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RESUMO
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DIAGNOSTICO E EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE CASOS DE RAIVA
BOVINA NA REGIAO CENTRAL DO RIO GRANDE DO SUL

AUTOR: FABIO ADRIANO KANITZ
ORIENTADOR: EDUARDO FURTADO FLORES
Santa Maria, 20 de outubro de 2014

A raiva é uma doenga infecciosa do sistema nervoso central causada pelo virus da
raiva (RabV), que afeta todos os mamiferos. No Brasil a raiva tem causado consideraveis
perdas a rebanhos bovinos em diversas regides. O diagnostico oficial é realizado pela técnica
de imunofluorescéncia direta (FAT) de forma concomitante com a prova biologica,
geralmente a inoculacdo intracerebral em camundongos (MIT). A MIT € considerada uma
técnica sensivel, especifica e eficaz para o diagnéstico da raiva, porém apresenta
desvantagens como o longo tempo para obtengdo dos resultados e a necessidade de uso de
animais. O primeiro artigo da presente dissertacdo descreve uma investigacdo epidemiologica
e molecular de surtos de raiva ocorridos na regido central do Rio Grande do Sul, entre maio e
agosto de 2012. Nesse periodo, 45 casos suspeitos de raiva foram relatados em 22 rebanhos,
localizados dentro de um raio de 4,7km, no municipio de Pinhal Grande. Desses, 32 amostras
foram submetidas para diagnostico da raiva, sendo que o RabV e/ou antigenos virais foram
identificados em 27 amostras. Em um segundo momento, 11 amostras foram submetidas a
transcricdo reversa - - reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) para o gene da
nucleoproteina (N) do RabV, seguido de sequenciamento nucleotidico e analise filogenética.
Sete das 11 amostras apresentaram sequéncias nucleotidicas idénticas e uma apresentou
mutacdo sindnima, nao-codificante, indicando uma provavel origem comum dos virus. Por
outro lado, trés amostras apresentaram mutacGes que resultaram em alteragdes de
aminodcidos, sugerindo uma origem diferente do virus. Esses resultados sugerem que RabV
de diferentes origens/linhagens co-circulam na regido e foram envolvidos nos surtos
descritos. O segundo artigo descreve a avaliacdo da sensibilidade ao isolamento do RabV em
linhagens de células de neuroblastoma murino (N2A) e rim de hamster neonato (BHK-21).
Para isso, trinta e seis amostras de cérebros bovinos oriundos de casos suspeitos de raiva
foram inicialmente submetidas ao teste de FAT e MIT e, subsequentemente, a trés protocolos
de VI em cada linhagem celular: uma unica passagem de 24h e 72h, e trés passagens de 48h.
O tempo médio necessario para obtencéo de resultados finais na MIT foi de 12,3 dias (8-21).
A FAT e MIT combinadas detectaram 32/36 amostras positivas. Dessas, a MIT detectou 32
(100%) e a FAT detectou 31 (96,8%). O tempo médio necessario para obter os resultados
conclusivos na MIT foi de 12,3 dias (8-21). O isolamento em células BHK-21 resultou em
100% (32/32) de positividade no protocolo de 72h e em 96,9% (31/32) apds trés passagens de
48h. Em células N2A o isolamento resultou em 100% (32/32) das amostras positivas em 72h
e em 30/32 (93,7%) apos trés passagens de 48h. Uma Unica passagem de 24h em ambas as
linhagens mostrou um baixo desempenho, detectando menos de 40% das amostras positivas.
Estes resultados indicam que o isolamento viral em qualquer uma das linhagens representa
uma boa alternativa para a MIT como um teste confirmatério para o diagndstico da raiva em
amostras de bovinos, produzindo resultados confiaveis em tempo reduzido.

Palavras-chave: raiva, bovinos, andlise filogenética, FAT, MIT.



ABSTRACT
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BOVINE RABIES IN CENTRAL RIO GRANDE DO SUL, BRAZIL.
AUTHOR: FABIO ADRIANO KANITZ
ADVISER: EDUARDO FURTADO FLORES
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Rabies is an infectious disease of the central nervous system caused by the rabies virus
(RABYV), which affects all mammals. In Brazil the rabies has caused considerable losses to
cattle herds in various regions. The official diagnosis is made by the fluorescent antibody
technique (FAT) concomitantly with biological assay, usually the mouse inoculation tests
(MIT). The MIT is considered a sensitive, specific and effective technique for rabies
diagnosis, but has disadvantages such as long time to obtain the results and the need to use
animals. The first paper of this dissertation describes a molecular and epidemiological
investigation of outbreaks of bovine rabies occurring in the central region of Rio Grande do
Sul state, Brazil, between May and August 2012. In this period, 45 cases suspected of rabies
were reported in 22 small herds, located within a 4.7km range, in the county of Pinhal
Grande. From these, 32 samples were submitted to rabies diagnosis and RabV and/or viral
antigens were identified in 27 samples. Subsequently, 11 brain samples were submitted to
reverse transcription/polymerase chain reaction (RT-PCR) for the nucleoprotein gene (N)
followed by nucleotide sequencing and phylogenetic analysis. Seven out of 11 samples
yielded identical sequences; one presented a synonymous, non-coding mutation, indicating a
likely common origin of the virus. However, three other samples presented nucleotide
mutations which resulted in amino acid changes, suggesting a different origin of the virus. In
summary, these results suggest that RabV strains of different origin/lineages co-circulate in
the region and were involved in the outbreaks. The second paper describes an evaluation of
sensitivity for VI of Rabv in neuroblastoma cells (N2A) and baby hamster kidney cells
(BHK-21). For this, thirty-six samples derived bovine brains of suspected rabies cases were
initially submitted to the FAT and MIT test and subsequently to three protocols VI in each
cell line: a single pass 24h and 72h, and three passes 48h. The average time to obtain final
results at MIT was 12.3 days (8-21). The average time required for final MIT results was 12.3
days (8 — 21). The FAT and MIT combined detected 32/36 positive samples, these MIT
detected 32 (100%) and the FAT detected 31 (96.8%). The isolation in BHK-21 cells resulted
in 100% (32/32) positivity in the protocol of 72h and 96.9% (31/32) after three passages of
48h. The isolation in N2A cells resulted in 100% (32/32) positive for 72h and 30/32 (93.7%)
samples 48h after three passages. A single 24h passage protocol (T1) in both cell lines
performed poorly, detecting less than 40% of the positive samples. These results indicate that
VI in either cell line, especially in BHK-21 cells that grow faster and are much easier to
maintain than N2A cells, does represent an adequate alternative for MIT as a confirmatory
test for rabies diagnostic in bovine specimens, yielding reliable results in reduced time.

