EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE VIRUS DA RAIVA EM MAMIF
DOMESTICOS E SILVESTRES DO BRASIL

LEDA MARIA SILVA KIMURA

Programa de Pés - Graduacao em Vigilancia Sanitaria
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satel

Fundacdo Oswaldo cruz

ORIENTADORES

Dr. VICTOR AUGUSTUS MARIN

Dr. PAULO EDUARDO BRANDAO

Rio de Janeiro
2006

EROS



FOLHA DE APROVACAO

TITULO: Epidemiologia molecular de virus da raiva detectados em mamiferos
domeésticos e silvestres do Brasil.

NOME DO AUTOR: Leda Maria Silva Kimura

Tese submetida a Comissdo Examinadora composta qmloo docente do
Programa de PoOs-Graduacgédo em Vigilancia Sanitérimstituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude da Fundacdo Oswaldo Cruz erpi@mspores convidados de outras

instituicdes, como parte dos requisitos necessaraigencao do grau de Doutor.

Aprovado:

Prof. itulgdao)
Prof. itulgdao)
Prof. itulgdao)

Rio de Janeiro
2006



FICHA CATALOGRAFICA

Kimura, Leda Maria Silva

Epidemiologia molecular de virus da raiva em maragfeloméstico

e silvestres do Brasil./ Leda Maria Silva Kimurao Rle Janeirq;

INCQS/FIOCRUZ, 2006.

xiv, 79 p., il., tab.

Dissertacdo em Vigilancia Sanitaria, Prog. Pés-Gaagdo en
Vigilancia Sanitaria/INCQS, 2006. Orientadores: t¥ic Augustus

Marin, Paulo Eduardo Brandao.

1 - Raiva. 2 - RT-PCR. 3 -diagnéstido epidemiologia molecular
I.Titulo

D




A DEUS, PELA OPORTUNIDADE DE MERECER A BENCAO DE BER TENTAR
CONTRIBUIR NA INVESTIGACAO DOS MISTERIOS DE SUA CRICAO. AINDA

QUE EM DOSE INFINITAMENTE PEQUENA.



“CIENCIA E O AMOR QUE INVESTIGA, TRABALHO E O AMORQUE SE
CONSTROLI.”

CHICO XAVIER



AGRADECIMENTOS

A Maira, Bruno e Mauro, meus filhos e meu maridor pespeitarem a minha
vontade de crescer.

A minha mée, Leda Rocha de Silva, pela revisdoatugués e, principalmente por
ser o exemplo de que for¢ca e dogura podem coalmtanesmo coracao.

Ao Dr. Claudio de Moraes Andrade por abrir portasapa realizacéo deste trabalho.

Ao Instituto Pasteur de Sao Paulo pelo apoio téeaientifico.

A Dra Ivanete Kotait que com profissionalismo eirdao viabilizou o apoio
recebido do Instituto Pasteur.

Ao meu orientador Paulo Eduardo Branddo, misto ®eema inteligéncia,
humildade, ética, integridade, profissionalismoedidag&o. A oportunidade de conviver e
compartilhar de todos esses atributos, me tornoon certeza, ndo s6 uma profissional,
como também uma pessoa melhor.

Ao meu orientador Victor Augustus Marin pela confia em mim depositada.

Aos amigos do Instituto Pasteur pela colaborac&o:PBdro Carnieli Junior, Dra
Juliana Castilho, Dr. Rafael de Oliveira.

A todos os amigos da antiga area de Virologia dé\:LBra. Phyllis Catharina
Romijn, Dra. Rita de Cassia Figueira Silva, Dr. #td_opes, Dra. Livia Moderno e Nilza
Pinto Mamede, pela colaboracdo no desenvolvimeatprdjeto e pelo apoio e carinho
sempre presente.

Ao amigo Newton Moreno Vidal pela paciéncia e cog#® dos slides e gravuras.

Aos amigos do LBA: Angela Maria Corréa e Silva, Drane Garcia Pinheiro, Dra.
Leila Carvalho da Silva, Dra. Lilian Carvalho, Loltb Antunes, Joel Duque de Matos ,
Rosemary Pinto, Antonio Carlos Sampaio, pelo canstearinho, incentivo e amizade.

A amiga Dra Marcia Cristina Ribeiro Andrade do CHCA FIOCRUZ, pelo
estimulo e amizade.

Ao sanitarista Paulo Roberto Barbosa pela amizgo@p e presteza na informacgéao
de dados.

Vi



Aos amigos e colegas das Areas de Imunologia e eteicG de Animais de
Laboratério do INCQS: Dr. Wlamir Correa, Dra. LudNerneck e Dr. Reginaldo Miller,
pela concessdo ndo somente de materiais, anirregraos, como também pela concessao
da amizade.

Aos diretores, conselheiros e funcionarios dadge2003/2005 do CRMV-RJ, na
pessoa do Dr. Sergio Bogado, todos incentivadoaesigos.

Aos Médicos Veterinarios: Enock Vieira da Silva, rida Vicente da Silva, Maria
Aparecida de Carvalho Patricio, Francisco Airtorghira, Nélio Batista e Lia Marcia de
Paula Bruno pelo envio de amostras trabalhadasasete estudo.

A colega e amiga Laura Iglesias de Oliveira porapeiar sempre, mesmo quando
eu ndo mereco.

A Delma Paula Vidal, por ser meu anjo da guarda.

Agradecimento especial abr. Geraldo Manhdes Carneirg pois a Médica
Veterinaria de 49 anos nao estaria galgando htgedegrau, se ele nao tivesse confiado na

estudante de 17.

“Agradeco a todas as dificuldades que enconteaid® fosse por elas eu nao teria saido do

lugar.”
( Chico Xavier)

Leda Kimura

Vii



RESUMO

A raiva € uma das doencas mais temidas entre awulifs zoonoses que ameacam o
Homem, pois evolui sempre para o éxito letal, senmto pratica, sua morbidade igual a
mortalidade. Acrescem-se ainda os prejuizos ecat@ntausados ao rebanho bovino nos focos
de raiva epizodtica, seu impacto geral na econgacaria, reduzindo a producéo de leite e
carne, e suas implicacdes na area de Saude PUktliaaés da utilizacdo de técnicas classicas e
moleculares, o presente estudo, visou estudareasitiade molecular das amostras de virus da
raiva provenientes de animais domeésticos e sikgsfjue atualmente sdo identificadas nas
diferentes regides do Brasil (Norte, Nordeste, Steje&Sul e Centro-Oeste), comparando-as entre
si e entre amostras originarias de um municipi&stado do Rio de Janeiro (Porcitincula), com
base em seqiienciamento do gene codificador daapuoteina. A técnica de RT-PCR foi
aplicada em 32 amostras de tecido nervoso oriuedindnais suspeitos de estarem acometidos
pela raiva, demonstrando 100% de concordéancia comesultados apresentados pelas provas
classicas, permitindo diagndstico positivo inclesim amostras que se apresentam em estado de
putrefacdo. Treze das amostras de virus isoladamfparcialmente seqienciadas, tendo sido
encontrado formacao dos principais grupos esperddasmostras de virus da raiva, ou seja,
variante antigénica 2,3, amostras fixas e varidetevirus de raiva de sagui. Foi evidenciado,
ainda, um padrao regional de distribuicdo de vilausaiva associado a variante antigénica 3. A
obtencdo de dados derivados do sequenciamento veennatir um melhor entendimento da
diversidade molecular das amostras de virus daa raikculantes nas regibes em estudo,
representando um passo fundamental para a geragaofatmacbes a serem utilizadas na
epidemiologia molecular da raiva, determinandotdsmle infeccéo, origens de surtos e relacdes

genéticas geograficas entre os virus da raivaidetes a partir de diferentes espécies animais.

PALAVRAS-CHAVE - Raiva, RT-PCR, diagnosticepidemiologia molecular.
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ABSTRACT

Rabies is one of the most feared zoonosis, oralevétys results in the death of the affected
patient, what makes rabies morbidity equal to itstality. Furthermore, economic losses
due to rabies epidemics in cattle, the economicachpn agrobusiness derived from
decreased milk and meat production and implicationmiblic health must also to be taken
into account. Using classic and traditional techieg) the present research aimed to study
the molecular diversity of rabies virus strainsfrdomestic and wild animals that circulate
in different Brazilian regions (North, Northeaster8outheastern, South and Center-
Western) comparing the strains amongst them anid sttains from a municipality from
Rio de Janeiro State (Porciuncula) based on the geding for the nucleoprotein. The RT-
PCR was applied to 32 samples of central nervossesy tissue of rabies-suspected
animals, showing an agreement of 100% with thesaagests, allowing a positive
diagnosis even in decomposed samples. Thirteeofdbese 32 samples were submitted to
partial sequencing resulting in the expected grafpsbies virus variants, i. e., antigenic
variants 2, 3, fixed strains and marmoset strafnsegional pattern was found regarding
the variant 3 of rabies virus. Data obtained fromNAD sequencing allow a better
understanding of the molecular diversity of thei@alvirus strains circulating in the regions
under study, a fundamental step for the generabibimmformation to be used in the
molecular epidemiology of rabies, as the deternmonabf sources of infection, origins of
outbreaks and phylogeographic relationships amaiges virus strains from different

species.

KEY WORDS - Rabies, RT-PCR, diagnosis, molecular epidemiology
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1-INTRODUCAO

A raiva é considerada uma das mais importantesosgsnentre as numerosas
conhecidas devido ao seu desenlace geralmenteAalakbnca tem um longo historico e
€ conhecida desde a Antiglidade, supondo-se séfiperates a primeira descricdo
sobre a sintomatologia da raiva humana, afirmangn tPessoas loucas bebem muito
pouco, sado perturbadas e assustadas” (BAER, 1991).

Atribui-se ao filésofo grego Demacritos (460-37C.% a primeira descricdo
registrada de raiva canina (STEELE; FERNANDEZ, )9%ristételes descrevia-a
como uma enfermidade contagiosa, causada pela dwedede cdes com raiva
(STEELE; FERNANDEZ, 1991). Na Grécia, a deusa Artarrera a responsavel pela
cura da Raiva, e o deus Artiste, filho de Apolombatia os efeitos da doenca
(SCHNEIDER; SANTOS-BURGOA, 1994) que era chamadalydsa ou litta, que
significa loucura (STEELE, 1975).

Homero, em sua obra “A lliada”, relacionava a c&acra de eventos maléficos a
saude dos homens e dos cdes com o0 aparecimenionaménto da estrela Sirius, a
estrela do Cao da constelacdo de Orion. Ainda Ip&esiste a crenca popular,
amplamente difundida, que refere 0 més de agostw aw “més do cachorro louco”
(SCHNEIDER; SANTOS-BURGOA, 1994).

Importante se torna ressaltar que, 23 séculos atge€risto, o Cddigo de
Hammurabi, da antiga Babilénia, contemplava a daemstipulando pagamento as
familias das vitimas a ser feito pelos donos ds igos (CORREA, 1975).

Gardano, um escritor romano, descreveu a infedadsi da saliva dos caes
raivosos. Os escritores romanos descreveram o ialatgeccioso como um veneno,
para o qual a palavra latina era “virus”. Outraseada raiva que € primeiramente
mencionada por Plinio e Ovidio é o chamado vernléndaa do cdo. Para evitar a raiva
nos tempos médicos antigos, se cortava o freiongad (uma membrana mucosa) e se
extirpava a prega na qual se pensava que estaeantevEssa idéia persistiu até o
século XIX quando Pasteur e outros colaboradorespomvaram que 0S centros
nervosos constituiam o principal sitio de replicagés virus (STEELE, 1975).

Zinke em 1804 citado por Steele (19¢bnseguiu transmitir raiva para animais
sadios a partir da saliva de animais raivosos,cesth a primeira abordagem cientifica

para o estudo da doenca. Galtier, em 1881 tamb@ehocpor Steele (1975), através de



estudos sobre a inducdo de protecdo em animaiskaeatério, influenciou Louis
Pasteur nas pesquisas que o mesmo vinha realizando agente da raiva desde 1880.

O tratamento preventivo humano da raiva constitidos primeiros processos
de imunizacao registrada na histéria da mediciradd sido empregado pela primeira
vez por Louis Pasteur, em 1885 ao atender o pegiemeph Meister, um alsaciano de 9
anos de idade, agredido por um céo raivoso apaesimiesdes multiplas e profundas
nas maos, pernas e coxas, caso considerado denaxgravidade (AZEVEDO, 1981).
Foi-lhe administrada uma vacina preparada empregametiula dessecada de coelhos
adultos infectados (LEMOS; SOUZA, 1990). Esta ptivai e histérica vacina de
Pasteur teve éxito e a crianca sobreviveu, sendsiderado que a vacina havia
induzido a produgdo dos anticorpos necessarios peu&ralizar os virus antes que
chegassem ao sistema nervoso (CARBALLAL; OUBINA98P

Em 1886, Pasteur registrou os resultados do atemdarvacinal de mais 350
casos, conseguindo estabelecer a profilaxia da,réaltando apenas um centro para a
vacinacdo contra a doenca. A Academia de Ciénotadatis propbe entdo, uma
comissdo para executar a proposta de Pasteurne, assiFranca, foi criado o primeiro
Instituto Pasteur. Dez anos depois, varios Insttige distribuiam por todo o mundo
responsabilizando- se pela pesquisa, estudo ameato da raiva. No final de 1886,
mais de 2000 pessoas haviam sido atendidas e ceini@i mortalidade da doenca
reduzido significativamente (WILKINSON, 2002).

A partir de entdo varios pesquisadores desenvatvépos diferentes de vacinas
anti-rdbicas de uso humano, empregando virus adi®/ e virus apenas modificados
replicados em diversos tipos de sistemas celultaesscomo: sistema nervoso central
(SNC) de mamiferos adultos, embrides de galinhee epata, sistema nervoso de
mamiferos recém-nascidos (camundongos, coelhodos) ra cultivo de células de
embrides de galinha e ainda de 6rgados (rins) aetori porco e céo. Posteriormente
foram estabelecidas vacinas a partir de céluldsidgs humanas e de rim de macaco
verde (células Vero) (LEMOS; SOUZA, 1990).

No inicio do século XX o papel dos morcegos na epidlogia da raiva foi
plenamente evidenciado. Desde entdo, a incidércidaiva transmitida por morcegos
foi demonstrada em varias regifes dos neotrépesgde a Argentina até o México.
Antes da colonizacdo européia as espécies de nosrdegmatofagos ocorriam em
populacbes relativamente pequenas que exploravamiferas e aves silvestres
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(FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1998). Existe atualmi@num grande nimero
de presas (gado) para estes animais, onde anteisfia. Deve-se notar também um
aumento da disponibilidade de locais artificiaifiardos como refugios, tais como
minas, tuneis, pocos de agua e galpdes. Por estdssros morcegos hematofagos sdo
mais abundantes, e sua distribuicdo € mais amplrdcendo a dispersdo da
enfermidade (LORD, 1998).

