavel técnico e um responsavel técnico substituto, com experiéncia
comprovada de, no minimo, dois anos na realizacdo dos métodos de que trata esta
Instrucdo Normativa. Paragrafo Unico. O responséavel técnico e o responsavel
técnico substituto ndo poderéo responder por mais de um laboratério.

Art. 4° O laboratério de que trata o art. 1° desta Instrucdo Normativa devera dispor
das seguintes instalacdes:

| - &rea especifica para recebimento das amostras;

Il - &rea destinada a manipulacdo das amostras, preparo das laminas e da
suspensao de Sistema Nervoso Central - SNC;

lll - sala escura destinada a leitura e interpretacdo de |laminas por microscopia de
fluorescéncia;

IV - infectério ou biotério de experimentacdo destinado a manutencdo de
camundongos durante a Prova Bioldgica;

V - érea de desinfeccdo e lavagem, destinada a esterilizagdo de materiais e
amostras biologicas potencialmente infectadas, assim como a lavagem e secagem
dos materiais previamente esterilizados; e

VI - area de esterilizagdo destinada & embalagem e esterilizagdo de vidraria e de
outros materiais ndo descartaveis.

Art. 5° Sdo consideradas amostras para o diagnostico de raiva: | - o Sistema
Nervoso Central; e Il - o animal inteiro, no caso de animais silvestres pequenos,

menores ou iguais a 20 cm (vinte centimetros) de comprimento.
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Art. 6° As amostras para o diagnéstico de raiva deverdo ser encaminhadas
resfriadas ou congeladas, dependendo do periodo de tempo transcorrido entre a
coleta e a sua chegada ao laboratoério, nos seguintes termos:

| - a amostra serd encaminhada refrigerada quando o periodo entre a coleta e o
recebimento no laboratério ndo ultrapassar 24 (vinte e quatro) horas, devendo estar
acondicionada em frasco, preferencialmente inquebravel, com tampa e tamanho
adequado, ou saco plastico duplo devidamente lacrado, identificada individualmente
e mantida a temperatura de 2 a 4 °C (dois a quatro graus Celsius), por meio de gelo
reciclavel, em caixa isotérmica perfeitamente vedada, provida do simbolo de risco
biolégico e afixados os dizeres: "URGENTE, MATERIAL BIOLOGICO PERECIVEL";
Il - a amostra serd encaminhada congelada quando o periodo entre a coleta e o
recebimento no laboratério ultrapassar 24 (vinte e quatro) horas, devendo estar
acondicionada em frasco, preferencialmente inquebravel, com tampa e tamanho
adequado, ou saco plastico duplo devidamente lacrado, identificada individualmente
e contida em caixa isotérmica perfeitamente vedada, de forma a manter o
congelamento, provida do simbolo de risco biolégico e afixados os dizeres:
"URGENTE, MATERIAL BIOLOGICO PERECIVEL". § 1° O gelo reciclavel utilizado
para encaminhamento das amostras para o diagndéstico de raiva ao laboratorio ndo
deverd ser reutilizado. 8§ 2° Excepcionalmente, as amostras poderdo ser
encaminhadas ao laboratério conservadas em glicerol, caso nédo seja possivel a sua
refrigeracdo ou congelamento. § 3° A amostra conservada em glicerol, nos termos
do § 2° devera ser acondicionada em frasco, preferencialmente inquebravel, com
tampa e tamanho adequado, contendo solucdo de glicerina 50% (cinquenta por
cento) em tampao fosfato pH 7,4, identificada individualmente e contida em
embalagem secundaria impermeavel perfeitamente vedada, provida do simbolo de
risco bioldgico e afixados os dizeres: "URGENTE, MATERIAL BIOLOGICO
PERECIVEL".

