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RESUMO

SCHEFFER, K. C. Detec¢ao do virus da raiva em o6rgaos de morcegos do
género Artibeus (Leach, 1821) por meio de RT-PCR, Hemi-Nested RT-PCR e
Real Time RT-PCR. [Detection of rabies virus in organs of bats of the genus
Artibeus (Leach, 1821) using RT-PCR, Hemi- Nested RT-PCR and Real Time RT-
PCR]. 2011. 145 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2011

Este estudo teve como objetivo detectar a presenca do virus da raiva em diferentes
orgéos de morcegos do género Artibeus empregando as técnicas moleculares como
RT-PCR, hnRT-PCR e Real Time RT-PCR. De aproximadamente 4000 espécimes
de morcegos recebidas no Instituto Pasteur para o diagnéstico da raiva, foram
selecionados 30 morcegos do género Artibeus, com resultados positivos para raiva
pelas técnicas tradicionais de IFD e inoculagdo em células N2A utilizando
suspensoes feitas a partir do SNC. Para as técnicas moleculares, foram retirados
gléndulas salivares, bexigas urinarias, rins, pulmdes e contetidos fecais e ainda
foram lavadas as calotas cranianas dos espécimes. Os 6rgdos e contelidos fecais
foram diluidos a 1:10 (P/V) e as bexigas urinarias a 1:20 (P/V). As suspensdes
foram inoculadas em células N2A para o isolamento viral. Foi realizada a extragdo
do RNA total usando o TRIzol®, foram realizadas a transcrigdo reversa seguida da
PCR e hnRT-PCR com utilizacao de primers especificos para o gene codificante da
proteina N. A partir do produto da transcrig&o reversa foi realizada a técnica de Real
Time RT-PCR, utilizando primers e sonda especificos para variante antigénica 3.
Das 30 suspensbes de lavado cerebral, 28 (93,33%) resultaram positivos, na
inoculag&o em cultura de células, seguido de glandulas salivares (36,67%), bexigas
(16,67%) e conteudos fecais (3,33%). Os resultados encontrados da sensibilidade
nas técnicas de RT-PCR, hnRT-PCR e Real Time RT-PCR foram 56,25%, 82,57% e
82,19% quando avaliadas as 180 amostras analisadas. A comparagdo das técnicas
de hnRT-PCR e Real Time RT-PCR feita pelo teste exato de Fisher quanto a
proporgédo de positivos detectados mostrou que para o lavado cerebral, 6rgédos e
conteudos fecais a propor¢do foi igual (P>0,05). Em relagdo a positividade os
resultados encontrados nas técnicas de hnRT-PCR e Real Time RT-PCR foram
100% em lavado cerebral; 90% e 93,33% em glandulas salivares; 83,33% e 90%
em bexigas; 80% e 93,33% em rins; 76,67% e 50% em pulmdes e 43,33% em

ambas as técnicas em contelidos fecais. Esses resultados sugerem que tanto as



técnicas de hnRT-PCR como Real Time RT-PCR podem ser utilizadas como
métodos complementares para o diagndstico da raiva e sdo sensiveis o bastante
para o uso em estudos de patogénese. A técnica de Real Time RT-PCR realizada
neste estudo se mostrou eficiente em detectar o RABV em diferentes orgaos e

tecidos extraneurais com a vantagem de ser uma técnica mais rapida e sensivel.

Palavras-chave: Raiva. Diagnostico. Morcegos. RT-PCR. Hemi-Nested RT-PCR.
Real Time RT-PCR.
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ABSTRACT

SCHEFFER, K. C. Detection of rabies virus in organs of bats of the genus
Artibeus (Leach, 1821) using RT-PCR, Hemi- Nested RT-PCR and Real Time
RT-PCR. [Detecgdo do virus da raiva em érgdos de morcegos do género Artibeus
(Leach, 1821) por meio de RT-PCR, Hemi-Nested RT-PCR e Real Time RT-PCR].
2011. 145 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2011

This study was aimed to detect the presence of rabies virus in different organs of the
genus Artibeus bats using molecular techniques such as RT-PCR, hnRT-PCR, and
the Real Time RT-PCR. From about 4,000 specimens of bats received for rabies
diagnosis at the Pasteur Institute, 30 bats of the genus Artibeus were then selected.
The selected bats presented positive results by the traditional DFA and N2A-cells
inoculation test using brain tissue suspensions. Samples of salivary glands, urinary
bladders, kidneys, lungs, and fecal contents and washings of the skulls were
collected for the molecular techniques testing. The organs and the fecal contents
were diluted at 1:10 (w/v) and the urinary bladder, at 1:20 (w/v) and these
suspensions were inoculated into N2A cells for viral isolation. The extraction of the
total RNA was performed by using TRIzol® and followed by the reverse transcription
and the PCR and the hnRT-PCR were performed by using specific primers for the
gene encoding the protein N. The product obtained by the reverse transcription
technique was submitted to the Real Time RT-PCR technique, using primers and
probe specific for antigenic variant 3 of the rabies virus. Of the 30 suspensions of the
brain washings, 28 (93.33%) were positive in N2A cell culture inoculation, followed by
the suspensions of the salivary glands (36.67%), bladders (16.67%) and fecal
contents (3.33%). For the 180 samples evaluated, the results of sensitivity found for
the RT-PCR, hnRT-PCR and Real Time RT-PCR techniques were 56.25%, 82.57%,
and 82.19%, respectively. A comparison of hnRT-PCR and Real Time RT-PCR
techniques performed by Fisher's exact test showed that the proportion of positives
detected by the brain washings, organs and of the fecal content was non-significant
(P> 0.05). Regarding the results found in hnRT-PCR and Real Time RT-PCR
techniques, 100% positives were in brain washing, 90% and 93.33% in salivary
glands, 83.33% and 90% in bladders, 80% and 93.33% in kidneys, 76.67% and 50%
in lungs and 43.33% for both techniques on fecal contents. These results suggest
that both hnRT-PCR and Real-Time PCR techniques can be used as complementary

methods for the diagnosis of rabies and are sensitive enough for use in pathogenesis



studies. The Real Time RT-PCR technique performed in this study proved to be
faster and more sensitive and effective in detecting RABV in different organs and

extra neural tissues of bats.

Key words: Rabies. Diagnosis. Bats. RT-PCR. Hemi-Nested RT-PCR. Real Time RT-
PCR.
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1 INTRODUCAO

Serdo abordados os temas referentes a raiva e seu agente etiolégico, além
de um histérico sobre a raiva e 0s morcegos; a transmissao do virus da raiva em

morcegos, patogenia e os principais métodos de diagnostico laboratorial.

1.1 Raiva

A raiva é definida como uma antropozoonose viral (WHO, 1959) e é
considerada uma doenca negligenciada no mundo todo (FOOKS et al.,, 2003;
DODET, 2006). Conhecida desde os tempos remotos, a doenca € caracterizada por
uma encefalomielite aguda fatal nos animais e no ser humano (ACHA; SZYFRES,
2003).

Apresenta um prognostico letal e mesmo com todos os subsidios existentes
para o seu controle e com o advento da vacina antivirus da raiva, produzida ha 125
anos por Pasteur, € ainda considerada um grave problema de saude publica,
principalmente em paises em desenvolvimento, onde 0s casos ndo sao
habitualmente notificados, dificultando assim o conhecimento da sua real incidéncia
(COLEMAN; FEVRE; CLEAVELAND, 2004).

A importancia da raiva para saude publica ndo se da apenas pelo grande
namero de casos, mas também pela sua alta mortalidade e pelos elevados custos
com tratamentos (KAPLAN; TURNER; WARREL, 1986), diagnésticos laboratoriais e
reacoes adversas as vacinas (WHO, 2005).

Embora possa ser prevenida com a utilizacdo de esquemas vacinais
(BRIGGS; HANLON, 2007), a raiva estd entre as dez principais causas de morte
humana dentre as doencas infecciosas (WHO, 2000). Anualmente,
aproximadamente dez milhdes de pessoas sdo submetidas a profilaxia poés-
exposicdo e a cada 15 minutos uma pessoa morre de raiva e outras 300 séo
expostas ao virus (PLOTKIN, 2000; RUPPRECHT; HANLON; HEMACHUDA, 2002).

Dietzschold et al. (2008) relatam que ocorrem aproximadamente 70.000

Obitos humanos por raiva no mundo, porém a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS)
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estima que anualmente ocorram aproximadamente, 55.000 6bitos por raiva, com um
intervalo de confianca de 24.500 a 90.800 (a = 0,10), principalmente nas areas rurais
dos continentes asiatico e africano, sendo suas vitimas na maioria criancas (WHO,
2005).

Na América Latina, a incidéncia anual da raiva por 100.000 habitantes varia
entre 0 e 0,09 na América do Sul; 0 e 0,10 na América Central e 0 e 0,06 nas ilhas
do Caribe. Na maioria dos casos, 0 cédo foi identificado como o principal animal
agressor (CHILDS; REAL, 2007).

No Brasil, entre 1986 e setembro de 2008, ocorreram 761 Obitos por raiva
humana, sendo que destes, 516 tiveram o cdo como animal agressor, seguido dos
quirépteros que foram responsaveis por 135 casos’.

A raiva é uma doenca mantida e perpetuada na natureza por diferentes
espécies de animais carnivoros domésticos e silvestres, denominados de
"reservatorios”, incluindo também morcegos de diferentes habitos alimentares
(SMITH,1996).

A raiva esta distribuida em todos os continentes, com excec¢do da Antértida.
Os paises ou pequenas ilhas como a Antigua, Australia, Bahamas, Barbados,
Bermuda, Ilhas Cayman, Fiji, Finlandia, Islandia, Republica da Irlanda, Jamaica,
Japao, Nova Zelandia, Noruega, Saint Kitts-Nevis-Anguilla, Santa Lucia, Saint Martin
(Antilhas Holandesas), Ilhas S&o Pedro e Miquelon, Sao Vicente, Suécia, Taiwan,
Turquia e llhas Caico, Reino Unido, e Uruguai sao considerados livres da raiva
classica (CANADIAN FOOD AND INSPECTION SERVICE, 2008).

1.2 Virus da Raiva

Serdo abordados aspectos sobre classificacdo, estrutura e morfologia do

virus da raiva.

1.2.1 Classificacéo

! Dados cedidos pela Secretaria de Vigilancia em Satde do Ministério da Satude do Brasil — SVS/MS.
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O virus da raiva, pertence ao género Lyssavirus e familia Rhabdoviridae a
qual junto com as Familias Paramyxoviridae, Filoviridae e Bornaviridae, constitui a
Ordem Mononegavirales (International Committee on Taxonomy of Viruses - ICTV,
2009; CARSTENS, 2010).

Na classificacdo atual, o género Lyssavirus é constituido por onze espécies
(Quadro 1) (CARSTENS, 2010). A espécie | — Rabies virus (RABV), compreende as
amostras classicas vacinais, chamadas “fixas” ou laboratoriais, e os isolados de
virus da maioria dos mamiferos terrestres e de morcegos hematofagos, insetivoros e
frugivoros das Américas. Apresenta maior importancia epidemiolégica por sua
associacdo com um grande numero de casos de raiva em relacdo a outras espécies
e por ser mais amplamente distribuida no mundo (TORDO, 1996; WUNNER, 2002).

Espécie Il — Lagos bat virus (LBV), virus isolado de morcegos frugivoros
(Eidolon helvum, Micropterus pusillus e Epomorphorus wahlbergi) sendo o primeiro
relato feito em 1956, na regiao de Lagos, na Nigéria (BINGHAM, 2001; WUNNER,
2002). Espécie Il — Mokola virus (MOKYV), o primeiro isolamento foi feito em 1968
em um pool de 6rgdos de musaranhos (Crocidura sp) seguido por isolamentos em
humanos na Nigéria, e felinos do Zimbabue e Etiépia (NEL, 2001). Espécie IV —
Duvenhage virus (DUVV), que em 1970 foi isolado de humano em Warmbaths, na
regido norte da Pretoria e, posteriormente isolado de morcegos insetivoros
(Miniopterus schreibersii e Nycteris thebaica) da Africa do Sul e Zimbéabue
(BINGHAM, 2001).

Os virus isolados na Europa, ambos em 1985, os “European bat
lyssaviruses” (MESLIN; KAPLAN, 1996), também foram isolados de morcegos, um
deles recebeu a denominacao de espécie V — European bat lyssavirus 1 (EBLV-1),
agrupando os isolamentos feitos em morcegos do género Eptesicus e o outro,
espécie VI — European bat lyssavirus 2 (EBLV-2), constituido pelo agrupamento de
virus isolados do género Myotis (WHO, 1994; KING, 2001; POUNDER, 2003).

Em 1996, um Lyssavirus foi isolado do morcego frugivoro Pteropus alecto,
na costa leste da Australia, um pais considerado livre de raiva desde 1867. Este
virus foi classificado como espécie VII — Australian bat lyssavirus (ABLV) (KING,
2001; POUNDER, 2003). Em 2003, foi descrita a espécie Aravan virus (ARAV),
isolada de um morcego insetivoro (Myotis blythi) do Quirguistdo, Asia Central, em
1991 (ARAI et al.,, 2003; KUZMIN et al., 2003). A outra espécie, Khujand virus
(KHUV), isolada em 2001, no Noroeste do Tadjiquistdo, Asia Central, também de um
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morcego insetivoro (Myotis mystacinus) (KUZMIN; BOTVINKIN; KHABILOV, 2001;
KUZMIN et al., 2003). As outras duas espécies foram isoladas na Russia, uma
obtida na cidade de Irkutsk, denominada Irkut virus (IRKV), isolada de um morcego
Murina leucogaster e a outra, obtida da regido Oeste das Montanhas do Caucaso
(cerca de 100 km a Sudeste da cidade de Krasnodar), denominada West Caucasian
bat virus (WCBV), isolada a partir de um morcego Miniopterus schreibersi
(BOTVINKIN et al., 2003).

Em 2009 foi isolado de um morcego insetivoro (Hipposideros commersoni),
encontrado em uma caverna na regido do Quénia, um novo lissavirus descrito como
Shimoni virus (SHIBV), o qual foi sugerido como uma nova espécie (KUZMIN et al.,
2010).

Até o presente momento, no continente americano, dentre as 11 espécies
descritas do género Lyssavirus, somente foram diagnosticados casos de raiva
atribuidos ao virus da espécie |. Desta forma, tanto a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) quanto a Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) apenas
consideram como raiva a doenca determinada por virus da espécie Rabies virus
(WHO, 2005).
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Espécies  Filogrupo Nomes Abreviatura Distribuigéo Reservatorios
(ICTV*)
1 | Rabies virus RABV Mundial (excecdo  Carnivoros (mundo) e morcegos
de algumas ilhas)  (Américas)
1] Lagos bat virus LBV Africa Morcegos frugivoros
1] Mokola virus MOKV Africa Desconhecido (isolado de
musaranhos)
| Duvenhage virus DUVV Africa Morcegos insetivoros
| European bat lyssavirus 1 EBLV-1 Europa Morcegos insetivoros (Eptesicus
serotinus)
| European bat lyssavirus 2 EBLV-2 Europa Morcegos insetivoros (Myotis sp)
| Australian bat lyssavirus ABLV Australia Morcegos insetivoros e frugivoros
| Aravan virus ARAV Asia Central Morcego insetivoro (isolado de
Myotis blythi)
9 | Khujand virus KHUV Asia Central Morcego insetivoro (isolado de
Myotis mystacinus)
10 | Irkut virus IRKV Leste da Sibéria Morcego insetivoro (isolado de
Murina leucogaster)
11 Il ou Il West Caucasian bat virus WCBV Regido do Morcego insetivoro (isolado de
Caucaso Miniopterus schreibersi)
Proposto ? Shimoni virus SHIBV Kenya Morcego insetivoro (isolado de

Hipposideros commersoni)

*ICTV - Internationa Committee on Taxonomy of Viruses

Quadro 1 — Classificacao dos Lyssavirus, adaptado de McElhinney, Fooks e Radford (2008)

1.2.2 Estrutura e morfologia

O virion possui em média 180 nanémetros (nm) (variando de 130 a 250 nm)
de comprimento, incluindo as proje¢des de superficie, e a média do diametro € de 75
nm, que pode variar entre 60 e 110 nm. A simetria cilindrica do virion € formada por
um nucleocapsideo helicoidal que mede aproximadamente 165 X 50 nm e possui
entre 30 e 35 espirais (WUNNER, 2007). Sua morfologia é baciliforme, semelhante a
“bala de revolver”, com uma extremidade arredondada ou cénica e a outra plana ou
convexa, sendo constituido de nucleocapsideo helicoidal ou ribonucleoproteinas
(RNP) e o envelope viral coberto de glicoproteinas espiculadas (KAPLAN, 1996).

A RNP é filamentosa, composta por uma fita simples de RNA gendmico de
forma helicoidal ndo segmentado e de senso negativo, associadas as
nucleoproteinas (N), fosfoproteina (P) e RNA-polimerase viral (L) (TORDO et al.,

1986; FAUQUET et al., 2005).
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As diferentes espécies do género Lyssavirus sdo formadas por cinco
proteinas estruturais: nucleoproteina (N), fosfoproteina (P), proteina de matriz (M),
glicoproteina (G) e a RNA-polimerase (L), de modo que a particula viral completa
contém acido ribonucléico (RNA) (entre 2 e 3%), proteinas (entre 67 e 74%), lipideos
(entre 20 e 26%) e carboidratos (3%) (WUNNER, 2007).

O envelope viral € constituido por uma bicamada lipidica, composta por
fosfolipideos, lipideos neutros e glicolipideos, em propor¢cdes que variam de acordo
com o tipo celular do hospedeiro utilizado para a replicagéo viral. A essa estrutura
lipidica dupla estdo associadas duas proteinas: a proteina M e a glicoproteina G. A
glicoproteina é uma proteina transmembranaria que se projeta para o exterior com
espiculas glicosiladas em forma de trimeros (WUNNER et al., 1985; WUNNER,
2002).

O papel da proteina G como proteina de fuséo é facilitar a entrada do virus a
célula hospedeira. Apés a ligacdo especifica do virus com a célula hospedeira, o
virus € internalizado com o auxilio das espiculas glicosiladas que desencadeiam
uma fusdo dependente do baixo pH para a entrada do endossomo (WUNNER,
2007). Ainda auxilia o desnudamento viral, catalisa a fusdo da membrana endocitica
e é o principal antigeno viral (DE MATTOS; DE MATTOS; RUPPRECHT, 2001;
ROSE; WHITT, 2001).

A nucleoproteina N é um polipeptideo constituido de 450 aminoacidos (aa),
e apresenta massa molecular de aproximadamente 57 kilodaltons (kDa) (TORDO et
al., 1986). O maior grau de similaridade entre sequéncias de aa (98-99%) ocorre
entre as diferentes amostras de RABV. Os virus que apresentam menos que 80% de
similaridade na sequéncia de nucleotideos (nt) ou menos que 92% na sequéncia de
aa pertencem a diferentes espécies virais (KISSI; TORDO; BOURHY, 1995;
WUNNER, 2002).

A proteina N é a segunda mais estudada com relacdo a sua funcéo e sua
estrutura imunogénica e antigénica. Forma o capsideo e esta fortemente associada
ao RNA viral, protegendo-o das acdes das ribonucleases. Possui grande importancia
estrutural na encapsidacdo do RNA genémico, além de estar envolvida nas etapas
de transcricdo e replicacdo, jA que estas etapas ndo se iniciam sem que a
quantidade suficiente de proteina N esteja unida ao RNA genbmico. Pelo fato da

nucleoproteina ser uma regido génica muito conservada, esta facilita o desenho de
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iniciadores (primers) competentes na amplificacdo de inUmeras espécies virais
(TORDO et al., 1986; TORDO; POCH, 1988; CREPIN et al., 1998; WUNNER, 2002).

E altamente imunogénica, sendo fundamental para a resposta imune contra
0o RABV, induzindo a produgédo de anticorpos neutralizantes (AcN), ativacdo de
linfécitos T auxiliares e T citotoxicos e atua na patogénese da doenca (WUNNER,
2007).

A proteina P € um polipeptideo fosforilado que contém 297 aa, € altamente
conservado (maior que 97%) entre os lissavirus da espécie Rabies virus. Possui
massa molecular entre 38 e 41 kDa, interage com as proteinas N e L e acredita-se
que atue como cofator da RNA-polimerase (WUNNER, 2007). A proteina P é
multifuncional, ligando-se a outras proteinas virais para auxiliar na replicacdo do
genoma viral e também interagir com fatores celulares e, possivelmente, esta
associada a disseminacdo e patogénese viral (LAFON; WIKTOR, 1985;
MEBATSION, 2001).

A proteina M é a menor e a mais abundante do RABV e contém
aproximadamente 202 aa com massa molecular de 25 kDa (TORDO et al., 1986;
AMEYAMA et al., 2003). Aproximadamente 1200 a 1500 moléculas de proteina M se
ligam as RNP, condensando-a e formando o arcabouco do virion. O tropismo da
RNP pela membrana celular € determinado por esta proteina, possibilitando seu
brotamento. Além da proteina M ligada & RNP ser responsavel pelo brotamento do
virus, a interagdo desta proteina com a proteina G, presente nas membranas
celulares, estimula fortemente esse processo (MEBATSION; WEILAND;
CONZELMANN, 1999).