Key words: Rabies, bovine, phylogenetic analysis, FAT, MIT.
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1. INTRODUCAO

A raiva é uma doenca infecto-contagiosa aguda que acomete todos os mamiferos. E
causada pelo virus da raiva (RabV), que pertence a Ordem Mononegavirales, Familia
Rhabdoviridae, Género Lyssavirus (KING & TURNER, 1993). Usando métodos sorolégicos,
antigénicos e genéticos o RabV é classificado em sete genétipos (RUPRECHT, HANLON &
HEMACHUDHA, 2002).

A morfologia do virus rabico é comparada a forma de um projétil, possuindo uma
extremidade plana e outra arredondada. No entanto, particulas com ambas as extremidades
arredondadas também podem ser observadas (MATTOS, MATTOS & RUPRECHT, 2001).
Os virions infecciosos possuem 130 a 200 nm de comprimento e 60 a 110 nm de didmetro
(WUNNER, 1991). O genoma ¢ formado por uma fita simples de RNA, polaridade negativa,
com aproximadamente 11928 nucleotideos. O nucleocapsideo, formado pelo genoma e
multiplas copias da nucleoproteina (N) é recoberto por um envelope lipidico e possui
conformacéo helicoidal (KOPROWSKI, 1991). A particula viral é revestida externamente por
uma membrana lipidica contendo espiculas compostas de trimeros da glicoproteina G
(MATTOS, MATTOS & RUPRECHT, 2001).

O genoma do RabV codifica 5 proteinas estruturais, denominadas: G (glicoproteina),
N (nucleoproteina), P ou NS (fosfoproteina), M (proteina de matriz), e L (proteina RNA
polimerase dependente de RNA). A proteina G, a mais estudada, possui 505 aminoacidos,
sendo o principal antigeno de superficie indutor de anticorpos neutralizantes, e tambem
relacionada a atividades de ligacdo aos receptores celulares, bem como determinante
antigénico para linfocitos Be T (MATTOS, MATTOS & RUPRECHT, 2001).

A nucleoproteina, principal componente do nucleocapsideo viral, embora
imunogénica, possui limitada importancia relacionada a prote¢éo, no entanto, ela é o principal
alvo dos linfocitos T auxiliares, gerando reacdo cruzada entre os lissavirus (NATHANSON &
GONZALES, 1991).

A proteina P ou NS é constituinte do nucleocapsideo viral e é formada por 297 a 303
aminoécidos. E uma proteina fosforilada, mas os sitios de fosforilacdo ainda ndo foram
precisamente determinados (MATTOS, MATTOS & RUPRECHT, 2001).

A proteina M, que tem a funcdo de unir o envelope viral ao nucleocapsideo, € a menor

e mais simples das proteinas do RabV, possui 202 amino&cidos. Outra fun¢do desta proteina
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envolve a interacdo do dominio citoplasmatico da proteina G com o nucleocapsideo (proteina
N) durante a montagem e brotamento do virus (MATTOS, MATTOS & RUPRECHT, 2001).

A proteina L, maior proteina do RabV, possui varias funcBes, dentre elas estdo: a
sintese de RNA, terminacdo, metilacdo e poliadenilacdo de RNA viral, mas pelo fato de estar
presente em pequenas quantidades, esta € uma das proteinas virais menos estudadas
(WUNNER, 1991).

Na patogenia da raiva, 0 RabV geralmente penetra no hospedeiro por solucdo de
continuidade na pele produzida por mordeduras. No entanto, a penetracdo através de
membranas mucosas intactas e do trato digestivo pode ocorrer, porém nao através da pele
integra. Em circunstancias excepcionais a infeccdo por via respiratoria é possivel, por
exemplo, em furnas que albergam um elevado nimero de morcegos infectados (KAPLAN,
1996).

A migracdo do RabV para o sistema nervoso central (SNC) ocorre em diregdo
centripeta por meio de axénios motores, sensoriais e nervos perifericos, porém a via motora e
a rota comumente utilizada na disseminagao do virus rabico para o0 SNC (JACKSON, 2002).

O periodo de incubacdo varia em fungdo do titulo viral e do local da inoculagéo.
Quanto mais proximo do SNC for esse local, mais curto sera o periodo de incubagdo. A
velocidade estimada de migracédo do virus ao longo das vias nervosas é de 15 a 100 mm por
dia (WHO, 2005b).

Em bovinos, equinos e outros animais de producao, a incubagdo da doenca varia de 25
a 150 dias, ou mais. A duracdo da doenca varia de 2 a 10 dias e geralmente culmina com a
morte por paralisia generalizada (FEKADU, 1991).

Os sinais clinicos da raiva nos animais podem se manifestar de duas formas: furiosa ou
paralitica, sendo esta Ultima mais comum em animais de producdo como bovinos, bubalinos,
equinos, caprinos, ovinos. Estes animais costumam apresentar como sinal clinico mais
caracteristico a paralisia que é observada pela dificuldade motora (FEKADU, 1991).

A raiva encontra-se amplamente distribuida pelo mundo e estd presente em todos os
continentes. Existe um pequeno numero de paises livres dessa enfermidade e em geral sdo
ilhas (WHO, 2005a). Uma area somente é considerada livre quando nenhum caso de infeccao
nativa por Lissavirus foi confirmada em humanos ou animais, incluindo morcegos, nos
altimos dois anos, e gque existe um adequado sistema de vigilancia em funcionamento (WHO,
2005b). No Brasil, a raiva € endémica, em niveis diferenciados de acordo com a regido
geogréfica (BRASIL, 2002).
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A OMS estima que aproximadamente 55.000 mortes humanas ocorram a cada ano,
principalmente na Asia e Africa, resultado que reflete um sistema de saude ineficiente e
medidas inadequadas de controle da doenca (WHO, 2005b).

