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RESUMO

Foram caracterizados, geneticamente e geograficamente, o sequenciamento parcial da
nucleoproteína (gene N) de 53 isolados do vírus da raiva (VR) originários do Estado de Mato
Grosso, Brasil. Os isolados de bovinos, que se encontravam no grupo do VR relacionado a
morcegos hematófagos, foram posteriormente subdivididos em sete subgrupos genéticos. Estes
subgrupos foram distribuídos em regiões de terras planas, com alguns subgrupos separados por
formações de pequenas montanhas e hidrografia. Estes resultados indicam que a raiva em bovinos
é derivada de diversas variantes regionalmente definidas, o que sugere que sua distribuição
geográfica está relacionada as populações de morcegos hematófagos.
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ABSTRACT

GENETIC CHARACTERIZATION AND GEOGRAPHIC DISTRIBUTION OF RABIES VIRUS
ISOLATES FROM CATTLE IN MATO GROSSO, BRAZIL. A total of 53 rabies virus (RV) isolates
originating from cattle in the state of Mato Grosso, Brazil, were genetically characterized. Partial
nucleoprotein gene sequences of these isolates were phylogenetically and geographically
analyzed. Cattle isolates, which clustered with the vampire bat related RV group, were further
subdivided into 7 subgroups. These subgroups were distributed widely in lowland regions, with
some subgroups separated from each other by small mountains and hydrographical features.
These results indicate that cattle rabies is derived from several regionally-defined variants, which
suggests that its geographical distribution is related to that of the vampire bat population.
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INTRODUÇÃO

A raiva é uma das mais sérias e disseminadas
zoonoses do mundo. Descrita pelo menos há quatro
milênios, é uma das doenças infecciosas mais antigas
que se tem conhecimento (RUPPRECHT et al., 2001). Cau-
sa uma encefalomielite aguda e fatal, resultante prin-
cipalmente da transmissão do vírus pela mordida de
um animal doente (ACHA; SZYFRES, 1986; KAPLAN;
KOPROWSKI, 1980). Estudos bioquímicos têm demons-
trado que, além do RNA, o vírus é composto estrutu-
ralmente por cinco proteínas: uma RNA polimerase
RNA-dependente (proteína L de 190 KDal), responsá-

vel pelas atividades enzimáticas necessárias para
transcrição e replicação do RNA viral, uma
glicoproteína de superfície (proteína G de 65 a 80
KDal), uma nucleoproteína (proteína N de 57 a 62
KDal), que é um dos maiores componentes do vírus e
a maior proteína interna do complexo helicoidal
(WUNNER, 2002). É fosforilada em um único sítio, exer-
cendo a função de proteger a RNP (TORDO, 1996) e é a
mais importante no processo de encapsidação (TORDO

et al., 1986).  Uma fosfoproteína (proteína P, NS ou M1
de 35 a 41 KDal), que é uma proteína multifuncional
e um componente chave do complexo RNA polimerase
associada ao virion, sendo uma proteína regulatória
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na replicação do genoma viral, e uma proteína matriz
(proteína M ou M2 de 22 a 25 KDal) (BOURHY et al., 1990;
SMITH, 1996; TORDO, 1996; WUNNER, 2002). Seu principal
genótipo é o VR clássico, de distribuição mundial e,
atualmente, o único genótipo isolado nas Américas. Os
reservatórios do VR variam de acordo com a região onde
o vírus ocorre, mas cães e morcegos hematófagos
(Desmodus rotundus) são os maiores transmissores do VR
no Brasil. Morcegos vampiros, amplamente distribuí-
dos na América Latina, transmitem o VR aos herbívoros
e são reconhecidos como importante fonte de infecção do
vírus da raiva em herbívoros (ARELLANO-SOTA, 1988).
Estudos epidemiológicos moleculares baseados na téc-
nica de RT-PCR (Transcriptase Reversa seguida de
Reação em Cadeia pela Polimerase), associados ao
sequenciamento de DNA, são usuais para classificação
de vírus de animais, incluindo o VR, e ajudam a estabe-
lecer um melhor entendimento das relações
epidemiológicas (HAAS, 1997). Entre os genes do VR, o
gene N, em particular, tem sido empregado com sucesso
em estudos de epidemiologia molecular devido a suas
sequências serem mais conservadas, e seus produtos
são então mais utilizados para fins de diagnóstico
(SACRAMENTO et al., 1991). Neste trabalho, para definir as
características epidemiológicas da raiva, foram realiza-
das análises filogenéticas e os achados foram compara-
dos com a distribuição geográfica de 53 amostras de VR
isolados de bovinos.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram selecionadas 53 amostras de tecido
encefálico provenientes de bovinos machos e fêmeas
de diversas idades e cruzamentos raciais, coletadas
no ano de 2007, para realização de tipificação gené-
tica molecular. Dentre as amostras analisadas, 37
pertenciam ao bioma Cerrado, 12 ao Pantanal e 4 à
Amazônia. Todas as amostras foram diagnosticadas
positivas para raiva pelo teste de imunofluorescência
direta (IFD) com o uso de conjugado antirrábico
policlonal marcado pelo isotiocionato de fluoresceína
(GOLDWASSER; KISSLING, 1958) e a prova biológica de
inoculação intracerebral em camundongos (IIC) (DEAN

