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RESUMO
O teste de inoculação intracerebral em camundongos (IC) é rotineiramente utilizado no 
diagnóstico da raiva para ratificar o teste de imunofluorescência direta (IFD); no entanto 
não existe concordância sobre o tempo mínimo de observação dos animais. O objetivo do 
presente estudo foi avaliar a IC com confirmação por IFD, comparando o desempenho do 
diagnóstico em sete dias com aquele realizado em 21 dias de observação em camundongos 
lactentes e desmamados. Foram utilizadas 2.953 amostras de animais suspeitos, recebidas 
para diagnóstico de raiva no período de 2005 a 2011 na Secretaria Municipal de Saúde 
da Prefeitura da Cidade do Rio de Janeiro. A análise estatística demonstrou elevada 
sensibilidade do diagnóstico (97,43%; 95,45%; 100%) e excelente concordância (99,76%; 
99,29%; 98,71%) ao comparar os resultados na IFD com os obtidos em camundongos 
lactentes observados por sete e 21 dias e desmamados, respectivamente. Estes resultados 
inferem que a IC realizada em sete dias em camundongos lactentes possibilita a 
precocidade do diagnóstico de raiva, o que pode antecipar a tomada de decisões dos 
serviços de saúde envolvidos com o tratamento profilático antirrábico humano, bem como 
as ações dos serviços de vigilância epidemiológica da doença.

PALAVRAS-CHAVE: Raiva; Diagnóstico Laboratorial; Isolamento Viral; Inoculação em 
Camundongos; Saúde Pública

ABSTRACT
Mouse inoculation test (MIT) is routinely used in rabies diagnosis to attest the direct 
fluorescent antibody test (DFA), however there is no agreement on the minimum 
observation period. The aim of this study was to evaluate MIT with confirmation by DFA, 
comparing the diagnostic performance between seven and 21 days held in suckling and 
weaned mice. For this, 2,953 samples received for rabies diagnosis in the period of 2005-
2011 by Secretaria Municipal de Saúde da Prefeitura da Cidade do Rio de Janeiro were 
analyzed. Statistical analysis showed high diagnostic sensitivity (97.43%; 95.45%; 100%), 
and excellent agreement (99.76%; 99.29%; 98.71%) when comparing the results obtained 
in DFA with the results obtained from suckling mice observed along seven and 21 days 
and weaned mice respectively. These results infer that MIT performed in seven days 
using suckling mice enables early diagnosis of rabies, which can anticipate the decisions 
of health services involved with human prophylactic treatment services, as well as the 
epidemiological monitoring of rabies.

KEYWORDS: Rabies; Laboratory Diagnosis; Virus Isolation; Mouse Inoculation Test; 
Public Health
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INTRODUÇÃO

Dentre as doenças infecciosas de origem viral, a raiva é única em 

relação a seu alcance e ao número de vítimas, uma vez que pode 

afetar todos os mamíferos, cursando com uma encefalite aguda ca-

paz de levar as vítimas ao óbito em praticamente 100% dos casos1,2. 

Trata-se de uma antropozoonose causada pelo vírus da raiva, per-

tencente à família Rhabdoviridae e gênero Lyssavirus, transmitida 

pela inoculação do vírus presente na saliva de animais infectados, 

principalmente por meio de mordeduras e, eventualmente, pela 

arranhadura e lambedura de mucosas ou pele lesada3.

Ao longo das últimas décadas, os esforços das autoridades de saúde 

pública determinaram a redução da incidência de raiva humana e 

animal nas regiões metropolitanas brasileiras. No entanto, a doença 

ainda é considerada endêmica no país, com prevalência variável de 

acordo com a região geopolítica. Atualmente, tem sido observado 

um aumento na detecção de casos de raiva em morcegos e ani-

mais de produção, bem como no número de casos de raiva humana 

transmitida por morcegos. Desta forma, os quirópteros têm sido 

apontados como os principais reservatórios do vírus na natureza, 

o que demonstra sua importância como fonte de infecção para os 

humanos, até mesmo em áreas historicamente livres da raiva4,5. Os 

casos de raiva humana ainda representam grande desafio para a 

saúde pública. Terapias com finalidade profilática de pré-exposição 

são direcionadas a profissionais com risco ocupacional, enquanto a 

terapia de pós-exposição e a soroterapia são utilizadas em indivídu-

os expostos a injúrias por animais suspeitos7,8.

