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RESUMO

VASCONCELLOS, M. E. P. Caracterizacao bioldgica, genética e sorolégica de uma amostra
de virus da raiva isolada de eqiiino de uma regiao préxima de Sao Paulo, Sudeste do Brasil.
[Biologic, genetic and serologic characterization of an equine rabies virus isolated from a
neighbor region of Sdo Paulo, Southeastern Brazil]. 2003. 116 f. Tese (Doutorado em Medicina
Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sao
Paulo, 2003.

O comportamento bioldégico de uma amostra de virus recém-isolada de eqiiino (M82-02),
procedente de uma regido proxima de Sao Paulo, foi estudado em camundongos, inoculados pelas
vias intracerebral e intramuscular, avaliando-se as caracteristicas relacionadas com a
infectividade, patogenicidade, periodo de incubagdo, periodo do curso clinico e capacidade
invasiva do virus para outros tecidos ndo-nervosos. A amostra, com uma passagem em cérebro de
camundongos, foi tipificada antigenicamente, utilizando um conjunto de anticorpos monoclonais
(MABs), desenvolvido pela "Canadian Food and Inspection Agency", de Ottawa, Canada,
correspondendo ao perfil de morcego hematéfago Desmodus rotundus. Ap6s ser submetida a
extracdo do material genético, a amostra foi caracterizada geneticamente no "National Institute of
Infectious Diseases"”, de Toéquio, Japdo, confirmando pertencer ao gendtipo 1 do género
Lyssavirus, com caracteristica proxima a do "Vampire -bat related virus-VRRV", comuns entre
as amostras brasileiras isoladas de herbivoros e morcegos hemat6fagos. As sucessivas passagens
da amostra em camundongos, por via intracerebral e intramuscular, provocaram ligeiro aumento
no titulo do virus e estabilizacdo do periodo de incubacdo, quando entdo foi utilizado como
antigeno para a prova de soroneutralizacdo, para avaliar o comportamento deste virus frente aos
soros de eqiiinos vacinados com uma vacina comercial de virus PV inativado. Os soros de
eqiiinos vacinados foram titulados em paralelo com o antigeno viral constituido de virus CVS.

Com o uso da amostra M82-02 como antigeno para a prova de soroneutralizacao ndo foi possivel



demonstrar diferenca significativa, quando comparado com o antigeno fixo de virus CVS, no
entanto, alguns soros de eqiiinos vacinados foram encontrados com niveis de anticorpos acima de
0,5UI/mL. Pela prova de imunofluorescéncia direta (IFD), a presenca do antigeno do virus da
raiva foi evidenciada no pulmao e nos rins de animais inoculados por via IM, notadamente nos
materiais de passagem mais elevada. No teste de avaliacdo da vacina comercial, pelo método do
CDC de Atlanta, o resultado do desafio com a amostra M82-02 foi inferior ao do virus fixo CVS,

no entanto, este método ainda necessita ser melhorado para sua utiliza¢ao na rotina.

Palavras chaves: Raiva animal. Eqiiinos. Vacinas.
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ABSTRACT

VASCONCELLOS, M. E. P. Biologic, genetic and serologic characterization of an equine
rabies virus isolated from a neighbor region of Sao Paulo, Southeastern Brazil.
[Caracterizacdo bioldgica, genética e soroldgica de uma amostra de virus da raiva isolada de
eqiiino de uma regido préxima de Sao Paulo, Sudeste do Brasil]. 2003. 116 f. Tese (Doutorado
em Medicina Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de
Sao Paulo, Sao Paulo, 2003.

The biologic behavior of a rabies virus recently isolated from an equine raised at a region
neighbor to S3o Paulo, Southeast Brazil, the isolate M82-02, was studied in mice by
inoculating through intracerebral and intramuscular route, for evaluation of characteristics
related to its infectivity, pathogenicity, incubation period and course of clinical illness and also
the virus capacity to invade other non-nervous tissues. The first intracerebrally passaged
mouse brain was submitted for antigenic typing by using a set of monoclonal antibodies
(MABS) prepared at the Canadian Food and Inspection Agency, Ottawa, Canada, and it was
found to be a variant of vampire-bat related rabies virus. After extraction of genetic material,
the sample was characterized genetically at the National Institute of Infectious Diseases,
Tokyo, Japan, ant the isolate belonged to genotype 1 of the Lyssavirus gene, closely related to
the Vampire-bat related virus group-VRRV, common among the Brazilian rabies virus isolates
from herbivores and vampire bat Desmodus rotundus. The successive intracerebral and
intramuscular passages in mice provoked a slight increase in the virus titer, and the
stabilization of the incubation period. In its 10™ passage, the isolate was used as the antigen in
mouse serum neutralization test, for the assessment of equine sera which had been vaccinated
with a commercial PV rabies inactivated virus vaccine, the equine sera were tested in parallel
with the CVS strain and some sera were found with neutralizing titer >0.5 IU/mL. Using the

isolate M82-02 of rabies virus as an antigen in the neutralization test, no significant difference



could be detected, when the results were compared to that of the CVS strain. By means of
direct fluorescent antibody (dFA) test, the presence of rabies virus antigen was detected in
tissues of brain, lung and kidneys of mice inoculated by intramuscular route, especially in
serially passaged materials. The CDC-potency test for evaluation of a commercial vaccine
using the field isolate M82-02 as a challenge virus showed a poorer result than the challenge
with the fixed CVS strain, however, this method needs further modifications for the routine

use.

Key words: Animal rabies. Equines. Vaccines.
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1 INTRODUCAO

A raiva em eqiiinos € descrita na literatura internacional como sendo uma zoonose de
ocorréncia esporddica, altamente fatal, causada por um Lyssavirus. Na América do Norte, a
doenca, como zoonose, oferece pequeno risco de infeccdo aos seres humanos e até o presente,
ndo existem casos documentados de transmissao do virus da raiva de eqiiinos aos seres humanos,

embora exista uma possibilidade remota (GALLAGHER, 1998).

A doenca no ser humano é conhecida desde o século XXII a.C., sendo relatada no mais
antigo registro de infec¢des da Humanidade, o c6digo de Eshununna, escrito hda mais de 2.500
anos, na Mesopotamia (STEELE, 1975). Apesar dos avangos tecnoldgicos nos varios campos da
medicina, a enfermidade representa um desafio para o homem, por ser incurdvel (CAMPBELL,

1988; COSTY, 1985).

O virus da raiva pertence a ordem Mononegavirales, familia Rhabdoviridae, que agrupa
virus que infectam vertebrados, invertebrados e plantas. Os virus do género Lyssavirus, aonde se
incluem os virus da raiva, s3o constituidos por um filamento simples de RNA com
aproximadamente 12K bases, ndo segmentado, de sentido negativo (3' - 5'), possuindo cinco
proteinas, designadas de N (nucleoproteina), P (fosfoproteina), M (proteina da matriz), G

(glicoproteina) e L (lipoproteina) (TORDO, 1996).

No género Lyssavirus, estavam incluidos diferentes sorotipos (KING; CRICK, 1988) que,
a partir de 1994, passaram a ser denominados de gendtipos, em virtude do desenvolvimento de
técnicas de anticorpos monoclonais (MABs), permitindo identificar as variantes antigénicas do
virus da raiva (FLAMAND; WIKTOR; KOPROWSKI, 1980; PANAMERICAN HEALTH
ORGANIZATION, 2000) e de técnicas moleculares, que possibilitaram o estabelecimento da
filogenia e o estudo da distribuicao espacial e temporal do agente, ferramentas importantes para a
epidemiologia molecular (BOURHY; KISSI; TORDO, 1993). O virus classico da raiva, o
sorotipo I, recebeu a denominagdo de “genétipo I, e 0os demais foram denominados de “genétipo
I, “gendtipo III”, “gendtipo IV”, correspondendo, respectivamente, aos sorotipos “Lagos Bat

virus”, “Mokola virus” e “Duvenhage virus” (TORDO, 1996). Destes, o "Mokola virus" é o mais
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diferente de todos os gendtipos conhecidos, a primeira amostra foi isolada em 1968, de um "pool"

de visceras de um mussaranho, da provincia de Ibadan, na Nigéria (BLANCOU, 1988).

Os virus isolados de morcegos insetivoros da Europa, denominados de EBL1 e EBL2
(European Bat Lyssaviruses 1 e 2) foram classificados respectivamente como “genétipos 5 e 6”
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1994) e o virus ABL (Australian Bat Lyssavirus), de
morcegos frugivoros, como gendtipo 7. Os gendtipos 5, 6 e 7, isolados de morcegos nao
hemato6fagos, sdo conhecidos no mundo como "lyssavirus" e até o presente, a existéncia destes
virus ndo tem sido registrada nas Américas (TORDO et al., 2000). Recentemente, ARAI et al.
(2003) propuseram a inclusdo de um novo genétipo, o "Aravan virus", isolado de um morcego
insetivoro Myotis blythi, no Kirguistdo, Asia Central. Este provdvel novo genétipo apresenta

caracteristicas filogenéticas mais proximas as dos genétipos EBL1 e EBL2.

Para a classificagdao em genétipos, t€ém sido utilizados os genes N, G e P do virus da raiva,
com maior freqiiéncia do gene N por ser mais conservador, com amplificagdo inicial do gene
utilizando a técnica de reacdo em cadeia pela polimerase (PCR), com posterior seqiienciamento
dos nucleotideos (KISSI; TORDO; BOURHY, 1995). No estudo de filogenia, Ito et al. (2003),
com seqiienciamento do gene N, relataram a ocorréncia de duas variantes do virus da raiva nas
amostras de virus isoladas no Brasil: variante do virus da raiva relacionada ao cdo (DRRYV - Dog-
related rabies virus) e variante do virus da raiva relacionada ao morcego hematéfago (VRRV -
Vampire bat-related rabies virus), indicando que a variante canina é um legado da colonizagdo
européia e a de morcego hemat6fago, autdctene das Américas. A proteina G, por outro lado, estd
envolvida com a formacdo do envelope e do capsideo mais externo do virus e € responsavel pela
adsor¢do do virus a superficie da célula e fusdo com a membrana, relacionada com a
imunogenicidade, patogenicidade e neurotropismo do virus (TUFFEREAU et al., 1989). Para a
investigagcdo da patogenicidade do virus, é importante analisar a proteina G, e a regido intergénica
G-L, conhecida por regidao nao codificadora (pseudogene ¢), também utilizada por alguns autores

para o estudo da epidemiologia molecular (SABETA; BINGHAM; NEL, 2003)

Na América Latina, o cdo ainda € o principal reservatério do virus da raiva aos seres
humanos (ORGANIZACI()N MUNDIAL DE LA SALUD, 1992), no entanto, existe a

participacdo de outros animais silvestres na transmissao do virus. Historicamente, Carini (1911)
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foi quem pela primeira vez descreveu, no Estado de Santa Catarina, regido Sul do Brasil, a
participacdo do morcego hematéfago como reservatério do virus da raiva, sendo a idéia, na
época, interpretada pela comunidade cientifica, como uma “fantasia tropical”. Anos mais tarde,
com o registro da raiva em morcegos hematéfagos na ilha de Trinidad, situada no Caribe
(PAWAN, 1936), o mundo cientifico aceitou definitivamente a comunicagdo cientifica de que os
morcegos hematéfagos eram mesmo os reservatérios do virus da raiva. As pesquisas realizadas
ap6s o reconhecimento deste fato, efetuadas nas Américas, indicaram que 0s morcegos
hemato6fagos Desmodus rotundus, Diphylla ecaudata e Diaemus youngii s6 habitavam as regioes
compreendidas entre o norte da Argentina até o norte do México e algumas ilhas do Caribe

(CARNEIRO, 1936).

A raiva dos herbivoros, transmitida pelos morcegos hematéfagos, recebeu a denominacao
de “raiva paralitica”, com grande repercussdo na pecudria, especialmente da América do Sul e
Central (QUEIROZ LIMA, 1934). Acha (1967) calculou uma perda de cerca de 500.000 cabecas
de bovinos por ano, em conseqiiéncia da infeccao pelo virus da raiva. Estimativa mais recente no
Brasil indica um prejuizo direto de cerca de U$25 milhdes de ddlares a cada ano, com morte de

40.000 bovinos e prejuizos indiretos de cerca de U$32 milhdes de délares (KOTAIT, 2001).

Em relacdo aos eqiiinos, ndo existe uma estimativa dos prejuizos causados pela doenga,
como nos bovinos, no entanto, foi estimada para o pais, a existéncia de um efetivo animal de
cerca de 5.801.055 eqiiinos, somando-se ainda 1.239.025 asininos e 1.345.656 muares (IBGE,
2001).

Contrariamente ao que ¢é observado na América Central e América do Sul, onde
predomina a raiva transmitida por morcegos, na América do Norte a doenga € transmitida aos
eqiiinos principalmente por “raccoons” e “skunks” e a raiva em eqiiinos € rara, sendo de menor
importancia, acometendo cerca de 5% dos casos relatados, ocorrendo em ciclos de oito a 10 anos

(KENTUCKY COOPERATIVE EXTENSION SERVICE, 2003).

Em certas regides da Europa, a raiva em eqiiinos também ¢é de ocorréncia esporddica e
muito rara. Na Finlandia, o dltimo registro de ocorréncia da raiva aconteceu em 1989, com um

caso envolvendo um animal silvestre. No entanto, em 2003 foi registrado um caso de raiva num
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eqiiino importado de um pais vizinho, apontando ser este o primeiro registro da raiva em eqiiinos

no pais. (OIE, 2003).

Por outro lado, nas Américas, foram notificados 313 casos de raiva em eqiiideos e no
Brasil, um total de 230 casos, para o ano de 2001 (OMS. OPS, CENTRO PANAMERICANO DE
FEBRE AFTOSA, VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DE LA RABIA EN LAS AMERICAS,
2001). Em relag¢ao ao Estado de Sao Paulo, entre os anos de 1999, 2002 e 2003 (dados parciais),
os eqilinos representam a segunda espécie animal com maior nimero de casos de raiva,
diagnosticados laboratorialmente, considerando as diferentes espécies, conforme os dados

apresentados no quadro 1.



Espécie animal \ Ano 1999 2000 2001  2002®  2003® Total por espécie
Canina 4 4 8 1 0 17
Felina 1 0 4 1 0 6
Bovina 431 623 424 143 61 2675
Eqiiina 104 231 185 86 35 606
Muar 1 6 14 2 4 23
Asinina 1 1 0 3 1 5
Ovina e Caprina 3 9 1 1 21
Bubalina 3 0 2 1 1 6
Suina 0 4 9 0 0 13
Quirdptera 28 69 60 76 75 233
Outras _ _ _ 7 0 7
Total 576 947 714 314 178 3790
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Quadro 1 - Casos de raiva confirmados laboratorialmente em diferentes espécies animais no
Estado de Sao Paulo, nos anos de 1999 a agosto de 2003, segundo a Coordenagdo

Estadual do Programa de Controle da Raiva - Sao Paulo - 2003

Nota:

(1) Acessivel at http;//www.pasteur.satide.sp.gov.br/coordenac¢do.1999.htm
(2)http;//www.pasteur.satide.sp.gov.br/coordena¢do.2000.htm
(3)http;//www.pasteur.satide.sp.gov.br/coordena¢do.2001.htm

(4) http;//www.pasteur.satde.sp.gov.br/coordena¢do.2002.htm, acessado em 28/01/2003.

(5) Dados ndo publicados, Coordenagio Estadual do Programa de Controle da Raiva do Estado de Sdo Paulo, agosto de 2003.

Fonte: Coordenacdo Estadual do Programa de Controle da Raiva do Estado de Sdo Paulo.

Em 1999, dos 576 casos positivos para a raiva, 349 foram notificados pela regido

administrativa da Divisdo Regional Agricola (DIRA) de Campinas € na DIRA de Sao Jodo da

Boa Vista, 56 casos. Em 2000, dos 947 casos positivos, 469 ocorreram na DIRA de Campinas e

227 na de Sdo Jodo da Boa Vista. Em 2001, do total de 714 casos, 259 ocorreram novamente em

Campinas e regido e em Sao Jodo da Boa Vista, 277 casos. Em 2002, dos 314 casos registrados,

86 foram em eqiiinos, com 30 casos na DIRA de Campinas e 25, na regido de S3o Jodo da Boa

Vista. Para o ano de 2003, até o més de agosto, no Estado de Sdo Paulo ja tinham sido registrados

35 casos de raiva em eqiiinos, notadamente nas regides mais préximas da capital, indicando ser

esta uma regido de elevada endemicidade, porém, sem constatacdo da doenca em cdes e gatos.

Por outro lado, a ocorréncia de casos de raiva em eqiiinos ndo tem sido registrada em regides

mais distantes da capital de Sao Paulo.
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A raiva em eqiiinos € considerada de dificil diagndstico clinico, por compreender uma
grande variagdo de sinais. Historicamente, as descri¢des dos sintomas iniciais se referiam a forma
"furiosa", "silenciosa" e "paralitica" da doenca, no entanto, estes sinais podem ser enganosos.
Ap6s um periodo de incubacdo de duas a 10 semanas, a manifestacdo mais caracteristica da raiva
¢ a alteracdo do comportamento. Os sinais e sintomas observados sdo semelhantes aos de
bovinos, com predominancia da fase de excita¢do. Freqiientemente sdo observados coices, ou
mordem outros animais ou os objetos em movimento. As orelhas permanecem levantadas e
observa-se uma salivacdo intensa, a saliva se escorre por meio de ldbios torcidos, seguindo-se
uma fase de disfagia marcante. Em seguida, podem ocorrer c6licas, convulsdes e paralisia, que se
estende da cabeca a regiao do pescogo e as musculaturas da locomocao e a morte ocorre apds um
periodo de decubito e prostracdo. Os sintomas nervosos usualmente progridem rapidamente
dentro de cinco a sete dias, resultando invariavelmente na morte do animal. Por outro lado, se o
animal ndo manifestar os sinais caracteristicos da doenca e permanecer sem a piora dos sinais e
sintomas, por um periodo de cinco ou mais dias, outras possibilidades devem ser investigadas,
pois, o episédio final da raiva € sempre marcado pela fatalidade (GALLAGHER, 1998;
KENTUCKY COOPERATIVE EXTENSION SERVICE, 2003).