et al., 1996).
Os ácidos nucleicos foram extraídos com o kit diag-

nóstico comercial QIAamp® Viral RNA (QIAGEN,
Hilden, Alemanha), seguindo o protocolo do fabrican-
te. A extração foi realizada no Laboratório de Zoonoses
Virais da Faculdade de Medicina Veterinária e
Zootecnia da Universidade de São Paulo, USP.

A técnica de RT-PCR e a purificação dos produtos
amplificados foram realizadas conforme o procedi-
mento publicado por KOBAYASHI et al. (2006), onde foi
realizada a amplificação da sequência de 203
nucleotídeos da nucleoproteína N, que corresponde as

posições 109-311 da amostra PV (Pasteur Virus). Os
produtos amplificados foram confirmados através de
eletroforese em gel agarose 1,5%, com coloração de
brometo de etídio. Os produtos amplificados e purifi-
cado do RT-PCR foram enviados ao Laboratório Cen-
tral de Diagnóstico, do College of Bioresource Sciences,
da Universidade de Nihon, Fujisawa, Kanagawa, Ja-
pão, para fins de sequenciamento, análises genética e
filogenética. Os estudos dos alinhamentos de
nucleotídeos entre as amostras foram realizados pelo
software Clustal X (THOMPSON et al., 1997), e a árvore
filogenética foi construída utilizando-se o método de
SAITOU; NEI (1987), com o algoritmo de Neighbor-Joining
e o vírus Mokola foi utilizado como grupo externo. A
significância estatística das filogenias construídas foi
estimada por meio da análise de bootstrap de 1.000
replicações. Os grupamentos com valores de bootstrap
maiores que 70% foram interpretados como evidência
de grupamento filogenético e a homologia entre as
sequências de nucleotídeos foi identificada usando-se
o software BIOEDIT (HALL, 1999). As origens geográfi-
cas do sequenciamento de isolados do VR de bovinos
foram plotadas em nível municipal dentro do Estado
de Mato Grosso, utilizando-se o software MapInfo
Profissional GIS (ver. 8.0 software MapInfo Japan K. K.,
Tokyo, Japan). Por meio desses resultados, foram
deduzidas as linhagens das variantes do vírus da
raiva encontradas no Estado de Mato Grosso.