A RNA-polimerase é a maior proteina do virus, com 2.142 aa e massa
molecular de 244,2 kDa, originando assim o nome “large”. O grande tamanho desta
proteina é justificado pela complexidade das reacfes que catalisa e a
multifuncionalidade que ela apresenta. E responsavel pelas atividades enzimaticas
necesséarias a transcricdo e replicacdo do RNA viral (TORDO et al.,, 1988). A
proteina L € o componente catalitico do complexo polimerase que, juntamente com o
cofator P, é responsavel pela maioria das atividades enzimaticas que ocorrem tanto

na transcricdo quanto na replicacdo do genoma do RABV.
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1.3 Morcegos e araiva

A possibilidade de os morcegos hematofagos desempenharem importante
papel na propagacdo da raiva foi, pela primeira vez, levantada no inicio do século
passado, apds a ocorréncia de uma grave epizootia de raiva na faixa compreendida
entre a serra e o mar, em frente a llha de Santa Catarina, no Estado de Santa
Catarina, Sul do Brasil, na qual morreram cerca de 4.000 bovinos e 1.000 equinos e
muares, que eram destinados aos trabalhos de campo e transporte de produtos
agricolas, causando elevado prejuizo econdmico a populagéo local (CARINI, 1911).
Por meio de informacdes de produtores locais, soube-se da ocorréncia de oObitos de
animais dos dois lados do Rio Itajai, demonstrando assim que o cdo ndo poderia
estar envolvido na transmissdo da doenca. Neste mesmo periodo foi confirmada a
presenca de morcegos que atacavam bovinos e equinos durante o dia e foram
observadas brigas entre esses animais (HAUPT; REHAAG, 1925).

Haupt e Rehaag (1925), pesquisando na mesma regido onde Carini havia
diagnosticado raiva em bovinos, identificaram a presenca de corpusculos de Negri
no sistema nervoso central (SNC) de um morcego hematdfago, que estava se
alimentando em um bovino, confirmando a hipétese de Carini. Coube também aos
dois pesquisadores alemées a primeira descricdo, em 1916, no Brasil, da presenca
do RABV em um morcego ndo hematéfago da espécie Phyllostoma superciliatum,
atualmente classificado como Artibeus lituratus, no entanto, o fato so foi relatado em
1935 (TORRES; QUEIROZ LIMA, 1935). Contestacdes surgiram em torno da
identificacdo da espécie do morcego envolvido, se era mesmo um morcego frugivoro
Phyllostoma superciliatum (A. lituratus) ou um hematéfago Desmodus rotundus.

Apbs serem iniciadas as primeiras pesquisas, o RABV comecou a ser
isolado de outros morcegos, entre eles os hematofagos das espécies Desmodus
rotundus e Diphylla ecaudata (LIMA, 1934; TORRES, 1934). O espécime Diphylla
ecaudata diagnosticado positivo estava no mesmo abrigo de cinco espécimes de
Desmodus rotundus, sendo que dois apresentaram sintomas de paralisia e
dificuldade de voo, outros dois morreram sem manifestarem sintomas e um
permaneceu vivo disseminando o virus (TORRES; QUEIROZ LIMA, 1935).

Passado pouco mais de uma década depois da epidemia de raiva no Estado
de Santa Catarina, uma doenca misteriosa acometeu os bovinos da ilha de Trinidad,
no Caribe, atingindo inclusive os seres humanos, sendo mais tarde diagnosticada
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como raiva (CARNEIRO, 1936). Os episddios da raiva humana na ilha de Trinidad
foram descritos por Hurst e Pawan (1931). O RABV foi isolado do morcego
hematéfago D. rotundus e de morcegos frugivoros Artibeus planirostris trinitalis,
Diclidurus albus e Hemiderma sp e neste mesmo periodo foi possivel infectar
experimentalmente com o RABV os morcegos D. rotundus e A. lituratus (PAWAN,
1936a).

Ocorréncias da raiva transmitida pelos morcegos hematéfagos foram
registradas na Colémbia, Bolivia, México, Venezuela, Paraguai e Argentina
(CARNEIRO, 1936; TELLEZ GIRON, 1944) e em estados do Brasil (CARNEIRO;
FREITAS LIMA, 1927), porém, aparentemente, o relato de Pawan (1936a) foi a
primeira descricdo sobre raiva em morcegos ndo hematéfagos da América Latina. O
fato, no entanto, ndo despertou muito interesse, comparado a grande repercussao e
preocupacao demonstrada pelos pesquisadores em relacdo a raiva transmitida pelos
morcegos hematofagos (BAER, 1975).

A preocupacdo com 0s morcegos hematofagos na Ameérica Latina era
compreensivel, devido ao enorme prejuizo econdmico em decorréncia da morte dos
animais por raiva. Além disso, houve uma perceptivel diminuicdo da produtividade
por repetidos ataques que causavam debilidade do gado, principalmente devido a
perda de sangue, infec¢cdes secundarias nas feridas, miiases e depreciacdo do
couro (ACHA, 1967; ARELLANO-SOTA; SUREAU; GREENHAL, 1971).

Desta forma, os morcegos hematofagos, especialmente o D. rotundus como
reservatorios do RABV, passaram a ocupar posicdo de destaque nos paises da
América Latina (TORRES; QUEIROZ LIMA, 1936), afinal, os mesmos séao
encontrados desde o Norte do Chile e Argentina até o Norte do México e parte do
Caribe, ndo existindo em outras regides do globo terrestre (KOOPMAN, 1988).

Um pequeno incidente ocorrido na Florida, EUA, em 1953, quando um
menino foi atacado por um morcego insetivoro Dasypterus floridanus (atualmente
denominado de Lasiurus intermedius), fez com que o0s pesquisadores norte-
americanos voltassem suas atencbes a questdo da raiva em morcegos nao
hemato6fagos (BIGLER; HOFF; BUFF, 1974). O morcego agressor foi diagnosticado
positivo para raiva € 0 menino recebeu tratamento antivirus da raiva de pos-
exposicao, ndo desenvolvendo a doenca (SCATTERDAY, 1954; VENTERS et al.,
1954). Pouco tempo depois deste incidente, outros morcegos ndo hematofagos das
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espécies Lasiurus cinereus e Lasiurus seminola, ambos insetivoros, foram
diagnosticados positivos para raiva no Estado da Pennsylvania (WITTE, 1954). A
partir de entdo, as autoridades de saude publica dos EUA se interessaram em
conhecer a extensdo da raiva nos morcegos nao hematofagos e a infeccao pelo
RABV foi confirmada em diferentes espécies de morcegos de habitos alimentares
distintos, incluindo os insetivoros, frugivoros, onivoros, polinivoros e piscivoros.

Os géneros de morcegos mais frequentemente diagnosticados positivos
para raiva incluiam os Lasiurus, Tadarida, Eptesicus, Myotis, Plecotus, Pipistrellus,
Mormoops, Euderma, entre outros. Na década de 1960, um grande numero de
morcegos de diferentes habitos alimentares foram diagnosticados positivos para
raiva nos EUA, Canada, México, Guatemala, Panama, Honduras, Colémbia e
Venezuela no continente americano, e também na Europa (Alemanha, Turquia e
antiga lugoslavia), Asia (Tailandia) e Africa (Africa do Sul) (BAER, 1975).

Na mesma época, no Brasil, houve registro de isolamento do RABV do
morcego Phyllostomus hastatus hastatus, procedente de Itaguai, Rio de Janeiro
(SILVA; RIVELLO; NILSSON, 1961) e varios casos positivos em diferentes espécies,
como Tadarida brasiliensis, capturado com sintomas de paralisia, no interior de uma
residéncia em Sao Leopoldo, Rio Grande do Sul (UIEDA et al., 1992); no morcego
hemat6fago Diaemus youngi, no Estado de Alagoas (SILVA; SOUZA, 1968a); em
um morcego insetivoro, Histiotus velatus, capturado em uma furna, em Alfredo
Wagner, Santa Catarina (AMORIM; SILVA; SILVA, 1970) e no Chrotopterus auritus,
capturado aparentemente sadio no Estado do Rio de Janeiro (SILVA; ALENCAR,
1968). Outros diagnoésticos positivos em morcegos insetivoros e frugivoros foram
constatados na década de 70, onde um morcego da espécie Molossus molossus foi
capturado em pleno dia impossibilitado de voar, no patio de uma casa em uma
fazenda em Campinas - SP (RODRIGUES et al., 1975) e trés espécimes de Artibeus
lituratus foram capturados em uma mangueira, em Itajai, Rio de Janeiro (SILVA,;
SILVA, 1974).

No Estado de S&o Paulo, entre os anos de 1984 e 1991 ocorreram mais sete
casos de positividade em morcegos, sendo trés frugivoros e quatro insetivoros
(UIEDA et al., 1992; UIEDA; HARMANI; SILVA, 1995). Entre esses casos estava 0
primeiro registro de raiva em Nyctinomops macrotis no Brasil (UIEDA; HARMANI,
SILVA, 1995). Até o final de 1998, mais um caso em morcego frugivoro (PASSOS et

al., 1999) e oito casos em morcegos insetivoros, incluindo espécies como: Myotis
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nigricans, Lasiurus borealis, Nyctinomops macrotis, Molossus ater, Histiotus velatus
e 0 primeiro caso no Estado de S&o Paulo em Tadarida brasiliensis foram
diagnosticados por meio de imunofluorescéncia direta e inoculacao intracerebral em
camundongos (MARTORELLI et al., 1995, 1996; BERNARDI et al., 1998; PASSOS
et al., 1998; UIEDA, 1998; SILVA et al., 1999).

Até 1996 relatos mostravam que no Brasil havia registros de 27 espécies de
morcegos de diferentes habitos alimentares com diagnostico positivo para raiva,
sendo que a maioria destas notificacdes eram procedentes dos Estados da Babhia,
Rio de Janeiro, S&do Paulo, Espirito Santo e Rio Grande do Sul (UIEDA et al., 1996).

Em 2010, Sodré, Gama e Almeida relataram que no Brasil ha registros de
41 espécies de morcegos de diferentes habitos alimentares com diagndstico positivo
para raiva. Ainda em 2010, foi identificado e diagnosticado positivo para raiva um
espécime Artibeus obscurus, proveniente do municipio de Ribeirdo Preto,

aumentando assim a lista para 42 espécies positivas para raiva.

1.4 Ordem Chiroptera

Os morcegos representam um dos grupos mais antigos com notaveis
peculiaridades e compdem uma das ordens mais caracteristicas entre os mamiferos,
pois sd0 0s Unicos a apresentar estruturas especializadas que permitem um voo
verdadeiro (NOWAK, 1991; PERACCHI et al., 2006).

Pertencem a ordem Chiroptera que é a segunda maior ordem entre 0s
mamiferos, possuindo 1113 espécies, 0 que representa cerca de 20% dos
mamiferos da atualidade, sendo ultrapassada apenas pela ordem Rodentia
(NOWAK, 1999; SIMMONS, 2005).

Tradicionalmente a ordem Chiroptera € dividida em duas subordens:
Megachiroptera e Microchiroptera. A subordem Megachiroptera possui apenas uma
familia, Pteropodidae, com 150 espécies que habitam exclusivamente o Velho
Mundo, na regido tropical da Africa, india, sudeste da Asia e Australia (FENTON,

1992) e os seus representantes possuem habitos crepusculares, séo frugivoros e

? Dados nao publicados, Instituto Pasteur de S&o Paulo
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pelo seu tamanho e a similaridade de suas faces com as das raposas, sao
chamados de “raposas voadoras” (REIS et al., 2007).

Os morcegos da subordem Microchiroptera apresentam um tamanho
relativamente pequeno quando comparados aos grandes morcegos frugivoros do
Velho Mundo. Possui a maior diversidade de morcegos, variedade em tamanhos e
habitos alimentares (PERACCHI et al., 2006). S&o utilizados como alimentos por
esses animais, insetos e outros artropodes (como escorpides), pequenos peixes,
anfibios (rds e pererecas), passaros, frutos, sementes, folhas, flores, pdlen, néctar,
pequenos vertebrados e sangue (GARDNER, 1977; HILL; SMITH, 1988; FENTON,
1992; PERACCHI et al., 2006). A maioria dos seus representantes encontra-se no
continente americano, tem ampla distribuicdo geografica, habitando todos os
continentes. Estdo distribuidos em 17 familias, e 930 espécies no mundo
(SIMMONS, 2005). A ordem tem, portanto, 18 familias, nas quais se distribuem
aproximadamente 199 géneros e 1113 espécies (SIMMONS, 2005; PERACCHI et
al., 2006).

O Brasil € 0 maior pais da regido neotropical e essa regido é considerada a
maior zona biodiversa do mundo, incluindo os morcegos. Das dezoito familias de
morcegos existentes, nove estdo presentes nos neotropicos, com cerca de 290
espécies (HUTSON; MICKLEBURGH; RACEY, 2001).

No Brasil, 0s morcegos estéo incluidos em nove familias, 64 géneros e 168
espécies (REIS et al., 2007). A familia mais numerosa € a Phyllostomidae, com 90
espécies registradas, seguida de Molossidae com 26, Vespertilionidae com 24,
Emballonuridae com 15 espécies e as familias Noctilionidae, Mormoopidae,
Natalidae, Furipteridae e Thyropteridae, totalizando outras 13 espécies (PERACCHI
et al., 2006).

1.5 Familia Phyllostomidae e o Género Artibeus

7z

A familia Phyllostomidae é a mais diversificada da regido neotropical
incluindo cerca de 57 géneros e 160 espécies, na sua maioria adaptadas a baixas
altitudes e regides tropicais e subtropicais do Novo Mundo (SIMMONS, 2005). No
Brasil, os filostomideos estdo representados por 90 espécies e 40 géneros, que
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correspondem a 55,76% e 62,5%, respectivamente, dos morcegos ja registrados no
pais (PERACCHI et al., 2006).

A principal caracteristica para o reconhecimento dos morcegos desta familia
€ a presenca de um apéndice dérmico que se projeta acima das narinas. Essa
estrutura conhecida como “folha nasal” é uma protuberancia carnosa do nariz com
forma de ponta de lanca, pode ser bem desenvolvida em algumas espécies, sendo
longa e ultrapassando a cabeca do animal em tamanho ou bastante modificada, em
forma de ferradura, sendo quase ausente nos desmodontineos (NOWAK, 1999;
PERACCHI et al., 2006).

Apresentam grande diversidade quanto aos habitos alimentares como
néctar, poélen, frutos, partes florais, insetos, peixes, anfibios, pequenos mamiferos,
inclusive outros morcegos e sangue (NOWAK, 1999; PERACCHI et al., 2006).

A oferta de alimento para morcegos frugivoros pode ser elevada em areas
urbanas. Estudos realizados por Sazima et al. (1994) registraram na area urbana de
Campinas-SP, o consumo de frutos de 15 espécies diferentes, sendo quatro
exoticos e 11 nativos, por Artibeus lituratus. Aléem de fornecer alimento, a vegetacao
também é utilizada como abrigo diurno por varias espécies, incluindo A. lituratus,
que podem se abrigar nas copas de mangueiras, jaqueiras, cassias, sibipirunas,
jabuticabeiras e sob folhas de palmeiras (TADDEI, 1983; SAZIMA et al., 1994). A
colonizagdo de cidades por morcegos frugivoros se deve, entre outros fatores, a
continua urbanizacéo, ao uso de plantas nativas no processo de arborizacdo urbana
e a destruicdo dos remanescentes de vegetacao nativa, principalmente no entorno
das cidades (SAZIMA et al., 1994; BREDT; UIEDA, 1996).

Dentre os frugivoros, as espécies do género Artibeus, Leach, 1821, incluida
na subfamilia Stenodermatinae, destacam-se por desempenharem importante
funcdo ao utilizar diversos tipos de plantas e frutos em sua dieta, pois em
consequéncia deste habito, promovem a dispersdo de sementes, por defecacao ou
descarte, em areas desflorestadas ou por deixarem cair sementes ao levarem o
alimento para o abrigo. Portanto, os morcegos frugivoros agem como dispersores de
sementes, contribuindo para o estabelecimento de muitas espécies de plantas, o
que possibilita o processo de regeneracdo e sucessao na formacdo de florestas
(GALETTI; MORELLATO, 1994; PASSOS et al., 2003; ZORTEA, 2007).

Nove das 18 espécies do género ocorrem no Brasil (REIS et al., 2007).

Apresentam orelhas bastante desenvolvidas, que auxiliam na ecolocalizagédo e na
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percepcdo dos sinais sonoros de suas presas, além de asas largas e curtas que
permitem um voo mais lento e manobravel em meio a vegetacédo (REID, 1997).
Apresentam, também, folha nasal desenvolvida, de tamanho mediano, o que deve
ter importancia para a ecolocalizagdo nesse grupo, e nao apresentam cauda
(ZHUANG; MULLER, 2006; REIS et al., 2007).

Os morcegos do género Artibeus apresentam uma ampla distribuicao,
ocorrendo desde o México até o norte da Argentina, Bolivia, Trinidad e Tobago,
Pequenas Antilhas, llhas Trés Marias e em todas as regifes do Brasil (KOOPMAN,
1982; SIMMONS, 2005).

1.6 Transmisséao do virus da raiva em morcegos

Segundo Kotait® (2003) os morcegos séo responsaveis pela manutencdo do
RABV no ciclo aéreo, e todas as espécies podem se infectar e, consequentemente,
transmitir o RABV por possuirem caracteristicas especiais, como alta densidade
populacional, grande capacidade de deslocamento, intensa interatividade social e
habitos sinantropicos (informacéo verbal).

Provavelmente os morcegos hematdfagos ja estavam infectados com o
RABV muito antes da descoberta da América pelos colonizadores europeus e 0s
seres humanos e animais sofriam, continuamente, devido a raiva transmitida pelos
morcegos na Ameérica tropical (CONSTANTINE, 1988).

A transmissdo do virus ocorre principalmente pelo contato direto do
suscetivel com o animal infectado e as principais formas de transmissado entre as
espécies de morcegos hematofagos sdo por mordedura e lambedura, jA que estes
animais possuem habitos gregarios, caracterizados principalmente por este tipo de
interacdo (PASSOS et al., 1999).

Os morcegos nao hematéfagos podem ser infectados ao compartilharem o
mesmo abrigo com 0s morcegos hematéfagos infectados com RABV, ou mesmo ao
disputarem territdrio com esses morcegos. Os morcegos nao hematofagos

infectados, quando encontrados vivos, mortos ou prostrados, em ambientes

* Seminario do Centenario do Instituto Pasteur, 2003.
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urbanos, podem transmitir acidentalmente a doenca a espécie humana e a outros
animais (UIEDA; HARMANI; SILVA, 1995).

Essa transmissdo ocorre normalmente por mordedura, podendo ser um
mecanismo de defesa, ou como forma de se alimentar, mais comumente nas
espécies hematdfagas. Contatos defensivos sdo mais frequentes entre as espécies
nao hematofagas, em que podem ser observados ferimentos minimos dos dentes
das espécies de morcegos de pequeno porte, que muitas vezes ndo sao facilmente
vistos sem um exame cuidadoso, podendo levar a impressao de auséncia de
mordedura no suscetivel (UIEDA; HARMANI; SILVA, 1995).

Morcegos da espécie Lasionycteris noctivagans tém grande envolvimento na
transmissdo do RABV, especialmente nos EUA, e tem como caracteristica esta
suposta auséncia de mordedura na transmissao. Estudos experimentais utilizando
virus isolados desta espécie insetivora indicam que ocorre uma replicacdo local
eficiente na derme, incluindo a infeccdo de fibroblastos e células epiteliais, o que
pode justificar o sucesso de uma infecgcdo em que ndo se tem evidéncia de agressao
por mordedura. No entanto, apds a exposi¢cao superficial ndo é claro como ou por
quais sitios exatamente o virus invade os nervos periféricos na pele ou tecidos
subcutéaneos (MORIMOTO et al., 1996).

Ainda baseado nestes estudos, foram levantadas hipoteses de que isolados
destas espécies tém sofrido mudancas genéticas que podem permitir uma maior
probabilidade de infec¢cdo apOs contato superficial. Foram realizados experimentos
utilizando estes isolados comparados com outros de cdes domeésticos e coiotes, e
verificou-se que o virus isolado desta espécie de morcego apresentou titulos
maiores em células epiteliais e em tecido muscular, quando comparado com as
demais espécies. Além disso, mudancas na estrutura molecular da glicoproteina,
que podem estar ligadas ao aumento da infectividade, também foram observadas
(MESSENGER et al., 2003).

No Brasil, o envolvimento de morcegos hematdfagos na transmissdo da
raiva aos seres humanos, no inicio da década de 80, era de 2%, do total destes
casos (SCHNEIDER, 1990). Nos anos de 2004 e 2005 ocorreu um surto de raiva
humana, na regido nordeste do pais, sendo registrados respectivamente 22 e 42
casos de raiva transmitida por morcegos hematéfagos. Nos ultimos 10 anos foram
notificados 163 casos de raiva em humanos no Brasil, sendo que 45% (43 casos)
foram transmitidos por morcegos (BRASIL, 2009). Na década anterior foram
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registrados 412 casos, dos quais 12% (49 casos) tiveram 0S morcegos como
transmissores (SCHNEIDER et al., 2009). Por outro lado, a transmissdao do RABV
pelos morcegos nao hematéfagos aos animais terrestres silvestres continua sendo
uma grande indagacéo e, caso ocorra esta transmisséo, Baer (1975) ja sugeria que
deveriam ser levadas em consideracdo medidas de controle a serem adotadas para
essas especies.