A permanéncia do RabV em determinadas regiGes ocorre através de diferentes ciclos,
ocasionalmente inter-relacionados, denominados ciclos urbano e silvestre, aéreo e rural. O
ciclo aéreo refere-se a raiva em morcegos, sendo os demais ciclos denominados ciclos
“terrestres” (OIE, 2009).

No ciclo da raiva urbana, os caes sdo 0s principais reservatdrios. Este ciclo predomina
em regides da Africa, Asia, América Central e América do Sul, onde o nimero de cées ndo
vacinados ainda é alto. Este ciclo foi controlado em diversas regiées do Brasil por meio de
vacinacdo de animais domésticos e foi praticamente eliminada na América do Norte e Europa;
embora casos esporadicos ocorram em cdes infectados por animais selvagens, o ciclo urbano
ndo se perpetua na populacao canina (BRASIL, 2002; OIE, 2009).

O ciclo silvestre é o predominante na Europa e América do Norte. Também esta
presente simultaneamente com o ciclo urbano em algumas partes do mundo. A epidemiologia
deste ciclo é complexa; fatores que o afetam incluem a variante do virus, 0 comportamento
das especies hospedeiras, ecologia e fatores ambientais (SCHNEIDER et al., 2009).

No ciclo rural os herbivoros séo principalmente acometidos, comumente os bovinos e
equinos. Em funcdo de seus habitos alimentares, os morcegos hematofagos sdo os principais
transmissores da infec¢do a bovinos. Ndo obstante, na indisponibilidade de bovinos para sua
alimentacdo, os morcegos D. rotundus podem atacar outras espécies na busca de alimento,
inclusive humanos. Duas outras espéecies de morcegos hematéfagos conhecidas, Diphylla
ecaudata e Diaemus youngi, alimentam-se geralmente de sangue de aves. Ambas as espécies
podem ser contaminadas pelo RabV, mas a sua participacdo na manutencdo da infeccdo no
ciclo silvestre da raiva nao é significativa (BRASIL, 2002).

No Brasil o diagnostico laboratorial preconizado pelo Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) é realizado pela técnica de imunofluorescéncia direta
(FAT) concomitante com a prova bioldgica.

A FAT é uma técnica rapida e segura, sua sensibilidade e especificidade para o
diagnostico da raiva aproximam-se de 100% (LENNETTE & EMMONS, 1971). Foi
estabelecida pela OMS e a OIE como a técnica padrdo ouro para deteccdo do antigeno do
RabV. Recomenda-se, para aumentar a sensibilidade da FAT, que sejam examinados
fragmentos de cértex cerebral, cerebelo e corno de Ammon (WHO, 2005b). Existem alguns

fatores que influenciam na sensibilidade da técnica de FAT: estado de conservacéo da amostra
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das areas do cérebro amostradas para confecgdo do teste, e da distribui¢do do virus, que pode
ser irregular (WHITFIELD et al, 2001). A sensibilidade da técnica fica muito prejudicada em
materiais em decomposicdo (TRIMARCHI & DEBBIE, 1991).

A inoculacdo intracerebral em camundongos (Mouse inoculation test, MIT) é
considerada uma prova eficaz para a detec¢do do virus da raiva (OIE, 2005), porém exige
pessoal treinado e instalagcbes para manutencdo e/ou criacdo dos camundongos.

O uso de animais em laborato6rio tem sido amplamente discutido por comités nacionais
e internacionais, ONGs, legisladores e as atuais perspectivas apontam para reducgédo do uso de
animais e, sempre que possivel, até mesmo a total substituicdo por métodos alternativos
(WOLDEHIWET, 2005).

Nesse contexto a substituicdo da MIT por inoculagdo em cultivo celular (ICC) tem se
mostrado uma maneira de reduzir ou até mesmo eliminar o uso de camundongos para o
diagnostico da raiva, além de reduzir os custos.

O MAPA, por meio da Instrucdo Normativa 5 de 1 de marco de 2002, passou a
recomendar a substituicdo da MIT pela técnica de isolamento em cultivo celular. A linhagem
celular preconizada é a de neuroblastoma murino (N2A, ATCC: CCL-131). De acordo com o
MAPA (2009) este teste é tdo sensivel quanto a inoculacdo em camundongos e uma vez
existindo a unidade de cultura celular no laboratorio, este teste deve substituir o teste de
inoculagdo em camundongos, evitando assim o uso de animais, além do fato de ser menos
onerosa e mais rapida a obtencao do diagndstico definitivo.

Com base nisso, 0s objetivos desse trabalho foram descrever uma investigacao
epidemiologica e molecular de surtos de raiva ocorridos na regido central do Rio Grande do
Sul, entre maio e agosto de 2012, e também avaliar a sensibilidade do isolamento do RabV
em linhagens N2A e BHK-21 para amostras provenientes de bovinos suspeitos de raiva,
comparando-0 com as técnicas de rotina FAT e MIT. Essa dissertacdo ¢ composta por dois
capitulos: o primeiro descreve a investigacao epidemiolégica e molecular dos surtos de raiva e
0 segundo descreve a investigacdo da sensibilidade do isolamento viral em cultivo celular

como teste complementar para o diagnostico da doenca



2. CAPITULO 1

Epidemiologia molecular de surto de raiva bovina na regido central
do Rio Grande do Sul.

Fabio Adriano Kanitz, Ananda Paula Kowalski , Helena Beatriz de Carvalho Ruthner Batista, Pedro
Carnieli Junior, Rafael de Novaes Oliveira, Rudi Weiblen, Eduardo Furtado Flores

(Publicado na revista Ciéncia Rural v.44, n.5, p.834-840, maio, 2014)
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Epidemiologia molecular de surto de raiva bovina na regido central do

Rio Grande do Sul, 2012.

