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ABSTRACT .-Teixeira T.F., Batista H.B.C.R.. Schmidt E., Roéilf: PM 2004.[Antigenic
studies of rabies virus isolate in the state of Rio Grande do Sul]. Estudo antigénico de
amostras do virus da raiva isoladas no Rio Grande do Sul. Pesquisa Veterinaria Brasileira
Vol(x):pag-pag. Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor, FEPAGRO-Satde
Animal, Cx. Postal 2076, Porto Alegre, RS 90001-970, Brasil. E-mail: thaisny(@bol.com.br
Rabies virus (RV) is regarded as an antigenically stable agent. Déspite that,
differences have been found among isolates from distinct species. In attempting to examine
the occurrence of RV antigenic variants, a study was conducted on RV samples isolated at
the rabies diagnosis laboratory of the Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor,
from january to october 2004. Thirty-three isolates from different species of origin were
submitted to antigenic characterization with a panel of 12 monoclonal antibodies to
Lyssavirus antigens. Such analyses allowed to distinguish two antigenic groups of variants;
one major group (n=30) was formed by 29 bovine isolates and one equine isolate; another
group was formed by three isolates, one from cattle and two from non haematophagous bats.
Such antigenic differences, once confirmed by further studies, may also be useful as

epidemiological markers to determine the host species of origin of the isolates.

INDEX TERMS: Rabies, monoclonal antibodies.
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RESUMO.-O virus da raiva ¢ considerado muito estdvel antigenicamente, apesar disto
diferengas tém sido encontradas entre amostras de virus isoladas de diferentes espécies.
Com a finalidade de identificar estas variantes do virus da raiva, foi realizado um estudo
antigénico de amostras do virus da raiva isoladas no Instituto de Pesquisas Veterinarias
Desidério Finamor, no periodo de janeiro a outubro de 2004. Trinta e trés amostras de virus
isoladas de diferentes espécies animais foram submetidas a caracteriza¢@o antigénica com
um painel constituido por 12 anticorpos monoclonais (AcMs) dirigidos contra antigenos de
Lyssavirus. Através dessa andlise foi possivel identificar dois grupos antigenicamente
distintos, um deles formado pela maioria dos isolados de origem de bovinos (29 de bovinos
e uma de eqiiino) ¢ outro grupo formado por duas amostras isoladas de morcegos ndo
hematofagos e uma de origem bovina. As diferen¢as antigénicas aqui detectadas, se
confirmadas por estudos subseqtientes, poderdo vir a ser tteis inclusive como marcadores

epidemiologicos para a determinac@o da origem dos isolados.

TERMOS DE INDEXACAO: Raiva, anticorpos monoclonais.



INTRODUCAO

A raiva € uma doenga aguda, quase que invariavelmente fatal, causada por um virus
neurotropico e caracterizada principalmente por sinais de comprometimento nervoso. O
virus da raiva pertence a familia Rhabdoviridae, género Lyssavirus (Tordo 1996) e, como
tal, possui um genoma de RNA de fita simples ndo segmentado, de polaridade negativa
(Koprowski 1996). O género Lyssavirus esta atualmente dividido em sete gendtipos (Bourhy
et al. 1993, Amengual et al. 1997, Gold et al. 1998). O principal gendtipo do género € o
virus da raiva classica (genotipo 1) que apresenta distribuicdo mundial (Smith et al. 1995)
sendo o Unico genotipo, até 0 momento, isolado nas Américas. Os demais gen6tipos, Lagos
bat (gendtipo 2), Mokola (gendtipo 3), Duvenhage (genotipo 4), EBL1 (genétipo 5), EBL2
(genotipo 6) e ABL (genotipo 7) formam o grupo denominado “virus relacionados com a
raiva”, os quais apresentam uma distribuicdo geografica mais restrita.