Art. 7° O Formulario Unico de Requisi¢do de Exames para Sindromes Neuroldgicas
devera acompanhar toda amostra suspeita de raiva enviada ao laboratorio, conforme
definido no Manual Técnico - 2009 - Controle da Raiva dos Herbivoros, do PNCRH,
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA, aprovado pela
Portaria SDA n° 168, de 27 de setembro de 2005.

Art. 8° As amostras deverédo ser registradas em livro préprio contendo, no minimo, as
informacdes referentes ao numero do protocolo, responsavel pelo recebimento,

espécie, sexo, idade, raca, data da coleta, data do encaminhamento, data do
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recebimento, data de emissao do relatorio de ensaio, nimero de partida e titulo do
conjugado.

Art. 9° O laboratério devera manter uma aliquota da amostra congelada e
devidamente identificada, a temperatura de - 20 °C (vinte graus Celsius negativos)
ou inferior, por um periodo minimo de 6 (seis) meses. Paragrafo Unico. As amostras
deverdo ser conservadas em congeladores exclusivos a esta finalidade, de
capacidade suficiente ao volume de analises realizadas, estocadas de forma
ordenada e em local de acesso restrito.

Art. 10. Toda amostra oriunda do sistema de vigilancia do PNCRH devera ser
submetida ao TIFD e a PB. § 1° O relatoério de ensaio do TIFD devera ser liberado no
prazo maximo de 48 (quarenta e oito) horas uteis, contadas a partir da entrada do
material suspeito no laboratorio. § 2° A PB deveré ser iniciada no prazo maximo de
48 (quarenta e oito) horas Uteis, contadas a partir da entrada do material suspeito no
laboratdrio. 8 3° No caso de utilizagdo de camundongos desmamados, o relatorio de
ensaio da PB devera ser liberado no prazo maximo de 28 (vinte e oito) dias,
contados a partir do dia da inoculacdo ou eventual reinoculacéo.

8 4° No caso de utilizagdo de camundongos lactentes, o relatério de ensaio da PB
deverd ser liberado no prazo maximo de 21 (vinte e um) dias, contados a partir do
dia da inoculacéo ou eventual reinoculacao.

Art. 11. O resultado devera vir destacado no relatério de ensaio pelas expressoes
POSITIVO ou NEGATIVO. § 1° O relatério de ensaio com resultado NEGATIVO
devera ser emitido, no minimo, em 3 (trés) vias, das quais uma sera encaminhada a
Superintendéncia Federal de Agricultura na Unidade Federativa de origem da
amostra, outra ao requisitante e a outra devera ser mantida no laboratério. § 2° O
relatério de ensaio com resultado POSITIVO, no TIFD ou na PB, devera ser
imediatamente informado a Superintendéncia Federal de Agricultura na Unidade
Federativa de origem da amostra, ao 6rgdo estadual de defesa sanitaria animal da
Unidade Federativa, as autoridades de Saude, ao requisitante e a Coordenacao-
Geral de Apoio Laboratorial - CGAL/SDA, aos quais sera obrigatorio o envio de uma
via do relatdrio de ensaio, enquanto outra via devera ser mantida no laboratério.

Art. 12. Esta Instrucdo Normativa entra em vigor na data de sua publicagao.

RICARDO DA CUNHA CAVALCANTI JUNIOR

ANEXO |
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TESTE DE IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA (TIFD)