Os morcegos ndo hematéfagos somente passaram aemeérgortancia na
Saude Publica, quando, em 1953, no estado da &|d&1dA, um garoto foi mordido por
um morcego insetivordDasypterus floridanus, atualmente denominaddasiurus
intermedius. O proprietario do sitio onde aconteceu o incidesatbia da existéncia da
raiva em morcegos “vampiros” no Meéxico e encaminlmunorcego agressor ao
Laboratdrio de Raiva, onde foi diagnosticado pesitD garoto recebeu tratamento anti-
rabico com vacina e ndo chegou desenvolver a dqBiRASIL, 2005b).

Analisando a origem do virus da raiva, Badrane i@ ¢2001) consideram que
possivelmente os quirépteros se apresentam conpedi@isos primarios deyssavirus.

De acordo com os estudos moleculares realizados pgsmos autores, a emergéncia
da raiva em carnivoros deve ter se originado dedpgros, no minimo, ha 800 anos
atras.

A familia Rhabdoviridae é composta de 3 géneros/grupos, denominados
Lyssavirus, Vesiculovirus e Rhabdovirus (MURPHY, 1996).

A morfologia do virion da raiva é semelhante aj§tiode arma de fogo e as
referidas particulas possuem 70-85 nm de diamet@0€180 nm de comprimento, sdo
envelopadas contendo lipideos e RNA de fita simptam polaridade negativa (3°-5°),
0 que as impossibilitam de serem traduzidas diretéenem proteinas. (ALMEIDA et
al., 1962)

Os virus da raiva possuem um genoma ndo-segmetaiado tamanho de 12 a
16 kb.O envelope possui grandes peplomeros queachegmedir de 8 a 10 nm de
comprimento e 3 nm de didmetro sendo constituiddsicheros de glicoproteinas virais.
Dentro do envelope encontra-se um nucleocapsidemrato, helicoidal (MURPHY,
1996).

O RNA genbmico da particula infecciosa contém cigemes e cada qual
codifica uma proteina estrutural do virion. Assgimco proteinas distintas compdem a
particula viral: N, NS, L, M e G. A proteina N (temproteina), a proteina NS (“n&o-
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estrutural”) que associada a transcriptase L e &bA Rormam um complexo
ribonucleocapsideo (RNP); a proteina M (matriz) erateina G (glicoproteina)
juntamente com as duas membranas lipidicas formanvelope viral (FRANCKI et al.,
1991; BOURHY; SUREAU, 1991)

A proteina M localiza-se na face interna do enwelgrdico e mantem a ligacao
entre 0 envelope e o complexo RNP (DELAGNEAU; PEHRRATANASIU,1981;
TORDO et al., 1986). E formada por 202 aminoacipsssui PM de 23.000 Da sendo
importante na regulagcdo da replicagdo viral ( SOKSGIANCEK; KOPROWSKI,
1971; TORDO et a1986).

A glicoproteina G é uma proteina transmembranareafgrma as espiculas que
se projetam na superficie viral. E responsavel [igdg&o do virus a superficie celular
do hospedeiro definindo desta forma o neurotropisimosirus (WUNNER, 2002). E
considerada a Unica proteina capaz de induzir raaigdio e reagir com 0s anticorpos
neutralizantes (KAPLAN; TURNER; WARREL1986). Esta proteina tem 524
aminoacidos e peso molecular de 58.500 Da. O dormsittracitoplasmatico da proteina
€ 0 mais imunogénico. Variagdes na sequéncia deodcidos, em algumas regides da
proteina G podem alterar as propriedades patogérécamunoldgicas do virus
(BUNSCHOTEN et al.,1989). Verificou-se que a presedo aminoacido arginina na
posicdo 333 € uma determinante para a infeccadetiminadas células nervosas e
consequente patogenia (WUNNER, 1991; KAWAI; MORIMOQT1994).

A proteina P(NS) é constituida de 297 aminoé&cigossui PM de 33.000 Da e €
fortemente fosforilada (TORDO et.all986). E uma proteina interna, ndo estrutural
(NS) e possui papel importante na replicagédo Vjdatjue esta € inibida por anticorpos
monoclonais especificos para essa proteina (DELASNEPERRIN; ATANASIU,
1981).

A proteina L (RNA polimerase) € a maior proteingpeeicula viral, com 2.114
aminoacidos e peso molecular de 244,2 kDa. E regwehpelas atividades enzimaticas
necessarias a transcricdo e replicacdo do RNAM@RRDO et al.,1988).

A proteina N é um polipeptideo longo com 450 antids, peso molecular de
50.500 Da, fosforilada no residuo de serina nacfosB89 e situa-se no interior do
cilindro helicoidal do nucleocapsideo. Tem impoctanestrutural na capsidizacdo do
RNA genbmico, além de estar envolvido nas etapasadscri¢cdo e replicacao, ja que
estas etapas nao iniciam sem que uma quantidadeestd de proteina N esteja unida
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ao RNA gendmico (TORDO, 1996). A nucleoproteinaBsiderada uma regido génica
muito conservada (CREPIN; AUDRY; ROTIVEL, 1998; I96 TORDO; BOURHY,
1995), facilitando o desenho de iniciadores hahaiamplificacdo de inUmeras variantes
virais.

O gene N é um alvo adequado para a comparacao agrampor periodos de
evolucao relativamente longos, sendo que estudssallas nos mesmos demonstraram
a adaptabilidade da técnica de PCR tanto para@ségn, como para tipagens precisas
pela determinacdo de sua sequiéncia de nucleoti@eawyparacdes entre seqiiéncias de
genomas inteiros ou partes foram realizadas, visastudar patogenicidades distintas,
guer seja com 0 objetivo de estudos epidemiol6g{&ddITH et al., 1992, NADIN-
DAVIS; HUANG; WANDELER, 1996; BADRANE; TORDO, 2001)quer seja para
estudos de producéao de vacinas (ITO et al., 2001a).

Atualmente a caracterizacdo molecular do gene Mtifdm® sete genotipos
(GTs), compreendendo os virus da raiva classidd.@ os raiva relacionados Lagos
bat virus (GT2), Mokola virus (GT3), Duvenhage 8i(GT4), European bat Lyssavirus
EBL1 (GT5) e EBL2 (GT6), e o Australian bat Lyssagi ABL (GT7) (BOURHY et al.,
1992, 1993a; AMENGUAL et al., 1997; GOULD et al98). Para complementar o
conhecimento sobre variacdes antigénicas dentrdivdasidade genética do virus da
raiva, estudos enfocaram o(s) gene(s) N e/ou G TEMI1989; SACRAMENTO;
BOURHY; TORDQ 1992; TORDO et al., 1993b; NADIN-DAVIS et.all993, 1994;
KISSI et al., 1995; RAVKOV; SMITH; NICHOL, 1995; BARHY et al., 1999;
NADIN-DAVIS et al.,2001).

Os virus da raiva (sorotipo 1) tém uma prevalépcéicamente mundial. Os
chamados virus raiva-relacionados (sorotipos 2} 8,EBLSs) tém ampla distribuicédo
geografica na Africa e na Europa (TORDO et1998).

Na maioria dos paises do mundo, a epidemiolograiga humana € considerada
em paralelo com a epizootia da doenca nos anin@igsticos e silvestres (KING;
TURNER, 1993). A raiva causada pelos virus do géhessavirus, genotipo |, esta
presente em todos 0s continentes, com excecaoekniac Alguns paises das Américas
(Uruguai, Barbados, Jamaica e llhas do CaribeEutapa (Portugal, Espanha, Irlanda,
Gra-Bretanha, Paises Baixos e Bulgaria) e da A%@a0) encontram-se livres da
doencaEntretanto, determinados paises da Europa (Frarglaterra) e da América do

Norte (EUA e Canada) enfrentam ainda problemastquam ciclo silvestrela doenca.
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Os dados sobre a morbidade e mortalidade constitueandnica informagédo, uma vez
gue a doenca apresenta 100% de letalidade nasrdésrespécies animais (BRASIL,
2005b).

Com excecgdo aos virus Lagos bat, os quais nao idmisolados de seres
humanos, todos os virus da raiva e raiva-relacmmado patogénicos para mamiferos
incluindo o Homem e podem levar a encefalite (BLANE MESLIN, 2000).

Quando um virion da familia Rhabdoviridae enantma célula hospedeira
susceptivel, uma série de eventos € desencadeadendw-se classifica-los como:
adsorcao, penetracdao, desnudamento, transcrigycéo, replicagdo, montagem e
brotamento. Tais eventos resultam na liberacaordgépie viral (WAGNER; ROSE,
1996). Apos a ligagdo do virion a célula hospedeiste é engolfado pela célula por
endocitose ou “coated pits”, o genoma viral senbderddo no citoplasma por fusao
mediada pela glicoproteina dependente de pH (&3yjjue implica em pequenas
mudancas conformacionais na glicoproteina (GAUDtKI.¢ 1993).

O primeiro evento ap0s a entrada na ceélula é adrgdo dos seus genes
produzindo cinco mRNA monocistronicos, seguido datese de seu genoma
complementar, fita positiva (5°-37). O genoma catplpossui 11.932 nucleotideos(nt),
0 qual contém os genes que codificam para as g@rateinas estruturais, N(1350 nt),
NS(891nt), M(606 nt), G(1572 nt) e L(6424 nt). Bstgenes apresentam-se separados
por pequenas regifes intergénicas de 2, 2, 5 e u2featideos, respectivamente
(MURPHY,1996).

O RNAm que codifica a proteina N € o mais aburelaot SNC e nos cultivos
celulares infectados. Esse RNA é, portanto o ahirccipal dos estudos da infeccédo por
hibridizacdo molecular. Os RNAmM s&do entdo tradwgidon proteinas virais pela
magquinaria celular (BOURHY; SUREAU, 1991).

O rendimento da replicacdo viral € muito baixo. Wadade, poucos virions
brotam em relacdo a abundante producédo de nuckideag virais. Portanto estes ficam
acumulados no citoplasma das células infectadafolena de inclusées que podem ser
detectados por histopatologia, imunofluorescénicimjnoenzimologia e microscopia
eletronica (BOURHY; SUREAU, 1991).

Os virus da raiva sé@o sensiveis aos solventisidies (sabao, éter, cloroférmio
e acetona), ao etanol a 45-70%, aos preparadodasda aos compostos de amonio
guaternério. Outras relevantes propriedades séeseséncias a dessecacdo, assim como
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a congelamentos e descongelamentos sucessivdagjar@stabilidade a um pH entre 5-
10 e a sensibilidade as temperaturas de pastefwiza@ luz ultravioleta (MESLIN;
KAPLAN; KOPROWSKI, 1996). A infecciosidade é benta®l em extratos de tecidos
congelados ou liofilizados (DULBECCO; GINSBERG, 098

Os virus selecionados modificados (fixos) e os stigelvagens (de rua),
preparados pelos muitos métodos diferentes e padpagem diversos tecidos, também
sdo imunologicamente semelhantes. Quando recéad&oho laboratorio, a fresco, as
amostras sao denominadas “virus de rua’. Essast@sogpresentam periodos de
incubacao longos e variaveis (em geral 21 a 60 diascaes) e produzem, com
regularidade, corpusculos de inclusdo intracitopéigos. Os animais inoculados
podem apresentar longos periodos de excitacdoterlpegdo. As particulas de virus
podem ser replicadas pelas células de glands&ivares, bem como do SNC
(JAWETZ; MELNICK; ADELBERG 1989). ApOs varias passagens em um
determinado sistema celular, ocorre uma selecaetdEminada subpopulacédo de virus
adaptada a este e, consequentemente periodo dmgAcudessas amostras de “rua”
torna-se mais curto e de duracéo “fixa” (KING; TURR|, 1993).

Todos os mamiferos sdo sensiveis aos “virus de, ramda que essa
sensibilidade varie de acordo com a espécie. Contghrentemente ndo ha diferenca
de sensibilidade entre sexos e a idade pode tivieeimportancia quanto a infeccéo, a
qual os jovens sdo mais susceptiveis (CORREA; CORRE92).

A patogenia é um processo multifasico e o deseimelvo de enfermidade é
influenciado pelo ambiente intracelular, por furgdeelulares induzidas como a
capacidade da resposta imune do hospedeiro, pétwidede de replicacdo das
particulas, pela citopatogenicidade e pela difudés virus, dentro e entre 6Orgaos
(MARSCH; BRON, 1997).

Um ferimento ou uma abrasdo na pele, geralment@upi@os por um animal
raivoso, sdo as principais portas de entrada das,iresentes na saliva do animal, no
organismo humano (DULBECCO; GINSBERG, 1980; HAGABRUNER, 1952;
LARGHI; OUBINA, 1998). Os virus também podem atrsser as membranas mucosas
integras ou do trato digestivo, porém nao ha reldoque ultrapassem a pele integra
(MESLIN; KAPLAN; KOPROWSKI, 1996; AZEVEDO, 1981). tda densa populacao
de morcegos infectados pode também criar aerods@ecrec¢des contendo virus, e, sob

esta forma, penetrar no trato respiratério do honeende animais. Em humanos €&
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reportada a infecgéo por transplante de cérnea E@REACION PANAMERICANA
DE LA SALUD, 1986; CDC, 1999) e em receptores derdntes 6rgaos transplantados
(CDC 2004a; CDC 2004b).

Os virus da raiva ao serem inoculados por via géhea ou intramuscular, como
ocorre naturalmente por uma mordedura, séo replicdacalmente e eventualmente
propagam-se do local de inoculacdo ao SNC pelolasma dos nervos periféricos
(ACHA e SZYFRES, 1986). O genoma viral move-se rggatamente no citoplasma
dos axodnios do sistema nervoso periférico até edzam SNC, geralmente pela medula
(FENNER et al., 1993).

Inicialmente os virus sao replicados nas célulascolares ou nas células do
tecido subepitelial até que atinjam concentracdgisntes para difundirem-se a
terminais nervosos, motores ou sensitivos no masoul na pele, onde se ligam
especificamente ao receptor da acetilcolina ou osutreceptores entrando nas
terminacdes nervosas. Isso inicia a segunda fasdetgdo na qual a infeccdo neuronal
e 0 movimento passivo centripeto dentro do axoew@rh ao envolvimento do SNC
(DULBECCO; GINSBERG, 198Q;ENTZ et al., 1982; FENNER et al.,1993). Segundo
Larghi e Oubina (1998) os virus podem ingressatalinente nas terminacdes nervosas
ou replicarem-se no tecido muscular, onde podemagecer por tempo suficiente para
permitir a acdo do sistema imune ativado pela naaéio.

Quando a infecgdo ndo é interrompida nesta faseires penetram no sistema
nervoso periférico pelos fusos neuromusculares paegarem de forma centripeta ao
SNC, onde séo replicados e se dirigem centrifugtang@ara todo o organismo
incluindo, especialmente, as glandulas salivaresnieio da saliva, 0s virus podem ser
transmitidos a outros individuos e desta forma rase ser perpetuada (LARGHI;
OUBINA, 1998).