Por meio de investigacdes epidemiologicas da raiva em animais silvestres,
foi demonstrado que o virus pode ser transmitido especificamente para uma
determinada espécie de hospedeiro, tornando-se extremamente adaptado a esta
espécie e menos capacitado para infectar outras espécies. Esta relacdo hospedeiro-
parasita tornou-se conhecida como “compartimentalizacdo” do RABV
(CONSTANTINE, 1988; WINKLER, 1975). Sugere-se que existe
compartimentalizacdo quando o RABV de determinada espécie de morcego nao
apresenta caracteristicas semelhantes as dos virus isolados de outras espécies de
morcegos. Estes estudos foram grandemente facilitados com o desenvolvimento de
anticorpos monoclonais e técnicas de caracterizacdo genética (CONSTANTINE,
1988).

Portanto, a transmissao eficiente da doenca depende da quantidade de virus
presente na saliva do animal infectado e particularmente da gravidade da
mordedura, principalmente se esta alcanca o tecido muscular onde ha alta
concentracdo de receptores celulares especificos, como o da acetilcolina
(JACKSON, 2002).

1.7 Patogenia do virus da raiva em morcegos

Ao ocorrer o contato direto do animal infectado com um suscetivel, acontece
inicialmente a fixacdo do RABV a superficie da célula do hospedeiro (TSIANG,
1993), posteriormente ocorre a replicacdo viral nos midécitos, podendo também
ocorrer no tecido subepitelial, dependendo da espécie acometida. Murphy e Bauer
(1974) sugeriram que esta etapa serve para amplificar, em numero suficiente, a

guantidade de particulas infecciosas, para futura invasdo do Sistema Nervoso
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Periférico (SNP). Ao atingir altas concentracfes antigénicas, ocorre a replicagdo
extraneural, onde as terminacdes nervosas sao atingidas (FEKADU et al., 1988).

Estudos em animais de experimentacdo com a utilizacdo de amostras do
virus fixo da raiva indicam que o virus € capaz de entrar direto nos nervos
periféricos, sem a necessidade de um ciclo replicativo em células extraneurais e isso
estaria associado a um periodo de incubacdo mais curto (SHANKAR;
DIETZSCHOLD; KOPROWSKI, 1991).

A partir deste momento, a glicoproteina viral se liga aos receptores
especificos, como o receptor nicotinico da acelticolina, na altura das juncdes
neuromusculares, e penetra nas terminagcfes nervosas sensitivas. Estudos utilizando
co-culturas nervo-musculo indicam que a juncdo neuromuscular € o principal sitio de
entrada em neurdnios (LEWIS; FU; LENTZ, 2000).

Outros dois provaveis receptores responsaveis pela interacdo do RABV com
a célula hospedeira tém sido descritos na literatura: a molécula de adeséo da célula
neural (NCAM - neural cell adhesion molecule) e o receptor neurotrofico p75
(TUFFEREAU et al., 1998). A NCAM é expressa em trés isoformas principais e esta
presente no musculo e em jungdes neuromusculares (MOSCOSO; CREMER;
SANES, 1998). Pesquisadores tém investigado a real importancia do receptor
neurotrofico p75 na patogenia da raiva (LANGEVIN et al., 2002).

Uma vez no SNP, o virus é transportado aos ganglios sensitivos por trajeto
centripeto e atinge o SNC, sendo a propagacdo viral por fluxo axoplasmatico
retrogrado por meio de juncdes sinapticas (KUCERA et al., 1985; TSIANG;
CECCALDI; LYCKE, 1991). No SNC ocorre uma intensa disseminacao, entretanto, a
mesma ndo é homogénea, podendo afetar de diferentes maneiras as diversas
estruturas deste Orgdo. Posteriormente, o virus migra por trajeto centrifugo em
direcdo aos diferentes Orgaos, envolvendo particularmente o sistema nervoso
parassimpatico (JACKSON, 2002).

A difusdo centrifuga do virus alcanga outros tecidos ndo nervosos. O
caminho viral para as glandulas salivares € por meio dos nervos que se originam
proximo aos centros nervosos vitais, e essa difusdo geralmente coincide com o
comportamento agressivo do animal (SCHNEIDER, 1991). Este fato esta
relacionado, principalmente, ao comprometimento do hipotdlamo medial e dos
nacleos da rafe localizados no tronco encefélico, ja que esses séo centros inibitérios

gue regulam o comportamento agressivo (CHARLTON, 1988).
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Em diversas espécies de mamiferos estudadas, verificou-se que os 6rgaos
envolvidos pelo virus durante a migracdo centrifuga, aléem das glandulas salivares,
incluem o coracdo, figado, pele, timo, rins, pancreas, ovarios, Utero, glandula
adrenal, pulméo, baco, intestinos, musculos liso e esquelético, foliculos pilosos,
epitélio da lingua, mucosa nasal e oral, papilas gustativas, retina e cérnea (MURPHY
et al.,, 1973; BRASS, 1994; AWASTHI et al., 2001; DE MATTOS; DE MATTOS;
RUPPRECHT, 2001).

Scheffer et al., em 2007, ao estudarem a patogenia da raiva em morcegos,
evidenciaram a presenca do RABV em fragmentos de SNC, glandula salivar,
musculo peitoral, coracdo, pulmdes, estbmago, rins, bexiga urinaria, trato genital,
lingua e gordura interescapular, utilizando técnicas de isolamento viral em
camundongos (IVC) e em cultivo celular (IVCC).

Além da pele lesada, outras portas de entrada séo raras, porém, em 1956,
foi registrado um caso de raiva humana, em um individuo que trabalhava em
cavernas com morcegos, porém sem historico de mordedura ou outro contato com
algum animal suspeito. ApGs investigacdo epidemioldgica, aventou-se a hipétese de
que o individuo se infectara por meio da inalagdo de particulas virais em suspensao
na caverna (BRASS, 1994; WARRELL; WARRELL, 2004). A infeccdo por via aérea
também foi demonstrada, em condicbes naturais, quando animais sadios foram
colocados dentro de grutas onde viviam grandes coldnias de morcegos infectados.
Antigenos do RABV foram observados em células de receptores olfativos de
morcegos, por meio de infeccdo ocorrida em cavernas, sugerindo que a mucosa
nasal € uma importante porta de entrada da infeccdo natural (CONSTANTINE,
1962). No entanto, acredita-se que seja necessario um numero muito grande de
morcegos infectados, em uma area sem ventilagdo, para que ocorra a transmissao
por via aerégena do RABV (JACKSON, 2002).

O periodo de incubacdo da raiva em morcegos hematdfagos infectados
experimentalmente é variavel, de 7 a 171 dias, e este fato pode estar relacionado a
guantidade inoculada de virus por meio da mordedura, lambedura ou arranhadura;
local da porta de entrada; estado imune do individuo, a gravidade da lesdo e ao fato
destes animais apresentarem taxa metabdlica elevada e possuirem caracteristicas
de hipotermia (LUNA; CHAHUAYO; MARREROS, 1985; ACHA; SZYFRES, 1986;
BRASS, 1994).
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As manifestacdes clinicas da raiva em morcegos hematofagos foram
descritas por Pawan (1936b) de seis formas, sendo: 1- forma classica, com estagio
predominante de furia, seguida de paralisia e morte; 2 - forma paralitica classica,
com raiva silenciosa, a furia ndo esta presente. A paralisia é seguida por morte; 3 -
forma furiosa onde a paralisia ndo existe. A faria é seguida de morte; 4 - auséncia
completa de sintomas e morte repentina; 5 - forma furiosa, onde a furia é seguida de
recuperacdo e 6 - forma assintomatica, onde o morcego nao apresenta sinal de
anormalidade, mas ainda é capaz de transmitir a doenca.

Constantine (1967), no entanto, relatou que os sinais clinicos em morcegos
naturalmente infectados sdo predominantemente paraliticos ao invés de furiosos e
incluem: irritabilidade ou prostracéo, debilidade, anorexia, hipotermia e paralisia. A
paralisia inicial pode envolver as pernas, asas, pescoc¢o, pélpebras, cabeca ou
maxilar. Prejuizos neurais podem se estender a bexiga, resultando em incontinéncia
urinaria; podendo ocorrer também incontinéncia fecal. A paralisia evolui por todo
corpo na fase terminal e a morte acontece em alguns dias (BRASS, 1994).

S&o0 poucos os experimentos de inoculacdo do RABV em morcegos nao
hematofagos. Os morcegos insetivoros Tadarida brasiliensis mexicana e Antrozous
pallidus foram suscetiveis a infec¢cdo experimental com virus isolado de um morcego
do género Tadarida. Inoculados por via intracerebral, subcutanea e intramuscular, os
morcegos apresentaram sinais de raiva e morreram entre 6 e 23 dias pos-
inoculacao. O virus foi isolado de um pool de tecido cerebral e de glandula salivar de
morcegos encontrados mortos (SULKIN; ALLEN, 1975).

Em relacdo a raiva de morcegos hematofagos, Silva e Souza (1968b,c)
pesquisaram a presenca do RABV em diferentes 6rgdos ndo nervosos, assim como
fizeram Nilsson e Nagata (1975), isolando o virus de cérebro, glandulas salivares,
gordura interescapular, coracao, pulmao, testiculos e fetos.

O conhecimento de aspectos ligados a transmisséo e patogenia da raiva nas
diferentes espécies de morcegos constitui importante instrumento para o controle da
enfermidade nesses animais, bem como em herbivoros, animais de estimacao e
humanos (SCHEFFER et al., 2007).
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1.8 Diagndstico da raiva

Para o diagnéstico conclusivo de um caso suspeito, além de um exame
clinico detalhado e um histérico completo, juntamente com o estudo da situacao
epidemioldgica da regido é necessario realizar o diagnéstico laboratorial (LIMA et al.,
2005a).

O diagnéstico laboratorial da raiva é de fundamental importancia tanto para a
confirmacgdo do caso suspeito, bem como para o diagnéstico diferencial com outras
encefalites. Deve ser rapido e preciso, uma vez que os resultados laboratoriais
influenciam ndo s6 a decisdo médica de se instituir o tratamento profilatico em
humanos, como também a elaboracdo de medidas de controle de uma possivel
epizootia em uma comunidade (MESLIN; KAPLAN, 1996).

Em 1903, Aldechi Negri observou a presenca de corpusculos de inclusdo em
tecido nervoso, apontando-os como 0 agente da doenca (BERAN, 1994). Os
corpusculos de Negri tornaram-se achados patognémonicos para a raiva (PERL;
GOOD, 1991; LEPINE; ATANASIU, 1996). A partir de 1927, foi utilizada no
diagnoéstico da raiva a coloracdo de Sellers para a observacdo dessas inclusdes
(RUPPRECHT; HANLONE; HEMACHUDA, 2002). Esta técnica ndo vem sendo mais
utilizada rotineiramente, visto que a OMS tem como técnicas recomendadas a
imunofluorescéncia direta (IFD) e o isolamento viral (IV) (TIERKEL; ATANASIU,
1996).

A IFD é o teste de referéncia internacional, sendo considerado como “padrao
ouro” tanto pela OMS quanto pela OIE (TRIMARCHI; SMITH, 2002; OIE, 2008) e é
utilizado como método preferencial, em escala global (RUDD et al., 2005).

E o teste de eleicdo por ter uma alta facilidade operacional e fornecer
resultados rapidos e acurados (DEAN; ABELSETH; ATANASIU, 1996). A
sensibilidade do teste é de 99,78% quando realizada de maneira adequada e por
profissionais devidamente capacitados (TEPSUMETHANON; LUMLERTDACHA;
MITMOONPITAK, 1997).

Embora esta técnica apresente muitas vantagens, a utilidade da IFD fica
restrita a amostras adequadamente conservadas, pois 0 estado da amostra € um
fator que pode ser Ilimitante para a obtencdo de resultados conclusivos,
principalmente em paises tropicais. Além deste fator, os custos dos microscopios de
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fluorescéncia e os conjugados podem ser também limitantes para a implantagédo
desta técnica em paises em desenvolvimento (HAMIR; MOSER, 1994).

A confirmacgéo do resultado obtido por IFD pode ser obtida por inoculacao
intracerebral em camundongos recém nascidos, de até trés dias de idade, ou
camundongos recém desmamados de 21 dias, com uma suspensao a 20% de SNC
de animais suspeitos de infeccdo pelo RABV. A via intracerebral é de escolha para a
inoculacdo em camundongos pelo fato do RABV ser neurotropico. Apos a
inoculacdo, os camundongos sdo observados diariamente por até 30 dias e em
casos positivos, 0s animais adoecem e morrem geralmente em torno de 10 a 20 dias
apos inoculacdo. O SNC de todo camundongo morto € submetido a IFD para
confirmacéo da doenca (KOPROWSKI, 1996).

O isolamento do virus por inoculagéo intracerebral em camundongos (IVC)
apresenta um alto grau de especificidade e por sua alta sensibilidade ainda
representa um meio eficiente de deteccdo do RABV em amostras de animais
suspeitos, principalmente quando associada com a IFD, embora ocorram
desvantagens como, demora para a obtencdo dos resultados, altos custos
operacionais e para a manutencao de animais (KOPROWSKI, 1996).

O uso de linhagens celulares para o cultivo do RABV foi descrito pela
primeira vez em 1913, por Levaditi. E em 1956, Vieuchange et al. foram os primeiros
a propagar o RABV em cultura de células de origem n&o-nervosa (PEREZ;
PAOLAZZI, 1997). Em 1958, Kissling relatou a passagem seriada de amostras de
virus fixo da raiva e de virus de rua em células de tecido primario de rim de hamster
(KISSLING, 1958).

Em 1975, Larghi et al. aumentaram a sensibilidade das células BHK-21
(clone 13) a infeccdo das amostras de virus da raiva de rua, tendo em vista o seu
uso na rotina diagnostica. Segundo este experimento, o sistema de cultura celular
apresentou uma sensibilidade maior em relacdo a inoculacdo intracerebral em
camundongos. A partir de entdo, outros estudos surgiram com varias linhagens
celulares, entre elas, as células de embrido de galinha (CER), McKoy e o
neuroblastoma murino (N2A).

Outros estudos foram realizados, utilizando a linhagem celular de origem
neural e comparando as técnicas de IFD, IVC e isolamento viral em cultura celular
(IVCC). Os resultados indicaram que o isolamento do virus da raiva de rua em

cultura celular € no minimo tdo sensivel quanto a inoculagdo em camundongos
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(WEBSTER, 1986; RUDD; TRIMARCHI, 1987). Desta forma, a substituicdo do IVC
pelo IVCC ja tem ocorrido em alguns laboratorios de diagnostico de raiva
(WEBSTER; CASEY, 1996), principalmente em paises desenvolvidos.

O IVCC apresenta algumas vantagens em relacdo ao IVC, como a relativa
facilidade e rapidez para se realizar a técnica, a possibilidade de ser desenvolvida
em um pequeno espaco fisico, um custo inferior em relacéo ao teste de inoculacao
em camundongos e a obtencdo do resultado em apenas 4 dias (CASTILHO et al.,
2007).

Por outro lado, existem fatores que podem afetar a sensibilidade do teste de
IVCC, tais como: contaminacao, preservacao e conservacdo das amostras, células
com o numero de passagens muito alto, qualidade dos reagentes e a temperatura da
estufa. Além disso, a qualidade do conjugado é um fator extremamente importante
para a realizacdo da IFD, que permitira a leitura da reacdo (WEBSTER; CASEY
1996).

As primeiras técnicas moleculares utilizadas foram fundamentadas na
extracao e tratamento de &cidos nucléicos e podem-se destacar a analise de DNA
cromossOmico apos digestdo por enzima de restricdo (REA); ribotipagem; anélise de
polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricio de DNA (RFLP);
eletroforese em gel de campo pulsante (PFGE); western blot e fingerprinting. Em
1985 foi desenvolvida a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) o que permitiu a
deteccdo das sequéncias de acidos nucléicos especificos da cadeia de DNA,
aumentando as chances de sucesso nas investigacdes moleculares. Com o passar
do tempo a técnica de PCR foi sendo aperfeicoada e hoje existem derivacOes desta
metodologia usadas para a deteccgéo e identificacdo do RABV. Podem-se destacar
dentre as derivacbes o DNA polimorfico amplificado ao acaso (RAPD-PCR);
transcricdo reversa seguida da reacao em cadeia pela polimerase (RT-PCR); nested
ou hemi-nested PCR (hn-PCR); PCR-ELISA, multiplex PCR (mPCR) e Real Time
PCR (SAIKI et al., 1985; MULLIS; FALOONA, 1987; BLACK et al., 2000; KONEMAM
et al., 2001).

Um grande avanco no diagndstico e na tipificacdo de amostras de lissavirus
ocorreu a partir de 1991 quando Sacramento e colaboradores desenvolveram o
primeiro protocolo de RT-PCR para o RABV. Mais do que uma ferramenta de
diagnostico sensivel e especifica, a RT-PCR néo exige isolamento viral e permite a
caracterizagcdo genética do virus, a qual é de grande importancia para estudos
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epidemioldgicos da raiva humana e/ou animal (SACRAMENTO; BOURHY; TORDO,
1991).

Outra técnica de interesse para o diagnostico da raiva é a hemi-nested RT-
PCR (hnRT-PCR). E uma técnica na qual sdo realizados diversos ciclos de
amplificacdo com um grupo de primers e o0 produto dessa amplificacdo é entéo,
reamplificado, utilizando-se outro grupo de primers dirigidos para uma sequéncia
que se encontra dentro da sequéncia amplificada pela primeira amplificacédo
(KONEMAM et al., 2001). O primeiro relato de um protocolo de hnRT-PCR descrito
para o RABV foi de Heaton et al. (1997), o qual foi capaz de detectar seis espécies
do RABYV e virus relacionados. Estudos demonstram que a habilidade para detectar
o RABV pode ser aumentada com o uso de uma segunda etapa de amplificacéo
(KAMOLVARIN et al., 1993; HEATON et al., 1997; ALLENDORFF et al., 2010a).

A utilizacdo das técnicas de RT-PCR, nested ou hemi-nested RT-PCR e
outras técnicas baseadas em amplificacdo do material genético sdo cada vez mais
descritas, mas nao sao recomendadas pela OMS para diagndéstico de rotina da raiva
(WHO, 2005). No entanto, laboratérios com rigidos procedimentos de controle de
gualidade e comprovada experiéncia e conhecimento, tém aplicado com sucesso as
técnicas moleculares para confirmacdo do diagnostico e levantamentos
epidemioldgicos (MCELHINNEY; FOOKS; RADFORD, 2008).

A reacdo de amplificacdo em tempo real (Real Time PCR) foi desenvolvida
devido a uma limitagcdo da PCR tradicional para estudos quantitativos e representa
um grande avanco nos métodos moleculares que auxiliam no diagnéstico. Esta
metodologia refere-se a utilizacdo de processos quimicos automatizados de
monitoramento do acumulo de produtos de PCR em uma reagdo em tempo real,
utilizando sondas quimicas fluorescentes (GLYNN et al., 2006)

Quando comparada com a PCR tradicional a PCR em tempo real confere
maior reprodutibilidade e precisdo devido a possibilidade de monitorar a quantidade
de produto formado a cada ciclo de amplificacdo e de quantificar este produto
durante sua fase Otima de formacdo (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004). Para
Rodriguez-Lazaro et al. (2007) as principais vantagens desta técnica estdo na
possibilidade de execucéo de estudos quantitativos, e ndo apenas qualitativos e na
eliminacdo do risco de contaminacdo, visto que a reacdo ocorre em um sistema
fechado, ndo havendo também a necessidade de eletroforese para visualiza¢do das
amplificagdes.
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Uma das tecnologias que se destaca na PCR em tempo real é a utilizagédo
de uma sonda (fragmento de DNA marcado usado para hibridizar outra molécula)
utilizada para detectar sequéncias especificas nos fragmento de DNA amplificados
na PCR. Esta sonda apresenta em uma extremidade um fluoréforo, e na outra
extremidade um quencher (molécula que aceita energia do fluoréforo na forma de
luz e a dissipa na forma de luz ou calor). Os produtos da reacdo sdo entdo
detectados pela fluorescéncia gerada apos a atividade exonuclease 5-3' da Taq
DNA polimerase (NOVAIS, PIRES-ALVES, 2004).

A reacdo com a sonda TagMan® é considerada um método sensivel para
determinar a presenca ou auséncia de sequéncias especificas (HOLLAND et al.,
1991; NOVAIS, PIRES-ALVES, 2004).

Estudos utilizando as tecnologias da PCR em tempo real para detecgao e
quantificacdo do RABV estdo sendo desenvolvidos. Hughes et al. (2004)
descreveram um método baseado na tecnologia TagMan® para detecc¢éo do virus da
raiva em SNC de mamiferos silvestres terrestres para a identificacdo de quatro
espécies de lissavirus diferentes. Em 2005, Wakeley et al. descreveram um método
onestep utilizando a tecnologia TagMan® para distinguir as espécies I, V e VI dos
lissavirus. Também foi desenvolvida uma comparacéo entre a técnica de RT-PCR
convencional e Real Time RT-PCR para o diagndstico ante-mortem utilizando
amostras de saliva (NAGARAJ et al., 2006).