O diagnóstico da raiva é de grande importância para orientar o 

tratamento profilático humano pós-exposição e para a adoção de 

medidas de controle da doença nas populações de animais do-

mésticos6. O diagnóstico definitivo é baseado em procedimentos 

laboratoriais padronizados para amostras obtidas após a morte 

de animais suspeitos ou humanos7.

Em 1903, Adelchi Negri8 descreveu inclusões intracitoplasmáti-

cas nos cérebros de animais raivosos, denominadas corpúsculos 

de Negri. A presença destas inclusões foi utilizada como o prin-

cipal critério de diagnóstico por mais de 50 anos. Na década de 

1930, Webster e Dawson9 introduziram a inoculação intracere-

bral de camundongos Swiss Webster para o isolamento do vírus 

da raiva. Em 1959, o grupo de Goldwasser adaptou o teste de 

anticorpos fluorescentes para o diagnóstico de raiva10. Atualmen-

te, o método laboratorial preconizado é a detecção do antígeno 

viral pelo teste de imunofluorescência direta (IFD), que deve ser 

complementado pelo isolamento viral, a partir do teste de ino-

culação intracerebral em camundongos (IC) ou de inoculação em 

cultura de células (ICC)13-20. Recentemente, outros testes têm 

sido utilizados para o diagnóstico de raiva, como os ensaios imu-

noenzimáticos e os moleculares11.

Na maioria dos laboratórios de diagnóstico de raiva, que utili-

zam camundongos desmamados na IC, após a triagem por IFD, 

animais de três a quatro semanas de idade são inoculados com 

uma suspensão preparada a partir de amostras de Sistema Ner-

voso Central (SNC) de animais suspeitos, e ficam em observa-

ção por 21 dias14. Quando se trata de amostras positivas na IFD 

em perfeito estado de conservação, o período de incubação nos 
camundongos desmamados inoculados é de cinco dias, podendo 
variar de quatro a 23 dias, de acordo com o gênero do animal 
suspeito12,13. No entanto, a utilização de camundongos com até 
três dias de idade eleva consideravelmente a sensibilidade da 
prova, permitindo o isolamento do vírus em espécimes de baixa 
concentração viral14,15. O uso de camundongos lactentes, além 
aumentar a sensibilidade reduz a duração do exame, sendo in-
dicado pela Organização Mundial de Saúde (OMS), que também 
propõe a redução do período de observação destes animais para 
três a quatro dias após a inoculação e posterior análise de seus 
cérebros por IFD. A OMS faz ressalvas ao uso de camundongos 
adultos, que só deve ocorrer em último caso9,14. A Organização 
Internacional de Epizootias (OIE) propõe que, para a obtenção de 
resultados mais rápidos, pode-se analisar o cérebro de camun-
dongos por IFD nos dias 5, 7, 9 e 11 pós-inoculação9,15,16.

A IC ainda hoje é considerada um método eficaz para isolar o 
vírus da raiva na rotina laboratorial, principalmente nos casos 
em que não há infraestrutura adequada para a implantação do 
diagnóstico utilizando ICC. Embora possibilite o diagnóstico pre-
coce, não há consenso sobre o período mínimo de observação 
dos animais na rotina laboratorial14,17,26. O objetivo do presente 
estudo foi comparar os resultados obtidos em três testes de ino-
culação em camundongos com confirmação pela IFD.

Metodologia

Estudo retrospectivo

Foi realizado um levantamento retrospectivo das amostras recebi-
das para diagnóstico de raiva no período de 2005 a 2011 na Subge-
rência de Virologia da Unidade Municipal de Medicina Veterinária 
“Jorge Vaitsman”, da Secretaria Municipal de Saúde da Prefeitu-
ra da Cidade do Rio de Janeiro (UJV/SMS-RJ). Foram registradas 
3.120 amostras provenientes de diferentes espécies animais.

Amostras examinadas

Para determinar quais amostras poderiam ser utilizadas no pre-
sente estudo, foi considerado como critério de inclusão o regis-
tro completo de dados referentes à execução da rotina laborato-
rial, o que fez com que 167 amostras fossem descartadas. Desta 
forma, 2.953 amostras submetidas simultaneamente à IFD e à IC 
foram incluídas no estudo.