O virus rabico ¢ mantido na natureza por dois ciclos ocasionalmente inter-
relacionados: o ciclo urbano e o ciclo silvestre. No Brasil, o ciclo urbano da raiva é mantido
principalmente por cdes (Germano et al. 1990). A dissemina¢do da raiva urbana ocorre
através de agressdes de animais infectados com o virus rabico. Ja no ciclo silvestre o
morcego hematoéfago (Desmodus rotundus) ¢ o principal reservatorio do virus, transmitindo
a doenca aos bovinos e ocasionalmente ao homem. Entretanto, outras espécies sdo
eventualmente envolvidas, como € o caso dos morcegos nio-hematofagos, os quais também
podem transmitir o agente (Germano 1994).

Apesar do virus da raiva ser considerado um virus antigenicamente estavel, diversos
estudos tém evidenciado diferengas importantes entre as amostras as quais sio denominadas
“variantes” do virus rabico (Loza-Rubio et al. 1999, Ito et al. 2001, Paez et al. 2003). Estas
diferencas tém sido identificadas tanto na constituigdo antigénica das amostras, como na

composi¢ao gendémica das mesmas (Schaefer et al. 2004). Na caracterizagdo antigénica de



variantes, anticorpos monoclonais (AcMs) especificos tem sido de extrema valia na
identificagdo de variantes, o que ndo era possivel com soros policlonais (King 1991, Losa-
Rubio et al. 1996, Delpietro et al. 1997). Na maioria dos estudos envolvendo tais andlises,
0s isolados sdo testados frente a painéis de distintos AcMs, 0 que € geralmente identificado
por imunofluorescéncia indireta (King 1991, Schaefer 1999). O perfil de reatividade obtido
permite a comparagdo entre as amostras ¢ sua categorizagdo de acordo com padrdes de
reagdo. Além da diferenciagdo entre variantes do virus. esse tipo de andlise permite
ocasionalmente determinar a fonte de infeccdo, funcionando como uma importante
ferramenta epidemiolégica (Schaefer 2004). Em nosso laboratério tem sido utilizado um
painel preparado contra antigenos de diferentes Lyssavirus. O mesmo tem demonstrado ser
altamente eficaz na identificacdo de variantes.

O Instituto de Pesquisas Veterindrias Desidério Finamor € o centro de referéncia para
diagnéstico de raiva no Rio Grande do Sul (RS). Anualmente, mais de 2500 amostras de
animais suspeitos provenientes de todo o Estado sdo submetidas a diagndstico na institui¢ao.
O presente estudo teve como objetivo realizar a caracterizagdo antigénica de amostras do

virus da raiva isoladas no periodo de janeiro a outubro de 2004.

MATERIAL E METODOS
Diagnostico de raiva

O diagnéstico de raiva foi realizado com base em metodologias padronizadas
(Meslin et al. 1996). Essencialmente, o diagnéstico € realizado através do exame de
impressoes de tecido nervoso por imunofluorescéncia direta, sendo o resultado

posteriormente confirmado através da inoculagdo em camundongos lactentes (Dean et al.

1996).



Imunofluorescéncia direta

Impressdes de tecido nervoso sob teste foram feitas em laminas de microscopia e
fixadas em acetona fria por 30 min. Apds a fixagdo, as laminas foram lavadas brevemente
em PBS (NaCl 0,15 M, Na,HPO40,07 M , KH; PO4;8 mM H,O q.s.p. 1 L, pH 7.2) e sobre
as mesmas foi adicionado um conjugado fluoresceina/soro policlonal anti-nucleocapsideo do
virus rabico (FIOCRUZ). As laminas cobertas com conjugado foram entfo incubadas
durante 30 minutos a 37 °C em camara umida. Apds a incubagio, estas foram lavadas em
PBS, secas a temperatura ambiente e cobertas com uma laminula montadas em glicerol a 50
% em PBS. Para a leitura das laminas utilizou-se um microscopio de fluorescéncia (Zeiss

Axiolab), com objetiva seca de 40 X e oculares de 10 X.