O diagnéstico laboratorial da raiva € realizado rotineiramente com os materiais obtidos do
sistema nervoso central, incluindo-se os fragmentos do encéfalo, cerebelo e medula espinhal. Ao
exame microscopico, alguns membros da familia Rhabdoviridae, como no caso dos virus da
raiva, sdo distinguidos de outros membros do grupo pela formagdo de corpiisculo de inclusdao
intracitoplasmadtica caracteristica, descrito pela primeira vez por Negri, conforme Atanasiu

(1975).

Antes da descoberta de Negri, a descricao das lesdes histoldgicas da raiva se baseava nos
processos inflamatdérios, com alteracdes na conformacgdo e tamanho das células nervosas e outros
fendmenos como caridlise, vacuoliza¢do no citoplasma e desaparecimento dos corpuisculos de
Nissl. Os corpusculos de Negri, considerados patognomdnicos para a raiva, foram descritos com
diferentes formas e tamanhos, variando de 0,25 um a 27 pum, arredondados, ovais ou oblongos,
encontrados principalmente nas células piramidais do corno de Ammon, nas células de Purkinje
do cerebelo, nas células da medula espinhal e de varios ganglios nervosos (MATSUMOTO,

1975). As lesdes de encefalite podem apresentar uma hiperemia marcante, seguida de diapedese e
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formacdo de nddulos perivasculares, com participacdo de células mononucleares, tais como o0s
linfécitos, mondcitos e plasmoécitos, encontradas nas dreas de neuronofagia. As lesdes
ganglionares consistem de uma proliferacdo de células endoteliais, oriundas da cadpsula da medula
espinhal ou do nervo simpético ganglionar, com substituicdo de células normais por células
arredondadas e pequenas, com alteragdes no nucleo da célula. A abundancia dos corpuisculos de
Negri varia conforme a espécie animal, amostra do virus e da passagem do virus em sistemas
bioldgicos, acreditando-se ainda que o desenvolvimento do corpuisculo de Negri estd relacionado

com o periodo de duracao clinica da doenca antes da morte (ATANASIU, 1975).

A técnica histolégica nem sempre € adequada para demonstrar a presenca de corpusculos
de Negri, que pode ser evidenciada em 50 a 80% dos casos (CHARLTON, 1994; VURAL;
BERKIN, 2001) e para o diagndstico de rotina da raiva, a técnica histologica foi substituida pela
imunofluorescéncia direta (IFD), com o uso de conjugado anti-rdbico policlonal marcado pelo
isotiocianato de fluoresceina, apds o relato de Goldwasser e Kissling (1958). Porém, permanece
ainda a questdo de resultados falsos positivos e falsos negativos, decorrente do uso desta técnica.
Para minimizar estes erros, os especialistas que contribuem para a Organizacdo Mundial da
Sauide recomendam o uso de pelo menos duas técnicas para o estabelecimento do diagndstico: a
IFD e a inoculagdo intracerebral em camundongos (ICC) (DEAN; ABELSETH; ATANASIU,
1996; KOPROWSKI, 1996).

Como materiais de escolha para o diagnéstico laboratorial da raiva, tradicionalmente tém
sido recomendados os fragmentos do cérebro, regido do hipocampo e do cerebelo, bulbo e
medula cervical. Existe, no entanto, uma polémica a respeito do melhor material a ser enviado
para o laboratorio, para possibilitar um diagndstico rapido e acurado, especialmente quando se
refere a raiva de eqiiinos. Neste aspecto, Silva, Silva e Menezes (1974) relataram vérios casos de
raiva natural em eqiiinos, com isolamento de virus infectante em camundongos e positivo na
prova de IFD, nos materiais colhidos da medula e do bulbo e com auséncia do antigeno ou do
virus em outras partes do sistema nervoso central, afirmando que o fragmento do corno de

Ammon ndo era adequado para o diagndstico da raiva nesta espécie.

Mesmo na atualidade, a polémica persiste, ndo s6 na espécie eqiiina, mas em diferentes

espécies animais. Bingham e van der Merwe (2002) relataram que os fragmentos do tdlamo,
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ponte e medula foram os que apresentaram 100% de resultados positivos a imunofluorescéncia ,
no entanto, os fragmentos do cerebelo, hipocampo e diferentes partes do cérebro foram
encontrados com resultados falsos negativos, respectivamente, em 4,5%; 4,9%; e 3,9% a 11,1%.
Carrieri et al. (2003)"" relataram a dificuldade em diagnosticar raiva em materiais colhidos de
eqiiinos: em 111 amostras positivas para raiva, examinadas no periodo de 1980 a 1994, 20%

delas resultaram em falsos negativos pela prova de IFD.

No Instituto Pasteur de Sdo Paulo, 6rgdao da Secretaria de Estado da Saude do Estado de
Sdo Paulo, a raiva em eqiiinos é considerada de dificil diagndstico. Nos casos humanos
envolvendo contato com um eqiiino suspeito de raiva, o procedimento adotado € o de tratamento
com vacina, semelhante ao tratamento pds-agressdo adotado para outras espécies animais.
Mesmo no caso de resultado negativo a prova de IFD, € recomendado o tratamento anti-rdbico de
pos-exposi¢cdo (Instituto Pasteur de Sao Paulo, dados ndo publicados), uma vez que a prova de

ICC ¢ mais demorada e usualmente o resultado é obtido ap6s o término da vacinagao.

A modificacdo ambiental ocorrida nas ultimas décadas, especialmente nas regides
proximas as dreas intensamente urbanizadas ((FRANCO NETTO; CARNEIRO, 2002) poderia
explicar o aumento dos casos de raiva no Brasil. Os casos de raiva em eqiiinos com confirmacao
laboratorial, indicados no quadro 1, foram registrados com maior freqiiéncia na divisdo
administrativa (DIRA) de Campinas e na proxima a Grande Sao Paulo. Nas regides préximas da
cidade de Sao Paulo predominam haras de criagdo mais sofisticada, com assisténcia veterindria

especializada em eqiiinos. E comum ouvir reclamacdo por parte dos veterindrios de campo,

suspeitando da eficdcia das vacinas anti-rabicas disponiveis no mercado brasileiro para a

'CARRIERI, M. L.; PEIXOTO, Z. M.; FAVORETTO, S. R.; CARNIELI JR., P.; KOTAIT, L. Diagnéstico
laboratorial da raiva dos eqiiideos: dados preliminares. Semindrio Internacional da Raiva: Centendrio do Instituto
Pasteur. Programa e Resumos. 5-7 de agosto, 2003, Hotel Crowne Plaza, Sao Paulo, SP, Brasil.
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imunizagdo desta espécie animal. Fala-se em falhas de vacinas, em virtude da existéncia de
amostras antigenicamente distintas (WIKTOR; KOPROWSKI, 1980), ou da maior
susceptibilidade dos eqiiinos as variantes dos virus circulantes na regido, porém todas estas

colocacdes carecem de um estudo cientifico mais apurado.

As vacinas anti-rdbicas comerciais fabricadas a partir de amostras do virus da raiva
incluidas no genétipo 1 sdo eficazes contra os virus cldssicos do virus da raiva (gendtipo 1) e
mais ou menos eficazes contra outros virus dos genétipos 4, 5, 6 e 7 do género Lyssavirus. Sao,
por outro lado, completamente ineficazes contra os genétipos 2 e 3. Até o momento, nao se tem
registros da ocorréncia da doenca causada por um lyssavirus em eqiiinos, nem mesmo o papel
desempenhado pelos morcegos nao hematéfagos na transmissao dos lyssavirus para os herbivoros
tem sido esclarecido, embora os pesquisadores j4 imaginam a possibilidade de se obter vacinas
quiméricas com base na proteina G, para se prevenir contra a maioria dos virus de diferentes

genoétipos do género Lyssavirus (TORDO et al., 2000).

Os testes para avaliar a capacidade de uma vacina anti-rabica em induzir a protecdo nos
individuos vacinados foram desenvolvidos hi décadas, com uso de modelos animais vivos. No
entanto, o uso de animais de laboratdrio, como os camundongos (Mus musculus) para a pesquisa
e diagnéstico da raiva iniciou-se com Webster e Dawson (1935), de acordo com Steele (1975),
que relataram, pela primeira vez a grande susceptibilidade desta espécie animal a inoculacao
intracerebral do virus da raiva, reproduzindo prontamente os corpusculos de inclusdo
intracitoplasmatica. Os camundongos desenvolveram a doenca dentro de sete dias, em alguns
casos demoraram até 28 dias. Quando inoculados por via intracerebral ou intraplantar com um
virus de rua, o antigeno da raiva foi detectado no tecido da cérnea, glandula salivar, gordura
marrom, pulmdo, intestino, rim, coragdo, figado, baco, utero, muisculo esquelético e glandula
adrenal. Foi também mostrado que o virus da raiva se replica na glandula salivar, e o titulo do
virus € muito mais elevado que no cérebro e a microscopia eletronica, observou-se o brotamento

dos virions através das membranas marginais das células mucogénicas acinares (DIERKS, 1975).

Em 1939, Webster e Dawson, de acordo com Steele (1975), desenvolveram um teste em
camundongos para a avaliacdo da poténcia de uma vacina anti-rdbica, demonstrando que um

virus virulento, inoculado intraperitonialmente como uma vacina desenvolvia imunidade dentro
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de 10 dias, persistindo por um periodo de pelo menos nove meses. A grande variagdo nas
poténcias das vacinas comerciais culminou com o desenvolvimento de outros testes de poténcia,
como os de Habel, NIH (National Institutes of Health) e Koprowski, entre outros (STEELE,
1975). Apesar da grande variabilidade, baixa reprodutibilidade e falta de acuréacia nos resultados
do teste de poténcia do NIH (MESLIN; KAPLAN, 1996), este teste ainda € considerado como
sendo o mais padronizado para a avaliacdo de vacinas de virus inativado, tendo como o virus de

desafio intracerebral, a amostra fixa CVS (WILBUR; AUBERT, 1996).

A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) coordenou os estudos sobre os testes de
poténcia das vacinas anti-rdbicas, investigando a possibilidade de substituir o teste de NIH por
um teste in vivo modificado, alterando a amostra do virus de desafio, nimero de vacinagdes, via
de inoculacdo da vacina, e via de inoculacdo do virus de desafio (REPORT OF A WHO
CONSULTATION ON POTENCY TESTS FOR RABIES VACCINES, 1988).

O teste de poténcia do CDC (Centers for Disease Control) de Atlanta, Georgia, EUA,
surgiu como uma alternativa, com ligeira modificacdo dos testes anteriormente conhecidos, isto €,
ao invés da inoculagdo intracerebral do virus fixo, o desafio € intramuscular, realizado com
amostras de campo. O argumento principal a favor do teste de poténcia do CDC de Atlanta € que

o virus inoculado no desafio reproduz uma via mais natural, pois, em outros testes, o desafio é

por via intracerebral (BAER, 1997; SIZARET, 1996; WILBUR; AUBERT, 1996).

Bernardi (2002) comparou a eficdcia de duas vacinas comercias (uma importada e outra,
de fabricacdo nacional) de virus PV, replicado em células BHK21 e inativado pela beta
propiolactona, tendo como adjuvante o hidréxido de aluminio, com uso de amostras de virus de
campo para o desafio, utilizando os testes de poténcia do NIH e do CDC de Atlanta. A vacina
importada conferiu melhor protecao quando o desafio foi realizado com amostra de virus isolada
de um morcego insetivoro, tanto no teste do NIH (Dose protetora 50%, DPsy = 144,54) como no
do CDC (DPsy > 250). O pior desempenho foi observado com a amostra de desafio de um

morcego hemat6fago, no teste do CDC (DPsy = 4,57) e, com uma amostra de eqiiino, no teste

Webster, L. T.; Dawson, J. R (1935) Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 32, 570.p.26
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do NIH (DPsy = 8,91). Por sua vez, a vacina de fabricacdo nacional mostrou melhor desempenho
no teste do CDC, frente aos virus de desafio de origem canina e eqiiina (DPsy > 250). A amostra
que apresentou maior protecao no teste do NIH foi a de morcego insetivoro com DPsy = 123,27.
Porém, ndao houve diferenca estatisticamente significativa entre o desempenho das vacinas,

quando comparado para um mesmo teste de poténcia e amostra de desafio.

Smith et al. (2000) analisaram a relacdo filogenética para predizer o efeito de diferentes
amostras do virus de desafio utilizados nos testes de soroneutralizagdo para a titulagcdo de
anticorpos anti-rabicos, apos vacinacdo com diferentes amostras vacinais. Foram observadas
diferencas de até 10% na seqiiéncia dos amino &cidos entre as glicoproteinas das amostras
vacinais e das amostras de desafio, porém, o uso de sistemas homologos de vacina-virus de
desafio ndo € prético e é desnecessario para indicar a presenca de anticorpos acima de 0,5 UI/mL.
As vacinas da nova geragdo sao potentes e as pequenas diferencas nos titulos ndo sio detectadas
nos testes de triagem, que poderiam resultar da ndo combinacdo homdloga entre a vacina e o

virus de desafio.

A raiva em eqiiinos mantém ainda muitos aspectos desconhecidos e, embora na prética
exista uma metodologia de controle baseada na imunizacdo com emprego de vacinas (BUNN,
1988), epidemiologicamente, as ocorréncias da raiva nesta espécie animal na regidao proxima da

capital do Estado de Sdo Paulo, nos ultimos anos, permanecem inexplicadas.

Pode ser que, nos tultimos anos, houve um aumento no envio de materiais de eqiiinos
suspeitos aos laboratérios de diagndstico; ou entdo, a maior ocorréncia de casos de raiva pode
estar associada a existéncia de uma variante de virus com caracteristicas diferentes em relagdo a
estes hospedeiros, com protecdo incompleta dos imundégenos utilizados para o seu controle, ou
ainda, aumento na populacdo de reservatorios, em decorréncia da modificacdo do ambiente, entre

outras causas.
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Objetivos:

O presente trabalho tem como objetivos:

- estudar a caracteristica bioldgica, genética e soroldgica de uma amostra do virus da raiva

isolada de eqiiino, de uma regido préxima da cidade de Sao Paulo;

- avaliar a infectividade, patogenicidade, periodo de incubacdo e periodo clinico da amostra

isolada eqiiino, por meio de passagens sucessivas por inocula¢io intramuscular e intracerebral;

- avaliar o nivel da resposta em anticorpos anti-rdbicos de eqiiinos de um haras préximo de Sao
Paulo, vacinados com uma vacina anti-rdbica comercial de virus inativado, tendo como antigeno
da prova de soroneutralizacdo em camundongos, a amostra de virus isolada de eqiiino apds

sucessivas passagens em camundongos e a amostra CVS;

- avaliar a poténcia da vacina anti-rabica comercial utilizada para vacinar os eqiiinos de um haras
proximo de Sao Paulo, empregando o teste de poténcia do CDC de Atlanta, tendo como virus de

desafio, a amostra de eqiiino e CVS.
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2 MATERIAIS E METODOS

Os Materiais e Métodos utilizados no presente experimento estio relacionados em seguida.

2.1 MATERIAIS

Os Materiais empregados neste estudo foram:

2.1.1. Animais

Os animais utilizados no experimento foram:

2.1.1.1 Camundongos

Os camundongos utilizados no presente experimento foram os sui¢cos albinos, adultos-
jovens, com peso variando de 12 a 17 gramas, linhagem CH3 - Rockfeller, criados no Biotério da
FMVZ-USP. Esta linhagem foi obtida do biotério de animais do Laboratério de Febre Aftosa-
LAFAB, do Ministério da Agricultura, localizada em Barretos-SP, na década de 70 do século
passado. Os animais foram empregados para o diagndstico e isolamento do virus da raiva, além
da titulagdo do virus, prova de soroneutralizacio e teste de poténcia da vacina. Todos os animais
sobreviventes no final dessas provas foram submetidos a eutandsia com éter etilico e as carcacas

foram autoclavadas e destinadas para a coleta do lixo hospitalar.
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2.1.1.2. Eqiiinos

Os eqiiinos do presente estudo pertenciam a um haras situado no municipio de Salesépolis
- SP, regido proxima de Sao Paulo. Cingiienta e quatro animais, machos e fémeas de diferentes
faixas etdrias, incluindo animais primo-vacinados e revacinados, foram vacinados contra a raiva,
por via IM, com uma vacina anti-rdbica comercial de virus inativado, em outubro de 2002 e

foram sangrados 58 dias apds a vacinagao.

2.1.2 Diluente

O diluente utilizado para diluir os virus e os soros de eqiiinos consistiu de dgua destilada
esterilizada, contendo 2% (v/v) de soro de coelho, esterilizado por filtracdo (filtro clarificante
Millipore@1 tipo HA, com porosidade 0,45 pwm, 142 mm), pH 7,2, contendo penicilina (100
Ul/mL) e estreptomicina (2g/mL), conforme descrito por Koprowski (1996).

2.1.3 Vacina anti-rabica

A vacina anti-rdbica utilizada no presente experimento foi a vacina comercial®?, No.
partida 009/02, contendo o virus PV, inativado com beta propiolactona, contendo hidréxido de

aluminio, na dose indicada de 2 mL por via IM, na tdbua do pescoco.

