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RESUMO

Neste estudo foram utilizadas 70 amostras de temimbefalico congelado de animais,
com o diagnéstico positivo para virus da raivapelunofluorescéncia direta (IFD) e pelo teste
biolégico (TB), enviados ao Banco de Germoplasmaalwratorio de Biologia Animal (LBA)
da Empresa de Pesquisa Agropecudria do EstadoaldeRianeiro (PESAGRO — RIO). Estas
amostras foram provenientes de diversos municigmsestado do Rio de Janeiro. Das 70
amostras analisadas 50 foram utilizadas para testgorotocolo de RT-PCR e 33 utilizadas na
andlise genética do virus da raiva circulantesstede do Rio de Janeiro.

O protocolo testado de amplificagdo gendmica, plideede transcricdo reversa (RT-
PCR) para o gene da nucleoproteina de virus da eawirus relacionados ao virus da raiva, teve
como objetivo a utilizacdo desta metodologia enotatdrios onde séo realizadas investigacbes
para a deteccao de virus da raiva. Foram utiliz&@aamostras de tecido encefalico de animais
(44 bovinos, 5 equinos e 1 quiroptero). Nas 50 é@®snalisadas pela RT-PCR se observou os
amplicons de 606 pb, correspondendo a regido daoproteina (N) investigada e demonstraram
a especificidade do protocolo. Houve concordaneis tnés provas de diagndésticas utilizadas.
Uma amostra negativa na prova de imunofluorescétiota, apresentou positividade tanto na
prova biolégica e quanto na RT-PCR.

Trinta e trés amostras isoladas de 27 bovinos, ditnes e 01 quiroptero, foram
analisadas com base no sequenciamento direto deanspde 514 pb da regido codificadora da
nucleoproteina (N). As sequéncias foram verificadaanto ao seu parentesco geneético e
evolucionario. Os dados indicam que ndo existerareliicas genéticas significativas entre as
amostras isoladas de diferentes hospedeiros eesegibgraficas do estado do Rio de Janeiro,
durante os Ultimos seis anos. Os resultados indiganovavelmente, que a variabilidade
observada ocorre em virtude de modificacBes sindsirApesar da estabilidade genética do gene
da nucleoproteina (N) é importante um continuorgsefde monitoracéo da diversidade dos genes
das amostras de campo de virus da raiva, pois icaghes genéticas podem acarretar eventuais

falhas vacinais.
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ABSTRACT

In this study were used 70 samples of animal frogecephalic tissue, with positive
diagnosis for Rabies Virus by Direct Immunofluorsce (DIF) and by biological test, sent to
Germoplasm Bank of Animal Biology Laboratory (ABbglonged to the Empresa de Pesquisa
Agropecuaria do Estado do Rio de Janeiro (PESAGRR(Q). These samples were provenient
of many countys of Rio de Janeiro State. From dyaed samples, 50 were used to test an RT-
PCR protocol and 33 were used in the genetic aisabfscirculating Rabies Virus in Rio de
Janeiro State.

The genomic amplification preceded of Reverse Jeaption (RT-PCR) protocol tested
for the Rabies Virus and Rabies related viruseseopcotein gene had as purpose the use of this
methodology in laboratories where are made invastigs for the detection of Rabies Virus. A
total of 50 samples of animal encephalic tissueevusied (44 cattle, orsesand Olbat). In the
50 samples analysed by RT-PCR was observed amgliobr606 bp, corresponding to the
investigated nucleoprotein region and showing tteggeol specificity. There was an agreement
in the three diagnostic probes used. One samptggtine for the direct immunofluorescence,
presented positivity for both biological probe &t-PCR.

A total of 33 samples isolated of 27 cattle, OBske and 01 bat were analyzed based on
the direct sequencing of the 514 bp amplicons, gm@nt of the nucleoprotein (N) coding region.
The sequences had their genetic and evolutionityaeship studied.

Data indicate that there are no significant gengifferences among the samples isolated
from different hosts and geographic regions of (RiaJaneiro State, during the last six years.

The results indicate, probably, that the obserwediability occur due to
synonymous modifications. Although the genetic iéitgbof the nucleoprotein (N) gene is
important, a continuous effort in monitoring of tkheuntryside Rabies Virus samples genes,

because genetic modifications may cause eventaalnafailure.
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I. INTRODUCAO
I.1 Histérico

As historias da Medicina Humana e Veterinéria, ne iz respeito as doencas
infecto-contagiosas, estdo intimamente correladasapois, Familias e Géneros de
bactérias, de virus e de alguns parasitas, poderoteo hospedeiro definitivo tanto o
Homem quanto animais. Apesar de muitas bactériggs \e parasitas serem espécie-
especificas, a metodologia utilizada nos testdsiatpuimica e de sorologica sédo similares,
fazendo com que a Microbiologia Médica e Veterma@wtancem conjuntamente (Baer apud
Kimura, 2000).

No Velho e no Novo Mundo existe uma prece suplicaadum santo a protecao
contra os cachorros de rua: “Sdo Roque, S&do0 Rotie,deixe que este cachorro me
morda”. Um codigo Mesopotamia pré-mosaico, que date?3 séculos A.C., menciona
uma passagem no anoitecer dos tempos sobre ospdag mordidas de cachorros: “se 0
cachorro é mal e as autoridades avisam ao donte e&s prende o animal e o cdo morde
um homem causando sua morte, o proprietario doadmievera pagar 40 “sekels” de prata.
Se o cao morder um escravo e este morrer, o ptépoielo cdo devera pagar 15 “sekels”
de prata”’ (Matto®t al. apud Fields, 2001).

A Raiva tem uma grande e interessante Historiad®es Antigliidade Plutarco
declara que, segundo Atenodories, a Raiva foi prameente observada em humanos na
época de Asclepiade, o descendente da divindadmedticina Esculapio. Action, um
famoso cacador da mitologia, concluiu ao enconD&ma e seus servos mortos na
banheira, que eles teriam sido mortos por caesgas/ Na lliada, Homero se referia a
Raiva, quando mencionava Sirius, a estrela cado denQOexercendo uma influéncia
maligna sobre a saide humana. A estrela cdo &iiassociada aos cées raivosos em todo
o Mediterraneo oriental, Egito e Roma. Os gregeey@im uma divindade especial em sua
mitologia para neutralizar os efeitos da Raivaywddo Aristeu, filho de Apolo (Steel &
Fernadez apuBaer, 1991).

Democrito fez o primeiro registro de Raiva canima 800 A.C.. Aristoteles, no
século IV A.C., escreveu na Historia Natural dosnAais, livro 8, capitulo 22: “Os caes
sofrem de loucura. Isso faz com que eles tornemtsto irritados e todos 0s animais que

eles morderem tornam-se doentes” (Steel & FernapledBaer, 1991).



Os Gregos chamavam Raiva Qssa ou lytta, o que significava “loucura”. A
doenca no homem foi descrita como hidrofobia, red gypessoa doente era atormentada ao
mesmo tempo com sede e medo de agua. A palawna Rtiva vem do sanscrito antigo
rabhasque significa estar violento (Steel & Fernadezdepaer, 1991).

No Brasil, a primeira notificacdo de Raiva em heslds ocorreu no sul do pais, em
Santa Catarina, no periodo de 1906 a 1908. Estaa@, chamada de Epizootia de
Biguacu, foi estudada por Parreiras e Figueiredol®frl, médicos do Instituto Oswaldo
Cruz, no Rio de Janeiro (Marcovigtal apud Corra, 2005).

Wiktor & Clark (1975), relatam que, no inicio décslo, Noguchi e Levaditi em
1913, registraram que o virus da raiva poderiansantido em fragmentos de cérebro,
medula oblonga e ganglio espinhais de animais tafles experimentalmente e que,
provavelmente, replicava-ge vitro,.

Segundo Kissling (1958), Vieuchange e colaboradened956, foram os primeiros
a propagar virus da raiva em cultura de tecidordem néo neural. Kissling (1958) relatou
a passagem seriada de virus fixo e de rua em sd@altecido primario de rim de hamster.

Webster & Dawson (1935) introduziram a inoculacaatracerebral em
camundongos albino suico para o isolamento de daugiva, e esta prova bioldgica €
usada, rotineiramente, até os dias atuais, semdmendada pela Organizagdo Mundial de

Saude como prova confirmatéria.

I.2. Classificacdo e Composicao do Virion
I.2.1 Classificacao

Virus da raiva pertencem a Ordeklononegavirales Familia Rhabdoviridag
géneroLyssavirus Os membros da familRhabdoviridaesdo agrupados com base em sua
forma conica ou de projétil, como séo visualizadasnicroscopia eletronica (M.E.). Seus
hospedeiros sdo os vertebrados (primordialmente ii@@® e peixes), invertebrados
(primordialmente artropodes) e plantas. Seis gé&nes@o reconhecidostyssavirus
Vesiculovirus Ephemerovirus, Novirhabdovirus, que possuem vertebrados como
hospedeiroCytorhabdoviruse Nucleorhabdovirusidentificados em vegetais (Smith, 1996;
Mattoset al apud Fields, 2001).



1.2.1.1 GéneroLyssavirus

No géneroLyssavirussdo conhecidos sete genotipos: genotiparug da raiva;
genotipo Il yirus do morcego Lag@sgendtipo 1l girus Mokold; gendtipo IV ¢irus
Duvenhagg gendtipos V e VI (Lyssavirus do morcego EurofieBL 1 e 2]); gendtipo
VIl (Lyssavirus do morcego AustralignoBlack et al, 2000). Recentemente estes sete
genotipos foram divididos em dois filogrupos. ditupo 1 € formado pelos gendtipos |,
IV, V, Vl e VIl e o filogrupo 2 pelos gendtiposéllll (Badrane et al. 2001).

Os sorotipos e o0s genotipos dos virus pertenceatesgénerolLyssavirus
compartilham um alto grau de similaridade entreseqiiéncias de nucleotideos e de
aminoacidos e causam doenca clinicamente indistiabda encefalite povirus da raiva
classico. A identificacdo especifica s6 € possieeh 0 uso de anticorpos monoclonais,
teste de neutralizagdo com soro virus-especificomais recentemente, através da
tipificagdo genética (Smith, 1996; Blaekal, 2000).

O genotipo | Yirus da raiva classico) tem distribuicdo mundial. @irus do
morcego LagogGT II), virus Mokola (GT IIl) e virus DuvenhaggGT 1V), parecem ter a
sua distribuicdo limitada a Africa enquanto quelgssavirus do morcego Européu
(EBL1 — GT V) eLyssavirusdo morcego EuropeR{EBL2 — GT VI) tém sido encontrados
apenas na Europa. Todos 0s genotipos, com excegdoagos bat viruspodem causar
encefalopatia em seres humanos. As enfermidadesd@s pelos virus relacionados com
virus da raiva, sdo clinicamente indistinguiveiddéva classica. (Blaodt al, 2000).

Andlises recentes de nucleotideos e aminoacidesgio da nucleoproteina (N) de
EBL resultaram em sua divisdo em genotipos EBLBEZE Uma subdivisdo adicional em
EBL1 mostrou a existéncia de duas linhagens filéieas distintasa eb. Os EBLE e o0s
EBL1b séo frequentemente isolados e possuem amplabdigéio. Os virus EBL1 foram
isolados inicialmente em morcegos do génepbesicus spenquanto que os EBL2 tem
sido identificados apenas avtyotis sp.Nao existem evidéncias claras de animais tergestre
com infecdo natural por EBL (Blagk al, 2000). A analise com anticorpos monoclonais,
especifica para a proteina do nucleocapsideo (N3trou um grande parentesco entre 0s

LyssavirusEBL1 e EBL2 e o virus da raiva.



No que se refere ao gendtipo VII a comparacédo deeima N, fosforoproteina P,
proteina matriz M e glicoproteina G, mostraram gsieyssavirusdo morcego australiano
(ABLV) estdo mais relacionados com genotipo |, ¥ioldssico da Raiva, do que com os
outros membros do génekgyssavirus.O percentual de similaridade entre as proteinas do
ABLV, quando comparadas com PV (amostra de vacasdeRr), foram: 92% proteina N,
75% proteina P, 87% proteina M e 75% proteinaralige filogenética das sequéncias do
gene que codifica a proteina N mostrou nitidamepie os ABLV representam um novo
genotipo, o genotipo VII, no génekgssavirugGouldet al, 1998).

Apos a descoberta degos bat viruse deMokola virus a Africa foi considerada o
lugar de origem do géneioyssaviruse os quirépteros a primeira ordem de mamiferos
afetada na rota de evolucao a partir de plantasapades dofRhabdovirugKuzminet al,
2005).

[.2.2 Composic¢&o do Virion
1.2.2.1. Genoma viral e morfologia

O genoma viral é constituido por um RNA de fitapgigs, de polaridade negativa,
com 12.000 nucleotideos, codificando cinco proteinama RNA-polimerase RNA
dependente (proteina L de 190 kDa), uma glicoprateie superficie simples (proteina G
65 a 80 kDa), uma nucleoproteina (N de 58 a 62 kiaa fosfoproteina (NS ou M1 de 35
a 40 kDa) e uma proteina matriz (M ou M2 de 22 &2&) (Smith, 1996; Tordo, 1996).

O virion pode ser divido em duas unidades estiguuma central formada por um
cilindro denso que é o ribonucleocapsidio helidomlaoutra que se constitui num fino
envelope (8 nm de largura) que envolve este ¢din@ ribonucleocapsidio helicoidal é
extremamente compacto o que indica que o escap@adpela base plana durante a
degradacdo parcial do virignuma extraordinaria casualidade (Tordo apud MeE886).

A particula infecciosa é composta por uma camadarrea com projecdes na
superficie entre 6 e 7 nm de comprimento com amittade em forma de espicula. As
projecdes estdo localizadas em uma unidade de rmaeanbilaminada, a qual cobre toda a
particula, exceto em sua base plana, onde o vgare, freqientemente, invaginacao

formando um canal axial (Schneider & Diringer, 1976



Como todos os virus RNA fita simples negativas ségmentadas, 0 genoma de
virus da raivaé transcrito para uma forma positiva monocist@récentdo o genoma
completo é replicado e serve de molde para sirdeseovos genomas RNA negativos
(Tordoet al 1986).

A morfogénese dos virus da raiva € basicamentdasitantoin vivo quanto emin
vitro e é caracterizada por dois eventos: formacédo daznoue contém uma massa nao
organizada de fitas de proteinas do ribonucleodapst o envelope da particula viral que
ocorre durante o brotamento na membrana plasn{&ateneider & Diringer, 1976).

A particula viral tem estrutura em forma de pibjeéom 75 nm de diametro por
100-300 nm de comprimento. Variacdes do comprimeottem ser encontradas entre as
amostras de virus: Challenge Virus Standard (C\@nalmente é maior do que PV ou
pode possuir particulas de interferéncia defectiiddsque podem ocorrer quando ha uma
grande intensidade de replicagao viral (Tordo ayedlin, 1996).