1. Objetivo
O Teste de Imunofluorescéncia Direta (TIFD) tem o objetivo de pesquisar a presenga
de antigenos do virus da raiva, por imunofluorescéncia direta, em impressdes de
amostras de Sistema Nervoso Central (SNC) de animais suspeitos ou de tecido
cerebral de camundongos inoculados com amostras suspeitas para diagnéstico de
raiva.
2. Material a ser pesquisado As regifes anatdmicas do SNC de predilecdo a serem
pesquisadas para o diagnostico da raiva sdo o hipocampo (corno de Ammon), o
cerebelo, o cortex e a medula espinhal. Para as amostras de equideos, devera ser
incluida, sempre que possivel, a medula espinhal. E recomendado pesquisar no
minimo 3 (trés) regides anatdmicas do SNC antes de se concluir por um resultado
negativo.
3. Método
3.1. Preparacéao dos controles do teste
3.1.1. Todo ensaio ou série de ensaios devera incluir laminas para controle positivo
e controle negativo. 3.1.2. O controle positivo deverd ser preparado
antecipadamente, a partir de duas impressdes em lamina, do cérebro de
camundongo albino suico, inoculado por via intracerebral com amostra positiva para
raiva, submetido a eutanasia na fase paralitica da doenca.
3.1.3. O controle negativo devera ser preparado a partir de duas impressfes, em
lamina, de cérebro de camundongo albino sui¢o sadio.
3.1.4. As laminas poderdo, a critério do laboratdrio, ser fixadas por imersao em
acetona PA a -20°C, por, no minimo, 15 (quinze) minutos. Apés este periodo, retirar
as laminas da acetona, escorrer e deixar secar em temperatura ambiente.
3.1.5. As laminas para controle deveréo estar identificadas e datadas, podendo ser
mantidas em temperatura de -20°C e utilizadas por até 10 (dez) dias.
3.2. Diluicdo do conjugado em Cérebro de Camundongo Normal (CCN) e Cérebro de
Camundongo Infectado (CCI) - diluicdes de trabalho
3.2.1. A diluicdo do conjugado em suspenséo de Cérebro de Camundongo Infectado
(CCIl) e em suspensao de Cérebro de Camundongo Normal (CCN) - diluicdo de
trabalho - devera ser determinada encontrando-se o melhor titulo a ser empregado

7

no exame das amostras suspeitas. Este titulo € representado pela diluicdo que
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proporciona a melhor fluorescéncia especifica com o minimo de fluorescéncia
inespecifica pela TIFD, utilizando diluicbes seriadas das suspensfes de CCN +
conjugado e CCI + conjugado, perante laminas positivas.

3.2.2. A avaliacdo do conjugado deverd ser realizada a cada novo lote ou sempre
que necessario, pois repetidos congelamentos, descongelamentos e filtragens
podem alterar o titulo do conjugado. O laboratério deverd manter registro desta
avaliacao.

3.2.3. Para o preparo do CCN e CCIl, o seguinte protocolo devera ser adotado:

a) preparar duas suspensbes a 20% de cérebro de camundongo em salina
tamponada fosfatada (PBS), pH 7,4, suplementada com 2% de soro de equino livre
de anticorpos antivirus da raiva ou com uma suspensao a 10% de gema de ovos de
galinha embrionados de 6 a 7 dias: a.1l) uma suspensdo a partir de cérebro de
camundongo normal - CCN; a.2) uma suspensao a partir de cérebro de camundongo
infectado- CCI, coletado de animais na fase paralitica da doenca, apds inoculacao
de 0,03 mL de suspensao de virus da raiva fixo (CVS - Challenge Virus Standard,
com titulo minimo de 105 DL50/0,03mL em camundongos), diluido na proporcao de
1/100 ou 1/1000;

b) homogeneizar adequadamente as suspensdes de cérebro;

c) centrifugar por 10 (dez) minutos a 1000 x g (forca centrifuga relativa);

d) coletar o sobrenadante e distribuir em aliquotas devidamente identificadas;

e) conservar em temperatura de -20°C ou inferior;

f) utilizar as aliqguotas dos sobrenadantes para diluir o conjugado na proporgéo
indicada pela titulagéo previamente encontrada.