(UFiltro Millipore, Millipore Corporation, Bedford, 01730 Massachussets.
@®yacina anti-rdbica comercial, RaivaCel, Vallée do Nordeste, Minas Gerais - MG.
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2.1.4 Soros

2.1.4.1 Soros eqiiinos.

A sangria dos 54 eqiiinos vacinados com uma vacina anti-rdbica comercial de virus
inativado foi realizada 58 dias apds a ultima vacinagdo, por venopuncdo da veia jugular, na tdbua
do pescoco, com tubos Vacutainer. Apds o dessoramento, os soros foram transportados ao
laboratério do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saide Animal (VPS), da
FMVZ-USP e foram armazenados a -20°C, até o momento do uso. Dez soros foram selecionados
por conveniéncia, numa amostragem ndo probabilistica, selecionando sem uma regra definida
pegando um frasco por vez, de uma caixa de isopor onde os soros estavam armazenados, como
num sorteio de "bingo", até completar 10 frascos. Os frascos foram numerados de 1 a 10 e apds
descongelamento, os soros foram submetidos a inativacdo do complemento, em banho-maria a

56°C, por 90 minutos, antes de serem submetidos a prova de soroneutralizagao.

2.1.4.2 Soro anti-rabico padrio

Na prova de soroneutralizacio em camundongos, utilizou-se o soro anti-rdbico positivo
padrao, contendo 300 UI/2mL de anticorpo anti-rabico, procedente do Instituto Pasteur de Sao

Paulo (Secretaria do Estado da Satide do Estado de Sdo Paulo).

2.1.5 Conjugado anti-rabico imunofluorescente

Foi utilizado o conjugado anti-rabico policlonal, produzido no Laboratério de Raiva do
Departamento VPS da FMVZ-USP, a partir de soro hiperimunizado de hamsters, conforme o

protocolo descrito pelo Centro Panamericano de Zoonoses (1975), com ligeira modificagao, isto
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, , . ., . . . 1®(3 - .
é, 0 antigeno foi substituido por uma vacina anti-rdbica comercial®”. A marcacio do conjugado

foi realizada com o isotiocianato de fluoresceina (SIGMA)®(4)

l®(5)

e o conjugado obtido foi
comparado com o conjugado anti-rdbico comercial " ’, antes da sua utilizagao, com a diluicao de

trabalho ajustada para 1:100.

2.1.6 Amostras do virus da raiva

2.1.6.1 Amostra do virus da raiva de eqiiino M82-02

A amostra de cérebro de eqiiino, procedente da regido de Sorocaba, distante 90Km de Sao
Paulo, registrada sob o nimero M82-02, foi diagnosticada como sendo positiva para raiva, pela
técnica de IFD, no Laboratério de Diagndstico da Raiva, do Departamento VPS, FMVZ-USP. O
material original e os cérebros da primeira passagem em camundongos foram armazenados a -
20°C e posteriormente, submetidos a passagens sucessivas em camundongos. As ultimas
passagens desta amostra em camundongos foram testadas como antigeno para a prova de
soroneutralizacdo em camundongos, para avaliar os soros obtidos de eqiiinos vacinados. No teste
de poténcia da vacina do CDC de Atlanta, esta amostra foi utilizada para o desafio dos

camundongos vacinados com uma vacina anti-rdbica comercial.

®Vacina anti-rdbica comercial Defensor®, Laboratérios Pfizer Ltda, Guarulhos, Sdo Paulo.
“sotiocianato de fluoresceina, isémero I°- Sigma Chemical Company.
®)Conjugado comercial® Sanofi Diagnostic P92430, Marnes-la Coquette-Franca.
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2.1.6.2 Amostra CVS (Challenge Virus Standard)

Foi utilizada a amostra CVS-31/2 do virus fixo de raiva, procedente do Centro
Panamericano de Zoonoses - CEPANZO, Argentina, na década de 80 do século passado, com
duas passagens em camundongos por via IC, antes de ser armazenada em temperatura de
Nitrogénio liquido a —196 °C. Uma vez descongelado, o virus foi mantido por quatro passagens
sucessivas pela via IC em camundongos, quando entdo foi armazenada a -20°C. Para sua
utilizacdo, a amostra foi submetida a duas passagens sucessivas em camundongos, via IC, e
utilizada nas provas de soroneutraliza¢do, ou como antigeno, na prova de IFD para a absorcao do
conjugado anti-rabico imunofluorescente policlonal e como virus de desafio, na prova do teste de

poténcia da vacina do CDC de Atlanta.

2.2 METODOS

O procedimento experimental utilizado foi o seguinte:

Procedimento Experimental

Um espécime clinico (registro M82-02) de eqiiino, procedente da regido de Sorocaba -SP,
distante 90 Km da capital, foi diagnosticado positivo para a raiva com a técnica de IFD e com
isolamento positivo em camundongos, por meio da inoculagdo intracerebral (IC), no Laboratério
de Raiva, do Departamento de Medicina Veterindria Preventiva e Saide Animal (VPS) da
FMVZ-USP, em 2002. Os fragmentos originais do cérebro de eqiiino e os cérebros
correspondentes a primeira passagem em camundongos foram utilizados para a caracterizacao
antigénica, com o uso de MABs e para a extracio do RNA. A caracterizacdo antigénica desta
amostra foi realizada no laboratério do "Canadian Food and Inspection Agency", de Ottawa,

Canadd. Os materiais submetidos a extracdo do 4cido nucleico foram enviados ao "National
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Institute of Infectious Diseases", de Toéquio, Japdo, para a caracterizacdo genética e estudo

filogenético.

Do cérebro original do eqiiino foi preparada uma suspensdo a 20% (p/v) com diluente e
em seguida foi inoculada em um grupo de 10 camundongos, por via intramuscular (IM) e IC. De
cada passagem IM e IC, dos animais encontrados mortos foram colhidos os cérebros e preparadas
as suspensoes a 20% (p/v), repetindo-se a operacao, até completar 10 passagens por via IM e IC.
Em cada passagem, as suspensdes do cérebro a 20% foram diluidas em série com razao de 10,
para titulacdo do virus, mantendo-se uma aliquota de reserva para cada passagem. Dos animais
inoculados por via IM, no membro posterior direito, apds a morte, foram colhidos os materiais do

cérebro, rins e pulmao, para andlise do viscerotropismo do virus, submetendo-os a prova de IFD.

A suspensio viral obtida com o cérebro de camundongo na 10" passagem do virus pela via
IC foi utilizada como antigeno para a prova de soroneutralizacdo dos soros de eqiiinos vacinados
contra a raiva, com uma vacina comercial de virus inativado. Os soros destes animais foram

avaliados em paralelo, tendo como antigeno o virus fixo CVS.
A poténcia da vacina anti-rdbica comercial utilizada para imunizar os eqiiinos foi avaliada

pelo método do CDC de Atlanta, Georgia, EUA, utilizando as amostras CVS e de eqiiino M82-02

como virus de desafio.

Os métodos utilizados no presente estudo foram os seguintes:

2.2.1 Caracterizacao biolégica da amostra isolada de eqiiino M82-02

A suspensdo cérebros de camundongos a 20% (p/v), infectados com a amostra M82-02,
foi inoculada pela via intramuscular no muisculo do membro posterior direito, na dose de 0,1mL,

realizando sucessivas passagens. Os camundongos foram observados por um periodo de 30 dias,
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a procura de sinais de raiva. Em cada passagem do virus, foram colhidos o cérebro, pulmio e

rins, de alguns camundongos encontrados mortos, para avaliar o viscerotropismo do virus.

2.2.2 Teste de poténcia de vacina do CDC de Atlanta

A poténcia da vacina anti-rdbica comercial de virus inativado, utilizada para a vacinagdo
de eqiiinos, foi avaliada em camundongos, adotando-se o teste descrito pelo CDC de Atlanta,
EUA (REPORT OF A WHO CONSULTATION ON POTENCY TESTS FOR RABIES
VACCINES, 1988). A vacina anti-rdbica foi diluida a 1:2, 1:10, 1:50, 1:250, 1:1.250, 1:6.250.
Para cada diluicdo da vacina, grupos de 16 camundongos foram inoculados, por via
intramuscular, no membro posterior direito, com 0,1mL. Decorridos 30 dias da vacinagdo, foi
realizado o desafio no musculo masséter, com 0,ImL de suspensdo de virus de amostra de eqiiino
MS82-02, contendo entre 100 — 1.000DLIC5/0,03mL. Os animais inoculados foram observados
durante 30 dias, a procura dos sinais de raiva. Alguns animais encontrados mortos, sem
manifestacdo prévia dos sinais de raiva foram submetidos a prova de IFD, para comprovar a

morte por raiva.

2.2.3 Prova de inoculacio intracerebral em camundongos (ICC)

A prova de ICC foi realizada em camundongos adultos jovens, com indculos variados,
com um volume de 0,03mL. Os inéculos do experimento consistiram-se ora de uma suspensao a
1% ou 20% (p/v) de cérebro de camundongos, ora de dilui¢des seriadas da mistura soro-virus e os
animais foram observados por 30 dias, a procura de sinais de raiva. As observacdes didrias dos
camundongos foram realizadas sempre na parte da manhd, em apenas uma leitura a cada 24
horas. Mortes ocorridas antes do quinto dia pds-inoculacdo nao foram consideradas como sendo

de raiva, conforme a metodologia descrita por Koprowski (1996).



47

2.2.4 Prova de imunofluorescéncia direta (IFD)

Para a execucdo da prova, os fragmentos do cérebro, pulmdo e rim de camundongos
inoculados com o virus da raiva foram utilizados para a obten¢do da impressdo por pressdo em
laminas de microscopia e fixadas em acetona a -20°C, por duas horas. As laminas, apds secagem
a temperatura ambiente, foram colocadas em caixas de madeira, préprias para acondicionamento
de laminas de microscopia, e mantidas a -20°C, para serem processadas em diferentes momentos.
O conjugado anti-rdbico policlonal foi mantido em contato com a impressdo dos tecidos na
superficie da lamina por 30 minutos a 37°C, em seguida foram realizadas trés lavagens com
solucdo salina fosfatada (PBS, pH 7,4, 0,Imol/litro), secadas em seguida, as laminas foram
montadas com laminulas, utilizando como liquido de montagem, glicerina tamponada, pH = 8,0.
Laminas apresentando inclusdes intracitoplasmaéticas fluorescentes foram registradas como sendo
positivas, de acordo com o método descrito por Goldwasser e Kissling (1958), com ligeira
modificacdo, descrita por Dean; Abelseth e Atanasiu (1996). Para a leitura e interpretacdo dos
resultados, o brilho e a intensidade da fluorescéncia, quantidade e tamanho dos corpusculos de
inclusdo e a presenca de poeira antigénica foram considerados, adotando-se uma gradagdo
variando desde: - (auséncia de fluorescéncia = negativo) a uma gradagdo de +, ++, +++ € ++++
(positivo), esta ultima gradagdo com intensidade maxima no brilho e fluorescéncia, com presenca

de corpusculos de inclusdo grandes e caracteristicos.

2.2.5 Titula¢ao do Virus

As amostras do virus da raiva empregadas neste experimento foram reativadas e tituladas,
em diluicdes seriadas de razao 10, com o diluente, partindo-se de uma suspensdo inicial de

cérebro de camundongos a 20% (p/v) e cada diluicdo do virus foi inoculada intracerebralmente

- . -2 -7
em 10 camundongos, com um volume de 0,03mL, nas dilui¢des que variavam de 10 a 10 . Os
camundongos inoculados foram observados por 21 dias a procura de sinais de raiva. Todos os
camundongos mortos a partir do quinto dia pds-inoculacdo e manifestando sinais nervosos

caracteristicos da raiva nesta espécie foram considerados positivos para raiva. Periodicamente,
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impressoes obtidas de cérebros de alguns desses animais foram submetidas a prova de IFD, para
comprovagdo do diagnéstico. Informagdes sobre o nimero de mortos e sobreviventes foram
registradas em fichas e os titulos de virus foram calculados de acordo com o método descrito por

Reed e Miiench (1938) e expressos em logDLIC,,/0,03mL (dose letal 50% por 0,03mL, via IC

em camundongos) e indicando o intervalo de confianga, empregando-se a féormula:

SE (DLICy;) = 1,960.79hR/n (1.

h = intervalo comum entre as doses,
R = variagdo interquartil, DLIC,; — DLIC,,

n = nimero de individuos submetidos a cada diluicao.

Com a adocdo de & = 0,05 e Z = 1,96, a férmula para o cdlculo do intervalo de confianca é:

DLIC,, = DLIC,, + SE (DLIC ), conforme Pizzi (1950).

2.2.6 Prova de soroneutralizacao

A prova de soroneutralizacdo em camundongos foi realizada com método de “dose fixa
do virus-diluicdo variada do soro”, de acordo com Atanasiu (1967). As amostras de soros de
eqiiinos foram diluidas em série na razdo 2 ou 5, com o diluente de virus, com diferentes
esquemas de dilui¢do do soro. Cada dilui¢dao de soro foi adicionada a um igual volume de virus
CVS ou amostra de eqiiino, previamente diluido e calculado para conter aproximadamente 200

DLIC,,/0,03mL e a mistura soro-virus foi incubada a 37°C por 90 minutos. Cada dilui¢do da

mistura foi inoculada em cinco camundongos com um volume de 0,03mL por via IC. Cada prova
foi acompanhada da titulacdo paralela do virus de desafio, incluindo o grupo de animais
inoculados com o soro padrdao positivo aferido em Ul/mL. Os animais inoculados foram
observados durante 21 dias em busca de sinais de raiva e as mortes ocorridas entre 5-21 dias
foram registradas numa ficha para o célculo dos titulos soroneutralizantes 50% (SNs(), conforme
o método descrito por Reed e Miiench (1938) e os titulos foram expressos em Ul/mL, utilizando a

férmula descrita por Louie et al. (1975):

UI/mL

X 150 Ul/mL, sendo

padrdo
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a = Titulo SN5, do soro em teste;

padrao = Titulo SNsy do soro positivo padrao aferido em Ul/mL

2.2.7 Caracterizacao antigénica com MABs

Foi realizada no laboratério do Canadian Food and Inspection Service, de Ottawa,
Canadd, com o uso de um conjunto de anticorpos monoclonais (MABs) direcionados contra o
gene N do virus da raiva, com base nas amostras brasileiras, desenvolvidas pela equipe da Dra.

Susan Nadin-Davis e executada pela Dra. Fernanda Bernardi.

2.2.8 Caracterizacao genética

Extracdo de RNA: foi extraido diretamente de uma suspensdo de cérebros de
camundongos inoculados com o virus isolado de eqiiino na sua primeira passagem, utilizando um
reagente comercial (QIAamp Viral RNA Mini Kit., QIA-GEN K.K. Japan), conforme descrito
por Ito et al.(2001).

2.2.9 Reacao em cadeia pela polimerase-trascriptase reversa - RT-PCR

Apo6s extracdo do RNA, o material foi submetido a prova de RT-PCR, seguindo a
metodologia descrita por ARAI et al.,(1997), com a utilizacio de um conjunto de primers
RHNI1/RHNS3.

- Primer RHN1, com seqiiéncia do nucleotideo 5' - 3" ACAGACAGCTCAATTGCAAAGC,
posicdo 28-50, messsenger RNA.

- Primer RHNS3, com seqiiéncia do nucleotideo 5' - 3= CTAGGATTGACAAGATTTTGCTC,
posicdo 1516-1539, genomic RNA.
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2.2.10 Seqiienciamento do virus

Com o uso do seqiienciador automdtico ABI PRISM™ 377 Genetic Analyzer, Applied
Biosystems, Perkin-Elmer Corporation, Japan) e com o emprego do "kit" comercial PRISMS
Ready Reaction Dyedeoxy Terminator Cycle sequencing Kit (Applied Biosystems, Perkin-Elmer
Corporation, Japan), o produto amplificado de RT-PCR foi sequenciado pelos parceiros
japoneses do National Institute of Infectious Disease, de Téquio, Japao, através do convénio
firmado entre a FMVZ-USP e o College of Bioresource Sciences - CBS da Nihon University, sob
a coordenac¢do do Prof. Takeo Sakai e Takuya Itou. Para o sequenciamento direto, utilizou-se o

mesmo conjunto de primers utilizado para a técnica de RT-PCR, descrito por Ito et al. (2001).

2.2.11 Analise filogenética

Com base nos 1.332 nucleotideos do gene N, correspondendo aos nucleotideos 89-1420
do virus isolado de eqiiino, o resultado do sequenciamento foi comparado com os resultados de
outras amostras isoladas do Brasil, ou com outras isoladas no continente americano, disponiveis
no GenBank database (accession numbers) e o estudo do alinhamento de aminodcidos entre as
amostras pertencentes a diferentes genotipos N, relacionado a uma parte do nucleotideo
codificador da proteina N foi realizado com o emprego do programa CLUSTAL X, com a
constru¢do da arvore filogenética, segundo THOMPSON et al., (1997). Os agrupamentos foram
testados segundo o método de "Bootstrap" com 100 replicacdes e valor do "Bootstrap" > 70% foi
interpretado como evidéncia de grupamento filogenético (HILLIS; BULL, 1993). Para a
ilustragdo gréafica do dendrograma, foi utilizado o programa TREEVIEW, "free download",

disponivel na Internet.
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2.2.12 Estatistica descritiva e analitica

Os dados obtidos no experimento foram compilados e organizados numa planilha
eletronica, utilizando o programa GraphPad Instat.. As andlises estatisticas foram realizadas

estabelecendo-se um o« = 0,05.