RESULTADOS

Os resultados dessa análise indicaram que as 53
amostras pertenciam ao genótipo 1 do gênero Lyssavirus,
com identidade entre os 203 nucleotídeos de pelo
menos  83,7%. Todos os 53 isolados foram identifica-
dos como VR relacionado a morcegos hematófagos,
que possui várias linhagens filogenéticas. Os VR ana-
lisados foram agrupados em sete subgrupos caracteri-
zados pela alta identificação dos nucleotídeos (Fig. 1).
A localização geográfica dos isolamentos pertencentes
aos sete subgrupos é demonstrada na Figura 2. Os
municípios de Barra do Bugres, Cuiabá e Mirassol
D’oeste, onde se encontram 3 das 5 amostras do
subgrupo A, encontram-se em regiões de baixas altitu-
des (entre 129 e 262 m). Com relação ao relevo, Barra do
Bugres é formado pela Baixada do Rio Paraguai, sendo
cortado por algumas pequenas serras. Cuiabá encon-
tra-se no Planalto Guimarães e na depressão do rio
Paraguai, assim como Mirassol D’oeste. Já Matupá e
Itaúba, onde foram encontradas as duas outras amos-
tras do subgrupo A, localizam-se na região da Floresta
Amazônica, a altitudes entre 300 – 400 m, na região do
Planalto Residual do Norte de Mato Grosso, sendo
ainda Itaúba delimitada pelas Serras do Cachimbo e
dos Caiabés. Itiquira, único município representante
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do subgrupo B, localiza-se na região do Planalto
Taquari-Itiquira, a 520 m de altitude. Os municípios de
Primavera do Leste e Paranatinga, onde foram coletadas
duas das três amostras representantes do subgrupo C,
localizam-se em regiões mais elevadas (600-636 m),
sendo que Primavera encontra-se na região do Planalto
dos Guimarães e Paranatinga na depressão
Interplanáltica Paranatinga. A terceira amostra per-
tence ao Município de Cuiabá. Os municípios de Santo
Antonio de Leverger e Nossa Senhora do Livramento,
onde foram localizadas as linhagens pertencentes ao
subgrupo D, são próximos e localizam-se na Depres-
são do Rio Paraguai, a baixas altitudes, variando entre
140-171 m. O subgrupo E foi representado por duas
amostras localizadas no Município de Jangada, tam-
bém localizado na depressão do Rio Paraguai e com
altitude de 200 m. O subgrupo F, também um novo
grupo isolado, é representado por uma única amostra
encontrada no Município de Várzea Grande, também
situado na depressão do Rio Paraguai, com altitude de
185 m. O subgrupo G foi representado por 31 amostras,
em sua maioria no sul do Estado, e duas amostras
localizadas na região norte. A maioria das amostras
encontra-se no Município de Mirassol D’oeste (10

amostras) que, juntamente com os municípios vizi-
nhos Barra do Bugres (5 amostras), Porto Estrela (2
amostras), e Lambari D’oeste (1 amostras), está locali-
zado na região da Baixada do Rio Paraguai, com
altitude média de 130 m, sendo que Barra do Bugres e
Porto Estrela possuem algumas serras em seu relevo.
Outros dois municípios que possuem amostras do
subgrupo G são Diamantino (1 amostra) e Alto Paraguai
(1 amostra), com altitudes de 225 e 252 m, respectiva-
mente. Alto Paraguai está localizado no centro de uma
Província Serrana e pertence à Bacia do Prata. Já
Diamantino encontra-se na região do Planalto dos
Parecis. Com uma amostra, o Município de Alto
Araguaia localiza-se mais a sudeste do Estado, na
região do Planalto Taquari-Itiquira, com altitude de
662 m. Mais ao sul, na região do Pantanal Mato-
grossense, à altitude de 118 m, encontra-se o Município
de Cáceres com 7 amostras pertencentes também ao
subgrupo G. Ao Norte, encontram-se os municípios de
Alta Floresta (1 amostra) e Colíder (1 amostra) do
subgrupo G. Ambos os municípios localizam-se em
região de planalto, com altitudes de aproximadamente
300 m. Próxima à Colíder encontra-se a Serra do Ca-
chimbo.

Fig. 1 - Árvore filogenética baseada na sequência parcial
do gene N. O vírus Mokola foi usado como grupo externo.
As amostras de VR isoladas neste trabalho estão indicadas
em vermelho. As demais amostras são de artigos ante-
riores (KOBAYASHI et al., 2005; KOBAYASHI et al., 2006). Novos
grupos distinguidos a partir de 203 pb do gene N.
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As amostras BRbv1009, BRbv 1023 e BRbv 1013
não se encaixaram em nenhum dos subgrupos, sendo
novos grupos distinguidos a partir deste estudo.

DISCUSSÃO

As análises filogenéticas do gene N demonstra-
ram que as amostras isoladas de bovinos estavam
geneticamente relacionadas ao grupo do VR de mor-
cegos vampiros, de acordo com FAVORETTO et al. (2000),
que também estudaram amostras brasileiras usando
anticorpos monoclonais e concluíram que 100% das
amostras isoladas de bovinos pertenciam à variante
do D. rotundus.