O tempo entre a mordedura infectiva e o desenvelvimde sinais envolvendo o
SNC é geralmente de 14 e 90 dias, podendo varigd des a 1 ano e em casos
excepcionais o periodo de incubacdo, pode serédé ahos, possivelmente porque os
virus permanecem sequestrados nas células do mussulado antes de entrar nas
terminacdes nervosas e ascender ao cérebro (DULBEGEGINSBERG, 1980;
FENNER et al 1993).

Os virus, para iniciarem uma infeccdo, devem, essemente, promover a

interacdo virus célula. Por outro lado, a fusdosv@élula ndo é suficiente para permitir
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uma infeccdo produtiva da célula, existindo outfa®res de restricdo pré e poés-
penetracdo (JAWETZ; MELNICK; ADELBERG, 1989). O fmo de incubacéo
depende, principalmente, do volume do indculo \érdha distancia do trajeto que vai do
ferimento ao cérebro. Sua extenséo esta assimomdaa com a gravidade e o tamanho
da ferida causada pelo animal raivoso e € menomendidas na face e na cabeca;
nestas circunstancias os ferimentos também sadieintgmente graves (CORREA;
CORREA, 1992).

Na raiva humana consideram-se cinco estagios: qeeide incubacédo, periodo
prodromico, periodo neurolégico, coma e morte. Balapresente um quadro clinico
classico, € uma doenca de dificil diagndstico enmkecimento. Geralmente, no inicio
dos sintomas, a doenca é confundida com outrasogets, o que leva a diagnosticos
tardios ou até mesmo apds a morte do paciente (HEMADHA; LAOTHAMATAS;
RUPPRECHET, 2002).

Em bovinos, segundo Reis et al. (2003), a formaiagi mais freqiente é a
paralitica, apresentando sinais tipicos tais caaruger dos dentes, sialorréia, apetite e
degluticdo ausentes ou diminuidos, retencdo des feagrina, diminuicdo dos reflexos
centrais e periféricos, assim como da sensibilidadénea, andar cambaleante
evoluindo para decubito e posterior morte, de&®igo dias apds o inicio do quadro.

Em saguis inoculados experimentalmente com am@3f&, os sinais incluem:
sialorréia, anorexia, hiperexcitabilidade, incooragio motora, opistotomo, paralisia
dos membros posteriores e da cauda, culminando @spiracdo marcadamente
abdominal até o 6bito, que ocorre de 3 a 6 dias @apaparecimento dos sintomas
(ANDRADE etal., 1999).

Com base na tipificacdo genotipica dos Rhabdoviespécies do género
Lyssavirus foram identificadas em todos os contegnexceto nos polos, em
quirdpteros de habitos alimentares os mais diverEDORDO; CHARLTON;
WANDERLER, 1998).

A sintomatologia da raiva em morcegos hematofagspecificamente em
Desmodus rotundus € relativamente bem conhecida. O comportamento gnbemas
mais frequentes séo: atividade alimentar diurnpereicitabilidade a luz e aos sons
agudos, agressividade, tremores, falta de coordendps movimentos, contracdes
musculares e paralisia. A morte dos quirdpterosnatidos de raiva pode ocorrer cerca
de 48 horas apds o aparecimento dos primeirosss{RaiINDACAO NACIONAL DE
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SAUDE, 1998). Uieda; Harmani e Silva (1995), sugenpie se deva suspeitar de raiva
sempre que forem encontrados morcegos com compantaranormal em plena luz do
dia e fora do ambiente natural, sejam eles, heagdfou insetivoros.

O controle da raiva baseia-se no controle poputatide seus transmissores e na
imunizacgédo (seja humana ou de animais).

A vacinacdo anti-rabica desencadeia uma série dmnisnos de defesa no
organismo, tais como: producdo de interferons e amiicorpos especificos e
sensibilizacdo de linfocitos T. As células T, aldenauxiliarem na inducao da resposta
das células B, agem como células efetoras paraunidade celular (NATHANSON;
GONZALEZ-SCARANO, 1991).

A recomendacao no que se refere a vacinacao detegea aplicacdo da vacina
a partir de 6 meses de idade, e que logo se in@rpao calendario de vacinacéo anual.
Em algumas zonas onde a raiva € enzodtica, rec@ysnd vacinagdo a partir de 3
meses de idade, revacinacdo aos 6 meses e finalmmeontporacdo destes animais ao
calendério anual (INIGO et al., 1998). No entaateacinacido de animais jovens requer
cuidado especial, pois anticorpos maternos podemnerseontrados nos soros destes
animais inibindo a resposta imunoldgica frente @ wacinacdo (LARSON; WUNNER;
ERTL, 1992).

Os virus da raiva séo estudados por meio de trémfodistintas de manifestacao
epidemioldgica: urbana, rural e silvestre. A raivhana é caracterizada pela presenca
do virus em animais domésticos de estimacado (c@pgos), ocasionada, geralmente,
por uma populacdo de uma variante de virus endmtepenas nestas espécies
(BRASIL, 2005b). Ja a raiva rural € caracterizadagpalmente pela presenca dos
virus em populagbes de morcegos hematdfagos qtrarssnitem para os animais de
producéo.

No Brasil, a caracterizacdo antigénica e genélicamostras de virus da raiva
tem possibilitado a diferenciacdo em pelo menoss diaiantes: variante canina e
variante de morcego hematéfagesmodus rotundus (BRASIL, 2005b), que podem ser
subdivididas de acordo com a regido em que foratadas ( ITO et al. 2001a, 2001b,
2003; TORDO et all1993b; KISSI, et al1995 )

Considerando a circulacdo do virus da raiva ergrpopulacdes de quiropteros

(ciclo aéreo da raiva), e a importancia do mordegimatofago na epidemiologia desta
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doenca nos herbivoros, medidas criteriosas e afetie controle devem ser seguidas
(KOTAIT et al., 1998).

No Brasil o controle populacional de morcegos héfagbs da espécie
Desmodus rotundus € feito principalmente através do método quimiEsse meétodo
utiliza uma substancia anticoagulante, a Warfaqgo@, quando ingerida pelos morcegos
provoca morte por hemorragia. O método pode seadidiv em dois grupos: um que
exige contato direto com 0s morcegos e outro goeneéessita deste contato, sendo por
isso de menor risco (PICCININI, 1982).

O primeiro grupo, requer capturas noturnas de ngoscbematéfagos com redes
armadas ao redor de currais ou areas de repougadio Nos morcegos hematéfagos
capturados vivos € aplicada uma pasta vampiricgdass tépico nos pélos do dorso do
animal, o qual é solto e retorna ao seu abriDesmodus rotundus tem um
comportamento gregario e mantém um contato corghnante o periodo de repouso
nos abrigos. Além disso, como higiene corporalspes) o habito de lamberem seus
pélos e de seus companheiros. Um morcego no quaplioada a pasta toxica € capaz
de dissemina-la para uma média de 20 outros ingigidO efeito desse método aparece
em menos de 1 semana com alto indice de morte daggos hematéfagos nos abrigos
(PICCININI, 1982) e diminuicdo do coeficiente de naedura nos rebanhos (KOTAIT
et al., 1998).

O segundo método de controle quimico ndo exige ontato direto com 0s
hematofagos, incluindo a aplicacdo da pasta vaoigarisobre mordeduras frescas nos
animais domesticos. Esse método depende do commmnta exibido pomDesmodus
rotundus ao alimentarem-se de sangue de mamiferos: o deautihordeduras feitas em
noites anteriores e o de mais de um individuo usa mesma mordedura numa mesma
noite (PICCININI, 1982; FLORES-CRESPO, 1998). A tayem deste método é a
possibilidade de aplicacdo da pasta vampiricida pebprio criador, visto que ndo ha
contato direto com ddesmodus rotundus.Para maximizar a eficacia do controle
populacional, os dois métodos devem ser assoc{&@FAIT et al., 1998).

Tanto a vacinagao do gado bovino quanto a aplicdedécnicas para o controle
de morcegos hematéfagos sdo medidas complementares uma so delas resolvera o
problema em sua totalidade. Por haver vacinadoseddeve deixar de controlar os
hematofagos, nem por haver aplicado medidas deotende hematéfagos, se deve
deixar de vacinar ( INIGO et al.,1998).
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A importancia econémica da raiva esté relacionaglaaaocorréncia em animais
produtores de alimentos. A raiva de herbivorosigpalmente em bovinos, transmitida
por morcegos hematéfagos, representa uma impotianitacéo ao desenvolvimento da
pecuaria.

Na América Latina estima-se que as perdas sejaorddam de 100 milhdes de
ddlares por ano. Associado a isso, ha os prejiuig®tos que estdo estimados em 32,5
milhdes de ddélares correspondentes a espoliac@jiis@a, perda de peso, depreciacdo
do couro, bezerros ndo produzidos, e outros (BELROZ001). No periodo de 1996-
2004 foram notificados 29.969 mil casos de raivadiferentes espécies animais no
Brasil (BRASIL, 2005b).

A raiva esta presente em todo o territdrio naciosahdo confirmada,
laboratorialmente, através da deteccdo do virusherhivoros e outros mamiferos
infectados, podendo ser considerada endémica emdifierenciado de acordo com a
regido geopolitica (MARQUES; KOTAIT, 2001).

Com referéncia a raiva humana, apesar dos recaldseéxitos alcancados nas
ultimas décadas no controle da raiva em muitosepaé maioria da populacdo mundial
continua exposta ao risco de infeccéo rabica. Gak® que anualmente entre 60.000 e
70.000 pessoas venham a 6bito em decorréncia deaaoaiva no mundo, a grande
maioria no continente asiatico. Estimativas indiogue, a cada 10 a 15 minutos uma
pessoa morre de raiva e a cada hora, 1000 pessmsem tratamento pos-exposicao.
(BELLOTO, 2000).

Na América Latina as medidas de controle implentagapelos paises
permitiram a reducdo da incidéncia da raiva no Hormpara menos de 100 casos por
ano (BELLOTO, 2000). Foi observado que no Brasil,periodo de 1996 a 1999, a
frequéncia de casos humanos se manteve numa neédé chsos/ano. No ano de 2000
foram notificados 26 Obitos, 21 em 2001 e 7 em 2@ 2003, foram descritos 17
Obitos humanos, sendo o céo o animal agressor e destaque, contrastando com o
ano 2004, no qual o morcego hematédfago foi o respat por 24 dos 30 casos em
humanos (CASOS...., 2006 ).

Embora a raiva no Brasil tenha declinado em &mwith na Ultima década no
gue concerne ao seu ciclo urbano/canino, em virdelemplantacdo, em 1973, no
Ministério da Saude, do Plano Nacional de Profdada Raiva (BELLOTO, 1985), o

mesmo ndo acontece com a raiva dos herbivorosn8edvarques e Kotait (2001), o
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numero de casos de raiva em herbivoros diagnostidatioratorialmente no Brasil, tem
aumentado nos ultimos anos.

No periodo de 1994 a 2004, no Estado do Rio derddioeam detectados focos
em 78 municipios dos 92 que constituem o Estadwospositivas 40% das amostras
enviadas para analise de laboratorio (KIMURA et2005).

No Estado do Rio de Janeiro, hd uma tendénciaamsde casos da doenca em
herbivoros. Orgéos oficiais de pesquisa e diagrbsih Estado também tém detectado o
virus da raiva em quiropteros, transmitindo a enigade para animais domésticos e
silvestres (KIMURA; LIMA; SILVA, 1988; OLIVEIRA et al., 1994, ROMIJN et.al
1995; ROMIJN; KIMURA, 1996; SILVA et al1998; KIMURA et al., 1998; KIMURA,
2000). Na ultima década, a tipificacdo antigénieta gécnica de imunofluorescéncia
indireta, utilizando o painel de anticorpos monaels, realizada no Instituto Pasteur de
Séao Paulo em amostras isoladas, em animais deagétintlo Estado do Rio de Janeiro,
também identificou a variante 3, caracteristicddamodus rotundus. (KIMURA et al,
2005).

Ainda no Estado do Rio de Janeiro, amostras degpdd SNC de bovinos com
sintomatologia nervosa tém sido encaminhadas awra#dio de Biologia Animal
(LBA) da PESAGRO-RIO para diagnostico da raiva,sapele histérico de vacinacao
contra esta viroseRarte significativa dessas amostras apresentolta@ss positivos
(KIMURA et al., 1998; KIMURA; LIMA,; SILVA, 1988) levando a considacdes sobre
rompimento na cadeia de frio no transporte e actmthmento das vacinas utilizadas.
No entanto, autores como Zanetti et (4998); Ito et al (2001a) e Heinemann et. al
(2002), alertam para o fato de que as vacinazadas no Brasil podem ndo estar
induzindo protecédo contra todas as amostras de sélvagens existentes.

Em Sé&o Paulo, Kotait et al. (1998) e Heinemann.e2802), também alertam
sobre o aumento da ocorréncia de casos de raivab@nmos e em morcegos
hematofagos a partir de 1980.

No Nordeste do Brasil, tem-se relato de coloniaspdmatas ndo humanos
(Callithrix jacchus) infectados e mantendo um ciclo independente da wemiante do
virus da raiva exclusivo (FAVORETTO et al., 2001).

Segundo Bordignon et al. (2004), embora a sitwal#i raiva humana esteja
controlada na regidao Sul do pais ha muito tempwee-de ressaltar que, pelo fato da

doenca apresentar um ciclo silvestre, sua erra@ticexgna-se praticamente impossivel e
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medidas de controle devem ser constantes de malitaa a re-introducao do ciclo

urbano da doenca em areas indenes. O mesmo atsta@oono exemplo a ocorréncia,
apo6s 11 anos do ultimo caso registrado, de um paso de raiva felina no Estado do
Rio Grande do Sul. A tipificacdo da amostra progeu um caso de raiva de origem
silvestre, oriundo de morcegos hematofagos (SCHAEEEAI., 2002).

Segundo Favi et a(2002) nos ultimos anofesmodus rotundus tém sido um
dos principais transmissores de raiva humana naériéas, com numeros de casos
inferiores apenas aos causados por caes.

Convém ressaltar que assim como na regido Sul &) @d&stado do Rio de
Janeiro, encontra-se nhuma situacdo de raiva hue@meolada, ndo ocorrendo 6bitos
humanos por essa virose desde 1985 (KIMURA.e2@05).

Avaliacbes do grau de protecdo conferido por vacioantra raiva de virus
atenuado (CIUCHINI et g11981; OLIVEIRA et al.,, 2000;) e das mesmas, freate
variantes antigénicas do virus da raiva, foramizad&s no Brasil por Cordeiro et al.
(1990), Erbolato et a(1989) e Hayashi et.a{1984). A preconizacdo atual do uso de
vacinas inativadas para bovinos sugere a aval@destas.