Em 2010, Carneiro et al. pesquisaram a presenca de RABV em o6rgéos e
tecidos de morcegos hematdfagos naturalmente infectados e quantificaram as
concentragbes de virus por meio de Real Time RT-PCR onestep. Szanto et al.
(2011) descreveram um meétodo de Real Time RT-PCR quantitativo para a deteccao
de RABV em amostras de SNC de guaxinim que foram diagnosticados negativos
pela IFD.

Para tanto, este estudo visa analisar a questdo do diagndéstico da raiva em
morcegos frugivoros, do género Artibeus, naturalmente infectados. Como ja citado,
0s morcegos encontrados no Brasil pertencem a subordem microchiroptera e
geralmente sdo animais de pequeno porte. Por isso, em muitas situacdes ha
limitacbes em se conseguir material suficiente para a realizacdo do diagndstico
laboratorial da raiva. Nessa circunstancia, o uso de 0Orgaos, como glandulas
salivares, bexigas, pulmdes entre outros, poderiam representar uma alternativa para

o diagndstico. Como a concentragdo de virus nestes 0rgdos pode ser pequena, as
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técnicas de diagndstico convencionais poderiam nao identificar ou isolar o virus.
Assim, o uso de técnicas moleculares, com amplificacdo do material genético, e
posterior deteccdo, contribuiriam com um diagnostico mais preciso e adequado.
Além disso, o desenvolvimento desse trabalho contribuiu para a implantagdo e
aplicacao da técnica de Real Time RT-PCR no Laboratorio de Biologia Molecular do
Instituto Pasteur sendo de grande importancia também para o diagndstico ante-
mortem.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

» Detectar o virus da raiva em lavado cerebral, 6rgdos e conteudo fecal de
morcegos do género Artibeus pelas técnicas de RT-PCR, Hemi-Nested
RT-PCR e Real Time RT-PCR e

* Comparar as técnicas de RT-PCR, Hemi-Nested RT-PCR e Real Time
RT-PCR em relagcdo a sensibilidade e a proporcdo de positivos

detectados.
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3 MATERIAL E METODOS

Devido a utilizagdo de animais nos procedimentos deste estudo o projeto foi
submetido a Comissdo de Bioética da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ/USP), sendo aprovado em 20 de
fevereiro de 2008 (Protocolo n°1275/2007).

3.1 Amostras de virus

Foram utilizados como controles positivos, virus fixo padréo para as reacdes
de isolamento viral em cultura de células de neuroblastoma murino (N2A), RT-PCR e

hnRT-PCR, e virus de campo para a rea¢édo de Real Time RT-PCR.

3.1.1 Virus Fixo Padrao

O virus fixo utilizado como padréo positivo nas extracdes de RNA total e na
técnica de isolamento viral em cultura de células foi o Challenge Virus Standard
(CVS), amostra CVS/31, lote IP 05/10, procedente do Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Saude (INCQS), Fio Cruz, adaptado em cérebro de camundongo,
com titulo de 10 DLICs0/0,03mL.

3.1.2 Virus de campo

Para controle positivo das reacdes de Real Time RT-PCR foi selecionada a
amostra de RABV 4255V/10, proveniente de morcego do género Artibeus e isolada

em SNC de camundongos.
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3.1.2.1 Titulac&o do virus de campo

Foram selecionados trés tubos tipo eppendorff® contendo cérebros de
camundongos inoculados com a amostra 4255V/10. Fez-se um pool dessas
amostras, o qual foi pesado e triturado com auxilio de graal e pistilo estéreis. Foram
feitas diluicbes seriadas do pool na razdo 10, de 107 até a diluicdo 10°, e foram
inoculadas em grupos de 10 camundongos albinos suigcos, com 21 dias de idade, em
doses de 0,03mL pela via intracerebral (IC). Os camundongos inoculados foram
observados durante 30 dias para a verificacdo da presenca de sinais clinicos de
raiva. Os animais mortos a partir do 5° dia apds a inoculacdo e que manifestaram
sinais caracteristicos da doenca foram considerados positivos. A Dose Letal 50%
(DL50) foi calculada pelo método de Reed e Miench (1938) e expressa em
l0og10DLICs50/0,03mL.

3.1.3 Morcegos

Dos morcegos recebidos pelo IP-SP, para o diagndstico da raiva, enviados
por profissionais da area da saude ou da agricultura e por moradores dos municipios
de S&o Paulo, foram selecionados 30 espécimes que apresentaram diagnostico
positivo na técnica de Imunofluorescéncia Direta (IFD) e que foram classificados,
segundo a chave de identificacdo descrita por Vizotto e Taddei (1973), como
pertencentes ao género Artibeus (Quadro 2). Os morcegos foram mantidos a -20°C

até o momento de sua utilizacao.
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AMOSTRA

ESPECIE

PROCEDENCIA

1110Vv/09
2242V/09

2470V/09
2734V/09
2939V/09
3017Vv/09
3173V/09
3174V/09
3175V/09
3401V/09
3405V/09
3406V/09

3852V/09
3933Vv/09

3970V/09
4506V/09
4606V/09
4607V/09
4925V/09
4987V/09
5059V/09
5610V/09
7204V/09
2202V/10
3015V/10
3088V/10
3208V/10
3848V/10
5378V/10
5731V/10

Artibeus fimbriatus
Artibeus fimbriatus

Artibeus lituratus

Artibeus planirostris

Artibeus lituratus

Artibeus fimbriatus

Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus

Artibeus fimbriatus

Artibeus obscurus
Artibeus sp
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus

Ribeirdo Preto
Ribeirdo Preto

Ribeirdo Preto
Ribeirdo Preto
Ribeirdo Preto
Ribeirdo Preto
Ribeirdo Preto
Ribeirdo Preto
Ribeirdo Preto
Ribeirdo Preto
Ribeirdo Preto
Ribeirdo Preto
Ribeirdo Preto
Ribeirdo Preto
Ribeirdo Preto
Ribeirdo Preto
Ribeirdo Preto
Ribeirdo Preto
Campinas
Ribeirdo Preto
Assis
Jales
Ribeirdo Preto
Ribeirdo Preto
Jales
Campinas
Ribeirdo Preto
Ribeirdo Preto
Campinas
Ribeirdo Preto

Quadro 2 — Relacao dos isolados de RABV de morcegos frugivoros do género Artibeus,
espécie e procedéncia dos mesmos, nos anos de 2009 e 2010 - Sdo Paulo —

2011

3.2 Preparo das Suspensoes

Serdo descritas as etapas realizadas para a obtencdo do lavado cerebral,

colheita dos 6rgaos e conteudo fecal além do preparo das suspensdes.

3.2.1 Lavado da Calota Craniana

Pelo fato dos morcegos utilizados neste estudo ja terem tido o SNC utilizado

para a realizacdo da IFD, exame de rotina do Laboratério, foi utilizado o lavado da

calota craniana. Para isso, apds o descongelamento dos morcegos foi realizada a
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raspagem da calota craniana com auxilio de ponteiras estéreis e em seguida foram
adicionados 1000uL de diluente, composto de solucdo fisiolégica a 0.85%,
adicionada de 2% de Soro Fetal Bovino (SFB), isento de anticorpos antivirus da
raiva e 0,1% de garamicina. A solugéo contendo o lavado cerebral foi acondicionada
em tubo do tipo eppendorff® RNAse free (Figura 1) e mantida a -80°C até o momento
da sua utilizacdo. Todo o procedimento foi realizado em Cabine de Seguranca
Biolégica — Classe IIA (CSB).

Depois de descongelada, a suspenséo foi centrifugada a 12000xg a 4°C por
5 minutos. Foi reservado o volume de 130uL para o isolamento do virus em cultura
de células, o restante desta suspensado foi homogeneizada e o volume de 300uL foi
separado para a extracdo do RNA total por método com uso de TRIzol®.

Figura 1 — Etapas da obtencéo do lavado cerebral. A. Raspagem da calota craniana com
auxilio de ponteira. B. Lavagem da calota craniana com diluente. C. Lavado
Cerebral em tubo tipo eppendorf'f® RNAse free

3.2.2 Orgaos e contetdo fecal

Apbs a lavagem da calota craniana, cada morcego foi fixado, com auxilio de
agulhas estéreis, em isopor recoberto com papel aluminio e a parte ventral do
animal foi descontaminada com alcool 70%. Foi providenciado um kit composto por
um coletor feito de papel aluminio, um bisturi estéril e uma pinga que foram
utilizados para cada 6rgdo e conteudo fecal retirados, com o intuito de diminuir
possiveis residuos de material genético como fontes de contaminacao (Figura 2).
Foram retirados glandulas salivares (submandibular), pulmdes, rins, bexiga e todo o
intestino (delgado e grosso). O intestino foi raspado com auxilio de pingcas e o
conteudo fecal foi recolhido.
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Os o6rgaos e o conteudo fecal foram pesados, triturados com auxilio de
bisturi, macerados com a tampa do bisturi e acrescentados de diluente. Para serem
utilizados no isolamento viral em cultura de células N2A e submetidos as técnicas de
Transcricdo Reversa — Reacdo em Cadeia pela Polimerase (RT-PCR), hemi-nested
RT-PCR (hnRT-PCR) e Real Time RT-PCR, foi realizada uma diluicdo 1:10 para as
glandulas, rins, pulmdes e conteudo fecal, e para a bexiga, uma diluicdo 1:20 para
que fosse possivel obter o volume necessario para realizar todas as reacfes. As
suspensdes foram mantidas a 4°C por 30 minutos e centrifugadas a 800xg, por 30
minutos a 4°C. As suspensodes referentes ao conteudo fecal foram filtradas com
auxilio de seringa de 5mL e filtro Millex® de 33mm, com porosidade de 0.45um. As
suspensdes foram aliquotadas em tubos tipo eppendorff®, os que seriam utilizados
nas técnicas de RT-PCR, hnRT-PCR e Real Time RT-PCR em tubos RNAse free e 0
restante da suspensdo em tubo eppendorff® comum, e armazenados a -80°C até o
momento do uso. Todos os materiais utilizados foram preparados previamente e
submetidos a radiacao ultravioleta (UV) por pelo menos 15 minutos sendo o

procedimento realizado em CSB.

Figura 2 — Etapas realizadas para colheita dos érgaos e contetdo fecal. Material preparado
previamente e submetido a radiagao UV. O procedimento foi realizado em CSB -
classe IIA, com coletores preparados em papel aluminio, colocados em gelo e
posterior coleta dos érgéos e conteudo fecal
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3.3 Tipificagao Antigénica

Foi realizada a tipificagdo antigénica pela técnica de imunofluorescéncia
indireta com anticorpos monoclonais conforme protocolo descrito por De Mattos e
De Mattos (1998) com algumas modificacdes. Decalques do SNC de camundongos
inoculados com virus isolados de SNC dos morcegos foram feitos em 4 laminas
contendo 2 campos de leitura. As laminas foram mantidas em temperatura ambiente
por aproximadamente 30 minutos e fixadas em acetona PA a -20°C overnight, e
apos a retirada da acetona foram colocadas em estufa 37°C por 15 minutos para
secarem. Foi utilizado o painel reduzido contendo 8 anticorpos monoclonais (1, 4, 9,
10, 12, 15, 18 e 19), procedente do Center of Disease Control and Prevention
(CDC), Atlanta (EUA). Colocaram-se 15uL da diluicdo de trabalho de cada um dos
anticorpos monoclonais em cada decalque. As laminas foram entdo incubadas a
37°C por 30 minutos em camara Uumida. Lavou-se cada lamina com solucéo salina
tamponada (PBS) 0,01 molar e pH 7,6, com auxilio de pisseta. Cada decalque foi
lavado duas vezes. As laminas foram entdo mantidas submersas em PBS por 10
minutos e apds este tempo, foram secas. Em cada decalque foram colocados 25uL
de conjugado anticamundongo diluido de acordo com titulo previamente
estabelecido. As laminas entao foram incubadas novamente a 37°C por 30 minutos e
a lavagem foi realizada conforme procedimento anterior. Apdés a secagem das
laminas foi adicionada glicerina tamponada pH 8,5 e laminulas. A leitura foi realizada
em microscopio LEICA® DML, de fluorescéncia, com lampada HBO-50, com
aumento de 400X. Os resultados foram entdo determinados segundo o painel
reduzido de padrdes das diferentes variantes antigénicas conforme apresentado no
quadro 3.
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Padréo de reatividade com os seguintes AcMs

" Variantes
Reservatoério P
Antigénicas
C1 C4 C9 Cl0 | C12 | C15 | C18 | C19
Céo / Mangusto + + + + + + - + 1
Cao + + + + + - + 2
Desmodus rotundus - + + + + - - + 3
Tadarida brasiliensis - + + + + - - - 4
Desmodus rotundus Venezuela - + \% + + \% - \Y 5
Lasiurus cinereus \Y% + + + + - - - 6
Raposa do Arizona + + + + + - + 7
Camgamba Centro/Sul EUA - + + + + + + + 8
Tadarida brasiliensis México + + + + + - - - 9
Cangamba da'B_aixa California/ + + + + . i . 10
México
Desmodus rotundus México - + + + - - + 11

CVS/SAD/PV/ERA

+

+

+

+

+

+

+

Amostra laboratorial

(+) reacdo positiva; (-) reacao negativa; (V) reati

vidade variavel.

Fontes: (Diaz, Rodriguez, Smith, 1994; Delpietro et al., 1997; De Mattos CA, De Mattos CC,

1998).

Quadro 3 - Padrdo de reacdes do painel de anticorpos monoclonais do CDC para
caracterizacao das variantes antigénicas encontradas na América Latina

3.4 Isolamento Viral em Cultura de Células (IVCC)

Serdo descritos as etapas desde a manutencdo da cultura celular de

neuroblastoma murino (N2A) até a realizacdo da técnica de isolamento viral em

cultura de células.

3.4.1 Cultura Celular

A cultura de células utilizada foi a N2A, proveniente da American Type

Culture Collection, Rockville, Md. (ATCC), e foi armazenada em nitrogénio liquido
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até o momento do uso. As monocamadas estacionarias da linhagem N2A foram
mantidas a 37°C em frascos de poliestireno por no maximo 4 dias. Para a
manutencdo da cultura celular, as células foram lavadas e dispersas com 5mL de
tripsina e ressuspendidas com 4mL de Meio Essencial Minimo de Eagle (MEM)
adicionado de 10% de SFB estéril. Os 4mL da suspenséo celular foram distribuidos
em quatro novas garrafas de 25cm (1mL em cada garrafa), o volume foi completado
com 9mL de MEM acrescido de 10% de SFB estéril e foram adicionados 10uL de
aminoacidos ndo essenciais. Todo o procedimento foi realizado em CSB. Apds o
procedimento os frascos foram mantidos em estufa a 37°C até o momento de sua

utilizacao na técnica ou até o novo repique em trés ou quatro dias.

3.4.2 Isolamento Viral em Cultura de Células

O IVCC foi realizado conforme Webster e Casey (1996) com modificagoes
feitas por Castilho et al. (2007). As suspensdes foram descongeladas e distribuidas
em placas de cultura celular de fundo chato, com 96 orificios da marca Costar® ou
similar. Para cada suspensdo o teste foi feito em triplicata, sendo que em cada
orificio, colocaram-se 40uL da suspensdo, e adicionaram-se 160uL de MEM
acrescido de 10% de SFB, gentamicina e aminoacidos ndo essenciais. Apds a
homogeneizacgao, acrescentaram-se 100uL, de suspensao de células N2A contendo
5 X 10° células, em cada orificio. As placas foram incubadas em estufa de CO, a
5%, a 37°C por 96 horas. Aspirou-se o0 sobrenadante com bomba a vacuo e fixaram-
se as células com 200uL de acetona 80%, a 4°C, e mantendo-se as placas por 15
minutos em banho de gelo. As placas foram secas e acrescentaram-se 40uL de
conjugado policlonal antinucleocapsideo de RABV, marcado com isotiocianato de
fluoresceina, produzido a partir de soro de coelho hiperimune pelo Instituto Pasteur
de Sao Paulo (IP-SP) (CAPORALE et al., 2009), lote IP 02/07 em diluigéo 1:220 em
PBS contendo 0,001% de azul de evans, incubando-se, novamente, as placas a
37°C, por 1 hora. Desprezou-se o sobrenadante, por inversdo das placas e estas
foram lavadas 3 vezes em PBS 0,1 molar e 3 vezes em agua tipo Il (osmose
reversa - RiOs 5/8/16 Water Purification Systems®). Apds secarem-se as placas,

colocou-se glicerina tamponada pH 8,5, para leitura. A leitura da reacao foi realizada
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em microscopio invertido LEICA® DML, de fluorescéncia, com lampada HBO-50,
com aumento de 200X. Seguiu-se 0 seguinte protocolo: a leitura foi realizada em
cada orificio e tendo observado pelo menos uma célula infectada o orificio foi
considerado positivo, os orificios sem células infectadas foram considerados
negativos. Se pelo menos um orificio da triplicata fosse positivo a suspensao foi

considerada positiva.

3.5 Extracdo do RNA Total pelo protocolo do  TRIzol®

Para a técnica de extracdo utilizou-se o protocolo do TRIzol® Reagent
(Invitrogen®). Foram utilizados 300pL de cada suspensdo, sendo acrescentado
1,0mL de TRIzol® em cada tubo contendo a suspensdo, homogeneizado com o
auxilio do agitador de tubos por aproximadamente 20 segundos, apos a agitacao foi
mantido em temperatura ambiente por 5 minutos. Acrescentaram-se 200uL de
cloroférmio no tubo contendo o TRIzol® e a amostra. O tubo foi entdo
homogeneizado e mantido por 3 minutos em temperatura ambiente, a suspensao foi
centrifugada por 15 minutos a 12000xg e 4°C. Apés a centrifugacdo a fase aquosa
foi transferida, com auxilio de micropipeta, para outro tubo tipo eppendorff® de
1,5mL. Para a precipitacdo do RNA, alcool isopropilico foi acrescido no mesmo
volume da fase aquosa retirada anteriormente. Apos 10 minutos em temperatura
ambiente os materiais foram centrifugados a 12000xg, por 10 minutos, a 4°C, e em
seguida o sobrenadante foi desprezado pela inversao do tubo, ficando o precipitado
no fundo do tubo. Posteriormente, o precipitado foi lavado com 1,0mL de etanol
75%, centrifugado a 12000xg, por 5 minutos, a 4°C, o alcool foi desprezado e o
precipitado foi seco em temperatura ambiente, e finalmente, ressuspendido em
25uL de agua livre de DNAse/RNAse. Em cada extracdo foi acrescentado um
controle negativo, utilizando 300pL de &gua destilada UltraPure® livre de
RNAse/DNAse (Invitrogen®) e um controle positivo, sendo amostras de virus fixo
padrdo (CVS) em SNC de camundongos, utilizada também em suspensdo. Todo o
procedimento foi realizado em CSB. Os tubos contendo o RNA total extraido foram
colocados em termobloco a 56°C por 10 minutos e apos foram acondicionados a
temperatura de -20°C até o momento da sua utilizacao.
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3.6 Quantificacdes

Para este estudo foram realizadas quantificacdes do RNA total e do cDNA.

3.6.1 RNA Total

Para a quantificacdo do RNA total foi utilizado o Quant-iT RNA Assay Kit -
Invitrogen®. Para cada lote de amostras a serem quantificadas utilizaram-se dois
padrdes para a calibracdo do equipamento. Preparou-se um mix contendo 199uL de
buffer e 7uL de reagente de quantificacdo (que possui um fluoréforo para marcagéo
na dupla fita) para cada amostra e padroes. O mix foi distribuido em tubos tipo
eppendorff® de 0,5mL e para cada amostra foram colocados 199uL e para 0s
padrées 190uL. Foi entdo adicionado 1uL de RNA total extraido de cada amostra e
10pL de cada padrdao. Com o auxilio do agitador de tubos, as suspensdes foram
homogeneizadas e centrifugadas. As suspensdes foram mantidas em temperatura
ambiente por 2 minutos e a leitura foi realizada em fluorimetro portétil da marca
Qubit®. Os resultados foram expressos em ng/mL e pg/mL. Ap6s a leitura as
amostras que ficaram com resultados maiores que a capacidade total do kit foram
submetidas ao Quant-iT RNA Broad Range Assay Kit - Invitrogen® que é especifico
para amostras que possuem grandes concentracoes de RNA. O procedimento para
quantificacdo foi o mesmo descrito anteriormente. Os resultados foram expressos

em pg/mL.
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3.6.2 cDNA

Para a quantificacdo do cDNA foi utilizado o Quant-iT ssDNA Assay Kit -
Invitrogen®. Para cada lote de amostras a serem quantificadas utilizaram-se dois
padrdes para a calibracdo do equipamento. Preparou-se um mix contendo 199uL de
buffer e 7uL de reagente de quantificagcdo para cada amostra e padroes. O mix foi
distribuido em tubos tipo eppendorff® de 0,5mL e para cada amostra foram
colocados 199uL e para os padrdoes 190uL. Foi entdo adicionado 1uL de cDNA de
cada amostra e 10uL de cada padrdo. Com o auxilio do agitador de tubos, as
suspensdes foram homogeneizadas e centrifugadas. As suspensdes foram mantidas
em temperatura ambiente por 2 minutos e a leitura foi realizada em fluorimetro

portatil da marca Qubit®. Os resultados foram expressos em pg/mL.