Molecular epidemiology of an outbreak of bovine rabies in central Rio Grande do Sul, Brazil,

2012

Fabio Adriano Kanitz* Ananda Paula Kowalski' Helena Beatriz de Carvalho Ruthner Batista" Pedro Carnieli

Junior" Rafael de Novaes Oliveira" Rudi Weiblen' Eduardo Furtado Flores'™

RESUMO

A raiva é uma doenga infecciosa do sistema nervoso central de mamiferos causada
pelo virus da raiva (RabV), geralmente, transmitido pela mordedura de animais infectados. No
Brasil, os morcegos hematofagos Desmodus rotundus séo as principais fontes de infeccdo do
RabV para bovinos e equinos. Este artigo descreve uma investigacdo epidemiologica e
molecular de surtos de raiva ocorridos na regido central do Rio Grande do Sul, entre maio e
agosto de 2012. Nesse periodo, 45 casos suspeitos de raiva foram relatados em 22 pequenos
rebanhos, localizados dentro de um raio de 4,7km, no municipio de Pinhal Grande. Desses, 32
amostras foram submetidas para diagnostico da raiva, sendo que o RabV e/ou antigenos virais
foram identificados em 27 amostras. Em um segundo momento, 11 amostras foram
submetidas a transcricdo reversa/reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) para o gene da
nucleoproteina (N) do RabV, seguido de sequenciamento nucleotidico e analise filogenética.
Sete das 11 amostras apresentaram sequéncias nucleotidicas idénticas e uma apresentou
mutacdo sinbnima, ndo-codificante, indicando uma provavel origem comum dos virus. Por

outro lado, trés amostras apresentaram mutacdes que resultaram em alteracbes de

" Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), 97105-900,

Av. Roraima, 1000, Santa Maria, RS, Brasil. E-mail: eduardofurtadoflores@gmail.com . Autor para
correspondéncia.
" Instituto Pasteur, S&o Paulo, SP, Brasil.
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aminodcidos, sugerindo uma origem diferente do virus. Esses resultados sugerem que RabV
de diferentes origens/linhagens co-circulam na regido e foram envolvidos nos surtos descritos.
Investigacdes sobre a circulacdo de ambos 0s gendtipos em morcegos na regido estdo em
andamento.

Palavras-chave: raiva, Desmodus rotundus, surtos, analise filogenética.
ABSTRACT

Rabies is an infectious disease of the central nervous system of mammals caused by
rabies virus (RabV), generally transmitted by the bite of rabid animals. In Brazil, vampire bats
Desmodus rotundus are the main reservoirs of RabV for livestock. The present study
describes a molecular and epidemiological investigation of outbreaks of bovine rabies
occurring in the central region of Rio Grande do Sul state, Brazil, between May and August
2012. In this period, 45 cases suspected of rabies were reported in 22 small herds, located
within a 4.7km range, in the county of Pinhal Grande. From these, 32 samples were submitted
to rabies diagnosis and RabV and/or viral antigens were identified in 27 samples.
Subsequently, 11 brain samples were submitted to reverse transcription/polymerase chain
reaction (RT-PCR) for the nucleoprotein gene (N) followed by nucleotide sequencing and
phylogenetic analysis. Seven out of 11 samples yielded identical sequences; one presented a
synonymous, non-coding mutation, indicating a likely common origin of the virus. However,
three other samples presented nucleotide mutations which resulted in amino acid changes,
suggesting a different origin of the virus. In summary, these results suggest that RabV strains
of different origin/lineages co-circulate in the region and were involved in the outbreaks.
Investigations on the circulation of both genotypes in bats in the region are currently
underway.

Key words: rabies, Desmodus rotundus, outbreaks, phylogenetic analysis.
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INTRODUCAO
A raiva € uma doenca infecciosa aguda do sistema nervoso central (SNC) causada pelo
virus da raiva (RabV), pertencente a familia Rhabdoviridae e ao género Lyssavirus (TORDO
et al., 1998). Os virions do RabV contém um nucleocapsideo em forma de projétil recoberto
por envelope lipoproteico. O genoma viral € formado por uma cadeia Unica de &cido
ribonucleico (RNA) com polaridade negativa e possui cinco genes, que codificam a
nucleoproteina (N), a fosfoproteina (P), a glicoproteina (G), a proteina de matriz (M) e a RNA
polimerase (L) (ICTV, 2012). Com algumas exce¢des, particularmente algumas ilhas, o RabV
é encontrado em todo o mundo (OIE, 2009). No Brasil, a raiva é endémica e variantes do
RabV tém sido identificadas em cées, canideos silvestres e saguis, além de morcegos
hematofagos e ndo hematofagos (MOCHIZUKI et al.,, 2012). Os morcegos hematdfagos,
especialmente Desmodus rotundus, sdo os principais reservatorios do RabV na America
Latina, sendo os principais transmissores da raiva para os herbivoros (SCHNEIDER et al.,
2009).

O sequenciamento parcial do gene da nucleoproteina (N) tem sido utilizado no
diagnostico e em estudos de epidemiologia molecular da raiva, pois esse gene é conservado
nos Lyssavirus (BOURHY et al., 2008). Uma divergéncia na sequéncia de trés aminoacidos
no gene N permite agrupar os isolados brasileiros do RabV em dois grupos: (i) virus da raiva
relacionado aos canideos e (ii) virus da raiva relacionada aos morcegos hematéfagos (ITO,
2001). Uma andlise geografica e molecular de surtos de raiva bovina na regido central e
sudeste no Brasil mostrou a relacdo entre os RabVs identificados nos rebanhos afetados com
0s virus de morcegos hematofagos. Com o uso dessas ferramentas, foi possivel determinar
como o padrédo epidemioldgico é mantido no tempo e no espaco nessas areas (KOBAY ASHI,
2006). Por meio de analises geograficas e moleculares, também & possivel identificar

diferentes linhagens do RabV, cujas divergéncias sdo influenciadas por caracteristicas
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epidemioldgicas e ecoldgicas dos morcegos hematofagos, que, por sua vez, sdo afetadas pela
topografia e geografia da regido (KOBAY ASHI, 2008).

Historicamente, a raiva tem causado importantes perdas a rebanhos bovinos em
varias regides do Pais, acarretando um impacto econbmico negativo a cadeia produtiva
(SCHNEIDER et al., 2009). Durante o ano de 2012, foram notificados oficialmente no Brasil
1435 casos de raiva em bovinos, contabilizando-se somente aqueles diagnosticados em
laboratorios oficiais e credenciados (MAPA, 2013). No entanto, dados da Secretaria de
Agricultura do Rio Grande do Sul (RS) indicam a ocorréncia de aproximadamente quatro mil
casos de raiva bovina entre janeiro e junho de 2013 (SEAPA, 2013).

