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RESUMO

LIMA, FABIANO DA SILVA. Raiva em morcegos insetivoros (Molossus molossus)
no Nordeste do Brasil. Patos, UFCG. 2005 43p. (Monografia — Curso de Medicina
Veterinaria, Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal).

A raiva € uma zoonose causada por um RNA virus pertencente a familia Rhabdoviridae
e ao género Lyssavirus. Na natureza a raiva silvestre mantém-se de forma similar a
urbana, em determinado ecossistema, algumas espécies de mamiferos encarregam-se de
perpetuar o virus. No Brasil, a raiva foi diagnosticada em mamiferos silvestres das
Ordens: Chiroptera, Carnivora, Marsupialia, Primata. O presente trabalho teve como
objetivo verificar a ocorréncia da raiva e isolar o virus rabico em morcegos insetivoros
da familia Molossidae, pertencentes a espécie Molossus molossus, a partir do cérebro
destes animais, provenientes da zona urbana do municipio de Patos, Estado da Paraiba,
Brasil. Foram diagnosticados sete casos positivos para raiva, dos quais seis foram
enviados vivos, e um se encontrava em adiantado estado de decomposi¢do. Os
espécimes enviados vivos foram encontrados durante o dia em locais visiveis € ndo
habituais, apresentando sinais de incoordenac@o e/ou paralisia. Algumas semanas apos o
estabelecimento do diagnostico realizou-se captura e sangria de outros morcegos
insetivoros, que foram submetidos ao diagnostico de raiva pelas provas de
imunofluorescéncia direta e inoculagdo em camundongos. A amostra analisada
apresentou prevaléncia de 5,4% de positividade, mostrando que a raiva nessa regido, ¢
uma doenga de importancia Economica e de Saide Publica.

Palavras-chave: raiva, morcego insetivoro, Chiroptera, diagnostico, isolamento.
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ABSTRACT

LIMA, FABIANO DA SILVA. Rabies in insectivorous bats (Molossus molossus) of
the semiarid of the Northeastern Brazil. Patos, UFCG. 2005 43p. (Monograph —
Veterinary Medicine, Preventive Veterinary Medicine and Animal Health).

The rabies is a zoonosis caused by a virus RNA belonging the Rhabdoviridae family and
to the Lyssavirus gender. In the nature the wild rabies stays from a similar way to the
urban, in certain ecosystem, some species of mammals take charge of perpetuating the
virus. In Brazil, the rabies was diagnosed in wild mammals of the Orders: Chiroptera,
Carnivorous, Marsupialia, Primate. The present work had as objective to verify of rabies
occurrence and to isolate the rabies virus in insectivorous bats of the Molossidae family,
belonging the Molossus molossus species, in brain materials, of these encourages,
coming of the urban zone of the municipal of Patos, State of Paraiba, Brazil. Seven
positive cases to rabies were diagnosed, of which six were livings envied, and one found
in early decomposition state. The specimens livings envied were found during the day in
visible places and no habitual, presenting incoordenation and paralysis. Some after
weeks the establishment of rabies diagnosis, bats was captured on the roof of other
insectivorous bats, that were submitted to the rabies diagnosis by the tests of direct
immunofluorescency and mice inoculation. The analyzed sample presented prevalence
of 5,4% of assertiveness, showing that the rabies in that area, is a disease of Economical
importance and of Public Health.

Keywords: Rabies, insectivorous bat, Chiroptera, diagnosis, isolation.
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1- INTRODUCAO

A raiva ¢ uma das doengas mais antigas e temidas, observada no Egito antes do
ano 2300 a.C. e na Antiga Grécia, descrita claramente por Aristoteles (FENNER et al.,
1992). Democritus foi provavelmente o primeiro a descrever a raiva em cdes por volta
de 500 d.C., mas foi Celsius quem descreveu a doenga em seres humanos, no primeiro
século da era cristd, enfatizando o perigo da mordida de animais doentes de raiva para o
homem e outros animais. Em 1884, antes mesmo que se comegasse a compreender a
natureza dos virus, Pasteur e seus colaboradores desenvolveram uma vacina contra a
raiva, iniciando assim, a era moderna de prevengdo das enfermidades virais através da
vacinacao (STEELE, 1975, WILKINSON, 1988). Desde entdo, em particular nos
ultimos vinte anos, consideraveis avancos tem sido feitos, no que diz respeito aos
conhecimentos da natureza do agente infeccioso, seu modo de transmissdo e
mecanismos patogénicos (CAMPBELL; CHARLTON, 1988).