Isolamento do virus em camundongos
Camundongos lactentes ou de 3 a 4 semanas foram infectados por inoculagdo
intracerebral com suspensdes de tecido nervoso dos animais infectados, preparadas a 10%

em PBS, pH 7.4 como descrito por Koprowski (1996).

Amostras de virus e caracterizagdo antigénica

Trinta e trés amostras de virus rabico, sendo 30 de origem bovina, 2 de origem de
morcegos ndo hematofagos e uma de um eqtiino, foram isoladas no periodo sob estudo e
submetidas a caracterizagio antigénica. As analises dos perfis de reatividade foram
efetuadas com um painel de 12 AcMs dirigidos contra antigenos do nucleocapsideo viral
(Schaefer, 1999). Os AcMs 5A3, 5G2 e 7C1 foram preparados por Schaefer R. (1999); os
AcMs L3, L18, DBI, DB3, DB4, D3, DB9 e M11 foram preparados por King A.(1991) e o
AcM ES5A7 foi preparado por Pantoja (1993). O padrdo de reatividade foi avaliado através

da técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI), como descrito previamente (King 1991,



Schaefer 1999). As amostras foram classificadas como positivas (reagédo evidenciada por IFT)

ou negativas (reagdo ndo evidenciada).

RESULTADOS

A figura 1 apresenta o numero total de animais recebidos para diagndstico de raiva e
o total de amostras positivas. Entre janeiro e outubro de 2004 foram examinadas 2261
amostras. Desse total, 33 (1,45%), sendo 30 de bovinos (90,9%), 2 de morcegos nio
hemato6fagos (6,1%) e uma de eqtiino (3,0%), tiveram diagndstico positivo, correspondendo
as amostras aqui caracterizadas. Todas as amostras de caninos (1888) foram negativas ao
diagndstico de raiva.

Quanto a andlise antigénica, o perfil de reatividade dos isolados frente aos anticorpos
monoclonais € mostrado na tabela 1. Oito dos doze AcMs (5A3, 5G2, 7C1, E5A7. L3, DB1
DB3 e DB4) reconheceram epitopos em todos os virus isolados. Trés dos doze AcMs (D3,
DB9 e M11) néo reagiram com nenhum dos isolados examinados. O AcM L18 ndo reagiu
com epitopos de nenhum isclado exceto dois isolados de morcegos ndo-hematofagos e um
isolado de bovino. Com base nesse perfil de reatividade, os isolados puderam ser divididos
em dois grupos (tabela 1). O primeiro grupo consiste em isolados de vinte e nove bovinos e
um eqiiino e o segundo contem isolados de dois morcegos e um bovino com perfis de

morcegos ndo-hematofagos.

DISCUSSAO

As amostras de caninos (1888 amostras — 83% do total), analisadas durante o periodo
do trabalho foram negativas ao diagnostico de raiva, isto demonstra que o ciclo urbano da
raiva se mantém controlado no estado, ja que ndo existem mais casos de raiva em caninos

desde 1988.



Apesar da raiva urbana estar controlada no Rio Grande do Sul, a raiva em bovinos,
transmitida essencialmente por morcegos hematofagos, continua endémica. No presente
estudo, trinta e trés amostras do virus da raiva foram submetidas a andlise antigénica, sendo
identificadas duas possiveis variantes do virus. O grupo constituido pela variante mais
freqiientemente identificada foi constituido por 29 amostras de bovinos e 1 amostra de
eqiiino, as quais apresentaram o mesmo perfil identificado em amostras de morcegos
hemat6fagos em estudos prévios (Schaefer et al. 2004). Estes dados s@o coerentes, uma vez
que o morcego hematéfago Desmodus rotundus € a principal fonte de infec¢do para
herbivoros. A reagiio positiva frente ao AcM L 18 permitiu identificar diferengas antigénicas
em trés amostras isoladas, sendo uma de origem bovina e duas de origem de morcegos nio
hematofagos, das espécies Tadarida brasiliensis € Myotis nigricans. Embora a tnica
diferenga antigénica detectavel tenha sido a reatividade frente a um dos AcMs utilizados, tal
achado pode ser significativo se futuramente apoiado por analises adicionais, tais como
RT/PCR de segmentos gendmicos ou sequenciamento. Estudos nesse sentido estdo
presentemente em andamento no laboratorio.