O padrão de distribuição dessas linhagens difere
quanto à origem geográfica, o que sugere que as
características epidemiológicas das linhagens do VR
estejam associadas à ecologia das populações de
morcegos hematófagos. Apesar de formarem colônias
relativamente estáveis, os morcegos hematófagos cos-
tumam visitar regularmente abrigos vizinhos, o que
de certa forma promove uma comunicação indireta
entre a maioria das colônias de uma determinada área
(LORD, 1988). Em razão deste aspecto da ecologia do D.
rotundus, a disseminação da raiva nesta espécie é
mantida através do contato entre indivíduos
infectados de uma colônia e indivíduos suscetíveis de
outra (MCCOLL et al., 2000; LORD, 1988). A distribuição
das variantes encontradas neste estudo tendem a ser
separadas por regiões de montanhas, estando de
acordo com observações de KOBAYASHI et al. (2006) e
VELASCO-VILLA et al. (2006). De acordo com FERREIRA

(2001), o Estado de Mato Grosso possui poucas áreas
de elevadas altitudes, sendo predominantes as regi-
ões de planícies e depressões, o que facilita a dissemi-

nação do vírus pelas colônias de morcegos
hematófagos. Segundo ROMIJIN et al. (2003), estes mor-
cegos podem voar longas distâncias em busca de
comida em extensas regiões, disseminando o vírus em
um curto intervalo de tempo. As amostras dos grupos
A e G foram encontradas tanto na região sul como na
região norte do Estado, apesar de possuir diversos
rios entre as duas regiões e de bacias hidrográficas
diferentes, o que não impediu o deslocamento do
vírus. Esses achados, corroborados por ROMIJIN et al.
(2003) sugerem que o VR relacionado a morcegos
hematófagos tende a se espalhar por regiões de terras
baixas. O subgrupo B, representado somente por uma
amostra, encontra-se na região de planalto a sudeste
do Estado, de altitudes mais elevadas (520 m). Este
fato pode explicar o isolamento desta variante espe-
cífica nesta região. As três amostras do subgrupo C
encontram-se também em áreas de planalto mais
elevadas (em torno de 600 m), sendo que Cuiabá
também possui região de depressão com altitudes
mais baixas (165 m). As variantes pertencentes ao
subgrupo D estão localizadas na região da Planície
do Pantanal Mato-Grossense, região de baixas altitu-
des e que possui uma população de quirópteros pou-
co estudada. Talvez pelo regime de cheias e vazantes
específico dessa região, esta variante tenha se tornado
endêmica nesta região. As amostras do subgrupo E
foram encontradas somente no município de Janga-
da, a 72 km da capital. Trata-se de uma região de
baixas altitudes (200 m), porém circundada pela Serra
das Araras, o que pode favorecer o isolamento desta
linhagens somente nesta região. As linhagens repre-
sentante do subgrupo F está localizada em região de
baixas altitudes (185 m) e bem próxima aos subgrupos
C, D, E e G tornando bem possível a existência desta
variante nesses municípios vizinhos. As amostras
BRbv 1009, BRbv 1013 e BRbv 1023, que não foram
enquadradas em nenhum destes subgrupos por se
tratarem de novas linhagens assim como as dos
subgrupos D e E, que estão localizadas na região do
Pantanal, no Município de Rondonópolis e em Nova
Olímpia, a baixas altitudes (em torno de 200 m) sendo
que Rondonópolis fica próxima à Serra de São
Jerônimo, que assim como o Pantanal, serve de barrei-
ra para a disseminação destas linhagens.

O presente estudo indica que a raiva bovina é
derivada de diversas linhagens que não estão regio-
nalmente bem definidas dentro do Estado de Mato
Grosso. Por outro lado, as linhagens estudadas por
KOBAYASHI et al. (2006), em diversos Estados do Brasil,
estavam regionalmente bem definidas. Estes achados
implicam que a distribuição geográfica da raiva bovi-
na é dependente da população de morcegos
hematófagos, porque o maior transmissor da raiva
bovina são os morcegos hematófagos (ARELLANO-SOTA,
1988). A diversidade genética entre linhagens foi

Fig. 2 - Distribuição geográfica das amostras isoladas de
bovinos divididas em 7 subgrupos na análise filogenética.
Os símbolos correspondem à Figura 1.



