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Estudo antigénico de amostras do virus daraivaisoladas no Rio Grande do Sul, Brasil

Antigenic studies on rabies virus isolates from the state of Rio Grande do Sul, Brazil

Thais Fumaco Teixeira', Helena Beatriz de Carvalho Ruthner Batista?, Eduardo Schmidt? & Paulo Michel Roehe!?

RESUMO

O virus daraiva (VR) membro do génkyssavirusfamiliaRhabdoviridaeapresentaete genotipos presentemen-
te identificados, sendo o VR classificado como genotipo 1. Além disso, 0 VR é o Unico membro do/géadrasaté o pre-
sente identificado na América do Sul. Apesar de ser considerado muito estavel antigenicamente, diferencas tém sido encontra-
das entre amostras isoladas de diferentes espécies, as quais sdo denominadas “variantes”. Buscando a identificagdo de pos:
veis variantes ou lissavirus de outros genotipos circulantes no Estado do Rio Grande do Sul, foram examinadas 47 amostras d
VR isoladas de diferentes espécies (bovinos, morcegos ndo-hematéfagos e equiino), coletadas entre janeiro de 2004 e fevereir
de 2005. As amostras foram submetidas a caracterizagdo antigénica com um painel constituido por 12 anticorpos monoclonais
(AcMs) dirigidos contra antigenos de lissavirus. Através dessa analise foi possivel confirmar que todos os isolados examinados
eram membros do gendtipo 1. Além disso, foi possivel identificar dois grupos antigenicamente distintos, sendo que o maior
deles incluiu a maioria das amostras examinadas (39 de bovinos, 4 de morcegos nao hematoéfagos e uma de equino). Um outr
grupo foi constituido por duas amostras isoladas de morcegos ndo hematéfagos e uma terceira, de origem bovina, que apre
sentava um perfil diferenciado de reatividade antigénica. Tanto as amostras do grupo maior quanto o Ultimo acima mencionado
apresentaram perfis de reatividade distintos daquele usualmente detectado em amostras de VR de origem de cées domésticc
(as quais ndo tém sido identificadas no Rio Grande do Sul ha mais de 15 anos). Essas analises revelam que existem em noss
meio variantes de VR que parecem adaptadas a diferentes hospedeiros naturais. Tais diferencas podem vir a ser Gteis como ma
cadores epidemioldgicos.

Descritores: raiva, anticorpos monoclonais, estudo antigénico.