A montagem do virion é geralmente associada comresepca de matriz
caracteristica, isto €, o corpusculo de inclusade§envolvimento da matriz no interior do
citoplasma de células infectadas forma uma estufimmogénea fora dos limites dos
componentes celulares, substituindo-os. A fita id®nucleoproteinas parece um fino
filamento que vai gradualmente engrossando e dandicacdo de periodicidade. A
formacdo do virion € vista com a maior aproximaghstes filamentos a agregados
ribossomicos. Em contraste com as infeccfes casiggtavirus de ruan vivo ouin vitro,
as infecbes por virus fixo raramente exibem pdggcuirais no interior da matriz, apesar
dos altos titulos encontrados no tecido. Essa teaifstica morfoldgica tem sido utilizada
para diferenciar amostras selvagens de amostias dxpode indicar um processo diferente
de maturacdo (Schneider & Diringer, 1976).

1.3. Patogenia

De acordo com Dietzschokt. al (1985), a replicacdo de virus da raivavivo €
guase que inteiramente restrita ao tecido nervesndo o neurotropismo a principal
caracteristica da infeccdo por este virus. Apésulagao intramuscular, particulas de virus

da raiva provavelmente se replicam nas células utarss estriadas e posteriormente, nas



terminagbes nervosas sem mielina dos nervos mowressseminan-se pelos nervos
periféricos subindo pela medula espinhal até docérgHemachudhat al, 2002).

Os mecanismos béasicos envolvidos na patogenia fata®s que determinam a
manifestacdo da doenca apds a infeccdo ndo saoctwenecidos mas, provavelmente,
concorrem multiplos fatores, incluindo a competé&énémunologica do hospedeiro
(Dietzscholdet. al 1985).

Ao contrario de muitas outras infeccdes virais,s nguais 0s anticorpos
neutralizantes limitam a disperséo dos vimgjitro, a infeccdo pelos virus da raiva ocorre
de célula a célula apesar da presenca de anticomdgalizantes, demonstrando que este
mecanismo de disseminacao ocorre na infeccdo héieszscholdet. al 1985).

Estudos com uma variante apatogénica em célela®blastoma, indicaram que a
glicoproteina (G) é a principal determinante dabgania dos virus. A variante antigénica
(RV194-2), selecionada por sua resisténcia a riesicdo pelo anticorpo monoclonal 194-
2, exibiu patogenicidade alterada em rato adultajanca que corresponde a substituicao
de um aminoacido na molécula da glicoproteina rs&acfo 333. Esta alteracao também foi
observada na amostra apatogénica dos virus fixay Hep e Kelev, que também séo
resistentes a neutralizacdo por este anticorpo chama. Assim, a substituicdo do
aminoacido na posicdo 333 parece ser o marcadacuaial do fenétipo apatogénico. A
mais importante diferenca bioldgicen vivo entre a agcdo de virus patogénicos e
apatogénicos é a extensdo da sua dispersdo nmaisgrvoso central (SNC). Os virus
apatogénicos sédo de natureza significativamentesneeuro-invasiva (Dietzschoéd. al
1985).

Os virus rapidamente se disseminam entre as tegdes do sistema nervoso
periférico sendo, deste modo, expostos apenasttiaamente ao sistema imune. Uma vez
no neurdnio, as particulas virais sdo transportagasaxonio de forma centripeta. A
primeira parte do cérebro a ser infectada é a ragdabuindo-se o hipotalamo e o cortex.
Durante o ultimo estagio da infec¢cdo todo o SN@féctado, assim como certos tecidos
externos como as glandulas salivares, que pernaiteansmissdo da infeccdo pelo animal
infectado. (Mesliret al, 1996).



I.4. Diagnostico Laboratorial
I.4.1. Transporte do espécime
E fundamentaiespeitar certas regras quando se envia uma anpas&raliagnostico

e, em particular para a investigagdo do virusadear O acondicionamento deve garantir a
boa conservacdo do material, requisito essendialypa bom diagndstico laboratorial além
de proteger as pessoas do servico de transporfenguealmente, ndo estdo imunizados
contra o virus da raiva. Deve-se insistir, também,importancia e clareza da ficha de
informacdo que acompanha cada amostra. Em casspéeimes em decomposi¢cédo, deve
ser enviados o bulbo, a medula espinhal e certa®fi€ranianos (principalmente o nervo

optico) freqientemente estdo em melhor estadoreocacao (Bourhy & Sureau, 1991).

[.4.2. Imunofluorescéncia

O teste de imunofluorescéncia direta (IFD) comraspdo do cérebro é a base para
o diagndstico da Raiva. Entretanto, a sensibiliddaléeste fica comprometida quando o
material ja se encontra em decomposicdo. Este élasrproblemas em paises tropicais
onde o material em geral, ndo é conservado adeqpgsud@ no campo e demora a chegar ao
laboratorio (Kamolvariret al, 1993).

Quando do envio de materiais provenientes de beviao laboratério de
diagnadstico, deve-se enviar também porcdes da meddém do corno de Amon, cerebelo
e cortex. A medula revelou segundo Kimura, (2006),indice maior de positividade em
relacdo aos demais tecidos na IFD, o que justdiceecessidade de sua inclusdo entre os
materiais a serem coletados.

1.4.3- Prova bioldgica

Considerando que nem sempre sdo encontrados colpgisle Negri nos encéfalos
de animais acometidos pela Raiva, nos casos emiKjuefor negativa € importante
investigar a presenca de virus infeccioso mediamieulacdo em animais (Tierkel &
Atanasiu, 1996). O camundongo albino suico é o camge padrdo para esta prova

(Atanasiu, 1975).



I.4.4- Técnicas moleculares

O desenvolvimento da técnica da reacdo em caddm paimerase (PCR)
aumentou muito a eficiéncia de deteccéo de polismads no DNA ou RNA, traduzida em
reducdo do tempo de execucdo, dos experimentoseul@usto e da sua complexidade.
Antes da PCR, a deteccédo de polimorfismos sé esaiym com a utilizacdo de sondas
marcadas radioativamente ou quimicamente (Matidia&sos-Bueno, 2004).

A técnica da reacdo em cadeia pela polimeraseegicsc de transcricdo reversa
(RT-PCR) € uma metodologia rapida, sensivel e @megodendo ser aplicada como um
protocolo alternativo para o diagnostico de roti@aRaiva (Sacramentet al, 1991). A
RT-PCR oferece um alto nivel de sensibilidade goaswmparado com a prova de IFD,
tanto para tecidos normais quanto para tecidos esongposicdo. Os amplicons obtidos
podem ainda ser utilizados para seqlenciamentsterpm analise genética, facilitando a
identificacdo da origem de virus no diagnésticaatma e a relacdo epidemiolégica entre
as diferentes espécies (Blatkal, 2000; Romijret al, 2003).

Bourhy et al. (1999) estudando o gend demonstraram a adaptabilidade da
metodologia de RT-PCR tanto para diagndéstico qua#m genotipagem e analise
genética. Soarest al. (2002), desenvolveram uma metodologia de RT-PCR paegido
do geneN, que mostrou ser sensivel e especifica para a@stigo da Raiva em amostras

oriundas de diversas espécies de hospedeiros.

I.5. Epidemiologia

Na epidemiologia da virose identifica-se, um cisitvestre que, eventualmente,
extrapola para o ambiente doméstico, geralmenés, ium ciclo urbano. Os ciclos podem
se entrelacar, afetando as varias espécies de emamifMarcovistzet al apud Coura,
2005). Loza-Rubicet al (1999) afirmam que na América Latina existe arejbsicdo
geografica de dois principais ciclos epidemiolégida Raiva: (a) o ciclo terrestre, onde o
cdo é o principal transmissor da Raiva a humartgsp (ciclo aéreo, onde o morcego
hematofagdesmodus rotunduss o principal transmissor da Raiva aos bovinos

Os casos de Raiva humana e canina nas Américasagséentemente diminuindo,
porém a expansdo da doenca a partir dos resepstéglvagens para 0s animais

domésticos, selvagens e humanos vem sendo ndtficeom maior frequiéncia, sendo,



portanto preocupacao das autoridades sanitariBaiva transmitida através da mordida de
cdes ainda é a maior preocupacdo em Saude Pdbhta,nas Américas como em outros
continentes (Wunner, 2005). A transmissdo da vimpse certas espécies de animais
selvagens é um risco potencial em varios paisefm&sicas, € 0s morcegos sao a segunda
forma mais comum de transmissdo da Raiva a humaeoslo o morcego hematofago
(Desmodus rotundlisa espécie mais importante no Ameérica Latina (Bejl 2005).
Enquanto que a incidéncia de Raiva transmitidagmdmais domesticos, principalmente
caes, esta diminuindo no Brasil e em outros paiasAméricas, a notificacdo de casos de
Raiva transmitida por morcegos, seguido de outrosas silvestres, esta aumentando
significativamente (Favoretet al 2000).

Uma das maiores dificuldades que se apresenta mwolm de enfermidades de
importancia para a Saude Publica e Sanidade Anémal manutencdo de condi¢bes
adequadas para um diagnéstico de situacdo, precsaéiciente para evitar ocorréncia de
surtos (através de medidas de prevencéo e prcdigdtou impedir sua difusédo (imunizagéo)
(Belloto apud Kimura, 2000).

Destaca-se ainda que, dentro do atual quadro séoildmico do ambiente rural, a
prevencao de zoonoses passa a ter um contexto maikoamplo e apresenta resultados
diretos e indiretos surpreendentes. O pecuaristacipalmente o que desenvolve
atividades em nivel familiar, passa a perceberap@mas maiores lucros econémicos, mas
associando-se a este a melhoria da Sanidade Animsilm sendo, promove a saude de
seus familiares e da regido e, a longo prazo, etevapadrdo de vida (Belloto apud
Kimura, 2000).

A manutencdo da Raiva na natureza possivelmenée désttamente relacionada
com o0s animais silvestres que servem como reseiogtou transmissores naturais da
doenca. Um transmissor deve ter alta suscetibiideab virus e deve poder desenvolver
uma interacdo com outros hospedeiros que sejadfeaicd transmissdo da doenca antes de
sua morte. A identificacdo da fonte primaria dexgraissdo da infeccdo pode facilitar as
medidas de controle ou tentativas de erradicagdlongbnet at, 2004). Atualmente, a
raposa vermelha € o principal hospedeiro da Ra&aEnropa, 0s morcegos sao 0S
principais reservatorios dads/ssavirusraiva relacionados (genétipos I, IV, V e Vi), @é

de também estarem envolvidos na transmisséo ddigerndMeslinet al, 1996); enquanto



gue na América do Norte tem importancidmcyon lotor (quaximim). Nos paises em
desenvolvimento o cdo é o transmissor mais impitaoontudo existem espécies
selvagens envolvidas (Meskt al, 1996).

As particulas de virus da raiva, normalmente, sioduzidas através da saliva em
ferimentos causados por mordidas. Contudo tem idoaimfecdes causadas por aerossois e
lambidas na pele ou mucosa que sédo extremamease(Hemachudhet al, 2002).

No Brasil, a Raiva tem sido notificada em 22 estadom diferencas importantes
no controle da doenca, de acordo com as peculirtdae cada uma destas unidades
federadas (Aradjo, 2000). De 1995 a 1999, 44,0%cdees de Raiva ocorreram na regido
Nordeste, 32,0% na regido Norte, 12,0% na regiantr@G®este e 12,0% na regido
Sudeste. No periodo de 1996 a 1999 os numerossde da Raiva humana se mantiveram
numa media de 26casos/ano. A regido Sul ndo regiasos de Raiva humana desde 1987
(Aradjo, 2000). No ano de 2000 foram notificadosch80s, com o estado do Maranh&o
sendo responsavel pela notificacdo 39,0%, sequod®ondonia (16,0%), Acre (11,0%) e
Pernambuco, Para, Ceard, Bahia, Mato Grosso e @)i@%) . Nestes relatos o cdo foi
responsavel pela transmissado de 73,0% dos cagpsieeelo morcego com 10,0% e pelo
gato com 5,0% (Araujo, 2000). Nos anos de 2004 @5 Z6ram notificados 43 casos, 0
estado do Para responsavel pela notificacdo dea8dsce o estado do Maranhdo pela
notificacdo de 19 casos de Raiva humana, sendo reegmDesmodus rotundu®
responsavel pela transmissdo (Anonymous, 2006).

Dados do Ministério da Saude mostram que no Brass ultimos 10 anos,
aproximadamente, 15% dos casos de Raiva notificaas seres humanos foram
transmitidos por morcegos. A vigilancia epidemiaddgmostrou que a Raiva ocorre em
dois ambientes distintos urbano, tendo o cdo como principal animal transmissor;
silvestre com diferentes espécies animais tidas como regeios ou transmissores,
variando de acordo com a regido considerada (Réwateal, 2000).

No caso especifico do estado do Rio de Janeirojuad décadas estdo sendo
verificados novos casos de Raiva em herbivorosad@rgficiais de pesquisa e defesa
animal do estado do Rio de Janeiro também témtdeteos virus da raiva em quirdpteros,
transmitindo a enfermidade para animais domésticadvestres (Kimurat. al, 1988;
Romijn & Kimura, 1996; Kimurat. al, 1998; Romijret al, 2003).
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1.5.1. Epidemiologia molecular

Assim como os dados epidemiologicos de campo, demmento da variante
antigénica envolvida é de extrema importancia rsdgdes dos diferentes ciclos da Raiva
(Favorettoet al, 2000).

Além da tipificacdo de virus por um painel de anpos monoclonais, hoje em dia
também tem sido utilizadas técnicas de biologiaemdar, como 0 sequenciamento de
nucleotideos,para a tipificacdo e estudos genétiassamostras de virus da raiva (Johnson
et at, 2004).

A comparagdo entre as sequéncias vilus Mokola e amostras de virus PV
permitiram o delineamento de regides conservadasradelos genomas deyssavirus
Assim sendo, foram desenvolvidos iniciadores (prénepara a amplificacdo da
nucleoproteinal), glicoproteina G) ou o pseudogene (Sacrameatal.,1991; Tordoet
al.,, 1996; Bourhyet al., 1999). Cada uma destas trés regides alvo podenecirn
informacdes epidemio-moleculares relevantes: grmegjue codifica a nucleoproteiiy €
a glicoproteina podem ser utilizados para estud@odiagnostico, taxonomia, genotipagem
e desenvolvimento de imunobioldgicos; ii) 0 psegdoe pode também ser utilizado para
genotipagem e epidemiologia molecular.

Em seus estudos taxonémicos e evolucionarios, Baetral. (1999) utilizaram o
gene N para realizar comparacdes de virus da raiva coras viaiva-relacionados,
identificados no passado de acordo com sua reatigiccom anticorpos monoclonais.
Devido ao papel importante da proteina N em indumunidade, em particular contra
infeccdo polyssavirusheterélogos, gene Npode ser considerado um alvo adequado para
a comparacado de amostras por periodos de evola#ivamente longos (Dietzschodd
al., 1985).

Bourhy et al. (1999) verificaram que através do sequenciamentgee Nfoi
possivel a identificacdo de mutacdes importantes sitios antigénicos de amostras
isoladas de casos de falhas vacinais ou de teespianimais ou seres humanos. Além
disso, as linhagens distintas pelas analises @vadutorrelacionaram-se com a sua origem
geografica e definiram relacdes filogenéticas comsiras selvagens. Segundo Schaetfer

al. (2005), subpopulagbes de virus da raiva aparemtmndesenvolvem mecanismos de
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adaptacdo para hospedeiro especifico, que podaketmtado por alteragdo conservadas no
geneN.

