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E5UM0: Determinou-se, através da téc-
ica dos anticorpos monoclonais, 0 per-
il antigénico antinuc leocapside de 3
epas de virus rabico, isoladas no Bra-
il, com o auxilio da técnica de 1imuno-
luorescéncia indireta. Duas das cepas
ram de origem de c3o, uma delas proce-
ante da cidade de Jales, SP, e a outra
riunda da Nigéria, flfrica. A terceira
epa era de origem de morcego, 1identifi-
ada com DR 13 e considerada como cepa
i1lermediaria entre as fixas e as natu-
sis. 0s resultados obtidos evidenciaram
Lferencgas pronunciadas entre as 3 ce-
is, caracterizando-as como distintas
lligenicamente, mas com perfil an-
.génico caracteristico das cepas rabi-
is. Os resultados confirmaram, também,
procedéncia da cepa Nigéria, uma vez
le seu perfil antigénico coincidiu com
daquelas 1isoladas em seu pais de ori-
im. Rs cepas Jales e Nigéria, embora
iginarias de uma mesma espécie ani-
I, mas procedentes de regiSes diferen-
s, apresentaram os perfis antigénicos
nucleocapside distintos.

ITERMO5: Imunofluorescéncia ; Raiva,

virus; Raiva, diagnéstico

INTRODUCNO

0 virus da raiva pertence & familia
dos Rhabdoviridae , a qual compreende
cerca de 80 virus, afetando vertebrados,
invertebrados e vegetais CSCHNEIDER &
DIRINGER, 22, 1376). fllguns virus desta
familia apresentam caracteristicas an-

tigénicas semelhantes ao da raiva, sendo
considerados como virus "aparentados",
destacando-se entre estes, 0os virus
Mokola, Duvenhage e Lagos-Bat (LIBERU

et alii, 14, 1384 ;
1385).

MRRCGV15TZ, 16,

Basicamente, podem-se identificar
trés grandes grupos de cepas de virus
rabico. Primeiramente, as cepas de rua,
onde o hospedeiro mais freqientemente
envolvido e o c30. Em segundo lugar as
cepas silvestres ou selvagens, sendo 0
morcego na Rmérica Latina, o cangamb& na
Rmérica do Norte e a raposa na Europa os
hospedeiros mais comuns. Na realidade,
estes dois grupos constituenm as cepas
naturais do virus rabico. Em terceiro
lugar, tem-se as cepas fixas de vlrus
rabico, que tiveram suas origens a par-
tir de cepas naturais, mas que, apés
passagens sucessivas em animais de labo-
ratorio, sofreram modificacdes em suas
propriedades bioldgicas apresentando

comportamento bem definido e grande
reprodutibi lidade (MRT5UMOTO, 17, 1370).
Mais recentemente, estas cepas foram
adaptadas a diferentes cultivos celu-
lares CSCHNEIDER & DIRINGER, 22, 1376),
principalmente, as linhagens de fibro-
blastos de hamster CBHK-21 C13)
CMRCPHERSON S STOCKER, 15, 1362).
Constituenm exemplos de cepas de vlrus
fixo, a cepa Pasteur, mantida desde sua
origem por passagens em encéfalo de
coelho, a cepa Flury, adaptada por pas-

sagens em ovos embrionados e a cepa CVS
(Challenge Virus Strain), adaptada em
cérebro de camundongo.

0 virus rabico tem forma cilindrica
com- uma extremidade arredondada e outra

achatada, lembrando 0 aspecto de uma
bala de fuzil CDHVIES et alii, 7,
1363), um diametro variando entre 70 e

80 nm e um comprimento médio de 180 nm,

variavel de acordo com a cepa considera-
da. 0 wvirus é circundado por uma dupla
membrana  fosfo lipidica na qual s3o im-

plantadas esplculas de 6 a 7 nm de com-
primento, compostas pela glicoproteina
viral CHUMMELER et. alili, 11, 1367
VERNON et alii, 23, 1372).