A raiva silvestre se mantém na natureza de forma similar a raiva urbana. Dentro
de um determinado ecossistema, uma ou mais espécies de mamiferos se encarregam de
perpetuar o virus rabico As epidemias e endemias dependem, sobretudo da dinamica da
populagdo. Quando a densidade populacional € alta, a raiva adquire proporgdes
epidémicas e morrem um grande nimero de animais. O contrario ocorre quando a
densidade € baixa e a doenga pode apresentar-se de forma endémica, ou com o tempo
desaparecer. Na medida em que surge uma nova geragao de susceptiveis, ocorrem novos
focos epidémicos (INSTITUTO PASTEUR, 2001).

No Brasil, a raiva tem sido diagnosticada em mamiferos silvestres como os
animais da Ordem Chiroptera (morcegos), da Ordem Carnivora, as familias Canidae
(cachorro do mato ou raposa), Procyonidae (mdo pelada ou guaxinim, quati), Mustelidae
(furdo), e Felidae (felinos); da Ordem Marsupialia (gambas); da Ordem Primata,
compreendendo primatas ndo humanos das familias Callithricidae (sagiiis) e Cebidae
(bugio, macaco-prego, macaco-aranha) (INSTITUTO PASTEUR, 2001).

Atualmente, os morcegos sdo estudados como reservatorios €, ou transmissores
de agentes patogénicos para o homem, como o virus da raiva. Carini (1911) foi o
primeiro a levantar essa hipotese, quando diagnosticou um surto em bovinos em Santa
Catarina, sendo confirmado por Pawan (1936) com o isolamento a partir de morcegos

hematofagos, na Ilha de Trinidad.
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A raiva transmitida por morcegos insetivoros das espécies Dasypterus
Sfloridanus e Lasiurus seminolus, foi demonstrada nos Estados Unidos pela primeira vez
em 1954, por Venters. Desde entdo, mais de 30 espécies infectadas pelo virus da raiva ja
foram identificadas, entre as 39 espécies que vivem no norte do México, Estados Unidos
e Canada (CONSTATINE, 1970). Registrando-se, inclusive, 10 mortes humanas,
creditadas a exposigdo a morcegos (CONSTATINE, 1979).

Na Africa, King e Crick (1988) descreveram dois sorotipos, variantes do virus
classico, o Lagos Bat isolado de um morcego frugivoro, e o Duvenhage isolado do
cérebro de um homem morto semanas apos ter sido atacado por um morcego nido
identificado.

Na Europa, em 1954, foi relatado um caso de raiva transmitida por um morcego
em Hamburgo, Alemanha, porém nos 30 anos seguintes, foram registrados apenas casos
esporadicos. Porém na década de 80, os morcegos voltaram a chamar atengdo com a
ocorréncia de uma epidemia na Europa, onde uma crianga morreu em 1983, na antiga
Unido das Republicas Socialistas Soviéticas, 21 dias apos ter sido mordida no labio por
um morcego, € em 1985 um pesquisador finlandés morreu de raiva apos ser
repetidamente mordido por morcegos (GARDNER, 1989).

Por esse motivo, alguns paises europeus resolveram investigar a presenca do
virus rabico na populagio de quirépteros. A Dinamarca, em 1986 analisou 550
morcegos, dos quais 104 apresentaram-se positivos, sendo 102 insetivoros da espécie
Eptesicus serotinus. Na Holanda de uma amostra de 1250 morcegos analisados, 86
apresentaram-se positivos, sendo 83 Epfesicus serotinus e trés Myotis dasycneme. Na
Inglaterra, de 500 morcegos examinados no periodo de janeiro de 1985 a outubro de
1988, foram encontrados nove positivos (GARDNER, 1989).