Em 1996, na Australia, um primeiro caso de Raivadentificado em uma fémea
de morcego-raposa voadomt€ropus alectp Em virtude de apresentar sintomatologia
semelhante ao caso anterior, foi feita uma revesdama amostra de 1995 dos arquivos de
tecidos em parafina, detectando-se entdo o segasd) em uma fémea da mesma espécie.
Estudo comparativo da sequéncia de proteinas ddecuapsideo dod.yssavirus
conhecidos com as proteinas de virus reportadaatalbho Lyssavirus pteropidPLV),
demonstrou que o PLV tem 75% de homologia com LB8% com do EBLe 79% com
0 virus da vacina Pasteur. Em relagdo aos amirmsobservou-se 85% homologia com
EBL; e LBV, 92% com virus da raiva, 89% com Duv e 93&mco EBL. A analise
filogenética da sequéncia de nucleotideos e amohm&@anostrou que estes virus estdo
intimamente relacionados com o EBL assim como camastra de virus de rua classico
(Fraseret al, 1996).

A base da epidemiologia molecular é a RT-PCR, unpoitante ferramenta para
classificacdo das doencas virais, incluindo virgs rdiva e fornecendo um melhor
entendimento entre os parentescos epidemiologiB@vid et al, 2000.), conforme
Schaeferet al(2005), demonstram em seu trabalho, a maiorisadasstras originarias de
bovinos eram veiculadas por morcegos hematofagsia. faetodologia poderia ser usada
com sucesso pelos laboratoérios de rotina no didigogsor ser rapida, especifica, ter uma
alta sensibilidade, evitar o uso de animais der&bdo e identificar variantes conhecidas e
desconhecidas (Dantas Junetral, 2004; Bordignoret al, 2005).
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Il. Relevancia do estudo

A compreensdo da evolucdo natural e da diversidbegpatégenos deve ser
considerada um pré-requisito para a definicAo da estratégia de controle global. A
classificacdo de virus dentro de determinada famdli€é pouco tempo era baseada
essencialmente em aspectos morfolégicos e sorokgid desenvolvimento de técnicas
analiticas confiaveis e rapidas em biologia tenadevao uso, cada vez mais frequente, de
metodologias moleculares como ferramentas de iigagsto (Anonymous, 1998).

A andlise de sequéncias de nucleotideos de vinugiéenonstrado a existéncia de
polimorfismo que anteriormente ndo haviam sido mbecidos pelos métodos virologicos
classicos e, portanto, ausentes no sistema de wotahea taxondmica corrente. Estas
diferencas antigénicas e genéticas permitem caiatées de espécies e sub-espécies, que
estdo sendo cada vez mais usadas para o agrupasuesgparacao de amostras e definindo
linhagens, variantes, tipos, subtipos, agrupameri@®ipos e genotipos (Anonymous,
1998).

O estabelecimento desta diversidade permite asend@la base molecular de
tropismo, patogenia e imunologia de diversos vifizsnbém permite a caracterizagdo de
amostras e a identificacdo de reservatorios emedifes areas, de forma a monitorar a
evolucdo geogréfica do microrganismo na naturegte Eonitoramento, juntamente com
estudos imunoldgicos referentes a reag¢des cruzamadinhagens vacinais, utilizando-se
amostras de surtos passados e presentes, forf@goragdes para 0 manejo local e para o
estabelecimento de diferentes estratégias de tortas enfermidades causadas por virus
da raiva (Anonymous, 1998).

A Raiva é considerada uma doencga re-emergentekngiote morrem mais pessoas
pela infeccdo pelos virus da raiva do que por g&fecpor febre amarela, dengue e
encefalite japonesa (Hemachuditaal, 2002). Um mecanismo de controle poderia ser o
esquema preventivo em viajantes a paises em dégem»oto onde a Raiva € endémica
(Krauseret al, 2005) Os riscos da Raiva urbana devem ser camasids, pois trabalhos
realizados por Batista-Moraét al. (2000) e Almeidat al (2001), demonstram a presenca
da Raiva em animais silvestres levados ao domickmdo considerados de estimacao,

colocando em risco de infec¢do animais doméstiam$iemem. Deve-se considerar ainda

13



a disseminacdo de virus da raiva pelos morcegdméster & Diringer, 1976; Passes$
al., 1998; Silveet al, 1999, Anonymous, 2006).

Considerando-se que os casos de Raiva transmgataguirépteros tém aumentado
nos ultimos anos, a realizacdo de estudos molesulde amostras de virus da raiva,
isolados de herbivoros oriundos de focos de Ragpeamitirdo identificar melhores
estratégias de acdo para o0 controle da enfermidade® desenvolvimento de
imunoprofilaticos mais eficazes para o controlé&déava (Romijnet al., 2003).

A Raiva tem causado um grande prejuizo econdmizoafetar os animais
destinados a producédo, principalmente na Américend.aNo Brasil, os rebanhos de
bovinos e equinos tém sido gravemente afetadosgtarzoonoseéd resposta imunologica
deficiente é uma consequéncia da negligéncia dogriptarios dos rebanhos quanto a
forma correta de vacinacdo. De fato, o controlévefela Raiva em herbivoros depende de
uma vacinacgao rotineira e do controle populaci@@morcegos hematofagiesmodus
rotundus(De Oliveiraet al, 2000).

As perdas econdmicas causadas pela zoonose fetana@as por Feital (1998):
Perdas diretas -producao leiteira: US$ 4.718.347,20, corresporalarf.436.694 de litros
de leite ndo produzidos; producdo de carne US$01008,00, correspondentes a 42.400
arroubas nao produzidasPerdas indiretas- US$ 8.667.540,30 correspondendo a 150%
do total das perdas diretas, com a espoliacdo Bewyiperda de peso, depreciacdo do
couro, bezerros ndo produzidos, etc. Para o paddicp a perda estimada foi de cerca de
US$ 2.600.262,09, referente a impostos ndo recmhil@évido a perda na producgéo. O total
de perda foi estimado em aproximadamente US$ 1.1.62%9. Por exemplo, no Estado de
Santa Catarina, o rebanho bovino tem tido uma p@ed20.000 animais/ano, causando um
prejuizo de US$ 300,000 anuais (Bordigeoml, 2005).
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lll. OBJETIVOS
l.1. Geral

Contribuir na implementacéo de técnicas moleculpega o diagnostico da Raiva
utilizadas nos laboratérios de diagnéstico da ero® estado do Rio de Janeiro e
caracterizacdo molecular de virus da raiva cirdelamo estado do Rio de Janeiro entre
1999 e 2004.

I11.2. Especificos
- Demonstrar que a RT-PCR é um método alternafipamo e especifico para o diagndstico

da presenca de virus da raiva;

- Realizar o sequenciamento dos amplicons obtidea RRT-PCR na regidao da

nucleoproteina (N);

- Realizar analise genealdgica das amostras de dauaiva estudadas.
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IV. MATERIAIS E METODOS
IV.1. Materiais.
» Amostra-Padréo de virus da raiva.

A amostra de CVS 31.2 de virus da raiva, mantido gassagens em ceérebro de
camundongo e estocada a —20 °C, foi gentilmentelagetlo Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Saude (INCQS)/Fiocruz.

» Amostras de campo de virus da raiva.

Foram utilizadas 70 amostras de tecido encefabogelado de animais positivos para
virus da raiva pela imunofluorescéncia direta (IleDjelo teste bioldgico (TB), descritos no
Quadro 1 (59 bovinos, 09 equideos, 02 quiréptems)iados ao Banco de Germoplasma do
Laboratério de Biologia Animal (LBA) da Empresa Besquisa Agropecuaria do Estado do
Rio de Janeiro (PESAGRO - RIO). Estas amostrasmfopgovenientes de diversos
municipios do estado do Rio de Janeiro (Quadro 1).

As amostras de campo foram codificadas, recebendolimero de registro, seguido
da abreviacdo do nome do municipio de procedéncite érés letras, indicando a espécie
hospedeira da qual o RNA viral foi isolado (Quatyo

A Figura 1, retrata o0 mapa do estado do Rio deidamrom seus municipios. Os

municipios de procedéncia das amostras estao taaisu

» QUADRO 1. Amostras de virus da raiva de acordo com as espéle origem,

municipios de procedéncia e ano de coleta.

- : Protocolo
AMOSTRAS | ESPECIES MUNICIPIOS ANO RT-PCR

0lpadbov Bovino Santo Antonio de Padua | 1999 Heatonet al1997
02padbov Bovino Santo Antonio de Padua | 1999 Heatonet al. 1997
03cmabov Bovino Conceicdo de Macabu 1999 Heatonet al. 1997
04quabov Bovino Quatis 1999 hiEdionet aI.;IQS;BSZHememanet
05itapbov Bovino Itaperuna 1999 Heatonet al. 1997
06canbov Bovino Cantagalo 1999 hiEdionet aI.;IQS;BSZHememanet
07itapbov Bovino Itaperuna 1999 Heatonet al 1997
08itapbov Bovino Itaperuna 1999 Heatonet al 1997
09magbov Bovino Magé 1999 Heatonet al. 1997
10mirbov Bovino Miracema 1999 Heatonet al. 1997
11magbov Bovino Magé 1999 Heatonet al. 1997
12magbov Bovino Magé 1999 hiEdionet aI.;IQS;BSZHememanet
13magbov Bovino Magé 1999 Heatonet al. 1997
14casbov Bovino Casemiro de Abreu 1999 hiEdionet aI.;IQS;BSZHememanet
15padbov Bovino Santo Antonio de Padua | 1999 Heatonet al. 1997
16padbov Bovino Santo Antonio de Padua 1999 Heatonet al. 1997
17magbov Bovino Magé 1999 Heatonet al. 1997
19guabov Bovino Quatis 1999 Heatonet al. 1997
24mirbov Bovino Miracema 1999 hiEatones aI.;IQQZBSZHememamt
3litaequ Eqlino Itaperuna 2000 Heagdral 1997
32itapbov Bovino Itaperuna 2000 Heatonet aI.;.FS;EgZHelnemanet
33mirbov Bovino Miracema 2000 Heatehal 1997.




34itabov Bovino ltaperuna 2000 Heatenal. 1997.
35varbov Bovino Varre-Sai 2000 Heatenal. 1997.
37itabov Bovino ltaperuna 2000 Heatenal. 1997.
38varbov Bovino Varre-Sai 2000 Heatenal. 1997.
39magbov Bovino Magé 2000 Heatonet aI.i.FZEOeZHelnemanet
40itabov Bovino ltaperuna 2000 Heatetnal. 1997.
41jarbov Bovino Silva Jardim 2000 Heatonet al.eillg%ngememanet
42itabov Bovino ltaperuna 2000 Heatenal. 1997.
43itabov Bovino ltaperuna 2000 Heatenal. 1997.
44itabov Bovino ltaperuna 2000 Heatetal. 1997.
46itapbov Bovino Itaperuna 2000 Heatonet aI.;.FS;EgZHelnemanet
47macbov Bovino Macaé 2000 Heatonet aI.’;.IS3927082He|nemanet
48itapbov Bovino Itaperuna 2000 Heattral. 1997.
49itbbov Bovino Itaborai 2000 Heaten al. 1997.
50itbbov Bovino ltaborai 2000 Heaten al. 1997.
51itapqui Quiréptero Itaperuna 2000 Heagbral. 1997.
52reshov Bovino Resende 200 Heatonet aI.;.FS;EgZHelnemanet
53itaequ Equino Itaperuna 2001 Heatonet al. 1997
54itacbov Bovino ltaocara 2001 hiEdionet aI.;lIQS;BgZHememanet
56porbov Bovino Porciuncula 2001 Heatonet al. 1997
57carequ Eqiino Carmo 2001 Heatonet al. 1997
58carbov Bovino Carmo 2001 L a2l 17 B DEEm e
al. 2002
59itabov Bovino ltatiaia 2001 ST AUl @ SETEnEE
al. 2002
60dbabov Bovino Duas Barras 2001 Heatonet al. 1997
61cameql Eqino Cambuci 2001 Heatonet al. 1997
62vasbov Bovino Vassouras 2001 Heinemanret al 2002
67murequ Equino Lajes do Muriaé 2001 Heinemanret al 2002
77resbov Bovino Resende 2001 Heinemanret al 2002
85porbov Bovino Porciuncula 2002 Heinemantral. 2002
88janequ Equino Rio de Janeiro 200p Heinenwtral 2002
92natbov Bovino Natividade 2002] Heinemagiral. 2002
100itapbov Bovino Itaperuna 2002 Heinemanml 2002
113itapbov Bovino Itaperuna 2002 Heinemahmal 2002
114angbov Bovino Angra dos Reis 2002 Heinemetral. 2002
117valbov Bovino Valenca 2002 Heinemaatral 2002
132prebov Bovino S&o José do Rio Preto 2003 Heinemanret al 2002
134sapbov Bovino Sapucaia 2003 Heinemanret al 2002
136parbov Bovino Parati 2003 Heinemanret al 2002
140arebov Bovino Areal 2004 Heinemaetral 2002
142carbov Bovino Carmo 2004 Heinemaatral 2002
145angbov Bovino Angra dos Reis 2004 Heinemetral. 2002
146fidbov Bovino Sé&o Fidélis 2004 Heinemagtral 2002
149murqui Quirdptero Lajes do Muriaé 2004 Heinemetnal. 2002
151janequ Equino Rio de Janeiro 2004 Heinenwrat 2002
155bonequ Equino Rio Bonito 2004 Heinemanial 2002
157itabbov Bovino Bom Jesus de Itabapoana 2004 drwinnet al. 2002
158macubov Bovino Macuco 2004 Heinemanml 2002

Legenda municipio de: ang = Angra dos Reis, areealAdba = Duas Barras, cam = Cambuci, can = Galuta
car = Carmo, cma = Concei¢do de Macabu, cas = Qasedm Abreu, itb = Itaborali, ita = Itatiaia, itab
Bom Jesus de Itabapoana, itap = Itaperuna, itdacedra, jan = Rio de Janeiro, mur = Lajes do Myria
mac = Macaé, mag = Magé, macu = Macuco, nat = Matie, qua = Quatis, res = Resende, bon = Rio
Bonito, pad = Santo Antonio de Padua, por = Pouilm pre = S&o José do Rio Preto, sap = Saptichia,
= Sé&o Fidélis, jar = Silva Jardim, val = Valencar ¥ Varre-Sai, vas = Vassouras. bov = bovino; squ
eqlideos; qui = quirdptero

* amostranegativa pela imunofluorescéncia direta.
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» FIGURA 1. Mapa do estado do Rio de Janeiro indicando osaipims de origem das
amostras (hachurados).

e-Sai

ESPIRITO
Bom Jesus do

Rio Paraiba \

MINAS GERAIS

T

Fonte: Companhia de Desenvolvimento Indust. do estdeidaneiro
Disponivel ra: http://www.codin.rj.gov.brAcesso em: 09 jun. 2006
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» QUADRO 2. Sequéncias de nucleotideos de virus da raiva shinl&enBank e

utilizadas na analise genealdgica.