R composigdo quimica do virus ra-
bico, estudada a partir da cepa Flury-
HEP, é a seguinte: 74% de proteinas, 22%
de lipldeos, 3% de carboidratos e 1% de
acido nucléico (sokoL et alii, 24,
1368) .

0 genoma viral ¢
proteinas, das quais trés

constituido por

cinco estSa
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associaoas ao nucleocapside: a nuc”eo-
oroteina N (SOKOL et aiii, 25, ".971 ;
NEURATH et alii, 19, 1972), a transcrip-
tase L (KFIWRI, "2, 1977) e a proteina
ml TSQKGL et alii, 25, 1971 ); as duas
outras proteinas estao associadas a
memorana: a proteina M2 intramembranaria

transmembranaria
DELRGNERU et

e a glicoproteina B
.S0KOL et acii, 25, 1371 ;

alii, 3, 1981) que €& representada pelas
esplculas do virus.

R memorana viral envolve o ribonu-
cleocapside helicoidal, composto de um
filamento onico de HRN (Rcido Ribonu-
cleico) negativo e nao segmentaao

(MURPHY, 18, 1975).
deste RRN é de, aproximadamente,
4.500.000 Daltons e sua constante de
sedimentacédo, 45 5 (SOKOL et alii, 25,

0 peso nolecutar

1971 ; MURPHY, 13, 1975).

Cada uma das protefinas do virus
induz a formacdo de anticorpos que lhe
sdo asoeclf icos . flssin, 0os anticorpos
inauzicos pelo nucleocapside sao fixa-
dores de complemento e reagem na prova
ce imunofluorescéncia indireta
;SCHNEIDER et alii, 21, 1973). Todavia,
0s anticorpos neutralizantes, somente

sdo induzidos pela glicoproteina
ixMIKTCR et alii, 32, ".373 ; RTANFISIU et
aLii, 2, 1976) que €& a Onica proteina
rdbica a conferir protecdo vacinai (COX
et alii, 5, "377 ; WUNNER et alii, 34,
1983) .

R produgcdo de anticorpos monoclo-
nais, através da hioridacéo celular,
constitui um setor da biotecnologia que
permite analisar, em seus componentes
individuais, a complexa reacdo antigeno-
anticorpo (ANTEZRK, 1, 1982). Testes de

protacdo passiva, utilizando anticorpos
nonoclonais, possibilitam determinar o
grau relativo de protecdo de cada um dos
anticorpos induzidos pelos diferentes
determinantes antigénicos de um  mesmo
agente infeccioso (ANTEZAK, 1, 1982). De
modo geral, em virologia, o emprego dos
anticorpos monoclonais tem permitido a
elaboracéo de mapas antigénicos que
permitem ou ndo a confirmacdo da exis-
téncia de variantes de um determinado
vi rus (ANTEZRK, 1, 1982) .

Historicamente, 0
era considerado como sendo antigenica-
mente . iico, razao pela qual, quase
todas as vacinas sdo preparadas a partir
da primeira cepa isolada por PR5TEUR em
1982 (WIKTOR, 31, 1982). No entanto, os
insucessos verificados em tratamentos
vacinais, 1instituidos logo apés a morde-
dura e com vacinas de comprovada quali-
daae, sugeriam a possibilidade da exis-
téncia de variacles antigénicas do virus
rabico (WIKTOR, 31, 1982).

Rs hipéteses sobre a existéncia de
variantes antigénicas do virus rabico
foram, preliminarmente, estabelecidas
com base na descricdo de variantes cli-
nicas da enfermidade. R técnica de Habel
para a titulacdo de vacinas anti-rébi-

virus da raiva
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posteriori. par.mitiu
eviaenciar difa~encas 1imunoidgicas 1T.rs
virus -e diferences origens CSUREPU et
alii, 27, 1382). No entanto, 5 «tssp -
¢do <cestas hipdéteses si poue ser reati-
vada ap6s o advento da técnica dos anti-

;as. utilizaaa a

:arpos monoc".onais (WIKTCR i KOPROWSKI,
33, 1978), quando “oi possivel 1identiri-
car as diferencas antigénicas ao nlvel
do nucleocapside, utilizando a técnica
de imunofluorescéncia direta ou indireta

(rLRMOND et a.ii, 3, "330 : ca glico-

pretelna, através da prova ae neutrali-
zacgéao em camundongos CFL3MRNG et al i,
10, 1380).