Entender a evolucao dos virus da raiva é fundarneata se determinar as bases
da variabilidade fenotipica e genotipica das payda virais. O aparecimento de
variantes de virus em novo hospedeiro e a appd&m modificacbes tém importancia
guando se pesquisa a utilizacdo de vacinas. Rgsndo Poch et a]1990); Tordo et al
(1993 b) e Ito et al. (2001), pequenas mutacOasygres de um Unico aminoacido, em
determinadas regides, alteram a patogenicidadarel@ncia.

Assim, casos como os ocorridos no Para em 2004, derenas de Obitos
humanos pela doenca raiva, tendo como animal agressnorcego hematofago,
ataque de raposas infectadas por virus da raivapalagdo de Teresina no Piaui
(ProMED , 2005a) e o 6bito do adolescente em SocwrSergipe, vitimado pela raiva,
ndo tendo acesso a vacinacao por ter omitido desgp@ havia sido agredido por um
cédo (ProMED , 2005b)reforcam a premissa de que a caracterizacdo de deerisco
em qualquer unidade politica considerada, depamiiamentalmente da capacidade de
coordenacéo entre as diversas organizactes edods/tos setores publicos, privados e
da comunidade em geral para estabelecer e opeafizarrum sistema capaz de detectar
precocemente a ocorréncia da enfermidade (BELLQZDOO).

Devido a gravidade da doenca, evoluindo sempre paréxito letal, a
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possibilidade de um diagndstico falso-negativo dmrereduzida tanto quanto possivel.
Para isso, a maioria dos laboratorios utiliza as/gs classicas: a imunofluorescéncia
direta (IFD) como teste principal e a inoculacawaicerebral em camundongos (PB)
como teste complementar (ACHA; SZYFRES, 1986).

A técnica mais amplamente utilizada para o diagtdstla raiva € a IFD,
recomendada pela Organizacdo Mundial da Saude (@Mf8)a Organizacdo Mundial
de Saude Animal (OIE). A prova de IFD apresentallt@dos confiaveis em poucas
horas, quando realizados em materiais frescos,%89% dos casos (BRASIL, 2005a).
Segundo Silva; Silva e Guimardes (1973), a técdieaimunofluorescéncia reune
indiscutivelmente as vantagens de rapidez e espdaide, quando se tem em foco o
diagnostico.

A PB detecta a infecciosidade da amostra, comuiagéo da suspensdo em
sistemas bioldgicos permitindo o isolamento do tgdh utilizada concomitantemente
com a prova de IFD (KOPROWSKI, 1996).

Genericamente falando, o diagnodstico de doencas uav grande avango nos
ultimos anos com a técnica de PCR (reacdo em cddepalimerase). A reagcédo de PCR
permite que uma dada seqUéncia de acido nucléidé (@ entdo um RNA que deve
ser previamente copiado numa molécula de DNA, pétmica de RT-PCR) seja
amplificada milhares de vezes mediante o uso dgemtas adequados; pequenas
sequéncias de DNA (oligonucleotideos) complemesta@ DNA-alvo que se quer
amplificar, uma vez hibridadas com a sequéncia atwevés da complementaridade do
pareamento de bases do DNA s&o copiadas milharaezs com a enzima DNA
polimerase. ApoOs a execuc¢ao de varios ciclos ddifaapao a elevadas temperaturas, o
produto final obtido € a molécula-alvo amplificagi@hares de vezes, permitindo sua
deteccdo e caracterizacdo (GOLDENBERG, 2002). Nawedessario amplificar o
genoma inteiro, bastando conhecer uma parte d&sei@ide nucleotideos, de forma a
permitir sintetizar dois “primers” (iniciadores)presentando as extremidades da regiao
a ser amplificada (FENNER at, 1993).

Em relacdo a raiva, esses avancos tecnoldgicos ciaias bioldgicas,
notadamente a biologia molecular e a imunologiarmgeam aprofundar os
conhecimentos sobre o virus, a patogenia e a immafilepia da infec¢do, assim como o
desenvolvimento de métodos diagnésticos mais sErsév especificos (GERMANO,
1994).
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Apesar da técnica de PCR requerer implantacdo eteragéio mais caras do que
as técnicas classicas e de propiciar risco de comégdo cruzada por outros acidos
nucléicos virais diferentes do que se quer pesqudsaido a excessiva manipulacdo dos
tubos (REUBEL; STUDDERT,1998), as pesquisas efatsiatcbm base na biologia
molecular tém sido de relevante importancia, ndo peda complementar o0s
conhecimentos sobre a patogénese da infeccdoivda éza imunologia, como também,
para a determinacdo da variabilidade genética s dia raiva, entre amostras, e para o
esclarecimento dos mecanismos de replicacdo ertiss@o viral (GERMANO, 1994).

A PCR associada a transcricéo reversa (RT-PCRggeptou um grande avango
no diagndstico e na tipificacdo de amostras dedwsss (SACRAMENTO; BOURHY;
TORDO1991; BOURHY et aJ 1993a; GOULD et al., 1998). Sacramento, Bourhy e
Tordo (1991), desenvolveram o primeiro protocoldRdePCR para o virus da raiva e, a
partir dai, a evolucdo desta técnica tem sido mésca

O desenvolvimento e utilizacdo de técnicas de bialonolecular aplicadas a
Vigilancia Epidemiolégica abrem um novo capitulocamhecimento da historia natural
da raiva, por permitir a associacdo das varianteslantes de virus da raiva com as
espécies transmissoras, facilitando sobremaneirelése epidemioldgica e a tomada de
decisdo sobre medidas de prevencgdao e controle (BECL 2000).

Considerando-se a importancia da vacinacdo dosa@igdpmeésticos, como
medida preventiva das mais relevantes para o dertteoraiva urbana e rural ( KOTAIT
et al., 1998; KAPLAN; TURNER; WARREL1986), aliada aos conhecimentos atuais da
ocorréncia de variantes antigénicas dos virus da rea natureza (GERMANO et al.,
1982; SACRAMENTO; BOURHY; TORDO, 1991; MORIMOTO &k ,1998; KISSI et
al., 1999; FAVORETO et al2001 e ITO et al., 2001a, 2001b), pesquisas reaesa
poderdo levar, possivelmente, a melhores estraté@gacontrole e erradicacdo dessa
importante zoonose.

Assim sendo, a comparacao entre as técnicas easgara o diagndstico da
raiva (imunofluorescéncia direta e prova biolégicain técnicas baseadas em biologia
molecular de acidos nucléicos (por exemplo, RT-RCGRRpretudo em amostras em
autolise e decomposicao, um achado comum na situdgs redes de laboratérios no
Brasil em funcdo das distancias entre o local dleetta e de analise das amostras sem,
muitas vezes, a conservacdo adequada das mesmasfirpeque se avalie a

aplicabilidade das ultimas para o diagnostico deara
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Além disso, a geracdo de dados moleculares degvddosequenciamento de
DNA a partir de amostras de virus da raiva detastaeim animais domésticos e
silvestres em &reas para as quais tais dadosrsfescassos, como € 0 caso da area do
Estado do Rio de Janeiro em estudo, permitira umhoneentendimento da
epidemiologia da raiva ndo apenas nesta regidotanasm no territdrio nacional, um
passo fundamental para o delineamento de medida®mieole da doenca sobre as

popula¢bes animais e, sobretudo, para a Saudec®&ubli
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2-OBJETIVOS:

1) Comparar as técnicas classicas de IFD e PB cbfRER para o gene N do

virus da raiva com finalidade de aplicacdo no diagjno de casos de raiva.

2) Estudar a diversidade molecular das amostradrde da raiva provenientes
de animais domeésticos e silvestres atualmente messaas diferentes regides do Brasil
(Norte, Nordeste, Sudeste, Sul e Centro-Oeste)pamndo-as entre si, com amostras
de referéncia e fixas e entre amostras origin&@ggasm municipio do Estado do Rio de
Janeiro (Porcitncula), com base em sequenciamenrtmap do gene codificador da
nucleoproteina.
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3-MATERIAL E METODOS

3.1-Virus de referéncia

As amostras virais utilizadas no presente estudanfo Challenge Standard
Virus (CVS 31.2), mantida por passagens em cérelg@mmundongos, e Pasteur Virus

(PV), mantida por sucessivas passagens em cukuréldlas BHK-21.

3.2- Amostras de campo

Foram utilizadas 32 amostras de partes do SMCmamiferos domésticos
apresentando quadro neurolégico sugestivo da raiveaminhadas para diagndstico
desta virose entre os anos 1985 e 2004, oriundasfelentes municipios do Brasil
(Quadro 1, Figura 1).

A procedéncia das amostras estudadas inclue: aatébio de Biologia Animal
da PESAGRO-RIO, o Instituto Parreiras Horta de Apac Sergipe, o Laboratorio de
Apoio Animal — LAPA / Belém — Par4a, o Instituto Maipal de Medicina Veterinaria
Jorge Vaitsman - Estado do Rio de Janeiro, o Celetiidiagnostico “Marcos Enriette” -
Parana e o Laboratoério da Secretaria de Saude ad.Ce

A maioria das amostras (19) foram oriundas do LBARESAGRO-RIO onde
foram processados os diagndsticos pelas provasiadds As amostras enviadas pelos
demais laboratorios vieram com diagnosticos passtpara raiva atestados. As amostras
24, 27 e 28 que chegaram em estado de putrefagdin fetestadas, no Laboratorio de
Imunologia do INCQS.
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QUADRO 1- Amostras de partes d6NC analisadas no presente estudo, com suas

respectivas passagens em camundongos, hospedeioogeim, ano de coleta e origem

geogréfica.
O de registrc Hospedeiro del Passagem Ano Origem
origem geogréfica
03 Bovino original 2003 Porcitncula-RJ
75 Bovino original 2003 Porcitncula-RJ
132 Bovino original 2003 Porciuncula-RJ
141 Bovino original 2003 Porciuncula-RJ
214 Bovino original 2003 Porciuncula-RJ
224 Bovino original 2003 Porciuncula-RJ
7 Bovino original 2003 Porciuncula-RJ
8 Bovino original 2003 Porcituncula-RJ
9 Bovino original 2003 Porcitincula-RJ
10 Bovino original 2003 Porciancula-RJ
11 Bovino original 2003 Porciancula-RJ
12 Bovino original 2003 Porcitncula-RJ
13 Bovino original 2003 Porcitncula-RJ
14 Bovino original 2003 Porcitncula-RJ
38 Bovino original 2002 Miracema-RJ
16 Canino original 1985 N.Iguacu-RJ
1266 Bovino 3# 2003 Arapoti-PR
1318 Bovino 3# 2003 Dr.Ulisses-PR
1226 Bovino 3# 2003 Cerro Azul-PR
3399 QuirOptero 3# 2002 Jaquariaiva-PR
1238 Bovino 3# 2003 Camapua-MS
583 Sagui 3 2003 Ceara
92 Humano desconhecida 1992 Goiania-GO
24* Raposa original 2004 Sossego-PB
01 Bovino original 2003 Palma -TO
02 Bovino original 2003 Palma-TO
27* Canino original 2003 Sao Cristévo-
SE
28* Canino original 2002 N.S. das Dores-
SE
29 Bovino original 2002 Miracema-RJ
30 Bovino original 2003 Valenca-RJ
31 Bovino original 2003 Valenca-RJ
32 Bovino original 2003 Valenca-RJ
* Materiais em putrefagéo. # Passagemgamundongos desmamados
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Ceara

Tocantins

Goias

Rio de Janeiro
e JPomiﬂncuIa

Parana

FIGURA 1 - Mapas do Brasil e do Estado do Rio de Janendicando os estados e
municipios de origem das amostras utilizadas parahse filogenética.
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3.3-Prova de Imunofluorescéncia Direta (IFD)

Essa etapa foi realizada na area de Virologia d& B PESAGRO-RIO e na
Area de Imunologia do INCQS-FIOCRUZ.

Laminas confeccionadas com impressdo dos fragmentesrem examinados
foram processadas conforme Dean et al. (1996), cwdificacbes na fixacdo. A
visualizacédo foi realizada em microscépio de influnwescéncia.

O conjugado fluorescente policlonal marcado cortidsianato de fluoresceina
utilizado foi cedido pelo Instituto Municipal de Wieina Veterinaria Jorge
Vaitsman/Rio de Janeiro.

Para cada amostra foram confeccionadas quatro d8mseguindo 0s passos

abaixo:
a) Fixacdo das impressdes pelo caloo (e Bunsen).

b)Contorno das impressfes com esmalte, com adad#i de conter o conjugado
e orientar a visualizagdo ao microscopio.

c)Aplicacdo do conjugado constituido pelo soro-gattico hiperimune, marcado
com isotiocianato de fluoresceina, a saber:

Impressao A(proximo a etiqueta de identificacéo):

Conjugado + CN (cérebro de camundongo normal, radoeg diluido com

solucédo salina tamponada fosfatada.(PBS).

Impressao B(contrario a etiqueta):

Conjugado + CVS (cérebro de camundongo inoculado wious fixo, amostra
CVS, diluido também em PBS, pH 8.0).

d)Acondicionamento das laminas em camara Umida’& 3o6r 30 minutos.

e)Lavagem das laminas dentro de um recipiente dB8, PH 7.2, durante 15
minutos. Esta lavagem foi realizada trés vezes.

f)Execucdo da 42 lavagem da mesma forma, utilizéed@agua destilada e
escorrendo apos 5 minutos.

g)Montagem da lamina com laminula e glicerina fiagfa.

h)Leitura das laminas em microscépio de imunoflsc@acia marca Zeiss, com
objetiva de imerséo 40 x.

I)Interpretacéo da IFD:
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Impressdo A —aplicacdo de conjugado com CN (cérebro de cammgudo
normal), estando o conjugado livre para unir-sargfgeno da raiva caso esteja presente
na impressdo. O resultado positivo é caracterizaelo aparecimento de inclusdes
fluorescentes ou fino po de cor verde.

Impressao B— aplicacdo de conjugado com CVS, permitindo agugado ser
adsorvido e nao estar disponivel para unir-se igearo da raiva presente na impressao.
Materiais fluorescentes nesta impressédo nao degeobservados.

Paralelamente é feita uma lamina com material saigtte positivo que passa
por todo o processo do material suspeito pararsdevicontrole. Sua positividade na
impressdo A e sua negatividade na impressao B sgmm@metros para a leitura do

material suspeito.

3.4)Prova Biologica (PB)

Essa etapa foi realizada na area de Virologia dA.Lda PESAGRO-RIO e na
Area de Imunologia do INCQS.

A PB seguiu a metodologia descrita por Koprowskio@). As amostras, apos
trituracdo em gral, foram diluidas a 10% em PBStazmio penicilina G potassica e
sulfato de estreptomicina e centrifugadas por Sutoga 600 x g. O sobrenadante foi
coletado como inoculo.

Camundongos albinos suicos com 21 dias de idadenfmmoculados com 0,03
mL do sobrenadante, por via intracerebral, e obskis diariamente por um periodo de
até 30 dias. Foram utilizados 10 animais por armo§is animais que vieram a 0Obito por
apresentarem sintomatologia nervosa, a partir delids pds inoculagdo foram
submetidos ao teste de IFD para confirmacao fowiforme descrito no item 3.3)

A manutencdo e manejo dos animais experimentassnfoealizados de acordo

com as diretrizes do Colégio Brasileiro de Expernitagdo Animal (2004).
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3.5-Reacao de transcriptase reversa seguida pelaagéio em cadeia pela polimerase
(RT-PCR) para o gene N.