Foram descritos na Europa, mais dois sorotipos segundo King e Turner (1993)
o European Bat Lyssavirus 1 (EBL 1) e o European Bat Lyssavirus 2 (EBL 2), isolados
de morcegos insetivoros das espécies Epfesicus serotinus e Myotis dasycneme,
respectivamente, ambos causando mortes humanas. Em 1996, na Inglaterra, um morcego
da espécie Myotis daubentonii, apresentou-se positivo para EBL2 (MELDRUM, 1996).

No Brasil, no estado do Rio Grande do Sul, Silva (1961) isolou o virus de um
morcego Phyllostomus hastatus hastatus, o mesmo ocorreu quando Bauer e Crusius
(1965) isolaram o virus de um morcego insetivoro Tadarida brasiliensis. Desde entéo,

24 espécies de morcegos ja foram diagnosticadas com raiva no Brasil, 14 da familia
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Phyllostomidae, 6 da familia Molossidae e 4 da familia Vespertilionidae (UIEDA,;
HARMANI; SILVA, 1992).

Uieda, Harmani e Silva (1995) descreveram quatro casos de raiva em morcegos
insetivoros no sudeste brasileiro, em municipios do estado de Sdo Paulo, no periodo de
1988 a 1991, dois eram da espécie Nyctinomops macrotis, um Nyctinomops
laticaudatus, sendo estes os primeiros registros de raiva nestas espécies, no Brasil, e um
Molossus molossus. No mesmo ano Martorelli et al. (1995) descrevem um caso positivo
no municipio de Ribeirdo Pires, num morcego insetivoro da espécie Myotis nigricans.
Em S#o Paulo, Bernardi et al. (1998) isolaram o virus a partir de um morcego da espécie
Hystiotus velatus, que foi encontrado em local e horario anormais.

Para melhor compreensdo da epidemiologia da raiva em morcegos insetivoros
de area urbana, o presente trabalho teve como objetivo verificar a ocorréncia da raiva e
isolar o virus rabico em morcegos insetivoros da espécie Molossus molossus, na zona

urbana no municipio de Patos-PB.
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2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- Agente Etiolégico

O agente da raiva pertence a ordem Mononegavirales ¢ a familia
Rhabdoviridae, a qual compreende mais de 100 virus (Fenner et al., 1992) de
vertebrados, invertebrados e vegetais, cujos membros possuem em todos os casos uma
morfologia caracteristica em forma de bala de revolver (figura 1), pertencente ao género
Lyssavirus, apresentando didmetro e comprimento aproximados de 75 nm e 180 nm,
respectivamente, (KAPLAN; TURNER; WARRELL, 1986; TORDO; POCH, 1988),
variando de acordo com a cepa considerada, é também composto por um envoltério
formado por uma dupla membrana fosfolipidica na qual sdo implantadas espiculas de
aproximadamente 9 nm, de composigio glicoprotéica, responsaveis pela formagao dos
anticorpos neutralizantes. Esta membrana envolve o nucleocapsideo (grupo especifico)
de conformagdo helicoidal, composto de um filamento Gnico de RNA (acido
ribonucléico) negativo e nao segmentado (TORDO; POCH, 1988; FENNER et al.,
1992). Estudos bioquimicos demonstraram que o virus rabico € composto
estruturalmente por cinco proteinas além do RNA: uma polimerase RNA-dependente
(proteina L), uma glicoproteina de superficie (proteina G), uma nucleoproteina (proteina
N), uma fosfoproteina (proteina NS) e uma proteina matriz (proteina M) (figura 2)
(BOURHY; SUREAU; TORDO, 1990; SMITH, 1996; TORDO, 1996).