E importante salientar que os perfis antigénicos detectados sdo bastante estaveis, pois
mesmo apds uma passagem do virus no hospedeiro acidental (tal como ¢ o caso em bovinos)
ou inoculagdo experimental em camundongos, os resultados dos testes se mantém
inalterados. Portanto, tais variagdes parecem importantes, podendo ser indicativas de uma
busca de adaptagd@o do virus & espécie hospedeira. Como exemplo, evidéncias recentes tém
sugerido que o ciclo biol6gico da raiva em morcegos ndo hematéfagos é distinto daquele em
morcegos hematdfagos, apesar de ocasionalmente essas espécies ocuparem o mesmo abrigo,
embora em locais separados e independentes. As diferengas antigénicas aqui observadas

podem, portanto, representar um aspecto desse esfor¢o adaptativo. €OA
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A constatag@o da presenga do virus em morcegos ndo hematéfagos e da possibilidade
de que os mesmos estejam endemicamente infectados com o virus da raiva introduz uma
preocupacio especial, em vista da possibilidade do contato humano com os mesmos. Por
exemplo, o morcego insetivoro Tadarida brasiliensis € bastante comum no meio urbano no
Brasil e tem sido encontrado ocasionalmente contaminado com raiva, mesmo em grandes
cidades onde ndo sdo encontrados morcegos hemat6fagos e onde a raiva canina é inexistente.
Tal como as amostras de morcegos ndo hematofagos examinadas no presente trabalho
isoladas no IPVDF e no municipio Marques de Sousa (PG 1844/04 e 2077/04
respectivamente). Dessa forma, os cuidados a serem tomados para evitar a contaminagdo de
humanos devem ser revistos, buscando incluir uma maior conscientizagdo sobre o potencial
papel de morcegos ndo hematéfagos na transmissio da doenga.

Em concluséo, a caracterizagdo antigénica com os AcMs aqui empregados pode ser
importante na identificagdo de variantes antigénicas, as quais podem ter valor inclusive
como marcadores epidemiologicos. Estudos futuros, com um maior nimero de isolados de
diferentes espécies, deverdo permitir uma avalia¢do mais aprofundada da eficacia dos AcMs

na identificagdo dessas variantes em nosso meio.
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ANEXO

Legenda das figuras

Figura 1. Numero de amostras recebidas por espécie e nimero de diagndsticos

positivos para raiva no periodo de janeiro a outubro de 2004.

Quadro 1. Reatividade das amostras de virus da raiva frente a um painel de

anticorpos monoclonais.
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Tabela 1.

Isolados Anticorpos Monoclonais
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%(+) Reagdo positiva na técnica de imunofluorencéncia indireta.
b(—) Reagdo negativa na técnica de imunofluorescéncia indireta.
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margens de, no minimo, 2,5 cm. O texto deve ser corrido, com as
legendas das figuras e os Quadros no final. As Figuras (inclusive
‘graficos) devem ser salvados em arquivos separades, porque
quando sdo salvados junto com o texto, carregam a extensao “doc” e

perdem as informagdes do programa onde foram gerados, resultando,
assim, em md qualidade ou perda das imagens;

b) aredagao dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto
quanto possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada
para notas de rodapé serao niimeros arabicos colocados em sobrescrito
apos a palavra ou frase que motivou a nota. Essa numeracio serd continua;
as notas serao langadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo sinal de
chamada. Todos os Quadros e todas as Figuras serdo mencionados no
texto. Estas remissoes serao feitas pelos respectivos nlimeros e, sempre que
possivel, na ordem crescente destes. Abstract e Resumo sero escritos
corridamente em um s6 paragrafo € nio deverdo conter citacoes
bibliograficas.