Acompanhando essa tendéncia, entre maio e agosto de 2012, foram relatados 45
casos suspeitos de raiva em 22 rebanhos bovinos no municipio de Pinhal Grande, regido
central do RS. Destes, 32 amostras foram submetidas ao diagndstico e 27 foram
diagnosticadas positivas para a raiva. O objetivo do presente trabalho foi descrever esses

eventos, procurando identificar e caracterizar geneticamente os RabVs envolvidos.

MATERIAL E METODOS

Foram testadas 32 amostras de bovinos, oriundas de casos ocorridos no municipio de
Pinhal Grande (latitude: 29°20°46”’S ¢ longitude: 53°1824"W), regido central do Rio Grande
do Sul, entre maio e agosto de 2012. O diagnostico laboratorial foi realizado em fragmentos
do encéfalo (hipocampo, cerebelo e cortex), utilizando-se os dois testes-padrdo de diagnostico
da raiva: imunofluorescéncia direta (IFD) e inoculacéo intracerebral em camundongos (MIT,
OIE, 2009). O material foi enviado por Médicos Veterinarios autbnomos ou do quadro da
Secretaria de Agricultura do RS, acompanhado de histdrico clinico e epidemioldgico. Os

locais de origem das amostras e a localizacdo de furnas catalogadas pela Secretaria de



17
Agricultura do Estado do RS, que abrigam colénias de morcegos hematéfagos, foram obtidos
pelo sistema de posicionamento global (GPS) e plotados no mapa da regiéo.

Apds a confirmacdo do diagndstico, os materiais positivos foram encaminhados ao
Instituto Pasteur (Sao Paulo, SP) para andlise molecular. Para tal, foi realizada a extracdo de
RNA total dos fragmentos, utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen Life Tecnologies™),
Posteriormente, 0 RNA extraido foi submetido a transcricdo reversa, seguida da reacdo em
cadeia pela polimerase (RT-PCR) para amplificacdo do gene que codifica a nucleoproteina N
do RabV (CARNIELI, 2005), com o0s seguintes primers: 21G (senso,
S’ATGTAACACCTCTACAATG3’) e 304 (antisenso, 5’
TTDACGAAGATCTTGCTCAT3’), descritos por ORCIARI et al. (2001). Os amplicons
foram purificados com o kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE
Healthcare™) e submetidos ao sequenciamento genético. A reacdo de sequenciamento de
DNA foi realizada com 3,2pmol de cada primer (senso- 21G e antisenso- 304), descritos
anteriormente e com BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®).
Para obtencdo das sequéncias nucleotidicas, foi utilizado o analisador genético automatico
3130 da Applied Biosystems®. Foram analisados 1218 nucleotideos da regido codificante da
proteina N, localizados entre os nucleotideos 203 e 1421 da amostra PV, padrdo de RabV
(acesso M13215.1). As sequéncias foram editadas usando o software CHROMAS (versao
2.24 Copyright 1998-2004 Technelysium Pty Ltd.), alinhadas pelo método CLUSTAL/W
(versdo 7.1.3.0 do software BIOEDIT, HALL, 1999) e utilizadas para aferir a identidade das
espécies, utilizando o Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Uma arvore filogenética
para determinar e confirmar as relacbes evolutivas entre as espécies foi construida com o
software MEGA (versdo 5.0), usando o método maximum likelyhood com o modelo de

substituicdo GTR (G + 1) 5.0 (TAMURA, et al., 2011) e a confiabilidade foi avaliada com
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bootstrap de 1.000 repeti¢des. Os célculos de diversidade e identidade intragrupo entre as

amostras sequenciadas neste trabalho foram realizados com o software MEGA (verséo 5.0).

RESULTADOS

Os casos descritos neste estudo ocorreram entre final de maio e agosto de 2012,
abrangendo um intervalo um pouco inferior a trés meses. Quarenta e cinco animais, oriundos
de 22 rebanhos, apresentaram sinais neurolégicos sugestivos de raiva (perda do trem
posterior, ataxia, incoordenacdo e decubito esternal) e foram a 6bito. Os rebanhos acometidos
pertenciam a pequenas propriedades, caracterizadas pela producdo diversificada e agricultura
de subsisténcia, e possuiam entre dois e 58 animais com aptiddo para carne e também bovinos
leiteiros (Tabela 1).

Os focos concentraram-se dentro de um raio de 4,7 quilémetros (km) (FIGURA 1),
todos com proximidade do Rio Jacui, sendo que a propriedade mais distante é localizada a
7,2km da margem. Dentro dos limites do surto, situam-se duas furnas (F1 com latitude:
29°17'57.07"S e longitude: 53°1527.94"0; e F2 com latitude: 29°19'44.13"S e longitude:
53°14'31.88"0) cadastradas pela Secretaria de Agricultura do RS, locais em que técnicos
realizam vistorias e acOes periddicas de combate a morcegos hematdfagos.

Das 32 amostras enviadas, 27 foram positivas para o RabV pelos testes de IFD e/ou
inoculacdo em camundongos (MIT). O sequenciamento de 1218 nucleotideos do gene N de
11 dessas amostras demonstrou sequéncias caracteristicas da linhagem do RabV de morcegos
hemat6fagos Desmodus rotundus. Sete destas amostras (SV 229/12, SV 256/12, SV 275/12,
SV 276/12, SV 335/12, SV 362/12 e SV 528/12) apresentaram sequéncias nucleotidicas
idénticas entre si (100% de identidade). Uma amostra (SV 447/12) apresentou uma mutacao
sinbnima no nucleotideo 141 [codificante de aminoacido (aa) de mesmo grupo quimico].

Outras trés amostras (SV 214/12, SV 336/12 e SV 529/12) apresentaram mutacfes nédo
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sinbnimas. Destas, as amostras SV 214/12 e SV 336/12 apresentaram a mesma mutacao
(posicao 1243, troca do aa acido glutdmico [E] pelo aa aspartato [D]). Ja a amostra SV 529/12
apresentou troca do aa asparagina (N) pelo aa serina (S), na posicao 219.