3.7 Hemi-Nested RT-PCR

Para evitar contaminacdes, antes de cada etapa das reacoes, foi realizada a
desinfeccdo do fluxo laminar com alcool 70% e UV durante 15 minutos. Além disso,
todo o preparo dos reagentes foi realizado em uma sala exclusiva para esse fim e a

adicdo de RNA de todas as amostras foi realizada em outra sala.

3.7.1 Primers

Para a deteccdo do RABV, foram utilizados trés primers especificos,
descritos por Orciari et al. (2001), direcionados a regidao do gene codificador da
proteina N (Quadro 4), considerado um gene altamente conservado. Utilizou-se
primeiramente, o par de primers 21G e 304 que formam um amplicon de 1479 pb
(pares de bases). Esse par de primers foi utilizado para a RT e para o PCR. O primer
interno 504 em associacdo com o primer 304, formam um amplicon de 248 pb e

essa associagéo foi utilizada para a reacao de hnRT-PCR.
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Primer Sentido Sequéncia (5'-3’) Regido
21G senso ATGTAACACCTCTACAATG 55-73
304 antissenso TTGACGAAGATCTTGCTCAT 1514-1533
504 senso TATACTCGAATCATGATGAATGGAGGTCGACT 1286-1317

Quadro 4 - Relagdo de primers utilizados na RT-PCR e hnRT-PCR para a identificacdo do
RABYV direcionados a regiao do gene codificador da proteina N e as respectivas
regides de hibridizacéo

3.7.2 Transcricdo Reversa - Sintese de DNA complementar

A transcricao reversa foi realizada para os 30 animais e seus respectivos
orgaos, lavado cerebral e conteudo fecal, totalizando 180 amostras. Também foi
realizada a transcri¢éo reversa do virus de campo utilizado como controle positivo da
reacdo de Real Time RT-PCR. Para cada tubo de 200uL, foi acrescentado 1uL de
primer senso (21G) e 1uL de primer antissenso (304) na concentracdo de 0,5uM e
foi adicionado 3uL do RNA total extraido anteriormente. Os tubos foram levados ao
termociclador e submetidos a uma ciclagem a 70°C por 5 minutos. Posteriormente,
foram adicionados a cada tubo 5uL do mix preparado com a seguinte combinagao
de reagentes: 1X ImProm-Il Reaction Buffer, 0,5mM de cada dNTP (trifostato de
desoxinucleosideo), 3mM de Cloreto de Magnésio (MgCl,), 200U da enzima
ImProm®-1l Reverse Transcriptase (Invitrogen®), 40U da enzima RNAse OUT™ e
adgua destilada UltraPure® (Invitrogen®). Em seguida, os tubos contendo os
reagentes, primers e RNA foram incubados no termociclador a 42°C, por 60 minutos.
Ao final da reacdo, o cDNA de cada amostra foi armazenado a temperatura de -
20°C.
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3.7.3 Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

Apés a obtencdo do cDNA, foi realizada a reacdo de PCR. Em tubos de
500uL para microcentrifuga, foram acrescentados 90uL do mix contendo os
reagentes: 1x PCR Buffer (Invitrogen®), 0,2mM de cada dNTP, 0,5uM de cada
primer senso e antissenso (21G e 304), 2,5mM de MgCl,, 2,5U de Taq DNA
polimerase (Invitrogen®) e 24,5uL de agua UltraPure® (Invitrogen®). Apés o preparo
dos reagentes, 10uL de cDNA foram adicionados, totalizando um volume final de
100pL.

Em seguida, as reacfes foram incubadas no termociclador e submetidas aos

ciclos descritos no quadro 5.

Ciclo Temperatura (°C) Tempo

1 ciclo 94 °C - Denaturacao 5 minutos
35 ciclos 94 °C - Denaturacao 45 segundos
35 ciclos 55 °C Anelamento 45 segundos
35 ciclos 72 °C Extensao 2 minutos

1 ciclo 72 °C Extenséo 10 minutos

Quadro 5 - Ciclos da reacao de PCR e hnRT-PCR para amplificacdo do gene N do RABV
isolado de lavado cerebral, érgéos e contelido fecal de morcegos Artibeus spp.
naturalmente infectados

Apbs o término os produtos da PCR, tanto das amostras como dos controles
positivo e negativo, foram submetidos a eletroforese, sendo que 9uL da reacdo com
1pL de corante (10X Blue Juice - Invitrogen®) foram aplicadas em gel de agarose a
1%. O gel foi preparado com 50mL de tampé&o Tris/Borato/EDTA (TBE) e 0,5 gramas
de agarose, fundida, aquecendo-se por 2 minutos em forno micro-ondas. A agarose
liquida foi colocada em um suporte de gel com pente de 15 dentes. Apds a
solidificacédo o gel foi colocado dentro de uma cuba com tamp&o de corrida - TBE 1X
(0,1M de Tris, 0,09M de &cido borico e 0,001M de EDTA) contendo brometo de
etideo na concentracdo de 0,45mg/mL. O pente foi retirado e as amostras aplicadas
nos poc¢os formados. No primeiro e ultimo poco, foram aplicados 5uL do marcador
de peso molecular (100pb DNA Ladder - Invitrogen®). A visualizacéo foi feita em



81

transiluminador de luz UV. Os géis foram digitalmente fotografados em sistema de
fotodocumentacao UV White Darkroom, modelo GDS-7500.
Os produtos da PCR foram armazenados em freezer -20°C especifico para o

armazenamento de produtos amplificados.

3.7.4 Hemi-Nested PCR (hnRT-PCR)

Para a realizacdo deste procedimento, foram utilizados tubos de 500uL para
microcentrifuga e em cada tubo foram distribuidos 90uL de mix contendo 1x PCR
Buffer (Invitrogen®), 0,2mM de cada dNTP, 0,5uM de cada primer senso e
antissenso (504 e 304), 2,5mM de MgCl,, 2,5U de Taq DNA polimerase
(Invitrogen®), 49uL de Aagua UltraPure® (Invitrogen®). Ap6s o mix ser distribuido nos
tubos, 10uL do produto da PCR foram adicionados, totalizando um volume final de
100pL.

As reagdes de hnRT-PCR foram incubadas em termociclador e submetidas
aos ciclos descritos no quadro 5.

Da mesma forma que na PCR, as reacdes foram submetidas a eletroforese,
sendo que 9uL da reacao e 1pL de corante foram aplicados em gel de agarose a
1%, em buffer com brometo de etideo, visualizados em transiluminador de luz UV e
fotografados digitalmente conforme descrito anteriormente.

Os produtos da hnRT-PCR foram armazenados em freezer a temperatura de

-20°C especifico para 0 armazenamento de produtos amplificados.

3.8 Real Time RT-PCR

A seguir sdo descritas as etapas para a realizacao da técnica de Real Time
RT-PCR.
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3.8.1 Sintese dos primers e sonda para amplificacdo e deteccdo do gene N da

nucleoproteina do RABV

Para determinar a area mais adequada do gene N do RABV para a sintese
dos primers e sonda foram utilizadas 35 sequéncias genéticas recuperadas do
GenBank, que fizeram parte do estudo de Fahl (2009) (Quadro 6). As sequéncias
genéticas escolhidas foram sintetizadas a partir de amostras de morcegos
hematofagos isoladas de bovinos e de morcegos do género Artibeus, classificadas
como AgV3. As sequéncias genéticas foram alinhadas utilizando o programa Bioedit
v.5.0.9 (HALL, 1999) e a partir deste alinhamento de nt foi escolhida uma area
conservada e comum a todas as sequéncias com 499 nt e posicionada entre os nt
418 e 916 em relacdo ao genoma da amostra fixa Pasteur Virus (PV) (numero de
acesso do GenBank M13215). A partir desta area com 499 nt foi gerada uma
sequéncia consenso a qual foi enviada para Applied Biosystems™ para a andlise e
escolha do local mais apropriado para a sintese dos primers e da sonda.

ApoOs a andlise ser realizada foi sintetizado o par de primers e uma sonda
TagMan® MGB marcada com corante fluorescente FAM. O posicionamento das
sequéncias dos primers e da sonda, em relacdo a amostra fixa PV, e as suas

designacgdes estao descritas no quadro 7.



Amostra Hospedeiro original Procedéncia Nomenclatura do isolado
3250/05 Artibeus spp. Catanduva 05/Art3250Catanduva
3598/05 Artibeus lituratus Ribeir&o Preto 05/Art3598RibeirdoPreto
3738/05 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto 05/Art3738RibeirdoPreto
4578/05 Artibeus lituratus Monte Mor 05/Art4578MonteMor
4850/05 Artibeus spp. Ribeirdo Preto 05/Art4850RibeirdoPreto
4932/05 Artibeus spp. Ribeirdo Preto 05/Art4932RibeirdoPreto
5459/05 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto 05/Art5459RibeirdoPreto
6734/05 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto 05/Art6734RibeirdoPreto
6956/05 Artibeus spp. Ribeirdo Preto 05/Art6956RibeirdoPreto
7045/05 Artibeus spp. Ribeirdo Preto 05/Art7045RibeirdoPreto
7270/05 Artibeus lituratus Paraguacu Paulista 05/Art7270ParaguagUiPaulista
7436/05 Artibeus lituratus Ribeir&o Preto 05/Art7436RibeirdoPreto
7547/05 Artibeus lituratus Paraguacu Paulista 05/Art7547ParaguaguPaulista
7848/05 Artibeus spp. Marilia 05/Art7848Marilia
8456/05 Artibeus lituratus Paraguacu Paulista 05/Art8456ParaguagiPaulista
8639/05 Artibeus lituratus Marilia 05/Art8639Marilia
8688/05 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto 05/Art8688RibeirdoPreto
8921/05 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto 05/Art8921RibeirdoPreto
10509/05 Artibeus spp. Ribeirdo Preto 05/Art10509RibeiraoPreto
11206/05 Artibeus lituratus Paraguacu Paulista 05/Art11206ParaguacuPaulista
2196/04 Bovino Altinépolis 04/Bov2196Altindpolis
3441/04 Bovino Santo Antbnio da Alegria  04/Bov3441SantoAnténiodaAlegria
3833/04 Bovino Santo Antbnio da Alegria  04/Bov3833SantoAnténiodaAlegria
4698/04 Bovino Santo Antbnio da Alegria  04/Bov4698SantoAnténiodaAlegria
6930/04 Bovino Santo Antbnio da Alegria  04/Bov6930SantoAnténiodaAlegria
8967/04 Bovino Altinépolis 04/Bov8967Altindpolis
11044/04 Bovino Santo Anténio da Alegria  04/Bov11044SantoAntoniodaAlegria
11817/04 Bovino Santo Anténio da Alegria  04/Bov11817SantoAntoniodaAlegria
11818/04 Bovino Santo Antbnio da Alegria  04/Bov11818SantoAntoniodaAlegria
451/05 Bovino Altinépolis 05/Bov451Altindpolis
2579/05 Bovino Santo Antbnio da Alegria  05/Bov2579SantoAnténiodaAlegria
3924/05 Bovino Altinépolis 05/Bov3924Altindpolis
6314/05 Bovino Garca 05/Bov6314Garga
7535/05 Bovino Platina 05/Bov7535Platina
10339/05 Bovino Altindpolis 05/Bov10339Altin6polis

Fonte: Fahl, 2009

Quadro 6 - Relagdo dos isolados de RABV de morcegos frugivoros do género Artibeus e
relacionadas a morcegos hematéfagos, utilizados para a escolha da area
adequada para sintese dos primers e da sonda, identificando o hospedeiro
original, municipio onde foram encontrados e nomenclatura dos isolados do
estudo realizado por Fahl (2009)

Primers /Sonda Sentido Sequéncia (5’-3’) Regido
K1 senso GAGACAGCCCCCTTTGCA 590-607
K2 antissenso GCCAGGAATCTGAAATTTGGTATGG 666-690
KP - ACGACCCACAAAATGT 635-650

Quadro 7 — Primers e sonda utilizados para a identificacdo do RABV na reacdo de Real
Time RT-PCR e suas respectivas regides de hibridizagéo
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3.8.2 Controle de Amplificacao

Para evitar resultados falso-negativos nas reacdes de Real Time RT-PCR foi
utilizado o TagMan® Exogenous Internal Positive Control Reagents - 4308323 como
controle de amplificacdo. O kit do controle interno € composto de DNA exdégeno com
seus respectivos primers e sonda, marcada com corante fluorescente VIC, e um

bloqueador desse controle.

3.8.3 Reacao de Real Time RT-PCR

Para a realizacdo da reagdo de Real Time RT-PCR, foi utilizada placa
MicroAmp® Optical 96 well Reaction Plate, e em cada orificio foram distribuidos 20pL
de mix contendo 12,5uL de 2X TagMan® Universal PCR Master Mix, 1,25uL do
ensaio 20X, contendo os primers (K1 e K2) e a sonda (KP), 2,5uL do 10X Exo IPC
Mix, 0,5uL do 50X Exo IPC DNA e 3,25uL de agua UltraPure® (Invitrogen®). Ap6s o
mix ser distribuido nos orificios, 5uL de cDNA de cada amostra foram adicionados,
totalizando um volume final de 25uL. Em cada placa também foram adicionados pelo
menos 2 controles positivos (cDNA da amostra 4255V/10), 2 controles negativos
(agua ultrapura) e 2 controles negativos com bloqueador do IPC.

Para o controle negativo com bloqueador do IPC foram distribuidos em 2
orificios 20pL de mix contendo 12,5uL de 2X TagMan® Universal PCR Master Mix,
1,25uL do ensaio 20X, contendo os primers e a sonda, 2,5uL do 10X Exo IPC Mix,
2,5uL do 10X Exo IPC Block, 0,5uL do 50X Exo IPC DNA e 0,75uL de agua
UltraPure® (Invitrogen®). Ap6s o mix ser distribuido nos orificios, 5uL de &agua
ultrapura foram adicionados.

A placa foi entdo centrifugada e colocada no Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR System e submetida aos ciclos descritos no quadro 8. Os resultados
foram analisados no 7500 Software v.2.0.5.

Os resultados das reacoes de Real Time RT-PCR foram analisados por meio

de dois tipos de gréficos sendo o primeiro o de presenca e auséncia do RABV e o
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segundo o grafico de amplificacdo (amplification plot) no qual sdo observadas as

curvas de amplificacdes das amostras.

Ciclo Temperatura (°C) Tempo
1 ciclo 60 °C 1 minuto
1 ciclo 95°C 10 minutos
40 ciclos 95°C 15 segundos
40 ciclos 60 °C 1 minuto

Quadro 8 — Ciclos da reacdo de Real Time RT-PCR para amplificagdo do gene N do RABV
isolado de lavado cerebral, érgdos e contetdo fecal de morcegos do género
Artibeus naturalmente infectados

3.8.4 Teste de Interferéncia do lavado cerebral, 6rgdos e conteudo fecal na

amplificacéo do IPC

Para a realizacdo do teste de interferéncia na amplificacdo do IPC pelo
lavado cerebral, 6rgéos e conteudo fecal utilizados neste estudo, foi retirado do mix
da reacdo o ensaio contendo os primers e a sonda especificos para o RABV. Foi
utilizada placa MicroAmp® Optical 96 well Reaction Plate, e em cada orificio foram
distribuidos 20pL de mix contendo 12,5uL de 2X TagMan® Universal PCR Master
Mix, 2,5uL do 10X Exo IPC Mix, 0,5uL do 50X Exo IPC DNA e 4,5uL de agua
UltraPure® (Invitrogen®). Apés o mix ser distribuido nos orificios, 5uL de cDNA de
cada amostra (lavado cerebral, glandulas salivares, bexiga, rins, pulmdes e
conteudo fecal) foram adicionados, totalizando um volume final de 25uL. Em cada
placa também foram adicionados 2 controles positivos (cDNA da amostra 4255V/10),
2 controles negativos (agua ultrapura) e 2 controles negativos com bloqueador do
IPC. O mix dos controles positivos foi feito conforme o item 3.8.3, contendo o0 ensaio
20X.

A placa foi entdo centrifugada e colocada no Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR System e submetida aos ciclos descritos no quadro 7. Os resultados
foram analisados no 7500 Software v.2.0.5. Para a analise, o ciclo de amplificacéo
do controle negativo foi comparado com o ciclo do inicio da amplificacdo das

amostras de lavado cerebral, 6rgaos e conteudo fecal.
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3.9 Determinagédo do limiar de detecgcdo da amostrad e campo

Neste estudo, utilizou-se o termo limiar de deteccdo como sendo a
quantidade minima de RNA-alvo para a geracdo de bandas visiveis nas técnicas de
RT-PCR e hnRT-PCR e sinais fluorescentes na técnica de Real Time RT-PCR.

Para avaliar a sensibilidade analitica das reacfes de RT-PCR, hnRT-PCR e
Real Time RT-PCR foi realizado o teste de limiar de deteccdo. A partir de
suspensodes a 20% (peso/volume) da amostra de campo 4255V/10 foram realizadas
diluicdes decimais seriadas de 10 até 107, utilizando diluente composto de solucédo
fisiolégica, SFB e antibiotico como descrito no item 3.2.1. Como controle positivo, foi
utilizado o virus padrédo CVS para as técnicas de RT-PCR e hnRT-PCR e amostra de
virus de campo (4255V/10) para o Real Time RT-PCR e como controle negativo
utilizou-se agua ultrapura.

A extracdo de RNA foi realizada para cada diluicdo e o procedimento foi o
mesmo descrito no item 3.5. O RNA extraido foi posteriormente submetido & RT,
PCR, reacdo de hnRT-PCR e Real Time RT-PCR seguindo-se 0S mesmos

protocolos descritos nos itens 3.7.2; 3.7.3; 3.7.4 e 3.8.3 respectivamente.

3.10 Sequenciamento do DNA

O sequenciamento do DNA foi feito apenas das amostras de lavado da
calota craniana, pois esta etapa foi realizada simplesmente para a confirmagédo da

identidade genética das sequéncias.

3.10.1 Purificagdo do produto da hnRT-PCR a partir do gel

Para a purificacdo do produto da hnRT-PCR foi utilizado o GFX® PCR DNA
and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare®). Foi preparado um gel de agarose a

1% e para cada amostra foram aplicados 90uL do produto da hnRT-PCR corados
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com 10X Blue Juice - Invitrogen®. Adicionaram-se 5uL de Low DNA Mass Ladder
(Invitrogen®) nos pocos das extremidades. A cuba eletroforética foi ligada e o
resultado da corrida foi observado em transiluminador de luz UV, sendo o gel
recortado na altura da banda esperada com a utilizag&do de estilete estéril. O gel foi
pesado e adicionou-se Capture Buffer em cada tubo, na propor¢cdo de 10uL para
cada miligrama de gel. Os tubos contendo a mistura foram incubados a 60°C em
termobloco entre 5 e 15 minutos, até que a agarose se dissolvesse por completo.
Apbés a completa dissolugdo da agarose, a amostra foi homogeneizada e
centrifugada e, todo o conteudo foi transferido para um novo tubo com uma coluna
de filtracdo, o qual foi mantido em temperatura ambiente por 1 minuto. Apds, o tubo
foi centrifugado a 14000xg por 30 segundos. O liquido que passou pela coluna foi
descartado e retornou-se a coluna para o tubo coletor, foram entdo adicionados
500uL de Wash Buffer e novamente o tubo foi centrifugado a 14000xg por 30
segundos. O tubo contendo o liquido foi descartado e a coluna foi colocada em um
novo tubo de 1,5mL. Para que o DNA da coluna fosse eluido foram acrescentados
de 10 a 50uL de Elution Buffer e o tubo com a coluna foi mantido em temperatura
ambiente por 1 minuto. Apés, o tubo foi centrifugado a 14000xg por 1 minuto.

As colunas foram descartadas e os tubos, contendo o DNA purificado, foram

mantidos a -20°C até o momento do uso.

3.10.2 Quantificacdo de DNA

Para definir a concentragcédo correta de DNA a ser colocada na reacéo de
sequenciamento foi realizada a quantificacdo do DNA purificado. Em um gel de
agarose a 2%, foram aplicados 4uL do DNA purificado misturado com 1uL de 10X
Blue Juice — Invitrogen®, para cada amostra. Nos pocos das extremidades foram
aplicados 4pL de Low DNA Mass Ladder (Invitrogen®), diluidos a 1:4. A cuba
eletroforética foi entdo ligada e o resultado da corrida foi observado em
transluminador de luz UV. A intensidade das bandas de cada amostra foi comparada
com as bandas do Low DNA Mass Ladder (Invitrogen®), para inferir a quantidade em
ng de DNA presente na amostra. A amostra foi mantida & temperatura de -20°C até

0 momento da realizagcédo da reacao de sequenciamento.
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3.10.3 Reacédo de Sequenciamento

A reacdo de sequenciamento foi preparada seguindo o protocolo do BigDye®
Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems™). O kit continha um
mix pronto para uso, ao qual foram adicionados a amostra e o primer e completadas
para o volume final com &gua UltraPure® (Invitrogen®) g.s.p 10uL. Para cada
amostra foi realizada uma reacao utilizando o primer senso 504. Preparou-se uma
solugdo com o produto da purificagdo do DNA, quantificado previamente, seguindo a

distribuicdo de reagentes, por volume de amostra conforme quadro 9.