ESPECIE ORIGEM NUMERO DE IDENTIFICACAO
Desmodus rotundus Brasil Af357285
Desmodus rotundus Brasil Ab201805
Desmodus rotundus Brasil Ab083814
Desmodus rotundus Brasil Ab083807
Eptesicus furinalis Brasil Ab201812
Eptesicus furinalis Brasil Ab201813

Nyctinomops laticaudatus Brasil Ab201807
Nyctinomops laticaudatus Brasil Ab201806
Molossus molossus Brasil Ab201816
Molossus molossus Brasil Ab201815
Molossus abrausgi Brasil Ab201818

PV Franca X03673
CVS Inglaterra Ay102992

SAD Alemanha M31046

IV.2. Métodos.

IV.2.1.Amplificacdo do gene N de virus da raiva palRT-PCR
IV. 2.1.1.Extracado do RNA viral

A extracao do RNA foi realizada diretamengeutina suspensao a 10% de tecido

cerebral (segundo protocolo descrito por Koprovagkid Meslinet al 1996), pelo método do

TRIzol™ (LifeTechnologies), conforme a recomendacao dddabte, realizado no L BA. da
PESAGRO-RIO, como descrito:

IV. 2.1.2.Preparacédo da suspenséo (10%) da amostra

Colocar trés grama de amostra em Gral e triturar;

Adicionar 29 mL de PBS pH 7.2 em tubo 13 X 100 n@arqing).

Agitar a amostra triturada para homogeneizar.

Centrifugar por 5 min. a 150 - 200 x g.

Transferir o sobrenadante (+/- 4 mL) para um tubdesprezar o restante em

hipoclorito de sodio a 5%.

IV. 2.1.3.Extracao pelo TRIzol"

Colocar 250 pL da suspenséo a 10% em tubo tiporteopede 1,5 mL.
Adicionar 750 pL derRIzol™, homogeneizar em agitador por 15 s.

Incubar a amostra por 5 min entre 15 e 30 °C.
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» Adicionar 200 pL de cloroférmio P.A. (Merck).

e Agitar os tubos em homogeneizador por 15 s.

e Incubar por 3 min. entre 15 e 30 °C.

* Centrifugar a 12.000 x g /15 min. entre 2 e 8 °C.

» Transferir a fase aquosa para novo tubo coletdr (80.

* Adicionar 500 uL de alcool isopropilico P. A. honeogizar por inversao.
e Incubar por 10 min. entre 15 e 30 °C.(ou 2 hora2®°C).

* Centrifugar a 12.000 x g /10 min. entre 2 e 8 °C.

e Desprezar o sobrenadante.

* Adicionar 1.000 pL de etanol P. A. a 75%.

» Agitar em homogeneizador e centrifugar a 7.500%min. entre 2 e 8 °C.
» Desprezar o sobrenadante e deixar secar por 20 min.

« Suspender em 20 pL de 4gua destilada Ultra Pur&$BNRNAse free Gibc8%).
» Colocar em banho-maria 15 min. a 37 °C.

« Manter a—-70 °C até o momento de uso.

IV. 2.1.4.0ligonucleotideos Iniciadores
Foram utilizados iniciadores (Quadro 3), descritmy Heatonet al (1997) e

Heinemannet al (2002), que originaram amplicons de 600 e 804galte base (pb),
respectivamente.

Para o sequenciamento foram utilizados, indivicheaite, oS mesmo iniciadores da
RT-PCR descritos por Heinemaenal (2002).

» QUADRO 3. Sequéncias dos iniciadores utilizados para aificagéo da regido
codificadora da nucleoproteinadeus da raiva

B POSICAO
INICIADORES SEQUENCIA NO AMPLICONS
GENOMA*
sense JW12 5 ATGTAACACC(CIT)CTACAATTG 3 55-73 600 pb
anti-sense JW6(DPL) 5'CAATTCGCACACATTTTGTG 3 660-941
anti-sense JW6(E) 5'CAGTTGGCACACATCTTGTG 3 660-641
anti-sense JW6(M) 5 CAGTTAGCGCACATCTTATG 3° 660-641
sense P1 5 CTACAATGG ATG CCG ACAAGA 3| 66-86 804pb
anti-sense P2 5 CCT CAAAGT TCT TGT GGA AGA 3'| 849-869

As letras entre parénteses indicam o genotipoggtal o iniciador foi desenhado:
DPL: virus duvenhage, E: virus ebls 1 e 2, M: vingkola.

*A posicdo no genoma segundo sequéncia do virus PV.

*Iniciadores JW: Heatoet al (1997)

*Iniciadores P: Heinemaret al (2002)
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IV.2.1.5.Sintese de cDNA através da reacdo com aahscriptase Reversa (RT).

Para a sintese do cDNA, com volume final deuRQforam usados 2L de tampéao
10x (Invitrogert™), 1,6 uL de dNTP (50 mM), 0,&L de MgCh (50 mM), 0,12uL de DTT
(100mM - Invitrogen™), 0,12uL de RNAsin (Invitrogef"), 1,0 uL dos iniciadores (10
pmol) sense JW12 (protocolo desenvolvido por Heatbnal, 1997) e anti-sense P2
(protocolo desenvolvido por Heinemam al, 2002), 1,0uL (200 unidades) da enzima
transcriptase reversa (Invitrod&, 8,36.L de 4gua destilada ultra pura (Invitrod&) 5 uL
de RNA da amostra previamente incubada por 10 aniih °C. A reacao foi realizada a 42 °C

por 60 min em termociclador PTC — TtPeltier Thermal Cycler (MJ Research).

IV.2.1.6.Amplificacdo do cDNA através da Reacdo e@adeia pela Polimerase (PCR).

O cDNA obtido no item 111.2.1.5, foi amplificado laePCR. A reacéo foi realizada em
um volume final de 5@L, com 5,0uL de tamp&o 10x (Invitrogél), 4,0uL de dNTP (50
mM), 1,5uL de MgCh (50 mM - Invitrogen™), 1.0xL de cada iniciador (10 pmol), 0,2&
(1,25 Unidades) da enzinfaq DNApolimeras (InvitrogeR") e 30,25:L (protocolo Heaton
et al, 1997) ou 32,2%L (protocolo Heinemanret al, 2002) de agua destilada ultra pura
(Invitrogen ™).

Para a reacdo de PCR foi usando um Termocicladt€ 103" Peltier Thermal
Cycler (MJ Research), que realizou os seguintdsscicsegundo Heatoat al (1997): 01
ciclo de 10 min a 95 °C; 05 ciclos de 1,30 min5&@, 1,30 min. a 45 °C, 20 s. a 50 °C e 1,30
min. a 72 °C; 40 ciclos de 30 s. a 95 °C, 1,00 a5 °C, 20 s. a 50 °C e 1,00 min. a 72°C;
01 ciclo de 30 min. a 95 °C, 1,30 min. a 45°C .28 50 °C; um ciclo final de 10 min. a 72
°C. Segundo Heinemarat al (2002): 01 ciclo de 5 min. a 95 °C, 40 ciclos#8es. a 94 °C, 1
min. & 55 °C e 1,30 min. a 72 °C, um ciclo finall@amin. & 72 °C.

Os produtos amplificados foram analisados por @@tese (100 volts por 2 hora) em
gel de agarosgnvitrogen™) a 1,5% em tamp&do TBE 1X (Invitrod&h). Dois pL do corante
azul de bromofenol 10X (0,3% azul de bromofenobe6Sacarose, 10 mM EDTA, 10 mM
Tris-HCI pH 7,5 - Invitrogefl) foi adicionado 10 pL do produto da PCR. impregnadr
brometo de etidio (Oyfy/mL) e analisados em processador de imagem UVPaB@ng
Systems, modelo Pro-Series Captures Kit MV.

Controles positivos e negativos foram introduzidesde o preparo da suspenséo a 10% e
durante todos os procedimentos deste estudo. Tamlosidados e precaucdes para o trabalho
com metodologia de amplificacdo foram estritamsetguidos, sendo cada etapa realizada em

areas distintas. Evitando o aparecimento de remdtialso positivo.
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IV.2.2.Purificacdo do fragmento amplificado

Os amplicons do gene da nucleoproteina obtidos P€&, foram purificados

utilizando-se o kit comercial QIAquick PCR Purification kit (QIAGEN Inc. Valencia CA.

USA), de acordo com as especificacdes do fabricR&sumidamente:

Adicionar em tubo tipo Eppendorf de 1,5 mL, cin@wnes do tampé&o PB para um
volume do produto da PCR e agitar.

Verter para uma coluna de centrifugacéo, providatub® coletor, a mistura e
centrifugar a 10.000 x g/60 s.

Desprezar o filtrado, adicionar 750 de tampéao PE e centrifugar por 60 s.
Descartar o filtrado e centrifugar a 10.000 x 860

Transferir a coluna para um tubo tipo Eppendorfl¢e mL, adicionar 3QuL de
tampéao EB, aguardar um minuto e centrifugar a T0X0§/60 s.

Desprezar a coluna e manter o filtrado em geladeira

Apos a purificagdo, os amplicons foram quantifasaeém gel de agarose a 1,5% utilizando

como padrdo o “Low DNA Mass Ladder” (Invitroddn

IV.2.3. Reagédo de Sequenciamento.

Na reacao de sequenciamento, foi utilizado o kiewial BigDye 3.1 TM terminator

— Applied Biosystems. A reacao foi executada w@iido o protocolo descrito a seguir:

Para cada reacgao utilizou-se: glode Terminator ready reaction mix; 240 Tampao

Save Money 5x; 1,QL do iniciador anti-sense (10 pMol); 1340 de DNA (24 ng).

Ap6s homogeneizacdo, a reacéo foi transferida paexmociclador PTC — 168

Peltier Thermal Cycler (MJ Research), onde foiizealo 01 ciclo de 96 °C por 1,0 min., 40
ciclos de 96 °C por 15 s., 53 °C por 15 s. e 60diCl min.

Apés a amplificacdo, o DNA foi purificado através jorecipitacdo com isopropanol,

conforme protocolo abaixo.

» Para cada 1QuL do produto da reacdo de sequenciamento adicd@al de
isopropanol 65% extemporaneo.

* Homogeneizar por inversao.

* Incubar a temperatura ambiente por 15 min ao alkdgluz.

» Centrifugar a 14000 x g/ 25 min a temperatura antbie

» Descartar o sobrenadante cuidadosamente por ioversa

* Lavar o sedimento com 3Q@Q de etanol 60% extemporaneo.

* Centrifugar a 14000 x g/ 10 min a temperatura antbie
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» Descartar o sobrenadante com auxilio da pipeta.
» Secar 0 sedimento no termobloco a 80°C por 2 mama gvaporar o etanol
residual.

» Armazenar a —20°C ao abrigo da luz.

IV.2.4.Sequenciamento do gene da Nucleoproteina (Mg virus da raiva.
Os produtos purificados da reacdo de sequenciamiaram ressuspendidos em
formamida e submetidos a eletroforese em sequanciadtomatico ABI Prism 3100

(Applied Biosystems).

IV.2.5.Alinhamento das sequéncias do gene da Nucteoteina (N) de virus da raiva e
Analise Genética.

ApoOs determinar as sequéncias de nucleotideos rdpkcans através da reacédo de
sequenciamento, as mesmas foram submetidas aoam@gicomputacional PHRED

(http://adenina.biomol.unb.Jpara analise da qualidade de leitura dos cromettgs. Como

critério de validacdo de qualidade, somente asréstque tiveram pontuacado maior ou igual a
20 foram aceitas.

O ponto de corte maior ou igual a 20 significa quprobabilidade de determinada
base estar errada é de uma em mil. Ap6s a an&igealidade de cada uma das seqiéncias,
estas foram submetidas ao programa computacionBB@#Atp://adenina.biomol.unb.ppara

a montagem das sequiéncias consensos.

Apos a analise da qualidade, as sequéncias formimadhs e editadas no BioEdit
Sequence Alignment Editor (version 6.0.5.2). Paaadlise genética foi utilizado o programa
MEGAS3 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis ersion 3.1). As distancias calculadas
entre as sequéncias foram analisadas através dotraly de neighbor-joining, baseado no
método de estimativa de distancia de Kimura 2 pend® para nucleotideos. Realizou-se a
andlise de Bootstra com 1000 repeticbes. As amostras de referéngieo®tipos para os
genes em estudo foram obtidos a partir do GenBankational Center for Biotechnology
Information, USA fwww.ncbi.nlm.nih.goy ( Quadro 2).
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V. RESULTADOS

V.1. Amplificacdo do cDNA das amostras de virus da raivaela PCR
> A Figura 2 representa o resultado da amplificacGocBNA de virus da raiva
utilizando os iniciadores JW6 e JWI2entre as 50 amostras analisadas, 50 foram pasitiva

pela prova biolégica e pela RT-PCR e destas, 4&nfopositivas pela imunofluorescéncia
direta.

FIGURA 2. Eletroforese de amplicons em gel de agarosegi@orea nucleoproteina de
virus da raiva utilizando os iniciadores JW6 e JW12

coluna 1 —padrédo de massa molecular de 123pb
(Life Technologies) colunas 2, 3, 4, 5, 6 e 7 —
amostras positivascoluna 8 - controle positivo
(CVS - INCQS/ Fiocruz) coluna 9- controle
negativo



> A Figura 3 esta representado o resultado da acggéio do cDNA de virus da raiva
utilizando os iniciadores P1 e PDentre as 33 amostras analisadas, 33 foram pasieia
imunofluorescéncia direta, prova bioldgica e pelafCR.

FIGURA 3. Eletroforese de amplicons em gel de agarosegi@orela nucleoproteina de
virus da raiva utilizando os iniciadores P1 e P2.

800 pb <— 804 pb

500 pb

300 pb

100 pb

coluna 1- padrdo de massa molecular de 100pb (Life Tecigies);
colunas 2, 4, 5, 6, 7 e 8 amostras positivag;oluna 9 - controle
positivo (CVS - INCQS/ Fiocruzkoluna 3- controle negativo.