Animais de laboratório

Foram utilizados camundongos Swiss Webster machos e fême-
as, com idade de um a três dias (lactentes) e desmamados com 
três a quatro semanas. Todos os animais foram provenientes de 
uma colônia convencional outbreed e fornecidos pela Seção de 
Biotério da UJV/SMS-RJ. Os animais foram alojados em gaiolas 
apropriadas com água e ração ad libitum e mantidos sob tempe-
ratura controlada (22 ± 1º C, cerca de 70% de umidade relativa 
e fotoperíodo 12:12h).
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Protocolo do Teste de Inoculação em Camundongos

As amostras utilizadas no presente estudo foram submetidas à 

rotina de diagnóstico laboratorial da Subgerência da Virologia da 

UJV/SMS-RJ. Para isto, amostras de SNC de animais suspeitos, 

acompanhadas de prontuário com dados epidemiológicos refe-

rentes ao animal, foram acondicionadas em placas de Petri e 

armazenadas sob temperatura de -18 ± 4°C em freezer, por um 

período máximo de 24 horas até o exame.

Foram utilizados fragmentos de SNC (córtex, hipocampo, cere-

belo e no caso de herbívoros, também medula) para o preparo de 

lâminas e inóculos (suspensão a 10% do tecido nervoso em salina 

fisiológica contendo penicilina 100 UI e estreptomicina 2 mg/mL). 

O diagnóstico laboratorial foi realizado empregando-se IFD e IC, 

de acordo com o método preconizado13,14,18,19. O diagnóstico de 

raiva seguiu os princípios éticos do uso de animais20,21, sob a li-

cença no 83/12 do Comitê de Ética em Pesquisa da Secretaria 

Municipal de Saúde e Defesa Civil — CEP SMSDC-RJ.

Para amostras de herbívoros foi realizada uma estimativa de po-

sitividade na IFD, com graduação crescente de 1 (uma) a 4 (qua-

tro) cruzes para cada estrutura examinada, baseada na intensi-

dade da fluorescência à microscopia. Quando não foi detectada 

fluorescência, o fragmento foi considerado negativo.

Tratamento das amostras

De acordo com o resultado da IFD, três diferentes tratamentos 

foram dados às amostras:

Grupo 1 (Amostras de carnívoros, herbívoros, quirópteros e ou-

tros gêneros): a suspensão foi inoculada via intracerebral em 

um grupo de camundongos lactentes (n = 12) com volume de 

0,02 mL. Os animais foram observados por sete dias e, ao final 

deste período, submetidos à eutanásia em câmara anestésica 

com gás halotano. Os cérebros foram coletados para o preparo 

de impressões de aproximadamente 5 mm de diâmetro para a 

confirmação do diagnóstico por IFD.

Grupo 2 (Amostras de carnívoros, herbívoros, quirópteros e ou-

tros gêneros): a suspensão foi inoculada em um grupo de camun-

dongos lactentes (n = 12), com volume de 0,02 mL, observados 

por 21 dias. Estruturas cerebrais daqueles que foram a óbito a 

partir do quinto dia após a inoculação foram coletadas para o 

preparo de impressões e confirmação do diagnóstico por IFD. 

Para os Grupos 1 e 2, foram considerados positivos para a raiva 

todos os animais cujas estruturas cerebrais revelaram fluores-

cência característica à IFD.

Grupo 3: para todas as amostras positivas na IFD, independente 

do gênero, a suspensão também foi inoculada via intracerebral 

com volume de 0,03 mL em um grupo de camundongos desma-

mados (n = 8). Os animais foram observados por 21 dias e, neste 

período, não foi realizada coleta de estruturas cerebrais, sendo 

considerados positivos para raiva todos os animais que, a partir 

do quinto dia após a inoculação, apresentaram sintomatologia 

neurológica com evolução para paralisia e morte.

Análise estatística

Os resultados obtidos da observação dos animais dos Grupos 1, 

2 e 3 foram comparados entre si para verificar a concordância 

entre os tratamentos. Com a positividade calculada em camun-

dongos lactentes dos Grupos 1 e 2 e a mortalidade no Grupo 3, 

procedeu-se à análise estatística. A sensibilidade, a especificida-

de e os valores preditivo positivo e negativo do teste de inocula-

ção em camundongos, realizados em sete dias, foram avaliados 

em comparação com a IFD e o método realizado em 21 dias, e 

com a observação de camundongos desmamados. Para comparar 

o grau de concordância dos métodos diagnósticos foi utilizada a 

correlação linear com intervalo de confiança de 95%, e ainda o 

Qui-quadrado e o coeficiente de Kappa22. Um cálculo amostral 

foi realizado para verificar a representatividade do número de 

amostrasa. Para a execução da análise estatística foram utiliza-

dos os Softwares Microsoft® Excel e SPSS®.