3.3 Preparacdo do material para ensaio em laminas de microscopia - impressao ou
decalque 3.3.1 Para a preparacao do material suspeito para o ensaio em laminas de
microscopia por impressao ou decalque, devera ser adotado o seguinte protocolo:

a) identificar as laminas, de acordo com a amostra a ser examinada,

b) cortar fragmentos de hipocampo, cerebelo, cortex e medula espinhal;

c) colocar cada fragmento em espatula, papel filtro ou pinga cirargica, com o corte
voltado para cima;

d) secar o fragmento com papel de filtro, passando-o levemente sobre o material;

e) fazer a impressao ou decalque do material em lamina. Devem ser feitas pelo
menos duas impressfes de cada fragmento de SNC. Se necessario, retirar o
excesso de tecido com papel de filtro e deixar secar;

f) as laminas poderéo, a critério do laboratério, ser fixadas por imersdo em acetona



92

PA a -20°C, por, no minimo, 15 (quinze) minutos. ApOs este periodo, retirar as
laminas da acetona, escorrer e deixar secar em temperatura ambiente.

3.4. Coloracdo e montagem das laminas

3.4.1. Para a coloracdo e montagem das laminas, deverd ser adotado o seguinte
protocolo:

a) o conjugado devera ser adicionado a volume apropriado de CCN ou CCI, de
forma a constituir a diluicao trabalho;

b) demarcar, com lapis demografico, esmalte ou semelhante, as impressées de
tecido nervoso do material sob exame e dos controles de prova, ou utilizar laminas
de vidro extrafina, com dois circulos e extremidade fosca;

c) recobrir a area delimitada com algumas gotas do conjugado de diluicdo de
trabalho. A disposicdo de utilizacdo da solugéo de conjugado + CCN e solucao de
conjugado + CCI deve estar prevista ha documentacao do laboratério e ser sempre a
mesma. Sugere-se a seguinte forma: c.1) laminas de controle positivo e controle
negativo: recobrir a impressao de tecido nervoso localizada proximo a descricdo de
identificacdo da lamina com a solucédo de conjugado + CCN. Recobrir a impressao
de tecido nervoso mais distante da descricdo de identificacdo da lamina com a
solucédo de conjugado + CCI; c.2) laminas de material suspeito: recobrir a impressao
de tecido nervoso localizada préximo a descricao de identificacdo da lamina com a
solucéo de conjugado + CCN. Recobrir a impresséo de tecido nervoso mais distante
da descricao de identificacdo da lamina com a solucdo de conjugado + CClI,

d) colocar as laminas em camara umida (bandeja forrada com papel de filtro ou
similar umidificado e provida de tampa) e levar a estufa a 37°C por 30 (trinta)
minutos;

e) lavar as laminas com PBS, pH 7,4 a 7,8, mantendo-as levemente inclinadas
horizontalmente e evitando a mistura entre as duas solugbes (conjugado+CCl e
conjugado+CCN);

f) submergir as laminas em PBS, pH 7,4, por dez minutos. Repetir este procedimento
por, no minimo, trés vezes;

g) secar as laminas ao ar em posicao vertical. Colocar uma gota de solucédo de
glicerol a 50% em PBS (pH 7,6) sobre cada impressao e sobrepor com laminula.
Esta etapa podera ser suprimida, desde que as laminas sejam mantidas em PBS
(pH 7,4 a 7,8); h) proceder imediatamente a leitura em microscopio de fluorescéncia.
3.5. Leitura

3.5.1. A leitura devera ser realizada em microscépio de fluorescéncia, em magnitude
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de 10 x 40, abrangendo todas as areas demarcadas, inicialmente nas laminas-
controle e, em seguida, no material suspeito.

3.6. Interpretacédo dos resultados

3.6.1 Validacao do ensaio: para que 0 ensaio tenha validade, as laminas-controle
deverdo apresentar o seguinte padrao de visualizagéo:

3.6.1.a) Controle positivo: apresentar fluorescéncias caracteristicas na impressao
onde foi acrescentado o conjugado + CCN, e ndo apresentar tais fluorescéncias na
impressao onde foi acrescentado o conjugado + CCl,

3.6.1.b) Controle negativo: ndo apresentar quaisquer fluorescéncias caracteristicas
nas 2 (duas) impressoes.