ABSTRACT

Rabies virus (VR) member of thgssaviruggenusRhabdoviridadamily, present seven genotypes presently iden-
tify, being the VR classified as genotype 1. Moreover, VR is theLlgsbkavirussolated in the South America. Despite the same
to be regarded antigenically stable, differences have been found among isolates from distinct species, which are denominated
“variants”. In attempting to examine the occurrence of rabies virus (RV) variants or disstwirus genotype in the State of
Rio Grande do Sul, in the present study was examineted 47 samples of viruses isolated from different host species (bovine, non-
haematophagous bats and equine) between January 2004 to February 2005. The isolates were submitted to antigenic analysi
with a panel of 12 monoclonal antibodies (Mabs) directégidsavirusantigens. Such analysis allowed to confirm that all iso-
lates were member of genotype 1. Moreover, was possible to distinguish two antigenic groups of variants, the major group in-
cluded (39 bovine isolates, 4 from non-haematophagous bats and one from a horse). Another group consisted of two non-hae-
matophagous bat isolates as well as one cattle isolate, which had different antigenic characterization. Both groups displayed
a Mab reactivity profile distinct from that displayed by dog isolates (which have not been detected in Rio Grande do Sul for
more than 15 years). Such antigenic differences reveal that viruses adapted to distinct hosts retain antigenic pral@sties that
the identification of the origin of the isolate. These are useful epidemiological markers to determine the natural hést species
the viruses.
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INTRODUGAO cego insetivoro isolada na Dinamarca), D3 (prepara-
O virus da raiva (VR) pertence a famihab- da com antigenos de uma amostra do virus Duvenha-
doviridae,génerd.yssavirug19]. Até agora séo reconhe- ge) e M11 (preparada com antigenos do virus Mokola)
cidos sete gendtipos do mesfn@,6] sendo o principal foram preparados por Kirgl. O AcM E5A7 foi pre-
0 VR classico, de distribuicdo mundial e, atualmentgarado por Pantoja3]. O teste utilizado para as anali-
0 Unico gendtipo isolado nas Américas. O VR é mantses dos perfis de reatividade foi a imunofluorescéncia
do na natureza por dois ciclos, ocasionalmente intandireta (IFI), como descrito previamergeLs]. Lami-
relacionados, o ciclo urbano, associado a caes, e o ciolas com impressdes de encéfalos positivos foram fixa-
silvestre a morcegos, particularmente a espécie hentis em acetona a 4°C por 30 min e, apos a fixacao,
té6fagaDesmodus rotundysi]. Na maior parte do Bra- incubadas com soro de coelho a 37°C por 30 min em
sil, a raiva urbana ainda é endénfitaEntretanto, ou- camara Umida. Posteriormente foram lavadas com PBS
tras espécies parecem ser eventualmente envolvidas(NaCl 0,15M, NeHPO, 0,07M, KHPO, 8 mM, HO
ciclo, como é o caso dos morcegos nao-hematdfggos g.s.p. 1L, pH 8,5) e 4gua destilada, secas a tempera-
O Rio Grande do Sul apresenta statusepide- tura ambiente e sobre elas adicionados os AcMs e 0s
mioldgico peculiar em relacdo a raiva, pois ndo 0cosoros controles positivo e negativo. As laminas foram
rem casos de raiva urbana ha aproximadamente 17 anmsvamente incubadas a 37°C por 30 min em camara
Entretanto, a raiva transmitida por morcegos hematofamida, lavadas e secas como descrito anteriormente.
gos ainda € endémica no meio rural. Por outro lado,A seguir, foi adicionado sobre a lamina uma diluigéo
crescente nimero de casos de raiva em morcegos napropriada de conjugado anti-camundongo/RITC
hemato6fagos vem chamando a atengdo para possivems a incubacgédo e lavagens, as laminas foram mon-
alteracdes na cadeia epidemiolégica da infeccao. Apesadas em glicerol a 50%. As amostras foram definidas
do VR ser considerado um virus antigenicamente es&emo positivas (reacdo evidenciada por IFI) ou nega-
vel, diferencas entre amostras (“variantes” do virus) vétivas (reacdo nao evidenciada).
sendo evidenciadgg9,12,17] Na caracterizagdo antigé-
nica de tais variantes, anticorpos monoclonais (AcMs)
tém sido amplamente utilizadfss,10} Nesses casos, 0 Quarenta e sete amostras do virus da raiva fo-
perfil de reatividade obtido frente a um painel de AcMs;am submetidas a analise antigénica. Oito dos doze AcMs
permite a construcdo de um “perfil” antigénico, o qué5A3, 5G2, 7C1, E5A7, L3, DB1 DB3 e DB4) reco-
viabiliza a comparacdo entre amostras. nheceram epitopos em todos os virus isolados. Trés dos
Este estudo teve como objetivo realizar a caracoze AcMs (D3, DB9 e M11) ndo reagiram com ne-
terizacdo antigénica de amostras de virus da raiva isgium dos isolados examinados. O AcM L18 nao rea-
ladas no Estado do Rio Grande do Sul, no periodo dai com epitopos de nenhum isolado exceto dois iso-
janeiro de 2004 a fevereiro de 2005. lados de morcegos ndo-hematéfagos e um isolado de
bovino. Com base na constatacdo ou nao de reatividade
frente a esse AcM, os isolados puderam ser divididos
Quarenta amostras de virus rabico isoladas dam dois grupos (Quadro 1). O primeiro grupo foi cons-
tecido nervoso, além de sete amostras isoladas no lt#dido por 39 amostras de bovinos, 4 amostras de mor-
boratério de Virologia, CCR/UFSM, foram submetidascegos ndo hematéfagos e 1 amostra de equino, as quais
a caracterizacao antigénica. Das amostras analisada&) reagiram frente ao AcM L18; o segundo grupo pode
40 foram isoladas de bovinos, 6 de morcegos naser formado com isolados de 2 morcegos ndo-hemato-
hematéfagos e uma de origem equina. As analises dagos e 1 de origem de um bovino, que reagiram positi-
perfis de reatividade foram efetuadas com um painghmente ao AcM L18.
de 12 AcMs dirigidos contra antigenos do nucleocapsi-
deo de lissavirugs]. Os AcMs 5A3, 5G2 e 7C1 foram
preparados com antigenos da amostra [@f,®s AcMs Apesar da raiva urbana estar controlada no Rio
L3, L18 (preparados com antigenos de uma amost@&ande do Sul, a raiva em bovinos, transmitida essen-
do virus Lagos Bat), DB1, DB3, DB4 e DB9 (prepa-<ialmente por morcegos hematéfagos, continua endé-
rados com antigeno de uma amostra de origem de morica. No presente estudo, quarenta e sete amostras do
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Quadro 1. Reatividade das amostras de virus da raiva frente a um painel de anticorpos monoclonais, detectado por reacéo
de imunofluorescéncia indireta.