A topologia da arvore filogenética (Figura 2) pode ser dividida em trés
agrupamentos: de morcegos hemat6fagos, de morcegos ndao-hematéfagos e de caninos. Todas
as amostras sequenciadas localizaram-se no agrupamento de morcegos hematdfagos e
formaram trés subgrupos: subgrupo 1 (amostra SV 529/12); subgrupo 2 (SV 214/12 e SV
336/12); e subgrupo 3, formado pelas demais amostras idénticas entre si. A diversidade entre
as amostras sequenciadas foi de 0,2%. A identidade entre as amostras correspondente a cada
um dos subgrupos foi de 1,1% entre os subgrupos 1 e 2, 1% entre os subgrupos 2 e 3 e

finalmente de 0,1% entre os subgrupos 1 e 3.

DISCUSSAO

No Brasil, a raiva apresenta diferentes niveis de endemicidade de acordo com a
regido. No Rio Grande do Sul, a raiva urbana, que é transmitida por cdes domesticos, esta
erradicada desde 1988 (BATISTA et al., 2007). Ja a raiva dos herbivoros, transmitida por
morcegos hematdfagos Desmodus rotundus, continua endémica, sendo, que em 2012 e 2013,
foi registrada a maior incidéncia de casos desde a década de 80. O presente estudo descreve
um surto de raiva bovina ocorrido no final do outono e inverno, abrangendo 22 propriedades
na regido central do Rio Grande do Sul, onde foram identificadas 27 amostras positivas para o
RabV. Dentre as 32 amostras analisadas, 27 resultaram positivas. Esse nimero revela-se
atipico quando comparado com a casuistica observada no Setor de Virologia da UFSM no
periodo de 2001 a 2011, quando foram examinadas 96 amostras suspeitas e 31 resultaram
positivas. Ou seja, 0 presente surto resultou em namero de positivos equivalente ao total

diagnosticado no SV/UFSM nos 10 anos anteriores.
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Além da éarea central do Rio Grande do Sul, outras regifes apresentaram um
crescimento no nimero de casos de raiva bovina nos Ultimos anos. Entre 0s meses de janeiro e
junho de 2013, cerca de quatro mil bovinos morreram em decorréncia de raiva. Somando-se
os dados de 2011 a 2013, esse nimero se aproxima dos 30 mil (SEAPA, 2013). Somente em
perdas diretas, 0s prejuizos estdo estimados em 30 a 40 milhGes de reais. Eventos como este
podem estar relacionados a um aumento na populacdo de morcegos hematéfagos (LORD,
1988) e também a fatores ambientais, além da oferta de alimento (LEE, 2012). Os casos
descritos neste estudo ocorreram apds um longo periodo de estiagem no RS (2010-2011), em
que a regido central do Estado passou pelo maior periodo de seca dos ultimos 60 anos
(AGRICULTURA, 2012). Outros fatores, como a alta densidade populacional de bovinos na
regido e a pequena distancia entre as furnas/abrigos e os rebanhos podem tambem ter
contribuido para esses casos (GOMES et al., 2010). E possivel que a longa estiagem, somada
ao desmatamento e a ocupacdo desordenada de areas antes preservadas, tenham gerado
mudancas ambientais que resultaram em um aumento na populacdo de morcegos hematéfagos
e, consequentemente, no grande numero de casos de raiva observado.

Em nivel de Estado, além do aumento explosivo do nimero de casos, a ocorréncia de
raiva tem se expandido geograficamente, passando a afetar areas até entdo indenes (ou
hipoendémicas), como a fronteira oeste e regido da campanha (SEAPA, 2013). As causas
dessa expansdo sdo desconhecidas até o presente, mas provavelmente envolvem questfes
ecolégico-ambientais que afetam a biologia e comportamento dos quirépteros. Diante desse
aumento na incidéncia de raiva em bovinos no RS, as atuais recomenda¢6es para o controle
da doenca no Estado deveriam ser revisadas.

As propriedades foco concentraram-se dentro de um raio de 4,7km e possuem
proximidade com o Rio Jacui. Dentro dos limites geograficos do surto, também existem duas

furnas catalogadas pelo servico de combate a morcegos hematdfagos da Secretaria de
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Agricultura do RS. Tais distancias estdo dentro do raio de voo dos Desmodus rotundus, que
geralmente buscam alimento dentro de um raio de 2 a 7km do seu abrigo (ARELLANO,
1988). Além disso, condicdes climéticas favoraveis, presenca de abrigos naturais (furnas,
matas) ou artificiais e presenca de bovinos contribuem para a ocorréncia da raiva (BARROS
et al., 2006).

As diferencas de nucleotideos apresentadas pelas amostras analisadas sdo pouco
significantes. Sendo assim, sugere-se que as 0ito amostras (sete idénticas entre si e uma com
alteracdo de um nucleotideo) tenham origem comum, ou seja, sejam originadas de um mesmo
virus ou sublinhagem viral. Por outro lado, as amostras que contém mutacdo com alteracao
de aminoacido (SV 214/12, SV 336/12 e SV 529/12) possivelmente pertengam a outra
sublinhagem, indicando a circulacdo de mais de uma linhagem do RabV na regido.

A identificacdo de trés subgrupos da linhagem genética de RabV de morcegos
hematofagos Desmodus rotundus indica a co-circulacdo dessas sublinhagens na regido. Essas
linhagens podem ter origem em trés col6nias de morcegos (cada uma mantendo uma
sublinhagem) ou, eventualmente, a manutencdo de mais de uma sublinhagem do virus em
uma mesma colonia. A identificacdo de trés sublinhagens do RabV pode ainda ser reflexo de
mutacOes totalmente aleatdrias, caracteristicas de virus com genoma RNA. Para o conjunto
de amostras analisadas, é dificil confirmar ou refutar essas hipoteses, principalmente pelo fato

de a analise ter se restringido a amostras obtidas do hospedeiro terminal, os bovinos.