Resultados

Durante o período de 2005 a 2011, foram recebidas 3.120 amos-

tras de diferentes gêneros animais, sendo a maioria proveniente 

de caninos (44,10%). Para a execução do presente estudo foram 

consideradas 2.953 amostras, dentre as quais 163 (5,22%) foram 

positivas para a raiva em pelo menos uma das provas de diagnós-

tico. Dentre as amostras positivas, a maioria foi proveniente de 

bovinos (70,55%). A distribuição das amostras quanto ao gênero 

está apresentada na Tabela 1.

As 2.953 amostras utilizadas foram separadas em três estratos 

de acordo com os testes laboratoriais a que foram submetidas 

na rotina de diagnóstico: IFD e IC em lactentes com observação 

por sete dias (IC-7); IFD, IC-7 e IC com observação por 21 dias 

(IC-21); e IFD, IC-7 e IC em desmamados observados por 21 dias 

(IC-D). O cálculo amostral demonstrou que o número de amostras 

analisado foi representativo para a positividade (margem de erro 

1% e nível de confiança 99%).

IFD e IC em lactentes com observação por sete dias

Cento e cinquenta e quatro (5,22%) amostras foram positivas 

para a raiva na IFD e 160 (5,42%) na IC em camundongos lacten-

tes observados por sete dias. A concordância de resultados foi 

Tabela 1. Amostras para diagnóstico de raiva por gênero entre 2005 a 2011.

Gênero Nº amostras % Positivos %

Canino 1.376 44,10 0 0

Felino 479 15,35 0 0

Bovino 369 11,83 115 70,55

Quiróptero não 
Hematófago

358 11,50 14 8,60

Quiróptero 
Hematófago

271 8,67 5 3,07

Equino 112 3,60 26 15,95

Outros 155 4,97 3* 1,84

Total 3.120 100,00 163 100

*Dois ovinos e um suíno.
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Tabela 2. Positividade do diagnóstico de raiva por IFD e IC em camundongos 
por ano.

Ano
IFD1 IC-7

Positivo/Total % Positivo/Total %

2005 59/837 7,05 60/837 7,17

2006 51/558 9,14 50/558 8,96

2007 15/415 4,10 18/415 4,34

2008 7/407 1,72 7/407 1,72

2009 4/248 1,61 5/248 2,02

2010 10/239 4,20 11/239 4,60

2011 8/249 3,21 9/249 3,61

Total 154/2.953 5,22 160/2.953 5,42
1Imunofluorescência direta. n = 2.953

Tabela 3. Positividade do diagnóstico de raiva por gênero na IFD e IC com observação por sete e 21 dias em lactentes.

Gênero 
IFD1 IC-7 IC-21 

Positivo/Total % Positivo/Total % Positivo/Total %

Bovino 37/173 21,39 38/173 21,97 37/173 21,39

Equino 4/64 6,25 3/64 4,69 3/64 4,69

Quiróptero não hematófago 2/331 0,60 2/331 0,60 2/331 0,60

Quiróptero hematófago 0/263 0 1/263 0,38 1/263 0,38

Outros 1/149 0,67 1/149 0,67 1/149 0,67

Total 44/980 4,49 45/980 4,59 44/980 4,49
1Imunofluorescência direta. n = 980

Tabela 4. Positividade do diagnóstico de raiva por gênero na IFD e IC com observação em lactentes por sete e 21 dias em desmamados.

Gênero
IFD1 IC-7 IC-D

Positivo/Total % Positivo/Total % Positivo/Total %

Bovino 47/47 100 47/47 100 46/47 97,87

Equino 16/20 80 19/20 95 19/20 95

Quiróptero não hematófago 8/8 100 8/8 100 8/8 100

Quiróptero hematófago 2/2 100 2/2 100 2/2 100

Outros 1/1 100 1/1 100 1/1 100

Total 74/78 94,87 77/78 98,72 76/78 97,44
1Imunofluorescência direta. n = 78

de 99,76%, com divergência entre sete (0,24%) amostras. Não 
houve diferença estatística significativa entre as duas técnicas 
(p < 0,05). Embora não significativa, a positividade foi maior na 
inoculação em camundongos observados por sete dias em com-
paração com a IFD, como pode ser observado na Tabela 2.