Reagentes Volume/Amostra (pL)
BigDye 4
Primer 3,2 uM 1
PCR Definir
H20 DNAse/RNAse free Definir (g.s.p 10 pL)
Total 10

Quadro 9 - Reagentes utilizados na reacao de sequenciamento do DNA do RABYV isolado de
lavado cerebral de morcegos do género Artibeus naturalmente infectados

Em seguida, as reacfes foram incubadas no termociclador e submetidas aos
ciclos descritos no quadro 10.

Ciclo Temperatura (°C) Tempo

1 ciclo 96 °C - Denaturacao 1 minuto
35 ciclos 96 °C - Denaturacao 10 segundos
35 ciclos 50 °C Anelamento 5 segundos
35 ciclos 60 °C Extenséo 4 minutos

1 ciclo 4 °C Manutengéo Até a retirada

Quadro 10 — Ciclos da reacéo de sequenciamento do RABYV isolados de lavado cerebral de

morcegos do género Artibeus naturalmente infectados

Como controle da reacdo de sequenciamento utilizou-se uma amostra de

DNA de fita dupla, pGEM® — 3Zf(+), com seu respectivo primer senso — 21M13. A

reacao controle do sequenciamento seguiu o protocolo descrito no quadro 11.
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Reagentes Volume/Amostra (pL)
BigDye 4
Primer 0,8 uM 4
pPGEM 200 ng/uL 1
H20 DNAse/RNAse free 1
Total 10

Quadro 11 - Reagentes utilizados na reacado controle do sequenciamento

Todas as reacoes foram realizadas evitando-se a presenca de luz, pois os
nucleotideos sdo marcados com fluoresceina. E ap0s a termociclagem as reacdes

foram mantidas a 4°C para a etapa de purificacdo da reacdo de sequenciamento.

3.10.4 Purificacdo da reacdo de sequenciamento por Sephadex®

Para a purificacdo da reacdo de sequenciamento foi utilizado Sephadex® G-
50 (GE Healthcare™), conforme as recomendacdes do fabricante. Adicionou-se
Sephadex® G-50 & placa MultiScreen HV (Millipore®), com auxilio de medidor
préprio. Adicionaram-se 300pL de agua UltraPure® (Invitrogen®) em cada orificio, e a
placa mantida em temperatura ambiente por 3 horas. Foi acoplada uma placa
coletora embaixo da placa preparada com Sephadex® e essas foram submetidas a
centrifugacdo a 710xg por 10 minutos. A agua excedente que estava na placa
coletora foi descartada e novamente foram adicionados a cada orificio 140uL de
agua ultrapura, e em seguida centrifugaram-se as placas novamente a 710xg por 10
minutos. Para uma nova concentracéo, as placas foram centrifugadas a 710xg por
10 minutos. A placa coletora foi trocada pela MicroAmp® Optical 96 well Reaction
Plate (compativel com o sequenciador) e colocou-se o produto do sequenciamento
por cima do Sephadex® G-50 e centrifugou-se a 710xg por 10 minutos. Apés a
centrifugacéo, a placa foi colocada em termociclador a 95°C por 15 minutos para a

evaporacao de todo liquido.
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Cada amostra da placa foi ressuspendida com 10uL de formamida HiDi
(Applied Biosystems™), e, posteriormente, a placa foi levada ao termociclador a
95°C por 5 minutos e, em seguida, colocada em gelo por mais 5 minutos. A placa foi
colocada no sequenciador automético ABI-3100 (Applied Biosystems™) para

obtencao das sequéncias.

3.10.5 Confirmacao da Identidade genética das sequéncias

ApOs 0 sequenciamento, foi realizada a confirmacéo da identidade genética
das sequencias geradas, acessando o banco de dados do GenBank por meio do

aplicativo Blast Search.

3.11 Andlise Estatistica

Para este estudo utilizou-se como analise estatistica o teste de sensibilidade

diagndstica e o teste exato de Fisher.

3.11.1 Teste de sensibilidade diagndstica

Considerando que todos o0s espécimes utilizados neste estudo foram
diagnosticados positivos para raiva pela técnica de IFD e que a definicdo de
sensibilidade diagnostica € a probabilidade de um teste diagnéstico produzir um
resultado positivo na presenca da doenca (BRATS, 2007), foi calculada a
sensibilidade dos testes de RT-PCR, hnRT-PCR e Real Time RT-PCR para a
deteccdo do RABV em lavado cerebral, 6érgdos e conteudo fecal de morcegos do

género Artibeus naturalmente infectados conforme a férmula abaixo:
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Verdadeiro Positivo

Sensibilidade Verdadeiro Positivo + Falso Negativo

3.11.2 Teste exato de Fisher

Para a analise da proporcdo de positivos detectados pelos testes de hnRT-
PCR e Real Time RT-PCR em lavado cerebral, 6rgdos e conteudo fecal de
morcegos do género Artibeus naturalmente infectados com o RABYV foi utilizado o
teste exato de Fisher, com a de 5%, no programa Quick Calcs, GraphPad Software
Inc., disponivel no sitio: http://www.graphpad.com/quickcalcs/index.cfm. As
hipoteses neste estudo séo:

» Ho: A proporgéo de positivos detectados pelo teste de hnRT-PCR é igual

a proporcao de positivos detectados pelo teste Real Time RT-PCR.

= H;: A propor¢cdo de positivos detectados pelo teste de hnRT-PCR é
diferente a propor¢cédo de positivos detectados pelo teste Real Time RT-
PCR.
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos baseados na metodologia definida anteriormente para

este estudo estao descritos nos itens a seguir.

4.1 Titulacdo do Virus de Campo

O virus de campo (4255V/10) utilizado como padrao positivo nas reacdes de
Real Time RT-PCR obteve o titulo de 10*°* DLICs0/0,03mL.

4.2 Tipificacdo Antigénica

Das 30 amostras tipificadas antigenicamente pela técnica de
imunofluorescéncia indireta com anticorpos monoclonais, 29 (96,67%) foram
compativeis com o padrédo da reacdo da variante antigénica 3 (AgV3), caracteristica
de morcego hematofago. A amostra 7204/09 proveniente de um morcego da espécie
Artibeus obscurus nao foi isolada em camundongos, portanto ndo foi possivel a

realizacdo da tipificacdo antigénica.

4.3 Isolamento Viral em Cultura de Células

As amostras de bexiga, rins, pulmdes e contetudo fecal inoculadas em
cultura de células N2A para isolamento viral causaram mudancas na morfologia das
células, ficando um tapete grumado ao invés da monocamada e ocasionaram
elevada mortalidade celular.

Os resultados obtidos pela técnica de IVCC para isolamento viral do lavado
cerebral, 6rgdos e do conteudo fecal dos morcegos do género Artibeus

diagnosticados positivos para raiva pela IFD estdo apresentados na tabela 1.



94

Tabela 1 - Distribuicao e proporcéo (%) das amostras de lavado cerebral, 6érgédos e contetdo
fecal positivos e negativos a técnica de isolamento viral em cultura de células
N2A (IVCC), de morcegos, do género Artibeus, diagnosticados positivos para
raiva pela prova de imunofluorescéncia direta (IFD), no Instituto Pasteur de Sdo
Paulo, Sdo Paulo — 2011

Lavado Cerebral/Org&os/ Isolamento viral em cultura de células N2A (IVCC)

Conteudo Fecal Posit ivos % Negativos %
Lavado Cerebral 28 93,33 02 6,67
Glandulas Salivares 11 36,67 19 63,33
Bexiga 05 16,67 25 83,33

Rins 0 0 30 100

Pulmdes 0 0 30 100
Conteldo Fecal 1 3,33 29 96,6

A representacdo grafica dos resultados de IVCC, das amostras de lavado
cerebral, 6rgdos e conteudo fecal de morcegos do género Artibeus diagnosticados

positivos para a raiva, esta ilustrada no gréfico 1.
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Grafico 1 - Distribuicdo de amostras de lavado cerebral, 6érgaos e conteddo fecal de
morcegos, do género Artibeus, diagnosticados positivos para a prova de
isolamento viral em cultura de células (IVCC), Instituto Pasteur de Séo Paulo, -
S&o Paulo — 2011

A figura 3 mostra a infeccdo das células da linhagem N2A pelo RABV

isolado de lavado cerebral de morcegos do género Artibeus naturalmente infectados.
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Figura 3 — Isolamento viral em cultura de células N2A de amostras de lavado cerebral de
morcegos do género Artibeus. A. Tapete de células N2A com intensa infeccao
viral. B. Tapete de células N2A com moderada infeccdo viral. C. Tapete de
células N2A com pouca infeccao viral. D. Tapete de células N2A sem infec¢éo
viral — negativo

4.4 Quantificagdo do RNA total e cDNA

ApOs as amostras de lavado cerebral, 6rgdos e conteudo fecal dos
morcegos do género Artibeus serem quantificadas para RNA total e os resultados
serem calculados, a concentragdo de RNA presente nessas amostras esta

demonstrada no quadro 12.
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Quantificacdo RNA Total
Amostra Lavado Glandulas Bexiga Rins Pulmdes Contetdo
Cerebral Fecal
IP 1110 V/09  >1200 pg/mL >1200 pg/mL 51,5ug/mL  >1200 pg/mL 259 pg/mL 390 pg/mL
IP 2242 V/09  >1200 pg/mL >1200 ug/mL 150 pg/mL 352 pg/mL 581 pg/mL 970 pg/mL
IP 2470 V/09  >1200 pg/mL >1200 pg/mL 73,7 ug/imL 391 pg/mL 310 pg/mL 780 pg/mL
IP 2734 V/I09  >1200 pg/mL 151 pg/mL 110 pg/mL 476 pg/mL 140 pg/mL >1200 pg/mL
IP 2939 V/09  >1200 pg/mL 977 pg/mL 78,9 pg/mL 662 ug/mL 180 pg/mL  >1200 pg/mL
IP 3017 V/I09  >1200 pg/mL >1200 ug/mL 59,4 pg/mL 652 pg/mL 736 pg/mL 110 pg/mL
IP 3173 V/09  >1200 pg/mL >1200 pg/mL 180 pg/mL 520 pg/mL 170 pg/mL 313 pg/mL
IP3174V/I09  >1200 pg/mL 944 pg/mL 75,5 pg/mL 248 pg/mL 248 pg/mL  >1200 ug/mlL
IP 3175 V/09 422 ug/mL 713 pg/mL 96,9 pg/mL 520 pg/mL 141 pg/mlL 661 ug/mL
IP 3401V/09 >1200 pg/mL 870 pg/mL 92,3 ug/mL 473 pg/mL 110 pg/mL 728 pug/mL
IP 3405V/09  >1200 pg/mL >1200 pg/mL 40,7 pug/mL 160 pg/mL 51 pug/mL 738 pug/mL
IP 3406 V/09 82,5 pg/mL 624 pg/mL 18,1 pg/mL 33,6 pg/mL 11,5 pg/mL 739 pg/mL
IP 3852 V/09  >1200 pg/mL 1200 pg/mL 26,7 ug/mL >1200 pg/mL 53 pg/mL >1200 pg/mL
IP3933V/09  >1200 pg/mL 634 ug/mL 61,2 pug/mL 320 pg/mL 91,2 ug/mL  >1200 pg/mL
IP 3970 V/09  >1200 pg/mL >1200 pg/mL 63,5 pug/mL 387 pg/mL 315 pg/mL  >1200 pg/mL
IP 4506 V/09  >1200 pg/mL 909 pg/mL 63,6 pg/mL 274 pg/mL 342 pg/mL 200 pg/mL
IP 4606 V/09  >1200 pg/mL >1200 pg/mL 14,4 pg/mL 467 pg/mL 395 ug/mL  >1200 pg/mL
IP 4607 V/09  >1200 pg/mL 325 pg/mL 50,6 ug/mL 79,1 pug/mL 170 ug/mL 455 pg/mL
IP 4925V/09  >1200 pg/mL >1200 pg/mL 200 pg/mL 291 ug/mL 180 ug/mL  >1200 ug/mL
IP 4987 V/09  >1200 pg/mL 919 pg/mL 9,55 pg/mL 140 pg/mL 130 pg/mL 160 pg/mL
IP 5059 V/09  >1200 pg/mL 893 pg/mL 66,7 ug/mL 546 pg/mL 170 pg/mL 421 pg/mL
IP 5610 V/09  >1200 pg/mL >1200 pg/mL 5,56 pg/mL 740 pg/mL 120 pg/mL 827 pg/mL
IP 7204 V/09  >1200 pg/mL 21,3 pg/mL 46,1 pg/mL 657 pg/mL 608 pg/mL  >1200 ug/mL
IP 2202 V/10  >1200 pg/mL 882 pg/mL 28,4 pg/mL 506 pg/mL 274 pg/mL  >1200 ug/mL
IP 3015 V/10  >1200 pg/mL 418 pg/mlL 63,6 pg/mL 780 pg/mL 190 pg/mL 1200 pg/mL
IP 3088 V/10  >1200 pg/mL 904 ug/mL 49,6 ug/mL 160 ug/mL 426 pg/mL 881 pg/mL
IP 3208 V/10 >1200 pg/mL >1200 pg/mL 5,96 pg/mL 10,4 pg/mL 200 pg/mL 51,1 pg/mL
IP 3848 V/10  >1200 pg/mL 598 pg/mL 33,2 ug/mL 140 pg/mL 356 pg/mL 781 pg/mL
IP 5378 V/10  >1200 pg/mL 300 pg/mL 130 pg/mL 283 ug/mL 180 pg/mL 714 pg/mL
IP5731V/10  >1200 pg/mL 93,3 pg/mL 170 pg/mL 120 pg/mL 307 pg/mL 110 pg/mL

Quadro 12 — Concentracdo expressa em pg/mL, de RNA total extraido pela técnica

utilizando TRIzol®, de lavado cerebral, orgdos e contetdo fecal de
morcegos, do género Artibeus, positivos para raiva, no Instituto Pasteur de
Séo Paulo, Sdo Paulo — 2011

Da mesma forma os resultados da quantificacdo, feitas por kit especifico
para DNA fita simples, mostrando a concentracdo de DNA presente nas amostras de
lavado cerebral, 6rgdos e contetudo fecal dos morcegos do género Artibeus, estao

apresentados no quadro 13.
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Quantificagcdo cDNA
Amostra Lavado Cerebral Glandulas Bexiga Rins Pulmdes Contetdo
Fecal

IP 1110 V/09 >1200 pg/mL 220 pg/mL 27,9 pg/mL 53,1 pg/mL 29,6 pgmL 51,3 pg/mL
IP 2242 V/09 >1200 pg/mL 151 pg/mL 47,8 pg/mL 38,2 pg/mL 94,7 pgmL 116 pg/mL
IP 2470 V/09 >1200 pg/mL >1200 pg/mL 10,3 pg/mL 38,6 pg/mL 25,4 pg/mL 82,5 pg/mL
IP 2734 V/09 >1200 pg/mL 8,44 pg/mL 17,6 pg/mL 35,4 pg/mL 14,8 pg/mL 151 pg/mL
IP 2939 V/09 64,5 pg/mL 73,1 pg/mL 10,6 pg/mL 46,1 pg/mL 29,3 ugmL >1200 pg/mL
IP 3017 V/09 >1200 pg/mL 145 pg/mL 9,26 pg/mL 59,5 pg/mL 76,9 pgmL 17,9 pg/mL
IP 3173 V/09 >1200 pg/mL >1200 pg/mL 22,5 pg/mL 42,6 pg/mL 29 pg/mL 34,9 pg/mL
IP 3174 V/09 >1200 pg/mL 64,3 pg/mL 12 pg/mL 21,3 pg/mL 26,8 pg/imL 210 pg/mL
IP 3175 V/09 54,1 pg/mL 41,9 pg/mL 11,2 pg/mL 41,9 pg/mL 31,9 ugmL 55,4 pg/mL
IP 3401V/09 >1200 pg/mL 67,6 pg/mL 11,9 pg/mL 45,5 pg/mL 21 pg/imL 58 pg/mL
IP 3405 V/09 >1200 pg/mL 35,7 pg/mL 8,81 pg/mL 19,7 pg/mL 12,3 pg/mL 60,1 pg/mL
IP 3406 V/09 17,5 pg/mL 52,9 pg/mL 9,12 pg/mL 12,6 pg/mL 9,49 ugmL 41,5 pg/mL
IP 3852 V/09 >1200 pg/mL 44,6 pg/mL 8,22 pg/mL 49,2 pg/mL 10,6 pg/mL 166 pg/mL
IP 3933 V/09 >1200 pg/mL 38,9 pg/mL 10,9 pg/mL 31,4 pg/mL 14,6 pg/mL 149 pg/mL
IP 3970 V/09 220 pg/mL >1200 pg/mL 11,2 pg/mL 31,5 pg/mL 24,8 ugmL >1200 pg/mL
IP 4506 V/09 137 pg/mL 55,1 pg/mL 9,34 pg/mL 21,7 pg/mL 38,1 pg/imL 26,2 ug/mL
IP 4606 V/09 >1200 pg/mL 220 pg/mL 7,06 pg/mL 30,7 pg/mL 31,3 ugmL >1200 pg/mL
IP 4607 V/09 >1200 pg/mL 37,6 pg/mL 10,9 pg/mL 18,2 pg/mL 21,4 pg/mL 56,4 pg/mL
IP 4925 V/09 >1200 pg/mL 119 pg/mL 21,5 pg/mL 23,1 pg/mL 25,3 pgmL 108 pg/mL
IP 4987 V/09 >1200 pg/mL 23,4 pg/mL 6,96 pg/mL 15,2 pg/mL 21,6 pg/mL 62 pg/mL
IP 5059 V/09 >1200 pg/mL 62,8 pg/mL 8,87 pg/mL 39,2 pg/mL 22,8 pg/mL 43,4 pg/mL
IP 5610 V/09 >1200 pg/mL >1200 pg/mL 8,46 pg/mL 52,5 pg/mL 13,7 pg/mL 60,3 pg/mL
IP 7204 V/09 230 pg/mL 8,34 pg/mL 8,99 pg/mL 52,8 ug/mL 39,9 pg/mL >1200 pg/mL
IP 2202 V/10 >1200 pg/mL 139 pg/mL 7,71 pg/mL 40,3 pg/mL 103 pg/mL 144 pg/mL
IP 3015 V/10 >1200 pg/mL 210 pg/mL 11,2 pg/mL 77,6 pg/mL 19,5 pgmL 81 pg/mL
IP 3088 V/10 >1200 pg/mL 30,9 pg/mL 11,5 pg/mL 20,8 pg/mL 34,7 pg/mL 152 pg/mL
IP 3208 V/10 >1200 pg/mL >1200 pg/mL 5,77 pg/mL 6,68 pg/mL 14,8 pg/mL 31,3 pg/mL
IP 3848 V/10 >1200 pg/mL 46,7 pg/mL 8,67 pg/mL 28,5 pg/mL 86,5 pg/mL 103 pg/mL
IP 5378 V/10 >1200 pg/mL 36,1 pg/mL 25,3 pg/mL 26,4 pg/mL 28,2 pg/mL 80,2 pg/mL
IP 5731 V/10 >1200 pg/mL 13,7 pg/mL 16,5 pg/mL 27,8 pg/mL 122 pg/mL 19,4 pg/mL

Quadro 13 - Dados da quantificacdo, expressos em pg/mL, do cDNA de lavado cerebral,
orgdos e conteudo fecal de morcegos, do género Artibeus, positivos para
raiva, no Instituto Pasteur de S&o Paulo, S&o Paulo — 2011

45 Técnicas de RT-PCR e hnRT- PCR

Os resultados das técnicas de RT-PCR e hnRT-PCR de lavado cerebral,

orgaos e conteudo fecal da amostra 2242V/09 estdo exemplificando, na figura 4, o

padrdo observado para as amostras positivas para raiva na eletroforese em gel de

poliacrilamida a 1% corado com brometo de etideo. Na técnica de RT-PCR as

amostras positivas apresentaram o fragmento esperado de 1479pb (figura 4A), e na

técnica de hnRT-PCR o fragmento esperado de 248pb (figura 4B).
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Figura 4 — Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo das reagbes
de RT-PCR e hnRT-PCR da amostra 2242V/09. A. Reacdo de RT-PCR. L —
Ladder — Marcador molecular com 100pb; 1 — Lavado Cerebral; 2 — Glandulas
Salivares; 3 — Bexiga; 4 — Rins; 5 — Pulmdes; 6 — Contetdo Fecal; 7 — CVS
(Controle Positivo) e 8 — Agua Ultra-pura (Controle Negativo). B. Reacéo de
hnRT-PCR. L — Ladder — Marcador molecular com 100pb; 1 — Lavado Cerebral; 2
— Glandulas Salivares; 3 — Bexiga; 4 — Rins; 5 — Pulmdes; 6 — Conteludo Fecal; 7
— CVS (Controle Positivo) e 8 — Agua Ultra-pura (Controle Negativo)

Os resultados quanto ao numero de amostras positivas e negativas nas

técnicas de RT-PCR e as respectivas propor¢cdes estdo sumarizados nas tabelas 2.