CONCLUSAO
Trés sublinhagens do RabV de Desmodus rotundus foram identificadas nos surtos

ocorridos na regido central do RS, em 2012.
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Tabela 1 — Identificacdo das propriedades, data, localizagdo geografica e nimero de animais afetados.
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Identificagéo Propriedade Data Posicionamento Numero de Numero de

da amostra Geografico bovinos bovinos na

acometidos propriedade
SV 214/12 A 28/5 29°1725.60"S 53°1548.70"0 2 38
SV 229/12 B 30/5 29°18'48.40"S 53°1529.10"0 1 15
SV 230/12 C 30/5 29°19'30.50"S 53°16'17.10"0 3 20
SV 253/12 D 4/6 29°19'30.50"S 53°16'17.10"0 4 54
SV 256/12 E 4/6 29°2027.50"S 53°17'58.00"0 1 2
SV 257/12 F 4/6 29°19'6.40"S 53°16'40.20"0 3 43
SV 274/12 G 12/6 29°18'42.90"S 53°15'14.40"0 3 Kl
SV 275/12 H 12/6 29°18'42.80"S 53°15'13.50"0 2 28
SV 276/12 | 12/6 29°18'42.80"S 53°15'13.50"0 1 58
SV 277/12 J 12/6 29°19'30.60"S 53°14'19.30"0 3 20
SV 298/12 L 18/6 29°17'59.20"S 53°16'55.20"0 2 25
SV 329/12 M 26/6 29°1929.10"S 53°18%59.30"0 1 44
SV 330/12 N 26/6 29°1724.20"S 53°15'42.90"0 4 26
SV 334/12 o) 29/6 29°1921.00"S 53°17'44.10"0 2 40
SV 335/12 P 29/6 29°1910.60"S 53°17'43.90"0 3 62
SV 336/12 Q 29/6 29°17'59.20"S 53°16'55.20"0 3 54
SV 362/12 R 03/7 29°17'59.20"S 53°16'55.20"0 1 31
SV 446/12 S 06/8 29°22'50.30"S 53°15'80.50"0 2 18
SV 447/12 T 06/8 29°19'40.20"S 53°15'57.40"0 1 7
SV 528/12 U 23/8 29°18727.30"S 53°15'40.70"0 2 34
SV 529/12 Y, 23/8 29°19'49.20"S 53°17'57.40"0 1 25
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Figura 1 - Mapa obtido pela plotagem dos pontos de localizacdo geografica das propriedades.
Marcadores indicam a localizacdo das propriedades; setas indicam localizacdo das furnas (F1
e F2).
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Figura 2 - Arvore filogenética construida pelo método de maximum likelihood com o modelo
de substituicdlo GTR (G + 1) 5.0. A confiabilidade foi avaliada com bootstrap de 1.000

repeticoes,
nucleoproteina do RabV.

baseada na sequéncia de 1218 nucleotideos da regido codificante da
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Abstract

This study investigated the suitability of virus isolation (VI) in mouse neuroblastoma
cells (N2A) and baby hamster kidney cells (BHK-21) as a confirmatory test for diagnosis of
bovine rabies. Thirty six brain samples from rabies suspected cases were initially submitted to
fluorescent antibody test (FAT) and mouse inoculation test (MIT) and, subsequently, to three
protocols of VI in each cell line: a single 24h or 72h passage, or three 48h passages. The FAT
and MIT combined detected 32/36 positive samples, from which MIT detected 32 and FAT
31 (96.8%). The average time required for final MIT results was 12.3 days (8 — 21). VI in
BHK-21 cells provided definitive, positive results in 100% of the samples (32/32) in 72h and
in 96.9% (31/32) after three 48h passages. VI in N2A cells yielded positive results in 100%
(32/32) in 72h and in 30 out of 32 samples (93.7%) after three 48h passages. A single 24h
passage in both cell lines performed poorly, detecting less than 40% of the positive samples.
Taking together, these results indicate that VI in either cell line, especially in BHK-21 cells
that grow faster and are much easier to maintain than N2A cells, does represent an adequate
alternative for MIT as a confirmatory test for rabies diagnostic in bovine specimens, yielding
reliable results in reduced time.

Key words: rabies, cattle, outbreaks, diagnostic, virus isolation.
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Brief communication

Rabies is as an acute and fatal viral disease affecting a wide range of domestic and
wild mammals, including man, caused by the Lyssavirus rabies virus (RabV) (WHO 2005).
Bovine rabies transmitted mainly by the hematophagous bat Desmodus rodundus is endemic
in most Brazilian states, being responsible for important losses to farmers and livestock
industry (Wada et al. 2011; MAPA 2013). In Rio Grande do Sul state (RS), vampire bat-
associated bovine rabies (and equine rabies as well) historically occurred endemically in well
defined, restricted regions rather than being widely distributed (Kanitz et al. 2014;
SEAPA/RS 2014a). Hence, massive vaccination of cattle was not a common practice in most
regions. From 2012 to the present, however, an unprecedented rabies outbreak is occurring in
RS, crossing boundaries and expanding dramatically over otherwise free areas. To date, this
outbreak has produced an estimate of 40-50.000 bovine deaths (SEAPA/RS 2014b). As a
consequence, diagnosing bovine rabies has become an overwhelming task for some
laboratories, whose diagnostic routine was historically set up for a limited number of cases
year round.

Laboratory diagnosis of animal rabies is routinely performed by fluorescent antibody
test (FAT) in brain tissue, usually followed by a confirmatory biological assay, e.g. the mouse
inoculation test (MIT) (Rudd et al. 1980, OIE 2013). Although MIT is highly sensitive,
reliable and easy to perform, the relative long time required for the definitive results (up to 21
— 30 days) and the inherent restrictions and issues concerning animal use have led for its
gradual replacement. Hence, virus isolation (VI) in cell culture has been proposed as an
alternative to replace MIT as a confirmatory test for rabies. Isolation systems based on mouse
neuroblastoma (N2A) and baby hamster kidney (BHK-21) cells have been evaluated
regarding to sensitivity to RabV from different animal species (Rudd et al. 1980, 1989, Rudd

and Trimarchi 1987, Barrat et al. 1988, Antunez et al. 2013). Considering the fastidious
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growth and the special culture medium requirements for N2A cells, the use of BHK-21 cells
for VI as confirmatory rabies diagnosis would compare favorably since BHK-21 cells display
a fast growth in vitro and are largely used in many laboratories.

The dramatic increase in submissions for diagnosis of rabies in bovine samples in the
last years and the consequent overwhelming demand for diagnosis, in addition to the crescent
restrictions for animal use prompted us to evaluate VI in cell culture as a confirmatory test for
diagnosis of rabies in bovine specimens.