23Caracterização genética e distribuição geográfica do vírus rábico isolado de bovinos no Estado de Mato Grosso, Brasil.

Arq. Inst. Biol., São Paulo, v.77, n.1, p.19-24, jan./mar., 2010

atribuída a aspectos relacionados a ecologia dos
morcegos e a variações topográficas do habitat.
Consequentemente, parece que o VR pode estar circu-
lando por populações de morcegos que habitam áreas
contínuas e, apesar da distribuição das variantes
mudarem lentamente, barreiras naturais como mon-
tanhas podem ter um papel importante na delimita-
ção de focos de raiva, resultando em variantes regio-
nalmente diferenciadas do VR. KOBAYASHI et al. (2006)
observaram que as variantes do VR relacionadas aos
morcegos hematófagos localizadas em regiões mon-
tanhosas estavam relacionadas com a altitude. Já em
outro estudo realizado por KOBAYASHI et al. (2008),
muitas linhagens foram observadas dispersas por
sobre potenciais barreiras, movendo-se das regiões de
altas para baixas altitudes. A distribuição das linha-
gens pelos biomas também foi observada neste
trabalho,assim como em KOBAYASHI et al. (2008). Gran-
de número de amostras analisadas neste estudo foi
encontrada ao longo de rios, e muitas amostras carac-
terizadas como sendo da mesma linhagem estavam
distribuídas ao longo do mesmo rio. Os morcegos
hematófagos movimentam-se seguindo a trajetória
dos rios, devido a abundância de abrigos e cavernas
nas suas margens, onde geralmente são observados
surtos de raiva em bovinos (LORD, 1988). Conse-
quentemente, a presença de rios e refúgios adequados
foi reconhecida como importante consideração no
delineamento da incidência e disseminação da raiva
dos bovinos transmitida por morcegos hematófagos.
Grande parte das amostras analisadas neste estudo
foi isolada de áreas adjacentes ligadas por rios, estan-
do de acordo com observações epizoóticas da raiva
bovina, sendo que muitas amostras caracterizadas
como mesma linhagem estavam distribuídas ao lon-
go do mesmo rio. Esses achados sugerem que a ten-
dência de distribuição de linhagens esteja relaciona-
da ao comportamento dos morcegos hematófagos,
estando a disseminação do VR relacionada a sua
migração.

A existência de numerosas espécies, distribuídas
amplamente no território brasileiro, torna a história
natural da raiva em morcegos uma questão ainda a
esclarecer, assim como a manutenção de linhagem do
VR em determinadas espécies de morcegos insetívoros
e determinando a transposição para outras espécies
animais (spill-over) (ROMJIN et al., 2003). Considerando
o grande número de espécies de morcegos existentes
no Brasil, é provável que existam linhagens do VR
ainda desconhecidas (KOBAYASHI et al., 2006).

CONCLUSÕES

Os resultados da análise filogenética indicaram
que, no Estado de Mato Grosso, a raiva bovina é

causada por diversas linhagens do VR que não
estão regionalmente bem definidas. Estes achados
implicam que a distribuição das variantes está
intimamente relacionada à movimentação dos
morcegos hematófagos. Foi também observada que
a distribuição do VR relacionado a morcegos
hematófagos está relacionada à altitude, e sua  trans-
missão parece ser mais prevalente em regiões de
baixas altitudes e são limitadas pela distribuição
de serras e montanhas. Estes achados sugerem que
as características epidemiológicas da raiva bovina
transmitida por morcegos hematófagos podem ser
influenciadas por fatores topográficos e geográfi-
cos das regiões onde os rebanhos são mantidos,
tanto quanto a aspectos relacionados a ecologia dos
morcegos. Estes achados, por meio do isolamento
geográfico de variantes do VR, contribuem para o
conhecimento das características epidemiológicas
do VR transmitido por morcegos hematófagos. Por-
tanto, propõe-se que esses fatores sejam considera-
dos na elaboração de programas e medidas de
prevenção e controle por parte dos órgãos oficiais
de defesa sanitária, na tentativa de atenuar a disse-
minação da raiva bovina transmitida por morcegos
hematófagos.
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