Anticorpos Monoclonais

Isolados
5A3 | 5G2 | 7C1 | EBA7 | L3 DB1 | DB3 | DB4 | L18 D3 DB9 | M1l

PG 1844/04¢, PG 2077/04¢

a b - -
PG 1097/04 AP 847 * - - - - * * * *

PG 035/04, PG 81/04
PG 90/04, PG 509/04
PG 978/04¢
PG 1097/04 N 473
PG 1116/04 N 481
PG 1116/04 N 482
PG 1116/04 N 483
PG 1116/04 AP 848
PG 1150/04, PG 1202/04
PG 1216/04 01
PG 1216/04 05
PG 1230/04 07
PG 1230/04 08
PG 1265/04, PG 1482/04
PG 1486/04 AP 1072-04
PG 1486/04 AP 1073-04
PG 1569/04 01
PG 1569/04 02
PG 1578/04, PG 1616/04
PG 1737/04, PG 1839/04
PG 1872/04, PG 2204/04
PG 2228/04 SV 376/04
PG 2228/04 SV 377/04
PG 121/04¢, PG 227/04¢
PG 386/04, PG 77/05 1.1¢
PG 77/05 1.2¢, PG 93/05
PG 294/05, SV 438/04°
SV 198/04¢, SV 662/03°
SV 422/04¢, SV 851/03°
SV 218/04¢, 472/04¢

i+) Reagdo positivé®(-) Reagdo negativaMorcegos insetivorosEquino; Amostras doadas pelo DRudi Weiblen, CCR/UFSM.

virus da raiva foram submetidas a andlise antigénigaequenas. Como exemplo, com o painel de AcMs utili-
sendo identificadas duas possiveis variantes do virzado, apenas dois deles - AcMs DB3 e DB4 - séo sufi-
O grupo constituido pela variante mais freqlientementéentes para diferenciar amostras de VR de origem cani-
identificada foi constituido por 39 amostras de bovinog)a e boving17]. Tais variacdes antigénicas podem ser

4 mostras de morcegos ndo hematofagos e 1 amogimsteriormente confirmadas através de reacfes de trans-
de equino, as quais apresentaram o mesmo perfil iderdiicdo reversa seguida de amplificacdo pela reacdo da
ficado em amostras de morcegos hematéfagos em eslimerase em cadeia (RT/PCR) e/ou por analises com
tudos préviogie). Estes dados séo coerentes, uma vemzimas de restricga7].