Bovine specimens (n=36) submitted to the Virology Section of the Federal University
of Santa Maria (SV/UFSM) between May, 2013 and January, 2014 were routinely processed
for rabies diagnosis, e.g. FAT in brain smears followed by MIT (according to OIE 2013).
Subsequently, the samples were submitted to three protocols of virus isolation in N2A cells
(passage 12-15, Pasteur Institute, SP) and BHK-21 cells (passage 30-35, ATCC, 334). VI was
performed following three protocols: a single 24h passage (T1) or 72h (T2), or three 48h
passages (T3), all followed by FAT for RabV antigens at the end of the last passage. At least
one RabV positive and one negative brain were included in all steps of VI.

The results of the respective tests and protocols are summarized in Table 1. Out of 36
examined specimens, RabV and/or viral antigens were detected in 32 samples (88.9%). From
these, 31 (96.9%) were positive in FAT and 32 (100%) were positive in MIT (confirmatory
test). Both tests agreed in 31/32 samples (96.9%) and disagreed in a single sample
(SV298/12). Subsequently, this FAT false negative was found positive by VI in both N2A and
BHK-21 cells. The average time required to achieve a positive result in MIT was 12.3 days (8
— 21). Four samples were negative in FAT and in the biological assays (MIT and VI).
Comparing to MIT, the FAT presented a sensitivity of 96.9%, missing one positive sample
(probably contained low viral amounts). Thus, MIT fulfilled its major objective, i.e. to

enhance the sensitivity of rabies diagnosis by detecting weakly positive samples that may go
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undetected by FAT (Rudd and Trimarchi 1989).

Viral isolation in N2A and BHK-21 cells presented a sensitivity of 100% (32/32) upon
a passage of 72h (T2), inclusively detecting a positive sample missed by FAT. In the T3
protocol, however, BHK-21 cells presented a higher sensitivity, detecting 31/32 samples
(96.9%) against 30/32 (93.7%) detected in N2A cells. A single 24h passage (T1) followed by
FAT performed poorly in either cell line in 13 specimens and was not tested further.
Considering the time required for the final result, both T2 (72h) and T3 (3 x 48h) protocols
compared positively against MIT (mean time for final diagnosis: 12.3 days). Thus, virus
isolation in BHK-21 and N2A cells in a single 72h (T2) passage provided reliable results and
were obtained much faster than in MIT.

Our results cells indicate that an adequate incubation time for reaching maximal
sensitivity (comparable to that of MIT) would be 3 days (1 passage of 72h). The protocol T3
(three passages of 48h each) failed in detecting one positive sample in BHK-21 cells and two
in N2A. Previous studies have suggested a minimal incubation period of three (Antunez et al.
2013) or 4-5 days (Rudd and Trimarchi 1989), while others suggested that a 24h period would
be adequate (Bourhy et al. 1989, Chitra et al. 1988, Portnoi et al. 1982). These discrepancies
may reflect different VI protocols or cells (cell lines, passage number, etc.), species origin,
sample conservation, variable virus titers in specimens, among others (Rudd and Trimarchi
1989). In our conditions, a 24h incubation period would definitively not be adequate since it
missed a significant number of positive samples. Since the purpose of a confirmatory test (VI
in this case) is to detect FAT false negative results — probably those containing low amounts
of virus — a minimum of three days incubation time should be necessary for detecting RabV in
bovine brain specimens.

The MIT has long been used as a confirmatory, backup test for FAT and is especially

indicated to confirm a FAT negative result in cases of human exposure, in which post-
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exposure treatment may be urgently required (Rudd et al. 1980, Rudd and Trimarchi 1989). A
major drawback of this test is the long incubation period of many fields RabV isolates (7 to
18 days), which would unacceptably delay the final diagnosis, the medical decision and, thus,
compromise the success of the treatment (Rudd et al. 1980). Hence, a confirmatory backup
test for FAT yielding a final result in less time would greatly improve rabies diagnosis in field
specimens (Rudd et al. 1980). Our results demonstrate that VI in cell cultures may be an
alternative for MIT as a confirmatory test for FAT in the diagnosis of rabies in bovine
specimens. Using this system, the definitive results were obtained in 72h in 100% of the
cases, much faster than in MIT (8-21 days). In addition, the procedure dispenses the use of
animals and its implications (cost, ethical issues, animal care etc.).

Previous studies have indicated a higher sensitivity of N2A cells over BHK-21cells for
isolation of street RabV (Ikasaki et al. 1977, Rudd and Trimarchi 1987). Nonetheless, our VI
results demonstrate that BHK-21 cells do present an adequate sensitivity — even slightly
superior to N2A cells in our conditions — for bovine RabV samples. Thus, in addition to N2A
cells, already incorporated into the rabies diagnosis in many laboratories, VI in BHK-21 cell
provide an adequate alternative, yielding reliable and faster results, at least for samples of
bovine origin. A major advantage of BHK-21 would be its easy handling, manipulation and

fast growth, what make it one of the most used cell lines in virology laboratories.
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Table 1- Results of tests used for diagnosis of rabies in bovine specimens.

VI' in N2A cells/ protocol VIin BHK-21
cells/protocol
T1* T2° T3¢ Tl T2 T3
FAT?> MIT®
(24h)  (1x72h) (3 x 48h) (24h)  (1x 72h) (3 x 48h)
317327 32/32 03/13  32/32 30/32 02/13 32/32 31/32

' Virus isolation “Fluorescent antibody test; *Mouse inoculation test; *Protocol 1: a single passage of virus in
cells for 24h; *Protocol 2: a single passage of virus in cells for 72h; *Protocol 3: three virus passages in cells of
48h each; "Positive samples in the performed test/total tested samples.



4. CONCLUSOES

Os resultados dos presentes trabalhos permitem concluir que:

- Trés sublinhagens do RabV de Desmodus rotundus circularam nos surtos ocorridos
na regido central do RS, em 2012;

- O isolamento do RabV tanto em BHK-21 quanto em N2A representa uma boa
alternativa para a MIT como um teste confirmatério para o diagnéstico da raiva em amostras

de bovinos, produzindo resultados confidveis em tempo reduzido.
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