3 técnica dos anticorpos monoclo-
nais permitiu, ainda, o diagnoéstico
diferencial da raiva com encefalites
provocadas por outros Rhabdovirus, nota-
damente, 0s virus Mokoia, Duvenhage e
Lagos-Bat, impossiveis de sarem diferen-
ciadas tanto clinicamente, quanto petos

metocos tracicionais de ciagnéstico
(SUREFIU et alii, 27, 332 ; -IBEfIU =1
alii, 14, 364).

Os anticorpos anti-raDicos monoclo-
nais sdo utilizados, principalmente, com
a finalidade de avaliar o grau de va-
Fiac3o antigénica existente entre cepas
vacinais a"amostras de campo do virus
radico, sendo ce primordial 1interesse a
caracterizacao de cepas contra as quais
as vacinas convencionais néo seriam
eficazes (SCHNEIDER, 20, "3823. Deste
modo, tem sido possivel constatar a
existéncia de menor ou maior variagéo
antigénica do virus rabico segundo as
espécies animais, a partir das quais foi
feito o isolamento, e de acordo com sua
origem geografica (SCHNEIDER, 10, "382 ;
SURERU i ROLL IN, 25, 382).

3 técnica dos anticorpos anti-
rabicos monoclonais tem possibilitado a
identificacéo de diferentes cepas de
virus na Europa, na Africa, na Rsia e
nas Américas (KOPRQWSKI 2 WIKTOR, 13,

1380; 3LRNCOU et alii, 3, 1382; CHARLTON
et alii, 4, "382; SCHNEIDER, 20, 1382;
SURERU 3 ROLL IN, 25, 1382; SURERU et
alii, 27, 28, 1382, "383; LI3ERU et

alii, 14, 1384; WEBSTER et alii, 30,
1385), por outro lado, tem permitido a
diferenciacdo antigénica entre cepas da
virus fixo, bem como, o isolamento de
variantes mutagénicas de uma mesma cepa

viral (COULON et alii, 5, 1382; SEIF et
alii, 23, 138S; I1I/UNNER et alii, 3b,
1385).

Particularmente para o Brasil,
U/1KTOR, 31 (1332), a partir de amostras

recebidas por seu laboratorio, teceu
consideracgSes sobre a possibilidade da
existéncia de, no minimo, dois grupos
antigénicos diferentes na populacdo ani
mal : um afetando a populacéo canina,
servindo de reservatorio para o homem, e
outro afetando a populacdo de morcegos,
constituindo reservatério do virus pars
0s bovinos.

Com base nestes aspectos, 0 presen-
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te trabalho objetiva,
a determinacao

fundamentalmente,
do perfil antigénico de 3
cepas de virus rabica 1isoladas no Bra-
sil, duas de origem de c30 e outra de
origem de morcego, através da técnica
dos anticorpos anti-rabicos monoclonais
antinucleocapside.

MATERIAL E METODOS

Virus
Foram utilizadas 3 cepas de virus
rabico, 1isoladas no Brasil, a saber:
- cepa isolada a partir de cao, proce-
dente da cidade de Jales, 530 Paulo,

primeira passagem em camundongos;

- cepa adaptada as condicgles de labora-
tério, isolada a partir de morcego,
identificada como OR 19, e originéria
do Brasil, vigésima segunda passagem
em camundongos m

- cepa isolada a partir
dente da Nigéria,
camundongo s .