Essa etapa foi realizada no Laboratorio de Bialdgiolecular do Instituto

Pasteur de Sao Paulo.

A extragcdo de RNA das amostras foi realizada &irpdo sobrenadante de
suspensdo de cérebro a 10% , de acordo com o m&RHEOL © (Invitrogen™)

seguindo as instrucdes do fabricante.

Sete microlitros de cada RNA foram adicionados @odr transcricdo reversa
(sintese de cDNA) contendol x First Strand Buffievifrogen’ ™), 1mM de cada dNTP,
10mM DTT, 1pmol/uL de cada primer (504 e 3Q@uadro 2 , Figura 2)e 200U M-
MLV Reverse Transcriptase (Invitrogél para uma reacéo final de 20uL, realizada a
42°C/60 min.

Dez microlitros de cada respectivo cDNA foram amheidos ao mix de PCR
contendo 1 x PCR Buffer (Invitrog&f), 0,2mM de cada dNTP, 0,5 pmol/pL de cada
primer (504 e 304), 1,5mM Mggl 25 pL &gua ultra-pura e 1,25U Taq DNA
polymerase (Invitrogef) para uma reacdo final de 50pL e submetidos a uma
desnaturacéo inicial de 94 °C/2 s., seguidodgdlos de 94 °C /30 seg, 37°C /30 s. e
72 °C /1,5 min, finalizando com uma extensao fidal 72°C/7 min. Como controle

positivo foi utilizado CVS e como negativo, cé@bormal de camundongo ( CN).

Todos os produtos da RT-PCR foram analisados emegagjarose a 1 % corado

com brometo de etidio a 0,5ug/ nftigura 3).
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QUADRO 2- Sequéncia dos “primers” utilizados para amplfaade um segmento de

248 pb do gene N do virus da raiva.

PRIMER SEQUENCIA Posicdo no Sentido de
genoma do orientacao
PV

504 5-TATACTCGAATCATGATGAATGGAGGTCGACT-3 1287-1317 Senso
(Orciari et

al., 2001)
304 5-TTGACGAAGATCTTGCTCAT-3’ 1514-1533 Anti-senso
(Orciari et

al., 2001)

Fragmento amplificado=248pb
N P M G L
Gl 5

248pb

FIGURA 2- Esquema do genoma do virus da raiva com a lecd dos sitios de

ligacao dos iniciadores e o respectivo tamanh@dodutos da RT-PCR.

Fonte: Adaptado de www.sciencephoto.com.br
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3.6-Sequenciamento de DNA e andlise filogenética

Essa etapa foi realizada no Centro de Estudos aors® Humano-USP e na
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - USP

Os fragmentos amplificados na RT-PCR (item 3.5rfopurificados com o kit
GFX PCR DNA e Gel Band Purification Kit (AmershamosgciencesTM) e
submetidos a reacédo de sequenciamento de DNAdmtoival com DYEnamic ET 115
Dye Terminator (Amersham BiosciencesTM) de acomio as intru¢cdes do fabricante,
sendo as sequéncias resolvidas em sequenciadomaigo MEGABACE 1000
(Amersham BiosciencesTM).

Os cromatogramas gerados para cada uma das sexfiéanso e antisenso de
cada amostra foram conferidos manualmente com graama Chromas v. 2.23](
1998-2002 Technelysiumm Pty LTD) para a busca pwoosede interpretacdo e
discrepancias entre cada uma das fitas sequenéiatiéncia consenso final de cada
amostra foi obtida a partir das sequiéncias semseeerso-complemento das anti-senso
de cada amostra alinhadas pelo método CLUSTAL/W coprograma Bioedit v.
7.0.5.3 (HALL, 1999), sendo a mesma submetida aoA®In em

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blaspara confirmacao do seqienciamento.

A seguir, as sequéncias de nucleotideos consendaatmada amostra foram
alinhadas pelo método CLUSTAL/W com o programa Bibe. 7.0.5.3 (HALL, 1999)
juntamente com seqUéncias homologas referentesua dia raiva relacionados a
Desmodus rotundus, carnivoros domésticos e silvestres, primatas esaas fixas
recuperadas do GenBank, obtendo-se a arvore fiftigarde distancia com o algoritmo
Neighbor-Joining com o modelo evolutivo Kimura-24raetros e 1000 repeticbes de
bootstrap com o programa MEGA 3.1 (KUMAR et al.02p A arvore filogenética foi
agui representada de maneira ndo enraizada, umgueezdo € foco deste estudo fazer
andlise evolutiva, mas apenas classificar as aassstudadas. As identidades médias
de nucleotideos entre as amostras foram calcutama Excel a partir das identidades
obtidas no programa Bioedit v. 7.0.5.3 (HALL, 1999s numeros de acesso ao

Genbank encontram-se na figura da arvore filogeadtigura 5).
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4 -RESULTADOS

4.1 IFD, PB e RT-PCR

Considerando as analises de cada amostra dealiwes laboratorios de origem,
houve 100% de correlacdo entre as técnicas apticaa32 amostras estudadas, sendo
que 28 amostras demonstraram positividade nas té@scas aplicadas e quatro
amostras enviadas para o diagndstico da raiva, eprentes de animais que
apresentavam sintomatologia nervosa, demonstraegatididade nas provas de IFD,
PB e RT-PCR.

Estes resultados encontram-se sumarizad@duaalro 3.

A figura 3, mostra os resultados da amplificacdo do cDNAwilas da raiva de
algumas amostras utilizadas no presente estudo

Por outro lado, considerando os resultados doteetealizado nas amostras 24,
27 e 28 (todas em estado de putrefacdo), na pmVBRI foram negativas as amostras
27 e 28 e positiva a amostra 24, sendo que egmannostras ndo foram submetidas a

prova biolégica devido a contaminacgéo bacteriana.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

600 pb

FIGURA 3 - Eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelmdio de etideo,
revelando os produtos de amplificacdo do fragmeet@49 pb referente a regido que
contem a nucleoproteina viral. Canaletas 1 e 1@drgm de tamanho molecular;
Canaleta 2 —bovino de Arapoti - PR; Canaleta 3ifmude Dr. Ulisses-PR ; Canaleta 4-
bovino de Porcilincula-RJ;Canaleta 5-bovino de CAmol-PR; Canaleta 6- sagli do
Ceara; Canaleta 7- bovino de Camapua-MS; Canaletac@trole negativo (CN);

Canaleta 9- controle positivo (CVS).
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4.2-SEQUENCIAMENTO e ANALISE FILOGENETICA

Treze amostras com resultados positivos nas trésagr testadas foram
selecionadas para 0 sequenciamento e andliserfdtga (Figuras 5, Quadro 4. A
triagem foi feita em funcdo de concentracdo de DMpesar das demais amostras
estudadas terem resultados positivos na RT-P@Rmas apresentavam concentragao
insuficiente de DNA. Amostras ndo sequenciadasresente estudo serdo sequenciadas

em estudos futuros para complementar a pesquisa.

A figura 4 apresenta o resultado da purificagdo do DNA dossua raiva do

gel de agarose de algumas amostras utilizadaseserge estudo.

O sequenciamento do fragmento de 248 pares de lEmdOu em sequéncias
de 164 a 165 nucleotideos. Quando as mesmas fatametidas ao BLASTn, apenas
sequéncias referentes ao virus da raiva foram asbtcbmo homodlogas as aqui

estudadas.

Nestas sequéncias finais, foram mantidos apend&®sucleotideos referentes

ao gene N, sendo descartados aqueles relacionadesa P.

O padrdo de agregacdo obtido na arvore filogenética presente estudo,
resultou na formacéao dos principais grupos espsrddamostras do virus da raiva, ou

seja, variante antigénica 2, 3, amostras fixagiama& de virus da raiva de saguiis.

A arvore filogenética obtida para estas sequérjoimmente com sequéncias
homologas recuperadas do GenBank demonstrou o agemto das sequéncias
analisadas em quatro clusters princip&igra 5): cluster 1, contendo as amostras de
virus da raiva relacionadas ao morcego hematéfaganodus rotundus variante
antigénica 3, dentro do qual se agregaram as asad®4, 214, 75, 141, 132, 03, 38,
3399, 1266, 01 e 02 integrantes do presente estldster 2, contendo amostras de
virus da raiva relacionadas a saguis do Nordesfgldiro,ao qual se agregou a amostra
583 do presente estudo; cluster 3, onde se agregegamostras fixas SAD-B19 e PV
de virus da raiva e cluster 4, no qual se agregaamstras de virus da raiva

relacionadas a carnivoros brasileiros silvestrdemeésticos (variante antigénica 2), no
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gual se encontra a amostra 92 do presente essalagda de um paciente humano em
1992.

Dentro do cluster 1, as amostras 224, 214, 75, 134, 03 e 38, todas isoladas
de bovinos criados em Porcitincula, RJ, resultaram uen subcluster exclusivo,
denominado de 1A sustentado por um valor de baptste 64, com uma identidade
média intracluster de 99,8%. Um segundo subclusiempminado de 1B, com uma
identidade média intracluster de 100% e um valobdetstrap de 95%, resultou do
agrupamento das amostras 3399 e 1266, isoladagctesmente deDesmodus
rotundus e de um bovino, originarios do Estado do Paraegi@® Sul).

As amostras 01 e 02, oriundas de bovinos do Estadmcantins, agregaram de
modo disperso entre amostras do Centro-Oeste dirasiuima regido contigua a esta
Estado da Regido Norte, com uma identidade médraideotideos de 100% entre si e
de 97,23% com as amostras do cluster 1 excetuands-subclusters 1 A e IBigura
5).

O cluster 2, ao qual agregou a amostra 583, prewende sagui, apresentou
identidade média de nucleotideos de 98,45%, catstvap de 100%.

O cluster 4 pdde ser subdividido em sub-clusterebin amostras de virus da
raiva isoladas de canideos silvestres do Nordestsildiro ( identidade média de
nucleotideos de 95,31%), sub-cluster 4B, isoldeéasies e gatos do Nordeste brasileiro
(identidade média de nucleotideos intra-clusterl@@%) e sub-cluster 4C, contendo
amostras de virus da raiva relacionadas a vargntigénica 2 originarias do Centro-
Oeste brasileiro, incluindo a amostra 92 do presestudo, com identidade média de
nucleotideos de 98,9%. As identidades de nuclemti@atre os clusters e subclusters
encontram-se néabela 1

Como o observado para as amostras do cluster deaidades médias de
nucleotideos intra-cluster foram superiores astidades entre os diferentes subclusters
(Tabela 1).

30



400pb

200pb

ILMSK - 1 (2uL) ~15ng/pL
PAILMSK - 2 (2uL) ~15ng/uL
E)]LMSK - 3 (2pL) ~15ng/pL
LY LMSK - 4 (2pL) ~15ng/pL,
3] Low DNA Mass Ladder (4uL)
(PILMSK - 1 (2uL)
P]LMSK - 2 (2uL)
) LMSK - 3 (2uL)
)]LMSK -4 (2uL)

ja purificados

antes de purificar

FIGURA 4-Eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelmdio de etideo, a

0,5ug/ mL revelando os produtos de RT-PCR aposifigagéo.
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QUADRO 3: Resultados das provas de ImunofluorescéncidagdifRrova bioldgica,

Reacéo em cadeia pela polimerase,e Sequenciamento.

Numero de|Hospedeiro |Resultado |Resultado |Resultado |Resultado
registro de origem |IFD PB RT-PCR ,
sequenciamento
03 Bovino Positiva Positiva Positiva Positiva
75 Bovino Positiva Positiva Positiva Positiva
132 Bovino Positiva Positiva Positiva Positiva
141 Bovino Positiva Positiva Positiva Positiva
214 Bovino Positiva Positiva Positiva Positiva
224 Bovino Positiva Positiva Positiva Positiva
7 Bovino Positiva Positiva Positiva NT
8 Bovino Positiva Positiva Positiva NT
9 Bovino Positiva Positiva Positiva NT
10 Bovino Positiva Positiva Positiva NT
11 Bovino Positiva Positiva Positiva NT
12 Bovino Positiva Positiva Positiva NT
13 Bovino Positiva Positiva Positiva NT
14 Bovino Positiva Positiva Positiva NT
38 Bovino Positiva Positiva Positiva Positiva
16 Canino Positiva Positiva Positiva NT
1266 Bovino Positiva Positiva Positiva NT
1318 Bovino Positiva Positiva Positiva NT
1226 Bovino Positiva Positiva Positiva Positiva
3399 Quirdptero Positiva Positiva Positiva Positiva
1238 Bovino Positiva Positiva Positiva NT
583 Sagui Positiva Positiva Positiva Positiva
92 Humano Positiva Positiva Positival Positiva
24 Raposa Positiva Positiva Positivg NT
01 Bovino Positiva Positiva Positiva Positiva
02 Bovino Positiva Positiva Positiva Positiva
27 Canino Positiva Positiva Positiva NT
28 Canino Positiva Positiva Positiva NT
29 Bovino Negativa Negativa Negativa NT
30 Bovino Negativa Negativa Negativa NT
31 Bovino Negativa Negativa Negativa NT
32 Bovino Negativa Negativa Negativa NT

NT: Nao testadas
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99
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224/BOVINO/PORCIUNCULA-RJ/2003
214/BOVINO/PORCIUNCULA-RJ/2003
75/BOVINO/PORCIUNCULA-RJ/2003
141/BOVINO/PORCIUNCULA-RJ/2003
132/BOVINO/PORCIUNCULA-RJ/2003
03/BOVINO/PORCIUNCULA-RJ/2003
38/BOVINO/MIRACEMA-RJ/2002
AB083806BRvmbt33
AB083807BRvmbt34
| [ ABO83814BRbv45
90T AB083813BRbv43
I AB083812BRvmbt41
- AB083804BRhr31
9513399/QUIROPTERO/PRI2003 |1
| 1266/BOVINO/PR/2003
L AB0B3808BRsp35
DQ177278-5341V-04hm
AB083803BRbv30
AB083811BRbv39
AB083810BRbv38
AB083809BRbv36
AB083805BRbv32
AB083818BRbv50
01/BOVINA/PALMAS-TO/2003
AB083817BRbv49
02/BOVINA/PALMAS-TO/2003
L AB083815BRvmbt46

67 - AB083816BRVmbt47

r DQ314574IP5453hm

L_|DQ314577I1P5447hm

DQ3145801P5452hm
DQ3145791P5449hm

65/DQ3145781P5448hm

DQ3145761P5446hm

—DQ3145751P4793hm

g0 1583/SAGUI/CE/2003
L AY654585Brhm4097

0.05

3-
s 6-
D 7-
55 ‘DQl4910-44371foI
— DQ116760-10565dgPB

100 || AY654587Brhm4138
84 |AY654586Brsg4108

59 DQ116776-1403fxPE
Q11677 -1405dgPe

DQ116763-10567fxPB
DQ146726-4372fxPI
| DQ146727-4369fxP:

DO116771-10564gtPB
DQ116768-10561dgPB
DQ116762-10568gtPB
DOQ116772-10566gtPB
DQ116769-10562gtPB

791AB083797BRdg12
|AB083796BRdg10
B083798BRdg15

90 |['AB083799BRbV17
AB083801BRhm23
AB083794BRct5
AB083793BRct3
AB083795BRhm6
92/HUMANO/GOIANIA-GO/1992
AB083792dg2
AB083802BRpg28
AB083800BRNr18

J

j Cluster 3: amostras fixa:

94 - M31046SADB19 .
X03673PV :
DOLIE770-10563P8 | ,

Cluster 1. amostras
Desmodus rotundus

relacionadas

Cluster 2: amostras relacionadas a sdlis

Cluster 4: amostras relacionadas a canide
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FIGURA 5— Arvore filogenética de distancia para uma regiéalinhamento de
157 nucleotideos da porcdo 3'terminal do gene Nvidlos da raiva. As amostras
integrantes do presente estudo encontram-se entonieigntificadas pelo nome/espécie
de origem/regido de origem/ano de isolamento, eriqugue as amostras do GenbanK
estdo apresentadas por seus numeros de ac€sgster 1. amostras relacionadas ao
morcego hematéfagbesmodus rotundus/ variante antigénica luster 2 amostras
relacionadas a saguiSjuster 3: amostras fixas de virus da raivaluster 4: amostras
relacionadas a carnivoros domeésticos e silvestessidiros (variante antigénica 2). Os
nameros acima de cada no representam os valotesotigrap acima de 50% para 1000
repeticdes; a barra indica o nimero de substitaigi@ sitio de nucleotideos no

alinhamento.
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TABELA 1 — Identidade de nucleotideos para as sequénciesempadas.