V.2. Alinhamento das Sequéncias das Amostras do virus daiva.
Os resultados dos alinhamentos das sequénciaotididas das amostras de virus da

raiva e sua traducdo em residuos de aminoacidognteam-se nas Figuras 4 e 5,
respectivamente.
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FIGURA 4. Alinhamento das sequiéncias de nucleosidiz nucleoproteina N de virus da

raiva.
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Mol ossus .C....G. DAL G A . G.....
Nyct i nomops C...G.. ALAC. .G A . G.T..
Nyct i nomops C...G.. ALAC .G A. ...G.T...
PV s e
SAD e s e
Lagosbat .C....CTA. A.GA ... G..... A.C ...... Ao L GGCA
260 270 280 290 300
e L T e e P [ I T I
CvsS CTGACAA GAGA! C TGTCCCTGAG CATGCGICCT TAGT
04 N €1 DR G T, LLUTT AL L A.TC .G .T..C.
06 LG G T, LLUTT AL L A.TC .G .T..C.
12 LG .G, T.. LUTT.A L. L. A.TC .G .T..C..
14 T .G....T.. ...TT.G .. ..... A.TC .G .T..C..
24 L To .G....T.. ...TT.G .. ..... A.TC .G .T..C.
32 LG G T, LLUTT AL L A.TC .G .T..C.
39 R €] A .G T, LLUTT AL A.TC....T..C..
AL s
46 LG .G....T CTITCA L. L. A.TC .G .T..C..
47 N €1 DR .G....T CTTOA .. A.TC .G .T..C.
51 LG .G....T LTTOA .. A.TC .G .T..C.
53 N €1 DR .G....T CTTOA .. A.TC .G .T..C.
57 LG .G....T CTITCA L. L. A.TC .G .T..C..
58 LG .G....T CTITCA L. L. A.TC .G .T..C..
62 LG .G....T CTTOA .. A.TC .G .T..C.
67 LG .G....T CTTOA .. A.TC .G .T..C.
77 N €1 DR .G....T LTTOA .. A.TC .G .T..C.
85 LG .G....T CTITCA L. L. A.TC .G .T..C..
88 LG .G....T CTITCA L. L. A.TC .G .T..C..
92 N €1 DR G T, LLUTT AL L A.TC .G .T..C.
100 N €1 DR G T, LLUTT AL L A.TC .G .T..C.
113 N €1 DR .G....T LTTOA .. A.TC .G .T..C.
116 LG T CTITCA L. L. A.TC .G .T..C..
131 LG .G....T CTITCA L. L. A.TC .G .T..C..
135 LGTLL L .G....T LTTOA .. A.TC .G .T..C.
139 LGTLL L .G....T LTTOA .. A.TC .G .T..C.
144 LGTLL L .G....T LTTOA .. A.TC .G .T..C.
145 LG .G....T CTITCA L. L. A.TC .G .T..C..
148 LG .G....T CTITCA L. L. A.TC .G .T..C..
150 LGTLL L .G....T.. LTTOA .. A.TC .G .T..C.
154 LGTLL L .G ... AT.. LTTOA .. A.TC .G .T..C.
156 LGTLL L .G....T.. LTTOA .. A.TC .G .T..C.
157 LG .G ... AT.. CTITCA L. L. A .TC .G .T..CT.
vB8 .G ....T.. T TC . ... ..
Desnodus LGTLL L .G ... . T.. CTITCA L. L. A.TC .G .T..C..
Desnodus LGTLL L .G ... . T.. CTITCA L. L. A.TC .G .T..C..
Desnodus LGTLL L .G ... . T.. CTITCA L. L. A.TC .G .T..C..
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FIGURA 5. Traducao e alinhamento das sequéncias de amilesada nucleoproteina N do

virus.
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V.3. Reconstrucao da arvore filogenética.

O sequenciamento parcial do gene da nucleopro{®hayerou uma “arvore” que
demonstra a relacdo genealdgica entre as amostrgisud da raiva, usando sequéncias com
514 bases, e construida usando o modelo evolutivaida 2 parametros, com o algoritmo
Neighbor-joing. Os valores dmotstrap(1000 replicas) encontram-se indicados nos raraos d
arvore (Figura 6). A arvore encontra-se enraizagado que a amostizagos Bat Virus
(GenBank AY333110) genotipo 2 foi considerado c@ngpo externo.
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FIGURA.6. Filograma da similariedade genéticaemts amostras de virus da raiva, utilizando sedpg€de
nucleotideos para o gene da nucleoproteina. A @rfarreconstruida pelo algoritmo de Neighbor-jogi
usando o modelo evolutivo Kimura 2 pardmetros. @meeros representam os valores dedtstrag com 1000

réplicas.

39



V.4. Analise dos Grupos

Conforme o resultado obtido na arvore genéticaemticlica, obtivemos cinco

agrupamentos:

Agrupamento 1 — formado pelas amostras CVS, SAD MW\ 041JARBOV;,
Agrupamento 2 — formado pelas amosivldossus

Agrupamento 3 — formado pelas amosiMgstinomops

Agrupamento 4 — formado pelas amosEpgesicus

Agrupamento 5 — formado pelas amosasmodus

Observamos que o segmento da amostra 041JARBOMaite@bhpresentou

acentuada similaridade com o0 mesmo segmento darandas linhagens CVS, PV,SAD e a

amostra V8, utilizadas neste trabalho.
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VI. DISCUSSAO

VI.1. Importancia epidemioldgica do diagnostico rajo do virus da raiva.

Segundo Sacramenst al. (1991), o futuro das técnicas de amplificacdodeesia
sua capacidade de ultrapassar a sensibilidadedasds de diagnostigds-morterou em
sua adequabilidade em diagnostico a partir de g&esede animais vivos, enquanto 0s
laboratorios de diagndstico permanecem com técdea®radas e imprecisas.

Para Kamolvariret al. (1993), a técnica de RT-PCR no diagnéstico desvita
raiva € muito importante por permitir a amplificacdo genoma viral em espécimes
clinicos em estado de decomposi¢do como tambénrayaldez do diagndstico. Por outro
lado, o teste bioldgico que € utilizado como prowafirmatéria do diagnostico da Raiva
pode levar até 30 dias para um resultado concluEiroconcordancia com esta afirmativa,
um dos materiais analisados neste estudo (6lcamiequpegativo no teste por
imunofluorescéncia, e foi positivo no teste biobdgapos 21 dias e na RT-PCR. Segundo
Whitby et al. (1997), a metodologia de RT-PCR, n&o requer aadsipor completo do
cérebro do animal, facilitando a obtencdo das amwst agilizando o diagnéstico,
podendo-se ter um resultado em 48 horas.

O gene codificador da nucleoproteina (N) é conaiteentre as diversas amostras
de virus da raiva, sendo conveniente para o ustéemcas de diagndstico e para analises
evolutivas (Bourhyet al, 1992; Araiet al, 1997). O uso da proteina N para determinar a
origem genética de sequéncias do RNA viral foi destrado por Davicet al (2000). O
segmento do gene que dé origem a nucleoproteinapffd$enta-se como o mais estavel do
genoma de virus da raiva, o que possivelmentefipasta maior homogeneidade das
proteinas por ela produzida (Kiggial 1999).

A variabilidade genética de populacdes ldessaviruscausando encefalites em
espécies animais j4 havia sido verificada soroéogente e empiricamente até mesmo
antes da virologia estabelecer-se como ciénciajos@s diferentes “ciclos” da Raiva
definidos de acordo com as espécies (Bahébudl, 1998). Nas Américas, as variacdes
genéticas e antigénicas de virus da raiva est@wiadas com as diferentes espécies de
carnivoros terrestres e morcegos. Estas variagd@msem de maneira independente, em
diferentes areas geogréficas, gerando variantesciéisps regionais (Carnieli Bt al,

2006; Velasco-Villaet al, 2006). Para Reat al (2005), a reconstrucdo e comparacao



genética revelam grupamentos importantes em rekagdempo evolucionario e extensdes
geograficas, sugerindo que estes grupamentos dieogradependem da subestrutura
ecologica de cada habitat.

A Raiva no Brasil verifica-se como ocorrendo ensduclos ecologicos, um urbano
e outro silvestre. Os casos de Raiva no ambiertanortém sido menos freqientes em
virtude das campanhas de posse responsavel, @rdrolacinacdo de cades e gatos,
principalmente nos grandes centros urbanos. Emmastat a Raiva de origem silvestre tem
se apresentado mais evidente e, em muitos casos,ocenvolvimento de quirépteros
(Sallumet al, 2000; Heinemanat al, 2002; Bellotcet al, 2005; Kobayaslhet al, 2005).

E evidente que virus da raiva circulam entre omaisi silvestres. A mudanca de
comportamento das pessoas levando estes animaiopaentros urbanos representa um
risco potencial para seres humanos e animais dmoegAlmeidaet al. 2001).

Para Almeidaet al (2005), o morcegdDesmodus rotundu® extremamente
resistente a Raiva, produzindo titulos de anticergoe poderiam ser considerados
protetores em humanos. Esta resisténcia talvea@ogdicar o papel destes na transmissao
de virus da raiva na natureza.

Os héabitos de se abrigar podem influenciar a Hdisttdo local e global dos
morcegos, as densidades de suas populacdes, astgiar de forrageamento e de
acasalamento, sua estrutura social e os deslogasnssonais (Altringham apud Bresdt
al. 1999). O desmatamento, levou ao desequilibrimei® ambiental e aumento do contato
de morcegos hematofagos com humanos e animaisiad&a@r provavelmente este fator
causou os recentes episodios de Raiva em humarrogsfigpes identificadas como
originarias de morcegos da espédoesmodus rotundysos estados do Pard e Maranhéo,
em 2004 e 2005, respectivamente. Desta formas estapes, anteriormente identificadas
como responsaveis por perdas econdmicas em animaisacdo em torno de 15 milhdes
de ddlares por ano (Anonymous, 2006; Bordigebml, 2005), passou a representar um
grave problema de Saude Publica. Gomes & Uiedadj2d@monstraram a capacidade dos
morcegos da espédi@esmodus rotundustilizar diferentes tipos de abrigos diurnos (sasa
abandonadas no campo, pontes, fornos de carvdos piiigua abandonados, bueiros sob
rodovias e outras estruturas similaradpptando-se as modificacdes introduzidas pelo ser

humano no ambiente
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VI.2. Analise Filogenética e Epidemiologia Moleculade virus da raiva no estado do
Rio de Janeiro.

Para Itoet al. (2001), a analise molecular do gene da nucledipi{®) do virus da
raiva, demonstrou ser uma metodologia pratica eveiasa para determinar o0s
reservatorios assim como para o diagnéstico deaolsto sugere o significante valor dos
métodos de analise molecular, justificando a intplgdio no Brasil da técnica de RT-PCR
nos laboratorios que fazem de forma rotineira gyrbatico da Raiva. Oliveirat al
(2006), afirmam que em laboratorios de diagnéspia virus da raiva, as metodologias
moleculares como RT-PCR e o seqienciamento s&nfentas adicionais bem sensiveis
para detectar o acido nucléico e determinar amaride virus da raiva.

Os resultados obtidos pela andalise genética nestdeesugerem que as populacdes
de virus da raiva presentes atualmente no estadRialde Janeiro infectando o rebanho
bovino sdo todas relacionadas as amostras oritelassmodus rotunduganto Romijn
et al (2003) trabalhando com amostras do estado do &kdadeiro, quanto Bordignen al
(2005) trabalhando com espécimes do estado de Sataaina, observaram que amostras
de virus identificadas nestes animais se agrupasanao semelhantes a amostras isoladas
diretamente de morcegBbesmodus rotundusNeste estudo, ficou evidenciado que a
transmisséo viral efetivou-se pdiesmodus rotundus partir do ambiente silvestre. Os
resultados deste estudo corroboram os anteriores.

Kobayashiet al (2005) também encontraram morcegos insetivavimlgsussp. e
Eumops sp.) infectados com uma estirpe variante de vidas raiva semelhante
geneticamente a encontrada em morcegos da edpésieodus rotundyssugerindo que
ocorre a transmissdo desta variante entre estaenliés espécies. Como Bredt & Uieda
(1996) sugerem, os membros da famiMalossidaepossuem uma grande capacidade de
aceitar as mudancgas ambientais, ajustando-se beamdigdes oferecidas pelo Homem em
areas urbanas. Com isso, abrigam-se em forros sdes,ca0taos, pordes, janelas, espacos
entre prédios, etc., tornam-se potencias transnessla Raiva para os seres humanos.

Devido a pouca variabilidade do gene da nucleopratéN), o seqienciamento das
amostras de virus da raiva no presente trabalhstrowsitios evolutivos informativos para
a verificac@o de correlagcbes genéticas entre asteasale virus, possibilitando sugerir uma

origem comum das linhagens estudadas.
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A construcao de hipoteses genéticas esta baseanenparacdo de caracteres entre
grupos de organismos, na identificacdo de suaslisengas e diferencas para, através de
métodos especificos, construir arvores genéticasigo refletir a historia seletiva dos
grupos. Para tal, € necessario que se trabalhecamuteres que confiram consisténcia as
arvores propostas, assim como encontrar 0 méetods adequado para sua construcao
(Fernandes-Matioli apud Heinemann, 2000).

E interessante observar que a amostra 041JARB®\Waatie com os virus fixos.
Esta amostra € um isolado de bovino sabidamentdiadp por morcego hematéfago. Da
mesma forma Heinemanet al(2002), também tiveram uma amostra de morcego
hematofago (AF357285) que agrupou com amostras ides \ixo (variante canina).
Badrane & Tordo (2001), afirmam que seus estuddiEam que od.yssavirusprimeiro
adaptaram-se aos quirépteros para depois passaenog carnivoros. A passagem dos
Lyssavirusde quiropteros para carnivoros ndo é um fato imoome existem relatos
contemporaneos deste fato. Além da interpretacsarithe anteriormente, deve-se analisar a
possibilidade de este herbivoro ter sido vacinamo ¢acina contendo virus modificado, e
portanto infeccioso, de indicacdo apenas para\w@o¥, e terem desenvolvido Raiva a
partir de virus vacinal. Para tanto, outros segoeralém dos por nds analisados, devem
ser sequenciados e comparados.

Heinemannet al (2002) ndo observaram diferencas genéticas rpaes#os por
eles analisados que pudessem indicar variacbesotaimpou relativas a diferentes
ambientes geograficos em seu trabalho. Para Scheefd (2005), apesar da grande
distancia geografica que separa as amostras dibzem seu estudo, ndo foram
encontradas variagcdes entre estirpes e as diverggns geograficas das amostras. Ja
Romijn et al (2003) verificaram em seus estudos que baciasodri@ficas sdo um
importante fator para a homogeneidade de populagéesgirus, encontrando variacoes
genéticas nas amostras estudadas, entre as diferegides geograficas. Carnieliglral
(2006), descrevem que alguns autores citam naa avieacdes geogréaficas de amostras
oriundas de quirdpteros, tendo em seus estudesvalo® variagbes nas amostras oriundas
de canideos de diferentes localidades da regiageNts.

Os resultados de nosso trabalho sugerem que aspiegentes no estado ndo tém

sofrido variacdo significativa ao longo do tempere relagdo as regides geogréficas. E
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possivel que a maioria das amostras por nos estsids@am originarias de uma unica
bacia, a grande bacia hidrografica do Rio Parath&ul, que corta o estado do Rio de
Janeiro de Norte a Sul.

A execugdo de teste (dados ndo mostrados) comupsegexternos e os grupos | e
II, mostraram que ndo existem diferencas signifieat de substituicdo de nucleotideos
entre os grupos | e Il. Os resultados indicam qoegvelmente a variabilidade observada
ocorre em virtude de modificagbes sinbnimas, sneslao resultado obtido por Kisgial
(1995) e Heinemanet al (2002), indicando que néo existe evidencias dibce€umulativo
de mutagBes ndo sindnimas e eventuais mudancastdpas.