Rs cepas Jales e DR 19 foram cedi-
das pela Unidade de Controle de Vacinas
Rnti-Rabicas do Laboratoério Regional de
Bpoio animal (LRRFI) de Campinas, do
Ministério da Agricultura, enquanto que
a cepa Nigéria foi obtida junto ao De-
partamento de Medicina Veterinaria Pre-
ventiva e Sadde Rnimal da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de 530 Paulo.

de c3o, proce-
quinta passagem em

Anticorpos anti-rabicos monoclonal*

0 tracado do perfil
cada uma das cepas de
utilizadas no trabalho,
Laboratoério do Centre
1*Unite de La Rage do
de Paris.

Hs trés cepas virais,
tidas a uma bateria de
anti-rabicos monoclonais

antigénico de
virus rabico,
foi realizado no

Rntirabique de
Instituto Pasteur

foram subme-
anticorpos
anti-nucleocap-

side, utilizando a prova de imunofluo-
rescéncia indireta sobre decalques de
cérebros de camundongos, de acordo com o

procedimento descrito LIBERU et

alii, 14 C1984) .

por

RESULTRDOS

G perfil antigénico de cada uma das

201

trés cepas de virus réabico estudadas,
determinado através aa técnica dos anti-
corpos anti-rabicos monoclonais antinu-
cleocapside estd representado no Uuad

QURDRO 1 - Resultados da determinacdo do
perfil antigénico do nucleo-
capside de capas de virus
rabico, de origem de c3o,
Jales e Nigéria, e de morce-
go, DR 19, obtidas através da
uti-lizacg3o da técnica dos
anticorpos monoclonais, se-
gundo as cepas virais e o0s
tipos de anticorpos testados.
Sdo Pauto, 1986.

TIPOS DE CEPR RS
RNTI CORPOS JFILES OR 13 NIGERIR
1 502.2 + + +
2 103 .7 + + +
3 206 .3 + + +
4 203. 1 + + f
5 223 .1 + +
b 530 .2 + + +
7 515.3 + + +
3 104 .4 + + +
9 111.2 + + +

10 111.14 - + +

11 233. 10 + * *

L4 333 .2 + +

13 377 .7 + N

14 102.27 + + +

15 222.3 + + +

16 237.3 + + +

17 120 .2 + + +

18 364 .11 + +

19 714.3 + + t

20 4225

21 816 .1 : + "

on 317.5 + + +

23 318.5 + + +

24 822. 7 + + +

25 701.3 + + +

26 703.8 + +

27 715.3 + + +

26 721.2 + + +

23 801.1 + + +

30 802.2 + ot

31 803.6 + + +

32 804.3 + + +

33 805.3 + +

34 806.1 + +

35 807.5 + +

36 808.2 + + +

37 187.5.10 + + +

30Q P4l +

33 PVB.1 + + +

40 23 .4 t + f

41 PVR.3 + + +

42 15.2 + + +
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DISCUS5AQ

[ Quad. 1 apresenta o perfil
tigénico do nucleocapside das cepas de
virus rabico, Jales, DR13 e Nigéria,

frente a uma bateria de 42
anti-rabicos monoclonais

anticorpos
antinucleocap-

side .

0 <cepa de virus rabico de origem
de c3o, procedente de Jales, S3o0 Paulo,
caracterizou-se por apresentar reacg3o
negativa com 0s anticorpos 111-14 e

316.1. Este tipo de reag¢So foi observado
uma Onica vez em uma cepa isolada a
partir de um c30 de Madagascar, flfrica,
111-14 (SURERU et alii, 27, 1382) e
816-1. Por outro lado, 0s resultados
negativos, simultaneos, verificados conm
0s anticorpos 805-3 e 816-1, foram
constatados somente em uma cepa isolada
da um morcego 1insectivoro da RepuUblica
Centro Africana. 0 anticorpo 422-S, por
sua vez, tem-se apresentado, sistemati-
camente, como negativo para todas as
cepas de virus rabico, independentemente
da espécie a partir da qual tenha sido

isolaco, a da regi3o geogréafica, sendo,
todavia, positivo para as cepas de virus
"aparentadas", Mokola, Lagos-Bat e
Duvenhage (KOPROUJSKI 3 UIIKTOR, 13, 1380;
3LRNCOU at alii, 3, 1362; CHRRLTON et
alii, 4, 1382; SCHNEI DER, 20, 1982;
SURERU et alii, 27, 28, 1382, 1383;
SUREFIU & ROLLIN, 26, 1382). A reacSo

negativa com o0 anticorpo P.41 e mais
freqlente, tendo sido observada em cepas
procedentes da Europa e Africa.