IFD e IC em lactentes com observação por sete e 21 dias

Para esta avaliação foram examinadas 980 amostras, sendo 
936 (95,51%) negativas e 44 (4,49%) positivas por IFD. Na IC, 
935 (95,41%) foram negativas e 45 (4,59%) positivas nos dois pe-
ríodos de observação. Sete (0,71%) amostras apresentaram resul-
tados divergentes, sendo uma (0,10%) positiva na IFD e negativa 
na IC. Cinco (0,51%) foram negativas na IFD e positivas na IC-7 e 
IC-21. Uma (0,10%) sexta amostra apresentou resultado positivo 
na IFD e IC-7 e negativo na IC-21. Das 980 amostras comparadas 
com a IC em camundongos lactentes, observou-se concordância 
entre 973 amostras (99,29%). Das amostras negativas na IFD, a IC 
foi capaz de detectar cinco como positivas (Tabela 3).

IFD e IC em lactentes com observação por sete dias e com 

desmamados por 21 dias

Neste estrato foram agrupadas 78 amostras, quatro (5,13%) 

negativas e 74 (94,87%) positivas pelo teste de IFD. Houve 

divergência de resultados em seis (7,70%) amostras e con-

cordância entre 72 (92,30%). Uma (1,28%) amostra positiva 

na IFD foi negativa nos dois grupos de camundongos. Uma 

(1,28%) foi positiva na IFD e IC-7 e negativa na IC-D. Outras 

quatro (5,13%) amostras negativas na IFD foram positivas na 

IC nos dois períodos de observação. Comparando os grupos 1 

e 3, constatou-se que em 77 amostras (98,71%) os resultados 

foram idênticos. Somente uma amostra apresentou resulta-

dos divergentes quando avaliada em camundongos lactentes 

e desmamados (Tabela 4).

As amostras que apresentaram resultados discordantes na IC em 

camundongos lactentes foram discriminadas e caracterizadas, con-

siderando o gênero animal, o estado de conservação e a estimativa 

de positividade na IFD dos fragmentos cerebrais (Tabela 5).

Todos os testes estatísticos realizados demonstraram que houve 

concordância entre os resultados da observação por sete dias em 

camundongos lactentes com IFD e IC. Entre os Grupos 1 e 3 de 

camundongos foi superior à observada entre os Grupos 1 e 2. O 

teste de Qui-quadrado (0,000; 0,000; 0,000) indica que não existe 

diferença entre os grupos. A proporção de concordância calculada 

pelos valores de Kappa na IFD e IC-21 (0,96; 0,95) foi excelen-

te, enquanto na IC-D (0,66), foi considerada como substancial. O 

valor de Rho do coeficiente de correlação de Spearman também 

comprovou a similaridade entre a IC-7 e as demais provas de diag-

nóstico (Tabela 6).
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O diagnóstico em sete dias apresentou alta sensibilidade e es-

pecificidade ao considerar a IFD e IC-21 e IC-D como técnicas 

padrão. Os valores preditivos positivo e negativo também foram 

elevados, demonstrando a segurança da IC em camundongos lac-

tentes observados por sete dias. As diferenças entre os períodos 

de observação não foram significativas e os resultados foram al-

tamente correlacionados (Tabela 6).

Todos os parâmetros de validação da IC-7 analisados demonstraram 

a baixa variabilidade dos ensaios. Os resultados da análise da va-

riância do modelo de regressão da positividade da IC-7 revelaram 

que a relação entre os resultados foi altamente correlacionada com 

grande significância (F = 365,357; 465,065; p = 0,000) (Tabela 7).

Discussão

A obtenção de resultados confiáveis na IC depende de sua pre-

cisão e execução e, para evitar confusão devido a mortes por 

causas inespecíficas, é recomendado o uso combinado de IC e 

IFD. Apesar de ser considerada uma técnica eficaz, a IC em 

camundongos desmamados é demorada, sendo, portanto, re-

comendável substituí-la por uma técnica que utilize neonatos, 

sabidamente mais sensíveis ao vírus14,26. O presente estudo 

demonstrou que a positividade das amostras no grupo de ca-

mundongos lactentes observados por sete dias foi semelhante à 

do grupo da mesma faixa etária avaliado por 21 dias e ao per-

centual de mortalidade encontrado no grupo de desmamados. 

Desta forma, é possível antecipar o diagnóstico em 14 dias, o 

que pode ser de grande valia principalmente para casos que 

envolvem seres humanos.