Figura 1 — Microscopia eletrénica do virus rabico

Fonte: Internet
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L and P proteins
(RNA polymerase)

G (glycoprotein)

Lipid bilayer

M (matrix protein)

N\
(-) strand RNA genome

N (nucleocapsid protein)

Figura 2 — Modelo estrutural do virus rabico

Fonte: Internet

O virus da raiva ¢ labil, ndo persistindo as condigdes ambientais. A luz do sol,
temperaturas elevadas, ressecamento, calor, desinfetantes comuns sdo agentes que, sem
excegdo, destroem a infectividade do virus da raiva. Este virus é pouco mais resistente
aos desinfetantes fendlicos, do que aos outros desinfetantes quimicos como detergentes e
sabdes, éter, acetona, dlcool, componentes iodados, formol, acido com pH 3 e bases com
pH 11. Resiste aproximadamente 35 segundos quando em temperatura de 60° C, 4 horas
a 40° C e varios dias a 4°C (SMITH, 1984; WEBSTER, 1985).

O uso de anticorpos monoclonais, os progressos da engenharia genética, da
biologia molecular e estudos de receptores celulares ja modificaram os velhos conceitos
relacionados aos “virus de rua” (CHARLTON, 1988), permitindo tipificar as amostras
de virus. Nos ultimos tempos, foram descritas muitas variantes antigénicas do virus da
raiva (SUREAU; ROLLIN; WIKTOR, 1983; SMITH; BAER, 1988), levando os
pesquisadores a continuarem buscando respostas de inumeros pontos que ainda
permanecem obscuros.

A partir do emprego de anticorpos monoclonais (WIKTOR; KOPROWSKI,
1978) foram reconhecidos distintos sorotipos de virus rabico, e atualmente se
reconhecem sete gendtipos, baseados em suas caracteristicas gendmicas. Sdo eles:
Genétipo I (GT1), compreende a amostra classica de virus da raiva, dentre as quais as

cepas de “virus de rua”, isoladas de animais domésticos e silvestres, como as amostras



vacinais; Genotipo II (GT2) “Lagos Bat virus”, procedente de morcegos frugivoros
Eidolon helvum de Lagos na Africa; Genotipo ITI (GT3), “Mokola virus”, isolada do
mussaranho (Crocidura sp.), na provincia de Ibadan, Nigéria, e posteriormente do
homem, cdes, gatos e roedores, também restrito & Africa; Genotipo IV (GT4),
“Duvenhage virus”, isolados do homem e morcegos insetivoros Nycterus thebaica,
também encontrado no continente africano, Genotipo V (GTS), “European Bat
Lyssavirus 17 ou EBL], isolado da espécie Eptesicus serotinus, Gendtipo V1 (GT6),
“European Bat Lyssavirus 2” ou EBL?2, isolado das espécies Myotis dasycneme e Myotis
daubenton; e o Genotipo VII {(GT7), “Australian Bat Lyssavirus” ou ABL, (ALVAREZ;
RUIZ, 1998; BOURHY; KISSI; TORDO, 1993; BOURHY, et al., 1995, GOULD et al.,
1998). Arai et al. (2003) propuseram a inclusdo de um novo gendtipo, denominado
“Aravan virus”, que foi isolado de um morcego insetivoro Myofis blythi, no Quirguistio,
Astia Central, este novo genotipo apresenta caracteristicas filogenéticas mais proximas as
dos gendtipos EBL. 1 e EBL 2.

2.2- Aspectos Epidemiolégicos

A raiva ¢ uma enfermidade que acomete animais de sangue quente de todas as
idades, inclusive o homem. As diferentes espécies apresentam graus variaveis de
suscetibilidade, devendo-se destacar entre os mamiferos silvestres, a ocorréncia em
animais da ordem Chiroptera, j4 que os morcegos desempenham o papel de principais
vetores nas Américas (ACHA; SZYFRES, 1986). No ciclo da raiva silvestre tanto
morcegos hematdfagos como frugivoros e insetivoros podem atuar como vetores
(BRAUND, BREWER; MAYHEW, 1987, JUBB; KENNEDY, PALMER, 1993},
embora constituam modos diferenciados de contaminagio (MINISTERIO DA SAUDE,
1996). Dados da Fundagdo Nacional de Saude demonstram que o morcego € o segundo
transmissor de raiva humana no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 1996), embora os
dados néo especifiquem quais os tipos de morcegos transmissores.