A cepa de virus rabico originaria
de morcego, DR 13, isolada no Brasil e
adaptada as condicdes de laboratoério,
caracterizou-se por reagir, negativarcen-

te, com os anticorpos 377-7, e
802-2. R negatividade com o anticorpo
802-2 ja& havia sido constatada, ante-
riormente, em uma cepa de virus réabico,

isolada de morcego hemat6fago procedente
do Brasil e de cepas isoladas de bovi-
nos, infectados por morcegos, provenien-
tes da Guiana Francesa. Estas cepas
naturais de virus rabico apresentanm,
todavia, outras caracteristicas an-
tigénicas diferentes da cepa DR 13. R
negatividade com o anticorpo 377-7 ja
havia sido referida por KOPROWSKI &
WIKTOR, 13 (1380), para a cepa OR 13,
n3o sendo esta reagSo observada nas
cepas naturais isoladas de morcegos.

A cepa de virus rabico, originada a
partir de c30 procedente da Nigéria,
apresentou perfil antigénico idéntico ao
de outras cepas africanas, caracterizan-
do-se pela reagSo negativa com o anti-
corpo 422-5 (SUREAU 8 ROLLIN, 26, 1382)
e P.41.

A comparag¢So dos perfis antigénicos
destas trés cepas evidenciou uma simul-
taneidade de reag¢So negativa com o anti-
corpo 422-5, caracterizando -as, portan-

Rev. Fac. Med. Vet. Zootec. Univ. S. Paulo, 25(2):199-205,1988.

an

to, como cepas rabicas. Amoas as capas
originadas ce c3o, Jales e Nigéria,
apresentaram rea¢3o0 negativa com o anti-

corpo P.41, porém, a primeira foi nega-
tiva ainda com oS anticorpos 111-14,
316-1 e 805-3, 0o que a confirma como
distinta antigenicamente da segunda. fl
cepa originaria de morcego, DR 19, a
excegSo do anticorpo 422-5, apresentou

reacdes completamente diversas cas ou-
tras duas cepas, sendo negativa para os
anticorpos 377-7 e 802-2. Com base nes-
tes resultados, pode-se afirmar que as
trés cepas, estudadas neste trabalhe

s30 antigenicamente distintas umas das
outras.

CONCLUSOES

As cepas ce virus rabico, origem ce
c30, Jales e Nigéria, e a de origem de
morcego, DR 13, apresentaranm perfil

antigénico caracteristico cas cepas ra-

bicas, _sendo antigenicamente distintas
entre si.
GERMANO, P.M.L.; SILVA, E.V.; SUREAU, F.

Determination, of nucleocapside anti-
genic characteristics of 3 rabies
virus strains 1isolated in Brazil by
anti-nucleocapside.monoclonal antibo-
dies technique. Rev. Fac. Med. Vet

ié)s tec. Univ. S. Paulo, 25 (2) 2199-205.

SUMMARY: A study was conducted to deter-
mine the nucleocapside antigenic charac-
teristics, by the monoclonal antibodies
technique, of 3 rabies virus strains,
isolated in Brazil. Two of them were
isolated from dogs, one from Jales city,
in S30 Paulo state, and the other, from
Nigeria, flfrica. The third strain, DR
13, was isolated from brazilian vampire
bat and has been considered as an inter-

mediary strain. All the strains were
identified as antigenica lly different,
but with all characteristics of the
rabies virus strains. The Nigerian
strain was confirmed as an African
strain. In the otherhand, the Jales and
Nigeria strains, both isolated from
dogs, but from differents regions,
showed pronounced differences in the

nucleocapside antigenic characteristics.

UNITERMS: techni-

Rat™»;:

Fluorescent antibody
que; Rabies virus;
diagnosis
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