Tabela 2 - Distribuicao e proporcéo (%) das amostras de lavado cerebral, 6érgédos e contetdo
fecal positivos e negativos na técnica de RT-PCR, de morcegos, do género
Artibeus, diagnosticados positivos para raiva pela imunofluorescéncia direta
(IFD), no Instituto Pasteur de S&o Paulo, Sdo Paulo — 2011

Lavado Cerebral/Org&os/ Reacdo em Cadeia pela Polimerase (RT-PCR)
Contetdo Fecal Positivos % Negativos %

Lavado Cerebral 29 96,67 01 3,33
Glandulas Salivares 10 33,33 20 66,67
Bexiga 0 0 30 100,00

Rins 01 3,33 29 96,67
Pulmbes 0 0 30 100,00
Contetdo Fecal 0 0 30 100,00

A tabela 3 demonstra os resultados quanto ao numero de amostras positivas

e negativas na técnica de hnRT-PCR e suas respectivas proporcoes.
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Tabela 3 - Distribuicdo e proporgéo (%) das amostras de lavado cerebral, 6rgaos e contetido
fecal positivos e negativos na técnica de hnRT-PCR, de morcegos, do género
Artibeus, diagnosticados positivos para raiva pela imunofluorescéncia direta
(IFD), no Instituto Pasteur de S&o Paulo, Sdo Paulo — 2011

Lavado Cerebral/Org&os/ Hemi-Nested PCR (hnRT-PCR)
Conteldo Fecal Positivos % Negativos %
Lavado Cerebral 30 100,00 0 0
Glandulas Salivares 27 90,00 03 10,00
Bexiga 25 83,33 05 16,67
Rins 24 80,00 06 20,00
Pulmbes 23 76,67 07 23,33
Contetido Fecal 13 43,33 17 56,67

4.6 Técnicade Real Time RT-PCR

Serdo demonstrados os resultados obtidos na reacédo de Real Time RT-PCR
e no teste de interferéncia do lavado cerebral, 6rgdos e conteudo fecal na

amplificagcéo do IPC.

4.6.1 Reacédo de Real Time RT-PCR

A figura 5 mostra os graficos de presenca e auséncia gerados a partir das
amostras obtidas de lavado cerebral, 6rgdos e conteudo fecal de morcegos do

género Artibeus naturalmente infectados com RABV.
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Figura 5 — Graficos de presenca e auséncia das reacdes de Real Time RT-PCR das
amostras de lavado cerebral, 6rgdos e conteudo fecal de morcegos do género
Artibeus naturalmente infectados com RABV. A. Lavado Cerebral; B. Glandulas
Salivares; C. Bexiga; D. Rins; E. Pulm&es e F. Contetdo Fecal

A figura 6 mostra os graficos de amplificagcdo (amplification plot) gerados a

partir das amostras obtidas de lavado cerebral, 6rgdos e conteudo fecal de

morcegos do género Artibeus naturalmente infectados com RABV.
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Figura 6 — Graficos (amplification plot) das reagfes de Real Time RT-PCR das amostras de
lavado cerebral, 6rgdos e conteddo fecal de morcegos do género Artibeus
naturalmente infectados com RABV. A. Lavado Cerebral; B. Glandulas
Salivares; C. Bexiga; D. Rins; E. Pulm&es e F. Contetdo Fecal

As figuras 5 e 6 mostram que todas as 30 amostras de lavado cerebral foram
diagnosticadas positivas tanto no grafico de presenca e auséncia quanto no
amplification plot. Na analise do grafico de amplificagdo das amostras de lavado
cerebral notou-se que pelo menos 15 reacdes nao tiveram a amplificacdo do IPC,
porém houve amplificagdo da amostra como exemplifica a figura 7. Portanto, na
analise individual do amplification plot as amostras que mostraram amplificacédo
foram consideradas positivas.
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Figura 7 — Gréfico (amplification plot) da reacdo de Real Time RT-PCR da amostra de
lavado cerebral do espécime 5059V/09 mostrando a curva de amplificacdo da

amostra e do IPC

A figura 5B mostra que quatro amostras de glandulas salivares deram
resultado negativo, sendo as amostras 3852V/09; 5610V/09; 3015V/10 e 3088V/10,
porém quando o amplification plot destas amostras foi analisado verificou-se que as
amostras 3852V/09 e 3088V/10 tinham sido amplificadas sendo diagnosticadas
positivas. A figura 8 exemplifica o amplification plot da amostra de glandula do
espécime 3852V/09 na qual pode-se ver nitidamente a amplificacdo tanto da

amostra como do IPC.

10
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Figura 8 — Gréfico (amplification plot) da reacdo de Real Time RT-PCR da amostra de
glandula do espécime 3852V/09 mostrando a curva de amplificacdo da
amostra e do IPC

Da mesma forma ocorreram resultados negativos e indeterminados nos

graficos de presenca e auséncia das amostras de bexiga, rins, pulmdes e contetdo
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fecal. O quadro 14 mostra os resultados das amostras de bexiga, rins, pulmdes e

conteudo fecal que foram classificadas como negativas ou indeterminadas nos

graficos de presenca e auséncia e o resultado gerado apos analisar o amplification

plot.
Presenca e Auséncia Amplification Plot

Amostras Bexiga Rins Pulmdes Cog‘éig?" Bexiga Rins Pulmdes Coé‘éigf"’
1110Vv/09 - - Indeterminado Negativo
2242V/09 - - Indeterminado Indeterminado Negativo Negativo
2734VI09 - - Indeterminado Negativo
2939V/09 - - Indeterminado Indeterminado Negativo Negativo
3017Vv/09 - - Indeterminado Negativo -

3173Vv/09 Indeterminado - Indeterminado Positivo Negativo -

3174V/09 - Negativo Positivo -

3406V/09 - Indeterminado Indeterminado Positivo Negativo
3852V/09 - - Negativo Indeterminado Negativo Negativo
4606V/09 - - Indeterminado Indeterminado Negativo Negativo
4607V/09 - Negativo Indeterminado Positivo Negativo
4925V/09 - Negativo Positivo -

4987V/09 - - Negativo Indeterminado Negativo Negativo
5610V/09 Indeterminado Negativo Negativo Indeterminado  Negativo Positivo Negativo Negativo
7204VI09 - - Indeterminado Indeterminado Negativo Negativo
3015V/10 Indeterminado Negativo Negativo Indeterminado  Negativo  Negativo  Negativo Negativo
3088V/10 - Negativo Indeterminado Indeterminado Negativo  Negativo Negativo
3208V/10 Indeterminado - Negativo Indeterminado  Negativo Negativo Negativo
3848V/10 - - Indeterminado Indeterminado Negativo Negativo
5378V/10 - - Indeterminado Indeterminado Negativo Negativo
5731V/10 - Negativo Indeterminado Indeterminado Positivo Negativo Negativo

Quadro 14 — Resultados gerados nos graficos de presenca e auséncia e amplification plot
na reacdo de Real Time RT-PCR nas amostras de bexiga, rins, pulmdes e
contetido fecal de morcegos, do género Artibeus, diagnosticados positivos
para raiva, no Instituto Pasteur de S&o Paulo, S&o Paulo — 2011

Outra avaliagdo realizada nas reacfes de Real Time RT-PCR foi a analise

do grafico multicomponente que mostrou a quantidade das fluorescéncias emitidas

das amostras (FAM), do IPC (VIC) e controle negativo de fluorescéncia (ROX) em

relacéo ao ciclo de amplificagéo. A figura 9 mostra que o sinal da fluorescéncia FAM

nas amostras de lavado cerebral e glandula foi mais forte e amplificou nos ciclos

anteriores aos das amostras de bexiga, rins, pulmdes e conteudo fecal. O sinal de

fluorescéncia VIC por se tratar da fluorescéncia do controle IPC, mantém um padréo
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Figura 9 — Gréaficos multicomponente da reacdo de Real Time RT-PCR mostrando a
fluorescéncia emitida das amostras de lavado cerebral, 6érgdos e conteddo
fecal (fluorescéncia FAM); IPC (VIC) e controle negativo de fluorescéncia
(ROX). A. Lavado Cerebral; B. Glandulas Salivares; C. Bexiga; D. Rins; E.
Pulmdes e F. Contetdo Fecal

A tabela 4 demonstra os resultados quanto ao nimero de amostras positivas

e negativas na técnica de Real Time RT-PCR e suas respectivas proporcoes.
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Tabela 4- Distribuigéo e proporgéo (%) das amostras de lavado cerebral, 6rgdos e contetido
fecal positivos e negativos na técnica de Real Time RT-PCR, de morcegos, do
género Artibeus, diagnosticados positivos para raiva pela imunofluorescéncia
direta (IFD), no Instituto Pasteur de S&o0 Paulo, S8o Paulo — 2011

Lavado Cerebral/Orgéos/ Real Time RT-PCR
Conteudo Fecal Positivos % Negativos %
Lavado Cerebral 30 100,00 0 0
Glandulas Salivares 28 93,33 02 6,67
Bexiga 27 90,00 03 10,00
Rins 28 93,33 02 6,67
Pulmdes 15 50,00 15 50,00
Conteldo Fecal 13 43,33 17 56,67

O grafico 2 ilustra os resultados positivos obtidos pelas técnicas de RT-PCR,
hnRT-PCR e Real Time RT-PCR de amostras de lavado cerebral, 6rgédos e contetdo
fecal de morcegos naturalmente infectados do género Artibeus. Da mesma forma, o
grafico 3 mostra os resultados negativos obtidos por meio das mesmas técnicas nas
amostras de lavados cerebrais, 6rgaos e conteudos fecais de morcegos do género

Artibeus diagnosticados positivos para raiva.
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E RT-PCR  ®hnRT-PCR M Real Time RT-PCR

Grafico 2 - Distribuicdo das amostras de lavado cerebral, 6rgdos e conteudo fecal de
morcegos, do género Artibeus, diagnosticados positivos pelas técnicas de RT-
PCR, hnRT-PCR e Real Time RT-PCR, Instituto Pasteur de Sdo Paulo, - Sdo
Paulo — 2011
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Grafico 3 - Distribuicdo das amostras de lavado cerebral, érgdos e conteudo fecal de
morcegos, do género Artibeus, diagnosticados negativos pelas técnicas de RT-
PCR, hnRT-PCR e Real Time RT-PCR, Instituto Pasteur de S&o Paulo, - Sdo
Paulo — 2011

4.6.2 Teste de Interferéncia do lavado cerebral, 6rgdos e conteudo fecal na

amplificacéo do IPC

A figura 10 mostra os gréaficos das reacdes de Real Time RT-PCR realizada
para verificacdo da interferéncia das amostras de lavado cerebral, o6rgéos e
conteudo fecal na amplificagdo do controle IPC. Quando o IPC foi utilizado junto com
0 controle negativo (dgua ultrapura) a amplificacao teve inicio no ciclo 29,47 (Figura
10G). Quando colocado junto com amostra de lavado cerebral a amplificacdo teve
inicio no ciclo 31,79 (Figura 10A) demonstrando que produziu interferéncia na
amplificagdo assim como quando utilizado juntamente com as amostras de rins e
pulmbes que tiveram inicio de amplificacdo nos ciclos 30,39 e 30,41
respectivamente (Figura 10D e E).

Quando o IPC foi utilizado com amostras de glandulas e bexiga nao foi
observado interferéncia, pois a amplificacdo teve inicio nos ciclos 29,20 e 29,08
respectivamente (Figura 10B e C). O IPC ndo amplificou quando utilizado junto com

amostras de conteudo fecal como mostra a figura 10F.
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Figura 10 — Graficos (amplification plot) da reacdo de Real Time RT-PCR no teste de
interferéncia das amostras de lavado cerebral, 6rgdos e contetdo fecal. A.
Lavado Cerebral; B. Glandulas Salivares; C. Bexiga; D. Rins; E. Pulmdes; F.
Contetdo Fecal e G. Controle Negativo (Agua Ultrapura)

4.7 Determinacao do limiar de deteccdo da amostrad e campo

No teste de limiar de deteccdo da amostra de campo utilizada como padréo
positivo na técnica de Real Time RT-PCR (4255V/10) observou-se que tanto na
reacdo de RT-PCR e hnRT-PCR apresentou uma sensibilidade de 10°°, enquanto
que na reacdo de Real Time RT-PCR foi de 10™*° (Figuras 11 e 12).
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Figura 11 — Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo, referente

as reac6es de RT-PCR e hnRT-PCR para a determinacdo do limiar de deteccao
da amostra de campo utilizada como padrdo na reagdo de Real Time RT-PCR
(4255V/10). A. Reacdo de RT-PCR. L — Ladder — Marcador molecular com
100pb; 1 — Diluicdo 10" - Positiva; 2 — Diluicdo 10” - Positiva (banda com baixa
intensidade de brilho); 3 — Diluicdo 10 — Positiva (banda com baixa intensidade
de brilho); 4 — Diluicdo 10 - Negativa; 5 — Diluicdo 10° - Negativa; 6 — Diluicdo
10° - Negativa; 7 — CVS (Controle Positivo) e 8 — Agua Ultra-pura (Controle
Negativo). B. Reacdo de hnRT-PCR. L — Ladder — Marcador molecular com
100pb; 1 — Diluicdo 10 - Positiva; 2 — Diluicdo 102 - Positiva (banda com baixa
intensidade de brilho); 3 — Diluicdo 10 — Positiva (banda com baixa intensidade
de brilho); 4 — Agua Ultrapura (Controle de contaminacdo da reacdo); 5 —
Diluicdo 10™ - Negativa; 6 — Diluicdo 10®° - Negativa; 7 — Diluicdo 10° - Negativa;
8 — Agua Ultrapura (Controle de contaminacédo da reacdo); 9 — CVS (Controle
Positivo) e 10 — Agua Ultra-pura (Controle Negativo)
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Figura 12 - Graficos (amplification plot) da reacdo de Real Time RT-PCR para a
determinacéo do limiar de deteccdo da amostra de campo utilizada como
padrdo positivo (4255V/10). A. Diluicdo 10™ - Positiva; B. Diluicdo 107 -
Positiva; C. Diluicdo 10 — Positiva; D. Diluicdo 10™ - Positiva; E. Diluicdo
10° - Negativa; F. Diluicao 10°- Negativa

4.8 Sequenciamento do DNA — Confirmagdo da identida de genética das

sequéncias

Todas as sequencias geradas nesse estudo e utilizadas para a pesquisa da
identidade genética foram confirmadas como sendo tipicas de D. rotundus,

compativel com a AgV3.

49 Andlise Estatistica

Seguem os resultados das analises estatisticas feitas para este estudo.
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4.9.1 Teste de sensibilidade diagndstica

No quadro 15 estdo demonstrados os resultados obtidos no teste de
sensibilidade diagndstica das técnicas de RT-PCR, hnRT-PCR e Real Time RT-PCR
para a deteccdo do RABV em 6rgdos de morcegos do género Artibeus naturalmente

infectados.

.. Sensibilidade (%)
Lavado Cerebral/Orgéos/

Contetdo Fecal RT-PCR hnRT-PCR Real Time RT-PCR

Lavado Cerebral 97 100 100

Glandulas Salivares 60 91 94

Bexiga 50 86 91

Rins 51 83 94

Pulmdes 50 81 67

Conteldo Fecal 50 64 64

Quadro 15 — Sensibilidade diagnostica em % das técnicas de RT-PCR, hnRT-PCR e Real
Time RT-PCR para a deteccdo do RABV em 6rgdos de morcegos do género
Artibeus naturalmente infectados

4.9.2 Teste exato de Fisher

No quadro 16 estdo demonstrados os resultados obtidos no teste exato de
Fisher para a proporcao de positivos detectados pelas técnicas de hnRT-PCR e Real
Time RT-PCR nos orgaos de morcegos do género Artibeus naturalmente infectados
com o RABV.
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Teste Exato de Fisher
Lavado Cerebral/Orgéos/ hnRT-PCR X Real Time RT-PCR

Contetdo Fecal P-valor*
Lavado Cerebral P=1,0
Glandulas Salivares P=1,0

Bexiga P=0,7065

Rins P=0,2542

Pulmbes P=0,0596
Contetdo Fecal P=1,0

*Pp_valor do Teste exato de Fisher

Quadro 16 — Resultados em P valor do teste exato de Fisher aplicado para avaliar a
proporcao de positivos detectados pelas técnicas de hnRT-PCR e Real Time
RT-PCR nos orgdos de morcegos do género Artibeus naturalmente
infectados com 0 RABV
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5 DISCUSSAO

A utilizacdo de métodos sensiveis e especificos para o diagndstico da raiva
€ uma importante ferramenta para o controle e profilaxia da doenca. O diagnostico
laboratorial da raiva é realizado utilizando as técnicas de identificacdo viral (IFD) e
isolamento viral (IVC e IVCC) recomendadas pela OMS (WHO, 1992). A deteccao
direta do antigeno pela IFD é o método de triagem diagndstica mais amplamente
utilizado, e com maior rapidez, sensibilidade e especificidade (MAYEN, 2003).
Portanto, neste estudo a IFD foi utilizada como técnica de triagem para 0s
espécimes de morcegos que serviram de amostras positivas (Quadro 2).

A disseminagdo do virus da raiva para os diversos orgdos se da com a
progressdo do quadro clinico da doenca (BRASIL, 2008) e pelo fato do virus
circulante em um reservatério ser mantido em baixas concentracdes para permitir a
infeccdo e a manutencdo na espécie que o alberga (ANDERSON; MAY, 1982). Por
este motivo amostras de lavado cerebral, 6rgdos e contetudo fecal os quais podem
ter menor concentracao viral, foram utilizadas para o isolamento viral em cultivo de
células N2A para evidenciar a presenca de virus infectante nessas amostras de
morcegos do género Artibeus naturalmente infectados.

A importancia do isolamento viral esta na capacidade de detectar o virus da
raiva em amostras com pequenas concentracdes virais (RUDD; TRIMARCHI, 1989).
O isolamento do virus da raiva em cultura de células é uma técnica que vem sendo
bem desenvolvida e tem sido utilizada para o diagndstico da raiva, no Laboratério de
Virologia da Secdo de Diagndstico da Raiva do Instituto Pasteur (credenciado
oficialmente pelo Ministério da Saude como Laboratério de Referéncia Nacional),
com sucesso em amostras de SNC provenientes de morcegos (CASTILHO et al.,
2007). Scheffer et al. (2007) ao pesquisarem virus da raiva em 6rgaos de morcegos
naturalmente infectados no Estado de S&do Paulo conseguiram isolar virus de 10
orgaos e tecidos diferentes por meio do IVCC.

No presente estudo, das amostras obtidas a partir de lavado cerebral
inoculadas em cultura de células N2A originadas de morcegos do género Artibeus
previamente diagnosticados positivos pela técnica de IFD, 28 (93.33%) foram
positivas. O fato de terem 2 amostras diagnosticadas negativas por essa técnica

talvez se deva ao fato de os morcegos terem sido manipulados previamente para a
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retirada do SNC utilizado na rotina do diagndéstico e por terem permanecido em
temperatura de -20°C causando uma consideravel perda de infectividade viral
conforme ressalta Webster (1986).

Devido a falta de trabalhos utilizando lavado cerebral para diagndstico da
raiva os resultados encontrados foram comparados com estudos realizados com
SNC de morcegos. O resultado de 93,33% de positividade mostra uma percentagem
inferior a encontrada por Castilho et al. (2007) que ao compararem, pelas técnicas
de IFD, inoculagdo intracerebral em camundongos e inoculacdo em cultura de
células, 50 amostras de encéfalo de morcegos de diversas espécies tiveram 100%
de concordancia entre as técnicas. No entanto esse percentual foi maior quando
comparado com os achados de Scheffer (2005) que utilizou 33 encéfalos de
morcegos frugivoros do género Artibeus e encontrou 66,67% de positividade e
Scheffer et al. (2007) que obtiveram 83,6% de resultados positivos utilizando o
encéfalo inteiro de morcegos de diversos habitos alimentares. Esses resultados
mostram que € possivel utilizar o lavado da calota craniana de morcegos como
amostra para o diagnéstico da raiva caso o SNC ja tenha sido usado ou no caso de
perda do encéfalo devido a algum dano ao cranio causado durante a captura do
morcego.

A viabilidade em isolar o virus da raiva em cultura celular depende da
concentracdo de virus presente na amostra testada (TOLLIS et al., 1988). Em
relacdo aos 6rgaos pesquisados neste trabalho, as glandulas salivares foram as que
tiveram maior percentagem de positividade depois do lavado cerebral com 36,67%,
resultados semelhantes em relacdo a positividade aos encontrados por Scheffer
(2005) que relatou positividade de 33,33% em IVCC de 33 morcegos do género
Artibeus. Esse resultado reforca que a principal via de transmissdo do RABV entre
0S morcegos é pela mordedura.

Amostras obtidas a partir da bexiga urinaria tiveram positividade de 16,67%,
superando os 3% achados por Scheffer (2005) representados por um Unico
isolamento de bexiga urinaria dos 33 morcegos do género Artibeus. Esse resultado
reforca a provavel ocorréncia da presenca de virus infectante na urina, a qual
poderia representar mais uma via de eliminacdo para o virus da raiva deste
reservatorio, que contribuiria para a permanéncia do virus nas poeiras e aerossois
em ambientes fechados, como cavernas que abrigam grande numero desses

animais.