A IC em camundongos lactentes foi capaz de diagnosticar como 

positivas seis amostras negativas para a raiva no primeiro exa-

me, o que reforça a necessidade da IFD ser complementada pelo 

isolamento viral conforme preconização para o diagnóstico de 

raiva9,14,27. O diagnóstico em sete dias demonstrou melhor desem-

penho para estes materiais, pois uma amostra positiva na IC-7 foi 

negativa na IC-21 e apresentou positividade de 6,45%, confirman-

do tratar-se de um espécime de baixa concentração viral. Uma 

situação como esta poderia causar prejuízo à saúde pública caso 

fosse utilizada observação por 21 dias, mesmo em camundongos 

lactentes, altamente sensíveis ao vírus da raiva24-26. Houve detec-

ção precoce da positividade na IC-7 e possivelmente o título viral 

estaria baixo no SNC e na glândula salivar, principal órgão envolvi-

do na transmissão do vírus9,22,23.

Tabela 6. Descritores estatísticos para os resultados obtidos na IC em 
camundongos em lactentes observados por sete dias (Grupo 1) e as 
técnicas padrão.

Método estatístico IFD1 Grupo 22 Grupo 33

Qui-Quadrado 0,000 0,000 0,000

Kappa 0,960 0,952 0,661

Spearman nr4 0,620 0,592

Especificidade 99,71 99,78 50,00

Sensibilidade 97,43 95,45 100,00

Valor Preditivo 
Positivo

95,00 95,45 98,70

Valor Preditivo 
Negativo

99,86 99,78 100,00

Acurácia 99,60 99,60 98,72

1Imunofluorescência direta. 2Teste de inoculação em camundongos 
lactentes observados por 21 dias. 3Teste de inoculação em camundongos 
desmamados. 4Não realizado.

Tabela 7. Análise da variância (ANOVA) do modelo de regressão linear da positividade da IC em camundongos lactentes observados por sete dias1..

ANOVA

Modelo
Soma Quadrática Grau de Liberdade Média Quadrática F p

IC-212 IC-D3 IC-21 IC-D IC-21 IC-D IC-21 IC-D IC-21 IC-D

Regressão 23,46 37,45 1 1 23,46 37,45 365,35 465,06 0,000 0,000

Residual 4,62 6,12 72 76 0,06 0,08 - - - -

Total 28,09 43,57 73 77 - - - - - -
1Variável dependente. 2Teste de inoculação em camundongos lactentes observados por 21 dias. 3Teste de inoculação em camundongos desmamados 
observados por 21 dias.

Tabela 5. Amostras discordantes na IC de acordo com gênero, estado de conservação e estimativa de positividade. (n = 8)

Registro Gênero Conservação
Tecido/Estimativa de Positividade IFD Teste de inoculação em camundongos

Hipocampo Cerebelo Córtex Medula 7 21 Desmamado

102/05 Bovino Boa nr nr Negativo Negativo Positivo Positivo nr

147/06 Bovino Boa Negativo Negativo ++ nr Positivo Negativo Negativo

245/06 Equino Boa Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo

322/06 Equino Boa Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo nr Positivo

511/06 Equino Ruim + ++ ++ +++ Negativo Negativo Negativo

225/07 Equino Boa Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo

173/09 Quiróptero 
hematófago

Boa Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo nr

025/11 Equino Boa Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo nr Positivo
1nr: não realizado.
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A validação de ensaios analíticos é o processo em que se es-

tabelecem os seguintes itens: precisão, acurácia, linearidade, 

gama, limite de detecção e quantificação, especificidade e ro-

bustez, conforme apropriado ao tipo de ensaio. Os bioensaios, 

que envolvem animais e células, apresentam resultados variáveis 

e podem ter amplos limites de aceitação. Além disso, os ensaios 

em animais são demorados e apresentam maior dificuldade por 

envolverem o cuidado, a manutenção e o manuseio24.

A precisão do diagnóstico de raiva depende do estado de conser-

vação da amostra, das áreas do cérebro coletadas e da distribui-

ção do vírus nas mesmas, que pode ser irregular20. A conservação 

da amostra é um ponto crítico para o diagnóstico rápido e acu-

rado. Materiais submetidos a manejo inadequado envolvendo co-

leta, armazenamento e envio ao laboratório podem ter perda da 

viabilidade viral capaz de prejudicar a acurácia do diagnóstico25. 

Tais informações podem explicar o fato de duas amostras terem 

apresentado baixa estimativa de positividade na IFD e resultados 

discordantes entre as provas, semelhante ao observado em uma 

amostra positiva na IFD e em sete dias de observação, e negativa 

em 21 dias. Estes achados indicaram a precocidade e a segurança 

do diagnóstico em sete dias e foram confirmados pelos parâme-

tros de validação da IC-726.