Na maioria dos paises da Asia, América Latina e Africa, a raiva endémica é um
grave problema, evidenciavel por uma importante mortalidade de pessoas € animais
domésticos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1993, ACHA; SZYFRES, 1986).
Sem duvida, o carater de zoonose € 0 que mais preocupa nessa doenga, pois se estimam

40.000-100.000 mortes de humanos pela raiva todos os anos no mundo. Por outro lado,
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estima-se uma mortalidade anual de 50.000 cabegas de bovinos s6 na América Latina, o
que associado as perdas indiretas, somaria algo em torno de 44 milhdes de délares por
ano (FERNANDES, 2003).

Na Europa, Canad4, Estados Unidos e paises da América Latina, o potencial
risco de transmisséo da raiva por cées e gatos tem sido minimizado pelas campanhas de
vacinagdo anuais. Nesses paises, 0s reservatorios tradicionais anteriormente
mencionados tém sido substituidos por animais silvestres. A natureza ciclica da raiva é
um importante fator na Epidemiologia desta doenga. Em muitas 4reas, a grande
incidéncia da raiva deve-se a sua propria manutengdo em reservatorios silvestres
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1992).

2.3- Transmissiao

A raiva pode ser transmitida direta ou indiretamente. A forma de transmissio
mais comum ¢ a direta, onde o animal raivoso através da mordedura (figura 3),
arranhadura e/ou lambedura de pele, deposita saliva contendo virus rabico em animais
saudaveis ou em seres humanos. Indiretamente, a transmissdo pode ocorrer através da
contaminag¢do de feridas recentes com saliva ou material infectado, também pode ocorrer
a contaminagdo das mucosas ocular, nasal e oral. Outras formas de transmissdo sdo
raras, como inalagdo de virus devido a formagdo de aerossol, ocorrida em pessoas que
entram em cavernas densamente povoadas por morcegos infectados ou em laboratoérios,
por acidente (BRAUND; BREWER; MAYHEW, 1987; JUBB; KENNEDY; PALMER,
1993).

-
~h

'igura 3: Morcego hemat6fago mordendo um suino
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2.4- Patogenia

A infecgdo ocorre com a inoculagdo do virus em uma lesdo, geralmente através
da mordida de um animal raivoso ou por contaminagio de feridas recentes com saliva ou
material infectado. O virus se replica nos midcitos proximos ao local da inoculagdo,
invade as terminagdes neuromusculares e neurotendinosas e dissemina-se para 0s
ginglios paravertebrais. Essa disseminagdo pode ser rapida ou demorar meses,
dependendo da quantidade de virus transmitida, do local da inoculag@o e da natureza da
ferida. O virus migra via movimento centripeto passivo através do axoplasma dos nervos
periféricos até o SNC, e entdo migra de forma centrifuga para os nervos periféricos
novamente (FERNANDES, 2003), podendo participar nervos sensoriais, motores e
auténomos (BAER, 1975, CHARLTON, 1988; FENNER et al., 1992). Dessa forma, em
casos fatais o virus pode ser encontrado no SNC, SNP, nos demais tecidos e, inclusive
no leite. Ele também tem afinidade pelas glandulas salivares, replicando nos acinos e
sendo eliminado junto com a saliva através dos ductos) Nos morcegos, 0 virus tem maior
afinidade pela glandula salivar do que pelo tecido nervoso (FERNANDES; 2003).
Outras excegdes a via nervosa envolvem animais jovens e de espécies altamente
susceptiveis, como por exemplo, o hamster (Mesocricetus auratus) (CHARLTON,
1988).{A presenga do virus rabico em tecidos ndo nervosos tem sido estudada com o uso
da técnica de imunofluorescéncia direta, a0 mesmo tempo que a infectividade tem sido
determinada através da inoculagdo de suspensdes destes tecidos em animais de
laboratério (SCHNEIDER, 1975).