c) no rodapé da primeira pdgina deverd constar endereco
profis-sional completo do(s) autor(es) e E-mail do autor para °
correspondéncia;

d) siglas e abreviages dos nomes de institui¢des, ao aparecerem pela
primeira vez no trabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas do
nome por extenso;

e) citagoes bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor e ano”;
trabalhos de dois autores serdo citados pelos nomes de ambos, e de trés
ou mais, pelo nome do primeiro, seguido de “et al.”, mais o ano; se dois
trabalhos nao se distinguirem por esses elementos, a diferenciacao serd
feita através do acréscimo de letras mindsculas ao ano, em ambos.
Trabalhos ndo consultados na sua integra pelo(s) autor{es),
devem ser diferenciados, colocando-se no final da respectiva
referéncia, “(Resumo)” ou “(Cit. Fulano 19..)"; a referéncia
do trabalho que serviu de fonte, serd incluida na lista uma
s0 vez. A mengao de comunicacao pessoal e de dados nao publicados é
feita no texto so-mente com citagao de Nome e Ano, colocando-se nalista
das Referéncias dados adicionais, como a Instituicgdo de origem do(s)
autor(es). Nas citagoes de trabalhos colocados entre parénteses, ndo se
usara virgula entre o nome do autor e 0 ano, nem ponto-e-
virgula apés cada ano; a separagdo entre trabalhos, nesse caso, se
fara apenas por virgulas, exemplo: (Flores & Houssay 1917, Roberts 1963a,b,
Perreau et al. 1968, Hanson 1971);

f) a lista das Referéncias deverd ser apresentada com o minimo de
pontuacao e isenta do uso de caixa alta, com os nomes cientificos’
em itdlico (grifo), e sempre em conformidade com o padrido
adotado no fltimo fasciculo da revista, inclusive quanto a
ordenacao de seus varios elementos. '

3. As Figuras (gréficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais, em
papel ou outro suporte, deverdo ser anexadas ao trabalho, mesmo
quando escaneadas pelo autor. A chave das convencoes adotadas sera
incluida preferentemente, na area da Figura; evitar-se-a o uso de titulo ao
alto da figura. Cada Figura serd identificada na margem ou no verso, a trago
leve de lapis, pelo respectivo niimero ¢ 0 nome do autor; havendo possibilidade
de divida, deve ser indicada a parte inferior da figura pela palavra “pée”.
Fotografias deverao ser apresentadas preferentemente em preto e branco,
em papel brilhante, ou em diapositivos (“slides”) coloridos. Quando as fotos
forem obtidas através de cimeras digitais, os arquivos, sempre que passivel
com a extensao “tiff” (evitar a extensao "“jpg"), deverao ser enviados como
obtidos (sem tratamento ou alteragces); somente quando a cor for elemento
primordial a impressao das figuras sera em cores. Para evitar danos por
grampos, desenhos e fotografias deverao ser colocados em envelope.

4. As legendas explicativas das Figuras conterio informagoes
suficientes para que estas sejam compreensiveis, e serdo apresentadas
no final do trabalho.

5. Os Quadros deverdo ser explicativos por si mesmos e colocados
no final do texto. Cada um terd seu titulo completo e seréd caracterizado
por dois tragos longos, um acima e outro abaixo do cabecalho das colunas;
entre esses dois tragos podera haver outros mais curtos, para grupamento
de colunas. Ndo h& tragos verticais. Os sinais de chamada serao
alfabéticos, recome¢ando de ¢ em cada Quadro; as notas serao
langadas logo abaixo do Quadro respectivo, do qual serdo separadas por
um trago curto, a esquerda.
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