115

As suspensdes provenientes dos rins e pulmdes ndo apresentaram
positividade na técnica de IVCC, resultado esse n&o concordante com o0s
encontrados por Scheffer et al. (2007) que obtiveram 16,67% de positividade nos
rins e 48,83% nos pulmdes de morcegos de diversas espécies. Este fato pode ter
ocorrido em decorréncia do baixo titulo de virus no tecido original ou pelo fato de
neste estudo as amostras desses tecidos terem sido testados em uma diluicdo 1:10
(P/V) enquanto no estudo realizado por Scheffer et al. (2007) as suspensdes de rins
e pulmdes foram diluidas 1:5 (P/V). Como as células sdo suscetiveis a
contaminacdes e lise por bactérias, fungos, outros virus e devido as toxinas
presentes nos tecidos e Orgdos suspeitos, deve-se também utilizar antibiéticos
adequados e em quantidade suficiente no meio de cultura para aumentar a
resisténcia contra as contaminacdes bacterianas (WEBSTER; CASEY, 1988).
Webster e Casey (1996) relataram que apesar do tecido cerebral ser o preferido
para o isolamento viral em células, outros tecidos ou fluidos podem ser usados para
o IVCC, entretanto € recomendado a utilizacdo de uma suspensdo a 1%, para
obtencdo de maior concentragao viral em tecidos ndo nervosos.

Em relacdo ao conteudo fecal, o isolamento viral em cultura celular s6 foi
possivel em uma suspensédo. Esse fato pode ser explicado pela grande variedade de
interferentes encontrados nesse substrato, que podem influenciar na infeccdo das
células pelo virus, talvez o aumento da concentracdo de antibioticos poderia
contribuir para a eliminacdo de possiveis contaminagfes bacterianas. Entretanto
mais estudos utilizando conteudo fecal deverdo ser realizados, pois essa pode ser
uma via de eliminacdo pouco conhecida do virus da raiva. Outra possibilidade pode
estar relacionada com a filtracdo da suspensao, pois segundo Webster e Casey
(1996) filtracdes de suspensodes de tecidos para a remocao de contaminates podem
reduzir a quantidade de virus viaveis.

Véarios fatores como a contaminacdo da amostra, preservacdo e
armazenamento podem afetar a sensibilidade do IVCC (WEBSTER; CASEY, 1996).
Sendo assim, métodos de aplicacdo de tecnologia molecular como RT-PCR, hnPCR
e Real Time RT-PCR, devido a rapidez, sensibilidade e confiabilidade tem sido,
frequentemente utilizados para o diagnostico da raiva (ORLOWSKA et al., 2008).

A guantificacdo de RNA foi realizada para verificar a eficiéncia do método de
extracao utilizado neste estudo, para isso utilizou-se dois kits especificos para RNA

total, porém com capacidades de quantificagfes diferentes. Segundo Rojas et al.
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(2006) essa ferramenta € importante para verificar se 0 método de extragdo do RNA
total é eficiente e também para determinar a estabilidade do acido nucléico, antes de
aplicar o PCR para o diagnéstico, pois o RNA pode ser facilmente degradado pela
acao de RNAses presentes no ambiente.

O quadro 12 mostra que as amostras com maior concentracdo de RNA total
eram as de lavado cerebral, glandulas salivares e conteudo fecal talvez isso ocorra
devido a grande quantidade de células presentes nesses 0rgaos e no conteudo
fecal. As amostras de bexigas tinham a menor concentracdo de RNA total
possivelmente por ser um 6rgdo muito pequeno e com menos quantidade de células
quando comparado com os demais 0rgaos. A quantificacdo do RNA total também é
utilizada para a uniformizacdo da quantidade de RNA a ser colocada na reacao de
RT-PCR, porém neste estudo nao foi possivel observar padrées que possibilitassem
determinar um ponto de corte. Amostras que tiveram baixas concentracées de RNA
total foram diagnosticadas positivas e algumas que tiveram altas concentracdes
foram diagnosticadas negativas.

Como essa quantificacdo de RNA era especifica para RNA total, ou seja, o
RNA encontrado tanto no virus como nas células, foi utilizado um kit especifico para
DNA de fita simples para poder quantificar o cDNA viral produzido na transcricao
reversa. No quadro 13 nota-se que aquelas amostras que tinham altas
concentracfes de RNA total também obtiveram altas concentracdes de cDNA, sendo
estas as amostras de lavado cerebral, glandulas salivares e conteudo fecal,
entretanto também néo foi possivel verificar uma correlacdo entre positividade e
concentracdo de cDNA.

A deteccdo do virus da raiva utilizando a técnica de RT-PCR tem sido
descrita por diversos autores (HEATON et al., 1997; CREPIN et al., 1998; PICARD-
MEYER et al., 2004; VAZQUEZ-MORON; AVELLON; ECHEVARRIA, 2006;
CARNIELI JR et al. 2006, 2008) e sua eficiéncia por sua elevada sensibilidade
analitica tem sido reconhecida (BORDIGNON et al., 2005). Porém resultados falso-
negativos podem acontecer quando o teste for realizado diretamente em amostras
clinicas sem o isolamento viral anterior em funcéo de eventuais titulos virais baixos
(FAHL, 2009). Para este estudo no qual foram utilizados diversos tecidos e 6rgaos
para a deteccdo do virus da raiva, podem ter ocorrido resultados falso-negativos na
técnica de RT-PCR a qual diagnosticou positivas somente 40 amostras das 180
analisadas, resultando em uma sensibilidade de 56,25%. Conforme mostra a tabela
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2 das 40 amostras diagnosticadas positivas, 29 foram aquelas obtidas a partir do
lavado cerebral, 10 de glandulas salivares e 01 de rins demonstrando a necessidade
de um pré-tratamento da amostra ou o uso de outros métodos de extracdo para
amostras provenientes de 6rgaos ou tecidos ndo nervosos.

A tabela 3 mostra os resultados positivos obtidos pela técnica de hnRT-PCR
no diagndstico das mesmas amostras e das 180 amostras analisadas, 142 foram
positivas, tendo portanto uma sensibilidade de 82,57%. Esses resultados confirmam
gue a habilidade para detectar o RABV, em amostras clinicas, pode ser aumentada
com 0 uso de uma segunda etapa de amplificagcdo conforme Heaton et al. (1997)
sugeriram. Porém deve-se levar em conta que este procedimento pode aumentar o
risco de resultados falso-positivos devido a contaminacdo de DNA (ORLOWSKA et
al., 2008), portanto € necesséria a utilizagdo de procedimentos de controle que
possam indicar se houve ou ndo contaminagao.

Além disso, as técnicas de RT-PCR e hnRT-PCR possuem algumas
limitagcbes, uma das quais € a correta interpretacdo de um resultado negativo, o qual
pode ser realmente negativo, sem a presenca da sequéncia alvo na rea¢do, ou pode
ser um resultado falso-negativo (SMITH et al., 2000; HOORFAR et al., 2004). Os
resultados falso-negativos podem acontecer devido a presenca de enzimas ou
substéancias inibidoras, degradacdo da amostra, erro humano, mau funcionamento
do termociclador, preparo incorreto dos reagentes, baixa atividade da DNA
polimerase ou acdo de nucleases enddégenas (SMITH et al., 2000; DINGLE;
CROOK; JEFFERY, 2004; HOORFAR et al., 2004).

A fim de aumentar a confianga nos resultados negativos das reagcdes de RT-
PCR e hnRT-PCR, alguma forma de controle interno € necessaria (SMITH et al.,
2000). Tais controles permitem monitorar a extracdo, a transcricdo reversa, a
amplificacdo e as etapas de deteccdo e assim distinguir os resultados negativos
verdadeiros dos falso-negativos (DINGLE; CROOK; JEFFERY, 2004). Neste estudo
foi utilizado o IPC como controle interno positivo enddgeno para as reacfes de Real
Time RT-PCR. Talvez o uso de um controle interno também nas reacfes de RT-PCR
e hnRT-PCR permitiiam a observacao de resultados falso-negativos obtidos neste
trabalho, aumentando assim a sensibilidade destas técnicas.

Na técnica de Real Time RT-PCR a sensibilidade foi de 82,19%, pois esta
técnica diagnosticou positivas 141 amostras das 180 analisadas conforme mostra a
tabela 4. Portanto a sensibilidade das técnicas hnRT-PCR e Real Time RT-PCR
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foram muito semelhantes. Esta semelhanca também é verificada quando aplicado o
teste exato de Fischer para a comparacao das propor¢cdes de positivos detectados
por ambas as técnicas onde se pode observar que para todos os 6rgdos o0s
resultados foram que a propor¢gdo de positivos detectados pela técnica de hnRT-
PCR foi igual a proporcdo detectada pela técnica de Real Time RT-PCR. Os
resultados com maior nimero de P foram em lavado cerebral, glandulas salivares e
conteudo fecal (P=1,0), seguido por bexiga (P=0,7065), rins (0,2542) e por ultimo
pulmdes (0,0596), ficando todos acima de 5%.

Quando as trés técnicas sao comparadas (grafico 2; quadro 15) verifica-se
que apenas nas amostras obtidas a partir de lavado cerebral houve uma
semelhanca na sensibilidade das técnicas, sendo 97% na RT-PCR e 100% nas
técnicas de hnRT-PCR e Real Time RT-PCR, demonstrando que se para o
diagnostico de animais suspeitos ndo tiver o SNC inteiro, o lavado cerebral pode ser
utilizado para o diagndstico da raiva pelas técnicas moleculares.

Na deteccdo do virus nas amostras de glandulas salivares, bexiga e rins
verifica-se uma maior sensibilidade na técnica de Real Time RT-PCR em relacéo a
hnRT-PCR (Quadro 15), porém nas amostras de pulmao essa relacdo se inverteu,
sendo a sensibilidade da hnRT-PCR de 81% enquanto que na reacdo de Real Time
RT-PCR foi de 67%. Nas amostras de conteudo fecal a sensibilidade de ambas as
técnicas foi de 64%.

As amostras originarias do conteudo fecal foram as que tiveram maiores
problemas para o diagnostico da raiva em ambas as técnicas confirmando que o
conteudo fecal constitui uma das mais complexas amostras bioldgicas que causam
problemas as técnicas de amplificacdo usadas como métodos diagndsticos, ndo so
por causa da presenca de grande variedade de bactérias, mas também devido a
presenca de diferentes tipos de produtos degradados de alimentos o que podem
causar inibicdo das reacdes (WILDE; EIDEN; YOLKEN, 1990; MONTEIRO et al.,
1997). O uso de kits especificos para extracdo com purificacdo deste tipo de
amostra poderia minimizar o efeito inibidor causado por amostras de conteudo fecal.

Quanto a positividade na técnica de RT-PCR nas amostras obtidas a partir
do lavado cerebral foi de 96,67%, em glandulas salivares de 33,33% e rins de
3,33%. Nenhuma das amostras de bexiga, pulmbdes e conteudo fecal foram
diagnosticadas positivas pela técnica de RT-PCR. Estes resultados se mostraram
em desacordo com os achados de Allendorff et al. (2010a) que ao estudarem 26
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morcegos de diferentes espécies encontraram 100% de positividade em cérebros e
glandulas salivares, 47% em bexigas, 31% em rins, 35% em pulmdes e 8% em
conteudo fecal. Alguns fatores que podem ter influenciado para essa discordancia
podem ser devido as diferencas na utilizacdo dos pares de primers, do método de
extracdo do RNA total ou simplesmente na concentracdo viral presente nos 6rgaos.

Analisando a positividade da técnica de hnRT-PCR verificou-se 100% em
lavado cerebral, 90% nas glandulas salivares, 83,33% nas bexigas, 80% nos rins,
76,67% nos pulmdes e 43,33% em conteudo fecal. Quando comparado com o
estudo realizado por Allendorff et al. (2010b) que pesquisaram a distribuicdo do virus
da raiva em 0Orgaos e tecidos de 13 espécimes de morcegos frugivoros, apenas a
positividade relacionada as amostras de glandulas salivares foram inferiores as
encontradas no presente estudo. Os pesquisadores encontraram 100% de
positividade em cérebro e glandulas salivares, 42% em bexigas, 38% em rins, 31%
em pulmdes e 20% nas amostras de conteudo fecal.

Os resultados encontrados neste estudo pela técnica de hnRT-PCR
concordam com a afirmacdo de Lima et al. (2005b) de que hnRT-PCR permite a
deteccdo da presenca do virus da raiva, de uma maneira eficiente, em tecidos
extraneurais podendo ser utilizada em estudos de patogénese viral.

A sensibilidade das técnicas de RT-PCR, hnRT-PCR e Real Time RT-PCR
também foram avaliadas por meio da determinacdo do limiar de deteccdo da
amostra de campo utilizada como controle positivo para as reacdes de Real Time
RT-PCR. Este estudo mostrou que a sensibilidade tanto da RT-PCR quanto da
hnRT-PCR foram semelhantes detectando o virus até a diluicdo 103, diferentemente
dos estudos de Heaton et al. (1997) e Orlowska et al. (2008) que mostraram que a
hnRT-PCR foi 10 vezes mais sensivel que a RT-PCR. Orlowska et al. (2008)
também compararam a sensibilidade entre a hnRT-PCR e a Real Time RT-PCR e
encontraram que a Real Time RT-PCR foi 100 vezes mais sensivel que a hnRT-
PCR. No presente estudo a técnica de Real Time RT-PCR detectou até a diluicdo
10 sendo a sensibilidade encontrada 10 vezes maior que na hn RT-PCR, porém a
amostra usada neste estudo para a realizacdo deste teste obteve o titulo de
108 DLICs0/0,03mL, portanto nao foi possivel verificar ao certo quantas vezes mais
a técnica de Real Time detectaria a presenca do RABV.

Para a realizacdo da técnica de Real Time RT-PCR neste estudo foi

necessario obter primers especificos para a AgV encontrada em morcegos do
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género Artibeus. Delpietro et al. (1997) em estudo com AcM, relataram que isolados
de RABV de morcegos frugivoros A. lituratus eram antigenicamente relacionados
com a variante de morcegos hematéfagos (AgV3). Para a confirmacéo de que os
morcegos utilizados neste estudo estavam infectados com a AgV3 fez-se a
tipificacdo antigénica dos 30 espécimes de morcegos sendo que 96,67% (29) foram
compativeis com a AgV3 tipica de morcego hematéfago Desmodus rotundus.

O par de primers e a sonda (K1, K2 e KP) foram desenhados a partir de uma
sequéncia consenso de 499 nt gerada de um alinhamento com 35 amostras de
animais infectados com a AgV3. Para este estudo os primers e sonda utilizados se
mostraram eficiente para a deteccdo do RABV em amostras de lavado cerebral,
glandulas salivares, bexigas e rins de morcegos do género Artibeus nas reacdes de
Real Time RT-PCR. A deteccdo também foi possivel nas amostras de pulméo e
conteudo fecal, porém nessas amostras a quantidade de deteccdo foi menor, sendo
15 em pulmdes e 13 em conteudo fecal. Esse fato pode ser explicado pela possivel
presenca de substancias inibitorias presentes nestes tipos de amostras.

A possivel interferéncia causada pelas amostras de lavado cerebral, 6rgdos
e conteudo fecal utilizadas neste estudo foi demonstrada na figura 10 a qual mostra
que o lavado cerebral, rins e pulmdes causaram uma leve interferéncia no inicio da
amplificacdo do IPC, com os ciclos de amplificacdo de 31,79, 30,39 e 30,41
respectivamente. As amostras de conteudo fecal causaram grande interferéncia néo
permitindo a amplificagcédo do IPC e as amostras de glandulas salivares e bexigas
nao causaram interferéncia tendo os ciclos de amplificacdo de 29,20 e 29,08
semelhante ao do controle negativo que foi de 29,47. Aléem da presenca de
substancias inibitérias da reacdo este fato também poderia ser explicado por ter
utilizado o método do TRIzol® na extracdo dessas amostras e a possivel presenca
de residuos de fenol no RNA extraido poderia interferir na correta emissdo de

fluorescéncia®,

Os resultados das reactes de Real Time RT-PCR foram analisados levando-
se em conta o gréfico de presenca ou auséncia do virus e cada amostra foi
analisada individualmente pelo grafico de amplificacdo (amplification plot). A figura 5
mostra as diferencas encontradas nas reacdes a partir das diversas amostras

testadas. Nas amostras de lavado cerebral todas as amostras foram diagnosticadas

N Informacéo obtida pelo suporte técnico da Applied BiosystemsT'\’I
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positivas e esse resultado pode ser observado na figura 5A. Na figura 5B, C, D, E e
F pode-se observar que algumas reacdes foram diagnosticadas como
indeterminadas e o resultado final foi determinado pela analise do grafico de
amplificacdo. As amostras que amplificaram foram consideradas positivas e as que
nao amplificaram foram consideradas negativas (Quadro 14). As amostras que
amplificaram, mas o IPC ndo amplificou foram consideradas positivas, pois a néo
amplificacdo do IPC pode ocorrer devido a grande quantidade do patdgeno alvo,
nesse caso o RABV, que pode interferir na amplificacdo do IPC, porém essa nao
amplificacéo néo interfere no resultado positivo da amostra (Figura 7)°.

Outro parametro observado na andlise da reacdo de Real Time RT-PCR foi
o grafico de multicomponente que mostra a emissao da fluorescéncia (Figura 9).
Observa-se que as amostras que tiveram a maior emissao de fluorescéncia foram as
provenientes do lavado cerebral, seguidas das amostras de glandulas salivares, rins,
bexigas. As amostras de pulmao e conteudo fecal foram as que tiveram menor e
mais tardia emissao de fluorescéncia. A mesma figura mostra ainda que devido ao
fluordforo utilizado, a emisséo da fluorescéncia do controle IPC € baixa e o aumento
do sinal em algumas amostras € mais tardio, porém seguem um mesmo padréo. E a
fluorescéncia ROX também foi avaliada, estando presente em todas as reacfes e
nunca deve amplificando, pois se trata do controle negativo da reacéao.

Em relacéo a positividade da reacdo de Real Time RT-PCR as amostras de
lavado cerebral foram 100% diagnosticadas para RABV, seguido das glandulas
salivares e rins com 93,33, bexiga com 90%, pulmdes com 50% e conteudo fecal
com 43,33%. Esse resultado demonstra que essa técnica pode ser usada como uma
ferramenta complementar no diagnostico do RABV, principalmente em amostras de
SNC, glandulas salivares, rins e bexiga.

ApoOs as amostras de lavado cerebral serem diagnosticadas positivas nas
técnicas moleculares foi realizado o sequenciamento das mesmas para confirmacao
da identidade genética a qual mostrou que todas eram caracteristicas de D.
rotundus.

Portanto, os resultados obtidos neste estudo sugerem que tanto as técnicas
de hnRT-PCR como Real Time RT-PCR podem ser utilizadas como métodos

complementares para o diagnostico da raiva e sdo sensiveis 0 bastante para o uso

> Informacéo obtida pelo suporte técnico da Applied BiosystemsT'\’I
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em estudos de patogénese. Além disso, a técnica de Real Time RT-PCR vem sendo
desenvolvida para a deteccéo e quantificacdo do RABV, porém ainda sdo poucos os
trabalhos que utilizam essa técnica para investigacao da distribuicdo deste virus em
diferentes tecidos, 6rgdos ou secrecfes das diversas espécies de mamiferos que
podem ser infectados pelo RABV.

A técnica de Real Time RT-PCR realizada neste estudo se mostrou eficiente
em detectar o RABV em diferentes 6rgdos e tecidos extraneurais com a vantagem
de ser uma técnica mais rapida e sensivel e por conseguir detectar o RABV em
baixas concentracdes virais, além disso, quando comparada com o hnRT-PCR, o
Real Time RT-PCR tem menor possibilidade de contaminacgao.

O desenvolvimento desse trabalho contribuiu também para a implantacéo da
técnica de Real Time RT-PCR no Laboratorio de Biologia Molecular do Instituto
Pasteur, sendo de extrema importancia principalmente para confirmacdo do

diagnéstico ante-mortem.
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6 CONCLUSOES

. Detectou-se virus da raiva de amostras obtidas a partir do lavado
cerebral, 6rgaos e conteudo fecal de morcegos, frugivoros, do género
Artibeus, por meio das técnicas de RT-PCR, hnRT-PCR e de Real
Time RT-PCR, as quais podem ser utilizadas como técnicas
complementares para o diagndstico da raiva e também podem ser
usadas para estudos da patogénese viral.

. A comparacgao entre as técnicas quanto a sensibilidade foi de 56,25%
para a RT-PCR, 82,57% para a hnRT-PCR e 82,19% para a Real Time
RT-PCR, portanto as técnicas que tiveram maior sensibilidade para a
deteccdo do em lavado cerebral, érgaos e conteudo fecal de morcegos
do género Artibeus foram a hnRT-PCR e a Real Time RT-PCR. Os
resultados encontrados no teste exato de Fisher mostram que a
proporcdo de positivos detectados pela técnica de hnRT-PCR foi igual

a proporcao detectada pela técnica de Real Time RT-PCR.
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