RESULTADOS
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3 RESULTADOS

Os resultados obtidos no presente experimento estdo apresentados em seguida:

A amostra M82-02 de eqiiino, passada sucessivamente em camundongos, por via IC, em
suspensdo cerebral a 1:5 (p/v) apresentou pequena reducdo no periodo de incubagio a partir da 5°
passagem, mantendo-se relativamente estivel até a 10" passagem. Os intervalos de confianca
obtidos para as primeiras duas passagens foram, respectivamente em logDLICs,/0,03mL, de
2,9572 a 4,1184DLICsy e 2,4565 a 3,5735 DLICsy que, na 4" passagem o intervalo foi
significativamente diferente, com 4,8095 a 5,5885 DLICsp ndo mais incluindo os valores
compreendidos nos intervalos das passagens anteriores € na 7° passagem atingiu o titulo mais
elevado, de 1079403 * 0’5499DLIC50/O,03mL, conforme a ilustragdo da Tabela 1. O periodo de
incubacdo médio considerando todas as passagens foi de 6,09 +1,14 dias (Anexo 1). Quanto ao
periodo clinico, o teste de comparacdo multipla de Tukey-Kramer indicou a existéncia de
diferenca significativa entre a 3" passagem e as demais passagens (P<0,001) e entre a 4"

passagem versus os valores da 8" e 9 passagem (P<0,05), conforme Anexo 4.
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Tabelal - Resultados da inoculagdo intracerebral com suspensdo a 1:5 (p/v) da amostra isolada de
eqiiino M82-02, até a 10" passagem e média aritmética do periodo de incubag@o,
periodo clinico e desvio padrdo - Sdo Paulo - 2003

Nimero passagem ;C pr DPYem dias, ;C pcx DP?em dias,
intracerebral em
com com
camundongos . .
suspensdo viral a 1:5 suspensdo viral a 1:5
1° Onr Onr
2% 7,71 £0,7559 3,0+0,0
3% 7,70 = 1,1600 5,0+1,225
4%, 6,70 + 0,4830 33+05
5% 5,30 £ 0,6749 2,33+£0,5
6" 5,40+ 0,5164 2,55 +0,52
7% 5,20+ 0,4216 3,000
8" 6,60 +0,5164 2,33+£0,5
9% 5,40+0,5164 2,33+£0,5
10% 5,30 +0,4830 2,55 +0,52

W x p; + DP = média aritmética do periodo de incubagdo + Desvio Padrio

@ x pc £ DP = média aritmética do periodo clinico + Desvio Padrao
®nr = ndo realizado

Nas primeiras passagens da amostra M82-02, os titulos de virus encontrados tanto na
inoculacdo por via IC e IM, foram baixos, conforme a Tabela 2. O periodo de incubacido da
amostra M82-02, passadas sucessivamente por via IM, com suspensdo viral a 1:5, apresentou
diferenca significativa (P<0,001) nas comparagdes entre a 8" passagem e as demais passagens,

conforme os Anexos 16 e 19.
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Tabela 2 - Resultados da titulagdo da amostra do virus da raiva M82-02, isolada de eqiiino, apds
passagens intracerebral e intramuscular sucessivas em camundongos, periodo de

incubacdo, periodo clinico e desvio padrao - Sdo Paulo — 2003

Amostra M82-02, inoculacdo Intracerebral

(O]

Amostra M82-02, inoculac¢io Intramuscular

(1)

Numero Titulo virus ;C - DP® ;C - DP® Titulo virus ;C - DP® ;C _— DP®
de DLICs suspensdo viral ~suspensdo viral DLICs, suspensdo viral ~ suspensdo viral
passagem SE(DLIC;;)/0,03 41:100 41:100 SE(DLICs()/0,03 A 155 als
\via mL mL
1 nr nr nr nr nr nr
2 3,5378 £0,5806  7,75+0,9574 5,00+ 1,1550  2,7893 £ 0,5434 11,10 = 1,3700 1,80 £ 0,7888
3 3,0159 £0,5594 7,60+1,6470 3,50+£0,7071  3,0485 £ 0,4980 11,20 + 2,4860 2,30 £ 0,4830
4 5,1990 £0,3895 9,00 +2,1080 3,90 + 1,197 3,4408 £ 0,5853 10,70 £ 0,8233 2,00 £0,4714
5 5,7823 £0,5939 6,00 £0,0000 2,20 +£0,7888  3,3980 £ 0,6108 11,00 + 1,1950 2,10 £ 0,5676
6 5,0561 £0,6159 6,40+0,5164 2,40+0,5164  3,3980 £ 0,8709 11,37 £ 3,1140 1,70 £ 0,4830
7 5,9403 £0,5499 6,70 £0,4830 2,90+0,3162  3,6122 £0,6863 11,78 £2,1670 1,80 £ 0,4216
8 5,3865 £0,4805 6,60 +£0,5164 4,10+0,3162  2,8900 £ 0,5308 16,50 + 3,6290 2,30 £ 0,4830
9 5,0693 £0,6724 6,30 £0,4830 2,90 £0,5676  3,8264 £ 0,5508 10,20 £ 0,4216 2,00 £ 0,0000
10 5,1365 £0,6285 6,20 £0,4216 2,60 £0,5164  3,5580 £ 0,6239 10,6 + 1,0750 1,10+ 0,3162

Nota:

(DCalculado de acordo com REED e MUENCH (1938), SE(DLIC50) = erro padrdo DLIC;,
@Média aritmética do periodo de incubagdo em dias + desvio padrio
®Média aritmética do periodo clinico em dias + desvio padrio

nr = ndo realizado

A inoculacdo da amostra M82-02 por via IC, com suspensdo a 1:100, apresentou um

aumento no periodo de incubagdo na 3" passagem, conforme a figura do Anexo 31, com

diferencas significativas encontradas entre as comparac¢des da 3* vs 5 passagem (P<0,05) e entre

a 4" vs 5" passagem, 4" vs 6" passagem, 4°. vs 7° passagem, 4". vs 8" passagem, 4" vs 9" passagem

e 4" versus 10" passagem, com P<0,001 (Anex028).

Quanto ao periodo clinico, os valores encontrados na 2%, 4* e 8" passagens foram os mais

prolongados (Anexo 37), com vérias comparagdes entre as passagens indicando existéncia de

diferencgas significativas entre as passagens com P<0,001 (Anexo 34).
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Os resultados da avaliacao da capacidade invasiva da amostra M82-02 para outros 6rgdos
ndo nervosos, nos materiais obtidos de animais inoculados por via IM até a 10" passagem estdo

sumarizados no quadro 2.

Nimero de passagem IM Imunofluorescéncia direta
em camundongos cérebro pulmao Rim
M G4 Dnr nr
2 ++ @ -
3 ++ + -
4 Gy + -
5 ++ - +
6 R + -
7 © ottt ++ ++
8 +++ + +
9 ++++ ++ ++
10 +++ + +

Quadro 2 - Resultados da andlise do viscerotropismo da amostra M82-02 do virus da raiva
isolada de eqiiino, apds inoculacdo por via intramuscular no membro posterior dos

camundongos - Sdo Paulo — 2003

Nota:

(Conforme registro do diagnéstico efetuado em 2002

@)_ = auséncia da fluorescéncia

©)+ = poucos corptisculos pequenos no campo microscépico

® 44 = muitos corptsculos pequenos e alguns grandes, com brilho e intensidade caracteristica.

5 ) . 1 .
©)4++ = muitos corpisculos pequenos, médios e grandes, com fluorescéncia tipica.

©4+++ = numerosos corpisculos pequenos, médios e grandes, com aumento a poeira antigénica,
fluorescéncia caracteristica.

Dnr = ndo realizado
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Os corpusculos de inclus@o foram observados com fluorescéncia caracteristica no material
original de eqiiino, assim como nos materiais do cérebro, de baixa passagem em camundongos.
Com o aumento no nimero de passagens por via IC, observou-se um aumento no nimero de
corpusculos de inclusdo, aumento no seu tamanho e presenca de numerosas particulas pequenas,
alguns sugerindo aspecto de poeira antigénica, ocupando todo o tecido cerebral. Nos fragmentos
do cérebro, no entanto, observou-se uma diminui¢do na intensidade de fluorescéncia dos

corpusculos, apresentando-se com menos brilho, especialmente nas dltimas passagens.

O titulo da amostra do virus da raiva M82-02, apds dez passagens sucessivas em
camundongos, pela via intracerebral, alcangou 10°"7% * *2¥DLICs0/0,03mL. O resultado da
soroneutralizacdo em camundongos, com a utilizacdo desta amostra viral como antigeno, para
avaliar os soros de eqiiinos vacinados, realizada em paralelo com o virus fixo CVS, com titulo
viral de 1054133 % 1’3909DLIC50/0,03mL, com uso de soro padrdo positivo contendo 150UI/mL de
anticorpo anti-rabico estdo sumarizados na Tabela 3. Diferentes esquemas de diluicdo dos soros
foram tentados, uma vez que na avaliacdo preliminar dos 10 soros selecionados nao foram

0,6 .
0% 99, apos

encontrados animais sobreviventes na dilui¢do final da mistura soro-virus a 1:5 ou 1
os 21 dias de observacdo. Os resultados da soroneutralizacdo dos soros de eqiiinos ilustrados na

Tabela 3 foram obtidos com as dilui¢des das misturas soro-virus correspondendo a 1071, 10
43010 (53010 ¢ 16,3010,
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Tabela 3 - Resultados da prova de soroneutralizagdo de soros de equinos vacinados com vacina
anti-rdbica comercial de virus inativado, tendo como antigeno a amostra M82-02 e o
virus fixo CVS - Sdo Paulo - 2003

Nimero Soro Titulo logSNs,"”  Titulo SNs/UIML®  Titulo logSNs,"” Titulo
eqiiino com com com 10gSN5/UImL?
antigeno antigeno antigeno com
cvs® CVS M82-02 antigeno
MS82-02
1 3,8010 1,9732 <3,3010 <4,4034
2 <3,3010 <0,6240 <3,3010 <4,4034
3 <3,3010 <0,6240 <3,3010 <4,4034
4 <3,3010 <0,6240 <3,3010 <4,4034
5 <3,3010 <0,6240 <3,3010 <4,4034
6 <3,3010 <0,6240 <3,3010 <4,4034
7 4,1405 4,3121 <3,3010 <4,4034
8 3,4677 0,9159 <3,3010 <4,4034
9 4,0510 3,5090 <3,3010 <4,4034
10 <3,3010 <0,6240 <3,3010 <4,4034
Soro padrdo 5,6819 150 4,8333 150
positivo
Nota:

(DCalculado conforme Reed e Miiench (1938), expresso em logSNs,

(Z)SNSO expresso em Ul/mL, cdlulo de acordo com Louie et al.(1975)

®Dose de virus CVS acrescentado no sistema soro-virus: 1.295DLIC5,/0,03ml
“Dose de virus M82-02 acrescentado no sistema soro-virus:6.845DLIC5y/0,03mL
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Os resultados do teste de poténcia do CDC de Atlanta, utilizando a amostra M82-02 como

virus de desafio, em comparac@o com a amostra CVS, estao ilustrados no quadro 4.

Vacina\Amostra Virus de desafio CVS Virus de desafio M82-02
logDPs Dose de virus LogDPs, Dose de virus
DLIC5,/0,1mL DLIC5,/0,1mL

Vacina anti-rabica comercial de 3,0294 1.291 2,1799 4.107

virus inativado

Quadro 3 - Resultados do teste de poténcia do CDC de Atlanta, expressos em logaritmo de dose
protetora (logDP50), desafio com virus da raiva amostra CVS e amostra de eqiiino
MO082-02 e doses utilizadas no desafio por via intramuscular - Sdo Paulo — 2003

Na Tabela 4 estao condensados os resultados da caracterizacdo bioldgica, soroldgica,
genética e da prova de poténcia da vacina do CDC de Atlanta realizado com a amostra de virus

da raiva, o isolado eqiiino M82-02.
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Tabela 4 - Resumo dos resultados do comportamento bioldgico, sorolégico e teste de poténcia de
vacina do CDC de Atlanta realizada com a amostra do virus da raiva CVS e M82-02,
isolada de eqiiino Sdao Paulo — 2003

Periodo médio

Amostra Teste de Dose Poténcia  Viscerotropismo incubacio Caracterizacdo
Virus poténcia do desafio Relativa W via IC genética
CDC DLIC5,/0,1mL suspensdo
logDPs a1:100
Lyssavirus
genotipo I
M82-02 2,1799 4.107 ©0,1414 Dy ©6,09+1,15 VRRV

DLyssavirus
genotipo [
CVS 3,0294 1.291 “1,0000 + ©5.4 DRRV

DViscerotropismo detectado em todos os 6rgaos examinados, de 7* a 10° passagem IM
(Z)DPSO amostra M82-02 + DPs, amostra CVS

(3)DP50 amostra CVS + DPs, amostra CVS

@ = IFD positivo, presenca de corpusculos de inclusdo fluorescentes

©Média aritmética considerando todas as passagens + Desvio Padrio

©® Avaliado durante a titulagdo do virus CVS

Pnformagcio obtida do GenBank

VRRYV = "Vampire bat-related rabies virus"

DRRYV = "Dog-related rabies virus"

O resultado da anélise do antigeno viral com o uso de MABs, obtido no Canadian Food
and Inspection Service de Ottawa, Canadd, indicou que a amostra de eqiiino M82-02 ¢é
compativel com o perfil correspondente ao de morcego hematéfago D. rotundus. Por sua vez, a
andlise da seqiiéncia de nucleotideos revelou ser mais proxima das amostras brasileiras isoladas
de morcegos hemat6fagos e de outros herbivoros do Brasil, ou seja, uma variante VRRYV,

relacionada ao virus de morcego hematéfago Desmodus rotundus (Anexos 38 e 39).
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4 DISCUSSAO

O titulo de um virus da raiva obtido do material cerebral, no seu primo isolamento,
usualmente € baixo, independentemente da espécie animal, porém, na glandula salivar, o virus
pode ser encontrado numa concentra¢do mais elevada que no SNC (DIERKS, 1975). As amostras
de virus dos gendtipos V e VI sdo descritos na literatura como sendo pouco patogénico para os
camundongos inoculados pela via IM (CHARLTON, 1994). As passagens sucessivas da amostra
MS82-02 em camundongos, por via IM, ndo causaram aumento substancial no titulo de virus. Por
outro lado, as passagens sucessivas do virus por via intracerebral possibilitaram uma ligeira

elevagdo quando o virus foi titulado pela via intracerebral, conforme ilustrado na tabela 2.

O uso da amostra M82-02, como antigeno da prova de soroneutralizacdo para avaliar os
niveis de anticorpos anti-rabicos nos eqiiinos mantidos num haras, préximo de Sao Paulo, acusou
diferencas numéricas nos valores encontrados, quando comparado com o antigeno CVS. Foram
constatados titulos neutralizantes de até 4,1405 SNsy tendo como antigeno a amostra CVS, e o
mesmo soro apresentou titulo <3,3010 SN50, com o antigeno M82-02. Porém, como as dilui¢des
do soro utilizadas neste experimento foram limitadas, ndo foi possivel avaliar em quantas vezes a
capacidade neutralizante foi reduzida com a substituicdo do antigeno fixo por um outro de eqiiino
procedente do campo. O soro anti-rdbico padrdo positivo aferido em Ul/mL, com o antigeno CVS
acusou logSNsy de 5,6819 e, 4,833 com a amostra M82-02, um valor 15% inferior que a

avaliacdo com o virus fixo CVS.

Em termos de dose de virus efetivamente acrescentado no sistema, a dose da amostra
CVS correspondeu a 1.295DLICs¢/0,03mL(em log correspondendo a 103’“22DLIC50) e da
amostra 82-02, 6.845DLICs,/0,03mL(10***’DLICs), isto é, 5,2 vezes menos que a amostra de
eqiiino (ou uma diferenca de apenas 0,7231 em log), conseguindo revelar quatro soros (40%)
com diferentes niveis de anticorpos (Tabela 2). A dose de virus recomendada para ser
acrescentada no sistema varia de 50 a S00DLICs¢/0,03mL ou, expresso em logaritmo, de 10169%
a 10°*®DLICs, uma variagdo de 1 log (FITZGERALD,1996). No entanto, a ndo inclusdo de

diluicdes mais baixas na prova de soroneutralizagdo ndo permitiu a avaliacdo adequada do titulo

SNsp, porém, mesmo nesta condicao do teste, alguns soros de eqiiinos apresentavam-se com
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titulos de anticorpos anti-rdbicos em niveis detectdveis, tendo como antigeno a amostra CVS,
com titulos em Ul/mL préximos de 0,5UI/mL, embora a interpretacdo deste limiar como
indicativo de uma resposta favoravel a vacinacdo, conforme a recomendacgao dos especialistas da
OMS seja indicada apenas para os seres humanos. Nio existe, até o presente, um semelhante
ponto de corte em Ul/mL para indicar a presenca da imunidade, em eqiiinos vacinados. Smith et
al. (2000) afirmaram que o uso de um sistema homologo de vacina-virus de desafio para a
avaliacdo de rotina dos soros de individuos vacinados € desnecessario. Num sistema de dose-
resposta, o excesso de virus de desafio acrescentado na mistura soro-virus interfere no resultado
final do cdlculo do titulo soroneutralizante, subestimando o seu valor. Adotando uma postura
mais conservadora, poderia admitir esta interpretacdo para explicar os resultados obtidos com a
amostra M82-02, no presente experimento. Como a diferenca na dose de virus empregada foi de
apenas 0,7231DLICsg, poderia admitir, por outro lado, que a discrepancia nos resultados foi de
fato decorrente ao uso de uma amostra de campo como antigeno da reacdo. No entanto, para
Smith et al.(2000), a discrepancia é pequena e nao € necessdrio utilizar amostras homdlogas de

virus nas provas de soroneutralizagao.