3.6.2. Resultado do material suspeito

3.6.2.1. Resultado positivo: quando qualquer uma das impressdées das laminas
contendo conjugado + CCN apresentar fluorescéncia caracteristica.

3.6.2.2. Resultado negativo: quando ndo houver qualquer fluorescéncia
caracteristica em todas as impressfes das laminas da amostra suspeita. 3.6.3.
Fluorescéncias caracteristicas sdo reacdes antigeno-anticorpo, de fluorescéncia
brilhante, em cor de maga verde ou verde amarelada, de tamanho varidvel. Algumas
sdo minusculas (chamadas comumente de poeiras ou areia) e as maiores tém as
dimensdes e formas comparaveis aos corpusculos de Negri. As inclusdes sao
geralmente circulares ou ovais e possuem a margem mais brilhante que a area

central.

ANEXO I

PROVA BIOLOGICA (PB) - ISOLAMENTO DO VIRUS DA RAIVA EM
CAMUNDONGOS

1. Objetivo
A Prova Biologica (PB) é o teste complementar ao Teste de Imunofluorescéncia
Direta (TIFD), utilizada para detectar infectividade de uma suspensdo de material
suspeito de raiva, em animais de laboratorio.
2. Material a ser pesquisado As regides anatomicas de predilecéo a serem utilizadas
no preparo do indculo para diagnostico de raiva sdo o hipocampo (corno de
Ammon), o cerebelo, o cortex e a medula espinhal. E recomendada a inclusdo de

fragmentos de pelo menos trés regibes anatdmicas distintas. Para as amostras de
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equideos, devera ser incluida, sempre que possivel, a medula espinhal.

3. Método

3.1. Selecéo dos animais Para a PB, devera ser selecionado um grupo de no minimo
oito camundongos da linhagem albino suico, sadios, adultos jovens desmamados,
de 21 (vinte e um) a 28 (vinte e oito) dias de idade (12 a 14 g), do mesmo sexo, ou
uma ninhada de no minimo dez camundongos albinos suicos, sadios, lactentes, de 1
(um) a 2 (dois) dias de idade.

3.2. Preparo do inéculo

a) retirar pequenos fragmentos do tecido nervoso suspeito, elegendo areas que
melhor representem as regides anatbmicas a serem pesquisadas;

b) pesar os fragmentos de tecido nervoso, macerar, homogeneizar e acrescentar
volume de PBS (pH 7,4 a 7,8), de forma a obter uma suspenséo de 10 a 20% (p.v.);
c) centrifugar em centrifuga refrigerada a 200 x g durante cinco minutos ou deixar
em repouso por, no minimo, 01 (uma) hora a temperatura de 4°C;

d) retirar o sobrenadante e adicionar 1.000 Ul de penicilina e 2 mg de estreptomicina
por mL. Esta etapa podera ser suprimida, desde que estes antibidticos sejam
adicionados em etapa anterior;

e) o in6culo devera ser mantido a temperatura de 4°C até ser utilizado. A inoculacéo
devera ser realizada no mesmo dia e o inéculo mantido em banho de gelo durante o
procedimento de inoculacao.

3.3. Inoculacao

a) aspirar o indculo utilizando seringa de 0,25 mL a 1,0 mL (tuberculina) com agulha
de calibre 0,40-0,45 mm por 1-1,5 cm de comprimento;

b) com uma das maos, conter o animal pela pele da regido dorso-cervical,
mantendo-o aprisionado com o dedo polegar e o indicador, pressionando-o
levemente sobre uma superficie plana. Com a outra mao, posicionar o conjunto
agulha-seringa perpendicularmente a cabeca e distante 1-2 mm do arco frontal, na
direcdo de um dos hemisférios cerebrais;

c) introduzir 1 a 2 mm da agulha, através da caixa craniana, no tecido cerebral e
inocular a dose de 0,03 mL por camundongo desmamado ou a dose de 0,02 mL por
camundongo lactente;

d) substituir os animais que porventura morrerem durante ou imediatamente apés o
procedimento de inoculacao.