Até a presente data, a Raiva é considerada 10G#%dpés o aparecimento do
guadro clinico. No entanto, dependendo da competémane do individuo infectado, este
desenlace pode ser alterado com o tratamento pé@s-@xposicdo (Ambrozaitist al
2006). Embora as bases imunoldgicas da protecdoava@ Raiva ndo estejam claramente
elucidadas, tem se demonstrado que as respostamlégicas humoral e celular séo
induzidas pelas vacinas (Fekaduw al, 1992). Vacinas recombinantes utilizando a
glicoproteina (G) tem se mostrado eficiente coatmfec¢do pelo virus da raiva. Contudo,
a analise antigénica de amostras de diversas sr{jga, virus de rua e virus relacionados)
demonstrou variacdes genéticas dos virus conforsnbogpedeiros sejam de diferentes
espécies e regides geograficas. Isto poderia cagsarproblema na estratégia de controle
da Raiva, motivando a inclusdo da nucleoproteinan@ vacina, em virtude da baixa
variabilidade genética desta proteina (Dietzschohl., 1987).

Nosso estudo enfatiza a importancia do acompantianmealecular de virus da
raiva em amostras de campo em relacdo ao apardoirdensubpopulaces de virus da
raiva diferenciadas (fendbmeno de “quasi-espéciesdynando esta vigilancia um
mecanismo epidemiologico importante para se preveasos de Raiva devido ao

surgimento de variantes para as quais ndo posdasenvolvida imunidade.
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VIl. CONCLUSOES

VII.1. O uso de RT-PCR é uma ferramenta sensivspecifica para apoiar o diagnéstico

laboratorial, bem como a caracterizacéo epidemicddde focos de Raiva.

VII.2. Foi possivel caracterizar as sequénciasigiardo gene da nucleoproteina (N) de

amostras de virus da raiva isoladas em diferentescipios do estado do Rio de Janeiro.

VII.3. Quando da analise comparativa entre segmsetidcsequiéncias isoladas em relacdo a
variabilidade nucleotidica, ndo se observou difgaegenética entre os segmentos sob
estudo das amostras originarias de diferentes mpimscdo estado do Rio de Janeiro.

VIl.4. Quando da analise comparativa entre segrsesidcsequiéncias isoladas em relacdo a
variabilidade nucleotidica, ndo se observou difgaegenética entre os segmentos sob

estudo das amostras isoladas em diferentes montenipsrais (1999 e 2004).

VIL.5. Foi possivel propor um filograma envolvends amostras virais estudadas, onde
foram constatados dois grandes grupos de maiorlasiddde genética. O primeiro
envolvendo as amostras vacinais e a amostra 0410A4RB segundo, compreendendo o

restante das amostras estudadas.



VIIl. PERSPECTIVAS

Continuar o acompanhamento molecular dos virusileintes no estado do Rio de
Janeiro, colaborando com a vigilancia epidemiokbge laboratorial, na tentativa de
identificar possiveis variagdes no genoma do wérpsevenir o aparecimento de falhas na
cobertura vacinal.

47



IX — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANONYMOUS. CNPg. Relatérios finais do seminario do programa de indugo
estratégica a pesquisa em saude do CNPqg Disponivel em:
<http://www.cnpq.br/editais/saude.htm>. Acesso énjul 1998.

ANONYMOUS. MMWR. Rabies in a beaver---Florida, 2001 Disponivel em:

<http://www.cdc.gov/mmwr/oreview/mmwrhtml>. Acessm: 07 maio 2002.

ANONYMOUS. Rabies, human, vampires bat — Brazil (Maranh&a)in: International
Society for Infectious Diseases. Disponivel emphttww.promedmail.org/pls/promed>.

Acesso em: 09 janeiro 2006.

ALMEIDA, M. F.; MASSAD, E.; AGUIAR, E. A. C.; MARTQRELLI, L. F. A.; JOPPERT,
A. M. S. Neutralizing antirabies antibodies in urliarrestrial wildlife in BrazilJournal of
Wildlife Disease v. 37, n. 2, p. 394-398, 2001.

ALMEIDA, M. F.; MARTORELLI, L. F. A.; AIRES, C. C.SALLUM, P. C.; DURIGON, E.
L.; MASSAD, E. Experimental rabies infection in haatophagous badesmodus rotundus
Epidemiology and Infection v. 133, n. 3, p. 523-527, 2005.

AMBROZAITIS, A.; LAISKONIS, A.; BALCIUNIENE, L.; BANZHOFF, A,
MALERCZYK, C. Rabies port-exposure prophylaxis viaetion with purified chick embryo
cell vaccine (PCECV) and purified vero cell rabiegcine (PVRV) in a four-site intradermal
schedule (4-0-2-0-1-1): an immunogenic, cost-effecand pratical regimen/accine v. 24,
n. 19, p. 4116-4121,2006.

ARAUJO, F. A. A. A situacdo da Raiva no Brasil. BEMINARIO INTERNACIONAL
DE RAIVA , 2000, Sao Paulo. Anais... Sdo Paulo: Parlamestind.Americano, 2000. P. 22.

ARAI, Y.T.; YAMADA, K.; KAMEOKA, Y.; HORIMOTO, T.; YAMAMOTO, K.; YABE,
S.; NAKAYAMA, M.; TASHIRO, M. Nucleoprotein gene atisis of fixed and street rabies
virus variants using RT-PCRrchives of Virology. v. 142, n. 9, p. 1787-1796, 1997.

! NBR6023 — AGO.2000 (ABNT)



ATANASIU, P. Animal inoculation and the Negri body: Baer, G. M.The natural history
of rabies. New York: Academic Press, 1975. v. 1, p. 373-399.

BADRANE, H.; BAHLOUL, C.; PERRIN, P.; TORDO, N. Ednce of TwolLyssavirus
Phylogroups with Distinct Pathogenicity and Immueigity

BADRANE, H.; TORDO, N. Host switching ihyssavirushistory from the chiroptera to the
carnivora orderslournal of Virology. v. 75, n. 17, p. 8096-8104, 2001.

BAHOUL, C.; JACOB, Y.; TORDO, N.; PERRIN, P. DNA-bad immunization for
exploring the enlargement of immunological crosscteity against the lyssaviruses.
Vaccine v. 16, n. 4, p. 417- 425, 1998.

BATISTA-MORAIS, N.; ROLIM, B. N.; CHAVES, H. H. M.,NETO, J. B.; SILVA, L. M.
Rabies in tamarins (Callithrix jacchus) in the staf Ceara, Brazil, a distinct viral variant.
Memodrias do Instituto Oswaldo Cruz v. 95, n 5, p. 609-610, 2000.

BELLOTO, A.; LEANES, L. F.; SCHNEIDER, M. C.; TAMAD, H.; CORREA, E.
Overview of rabies in the Americagirus Research v. 111, n. 1, p. 5-12, 2005.

BLACK, E.M.; MCELHINNEY, L. M.; LOWINGS, J. P.; SMIH, JEMMA; JOHNSTONE,
PAMELA, HEATON, P. R. Molecular methods to distingfu between classical rabies and
the rabies-related European bat lyssavirudastnal of Virological Methods. v. 87, n. 1 - 2,
p. 123 — 131, 2000.

BORDIGNON, J.; BRASIL DOS ANJOS, G.; BUENO, C. RRPORTO, J. S.; DAVILA, A.
M. R.; GRISARD, E. C.; ZANETTI,C. R. Detection amtiaracterization of rabies virus in
southern Brazil by PCR amplification and sequenahthe nucleoprotein genérchives of
Virology. v. 150, n 4, p. 69308, 2005.

BOURHY, H.; SUREAU, P.Laboratory methods for rabies diagnosis Institut Pasteur,
1991. P. 197.

49



BOURHY, H.; KISSI, B.; LAFON, M.; SACRAMENTO, D.; ORDO, N. Antigenic and
molecular characyerization of bat rabies virus urdpe.Journal of Clinical Microbiology .
v. 30, n. 9, p. 2419- 2426, 1992.

BOURHY, H, KISSI, B.; AUDRY, L.; SMRECZAK, M.; TOD®, M. S.; KULONEN, K.;
TORDO, N.; ZMUDZINSKI, J. F.; HOLMES, E. C. Ecolognd evolution of rabies virus in
EuropeJournal of General. Virology. v. 80, n. 10, p. 2545-57, 1999.

BREDT, A.; UIEDA, W. Bats from urban and rural eronments of the Distrito Federal,
mid-western BrazilChiroptera Neotropical. v. 2, n. 2, p. 54-57, 1996.

BREDT, A.; UIEDA, W.; MAGALHAES, E. D. Morcegos cawmicolas da regio do Distrito
Federal, centro-oeste do Brasil (Mammalia, Chin@)tdrevista Brasileira de Zoologiav.
16, n. 3, p 731-770, 1999.

CARNIELI Jr., P.; BRANDAO, P. E.; CARRIERI, M.L.; &STILHO, J. G.; MACEDO,C. |.;
MACHADO, L.M.; RANGEL, N.; CARVALHO, R. C.; CARVALHD, V. A;
MONTEBELLO, L.; WADA, M.; KOTAIT, I. Molecular epig@miology of rabies virus strains

isolated from wild canids in northeastern Bra¥itus Research 2006, (in press).

DANTAS JUNIOR, J. V.; KIMURA,L. M. S.; FERREIRA,MS. R.; FIALHO, A. M,
ALMEIDA, M. M. S.; GREGIO, C. R. V.; ROMIJN, P. CLEITE, J. P. G. Reverse
transcription-polymerase chain reaction assay dbres virus detectiorArquivo Brasileiro
de Medicina Veterinaria e Zootecniav. 56, n.3, p. 398-400, 2004.

DAVID, D; YAKOBSON, B.; SMITH, J. S.; STRAM, Y. Mdacular epidemiology of rabies
virus isolates from Israel and other middle andrsstern countrieslournal of Clinical
Microbiology. v. 38, n. 2, p. 755-762, 2000.

De OLIVEIRA, A. N.; ANDRADE, M. C. R.; SILVA, M. V, MOURA, W. C,;

CONTREIRAS, E. C. Immune response in cattle vadethagainst rabiesviemorias do
Instituto Oswaldo Cruz. v. 95, n.1, p. 83-88, 2000.

50



DIETZSCHOLD, B.; WIKTOR, T. J.; TROJANOWSKI, J. QMACFARLAN, R. 1
WUNNER, W. H.; ANJEL, M. J. T.; KOPROWSKI, H. Diffences in cell to cell spread of
pathogenic and apathogenic rabies virus in vivoiandtro. Journal of Virology. v. 56, n. 1,
p. 12-18, 1985.

DIETZSCHOLD, B.; WANG, H.; RUPRECHT, C. E.;CELIS,.;ETOLLIS, M.;ERTL,
HILDEGUND, KATZ, E. H.; KOPROWSKI, H. Induction oprotective immunity against
rabies by immunization with rabies virus ribonugemtein. Proceedings of The
NationalAcademy of Sciences of the United States Afmerica. v. 84, n. 24, p. 9165-9169,
1987.

FAVORETTO, S. R.;et al. Caracterizacdo de variantes no Brasil e paisashas. In:
ANAIS SEMINARIO INTERNACIONAL DE RAIVA, 2000, S&o &ulo.Anais... S0 Paulo:
Parlamento Latino Americano, 2000. P. 22.

FEITAL. A. S. S.; CONFALONIERI, V. E. C. Estudo el@imiolégico da Raiva bovina no
Estado do Rio de Janeiro (1980-19%R¢vista Brasileira de Ciéncia Veterinariav. 5, n.1,
p. 21-27, 1998.

FEKADU, M.; SUMMER, J. W.; SHADDOCK, J. H.; SANDERN, D. W.; BAER, G. M.
Sickness and recovery of dogs challenged with eestabies virus after vaccination with a
vaccinia virus recombinant expressing rabies viMugrotein.Journal of Virology. v. 66, n.

5, p. 2601-2604, 1992.

FERNANDES-MATIOLI, F. M. C. Genealogia e 0 processte coalescéncia. In:
HEINEMANN, M. B. Analise do polimorfismo do gene N de amostras derus da raiva
isoladas no estado de S&o Paul2000. 56 f. Teses (Doutorado em Virologia) — fdade

de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Baulo, Sao Paulo.
FRASER, G. C.; HOOPER, P. T.; LUNT, R. A.; GOULD, R.; GLEESON, L. J.; HYATT,

A. D.; RUSSEL, G. M.; KATTENBELTE, J. A. Encephaditcaused by a Lyssavirus in fruit
bats in AustraliaEmerging Infectious Diseass. v. 2, n.4, p. 327-331, 1996.

51



GOMES, M. N.; UIEDA, W. Abrigos diurnos, composicée coldnias, dimorfismo sexual e
reproducdo do morcego hematéfagwesmodus rotundugE. Geoffroy) (Chiropetra,
Phyllostomidae) no Estado de S&o Paulo, BrR&lista Brasileira de Zoologiav. 21, n. 3,
p. 629-938, 2004.

GOULD, A. R.; HYATT, A. D.; LUNT, R.; KATTENBELT, JA.; HENSGSTBERGER, S.;
BLACKSELL, S.D. Characterisation of a noveyssavirusisolated fromPteropid bats in
Australia.Virus Research v. 54, n. 2, p. 165-187, 1998.

HEINEMANN, M. B. Analise do polimorfismo do gene N de amostras derus da raiva
isoladas no estado de S&o Paul2000. 56 f. Teses (Doutorado em Virologia) — fdade

de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Baulo, Sao Paulo.

HEINEMANN, M. B.; MATIOLI, F. M. C. F.; CORTEZ, A.; SOARES, R. M,
SAKAMOTO, S. M.; BERNARDI, F.; ITO, F. H.;, MADEIRA,A. M. B. N,
RICHTZENHAIN, L. J. Genealogical analyses of rabwsis strains from Brazil based on N
gene allelesEpidemiology Infection. v. 128, n. 3, p. 503-511, 2002.

HEMACHUDHA, T: LAOTHAMATAS, J.; RUPPRECHT, C. E. Huoan rabies: a disease of
complex neuropathogenetic mechanisms and diagndsaitengesThe Lancet Neurology
v.1,n. 2, p.101-109, 2002.

HEATON, P. R.; JOHNSTONE, P.; McELHINNEY, L. M.; GELEY, R,
O'SULLIVAN,E.; WHITBY, J. E. Heminested PCR assay fdetection of six genotypes of
rabies and rabies-related virus@surnal of Clinical Microbiology. v. 35, n. 11, p. 2762-
2766, 1997.

ITO, M.; ARAI, Y. A,; ITOU, T.; SAKAI, T.; ITO, F.H.; TAKASAKI, T.; KURANE, I.
Genetic characterization and geographic distrilouted rabies virus isolates in Brazil:
identification of two reservoirs, dogs and vampibags.Virology. v. 284, n. 2, p 214-222,
2001.

52



JOHNSON, N.; LETSHWENYO, M.; BAIPOLEDI, E. K.; THOBKWE, G.; FOOKS, A. R.
Molecular epidemiology of rabies in Botswana: a poson between antibody typing and
nucleotide sequence phylogeMgterinary Microbiology . v. 101, n. 1, p. 31-38, 2004.

KAMOLVARIN, N.; TIRAWATNPONG, T.; RATTANASIWAMOKE, R
TIRAWATNPONG, S.; PANPANICH, T.; HEMACHUDHA, T. Dignosis of rabies by
polymerase chain reaction with nested priméosirnal of Infectious Disiseasesv. 167, n. 1,
p. 207-210, 1993.