gue o morcego hematéfafesmodus rotunduss a prin- E importante salientar que os perfis antigénicos
cipal fonte de infecc@o para herbivoros. A reacéo posietectados sdo bastante estaveis, pois mesmo apés uma
tiva frente ao AcM L18 permitiu identificar diferencaspassagem do virus no hospedeiro acidental (tal como
antigénicas em trés amostras isoladas, sendo uma de érb caso de amostras de origem de morcegos hemato-
gem bovina e duas de origem de morcegos ndo Hagos em bovinos) ou inoculagdo experimental em ca-
matdfagos, das espécitadarida brasiliensie Myotis  mundongos, os resultados dos testes se mantém inal-
nigricans Embora a Unica diferenca antigénica detederados. Portanto, tais variacfes parecem importantes,
tavel tenha sido a reatividade frente a um dos AcMs utodendo ser indicativas de uma busca de adaptacdo do
lizados, isso ndo deve causar surpresa, uma vez queviags a espécie hospedeira. Como exemplo, evidéncias
diferengas entre variantes em um mesmo genétipo séentes tém sugerido que o ciclo biolégico da raiva em
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morcegos ndo hematdfagos é distinto daquele em mdéente. Dessa forma, os cuidados a serem tomados para
cegos hematofagos, apesar de ocasionalmente essagdtar a contaminacao de humanos devem ser revistos,
pécies ocuparem o mesmo abrigo, embora em locdisscando incluir uma maior conscientizacdo sobre o
separados e independentes. As diferencas antigénigasencial papel de morcegos ndo hematéfagos na trans-
aqui observadas podem, portanto, representar um asissao da doencga.

pecto desse esforco adaptativo.

Os resultados aqui obtidos confirmam a nao
ocorréncia de amostras de VR com perfil indicativo de As analises antigénicas com os AcMs aqui em-
origem canina no Estado. Esse fato salienta tambénpigados sdo aparentemente capazes de identificar varian-
importancia deste tipo de estudo como instrumento des, as quais parecem estar associadas as espécies de ori-
apoio a analise epidemiologiaa] a fim de permitr um  gem do virus, ou seus hospedeiros naturais. Estas varia-
controle mais preciso da raiva urbana no RS. No pasg@es antigénicas podem ser utilizadas como marcadores
do, em estudo prévio realizado na regiidipera impossi-  epidemioldgicos. Foram identificadas duas variantes. N&o
vel correlacionar amostras de VR com o0s possiveis hdsram identificadas variantes circulante em caes, uma vez
pedeiros de origem. Atualmente, tal correlagdo ndo sigée n&o ocorrem casos de raiva urbana no Rio Grande
possivel como pode ser utilizada para a orientacéo €e Sul desde 1988. N&o obstante, a andlise com os AcMs
condutas visando o controle e eliminacéo de fuebs aqui empregados permitiria a identificac&o de variantes

A constatacd@o da presenca do virus em morcegjo hospedeiro natural fosse o cdo doméstico. A dispo-

gos ndo hematéfagos e da possibilidade de que os mgigilidade de tais testes é importante para 0 acompanha-
mos estejam endemicamente infectados com o virus gignto epidemiolégico da raiva no Estado.

raiva introduz uma preocupacgéo especial, em vista da

ibili n human m MESMOS. I:®grade_cimentos.Ao Prof. Dr. Rudi_WeibIen, Lr_:\boratério de
possibilidade do contato humano com os mesmos Irologia, CCR/UFSM, Santa Maria, RS/Brasil, pelas amos-

exemplo, 0 morcego insetivoladarida brasiliensise tras cedidas. TFT, HBCRB e PMR séo bolsistas do CNPg.
bastante comum no meio urbano no Brasil e tem Sidoio financeiro CNPg, FEPAGRO; FAPERGS, FINEP.
encontrado ocasionalmente contaminado com raiva,
mesmo em grandes cidades onde ndo sao encontrados
morcegos hemat6fagos e onde a raiva canina é inexiBako, Glostrup, Dinamarca.
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