Grupo de amostras comparadas

Identidade média

nucleotideos (%)

Cluster 1 95,8

1A 99,8

1B 100
Amostra 01 x Amostra 02 100
Cluster 1 exceto 1A, 1B e amostras 01 e 02 95,47
1Ax 1B 94,3

1A x Cluster 1 exceto 1A, 1B e amostras 01 e 02 985,
1A x amostras 01 e 02 94,3

1B x Cluster 1 exceto 1A, 1B e amostras 01 e 02 483,
1B x amostras 01 e 02 94,9
Amostras 01 e 02 x Cluster 1 exceto 1A e 1B 97,23
Cluster 2 98,45
Amostra 583 x Cluster 2 98,23
Cluster 3 98
Cluster 4 93,61
4A 95,31
4B 100

4C 98,9
4A x 4B 91,21
4A x 4C 90,01
4B x 4C 93,42
Cluster 1 x Cluster 2 73,67
Cluster 1 x Cluster 3 76,45
Cluster 1 x Cluster 4 71,57
Cluster 2 x Cluster 3 72,41
Cluster 2 x Cluster 4 73,4
Cluster 3 x Cluster 4 87,75
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QUADRO 4- Amostras sequenciadas, por hospedeiro de origemda isolamento,
origem geogréfica e nimero de acesso no GenBank.

D

Numero de|Espécie/ano Origem N° de acess
registro isolamento geogréfica no GenBank
38 Bovina/2002 Rio de Janeiro DQ640242
3399 Morcego Parana DQ640243
hemat6fago/2003

92 Humano/1992 Goias DQ640244
1266 Bovina/2003 Parana DQ640245
214 Bovina/2003 Rio de Janeiro DQ640246
75 Bovina/2003 Rio de Janeiro DQ640247
132 Bovina/2003 Rio de Janeiro DQ640248
141 Bovina/2003 Rio de Janeiro DQ640249
1 Bovina/2003 Tocantins DQ640250
2 Bovina/2003 Tocantins DQ640251
3 Bovina/2003 Rio de Janeiro DQ640252
583 Sagui/2003 Ceard DQ640253
224 Bovina/2003 Rio de Janeiro DQ640254
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5-DISCUSSAO

No presente estudo foi encontrada uma concor@aeil00% nos resultados
obtidos pela RT-PCR e pelas técnicas de imunofteérmcia direta e inoculacdo
intracerebral em camundongos para diagndsticoruis di raiva.

Segundo Rupprecht, Halon e Hemachudha, (2082asl-dos-Anjos (2003), as
técnicas moleculares tém se mostrado eficientegsadas em conjunto com outras
técnicas ja estabelecidas, como a imunofluoresaéficta, podendo reduzir o nimero
de diagnésticos falso-negativos, aumentando alikdade e especificidade dos testes.

Apesar da OMS nao preconizar a RT-PCR como insmtorgara o diagndstico
da raiva, diversos autores em todo o mundo afirnmnsua alta sensibilidade
(SACRAMENTO; BOURHY; TORDQ1991; KAMOLVARIN et al., 1993; BOURHY;
KISSI; TORDO, 1993a, 1993b; SMITH et al., 1993; MHES$;, KAPLAN;
KOPROWSKY,1996; TORDO, 1996; HEATON,1997). Nos mltis anos a técnica
comecou a ser utilizada no Brasil, com fins priabigente de pesquisa genética (ITO et
al,, 2001a, 2001b; SOARES, et,&002; BRASIL-DOS-ANJOS, 2003; ROMIJN et al.,
2003; PIERI, 2003; BORDIGNON et ak004, HEINEMANN etal., 2002; DANTAS
JUNIOR et al.,, 2004; CARNIELI et al., 2005; SCHAEFER al., 2005;
KOBAYASH], et al., 2005).

J& em 1991, Sacramento; Bourhy e Tordo (19@hcontraram 100% de
concordancia entre os resultados dessas mesmasagéatilizadas no presente estudo.
Mais recentemente, Soares et al. (2002) apresantaraclusdes idénticas.

Romijn et al. (2003) trabalhando com amostras tpasi pelas técnicas
tradicionais (encéfalos coletados de herbivoropestas de estarem acometidos de raiva
e de quirépteros de regides com focos recentesaitla enviados para laboratério),
observaram que essas também se apresentaram gmogitdla técnica molecular.
Nenhuma amostra de bovino suspeito que se apresemgativa pelas técnicas
tradicionais, apresentou-se positiva pela RT-P@Regeferido estudo, corroborando com
os resultados aqui apresentados.

Dantas Junior et al. (2004), trabalhando com 50stna® de herbivoros oriundas
do Estado do Rio de Janeiro, também encontrarai¥ @correlacdo entre a IFD, PB

e a RT-PCR, concordante com os resultados aqusexalos.
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Ito et al (2001b) analisaram 49 amostras de diferentes anioraisdos da
Regido Sul do Estado de S&o Paulo e Goiania. DeStasram de morcegos
hematofagos, 14 de bovinos, 12 de caninos, 11lidese2 de eqiinos,1 de suino e 3 de
humanos. A RT-PCR conseguiu detectar o virus dearam todas as amostras,
apresentando 100% de concordancia com o0s resultatfs técnicas de
imunofluorescéncia e inoculacéo intracerebral emurelongos, testadas paralelamente.

Tordo, Sacramento e Bourhy (1996), sugerem o doétte RT-PCR para o
diagnéstico laboratorial de rotina, evidenciandmportancia desta técnica para estudos
de epidemiologia molecular. Em acordo com Tordo,ao®res do presente estudo
demonstraram que através desta técnica foram gbtielsultados idénticos aqueles
obtidos por técnicas de diagnéstico de rotina (IPB), provando que pode ser esta
utilizada para fins de diagnostico.

Soares et al. (2002), também afirmaram que a RT-pa@iR ser utilizada no
diagnéstico da raiva, em casos de IFD negativagéngia no diagnostico, quando as
amostras foram estocadas inadequadamente, geratafiseg ou quando se tem pouco
material,como no caso de pesquisas com animaigkagatorio ou de pequeno porte
(morcegos).Em seus estudos também encontraram rdancta de 100% entre as
técnicas tradicionais e moleculares, analisandada@stras clinicas.

Segundo estudos de Brasil-Dos-Anjos (2003), a ¢éaé RT-PCR aplicada em
81 amostras de tecido cerebral de animais suspdi&o®bito por raiva, mostrou
sensibilidade de 95,5% e especificidade de 94,&8%ndp comparada com as técnicas
classicas.O mesmo autor afirma ainda, que a acggdio e a deteccdo de acidos
nucléicos virais, através de RT-PCR possuem sdidsitdé comparavel a propagacao do
virus em culturas celulares, tendo a vantagem mensmais rapidas e ndo dependerem
da viabilidade do virus, oferecendo riscos menarege é compativel com relacdo a
normas de biosseguranca.

Heaton, McElhinney e Lowings (1999) sugerem a t&die RT-PCR para uma
rapida identificacdo da doencga, principalmente @spg humanos, nos quais se pode
assegurar o tratamento pds-exposicdo adequadceated® a todos que tiveram contato
com o mesmo. Utilizando esta técnica, conseguirbteras resultados em 5 horas.
Além disso, a aplicacdo do sequenciamento de DN#nzatizado dos produtos

resultantes possibilitou uma caracterizacdo dogratites genotipos do Género
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Lyssavirus. Em estudos de Brasil-Dos-Anjos (2003), a realiaad@ todas as etapas da
reacdo de RT-PCR totalizou -se em torno de 8 horas.

Todos os autores citados, assim como os do pressttelo, enfocaram a
nucleoproteina como opcao para deteccdo por RT-®GReus estudos, por essa ser
considerada uma regido génica muito conservadditdéado o desenho de primers
aptos para amplificagdo de inumeras variantessvi@REPIN; AUDRY; ROTIVEL
1998; KISSI; TORDO; BOURHY,1995).

Comparagbes da PCR com a IFD, avaliando principgkne@mostras em
decomposicao, demonstraram uma menor sensibilid@ad®unofluorescéncia direta. A
RT-PCR demonstrou ser capaz de amplificar a se@i@énica alvo de amostras de
tecido cerebral expostas por até 96 horas a tetopgrambiente (SOARES et al.,
2002).

Estudos de David et.af2002) relataram que em amostras degradadas até 36
dias a temperatura de 37°C, a sensibilidade degigteda RT-PCR foi maior quando
comparada as técnicas de imunofluorescéncia diréaculacdo intracerebral. Varios
outros autores compararam os resultados da RT-P@Racimunofluorescéncia direta
em amostras em decomposi¢do, avaliando a quedandiditidade relacionada com o
tempo de deterioracdo do tecido cerebral (KAMOLVARet al., 1993; HEATON
1997; WHITBY; JOHNSTONE; SILLERO-ZUBIRI, 1997).

Até mesmo em ocasifes em que a suspeita de raiewdotada muito tempo
apos o o6bito humano, a técnica de RT-PCR é de foed@l importancia, para
confirmar a suspeita e identificar a fonte de igé; através de estudos genéticos
(OLIVEIRA et al., 2006).

No presente estudo, as amostras 24, 27 e 28, peotes da Paraiba e de
Sergipe, até serem enviados para fazerem parte @sssdo estavam perfeitamente
estocados em freezer a -20 C, no Instituto PasreHarta, em Aracaju, onde
apresentaram resultados positivos na IFD e PBbléh@as operacionais ocorridos no
aeroporto acarretaram demora na liberacédo dos imatercasionando estado avancado
de putrefacdo nestas amostras. Sendo assim,esteret¢alizado em nossos estudos, 0s
materiais 27 e 28 apresentaram resultados negatavéiSD e nado foi possivel proceder
a inoculacdo em camundongos. A amostra 24, apesaaptesentar IFD positiva,
também ndo pdde ser inoculada para a prova bialdogio entanto, a RT - PCR

apresentou-se positiva nhas 3 amostras .
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Apesar do numero reduzido de amostras em putrefagalisadas em nosso
estudo, considera-se o resultado indicativo de ayi®T-PCR pode ser utilizada em
amostras putrefeitas, corroborando com os resudtafmesentados pelos diversos
autores citados.

Ito et al. (2001a), analisando amostras brasileiras, utilizandonités
moleculares, demonstraram que os virus isolad@srfaeparados em dois grupos de
reservatorios: cdes e morcegos hematofagos. Todosviris cées—relacionados
mostraram homologia de 99%. Os virus morcego-@hacios mostraram homologia de
96,6% e puderam ser divididos em dois subgrupossmondentes as areas onde 0s
virus foram isolados.

Estudos de Ito et al. (2003) também com amosti@sleiras indicam que o ciclo
da raiva no Brasil é bastante complexo e apressafieeposicdo dos ciclos urbano e
silvestre em muitas areas do pais.

O padrdo de agregacdo obtido na arvore filogenética presente estudo,
resultou na formag&o dos principais grupos espsrddamostras do virus da raiva, ou
seja, variante antigénica 2, 3, amostras fixas ream& de virus da raiva de saguis
(FAVORETTO et al., 2001; CARNIELI et al., 2005; KBBASHI et al., 2005), o que
valida tanto a &rea do genoma do virus da raivaoabmétodo e o algoritmo utilizados
para a reconstrucao filogenética, o que esta dela@mm os resultados de Carnieli et
al. (2006), os quais, a partir da mesma regido efee g\ aqui analisada, obtiveram
padréo similar de segregacéao.

Todas as amostras colhidas no Estado do Rio dérdaseagregaram em um
cluster anico (1A), sustentado por um valor de &wap de 64, com uma identidade
média intracluster de 99,8%, enquanto que as aasodtr Estado do Parana formaram
um segundo cluster exclusivo (1B), com uma idededaédia intracluster de 100% e
um valor de bootstrap de 95%. Como, no caso destasstras, a Unica variavel de
diferenciacéo foi a regido geografica de isolameviio que todas foram isoladas entre
2002-2003 de bovinos, exceto pela amostra 339&daaleDesmodus rotundus, pode-
se sugerir que no Brasil ha um claro padrao reyamdistribuicdo de amostras de virus
da raiva associadas a variante antigénica 3, cdaotg com Holmes et al. (2002) e
Romijn et al. (2003) que demonstraram ser 0 agrep&mde amostras de virus da raiva
primariamente determinado pela influéncia de basegeograficas em detrimento de

barreiras espécie-especificas.
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Corroborando com Heinemann et al. (2002), no ptesestudo também néao
foram encontradas diferencas temporais entre astease@studadas, visto que a amostra
92 do presente estudo, segregou com amostras i8 atés de diferenca no cluster 3.

Romijn et al. (2003), trabalharam com amostrasides\da raiva provenientes de
oito municipios do Estado do Rio de Janeiro. As siras tiveram segmentos de seu
gene N examinados através da amplificacdo por RR-@@étodos de sequenciamento
diretos. Uma arvore filogenética foi construidancos resultados, evidenciando a
existéncia de correlacdo da origem geogréfica esgécie com grupos distintos dentro
do mesmo géneroyssavirus da familia Rhabdoviridae.