KIMURA, L. M. S.; LIMA, J. G. P.; SILVA, J. A. C. agnéstico laboratorial da Raiva no
Estado do Rio de Janeiro, no periodo de 1978 a.188 ENCONTRO NACIONAL DE
VIROLOGIA. Séo Lourenco, 198&nais... Minas Gerais: Sociedade Brasileira de Virolpgia
1988. p. 129.

KIMURA, L. M. S.; ROMJN, P. C.; SILVA, R. C. F. Labatorial diagnésis of rabies in the
State of Rio de Janeiro, carried out by the penbd 988 to 1997. In: IX ENCONTRO
NACIONAL DE VIROLOGIA. Sao Lourenco, 1998Anais... Minas Gerais: Sociedade
Brasileira de Virologia, 1998. p. 60.

KIMURA, L.M.S. Estudo comparativo da localizacdo do virus da Raivano sistema
nervoso central de bovinos naturalmente infectado2000. 117 f. dissertacdo (Mestrado
em Microbiologia Veterinaria).Instituto de Vetenig Universidade Federal Rural do Rio de

Janeiro. Seropédica, Rio de janeiro.
KISSI, B.; BADRANE, H.; AUDRY, L.; LAVENU, A.; TORDD, N.; BRAHIMI, M.;
BOURHY, H. Dynamics of rabies virus quasispeciesrdyserial passages in heterologous

hosts.Journal of General Virology. v. 80, n. 8, p 2041-2050,1999.

KISSLING, R. E. Growth of rabies virus in non-neugotissue culture?rocedures Society
Experimental Biology Medicini, v. 98, n. 2, p. 223-225, 1958.

KOBAYASHI, Y.; SATO, G.; SHOJI, Y.; SATO, T.; ITOUTT.; CUNHA, E. M. S
SAMARA, S. |.; CARVALHO, A. A. B.; NOCITI, D. P.;TO. F. H.; SAKAI, T. Molecular

53



epidemiological analysis of bat rabies viruses maz8. Journal of veterinary Medical
Sciencev. 67, n. 7, p. 647-652. 2005.

KOPROWSKI, H. The mouse inocilation test. In: MESLIF. X.; KAPLAN, M. M.;
KOPROWSKI, H. Laboratory techniques in rabies 42 ed., Geneva: World Health
Organization, 1996. cap. 6, p. 80-86.

KRAUSE, R.; BAGO, Z.; FERNANDEZ, S. R. F.; LOITSCH,.; ALLERBERGER, F.;
KAUFMANN, P.; SMOLLE, K. H.; BRUNNER, G.; KREJS, (ravel-associated rabies in
Austrian manEmenging Infectious Diseasew. 11, n. 5, p. 719-721, 2005.

KUSMIN, 1. V.; HUGHES, G. J.; BOTVINKIN, A. D.; OR®&RI, L. A.; RUPPRECHT, C.
E. Phylogenetic relationships of Irkut and West €aian bat viruses within theg/ssavirus
genus and suggested quantitative criteria basedhenN gene sequence for lyssavirus
genotype definitionVirus Research v. 111, n. 1, p. 28- 43, 2005.

LOZA-RUBIO, E.; SETIEN, A. A.; BAHLOUL, C.; BROCHIR, B.; PASTORET, P. P.;
TORDO, N. Discrimination between epidemiologicatleg of rabies in MéxicdArchives of
Medical Researchv. 30, n. 2, p. 144-149, 1999.

MARCOVISTZ, R.; ROMIN, P. C.; ZANETTI, C. R. Raivén: COURA, J. RDinamica
das doencas infecciosas e parasitariat® ed., Rio de Janeiro: Ed. Guanabara Koogarg.200
cap. 152, p. 1783-1794.

MATIOLI, S. R.; PASSOS-BUENO, M. R. S. Métodos bades em PCR para analise de
polimorfismos de acidos nucléicos. In: MATIOLI, B. Biologia Molecular e Evolugao 1°

ed., Ribeirdo Preto: Ed Holos, 2004. cap. 15, B-11fl.

MESLIN, F.X.; KAPLAN, M.M.; KOPROWSKI, H. Laboratgrtechniques in rabies. 42 ed.
Genebra : World Health Organization, 1996.

MATTOS C. A.; MATTOS, C.C.; RUPRECHT, C. E. Rhabdoges. In: FIELDS, B. N.
Virology . 4". ed. Philadelphia: Ed. Lippincott Williams e Witis, 2001. 1245 p.

54



MURPHY, F. A. Morphology and Morphogenesis. In: BREG. M. The natural history of
Rabies New York: Academic Press, 1975. v. 1, p. 33-61.

OLIVEIRA, R.; TAKAOKA, N.; BRANDAO, P.; CARNIELI J;r P.; MACEDO, C.;
CASTILHO, J.; CARRIERI, M. L.; KOTAIT, I. Postmorte confirmation of human rabies
source Emerging Infectious Deseasew. 12, n. 5, p. 867-868, 2006.

PASSOS, E.C.; CARRIERI, M. L.; DAINOVSKAS, E.; CAMRAM.; SILVA, M. M. S.
Isolation of rabies virus from an insectivorous, Bfctinomops macrotis, in southeast Brazil.
Revista Saude Publicav. 32, n. 1 p. 74-76, 1998.

REAL, L. A.; HENDERSON, J. C.; BIEK R.; SANAMAN, JJACK, T. L.; CHILDS, J. E.;
STAHL. E.; WALLER,L.; TINLINE, R.; DAVIS, S. N. Urlying the spatial population
dynamics and molecular evolution of epidemic rahiggs. Proceedings of The National
Academy of Sciences of The United States of America. 102, n. 34, p. 12107-12111,
2005.

ROMINJN, P.C.; HEIDE, R. V. D.; CATTANEO, C. A. MSILVA, R. C. E.; VAN DER
POEL, W. H. M. Study of lyssaviruses of bat origis a source of rabies for other animal
species in the state of Rio de Janeiro, Brdtie American Journal of Tropical Medicine
and Hygiene v. 69, n. 1, p. 81-89, 2003.

ROMINJN, P.C.; KIMURA, L. M. S. Alerta sobre a exps#o da Raiva no Estado do Rio de
Janeiro. In: 242 CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINAEVERINARIA. Goiania,
1996.Anais... Goias: , 1996, p. 125.

ROSE, J.K.; WHITT, M. A. In FIELDS, BernieVirology. 4". ed. Philadelphia: Ed.
Lippincott Williams e Wilkins, 2001. 1221-1222 p.

SACRAMENTO, D.; BOURHY, H.; TORDO, N. PCR as a altative method for diagnosis

and molecular epidemiology of rabies virddolecular and cellular Probes v. 5, n. 3, p.
229-240, 1991.

55



SALLUM, P. C.; ALMEIDA, M. F.; MASSAD, E. Rabies saprevalence of street dogs from
Séo Paulo city, BraziPreventive Veterinary Medicine v. 44, n. 3-4, p. 131-139, 2000.

SCHAEFER, R.; BATISTA, H. B. R.; FRANCO, A. C.; BEWIJK, F. A. M.; ROEHE, P.
M. Studies on antigenic and genomic propertiesratiban rabies virus isolate¥eterinary
Microbiology. v. 107, n. 3-4, p. 161-170, 2005.

SCHNEIDER, L. G.; DIRINGER, H. Structure and molkegubiology of rabies virus.
Current Topics in Microbiology and Immunology. v. 75, p. 153-180, 1976.

SILVA, L. H. CUNHA, E. M. S.; PEDRO, W. A.; CARDOSO. C.; SOUZA, M. C. C,;
FERRARI, C. I. L. Isolation of rabies virus Molossus atetin (Chiroptera: Molossidae) in
Sao Paulo State, BraziRevista Saude Publicav. 33, n. 6, p. 626-628, 1999.

SMITH, J. S. New aspects of rabies with emphasismdemiology, diagnosis and prevention
of the disease in the United Stat€inical Microbiology Reviews. v. 9, n. 2, p. 166-176,
1996.

SOARES, R.M.; BERNARDI, F.; SAKAMOTO, S. M.; HEINEANN,M. B.; CORTEZ, A,;
ALVES, L.M.; MEYER, A. D.; ITO, F. H.; RICHTZENHAIN L. J. A heminested
polymerase chain reaction for the detection of ibeazrabies isolates from vampires bat and
hebivoresMemarias do Instituto Oswaldo Cruz v. 97, n. 1, p. 109-111, 2002.

STEELE, J. H.; FERNANDEZ, P. J. History of rabiesdaglobal aspects. In: BAER, G. M.
The Natural History of Rabies New York: Academic Press, 1975. v. 1, p. 1-29.

TIERKEL, E. S.; ATANASIU, P. Rapid microscopic exaration for Negri bodies end
preparation of specimens for biological tests. MESLIN, F. X.; KAPLAN, M. M
KOPROWSKI, H. Laboratory Techniques in Rabies 42 ed., Geneva: World Health
Organization, 1996. cap. 4, p. 55-65.

TORDO, N. Characteristics and molecular biologytloé rabies virus. In: Meslin, F. X,;
Kaplan, M. M.; Koprowski, HLaboratory Techniques in Rabies 42 ed., Geneva: World
Health Organization, 1996. cap. 3, p. 28-51.

56



TORDO, N.; POCH, O.; ERMINE, A.; KEITH, G. Primastrutura of leader RNAa and
nucleoprotein genes of rabies genome: segmentedlbgyn with VSV. Nucleic Acids
Researchv. 14, n. 6, p. 2671-2683, 1986.

VELASCO-VILLA, A.; ORCIARI, L. A.; ISLAS, V. J.; SERRA, M. G.; MEDINA, I. P;
FLISSER, A.; SOUZA, V.; CASTILLO, A.; FRANKA,R.; MAIE, M. E.; GONZALES, |, S,;
RUPPRECHT, C. E. Molecular diversity of rabies wirassociated with bats in mexico and
other countries of the America®ournal of Clinical Microbiology . v. 44, n. 5, p 1697-1710,
2006.

WEBSTER, L. T.; DAWSON, J. K. Rhabdoviridae: Theuges and their replication. In:
Fields, D. M., Kinipe, P. MVirology. 3° ed., Philadelphia: Lippincott Raven, 19961121-
1159.

WHITBY, J. E.; HEATON, P. R.; WHITBY, H. E.; O'SULIVAN, E.; JOHNSTONE, E.
Rapid detection of rabies-related viruses by RT-P&® enzyme linked immunosorbent

assayJournal of Virological methods v. 69, n. 1, 2, p. 63- 72, 1997.

WIKTOR, T. J.; CLARK, H. F. Growth of rabies viruisfection of cell culture. In: BAER, G.
M. The Natural History of Rabies New York: Academic Press, 1975. v. 1, p. 155-179.

Wunner, W. H. Rabies in the Americad8rus Research v. 111, n. 1, p. 1-4, 2005.

57



ANEXO |

Reverse transcription-polymerase chain reactioayafss rabies virus detection

Publicado na Revista Arquivo Brasileiro de MedicMaterinaria e Zootecnia. v.56, n. 3,
2004.

58



Arg. Bras. Med. Vet. Zootec.

Communication

[Comunicacap

Reverse transcription-polymerase chain reactioayafs rabies virus detection
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Rabies has been reported since antiquity and its polyclonal anti-rabies fluorescein-labeled immune

economical importance is related to its occurrance
domestic animals, which are source of food. Rabies
in herbivorous animals, mainly in cattle, transett

by bats, represents an important limitation to the
development of animal husbandry in Latin America
(Constantine, 2003; Belloto, 2001).

globulins (Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude — INCQS / Fiocruz) and
visualized under an immunofluorescent microscope
(Zeiss) afterwards.

The intra-cerebral mouse inoculation test (MIT) was
conducted according to Meslin et al. (1996). The

The comparison between sequences and segments ofencephalic tissues were triturated in a mortauted

different lyssaviruses and among samples of the
Pasteur Virus strain (PVS) enabled the identifarati

of preserved regions inside of theyssavirus
genome, allowing the design of primers able to
amplify the viral nucleoprotein, glycoprotein arbt
pseudogene (Sacramento et al.,, 1991; Botvinkin et
al., 2003).

Based on those acquired knowledge, protocols for
lyssaviruses identification in clinical specimensrey
developed (Sacramento et al., 1991; Botvinkin ¢t al
2003). Furthermore, phylogenetic analysis of those
viruses was performed after amplicons sequencing
(Ito et al., 2001; Botvinkin et al., 2003).

The goal of this study was to establish a reverse
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR)
assay to identify Lyssavirus genus in clinical
specimens from different origins, by using primers
designed in the nucleoprotein region.

A total of 50 samples of encephalic tissue from
animals infected with the rabies virus were uséd: 4
bovines, 5 equines and 1 chiroptera. Those samples
were received from several municipalities of the
State of Rio de Janeiro, between January 1999 and
June 2001.

The fluorescent-antibody test (FAT) was carried out
according to Meslin et al. (1996). Briefly, the
imprint of the fragments were incubated with
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to 10% in phosphate buffered saline (PBS) pH 7.2,
containing  penicillin ~ 50lU -  streptomycin
0.02mg/ml and clarified by centrifugation at 900x g
for five minutes. The supernatant was collected and
0.03ml of each sample was used to inoculate 21 day-
old albino mice by intra-cerebral route. PBS pH 7.2
was used for inoculation as negative control. The
inoculated animals were observed daily up to 30
days.

The viral RNA was extracted by using TRIZ8I
according to the manufacture’'s recommendations in
10% of clarified supernatant. The RT-PCR assay
was performed as described by Heaton et al. (1997)
with modifications. Briefly, 1l of the extracted
RNA was denatured at 75°C for 10 minutes, cooled
on ice, reverse-transcribed in#40f the RT mix:

2ul of 10uM primer JW12 (5’
ATGTAACACCC/TCTACAATTG 3’ [nt 55-73]),
200U of SuperScript Il Reverse Transcriptase, 1mM
of each dATP, dCTP, dTTP, dGTP, 10U of RNAsin,
5ul of 5X PCR buffer, 1mM dithiothreitol and 15

of 50mM magnesium chloride The RT mix was
incubated for 60 minutes in water bath at 42°C,
boiled for five minutes, and then chilled on icéty-
microliters of the amplification mix (PCR)
containing 1mM of each dATP, dCTP, dTTP, dGTP,
2,5U of Tag-Platinum polymeraseyl5of 10X PCR
buffer, 1,5l of 50mM magnesium chloride anqu4

of a cocktail of 1M of the following primers:
JW12, JW6 (nt 660-641)(5’



CAATTCGCACACATTTTGTG 3 / 5
CAGTTAGCGACATCTTATG 3/ 5’
CAGTTGGCACACATCTTGTG 34,

corresponding to the sequencing of Duvenhage
virus, EBLs 1 and 2, and Mokola virus, respectively
After denaturation at 94°C for two minutes, the PCR
assay consisted of: 40 cycles (94°C/30 seconds,
45°C/30seconds, 72°C/60seconds), linked by a final
extension cycle at 72°C/7minutes. The challenger
virus strain (CVS), kindly provided by the INCQS /
Fiocruz, Brazil and distilled milli-Q water wereads

as positive and negative controls, respectively,
during all procedures. In order to avoid false-
positive results, precautions of manipulation were
carried out during the amplification step, as
recommended by Kwok and Higuchi (1989).