O virus Mokola € citado na literatura pela sua elevada capacidade em invadir tecidos de
orgdos nao nervosos (BLANCOU, 1988), esta caracteristica é também verificada com as
amostras de virus da raiva isoladas de diferentes espécies de animais domésticos e silvestres do
pais. Neste aspecto, Silva e Souza (1968) relataram a presenca do virus da raiva nas amostras do
coragdo, rim testiculo e Nilsson e Nagata (1975), em glandula salivar e gordura marrom e outros
tecidos de morcegos hemat6fagos, assim como no coragdo, rins e testiculos de bovinos (SILVA;
SOUZA; LIMA, 1967). Nos animais de laboratério, o virus da raiva infecta os roedores de
laboratério, como os hamsters, camundongos e outros roedores (BOTVINKIN; NIKIFOROVA;
SIDOROV, 1985) e a presenca do antigeno viral € facilmente evidenciada com a prova de IFD,
ou do virus, por meio de ICC em camundongos. Neste experimento, 0s antigenos da raiva, na
forma de corpusculos de inclusdo, foram prontamente detectados pela prova de IFD, nos
fragmentos do cérebro, pulmao e rins, com diferentes intensidades da fluorescéncia, embora o
critério utilizado neste experimento fosse inteiramente subjetivo. Em  morcegos
experimentalmente inoculados com o virus da raiva, por via oral, os materiais do pulméo e dos
rins foram encontrados com maior positividade na prova de IFD e pela RT-PCR (reagdao em

cadeia pela polimerase - transcriptase reversa), provavelmente estes resultados estio relacionados
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com o "clearance" ou eliminag¢do do virus (SOUZA, 2003). Neste experimento, os resultados
positivos na prova de IFD passaram a ser mais consistentes, a partir da 8" passagem,
provavelmente em fun¢do da maior adaptacdo do virus ao sistema camundongo e também pelo

aumento na carga viral.

O uso de uma amostra de campo como virus de desafio, no teste de poténcia da vacina do
CDC de Atlanta, foi indicado por Baer (1997) e Blancou (1985) como ponto favordvel, uma vez
que nos métodos existentes como os de Habel, NIH e de Koprowski, o desafio € realizado com a
amostra fixa CVS. Neste experimento, porém, foram notados alguns inconvenientes a serem

superados, para melhor desempenho deste teste.

O virus recém-isolado de campo apresenta titulo viral comparativamente muito mais
baixo que o virus fixo CVS, mesmo apds sucessivas passagens por via intracerebral em
camundongos. Apds dez passagens, a amostra M82-02 apresentou um titulo de 10380 =
0’6239DLIC50/0,O3mL ou em intervalo, um titulo minimo de 10> ¢ méximo de 104’1819DLIC50
que, inoculada por via intramuscular, apresentou baixa infectividade em camundongos. Esta
baixa infectividade por via intramuscular pode ser em conseqii€éncia de poucas particulas virais
no indculo (variagdo no titulo de 859 a 15.201DLIC5¢/0,03mL) ou particulas virais defectivas ou
ndo infecciosas presentes numa amostra de isolamento recente e de baixa passagem no sistema
biolégico. Em cultivos celulares, além do virus infectante, sdo produzidos materiais nao
infecciosos, conhecidos por "virion-free" ou antigeno soluvel denominado de "VFRA"(Virion-

free rabies antigen) e estes sdo capazes de reagir imunoldgicamente com soro imune virion-

especifico (WIKTOR; CLARK,1975).

Por outro lado, o uso do virus fixo CVS, inoculado por via intramuscular, também é um
fator critico, em consequéncia da baixa infectividade, além dos camundongos estarem muito
crescidos e mais resistentes ao desenvolvimento da infecao, no momento do desafio, 30 dias apds
a vacinacdo. Para Lodmell, Wiedbrauck e Ewalt (1990), a maior resisténcia dos camundongos

estd relacionada com a producao de interferon, apds inoculag@o do virus da raiva.

Bordignon et al. (2003) analisaram as seqiiéncias da regido ndo codificadora G-L de 12

amostras de virus da raiva, sendo trés amostras de laboratério: CVS-31/2; PV e SAD. Em seu
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estudo, exceto para as amostras PV e SAD, que apresentam o sinal de PolyA apds o gene N, em
outras amostras faltavam este sinal, sugerindo possuir uma longa regido nao codificadora 3' e, em
outras amostras, foi encontrado um possivel novo sinal no terminal 3' do gene L. A auséncia
deste sinal sugere uma transcricao bicistronica entre os genes G e L, ou mesmo a presenga de um
novo sinal entre os genes G e L, ainda ndo descrito, poderia modificar as alteragdes fenotipicas
destas amostras, embora as propriedades bioldgicas decorrentes destas alteracdes ainda sejam

desconhecidas.

Os resultados obtidos neste experimento ndo foram conclusivos em relacio a existéncia de
variantes com distinta capacidade imunogénica, conforme a suposicao apresentada por Wiktor e
Koprowski (1982) e questionada pelos veterindrios de campo que atuam nas regides de maior
ocorréncia da raiva em herbivoros, a ponto de provocar uma resposta imune inadequada, quando

da utilizacdo de uma vacina anti-rabica comercial para a prevencao da raiva.

A amostra M82-02 apresentou perfil antigénico compativel com a de morcego
hematéfago, o que vem a corroborar os relatos de Favoreto et al. (2002), que encontraram
amostras do virus da raiva isoladas de herbivoros, com o perfil correspondendo ao de morcego

hemato6fago D, rotundus..

A caracterizacdo genética da amostra M82-02 revelou tratar-se de uma amostra de virus
da raiva pertencente ao genétipo 1, do grupo relacionado a variante VRRV. Os resultados da
andlise filogenética, ilustrado no dendrograma (Anexo 38 e 39), apresenta a amostra M82-02
localizada entre a amostra BRbv30, uma amostra isolada de um bovino e a amostra BRhr31,
outra amostra de eqiiino, ambas localizadas dentro das ramifica¢des que incluem as amostras de
virus isoladas de morcegos hematéfagos D. rotundus (BRvmbt). Este resultado indica que a
amostra M82-02 foi obtida de um eqiiino que tinha sido, muito provavelmente, vitima do ataque
de morcegos hematéfagos D. rotundus. No mesmo dendrograma estd incluida a localizacdao da
amostra PV-VPS (amostra PV mantida no laboratério do Departamento VPS, FMVZ-USP), junto
a uma outra amostra PV (M13215), disponivel no GenBank, com 100% de homologia e que estas

amostras fixas pertencem de fato ao gendtipo 1, grupo da variante de quiréptero (VRRV).
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Por outro lado, a vacina comercial utilizada neste experimento foi fabricada com o virus
PV, inativado. Os resultados do teste de poténcia da vacina obtidos neste experimento foram, até
certo ponto, semelhantes aos obtidos por Bernardi (2002), quando uma vacina comercial de virus
PV inativado por beta propiolactona apresentou desempenho inferior no teste de poténcia do
CDC de Atlanta, com virus de desafio de morcego hematéfago D. rotundus e, de eqiiino, no teste
de NIH. O desempenho inferior da vacina comercial, observado na prova de poténcia do CDC de
Atlanta, quando o desafio foi realizado com a amostra M82-02, poderia estar indicando que a
suspeita dos veterindrios de campo teria um fundo de verdade em relacdo a raiva dos eqiiinos na
regido proxima de Sdo Paulo. Novos estudos, no entanto, serdo necessirios, pois, o teste de
poténcia do CDC de Atlanta ainda apresenta uma elevada variabilidade nos resultados e precisa

de novas modificacdes, antes de ser utilizado na rotina (MESLIN; KAPLAN, 1996).

As alteracdes ecoldgicas do meio ambiente t€m sido citadas freqlientemente para explicar
os problemas relacionados com o aumento dos casos de raiva em morcegos hematéfagos
(BURER, 2000) ou nio hematé6fagos (KOTAIT et al., 2000), no entanto, estes fatos também

devem ainda ser comprovados cientificamente, por meio de estudos ambientais bem controlados.
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5 CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos neste experimento, pode-se concluir que:

A amostra M82-02, isolada de eqiiino, revelou ser patogénica e fatal para os
camundongos por meio da inoculagdo intracerebral e intramuscular, provocando a morte apds um
certo periodo de incubacdo e periodo clinico, com sinais caracteristicos da raiva e com

comportamento biologico semelhante ao de outras amostras do virus da raiva;

Antigenicamente, a amostra M82-02, apresentou o perfil de MABs compativel com o de

morcego hematofago Desmodus rotundus;

A amostra M82-02 foi caracterizada geneticamente, com base nos 203bp de nucleotideos
do gene N, revelando uma filogenia muito préxima com a dos morcegos hematéfagos D.
rotundus e de outros herbivoros, isolados no Brasil. O uso da bioinformatica permitiu a
comparacdo dos dados desta amostra M82-02 com os do PV, comprovando que os mesmos

pertencem, respectivamente, aos grupos VRRV e DRRV.

As passagens sucessivas da amostra M82-02 do virus da raiva em camundongos por via
intracerebral apresentou um ligeiro aumento no titulo viral, tornando-se mais estavel por volta da
10" passagem. A inoculagdo por via intramuscular provocou a morte dos camundongos,

comprovando que a amostra pertence ao genétipo I do virus da raiva.

As passagens sucessivas da amostra M82-02, em camundongos, por via intramuscular,
aumentaram o ndmero de individuos mortos por total de animais inoculados, com os corpusculos
de inclusdo distribuidos nos tecidos do cérebro, pulmido e rins, comprovando o seu

viscerotropismo.
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O uso da amostra M82-02, recém-isolada de campo, como antigeno da prova de
soroneutralizacdo apresentou problemas em decorréncia do baixo titulo viral, e os resultados

podem ser subestimados, quando comparados com os resultados da amostra CVS.

No teste de avaliacdo de poténcia da vacina do CDC de Atlanta, os camundongos
inoculados com a vacina de virus PV inativado apresentou menor desempenho frente ao desafio
com a amostra isolada de eqiiino M82-02, em comparacao ao desafio com a amostra CVS. No

entanto, a interpretacdo deste resultado deve ser criteriosa.
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Amostra M82-02, Periodo de incubagdo médio, todas as passagens

Col. title

Mean 6.091954023
Standard deviation (SD)1.148
Sample size (N) 87

Std. error of mean(SEM)0.1230
Lower 95% conf. limit 5.847
Upper 95% conf. limit 6.337

Minimum 5.000
Median (50th percentile6.000
Maximum 9.000
Normality test KS 0.2316

Normality test P value 0,0002
Passed normality test? No

Anexo 1

78



23/09/03 12:36 Anexo 2

79

Amostra M82-02, suspensdo a 1:5, IC, PC em dias.

# 2a. passagem 3a. passagem 4a. passagem 5a. passagem
1 3 4 3 3
2 3 4 3 3
3 3 4 3 3
4 3 4 3 2
5 3 4 3 2
6 3 6 3 2
7 3 6 4 2
8 3 6 4 2
9 3 7 4 2
# 6a. passagem 7a. passagem 8a. passagem 9a. passagem
1 2 3 2 2
2 2 3 3 2
3 2 3 3 2
4 2 3 3 2
5 3 3 2 2
) 3 3 2 2
7 3 3 2 3
8 3 3 2 3
9 3 3 2 3
# 10a. passagem
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Amostra M82-02, suspensio a 1:5, IC, PC em dias.

Col. title 2a. passagem
Mean 3

Standard deviation (SD)0.000

Sample size (N) 9

Std. error of mean (SEM)O0.000
Lower 95% conf. limit 3.000
Upper 95% conf. limit 3.000

Minimum 3.000
Median (50th percentile3.000
Maximum 3.000

Normality test KS
Normality test P value
Passed normality test?

Col. title 6a. passagem
Mean 2.5555555556
Standard deviation (SD)0.5270
Sample size (N) 9

Std. error of mean(SEM)0.1757
Lower 95% conf. limit 2.150
Upper 95% conf. limit 2.961

Minimum 2.000
Median (50th percentile3. 000
Maximum 3.000
Normality test KS 0.3560

Normality test P value >0.10
Passed normality test? Yes

Col. title 10a. passagem
Mean 2.5555555556
Standard deviation {SD)0.5270

Sample size (N) 9

Std. error of mean(SEM)0.1757
Lower 95% conf. limit 2.150
Upper 95% conf. limit 2.961

Minimum 2.000
Median (50th percentile3.000
Maximum 3.000
Normality test KS 0.3560

Normality test P value >0.10
Passed normality test? Yes

3a.

5

[t

0.
>0
Ye

Ta.

3

o

3.

.225

.4082
.059
. 941

.000
.000
.000

3484
.10
s

.000

.000
.000
.000

.000
.000

000

passagem

passagem

Anexo 3

4a. passagem
3.3333333333
0.5000

9

0.1667
.949
3.718

N

w

.000
.000
4.000

w

0.4142
00,0912
Yes

8a. passagem
2.3333333333
0.5000

9

0.1667
1.949
2.718

2.000
2.000
3.000

0.4142
0,0912
Yes
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S5a. passagem
2.3333333333
0.5000

9

0.1667
.949
2.718

=

2.000
2.000
3.000

0.4142
0,0912
Yes

9a. passagem
2.3333333333
0.5000

9

0.1667
1.949
2.718

2.000
2.000
3.000

0.4142
0,0912
Yes
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Amostra M82-02,

suspensdo a 1:5,

IC,

PC em dias.

One-way Analysis of Variance (ANOVA)

Anexo 4

The P value is < 0.0001, considered extremely significant.

Variation among column means is significantly greater than expected
by chance.

Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test

If the value of q is greater than 4.534 then the P value is less

than 0.05.
Mean
Comparison Difference q P value
Z2a. passagem vs 3a. passagem -2.000 10.297 *** p<0.001
2a. passagem vs 4a. passagem -0.3333 1.716 ns P>0.05
2a. passagem vs 5a. passagem 0.6667 3.432 ns P>0.05
2a. passagem vs 6a. passagem 0.4444 2.288 ns P>0.05
Z2a. passagem vs 7a. passagem 0.000 0.000 ns P>0.05
2a. passagem vs 8a. passagem 0.6667 3.432 ns P>0.05
2a. passagem vs 9a. passagem 0.6667 3.432 ns P>0.05
2a. passagem vs 10a. passagem 0.4444 2.288 ns P>0.05
3a. passagem vs 4a. passagem 1.667 8.581 *** P<0.001
3a. passagem vs 5a. passagem 2.667 13.730 *** P<0.001
3a. passagem vs 6a. passagem 2.444 12.586 *** pP<0.001
3a. passagem vs 7a. passagem 2.000 10.297 *** P<0.001
3a. passagem vs 8a. passagem 2.667 13.730 *** p<0.001
3a. passagem vs 9a. passagem 2.667 13.730 *** P<0.001
3a. passagem vs 1l0a. passagem 2.444 12.586 *** p<0.001
4a. passagem vs 5a. passagem 1.000 5.149 ~* P<0.05
4a. passagem vs 6a. passagem 0.7778 4.005 ns P>0.05
4a. passagem vs 7a. passagem 0.3333 1.716 ns P>0.05
4a. passagem vs 8a. passagem 1.000 5.149 ~* P<0.05
4a. passagem vs 9a. passagem 1.000 5.149 P<0.05
4a. passagem vs l0a. passagem 0.7778 4.005 ns P>0.05
S5a. passagem vs 6a. passagem -0.2222 1.144 ns P>0.05
5a. passagem vs 7a. passagem ~-0.6667 3.432 ns P>0.05
5a. passagem vs 8a. passagem 0.000 0.000 ns P>0.05
5a. passagem vs 9a. passagem 0.000 0.000 ns P>0.05
5a. passagem vs 10a. passagem -0.2222 1.144 ns P>0.05
6a. passagem vs 7a. passagem -0.4444 2.288 ns P>0.05
6a. passagem vs 8a. passagem 0.2222 1.144 ns P>0.05
6a. passagem vs 9a. passagem 0.2222 1.144 ns P>0.05
6a. passagem vs l0a. passagem 0.000 0.000 ns P>0.05
7a. passagem vs 8a. passagem 0.6667 3.432 ns P>0.05
7a. passagem vs 9a. passagem 0.6667 3.432 ns P>0.05
7a. passagem vs 1l0a. passagem 0.4444 2.288 ns P>0.05
8a. passagem vs 9a. passagem 0.000 0.000 ns P>0.05
8a. passagem vs 1l0a. passagem -0.2222 1.144 ns P>0.05
9a. passagem vs 1l0a. passagem -0.2222 1.144 ns P>0.05
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
2a. passagem - 3a. passagem -2.000 -2.881 -1.119
2a. passagem - 4a. passagem -0.3333 -1.214 0.5472
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2a.
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Anexo 5

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations with identical

SDs.

This assumption is tested using the method of Bartlett.

Bartlett's test cannot be performed because at least one column's
standard deviation is zero.

Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations that follow
Gaussian distributions. This assumption is tested using the method
Kolmogorov and Smirnov:

Group Ks P Value Passed normality test?
2a. passagem >0.10 No
3a. passagem 0.3484 >0.10 Yes
4a. passagem 0.4142 0.0912 Yes
S5a. passagem 0.4142 0.0912 Yes
6a. passagem 0.3560 >0.10 Yes
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Ta.
8a.
9a.
10a.