3.4. Observacao dos animais

a) manter o grupo de animais em gaiola adequada e devidamente identificada, com
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livre acesso a &gua e racdo, e em ambiente com luz, temperatura e umidade
controladas (infectdrio) de acordo com normas técnicas;

b) observar os animais diariamente e registrar na ficha de observacao, que devera
conter todos os dados do material suspeito, as alteracbes ocorridas com O0s
camundongos, assim como aqueles que se mantém saudaveis;

c) o registro sera feito por meio de simbolos, que deverdo estar indicados em
legenda, para as categorias abaixo listadas, para as quais sao sugeridos: S = para
animal sadio; D = para animal doente; P = para animal paralitico; M = para animal
morto; E = para animal submetido a eutanasia; NC = para animal ndo considerado
(exemplo, sem condi¢des de analise);

d) observar os camundongos desmamados até o 28° dia posinoculacdo e 0s
camundongos lactentes até o 21° dia pds-inoculacao;

e) examinar pelo TIFD o cérebro dos camundongos desmamados que, entre 0 5° e 0
28° dia pds-inoculacdo, morreram ou foram submetidos a eutanasia por estarem
doentes ou paraliticos. Seguir o mesmo procedimento para 0s camundongos
lactentes que, entre 0 4° e o0 21° dia pds-inoculacdo, morreram ou foram submetidos
a eutanasia por estarem doentes ou paraliticos;

f) para apressar o resultado da inoculagdo em camundongos neonatos, podera ser
realizada eutanasia de um camundongo por vez, aos 5, 7, 9 e 11 dias pés-
inoculacao, seguidos da realizacéo da IFD.

3.4.1. Quando uma amostra, depois de inoculada, causar a morte, durante o periodo
de observacdo dos animais, de um quantitativo superior a 3 (trés) animais em 8
(oito) inoculados, e os mortos, apdés examinados, resultarem negativos para raiva no
TIFD ou, ainda, caso seu exame seja impossivel, dever-se-a proceder a uma nova
inoculacdo da amostra em um lote com o dobro de animais inicialmente inoculados.
3.4.2. O diagnostico sera concluido como "Negativo” se ao menos 5 (cinco) dos
animais inoculados sobreviverem saudaveis aos 28 (vinte e oito) dias de
observacédo, no caso de desmamados, e 21 (vinte e um) dias, no caso de lactentes,
e 0S mortos apresentarem-se negativos para raiva ao TIFD. Caso contrario, e ndo se
tratando de material Positivo, o diagndéstico pela PB é considerado "Impossivel”.

3.5. Interpretacéo dos resultados

3.5.1. Resultado positivo: quando a impressao em lamina do cérebro de um ou mais
camundongos que morreram ou foram submetidos a eutanasia durante o periodo de
observacdo apresentar fluorescéncia caracteristica do virus da raiva, pelo TIFD.

3.5.2. Resultado negativo: quando, durante o periodo de observagdo, ndo ocorrer
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morte ou sintomatologia caracteristica para a raiva, no grupo de camundongos
inoculados com o material suspeito ou quando a impressao em lamina do cérebro de
um ou mais camundongos, que morreram ou foram submetidos a eutanasia durante
o periodo de observacdo, ndo apresentar fluorescéncia caracteristica do virus da
raiva pelo TIFD.
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5- Anexo da ficha geral de biometria

Ficha Geral de Biometria
Data da necropsia:
N° de registro:
Data do recolimento

Foto n°:

Idade: ( ) Jovem ( ) Sub-adulto ( ) Adulto
Sexo:

Peso:

Tamanho do corpo:

Tamanho da cauda:

Patas traseiras:

Patas dianteiras:

Pelagem:

Observagoes
VS:

Exame de Raiva: ( ) Sim ( ) Nao