Heinemann et al. (2002), analisando amostras wes da raiva de bovinos e
morcegos hematofagos de regides diferentes do destadSao Paulo, baseada no
sequenciamento direto de produtos ampliados por 8600 nucleotideos do gene da
nucleoproteina, apresentaram resultados que dé&monsiue ndo havia diferencas
genéticas significantes entre amostras por elemiagdas, quando identificadas de
hospedeiros distintos e de regibes geogréaficasedifes. Autores como Sacramento,
Bourhy e Tordo, 1992; Smith el. 1992; Bourhy et al. 1998; Tordo et al1993 b;
Kissi etal. 1995; Von Teichman et al. 1995; De Mattos|etl896, corroboram com
essa premissa.

A hipotese de um padréo regional é também supopalds amostras 01 e 02,
oriundas de bovinos do Estado de Tocantins, as ggaagregaram de modo disperso
entre amostras do Centro-Oeste brasileiro, umd@aoegintigua a este Estado da Regiao
Norte, com uma identidade média de nucleotided06&6 entre si e de 97,23% com as
amostras do cluster 1 excetuando-se os subcldstees 1B. A formacéo de tais clusters
regionais fica também evidente quanto se comparandentidades intra e entre-
clusters, visto que as primeiras foram sempre gupsras ultimas.

Este mesmo padrdo regional p6de ser observado etagdo ao cluster 4,
referente a amostras de virus da raiva relacionadasnivoros terrestres: o subcluster
4B, com identidade média de nucleotideos intratefude 100% contém amostras do
Nordeste brasileiro, enquanto que o subcluster d@n identidade média de
nucleotideos de 98,9%, contém amostras do CentsteQ® qual concordantemente se
classificou a amostra 92, proveniente de Goianstadd® de Goias, localizado na
referida regido geogréfica. Como o observado paraamostras do cluster 1, as

identidades médias de nucleotideos intra-clustanicuperiores as identidades entre 0s

41



diferentes subclusters, o que demonstra que tanebé®m as amostras de virus da raiva
relacionadas a carnivoros terrestres no Braséumdém um padrdo regional de variagdo
genética.

Entretanto, como demonstrado por Carnieli et @062, a variagdo genética
entre amostras de virus da raiva de carnivorosstees pode também ser associada a
espécies hospedeiras, visto que o cluster 4A congdeiusivamente amostras
originarias de canideos silvestres do Nordestélbiras

Bordignon et al. (2004), afirmaram que a homologre as sequéncias das
amostras de virus da raiva catarinenses com seg8é&& amostras representativas do
ciclo silvestre da raiva, previamente caracterizatms Estados de S&o Paulo, Tocantins,
Goias, Minas Gerais indicam que o agrupamento ohest@as se da de modo espécie-
especifico. Os mesmos autores, afirmam que, natentagrupamentos geograficos
devem ser levados em consideracdo em estudosdigoboe a epidemiologia molecular
da raiva no Brasil, visto a grande extensao teiaitdrasileira e o vasto numero de
espécies das quais os virus ja foram isolados ssorgais.

A amostra 583, isolada de um sagui cujo encéfalacdetado em 2003 no
Estado do Ceara, foi classificada, segundo a @&nélsgenética, como a variante de
Callithrix jacchus (sagui de tufos brancos) descrita em 2001 porregeoet al. (2001)
apos estudos voltados para a raiva em saglis dggéie no Estado do Ceara. Esta
observacdo demonstra que a variante de saguiguked4d raiva ainda esta circulando
entre esses primatas ndo humanos na regiao.

Estudos de caracterizagdo molecular de amostragirde da raiva sdo de
fundamental importancia para que se possa conhee#nor as variantes virais
presentes em diferentes regides geogréaficas, ommesriantes relacionadas com
diferentes espécies hospedeiras. Esforcos contimuaronitoramento da diversidade
genética entre amostras de virus da raiva selvatgmesn ser realizados, pois alteracdes
no material genético podem levar a modificagbessnas proteinas. O sistema imune de
individuos infectados por esta variante pode n8pamder e desenvolverem a doenca,
apesar de haver sido vacinado com amostra defixous

Considerando a sensibilidade e a especificidade, bemo a habilidade de
detectar RNA de virus da raiva em amostras bastd@btempostas, uma situagao
comum em paises tropicais como Brasil, o uso daPBR- relacionado ao gene N

aparenta ser tdo eficiente quanto as técnicasiaddspara a deteccdo de particulas
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infecciosas ou antigenos de virus da raiva. Desi@stas caracteristicas, sugere-se o
uso da RT-PCR como técnica complementar ao diagnds raiva.

Na auséncia de laboratério de diagnéstico em algstados brasileiros, €
inegavel que em muitas regides a raiva esteja ssulbiootificada ou confundida por
outras enfermidades. A ocorréncia da raiva em dgirsdvestres é registrada de
maneira esporadica, uma vez que ndo € comum o deuateriais destes animais ao
laboratério de diagndstico, nem mesmo para fins viglancia epidemioldgica
(BRASIL, 2005b). Nesse quadro, a técnica de RT-Rfoe tornar-se util, uma vez que
os laboratérios, mesmo distantes, podem recebesteampvisto que os resultados dessa

técnica dependem menos da conservacao das amostras.
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6 - CONCLUSOES

-Em nossos estudos encontramos concordancia de 109%esultados obtidos pela RT-
PCR e pelas técnicas de imunofluorescéncia diretaoeulacdo intracerebral em

camundongos para diagnostico do virus da raiva.

- Apesar do numero reduzido de amostras em pufrefapalisadas, considera-se o

resultado indicativo de que a RT-PCR pode serzatk em amostrgmitrefeitas.

-Foi encontrado um padrdo regional de distribuidggoamostras de virus da raiva
associadas a variante antigénica 3 de acordo codiferentes regides geogréficas

estudadas.

- O padrdo de segregacdo obtido na arvore filogendéesultou na formacdo dos
principais grupos esperados de amostras do viruasi\dg ou seja, variante antigénica 2,
3, amostras fixas e variante de virus da raivaatgiis, no qual se classificou uma

amostra de virus da raiva detectada em um saginesgente estudo.
-Amostras de virus da raiva originarias de boviRoeciincula/RJ formaram um cluster

exclusivo dentre aquele inerente a variante antgés, havendo um ciclo regional de

transmissao desta variante na regiao.
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ANEXO |

REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE COMO RECURSO AO DIAGOSTICO
DA RAIVA.

POLIMERASE CHAIN REACTION AS RESOURCE TO RABIES DGWNOSIS.

Aceito para publicacdo pela Revista Brasileira amlidina Veterinaria em abril de
2006.
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RESUMO

A raiva € uma das doencas mais temidas entre @=idiés zoonoses que ameagam o
Homem, pois evolui sempre para o éxito letal, semdo pratica, sua morbidade igual a
mortalidade. Acrescem-se ainda 0s prejuizos eca®ncausados ao rebanho bovino, seu
impacto geral na economia agricola, reduzindo duyg@o de leite e carne, e suas implicacdes
na area de salude publica. O Laboratério representapeca fundamental nesse contexto,
uma vez que o éxito das medidas complexas de pr@wenuma comunidade, como a
vacinacao perifocal, ou ainda o tratamento praithbo ser humano exposto, dependem da
rapidez e da confiabilidade do diagnostico. Estadig@o tem induzido ao desenvolvimento e
adaptacOes de técnicas visando melhorar a velarigladeficiéncia do diagnostico da raiva,
assim como o incremento das pesquisas. O presstudo objetivou ressaltar o valor da
técnica molecular de RT-PCR como uma ferramentai@awil ao diagndstico classico da
raiva, sem, no entanto, substituir as provas canweeais. Trinta e duas amostras obtidas de
Sistema Nervoso Central de mamiferos domésticdgestses de diferentes regides do Brasil
foram selecionadas, 28 apresentando positividaderpava nas provas classicas e 4 negativas
nas mesmas provas. A técnica de RT-PCR foi aplinadaes materiais, demonstrando 100%
de concordancia com aqueles resultados. A téaecRT-PCR demonstrou sensibilidade

inclusive em amostras que se apresentavam edoastgputrefacao.

PALAVRAS-CHAVE - Raiva, RT-PCR, diagnostico.
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ABSTRACT

Rabies is one of most feared diseases among theretit zoonoses that threaten
humans, since it always succumbs to death and dasbidity is equal to the mortality.
Additionally, rabies leads to economic damages&herd of cattle and its general impact in
the agricultural economy reduces the milk and npeatluction, consequently affecting the
public health area. Laboratory diagnosis of rabiggresents a fundamental tool in this
context, since the success of the prophylactic oreasin a community, as perifocal
vaccination or postexposure prophilaxys in humaepend on the rapidity and realiable of
the diagnosis. This condition has stimulated todéeelopment and adaptations of techniques
with aimed to improve the efficiency of rabies ghasis, as well as the incrementation of
researches. The present study aimed to evalud®d €CR assay as an alternative tool to the
standard diagnosis of rabies, but not replacingcbmventional tests. Thirty two samples
obtained from the Central Nervous System of doroemtid wild mammals from diferent
regions of Brazil were selected, finding 28 positivand 4 negatives for rabies by the standard
tests. The same material was tested by the RT-R&CRnigue, demonstrating 100% of
concordance with those results. Also, the RT- P@Bhriique showed great sensitivity

decomposed samples.

KEY WORDS - Rabies, RT-PCR, diagnosis.
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INTRODUCAO

A raiva esta presente no territorio nacional podeser considerada endémica,
em grau diferenciado de acordo com a regido gdag@oliNo periodo de 1996-2004
foram notificados 29.969 mil raiva em diferentepéxries animais (Brasil, 2005b). Em
relacdo a raiva humana foi observado que, no perded1996 a 1999, a frequéncia de
casos se manteve numa média de 26 casos/ano. Niea2@00 foram notificados 18
obitos, 21 em 2001 e 7 em 2002. Em 2003, foramrilesd 7 obitos humanos, sendo o
cdo o animal agressor de maior destaque, contdmstemm o ano 2004, no qual o

morcego hematofago foi o responsavel por 24 dasa80s em humanos (Casos....,2006)

A importancia econémica da raiva esta relacionaglaaaocorréncia em animais
produtores de alimentos. A raiva de herbivorosigpalmente em bovinos, transmitida
por morcegos hematéfagos, representa uma impotianitacéo ao desenvolvimento da
pecuaria nacional, além de representar riscosdegaiblica.

Devido a gravidade da doenca, evoluindo sempre maréxito letal, a
possibilidade de um diagndstico falso-negativo dmrereduzida tanto quanto possivel.
Para isso, a maioria dos laboratorios utiliza destes: a prova de imunofluorescéncia
direta (IFD) como teste principal e a prova de utacio intracerebral em camundongos
(PB) como teste complementar (Acha & Szyfres,1986).

A técnica mais amplamente utilizada para o diaipwsla raiva € a IFD,
recomendada pela Organizacdo Mundial da Saudexgpghnizacdo Mundial de Saude
Animal .O teste de IFD apresenta resultados coeidem poucas horas, quando
realizados em materiais frescos, em 95-99% dosd8sasil, 2005a). Segundo Silva et
al., (1973) a técnica de imunofluorescéncia relntscutivelmente as vantagens de

rapidez e especificidade, quando se tem em foéagndstico.

A PB detecta a infecciosidade da amostra, comuiagéo da suspensdo em
sistemas bioldgicos e permitindo o isolamento dmggy E utilizado concomitantemente
ao teste da IFD (Koprowski ,1996).

Nas Ultimas décadas, o0s avancos tecnolégicos dascias bioldgicas,

notadamente a biologia molecular e a imunologiarmpggam aprofundar os
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conhecimentos sobre o virus da raiva, a patogeaianenoprofilaxia da infeccéo, assim
como o desenvolvimento de métodos diagnosticos maissiveis e especificos
(Germano, 1994).

Assim, as pesquisas efetuadas com base na bialogiacular tém sido de
relevante importancia, ndo so para complementaookecimentos sobre a patogénese
da infeccado rabica e a imunologia, como tambéng pateterminacéo da variabilidade
genética do virus da raiva, inclusive entre cepaspara 0 esclarecimento dos

mecanismos de replicagao e transmissao viral.(Gerni®94).

A PCR associada a transcri¢cao reversa (RT-P@Rjesentou um grande avanco
no diagndéstico e na tipificacdo de amostrasLyssavirus. (Sacramento et al.,1991;
Bourhy et al., 1993a; Gould et al., 1998). Sacrdmeh al desenvolveram, em 1991, o
primeiro protocolo de RT-PCR para o virus da raya partir dai, a evolu¢do desta
técnica tem sido marcante. Estes autores propusetaonica de RT-PCR para uso em
rotina laboratorial no diagndstico da raiva e pestudos epidémicos do virus da raiva,
conseguindo demonstrar a praticidade e confialiéddesta técnica na amplificacdo do
gene N.

O objetivo do presente estudo foi verificar a Vidade da inclusdo da técnica de
RT-PCR no diagnostico laboratorial de rotina daaai

Os produtos gerados por esta técnica permitem ,acatacterizacdo genética

pelo sequienciamento de areas limitadas do genaala vi
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MATERIAIS E METODOS

Virus de referéncia
As cepas virais utilizadas no presente estudo fo@mallenge Standard Virus
(CVS 31.2), mantida por passagens em cérebrosndenckongos, e Pasteur Virus (PV),

mantida por sucessivas passagens em cultura dascBK-21.

Amostras de campo

Foram utilizadas 32 amostras de SNC de mamiferagésiticos apresentando
guadro neuroldgico sugestivo da raiva, encaminhpdes diagndstico desta virose entre
0s anos 1985 e 2004, oriundas de diferentes mimsaiio Brasil.

Vinte e oito dessas amostras apresentaram ressll{zoiitivos para raiva: 21
bovinos, 3 caninos,1 humano, 1 sagti,1 morcego ti¢agm e 1 raposa.(trés dessas
amostras, encontravam-se em putrefacao).

Quatro amostras de SNC com resultados de IFD edgBtivas, também foram
testadas.(Quadro 1) .

As amostras enviadas por laboratorios de outreglestdo Brasil vieram com
diagnosticos positivos para raiva atestados.

Em nossos experimentos as amostras 24, 27 e 28hggaram em estado de

putrefacdo foram retestadas.

Técnicas:
Teste de Imunofluorescéncia Direta (IFD)

Laminas confeccionadas com impressao dos fragmentesrem examinados
foram processadas conforme Dean et H)96, e visualizadas ao microscépio de
imunofluorescéncia.O conjugado fluorescente pat@lanarcado com isotiocianato de
fluoresceina utilizado foi cedido pelo Instituto Mcipal de Medicina Veterinaria Jorge

Vaitsman/Rio de Janeiro.

67



Prova Biologica (PB)

A prova biolégica seguiu a metodologia descrita poprowski (1996).