Os valores apresentados nas Tabelas 6 e 7 demonstram boa cor-

relação entre a IC-7 e as demais provas biológicas, mesmo em 

casos em que o exame foi negativo na IFD e na observação por 

21 dias. Isto indica que, mesmo com cuidado e disciplina para 

manter elevado grau de precisão no diagnóstico laboratorial, ou-

tros fatores podem interferir na realização do exame, conforme 

o ocorrido para uma única amostra positiva na IFD, que foi ne-

gativa nas três provas biológicas. É possível que com a autólise 

tecidual post-mortem, tenha ocorrido redução na viabilidade do 

vírus, dificultando seu isolamento. Os resultados aqui apresenta-

dos sugerem que um resultado negativo na IFD de amostras de 

animais suspeitos, quando em boas condições de preservação, 

representam baixo risco para a saúde de indivíduos expostos, 

dada a possibilidade de detecção precoce de positividade no sé-

timo dia de observação34,37,40.

A IC em camundongos lactentes observados por sete dias apre-

sentou alta sensibilidade (Tabela 6), o que é desejável para 

ensaios biológicos envolvendo células ou animais, que podem 

apresentar variabilidade acima de 50,00%27,38. Este resultado evi-

denciou a elevada capacidade da técnica em identificar amostras 

verdadeiramente positivas em comparação com as técnicas pa-

drão. Tal característica é de extrema importância, pois orienta 

as ações de Vigilância Epidemiológica nas regiões onde estejam 

ocorrendo surtos da doença, possibilita a intervenção quanto à 

circulação do agente viral em quirópteros, além de oferecer au-

xílio para casos onde é indicado o tratamento profilático humano 

pós-exposição6,28,29.

A elevada concordância revelada pela regressão linear e análise 

da variância (Tabela 7) pôde ser atribuída à utilização de ca-

mundongos lactentes em ambos os testes diagnósticos14,26,34. Os 

resultados corroboraram a superioridade da IC em camundongos 

lactentes observados por sete dias, relatada por outros autores, 

uma vez que permitiu diagnosticar como positivos espécimes 

contendo concentração viral possivelmente baixa, ou até mesmo 

amostras que foram negativas na IFD e IC com observação por 21 

dias24,25,30. O atraso no diagnóstico poderia representar um grave 

problema de saúde pública40. A IC-21, sendo um teste demorado, 

teria apenas valor acadêmico, principalmente no que se refere à 

decisão de iniciar o tratamento pós-exposição44.

A maior parte das amostras positivas foi proveniente de herbí-

voros. Embora raramente apresentem comportamento agres-

sivo, quando acometidos pela raiva são fontes de infecção em 

potencial principalmente para veterinários e tratadores, onde o 

risco depende do tipo de contato a que forem submetidos, como 

por exemplo, na manipulação da cavidade oral destes animais42. 

Além disso, o número de herbívoros diagnosticados positivos 

para a raiva tem aumentado nos últimos anos, o que demonstra 

a importância do ciclo rural na epidemiologia da doença. Desta 

forma, estes animais podem ser considerados sentinelas para o 

monitoramento da circulação do vírus da raiva na natureza4.

A presença do vírus da raiva em populações sinantrópicas de 

morcegos tem sido relatada nos últimos anos. Corroborando com 

esta mudança na epidemiologia da doença, depois dos herbívo-

ros, os quirópteros foram os animais diagnosticados como posi-

tivos em maior número. A circulação viral nestes animais repre-

senta grave risco à saúde humana e animal, e requer atenção e 

medidas de controle e prevenção principalmente pelas autorida-

des de saúde pública31.

Embora vários métodos de diagnóstico post-mortem já tenham 

sido publicados, três técnicas de referência são atualmente re-

comendadas pela OMS e pela OIE, a IFD, a IC ou a ICC13-20. A maio-

ria dos laborátórios utiliza a IFD como primeira prova e apresen-

tam resultados discordantes (falso negativos) entre esta técnica 

e a IC em percentual acima do encontrado no presentre estudo 

(< 1,0%). A ICC e a IC são as técnicas com a menor proporção de 

falsos resultados positivos, com ótima especificidade32,33.

De acordo com as normas da OMS, as técnicas de diagnóstico 

são classificadas em quatro categorias principais: microscopia 

eletrônica e de imunofluorescência, técnicas enzimáticas e ra-

dioimunoensaio34. No entanto, a disponibilidade de instrumentos 

de ponta como o microscópio eletrônico e outros sistemas de 

microscopia, nos países em desenvolvimento ainda é limitada35. 