Intermediate calculations.

passagemn
passagem
passagem
passagem

0.4142
0.4142
0.3560 >0.10

>0.10
0.0912
0.0912

No

Yes
Yes
Yes

ANOVA table

Anexo 6

Source of Degrees of Sum of Mean
variation freedom squares square
Treatments (between columns) 8 52.247 6.531
Residuals (within columns) 72 24.444 0.3395
Total 80 76.691
F = 19.236 =(MStreatment/MSresidual)
Summary of Data
Number Standard
of Standard Error of
Group Points Mean Deviation Mean Median
2a. passagem 9 3.000 0.000 0.000 3.000
3a. passagem 9 5.000 1.225 0.4082 4.000
4a. passagem 9 3.333 0.5000 0.1667 3.000
5a. passagem 9 2.333 0.5000 0.1667 2.000
6a. passagem 9 2.556 0.5270 0.1757 3.000
7a. passagem 9 3.000 0.000 0.000 3.000
8a. passagem S 2.333 0.5000 0.1667 2.000
9a. passagem 9 2.333 0.5000 0.1667 2.000
10a. passagem 9 2.556 0.5270 0.1757 3.000
95% Confidence Interval
Group Minimum Maximum From To
Z2a. passagen 3.000 3.000 3.000 3.000
3a. passagem 4.000 7.000 4.059 5.941
4a. passagem 3.000 4.000 2.949 3.718
5a. passagem 2.000 3.000 1.949 2.718
6a. passagem 2.000 3.000 2.150 2.961
7a. passagem 3.000 3.000 3.000 3.000
8a. passagem 2.000 3.000 1.949 2.718
9a. passagem 2.000 3.000 1.949 2.718
10a. passagem 2.000 3.000 2.150 2.961
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Amostra M82-02, suspenséo a 1:5, IC, PC em dias.
Mean and Standard Deviation

Column
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Amostra M82-02, suspensdo a 1:5, IC, PI em dias

# 2a. passagem 3a. passagem 4a. passagem 5a. passagem
1 7 6 6 5
2 7 7 6 5
3 7 7 6 5
4 8 7 7 5
5 8 7 7 5
6 8 7 7 5
7 9 9 7 5
8 9 7 5
9 9 7 6

10 9 7 7
# 6a. passagem 7a. passagem 8a. passagem 9a. passagem
1 5 5 6 5
2 5 5 6 5
3 5 5 6 5
4 5 5 6 5
5 5 5 7 5
6 5 5 7 5
7 6 5 7 6
8 6 5 7 6
9 6 6 7 6

10 6 6 7 6
# 10. passagem

QWO Jo s WN
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Amostra M82-02, suspensdo a 1:5,
Col. title 2a. passagem
Mean 7.7142857143
Standard deviation (SD)0.7559
Sample size (N) 7

Std. error of mean(SEM)0.2857
Lower 95% conf. limit 7.015%
Upper 95% conf. limit 8.413

Minimum 7.000
Median (50th percentile8.000
Maximum 9.000
Normality test KS 0.2562

Normality test P wvalue >0.10
Passed normality test? Yes

Col. title 6a. passagem
Mean 5.4

Standard deviation (SD)0.5164
Sample size (N) 10

Std. error of mean(SEM)0.1633
Lower 95% conf. limit 5.031
Upper 95% conf. limit 5.769

Minimum 5.000
Median (50th percentile5.000
Maximum 6.000

Normality test KS 0.3807
Normality test P value >0.10
Passed normality test? Yes

Col. title 10. passagem
Mean 5.3

Standard deviation (SD)0.4830
Sample size (N) 10

Std. error of mean(SEM)0.1528

Lower 95% conf. limit 4.954
Upper 95% conf. limit 5.646

Minimum 5.000
Median (50th percentile5.000
Maximum 6.000
Normality test KS 0.4327

Normality test P value 0,0473
Passed normality test? No

IC, PI em dias

3a. passagem
7.7

1.160

10

0.3667
.871
8.529

o)

6.000
7.000
9.000

0.3270
>0.10
Yes

7a. passagem
5.2

0.4216

10

0.1333
4.898
5.502

5.000
5.000
6.000

0.4824
0,0191
No

Anexo 9

4a. passagem
6.7

0.4830

10

0.1528
.354
7.046

(@)}

6.000
7.000
7.000

0.4327
00,0473
No

8a. passagem
6.6

0.5164

10

0.1633
6.231
6.969

6.000
.000
7.000

~

0.3807
>0.10
Yes
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5a. passagem
5.3

0.6749

10

0.2134
.817
5.783

'~

5.000
5.000
7.000

0.4716
0,0234
No

9a. passagem
5.4

0.5164

10

0.1633
5.031
5.769

5.000
.000
6.000

(&,

0.3807
>0.10
Yes
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Amostra M82-02, suspensdo a 1:5, IC, PI em dias

One-way Analysis of Variance (ANOVA)

Anexo 10

The P value is < 0.0001,
Variation among column means is si

by chance.

Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test

considered extremely significant.
gnificantly greater than expected

If the value of q is greater than 4.525 then the P value is less

than 0.05,.
Mean
Comparison Difference q P value
2a. passagem vs 3a. passagem 0.01429 0.06339 ns P>0.05
2a. passagem vs 4a. passagem 1.014 4.500 ns P>0.05
2a. passagem vs 5a. passagem 2.414 10.712 *** p<0.001
2a. passagem vs 6a. passagem 2.314 10.268 *** p<0.001
2a. passagem vs 7a. passagen 2.514 11.156 *** p<0.001
2a. passagem vs 8a. passagem 1.114 4.944 ~* P<0.05
2a. passagem vs 9a. passagem 2.314 10.268 *** p<0.001
2a. passagem vs 10. passagem 2.414 10.712 *** P<0.001
3a. passagem vs 4a. passagem 1.000 4.889 ~* P<0.05
3a. passagem vs 5a. passagem 2.400 11.734 *** pP<0.001
3a. passagem vs 6a. passagem 2.300 11.245 *** p<0.001
3a. passagem vs 7a. passagem 2.500 12.223 *** p<0.001
3a. passagem vs 8a. passagem 1.100 5.378 ** Pp<0.01
3a. passagem vs 9a. passagem 2.300 11.245 *** p<0.001
3a. passagem vs 10. passagem 2.400 11.734 *** pP<0.001
4a. passagem vs 5a. passagem 1.400 6.845 *** p<(0,001
4a. passagem vs 6a. passagem 1.300 6.356 *** P<(0.001
4a. passagem vs 7a. passagem 1.500 7.334 *** P<0.001
4a. passagem vs 8a. passagem 0.1000 0.4889 ns P>0.05
4a. passagem vs 9a. passagem 1.300 6.356 *** P<0.001
4a. passagem vs 10. passagem 1.400 6.845 *** P<0.001
Sa. passagem vs 6a. passagem -0.1000 0.4889 ns P>0.05
5a. passagem vs 7a. passagem 0.1000 0.4889 ns P>0.05
5a. passagem vs 8a. passagem -1.300 6.356 *** p<0.001
S5a. passagem vs 9a. passagem -0.1000 0.4889 ns P>0.05
S5a. passagem vs 10. passagem 0.000 0.000 ns P>0.05
6a. passagem vs 7a. passagem 0.2000 0.9779 ns P>0.05
6a. passagem vs 8a. passagem -1.200 5.867 ** P<0.01
6a. passagem vs 9a. passagem 0.000 0.000 ns P>0.05
6a. passagem vs 10. passagem 0.1000 0.4889 ns P>0.05
7a. passagem vs 8a. passagem -1.400 6.845 *** p<(,001
7Ta. passagem vs 9a. passagem -0.2000 0.9779 ns P>0.05
7a. passagem vs 10. passagem -0.1000 0.4889 ns P>0.05
8a. passagem vs 9a. passagem 1.200 5.867 ** P<0.01
8a. passagem vs 10. passagem 1.300 6.356 *** pP<0.001
9a. passagem vs 10. passagem 0.1000 0.4889 ns P>0.05
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
2a. passagem -~ 3a. passagem 0.01429 -1.006 1.034
2a. passagem - 4a. passagem 1.014 -0.005641 2.034

87
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2a.
2a.
2a.
2a.
2a.
2a.
3a.
3a.
3a.
3a.
3a.
3a.
3a.
4a.
4a.
4a.
4a.
4a.
4a.
5a.
Sa.
Sa.
5a.
Sa.
6a.
6a.
6a.
6a.
Ta.
Ta.
Ta.
8a.
8a.
9a.

passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagen
passagem
passagem
passagem
passagem

S5a.
6a.
Ta.
8a.
9a.
10.
4a.
S5a.

6a.

Ta.

8a.

9a.

10.
5a.
6a.
Ta.
8a.
Sa.
10.
6a.
Ta.
8a.
9a.
10.
Ta.
8a.
9a.
i0.
8a.
9a.
10.
9a.
10.
10.

passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem

.414
.314
.514
.114
.314
.414
.000
.400
.300
.500
.100
.300
.400
.400
.300
.500
0.1000
1.300
1.400
-0.1000
0.1000
~-1.300
-0.1000
0.000
0.2000
-1.200
0.000
0.1000
~1.400
-0.2000
~0.1000
1.200
1.300
0.1000

HERPRPNDNNDRENDDDNODEDNDNDRENDNDND

1.394
1.294
1.494
0.09436
1.294
1.394
0.07443
1.474
1.374
1.574
0.1744
1.374
1.474
.4744
.3744
.5744
.8256
.3744
.4744
-1.026
-0.8256
-2.226
-1.026
-0.9256
-0.7256
-2.126
-0.9256
-0.8256
-2.326
-1.126
-1.026
0.2744
0.3744
-0.8256

|
[=NeNeNoeNeoNol

.434
.334
.534
.134
.334
.434
.926
. 326
.226
.426
.026
.226
.326
.326
.226
.426
.026
.226
.326
0.8256
1.026
-0.3744
0.8256
0.9256
1.126
-0.2744
0.9256
1.026
-0.4744
0.7256
0.8256
2.126
2.226
1.026

NN HFEFNNNNDWWNDWWWHEWWWWW

Anexo 11

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations with identical
SDs. This assumption is tested using the method of Bartlett.

Bartlett statistic (corrected)

The P value is 0.0357. .
Bartlett's test suggests that the differences among the SDs is

significant.
Since ANOVA assumes populations with equal SDs, you should consider
transforming your data (reciprocal or log) or selecting a
nonparametric test.

16.502

Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations that follow
Gaussian distributions. This assumption is tested using the method
Kolmogorov and Smirnov:

Group

Ks

P Value

Passed normality test?

88
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2a.
3a.
4a.
5a.

6a.
Ta.
8a.
9a.
10.

passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem

e elelNolNeNeNeNoNe)

At least one column
Consider using a nonparametric test or transforming the data
(i.e. converting to logarithms or reciprocals).

.2562 >0.10 Yes
.3270 >0.10 Yes
.4327 0.0473 No
.4716 0.0234 No
.3807 >0.10 Yes
.4824 0.0191 No
.3807 >0.10 Yes
.3807 >0.10 Yes
.4327 0.0473 No

failed the normality test with P<0.05.

Intermediate calculations. ANOVA table

Anexo 12

Source of Degrees of Sum of Mean
variation freedom squares square
Treatments (between columns) 8 80.636 10.079
Residuals (within columns) 78 32.629 0.4183
Total 86 113.26
F = 24.095 =(MStreatment/MSresidual)
Summary of Data
Number Standard
of Standard Error of
Group Points Mean Deviation Mean Median
2a. passagem 7 7.714 0.7559 0.2857 8.000
3a. passagem 10 7.700 1.160 0.3667 7.000
4a. passagem 10 6.700 0.4830 0.1528 7.000
5a. passagem 10 5.300 0.6749 0.2134 5.000
6a. passagem 10 5.400 0.5164 0.1633 5.000
7a. passagem 10 5,200 0.4216 0.1333 5.000
8a. passagem 10 6.600 0.5164 0.1633 7.000
9a. passagem 10 5.400 0.5164 0.1633 5.000
10. passagem 10 5.300 0.4830 0.1528 5.000
95% Confidence Interval
Group Minimum Maximum From To
2a. passagem 7.000 9.000 7.015 8.413
3a. passagem 6.000 9.000 6.871 8.529
4a. passagem 6.000 7.000 6.354 7.046
5a. passagem 5.000 7.000 4.817 5.783
6a. passagem 5.000 6.000 5.031 5.769
7a. passagem 5.000 6.000 4.898 5.502
8a. passagem 6.000 7.000 6.231 6.969
9a. passagem 5.000 6.000 5.031 5.769
10. passagem 5.000 6.000 4.954 5.646
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21/09/03 11:21 Anexo 14

Amostra M82-02, inoculacdo IM, suspensdo a 1:5, periodo de incubacido

# 2a. passagem 3a. passagem 4a. passagem 5a. passagem
1 10 10 10 10
2 10 10 10 10
3 10 10 10 10
4 10 10 10 10
5 10 10 10 11
6 11 11 11 12
7 11 11 11 12
8 13 12 11 13
9 13 10 12
10 13 18 12
# 6a. passagem 7a. passagem 8a. passagem 9a. passagem
1 10 10 11 10
2 10 10 11 10
3 10 11 12 10
4 10 11 17 10
5 10 11 19. 10
6 11 11 19 10
7 11 11 19 10
8 19 16 19 10
9 15 19 11
10 19 11
# 10a. passagem
1 10
2 10
3 10
4 10
5 10
6 10
7 10
8 11
9 12
10 13
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Amostra M82-02, inoculagdo IM, suspensdo a 1:5, periodo de incubacio

Col. title 2a. passagem
Mean 11.1
Standard deviation (SD)1.370

Sample size (N) 10

Std. error of mean(SEM)0.4333
Lower 95% conf. limit 10.120
Upper 95% conf. limit 12.080

Minimum ) 10.000
Median (50th percentilel0.500
Maximum 13.000
Normality test KS 0.2889

Normality test P value >0.10
Passed normality test? Yes

Col. title 6a. passagem
Mean 11.375
Standard deviation (SD)3.114

Sample size (N) 8

Std. error of mean(SEM)1.101
Lower 95% conf. limit 8.771
Upper 95% conf. limit 13.979

Minimum 10.000
Median (50th percentilel0.000
Maximum 19.000
Normality test KS 0.4229

Normality test P value >0.10
Passed normality test? Yes

Col. title 10a. passagen
Mean 10.6

Standard deviation (SD)1.075

Sample size (N) 10

Std. error of mean(SEM)0.3399
Lower 95% conf. limit 9.831
Upper 95% conf. limit 11.369

Minimum 10.000
Median (50th percentilel0.000
Maximum 13.000
Normality test KS 0.4116

Normality test P value 0,0675
Passed normality test? Yes

3a. passagem
11.2

2.486

10

0.7860
9.422
12.978

10.000
10.000
18.000

0.3321
>0.10
Yes

7a. passagem
11.7777777778
2.167

9

0.7222
10.112
13.443

10.000
11.000
16.000

0.4180
00,0862
Yes

Anexo 15

4a. passagem
10.7

0.8233

10

0.2603
10.111
11.289

10.000
10.500
12.000

0.3024
>0.10
Yes

8a. passagem
16.5

3.629

10

1.147
13.904
19.096

11.000
19.000
19.000

0.3546
>0.10
Yes
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5a. passagem
11

1.195

8

0.4226
10.001
11.999

10.000
10.500
13.000

0.2986
>0.10
Yes

9a. passagem
10.2

0.4216

10

0.1333
9.898
10.502

10.000
10.000
11.000

0.4824
0,0191
No
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Anexo 16

Amostra M82-02, inoculagdo IM, suspensio a 1:5, periodo de incubacdo

One-way Analysis of Variance

(ANOVA)

The P value is < 0.0001, considered extremely significant.

Variation among column means is significantly greater than expected
by chance.

Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test

If the value of q is greater than 4.528 then the P value is less

than 0.05.
Mean
Comparison Difference q P value
2a. passagem vs 3a. passagem -0.1000 0.1530 ns P>0.05
2a. passagem vs 4a. passagem 0.4000 0.6121 ns P>0.05
2a. passagem vs 5a. passagem 0.1000 0.1443 ns P>0.05
2a. passagem vs 6a. passagem -0.2750 0.3968 ns P>0.05
2a. passagem vs 7a. passagem -0.6778 1.010 ns P>0.05
2a. passagem vs 8a. passagem -5.400 8.264 *** p<0.001
2a. passagem vs %a. passagem 0.9000 1.377 ns P>0.05
2a. passagem vs 10a. passagem 0.5000 0.7652 ns P>0.05
3a. passagem vs 4a. passagem 0.5000 0.7652 ns P>0.05
3a. passagem vs 5a. passagem 0.2000 0.2886 ns P>0.05
3a. passagem vs 6a. passagem -0.1750 0.2525 ns P>0.05
3a. passagem vs 7a. passagem -0.5778 0.8606 ns P>0.05
3a. passagem vs 8a. passagem -5.300 8.111 *** P<0.001
3a. passagem vs 9a. passagem 1.000 1.530 ns P>0.05
3a. passagem vs 10a. passagem 0.6000 0.9182 ns P>0.05
4a. passagem vs 5a. passagem -0.3000 0.4328 ns P>0.05
4a. passagem vs 6a. passagem -0.6750 0.9739 ns P>0.05
4a. passagem vs 7a. passagem -1.078 1.605 ns P>0.05
4a. passagem vs 8a. passagem -5.800 8.876 *** P<0.001
4a. passagem vs 9a. passagem 0.5000 0.7652 ns P>0.05
4a. passagem vs l1l0a. passagem 0.1000 0.1530 ns P>0.05
S5a. passagem vs 6a. passagem -0.3750 0.5133 ns P>0.05
5a. passagem vs 7a. passagem -0.7778 1.095 ns P>0.05
5a. passagem vs 8a. passagem -5.500 7.935 *** pP<0.001
5a. passagem vs 9a. passagem 0.8000 1.154 ns P>0.05
5a. passagem vs 10a. passagem 0.4000 0.5771 ns P>0.05
6a. passagem vs 7a. passagem -0.4028 0.5673 ns P>0.05
6a. passagem vs 8a. passagem -5.125 7.394 *** pP<0.001
6a. passagem vs 9a. passagem 1.175 1.685 ns P>0.05
6a. passagem vs l0a. passagem 0.7750 1.118 ns P>0.05
7a. passagem vs 8a. passagem -4.722 7.034 *** pP<0.001
7a. passagem vs 9a. passagem 1.578 2.350 ns P>0.05
7a. passagem vs l0a. passagem 1.178 1.754 ns P>0.05
8a. passagem vs 9a. passagem 6.300 9.641 *** P<0.001
8a. passagem vs l0a. passagem 5.900 9.029 *** pP<0.001
9a. passagem vs 1l0a. passagem -0.4000 0.6121 ns P>0.05
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
2a. passagem - 3a. passagem -0.1000 -3.059 2.859
2a. passagem - 4a. passagem 0.4000 -2.559 3.359
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2a.
2a.
2a.
2a.
2a.
2a.
3a.
3a.
3a.
3a.
3a.
3a.
3a.
4a.
4a.
4a.
4a.
4a.
4a.
Sa.
Sa.
Sa.
5a.
S5a.
6a.
6a.
6a.
6a.
Ta.
Ta.
7a.
8a.
8a.
9a.

passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem

5a.
6a.
Ta.
8a.
9a.