As amostras, apoés trituragdo em gral, foram dikiidal0% em PBS (Solucdo salina
tamponada fosfatada) contendo penicilina G potdas&csulfato de estreptomicina e
centrifugadas por 5 minutos a 600 g. O sobrenadanteletado como inéculo.

Camundongos albinos suigos com 21 dias de idadenforoculados com 0,03 mL do
sobrenadante, por via intracerebral, e observdidommente por um periodo de até 30 dias.
Foram utilizados 10 animais por amostra. Os animaés vieram a Obito apds apresentarem
sintomatologia nervosa, foram submetidos ao tsti€D para confirmacgao final.

A manutencdo e manejo dos animais experimentasifoealizados de acordo com as

diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentadaanal, 2004.
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Extracdo de RNA e RT-PCR

A extracdo de RNA das amostras foi realizada déirpdo sobrenadante de
suspensdo de cérebro a 10% , de acordo com o m&RHOL © (Invitroged™)

seguindo as instru¢des do fabricante.

Sete microlitros de cada RNA foram adicionados &ode transcricao reversa
(sintese de cDNA) contendol x First Strand Buffevifrogen ™), 1mM de cada dNTP,
10mM DTT, 1pmol/uL de cada primer (504 e 304)(Qoadie 200U M-MLV Reverse

Transcriptase (Invitrogetf) para uma reacéo final de 20pL, realizada a 42°G)6.

Dez microlitros de cada respectivo cDNA foram amhieidos ao mix de PCR
contendo 1 x PCR Buffer (Invitrog&f), 0,2mM de cada dNTP, 0,5 pmol/uL de cada
primer (504 e 304), 1,5mM Mgg; 125 pL dgua ultra-pura e 1,25U Taq DNA polymerase
(Invitrogen ™) para uma reacéo final de 50uL e submetidos adesmaturacao inicial
de 94 °C/ 2 seg., seguidos de 40 ciclos de 940G€§, 37 °C /30 seg e 72 °C /1,5 min,

finalizando com uma extenséao final de 72°C/7.min

Todos os produtos da RT-PCR foram analisados emegatarose a 1 % corado
por brometo de etidio. Foram consideradas positasa@mostras que resultaram no

fragmento esperado de 249 pares de bases (Figura 1)
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Quadro 2— Sequéncia dos “primendilizados para amplificacdo de um segmento de
249 pb do gene N do virus da Raiva.

PRIMER SEQUENCIA Posicéo no Sentido de
genoma do orientacao
SAD(B19)
504 5-TATACTCGAATCATGATGAATGGAGGTCGACT-3 1290-1317 Senso (Orciar
et al, 2001)
304 5-TTGACGAAGATCTTGCTCAT-3’ 1514-1523 Anti-senso
(Orciari et al,
2001)

Fragmento amplificado=249pb
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Figura 1: Eletroforese em gel de agarose a 1% ogralb brometo de etideo, revelando
os produtos de amplificacdo do fragmento de 24&@fdrente a regido que contem

a nucleoproteina viral.

1 2 3 4 5 6 7 & 9 10

600 pb

Canaletas 1 e 10 - padrdo de tamanho moleculagl€ar? —bovino de Arapoti - PR;
Canaleta 3- bovino de Dr. Ulisses-PR ; Canaletavdo de Porciuncula-RJ;Canaleta
5-bovino de Cerro Azul-PR; Canaleta 6- sagui dor&e&analeta 7- bovino de
Camapua-MS; Canaleta 8 - controle negativo (CN)naleda 9- controle positivo
(CVS).
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RESULTADOS

Nas 32 amostras estudadas houve 100% de corredag@&aas técnicas aplicadas.Vinte e
oito amostras demonstraram positividade nas 3 dasmaplicadas e quatro amostras
enviadas para o diagnostico da Raiva, proveniedéesnimais que apresentavam
sintomatologia nervosa, demonstraram negatividaderovas de IFD, PB e RT-PCR.

Quadro 1- Amostras de SNC e resultados de IFD, RB-©CR para detec¢cdo do virus

da Raiva.

N® | Espécie Ano Origem geografica| Resultado| Resultado |RT-PCR
IFD PB

1 Bovina 2003 Porciuncula-RJ Positiva Positiva Rasi

2 Bovina 2003 Porcitncula-RJ Positiva Positiva Rasi

3 Bovina 2003 Porcitncula-RJ Positiva Positiva Rasi

4 Bovina 2003 Porcitncula-RJ Positiva Positiva Rasi

5 Bovina 2003 Porciuncula-RJ Positiva Positiva Rasi

6 Bovina 2003 Porciuncula-RJ Positiva Positiva Rasi

7 Bovina 2003 Porciuncula-RJ Positiva Positiva Rasi

8 Bovina 2003 Porciuncula-RJ Positiva Positiva Rasi

9 Bovina 2003 Porcitncula-RJ Positiva Positiva Rasi

10 Bovina 2003 Porciuncula-RJ Positiva Positiva itR@s

11 Bovina 2003 Porcilncula-RJ Positiva Positiva itR@s

12 Bovina 2003 Porcilncula-RJ Positiva Positiva itR@s

13 Bovina 2003 Porciuncula-RJ Positiva Positiva itR@s

14 Bovina 2003 Porcilncula-RJ Positiva Positiva itR@s

15 Bovina 2002 Miracema-RJ Positiva Positiva Rasit

16 | Canina 1985 N.lquacu-RJ Positiva Positiva Rasiti

17 | Bovina 2003 Arapoti-PR Positiva Positiva Positiv

18 Bovina 2003 Dr.Ulisses-PR Positiva Positiva Aasi

19 Bovina 2003 Cerro Azul-PR Positiva Positiva Boai

20 | Quiroptero| 2003 Jaquariaiva-PR Positiva Positiva Positiva

21 | Bovina 2003 Camapua-MS Positiva Positiva Pasitiv

22 | Saqui 2003 Cearda Positiva Positiva Positivg

23 Humana 1992 Goiania-GO Positiva Positiva Pasitiv

24 | Raposa 2004 Sossego-PB Positiva Positiva Pasitiv

25 Bovina 2003 Palma -TO Positiva Positiva Positivd

26 Bovina 2003 Palma-TO Positiva Positiva Positiva

27 Canina 2003 Sao Cristovao-SE Positiva Positiva ositiva

28 Canina 2002 N.S. das Dores-SE  Positival PositivaPositiva

29 Bovina 2002 Miracema- RJ Negativa Negativa Nega

30 | Bovina 2003 Valenca- RJ Negativa Negativa Negati

31 | Bovina 2003 Valenca- RJ Negativa Negativa Negati

32 | Bovina 2003 Valenca- RJ Negativa Negativa Negati
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DISCUSSAO e CONCLUSOES

No presente estudo foi encontrada uma concordéaleid00% nos resultados
obtidos pela RT-PCR e pelas técnicas de imunofte@rcia direta e inoculagéo
intracerebral em camundongos para diagndsticortis da raiva.

Segundo Rupprecht et al. (2002) e Brasil-dos-Agj@38), as técnicas
moleculares tém se mostrado eficientes se usadaejunto com outras técnicas ja
estabelecidas, como a imunofluorescéncia diretaleqmio reduzir o numero de
diagnosticos falso-negativos, aumentando a seigsiié e especificidade dos testes.

Apesar da Organizacdo Mundial de Saude néo prexorizZRT-PCR como
ferramenta para o diagnéstico da raiva, diverst@esiem todo o mundo afirmam a sua
alta sensibilidade (Sacramento et al.,1991; Kamwi\eat al., 1993; Bourhy et al.,1993a
e 1993b; Smith et al., 1993; Meslin & Kaplan,1996rdo, 1996; Heaton,1997). Nos
ultimos anos a técnica comecou a ser utilizada r@siB com fins principalmente de
pesquisa genética (Ito et al.,2001 ; Soares, &08R; Brasil-dos-Anjos,2003; Romijn,
et al.,2003; Pieri,2003; Bordignon et al.,2004,¢emann et al.,2002; Dantas Junior et
al.,2004; Carnieli et al. ,2005; Schaefer et aQ32XKobayashi et al.,2005).

Ja em 1991, Sacramento et al. encontraram 100%owleorciancia entre os
resultados dessas mesmas técnicas utilizadas senpgeestudo. Mais recentemente,
Soares et al.,, (2002) apresentaram conclusdesiddéntRomijn et al. (2003),
trabalhando com amostras positivas pelas técniadgibnais (encéfalos coletados de
herbivoros suspeitos de estarem acometidos de eadea quirOpteros de regides com
focos recentes de Raiva enviados para laborat@hgervaram que essas também se
apresentaram positivas pela técnica molecular. hilea amostra de bovino suspeito
gue se apresentou negativa pelas técnicas tradisjarpresentou-se positiva pela RT-
PCR, corroborando com os resultados aqui apresentad

Dantas Junior et al., (2004), trabalhando com 50stias de herbivoros oriundas
do Estado do Rio de Janeiro, também encontrarai® HeOcorrelacdo entre a IFD, PB e
a RT- PCR ,concordante com os resultados aquiepaos.

Ito et al. ,(2001) analisaram 49 amostras de d@ifids animais oriundos do sul
do Estado de S&o Paulo e Goiania. Destas, 5 eramodsegos hematofagos, 14 de
bovinos, 12 de caninos, 11 de felinos, 2 de equirdode suino e 3 de humanos. A RT-

PCR conseguiu detectar o virus da raiva em todasnastras, apresentando 100% de
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concordancia com os resultados das técnicas deoftnorescéncia e inoculacao
intracerebral em camundongos, testadas paralelament

Tordo (1996), sugere o método de RT-PCR para ondsigo laboratorial de
rotina, evidenciando a importancia desta técnicaa pastudos de epidemiologia
molecular. Em acordo com Tordo, os autores do ptesestudo demonstraram que
através desta técnica foram obtidos resultadogiad&naqueles obtidos por técnicas de
diagnéstico de rotina, provando que pode ser atlizpara fins de diagndstico.

Soares et al. (2002) também afirmaram que a RT- p@R ser utilizada no
diagnéstico da raiva, em casos de IFD negativagénaia no diagnéstico, quando as
amostras foram estocadas inadequadamente, geratifisea ou quando se tem pouco
material, como no caso de pesquisas com animdebdeatorio ou morcegos.Em seus
estudos também encontraram correlacdo de 100% astr#&cnicas tradicionais e
moleculares ,analisando 42 amostras clinicas.

Segundo estudos de Brasil-Dos-Anjos (2003), adéate RT-PCR aplicada em
81 amostras de tecido cerebral de animais suspd&osbito por raiva , mostrou
sensibilidade de 95,5% e especificidade de 94,8%ando comparada com as técnicas
classicas .O mesmo autor afirma ainda,que a Boaghio e a deteccdo de acidos
nucléicos virais, através de RT-PCR possuem séidsihe comparavel a propagacéo do
virus em culturas celulares, tendo a vantagem i@gnsmais rapidas e ndo dependerem
da viabilidade do virus, oferecendo riscos menooes relacdo a biosseguranca .

Heaton et al. (1999) sugerem a técnica de RT-PCRpaa rapida identificacao
da doenca, principalmente em casos humanos, nés spipaode assegurar o tratamento
pos-exposicdo adequado ao doente e a todos guantiveontato com o mesmo.
Utilizando esta técnica, conseguiram obter os tadot em 5 horas. Em estudos de
Brasil-Dos-Anjos (2003) a realizacao de todas apast da reacdo de RT-PCR demorou
em torno de 8 horas.

Todos os autores citados, assim como o0s do presstbelo, enfocaram a
nucleoproteina como opcdo para deteccdo por RT-#Reus estudos, por essa ser
considerada uma regido génica muito conservadétadado o desenho de primers aptos
para amplificacdo de inUmeras variantes viraigglr et al.,1998; Kissi et al.,1995).

Comparacbes da PCR com a IFD, avaliando principgen@mostras em
decomposicdo, demonstraram a diminuicdo de sedsiidd da imunofluorescéncia
direta. A RT-PCR demonstrou ser capaz de amplifcasequiéncia génica alvo de
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amostras de tecido cerebral expostas por até @6 laotemperatura ambiente (Soares et
al., 2002).

Estudos de David et al., (2002) relataram que eostras degradadas até 36 dias
a temperatura de 37°C, a sensibilidade de detedgdRT-PCR foi maior quando
comparada as técnicas de imunofluorescéncia dréaculacéo intracerebral. Varios
outros autores compararam os resultados da RT-P@Racimunofluorescéncia direta
em amostras em decomposicéo, avaliando a quedandiitidade relacionada com o
tempo de deterioracao do tecido cerebral (Kamalvarial., 1993; Heaton et al., 1997;
Whitby et al.,1997).

Até mesmo em ocasifes em que a suspeita de raievdatada muito tempo
apos o o6bito humano, a técnica de RT-PCR é de foextal importancia, para
confirmar a suspeita e identificar a fonte de ipfe; através de estudos genéticos
posteriores. (Instituto Pasteur, 2004).

No presente estudo, 0os materiais 24, 27 e 28,(qudirovenientes da Paraiba e
de Sergipe, até serem enviados para fazerem peste @studo estavam perfeitamente
estocados em freezer a -20 C, no Instituto Pasrelfarta, em Aracaju ,onde
apresentaram resultados positivos na IFD e PBbl&mnas operacionais ocorridos no
aeroporto acarretaram demora na liberacdo dos imiatarcasionando estado avancado
de putrefacdo nestas amostras. Sendo assim,esteretalizado em nossos estudos, 0s
materiais 27 e 28 apresentaram resultados negata/#D e néo foi possivel proceder a
inoculacdo em camundongos. A amostra 24, apesaprésentar IFD positiva, também
nao foi possivel inocular. No entanto, a RT - P@Regentou-se positiva nas 3 amostras

Apesar do numero reduzido de amostras em puli@faQalisadas em nosso
estudo, consideramos o resultado indicativo deeqaeRT-PCR pode ser utilizada em
amostras putrefeitas, corroborando com os resdtajwesentados pelos diversos
autores citados.

Considerando a sensibilidade e a especificidad®, demo a habilidade de detectar
virus em amostras bastante decompostas, uma siteagdum em paises tropicais como
Brasil, 0 uso da RT-PCR relacionado ao gene N apaser tdo eficiente quanto as técnicas
classicas para a deteccdo do virus da raiva. Deviekias caracteristicas, sugere-se o uso da
RT-PCR como técnica complementar ao diagnostideaia.

Na auséncia de laboratério de diagnostico em alggtedos brasileiros, € inegavel
gue em muitas regides a raiva esteja sendo suisadéf ou confundida por outras
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enfermidades. A ocorréncia da raiva em animaigsites € registrada de maneira esporadica,
uma vez que ndo é comum o envio de materiais dasiesis ao laboratério de diagnostico,

nem mesmo para fins de vigilancia epidemiologicesd¢ quadro, a técnica de RT-PCR, pode
tornar-se util, uma vez que os laboratorios, medistantes, podem receber amostras, visto

gue os resultados dessa técnica dependem menorstvacao das amostras.
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