O mesmo ocorre com os métodos genômicos, que poderiam ser 

aplicados ao diagnóstico, porém possuem custo elevado e re-

querem estrutura laboratorial específica, o que dificulta sua im-

plementação. Desta forma, pode ser necessária a substituição 

por outros métodos disponíveis para o diagnóstico específico de 

infecções virais36,37,43. A IC é considerada eficaz para o isolamento 

do vírus da raiva38,39 e, portanto, sempre deve ser considerada 

para a confirmação do procedimento da IFD40,49,52. Este ensaio 

pode ser utilizado em situações em que as instalações para cul-

tura de células não estejam disponíveis27,37,41. Além disso, não há 

conformidade geral de opiniões com relação à sensibilidade da 

ICC. Alguns estudos comparativos a descrevem como tão sensível 

quanto a IC, no entanto, outros relatam ser menos sensível41,42,43.
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As técnicas para fins de diagnóstico devem ser adequadas para 
utilização em todos os países, especialmente naqueles em que 
técnicas sofisticadas, que utilizem instrumentação cara, sejam in-
viáveis43,52. Diferentemente da ICC, a IC-7 não necessita de grande 
aparato laboratorial para ser utilizada como rotina de diagnóstico. 
No Brasil, nenhum dos 33 laboratórios de diagnóstico de raiva faz 
ICC, ou seja, todos utilizam camundongos no isolamento viral. A 
raiva é uma zoonose que ainda representa ameaça à Saúde Públi-
ca. O diagnóstico rápido e eficaz e a adoção de medidas preven-
tivas adequadas são particularmente importantes, principalmente 
em regiões endêmicas como a África e a Ásia43. Qualquer labora-
tório que realize a prova padrão está equipado para executar a 
IC-7, o que, para países em desenvolvimento como o Brasil, que 
também possui dimensões continentais, e outros países na mesma 
condição é perfeitamente praticável.

Em casos de possível exposição ao vírus da raiva, cérebros de 
animais suspeitos são enviados a laboratórios centrais para o 
diagnóstico, e o tratamento de pós-exposição instituído enquan-
to se aguarda o resultado final, o que pode levar muitos dias ou 
semanas. Sendo assim, o diagnóstico em sete dias seria ideal, 
pois muitos destes tratamentos pós-exposição poderiam ser evi-
tados se a suspeita do animal estar acometido por raiva fosse 
descartada pelo uso de testes simples e rápidos que podem ser 
realizados em pequenos laboratórios periféricos44,49.

A utilização de camundongos lactentes na rotina de diagnóstico ofe-
rece vantagens ao sistema de Saúde, principalmente ao considerar 
os casos onde é indicado tratamento profilático humano completo 

com cinco doses de vacina de cultivo celular. No Brasil são realiza-

dos em média 400 mil atendimentos por ano envolvendo a profilaxia 

da raiva humana. Cada dose de vacina de cultivo celular apresenta 

o custo médio de R$ 21,6345. Assim, a assistência a pacientes en-

volvidos em acidentes com animais suspeitos representa alto custo 

para o Sistema Único de Saúde (SUS), responsável pelo oferecimen-

to de imunobiológicos à rede de Saúde. Antecipando o diagnóstico 

para sete dias, o esquema vacinal poderia ser reduzido para duas 

ou três doses nos casos diagnosticados negativos e confirmados pela 

IC-7. Tal medida auxiliaria na redução dos gastos públicos, além de 

minimizar o trauma físico e psicológico ao qual pessoas envolvidas 

em acidentes com animais suspeitos são expostas37.

Conclusão

A IC-7 pode ser utilizada como teste confirmatório da raiva o que 

ainda é uma tarefa desafiadora para os laboratórios de diagnós-

tico. Este procedimento permite a detecção precoce do vírus da 

raiva e pode ser empregado como método alternativo confiável 

em laboratórios que não possuem infraestrutura adequada para a 

cultura de tecidos. Estes estudos abrem ainda perspectivas para 

o diagnóstico e podem ajudar médicos e seus pacientes, devido à 

detecção precoce de vírus em amostras suspeitas, possibilitando 

a intervenção oportuna na profilaxia antirrábica pós-exposição. 

Os resultados do presente estudo inferem que a prova biológica 

realizada em sete dias em camundongos lactentes possibilita a 

precocidade do diagnóstico de raiva, o que é de grande valia sob 

a ótica laboratorial e de saúde pública.
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