The RT-PCR amplicons were resolved by
electrophoresis on 1.5% agarose fedained with
ethidium bromide (0j5g/ml)?, visualized and
photographed by using a polaroid system gel Doc
100G. After electrophoresis, a specific 606bp
amplicon was observed in all 50 samples analyzed,
showing a 100% agreement with the MIT, including
one false-negative sample by the FAT from an
equine.

The present RT-PCR assay can provide a same day
laboratory diagnosis for rabies virus by using
different animal species. The results obtained
highlighted the potential of the RT-PCR assay as
rapid, specific and sensitive tool for the diagiost
investigation of rabies viruses. Despite the ercell
results obtained by the MIT and FAT, the RT-PCR
has the ability to make a more rapid and definitive
diagnosis allowing more directed intervention
strategy. Furthermore, RT-PCR assay is useful for
the laboratorial diagnosis of rabies viruses from
brain tissues from different animal species from
different geographic regions. The use of specific
primers for the nucleoprotein region of rabies siru
and rabies-related viruses increases substarttialy
possibility of success to detect rabies infection
(Heaton et al., 1997).

The future of the amplification techniques lays in
their capacity to surpass the sensitivity of puest-

mortemdiagnostic techniques or in their suitability
in diagnosis the infection from live animal
secretions. However, diagnostic laboratories alle st
performing time-consuming and less sensitive
techniques (Sacramento et al.,, 1991). For
Kamolvarin et al. (1993) the RT-PCR technique for
rabies diagnosis shows important additional
advantages compared to the FAT and the MIT: a) it
should be used in clinical specimens in bad
conditions  of  conservation  (material in
decomposition) that often occurs in localities with
tropical climate such as Brazil; b) it is fastearttthe
MIT which often requires an interval of 10 to 30
days for a conclusive result. Our data corroborate
with those findings when one clinical specimen
(equine 22/06/01) was false-negative by the FAT,
but it was identified as positive by the RT-PCR and
by the MIT as well, however only 21 days after
animal inoculation.

Another importance in routinely using molecular
techniques for rabies virus detection is that they
allow the implementation of prophylactic and
control measures. It also plays an important role i
the disease epidemiology once it helps to identify
the reservoir in the routine diagnosis (Ito et al.,
2001, 2003).

Recent findings of new bat lyssaviruses throughout
the world are showing the importance of molecular
methodologies used for diagnosis and for
characterization of Lyssavirus genus as well
(Botvinkin et al., 2003). Our study, in agreement
with previous studies performed in Brazil, shows
valuable contribution of molecular analysis methods
for rabies virus diagnosis, justifying the
implementation of a RT-PCR as a methodology in
routine rabies diagnosis in Brazil. It is concluded
that the methodology implemented in this study
could be successfully used in the routine diagnosis
because it was rapid, specific and showed a high
sensitivity, contributing positively for the labdoay
diagnosis of rabies virus in tropical countries.

Keywords: rabies virus, reverse
polymerase chain reaction, diagnosis

transcription-

RESUMO

Este estudo teve por objetivo implantar um protocdé amplificacdo gendmica, precedida de transarica
reversa (RT-PCR) para o gene da nucleoproteinaidess\da raiva, para a utilizacdo dessa metodologin
laboratérios onde sdo realizadas investigagdes padetecgdo do virus rabico. Foram utilizadas 5Matras

de tecido encefalico de animais (44 bovinos, Sreggie 1 quirdptero) oriundos do Estado do Rio decilla,
positivos por imunofluorescéncia direta e/ou préwaldgica para o virus rabico. A extracdo do RNAf&ta a
partir da suspenséo a 10% em PBS pH7,2 do tecidefélico utilizando-se a metodologia de TRIzolTNe(L
Technologies) e o protocolo de RT-PCR descrito featon et al. (1997), incluindo algumas modificas;de
Dentre as 50 amostras analisadas, 50 foram postpela prova biolégica e pela RT-PCR e destaspdni
positivas pela imunofluorescéncia direta. Estesultasos demonstram ser este protocolo de RT-PCR uma
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metodologia sensivel, especifica, rapida e extreemden valiosa, podendo ser utilizada como rotina em
laboratérios que trabalham no diagnéstico de virakico.

Palavras-chave: virus da raiva, transcricao reveérsacao em cadeia pela polimerase, diagndstico
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2004.
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ABSTRACT

Thirty-three rabies virus samples isolated frontleahorses and bats from different regions
of Rio de Janeiro State in the southeastern regfi@razil, were analyzed on the basis of
direct sequencing of 514 pb amplicons from the emjtotein codifying region. The
sequences were verified regarding their genetaticgiship. No significant genetic
differences were observed between samples isdiateddifferent hosts and geographic
regions over the last six years. The results indatéhat the variability observed probably
occurred due to synonymous modifications. This satgythe importance of continued efforts
in gene diversity monitoring in rabies virus fiddmples, since genetic modifications could

eventually lead to vaccine failure.

rabies virus / RT-PCR / sequencing / filogenetic alysis

INTRODUCTION

Rabies epidemiology is described as occurringyahes, one among wild
animals, which occasionally extrapolates to the elstin environment, usually rural, and an
urban cycle. These cycles can interweave, affec@vgral mammalian species [15]. A
geographic overlap of the two principal rabies egabccurs in Latin America: (a) the
terrestrial cycle, with the dog as the principahsmitter and most frequent cause of rabies
transmission to humans; and (b) the aerial cychererthe haematophagous Basmodus
rotundusis the principal representative, usually trangngttabies among domesticated
herbivores [13].
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The number of human and canine rabies cases diegjmoshe Americas has suffered
a reduction, although disease transmission frord veiservoirs to domesticated animals and
humans continues to expand, and has gained theiatt®f health and sanitary authorities
[18]. Although rabies transmission through caniimg still remains a serious public health
issue in the Americas, as in other continents sviransmission by certain other wild species
is a potential risk in several countries of the Aicen continent and bats are the wild
mammals most commonly involved in rabies transmis$d humans, with the
haematophagous bBesmodus rotunduseing the most important species in Latin America
[4].

Considering the fact that reports of cases of emtsensmission by bats has increased
over the last few years, molecular studies of mabiris samples identified in diseased
herbivores, could uncover knowledge which woulghelidentify the best strategies to
control this disease and the development of mdeetdfe preventative methods [5, 7, 16].

The potential for rapid rabies virus diagnosis mpéfication reactions (RT-PCR) at
the nucleoprotein region, in patients in whom caoniamal methods fall, i.e. direct
immunofluorescence and biological test, has beemdstrated. Additionally, the authors
presented the potential of this method, when aatstiwith genetic analysis, in suggesting
the possible transmitter animal and the probabdgggohic origin of the sample by the
similarity between the samples under study, whelaied from the same source [17].

The present work carried out genetic analysis df gfathe gene segment relative to
the nucleoprotein of 33 rabies virus samples isdlitom brain tissue of animals, collected in

the period of 1999 to 2004, from different geogiaphgions of the Rio de Janeiro State.

MATERIAL AND METHODS

Standard virus and sampleBhe National Institute of Health Quality Control
(INCQS/Fiocruz) provided the laboratory virus, ¢éage virus standard (CVS), used as a
control sample. Thirty-three samples of brain maténfected with virus, being: 27 from
cattle, 5 from horses and 1 from bat, which werd sethe Animal Biology Laboratory
(LBA) of the Agropecuary Research Company of Riddeeiro State (PESAGRO — RIO),
originating from different municipalities of Rio daneiro State were studied. All the samples
were positive for rabies virus by the direct immilmarescence and biological tests [14].

In addition to the nucleotide sequences identiietthis work, some sequences from

the GenBank were used in the genetic analysis €THbl
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Table 1. Nucleotide sequences used in the gensigsas.

Species Origin Identification number
Desmodus rotundus Brazil Af357285
Desmodus rotundus Brazil Ab201805
Desmodus rotundus Brazil Ab083814
Desmodus rotundus Brazil Ab083807
Eptesicus furinalis Brazil Ab201812
Eptesicus furinalis Brazil Ab201813
Nyctinomops laticaudatus  Brazil Ab201807
Nyctinomops laticaudatus  Brazil Ab201806
Molossus molossus Brazil Ab201816
Molossus molossus Brazil Ab201815
Molossus abrausgi Brazil Ab201818
PV France X03673
CVSs United Kingdom Ay102992
SAD Germany M31046

RNA extraction and RT-PCR/iral RNA extraction was performed directly on a
suspension of 10% brain tissue in PBS (0.01M NallFRIDL5M NaCl, pH 7.2) by the
TRIzo™ method (LifeTechnologies), according to the protoalescribed by the
manufacturer. RT-PCR was realized with the follayvmodifications [9]: 5uL of extracted
RNA was denatured at 75°C for 10 minutes, chilladag@ for 2 min and added to 20 of
solution for cDNA synthesis (2.0L of buffer 10 X, 0.12uL of RNAsin 40U/uL). PCR was
realized at a final mixture volume of pll (1.5 uL of magnesium chlorate 50mM, 0.2k of
Tag-Platinum polymerase 200UL). After denaturation at 95°C for 2 min, 40 cyctd<94°C
for 45 s, 55 °C for 60 s and 72 °C for 90 s wewsdized. After cycle completion, a final
extension of 72°C for 600 s was programmed.

CVS virus and Ultra Pure DNAse, RNAse free Gibtdlistilled water were used as
positive and negative controls, respectively. Toidvalse positive results, considerations
regarding manipulation during the amplificationg&a were implemented [12]. The amplified
product containing 804 pb, was processed by elgiotn@sis in 1.5% agarose gel, stained
with ethidium bromide (0O4og/mL) and analyzed in an image processor, UVP-Bagimg
Systems, model Pro-Series Captures Kit MV.

Direct sequencing and genetic analysihe PCR products were purified using a
QIAquick PCR purification kit (QIAGEN Inc. Valenci@A. USA) and posteriorly sequenced
with the same pair of primers used in the RT-PC&tiens. Sequencing was carried out by

the dideoxynucleotide chain termination method gisBigDye™ in an ABI Prism 3100
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Automatic Sequencer (Applied Biosystems). The pcteluvere purified by precipitation in
ethanol and resuspended in formamide. The sequentamed from the gene were aligned
and edited in a BioEdit Sequence Alignment Editeergion 6.0.5.2) and submitted for
analysis using the software MEGA 3 (Molecular Eviolnary Genetics Analysis — version
3.1). Phylogenetic reconstruction was achieveduiinahe neighbor-joining algorithm, based
on the method of Kimura 2 parameter distance egtsn8ootstrap analysis was realized with
1000 repetitions.

RESULTS
All the samples analyzed were positive by direainumofluorescence, biological test

and RT-PCR. The sequences obtained from the PCRifimshdragments of the N gene,
aligned and edited in a BioEdit Sequence AlignmEditor (version 6.0.5.2), generated
amplicons with 514 base pairs of the nucleopromadifying region, and produced five
separate clusters or groups within genotype 1 (BigThe ‘Desmoduwariant” produced two
distinct groups, called | and Il, with samples freeveral geographic regions. The results of
the protein analysis (data not shown) indicated timasignificant differences exist between

groups | and II.
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parameter evolution model. The numbers represertdiotstrap values with 1000 replicas.

66



DISCUSSION
The genetic variability ofLyssavirus populations causing encephalitis in animal

species had already been verified serologically emgbirically, even before virology was
established as a science, with different “cyclefsfabies defined according to species by the
expression of the infection (Bahaoetl al, 1998).

Rabies in Brazil has been verified as occurringpa ecological cycles, one urban and
the other wild. Rabies cases in the urban environn@ave been less frequent, due to
responsible ownership, cat and dog population obnénd vaccination campaigning,
principally in large Brazilian cities such as S&u® and, Rio de Janeiro. In contrast, rabies
of wild origin has been more evident and many caseslving bats have been reported
(Heinemanret al, 2002; Bellotcet al, 2005; Kobayastlet al, 2005).

Deforest and bush clearing, leading to environmeahsquilibrium and the increased
contact of haematophagous bats with humans ané,gatbbably caused the recent episodes
of rabies in humans by lineage straidentified as originating from bats of tli@&esmodus
rotundus species, in Para and Maranhdo states in 2004 @08, 2espectively. Thus, this
strain, previously identified as the cause of eooigdosses in cattle of around 15 million US
dollars per year (Anonymous, 2005; Bordigredral, 2005), has come to represent a serious
public health problem.

The results of the present study suggest thatdhies virus populations in current
circulation in Rio de Janeiro State are relateds#&mples originating fromDesmodus
rotundus Other authors, working with samples isolated fritva brains of herbivores, also
observed that the virus strain identified in thasémals originated from the b&tesmodus
rotundus corroborating the present results (Roneijral, 2003; Bordignoret al, 2005).

Some insectivore batd1pllosussp. and Eumopssp.) were also found infected with a
variant strain of rabies virus genetically simitarthat found in thédesmodus rotundulsat
species, suggesting that transmission of this nanacurs between these species (Kobayashi
et al, 2005).

Studies affirmed that the N gene is well conservadking its use convenient for
evolutive studies (Bourhgt al, 1992). Others described the N gene as a vetlyoosserved
region, being independent of the historic passdgee virus (Araiet al, 1997). In 2000,
David et al. demonstrated the use of the N protein to dete¥ritie genetic origin of viral
RNA sequences. The gene segment that gives righetaucleoprotein (N protein) was
presented as the most stable of the rabies virusclpa which may justify the greater
homogeneity of the protein it produces (Dagtdal, 2000).
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Selection of virus populations principally occussMariations in the external proteins,
permitting the rejection or fusion of a specificaliparticle to the cell. Any mutation in these
proteins, together with cell variation in the infea environment, alters the successful fusion
of the virus population, the subsequent infectiod disease outcome.

In this study, one of the clusters (PV, CVS, SADOB41) was observed significantly
separated from the other samples. This is inteigsbecause sample 41 is an isolate from
bovine known to have been bitten by an haematoptsabat, similar to an haematophagous
bat sample (AF357285) who is grouped with fixedusisamples, all of these later being
canine variants (Heinemamt al, 2002).

Temporal and geographic variations were not obsertfes suggesting that the virus
present in the State of Rio de Janeiro has noemdfsignificant variation over time nor in
relation to geographic region. The hydrographicinsmsare an important factor for the
dispersion of virus populations between differeabgraphic regions crossed by the same
river (Heinemanret al, 2002; Romijnet al, 2003). The results of this work suggest that the
samples could have been dispersed in this manimee they mainly came from one single
large hydrographic basin, the Paraiba do Sul riwéich crosses Rio de Janeiro State from
North to South.

Molecular comparisons (data not shown) with thesel groups and groups | and Il
of the desmodus variant showed that no signifid#fgrences of nucleotide substitution exist
between these groups. The results indicate thatahability observed probably occurred due
to synonymous modifications, no evidence existinf am accumulative effect of
nonsynonymous modifications and eventual epitopgations (Kisset al, 1995; Heinemann
et al, 2002).

Final analysis of the data indicates that contirsuefiorts in the monitoring of gene
diversity in rabies virus field samples is impofiasince genetic alterations in this material
could produce modifications in the protein respblesfor immunogenic response, leading to

an eventual vaccine failure.
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