10a.

4a.
5a.
6a.
Ta.
8a.
9a.

10a.

5a.
6a.
7a.
8a.
9a.

10a.

6a.
Ta.
8a.
Sa.

10a.

Ta.
8a.
9a.

10a.

8a.
9a.

10a.

Sa.

10a.
10a.

passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem

0.1000
-0.2750
-0.6778

-5.400

0.9000

0.5000

0.5000

0.2000
-0.1750
-0.5778

-5.300

1.000

0.6000
-0.3000
-0.6750

-1.078

-5.800

0.5000

0.1000
-0.3750
-0.7778

-5.500

0.8000

0.4000
-0.4028

-5.125

1.175
0.7750
-4.722

1.578

1.178

6.300

5.900

-0.4000

=2

-1

-2

.038
.413
.718
.359
.059
.459
.459
.938
.313
.618
.259
.959
.359
.438
.813
.118
.759
.459
.859
.683
.993
.638
.338
.738
.618
.263
.963
.363
.762
.462
.862
341
.941
.359

Anexo 17

3.238
2.863
2.362
-2.441
3.859
3.459
3.459
3.338
2.963
2.462
-2.341
3.959
3.559
2.838
2.463
1.962
-2.841
3.459
3.059
2.933
2.437
-2.362
3.938
3.538
2.812
-1.987
4.313
3.913
-1.682
4.618
4,218
9.259
8.859
2.559

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations with identical

SDs. This assumption is tested using the method of Bartlett.

Bartlett statistic (corrected)
The P value is < 0.0001. B
Bartlett's test suggests that the differences among the SDs is

extremely significant.

49.831

Since ANOVA assumes populations with equal SDs, you should consider
transforming your data (reciprocal or log) or selecting a
nonparametric test.

Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations that follow
Gaussian distributions. This assumption is tested using the method
Kolmogorov and Smirnov:

Group

KS

P Value

Passed normality test?
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2a. passagen 0.2889 >0.10 Yes
3a. passagem 0.3321 >0.10 Yes
4a. passagem 0.3024 >0.10 Yes
5a. passagem 0.2986 >0.10 Yes
6a. passagem 0.4229 >0.10 Yes
7a. passagem 0.4180 0.0862 Yes
8a. passagem 0.3546 >0.10 Yes
9a. passagem 0.4824 0.0191 No
10a. passagem 0.4116 0.0675 Yes

At least one column

failed the normality test with P<0.05.

Consider using a nonparametric test or transforming the data
(i.e. converting to logarithms or reciprocals).

Intermediate calculations. ANOVA table

Anexo 18

Source of Degrees of Sum of Mean
variation freedom squares square
Treatments (between columns) 8 285.42 35.678
Residuals (within columns) 76 324.53 4.270
Total 84 609.95
F = 8.355 =(MStreatment/MSresidual)
Summary of Data
Number Standard
of Standard Error of
Group Points Mean Deviation Mean Median
=—==m=m=====
2a. passagem 10 11.100 1.370 0.4333 10.500
3a. passagem 10 11.200 2.486 0.7860 10.000
4a. passagem 10 10.700 0.8233 0.2603 10.500
5a. passagem 8 11.000 1.195 0.4226 10.500
6a. passagem 8 11.375 3.114 1.101 10.000
7a. passagem 9 11.778 2.167 0.7222 11.000
8a. passagem 10 16.500 3.629 1.147 19.000
9a. passagem 10 10.200 0.4216 0.1333 10.000
10a. passagem 10 10.600 1.075 0.3399 10.000
95% Confidence Interval
Group Minimum Maximum From To |
2a. passagem 10.000 13.000 10.120 12.080
3a. passagem 10.000 18.000 9.422 12.978
4a. passagem 10.000 12.000 10.111 11.289
5a. passagem 10.000 13.000 10.001 11.999
6a. passagem 10.000 19.000 8.771 13.979
7a. passagem 10.000 16.000 10.112 13.443
8a. passagem 11.000 19.000 13.904 19.096
9a. passagem 10.000 11.000 9.898 10.502
10a. passagem 10.000 13.000 9.831 11.369

95



9%
ao

(o)}
e
Qo
>
0]
=
<

9, periodo de incubag

IM, suspens
Mean and Standard Deviation

1

ao a

ao

lag

, INOCU

201
18
16
14
12
10
8
6
4
2
0

Amostra M82-02




21/09/03 10:20 Anexo 20 97

Amostra M82-02, inocula¢io IM, suspensdo a 1:5, Periodo clinico

# 2a. passagem 3a. passagem 4a. passagem 5a. passagem
1 1 2 1 1
2 1 2 2 2
3 2 2 2 3
4 3 2 2 3
5 3 3 3 2
6 2 3 2 2
7 2 2 2 2
8 2 2 2 2
9 1 2 2 2
10 1 3 2 2
# 6a. passagem 7a. passagem 8a. passagem 9a. passagem
1 1 1 2 2
2 1 2 2 2
3 1 1 2 2
4 2 2 2 2
5 2 2 2 2
6 2 2 2 2
7 2 2 2 2
8 2 2 3 2
9 2 2 3 2
10 2 2 3 2
# 10a. passagem

1 1

2 1

3 1

4 1

5 1

6 1

7 1

8 1

9 1

10 2
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Amostra M82-02, inoculagdo IM, suspensdo a 1:5,

Col. title 2a. passagem 3a. passagem
Mean 1.8 2.3
Standard deviation (SD)0.7888 0.4830
Sample size (N) 10 10
Std. error of mean(SEM)0.2494 0.1528
Lower 95% conf. limit 1.236 1.954
Upper 95% conf. limit 2.364 2.646
Minimum 1.000 2.000
Median (50th percentile2.000 2.000
Maximum 3.000 3.000
Normality test KS 0.2447 0.4327
Normality test P value >0.10 0,0473
Passed normality test? Yes No
Col. title 6a. passagem 7a. passagem
Mean 1.7 1.8
Standard deviation (SD)0.4830 0.4216
Sample size (N) 10 10
Std. error of mean(SEM)0.1528 0.1333
Lower 95% conf. limit 1.354 1.498
Upper 95% conf. limit 2.046 2.102
Minimum 1.000 1.000
Median (50th percentile2.000 2.000
Maximum . 2.000 2.000
Normality test KS 0.4327 0.4824
Normality test P value 0,0473 0,0191
Passed normality test? No No
Col. title 10a. passagem

Mean 1.1

Standard deviation (SD)0.3162

Sample size (N) 10

Std. error of mean(SEM)0.1000
Lower 95% conf. limit 0.8738
Upper 95% conf. limit 1.326

Minimum 1.000
Median (50th percentilel.000
Maximum 2.000
Normality test KS 0.5241

Normality test P value 0,0082
Passed normality test? No

Anexo 21

Periodo clinico

4a. passagem
2

0.4714

10

0.1491
.663
2.337

[

1.000
2.000
3.000

0.4000
00,0815
Yes

8a. passagem
2.3

0.4830

10

0.1528
1.954
2.646

N

.000
.000
3.000

\S]

0.4327
0,0473
No

5a. passagem
2.1

0.5676

10

0.1795
.694
2.506

[

1.000
2.000
3.000

0.3699
>0.10
Yes

9a. passagem
2

0.000

10

0.000
2.000
2.000

)

.000
.000
2.000

N
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Amostra M82-02, inoculagio IM,

Suspensdo a 1:5,

One-way Analysis of Variance (ANOVA)

Anexo 22

Periodo clinico

The P value is < 0.0001,
Variation among column means is si

by chance.

considered extremely significant.

gnificantly greater than expected

Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test

If the value of q is greater than 4.521 th

en the P value is less

than 0.05.
Mean
Comparison Difference q P value
2a. passagem vs 3a. passagem -0.5000 3.239 ns P>0.05
2a. passagem vs 4a. passagem -0.2000 1.296 ns P>0.05
2a. passagem vs 5a. passagem -0.3000 1.944 ns P>0.05
2a. passagem vs 6a. passagem 0.1000 0.6478 ns P>0.05
2a. passagem vs 7a. passagem 0.000 0.000 ns P>0.05
2a. passagem vs 8a. passagem -0.5000 3.239 ns P>0.05
2a. passagem vs 9a. passagem -0.2000 1.296 ns P>0.05
2a. passagem vs 10a. passagem 0.7000 4.535 ~* P<0.05
3a. passagem vs 4a. passagem 0.3000 1.944 ns P>0.05
3a. passagem vs 5a. passagem 0.2000 1.296 ns P>0.05
3a. passagem vs 6a. passagem 0.6000 3.887 ns P>0.05
3a. passagem vs 7a. passagem 0.5000 3.239 ns P>0.05
3a. passagem vs 8a. passagem 0.000 0.000 ns P>0.05
3a. passagem vs 9a. passagem 0.3000 1.944 ns P>0.05
3a. passagem vs 10a. passagem 1.200 7.774 *** pP<0.001
4a. passagem vs 5a. passagem -0.1000 0.6478 ns P>0.05
4a. passagem vs 6a. passagem 0.3000 1.944 ns P>0.05
4a. passagem vs 7a. passagem 0.2000 1.296 ns P>0.05
4a. passagem vs 8a. passagem -0.3000 1.944 ns P>0.05
4a. passagem vs 9a. passagem 0.000 0.000 ns P>0.05
4a. passagem vs 10a. passagem 0.9000 5.831 ** P<0.01
S5a. passagem vs 6a. passagem 0.4000 2.591 ns P>0.05
5a. passagem vs 7a. passagem 0.3000 1.944 ns P>0.05
S5a. passagem vs 8a. passagem -0.2000 1.296 ns P>0.05
5a. passagem vs 9a. passagem 0.1000 0.6478 ns P>0.05
5a. passagem vs 10a. passagem 1.000 6.478 *** p<0.001
6a. passagem vs 7a. passagem -0.1000 0.6478 ns P>0.05
6a. passagem vs Ba, passagemnm -0.6000 3.887 ns P>0.05
6a. passagem vs 9a. passagem -0.3000 1.944 ns P>0.05
6a. passagem vs 10a. passagem 0.6000 3.887 ns P>0.05
7a. passagem vs 8a. passagem -0.5000 3.239 ns P>0.05
7a. passagem vs 9a. passagem -0.2000 1.296 ns P>0.05
7a. passagem vs 1l0a. passagem 0.7000 4.535 ~* P<0.05
8a. passagem vs 9a. passagem 0.3000 1.%44 ns P>0.05
8a. passagem vs 10a. passagem 1.200 7.774 *** p<(.001
9a. passagem vs 10a. passagem 0.9000 5.831 ** PpP<0.01
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
2a. passagem - 3a. passagem -0.5000 -1.198 0.1979
2a. passagem - 4a. passagem -0.2000 -0.8979 0.4979
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2a.
2a.
2a.
2a.
2a.
2a.
3a.
3a.
3a.
3a.
3a.
3a.
3a.
4a.
4a.
4a.
4a.
4a.
4a.
S5a.
Sa.
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6a.
6a.
6a.

6a
Ta

Ta.
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8a.
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passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
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6a.
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8a.
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4a.
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6a.
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Ta.
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9a.
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passagem
passagem
passagem

-0.3000
0.1000
0.000
-0.5000
-0.2000
0.7000
.3000
.2000
.6000
.5000
0.000
0.3000
1.200
-0.1000
0.3000
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-0.3000
0.000
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.1000
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0.39000
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.2979
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-0.7979
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-0.8979
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-0.3979
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0.2021

0.3979
0.7979
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0.4979
1.398
0.9979
0.8979
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0.6979
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1.898
.5979
.9979
.8979
.3979
.6979
1.598
1.098
0.9979
0.4979
0.7979
1.698
0.5979
0.09791
0.3979
1.298
0.1979
0.4979
1.398
0.9979
1.898
1.598

(ol olNeNeNel

Anexo 23

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations with identical

SDs.

This assumption is tested using the method of Bartlett.

Bartlett's test cannot be performed because at least one column's
standard deviation is zero.

Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations that follow
Gaussian distributions. This assumption is tested using the method
Kolmogorov and Smirnov:

Group Ks P Value Passed normality test?
2a. passagem 0.2447 >0.10 Yes
‘ 3a. passagem 0.4327 0.0473 No
| 4a. passagem 0.4000 0.0815 Yes
| 5a. passagem 0.3699 >0.10 Yes
6a. passagem 0.4327 0.0473 No
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7a. passagem 0.4824 0.0191 No
Ba. passagem 0.4327 0.0473 No
%9a. passagem >0.10 No
10a. passagem 0.5241 0.0082 No

At least one column failed the normality test with P<0.05.

Consider using a nonparametric test or t
(i.e.

Intermediate calculations. ANOVA table

Anexo 24

ransforming the data
converting to logarithms or reciprocals).

Source of Degrees of Sum of Mean
variation freedom squares square
Treatments (between columns) 8 10.800 1.350
Residuals (within columns) 81 19.300 0.2383
Total 89 30.100
F = 5.666 =(MStreatment/MSresidual)
Summary of Data
Number Standard
of Standard Error of
Group Points Mean Deviation Mean Median
2a. passagem 10 1.800 0.7888 0.2494 2.000
3a. passagem 10 2.300 0.4830 0.1528 2.000
4a. passagem 10 2.000 0.4714 0.1491 2.000
5a. passagem 10 2.100 0.5676 0.1795 2.000
6a. passagem 10 1.700 0.4830 0.1528 2.000
7a. passagem 10 1.800 0.4216 0.1333 2.000
Ba. passagem 10 2.300 0.4830 0.1528 2.000
9a. passagem 10 2.000 0.000 0.000 2.000
10a. passagem 10 1.100 0.3162 0.1000 1.000
95% Confidence Interval
Group Minimum Maximum From To
Pt St 1 33 == msmmamss
2a. passagem 1.000 3.000 1.236 2.364
3a. passagem 2.000 3,000 1.954 2.646
4a. passagem 1.000 3.000 1.663 2.337
S5a. passagem 1.000 3.000 1.694 2.506
6a. passagem 1.000 2.000 1.354 2.046
7a. passagem 1.000 2.000 1.498 2.102
8a. passagem 2.000 3.000 1.954 2.646
9a. passagem 2.000 2.000 2.000 2.000
10a. passagem 1.000 2.000 0.8738 1.326
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Amostra M82-02, inoculagdo IM, suspensao a 1:5, Periodo clinico
Mean and Standard Deviation
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Amostra M82-02, inoculagdo IC, suspensdo a 1:100, Periodo de incubacéo

# 2a. passagem 3a. passagem 4a. passagem 5a. passagem
1 7 6 7 6
2 7 7 7 6
3 8 7 7 6
4 9 7 7 6
5 7 7 6
6 7 11 6
7 8 11 6
8 7 11 6
9 8 11 6
10 12 11 6
# 6a. passagem 7a. passagem 8a. passagem 9a. passagem
1 6 6 6 6
2 6 6 6 6
3 6 6 6 6
4 6 7 6 6
5 6 7 7 6
6 6 7 7 6
7 7 7 7 6
8 7 7 7 7
9 7 7 7 7
10 7 7 7 7
# 10. passagem
1 6
2 6
3 6
4 6
5 6
6 6
7 6
8 6
9 7
10 7
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Amostra M82-02, inoculagio IC, suspensdo a 1:100

Col. title 2a. passagem 3a. passagem
Mean 7.75 7.6
Standard deviation (SD)0.9574 1.647
Sample size (N) 4 10
Std. error of mean(SEM)0.4787 0.5207
Lower 95% conf. limit 6.227 6.422
Upper 95% conf. limit 9.273 8.778
Minimum 7.000 6.000
Median (50th percentile7.500 7.000
Maximum 9.000 12.000
Normality test KS 0.3422

Normality test P value Too few values >0.10

Passed normality test? Yes
Col. title 6a. passagem 7a. passagem
Mean 6.4 6.7
Standard deviation (SD)0.5164 0.4830
Sample size (N) 10 10
Std. error of mean(SEM)0.1633 0.1528
Lower 95% conf. limit 6.031 6.354
Upper 95% conf. limit 6.769 7.046
Minimum 6.000 6.000
Median (50th percentileé.000 7.000
Maximum 7.000 7.000
Normality test KS 0.3807 0.4327
Normality test P value >0.10 0,0473
Passed normality test? Yes No
Col. title 10. passagem

Mean 6.2

Standard deviation (SD)0.4216

Sample size (N) 10

Std. error of mean(SEM)0.1333

Lower 95% conf. limit 5.898
Upper 95% conf. limit 6.502

Minimum 6.000
Median (50th percentile6.000
Maximum 7.000
Normality test KS 0.4824

Normality test P value 0,0191
Passed normality test? No

Anexo 27

4a. passagem
9

2.108

10

0.6667
7.492
10.508

7.000
9.000
11.000

0.3286
>0.10
Yes

8a. passagem
6.6

0.5164

10

0.1633
6.231
6.969

6.000
.000
7.000

~

0.3807
>0.10
Yes
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5a. passage
6

0.000

10

0.000
6.000
6.000
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9a. passagem
6.3

0.4830
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(o)}
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Amostra M82-02, inoculacio IC, suspensdo a 1:100

One-way Analysis of Variance (ANOVA)

Anexo 28

The P value is < 0.0001,
Variation among column means is si

by chance.

Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test

considered extremely significant.
gnificantly greater than expected

If the value of q is greater than 4.530 then the P value is less

than 0.05,.
Mean
Comparison Difference q P value
2a. passagem vs 3a. passagem 0.1500 0.3522 ns P>0.05
2a. passagem vs 4a. passagem -1.250 2.935 ns P>0.05
2a. passagem vs 5a. passagem 1.750 4.109 ns P>0.05
2a. passagem vs 6a. passagem 1.350 3.170 ns P>0.05
2a. passagem vs 7a. passagem 1.050 2.465 ns P>0.05
2a. passagem vs 8a. passagem 1.150 2.700 ns P>0.05
2a. passagem vs 9a. passagem 1.450 3.404 ns P>0.05
2a. passagem vs 10. passagem 1.550 3.639 ns P>0.05
3a. passagem vs 4a. passagem =1.400 4.348 ns P>0.05
3a. passagem vs 5a. passagem 1.600 4.969 ~* P<0.05
3a. passagem vs 6a. passagem 1.200 3.727 ns P>0.05
3a. passagem vs 7a. passagem 0.9000 2.795 ns P>0.05
3a. passagem vs B8a. passagem 1.000 3.106 ns P>0.05
3a. passagem vs 9a. passagem 1.300 4.038 ns P>0.05
3a. passagem vs 10. passagem 1.400 4.348 ns P>0.05
4a. passagem vs 5a. passagem 3.000 9.318 *** p<0.001
4a. passagem vs 6a. passagem 2.600 8.075 *** p<0,001
4a. passagem vs 7a. passagen 2.300 7.143 *** P<0.001
4a. passagem vs 8a. passagem 2.400 7.454 *** p<0.001
4a. passagem vs 9a. passagem 2.700 8.386 *** p<0,.001
4a. passagem vs 10. passagem 2.800 8.696 *** P<0,001
5a. passagem vs 6a. passagem -0.4000 1.242 ns P>0.05
5a. passagem vs 7a. passagem -0.7000 2.174 ns P>0.05
5a. passagem vs 8a. passagem -0.6000 1.864 ns P>0.05
5a. passagem vs 9a. passagem -0.3000 0.9318 ns P>0.05
5a. passagem vs 10. passagem -0.2000 0.6212 ns P>0.05
6a. passagem vs 7a. passagem -0.3000 0.9318-- ns P>0.05
6a. passagem vs 8a, passagem -0.2000 0.6212 ns P>0.05
6a. passagem vs 9a. passagem 0.1000 0.3106 ns P>0.05
6a. passagem vs 10. passagem 0.2000 0.6212 ns P>0.05
7a. passagem vs 8a. passagem 0.1000 0.3106 ns P>0.05
7a. passagem vs 9a. passagem 0.4000 1.242 ns P>0.05
7a. passagem vs 10. passagem 0.5000 1.553 ns P>0.05
8a. passagem vs 9a. passagem 0.3000 0.9318 ns P>0.05
B8a. passagem vs 10. passagem 0.4000 1.242 ns P>0.05
9a. passagem vs 10. passagem 0.1000 0.3106 ns P>0.05
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
2a. passagem - 3a. passagem 0.1500 -1.779 2.079
2a. passagem - 4a. passagem -1.250 -3.179 0 K702
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Anexo 29

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations with identical

SDs.

This assumption is tested using the method of Bartlett.

Bartlett's test cannot be performed because at least one column's
standard deviation is zero.

Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations that follow

Gaussian distributions.

Kolmogorov and Smirnov:

Group Ks P Value Passed normality test?
2a. passagem Too few values to test.
3a. passagem 0.3422 >0.10 Yes
4a. passagem 0.3286 >0.10 Yes
5a. passagem >0.10 No
6a. passagem 0.3807 >0.10 Yes

This assumption is tested using the method
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7a. passagem
8a. passagem
9a. passagem
10. passagem

[l ool o]

At least one column

.4327 0.0473 No
.3807 >0.10 Yes
.4327 0.0473 No
.4824 0.0191 No

failed the normality test with P<0.05.

Consider using a nonparametric test or transforming the data
(i.e. converting to logarithms or reciprocals).

Intermediate calculations. ANOVA table

Anexo 30

Source of Degrees of Sum of Mean
variation freedom squares square
Treatments (between columns) 8 72.286 9.036
Residuals (within columns) 75 77.750 1.037
Total 83 150.04
F = 8.716 =(MStreatment/MSresidual)
Summary of Data
Number Standard
of Standard Error of
Group Points Mean Deviation Mean Median

2a. passagem 4 7.750 0.9574 0.4787 7.500

3a. passagem 10 7.600 1.647 0.5207 7.000

4a. passagem 10 9.000 2.108 0.6667 9.000

5a. passagem 10 6.000 0.000 0.000 6.000

6a. passagem 10 6.400 0.5164 0.1633 6.000

7a. passagem 10 6.700 0.4830 0.1528 7.000

8a. passagem 10 6.600 0.5164 0.1633 7.000

9a. passagem 10 6.300 0.4830 0.1528 6.000

10. passagem 10 6.200 0.4216 0.1333 6.000

95% Confidence Interval
Group Minimum Maximum From To

2a. passagenm 7.000 9.000 6.227 9.273

3a. passagem 6.000 12.000 6.422 8.778

4a. passagem 7.000 11.000 7.492 10.508

5a. passagem 6.000 6.000 6.000 6.000

6a. passagem 6.000 7.000 6.031 6.769

7a. passagem 6.000 7.000 6.354 7.046

8a. passagem 6.000 7.000 6.231 6.969

9a. passagem 6.000 7.000 5.954 6.646

10. passagem 6.000 7.000 5.898 6.502
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Anexo 31

on

100, Periodo de incubagéo

1

ao a

Mean and Standard Deviat

T T T =TT PRSI S ANLI N S AL St SIS JUUS S R S S e 2 o
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Amostra M82-02, inoculagio IC, suspensdo a 1:100, periodo clinico

# 2a. passagem 3a. passagem 4a. passagem 5a. passagem
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110
Amostra M82~02, inoculagdo IC, suspensdo a 1:100, periodo clinico
Col. title 2a. passagem 3a. passagem 4a. passagem 5a. passagel
Mean 5 3.5 3.9 2.2
Standard deviation (SD)1.155 0.7071 1.197 0.7888
Sample size (N) 4 10 10 10
Std. error of mean(SEM)0.5774 0.2236 0.3786 0.2494
Lower 95% conf. limit 3.163 2.994 3.044 1.636
Upper 95% conf. limit 6.837 4.006 4.756 2.764
Minimum 4.000 2.000 3.000 1.000
Median (50th percentile5.000 4.000 3.500 2.000
Maximum 6.000 4.000 6.000 3.000
Normality test KS 0.3602 0.2739 0.2447
Normality test P value Too few values >0.10 >0.10 >0.10
Passed normality test? Yes Yes Yes
Col. title 6a. passagem 7a. passagem 8a. passagem 9a. passage
Mean 2.4 2.9 4.1 2.9
Standard deviation (SD)0.5164 0.3162 0.3162 0.5676
Sample size (N) 10 10 10 10
Std. error of mean(SEM)0.1633 0.1000 0.1000 0.1795
Lower 95% conf. limit 2.031 2.674 3.874 2.494
Upper 95% conf. limit 2.769 3.126 4.326 3.306
Minimum 2.000 2.000 4.000 2.000
Median (50th percentile2.000 3.000 4.000 3.000
Maximum 3.000 3.000 5.000 4.000
Normality test KS 0.3807 0.5241 0.5241 0.3699
Normality test P value >0.10 00,0082 00,0082 >0.10
Passed normality test? Yes No No Yes
Col. title 10. passagem
Mean 2.6
Standard deviation (SD)0.5164
Sample size (N) 10

Std. error of mean(SEM)0.1633
Lower 95% conf. limit 2.231
Upper 95% conf. limit 2.969

Minimum 2.000
Median (50th percentile3.000
Maximum 3.000
Normality test KS 0.3807

Normality test P value >0.10
Passed normality test? Yes
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Anexo 34

Amostra M82-02, inoculagio IC, suspensdo a 1:100, periodo clinico

One-way Analysis of Variance (ANOVA)

The P value is < 0.0001,
Variation among column means is si

by chance.

Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test

considered extremely significant.
gnificantly greater than expected

If the value of q is greater than 4.530 then the P value is less

than 0.05.
Mean
Comparison Difference q P value
2a. passagem vs 3a. passagem 1.500 5.140 ~* P<0.05
2a. passagem vs 4a. passagem 1.100 3.763 ns P>0.05
2a. passagem vs 5a. passagem 2.800 9.595 *** pP<0.001
2a. passagem vs 6a. passagem 2,600 8.909 *** p<(0,001
2a. passagem vs 7a. passagem 2.100 7.196 *** pP<0.001
2a. passagem vs 8a. passagem 0.9000 3.084 ns P>0.05
2a. passagem vs 9a. passagem 2.100 7.196 *** P<0,001
2a. passagem vs 10. passagem 2.400 8.224 *** p<0,001
3a. passagem vs 4a. passagem -0.4000 1.813 ns P>0.05
3a. passagem vs 5a. passagem 1.300 5.893 ** p<0.01
3a. passagem vs 6a. passagem 1.100 4.986 ~* P<0.05
3a. passagem vs 7a. passagem 0.6000 2.720 ns P>0.05
3a. passagem vs 8a. passagem -0.6000 2.720 ns P>0.05
3a. passagem vs 9a. passagem 0.6000 2.720 ns P>0.05
3a. passagem vs 10. passagem 0.9000 4.080 ns P>0.05
4a. passagem vs 5a. passagem 1.700 7.706 *** p<0.001
4a. passagem vs 6a. passagem 1.500 6.799 *** p<0.001
4a. passagem vs Ta. passagem 1.000 4.533 * P<0.05
4a. passagem vs 8a. passagem -0.2000 0.9066 ns P>0.05
4a. passagem vs 9a. passagem 1.000 4.533 ~* P<0.05
4a. passagem vs 10. passagemn 1.300 5.893 ** P<0.01
Sa. passagem vs 6a. passagem -0.2000 0.9066 ns P>0.05
5a. passagem vs 7a. passagen -0.7000 3.173 ns P>0.05
5a. passagem vs 8a. passagem -1.900 8.613 *** pP<(.001
Sa. passagem vs 9a. passagem -0.7000 3.173 ns P>0.05
Sa. passagem vs 10. passagem -0.4000 1.813 ns P>0.05
6a. passagem vs 7a. passagem -0.5000 2.266 ns P>0.05
6a. passagem vs 8a. passagem ~1.700 7.706 *** P<0.001
6a. passagem vs 9a. passagem -0.5000 2.266 ns P>0.05
6a. passagem vs 10. passagem ~0.2000 0.9066 ns P>0.05
7a. passagem vs 8a. passagem =1.200 5.440 ** P<0.01
7a. passagem vs 9a. passagem 0.000 0.000 ns P>0.05
7a. passagem vs 10. passagem 0.3000 1.360 ns P>0.05
8a. passagem vs 9a. passagem 1.200 5.440 ** P<0.01
8a. passagem vs 10. passagem 1.500 6.799 *** pP<0.001
9a. passagem vs 10. passagem 0.3000 1.360 ns P>0.05
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
2a. passagem - 3a. passagem 1.500 0.1781 2.822
2a. passagem - 4a. passagem 1.100 -0.22149 2 499
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2a.
2a.

2a.

2a.

2a.
2a.
3a.
3a.
3a.
3a.
3a.
3a.
3a.

4a.

4a.
4a.
4a.
4a.
4a.
S5a.
S5a.
S5a.
Sa.
S5a.
6a.
6a.
6a.
6a.
Ta.
Ta.
Ta.
8a.
8a.
9a.

passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagen
passagem
passagem
passagem
passagemn
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagemn
passagem

Sa.

6a.

Ta.

8a.

%a.
10.
4a.

5a.

6a.
Ta.
8a.
9a.
10.
Sa.
6a.
Ta.
8a.
Sa.
10.
6a.
Ta.
8a.
%a.
10.
Ta.
8a.
9a.
10.
8a.
9a.
10.
%a.
10.
10.

passagem
passagenm
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagemn
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem

2.800
2.600
2.100
0.9000
2.100
2.400
-0.4000
1.300
1.100
0.6000
-0.6000
0.6000
0.9000
1.700
1.500
1.000
-0.2000
1.000
1.300
-0.2000
-0.7000
=1.900
-0.7000
-0.4000
-0.5000
-1.700
-0.5000
-0.2000
-1.200
0.000
0.3000
1.200
1.500
0.3000

Anexo 35

1.478 4.122
1.278 3.922
0.7781 3.422
-0.4219 2.222
0.7781 3.422
1.078 3.722
-1.399 0.5992
0.3008 2.299
0.1008 2.099
-0.3992 1.599
-1.599 0.3992
-0.3992 1.599
-0.09923 1.899
0.7008 2.699
0.5008 2.499
0.0007686 1.999
-=1.199 0.7992
0.0007686 1.999
0.3008 2.299
-1.199 0.7992
-1.699 0.2992
-2.899 -0.9008
-1.699 0.2992
-1.399 0.5992
-1.499 0.4992
-2.699 ~0.7008
-1.499 0.4992
-1.199 0.7992
-2.199 -0.2008
-0.9992 0.9992
-0.6992 1.299
0.2008 2.199
0.5008 2.499
-0.6992 1.299

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations with identical

SDs. This assumption is tested using the method of Bartlett.

Bartlett statistic (corrected)

The P value is 0.0009.

26.489

Bartlett's test suggests that the differences among the SDs is

extremely significant.

Since ANOVA assumes populations with equal SDs, you should consider
transforming your data (reciprocal or log) or selecting a
nonparametric test.

Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations that follow
Gaussian distributions. This assumption is tested using the method
Kolmogorov and Smirnov:

Group

Ks

P Value

Passed normality test?
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2a.
3a.
4a.
S5a.
6a.
Ta.
8a.
9a.

10.

passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem
passagem

Too few values to test.

Coooocooco

At least one column

.3602 >0.10 Yes
.2739 >0.10 Yes
.2447 >0.10 Yes
.3807 >0.10 Yes
.5241 0.0082 No
.5241 0.0082 No
.3699 >0.10 Yes
.3807 >0.10 Yes

failed the normality test with P<Q.05.

parametric test or transforming the data
converting to logarithms or reciprocals).

Intermediate calculations. ANOVA table

Anexo 36

Source of Degrees of Sum of Mean
variation freedom squares square
Treatments {(between columns) 8 48.488 6.061
Residuals (within columns) 15 36.500 0.4867
Total 83 84.988
F = 12.454 =(MStreatment/MSresidual)
Summary of Data
Number Standard
of Standard Error of
Group Points Mean Deviation Mean Median
2a. passagem 4 5.000 1.155 0.5774 5.000
3a. passagem 10 3.500 0.7071 0.2236 4.000
4a. passagem 10 3.900 1.197 0.3786 3.500
5a. passagem 10 2.200 0.7888 0.2494 2.000
6a. passagem 10 2.400 0.5164 0.1633 2.000
Ta. passagem 10 2.900 0.3162 0.1000 3.000
8a. passagem 10 4.100 0.3162 0.1000 4.000
9a. passagem 10 2.900 0.5676 0.1795 3.000
10. passagem 10 2.600 0.5164 0.1633 3.000
95% Confidence Interval
Group Minimum Maximum From To
2a. passagem 4.000 6.000 3.163 6.837
3a. passagem 2.000 4.000 2.994 4.006
4a. passagem 3.000 6.000 3.044 4.756
5a. passagem 1.000 3.000 1.636 2.764
6a. passagem 2.000 3.000 2.031 2.769
7a. passagem 2.000 3.000 2.674 3.126
Ba. passagem 4.000 5.000 3.874 4.326
9a. passagem 2.000 4.000 2.494 3.306
10. passagem 2.000 3.000 2.231 2.969
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iodo clinico

, perio
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Mean and Standard Deviation

1

~

, SUsSpensao a

Amostra M82-02, inoculagéo IC
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Anexo 38

European bat lyssavirus typel

BRhrl18
BRpg28
BRbv17
BRdgl5
BRhm23
BRhm6
BRdg2
BRdgl2
BRdg10

JTBRctS

BRct3

PV VPS
PV (M13215)

BRbv36
4+Bva38

BRbv39

BRvmbt34
_i‘T—9 vps

BRvmbt33
BRsp35

{Bva43
BRbv45

BRbv30
_{Ef?Z—OZ VPS
BRhr31
~ BRvmbt4dl
{?Rvmbt46
BRvmbt47
- BRbv49

{——BRbV32

BRbv50

European bat lyssavirus type2
Duvenhage virus

Lagos bat virus

- Arvore filogenética baseada na

sequéncia de 203 nucleotideos na
posi¢do 108-311., divididos em
diferentes grupos: Africa,Europa,
Australia e Brasil.

Dendrograma enviado pelo Prof. Dr.
Takuya Itou, Faculty of Veterinary
Medicine - Nihon University,
Fujisawa, Kanagawa, Japdo.2003.

Australian bat lyssavirus
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Anexo 39

Dendrogram - Continued

BRhr = Brazilian horse rabies virus isolate

BRpg = Brazilian pig rabies virus isolate

BRbv = Brazilian bovine rabies virus isolate

BRdg = Brazilian dog rabies virus isolate

BRhm = Brazilian human rabies virus isolate

BRct = Brazilian cat rabies virus isolate

BRvmbt = Brazilian vampire bat rabies virus isolate

BRsp = Brazilian sheep rabies virus isolate

T-9 VPS = D. rotundus virus isolate from Taubaté-SP

PV-VPS =PV virus maintained at the VPS Department, FMVZ-USP
M82-02 VPS = a horse rabies virus isolate, from VPS Department, FMVZ-USP
PV (M13215) =PV virus (GenBank)
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