2.5- Sinais Clinicos

Os animais acometidos de raiva, sem distingdo quanto a espécie, exibem sinais
tipicos de disturbios do SNC, com variagGes entre as espécies, dentre eles, 0s sinais mais
confiaveis sdo alteragdes comportamentais e paralisia inexplicada. As alteragdes
comportamentais podem compreender anorexia, sinais de apreensdo ou nervosismo,
irritabilidade e hiperexcitabilidade, incluindo priapismo, também podem ocorrer
alteragdes na fonagio e no temperamento, desenvolvendo agressividade nédo

caracteristica, além de alteragdes na marcha, como ataxia (CLARK, 2001).
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Classicamente, o curso clinico da raiva apresenta trés fases, no entanto, essa
divisdo tem valor pratico limitado, devido a variabilidade de sinais e exacerbagdo ou
omissdo de algumas fases. A fase, denominada prodromica, geralmente é a mais curta,
com duragdo de 1 a 3 dias, onde os animais exibem sinais vagos no SNC, podendo haver
mudangas de conduta; na fase excitatéria ha sinais exacerbados de hiperexcitabilidade e
agressividade; e a fase paralitica, que geralmente segue a anterior e cursa com paralisia
progressiva (FERNANDES, 2003).

De acordo com a variabilidade dos sinais clinicos, a raiva pode cursar com a
forma furiosa ou paralitica. A forma furiosa também conhecida como “sindrome do
cachorro louco”, € a forma mais comum entre os carnivoros, embora possa ocorrer em
todas as espécies. Ha exacerbagdo da agressividade, hiperexcitabilidade, o animal
apresenta comportamento destrutivo contra animais, seres humanos e objetos
inanimados. E caracterizada também por inquietagdo, andar sem rumo, polipnéia,
sialorréia, alteragdes na fonagdo e convulsdes (CLARK, 2001).

A forma paralitica, que freqiientemente acomete os herbivoros, é caracterizada
por paralisia mandibular e da lingua, em geral, com salivagio abundante e incapacidade
de deglutir, e/ou paralisia ou paresia espinhal ascendente, que se manifesta com paresia
do trem posterior e flacidez da cauda, a paralisia progride de forma rapida, para todas as
partes do corpo, e seguem-se coma e morte em poucas horas. Os animais doentes se
isolam e podem apresentar midriase, sonoléncia, depressio, pélo erigado,
lacrimejamento, incoorden¢do muscular, contragdes tonico-clonicas de musculos do
tronco e extremidades, parada ruminal, dectbito lateral e morte (BRAUND; BREWER;
MAYHEW, 1987).

Em geral, deve-se suspeitar de raiva em animais silvestres que agem de modo
anormal, por exemplo, morcegos vistos voando no periodo diurno, descansando no solo,
atacando pessoas e animais, apresentando incoordenagdo dos movimentos, contragdes
musculares e/ou paralisia (MINISTERIO DA SAUDE, 1996).

2.6- Patologia
As alteragdes patologicas de importancia na raiva se restringem a microscopia,

embora achados como ferimentos, mutilagio e corpos estranhos no estomago, sejam
indicativos da doenga (FERNANDES, 2003).
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Achados histopatologicos incluem encefalomielite nfio supurativa, multifocal,
moderada com ganglioneurite e meningite cranio-espinhal. Em bovinos e eqiiinos as
lesdes sdo mais proeminentes no tronco encefélico e médula, ja nos caninos as lesdes sio
observadas, principalmente no tronco encefalico e hipocampo, podendo disseminar-se
para a médula. Observa-se infiltrado mononuclear, manguitos perivasculares de
linfocitos e raras células polimorfonucleares (figura 7), focos linfociticos e proliferagdo
glial difusa, que inicialmente é microglial e, posteriormente, astrocitaria. Uma das lesdes
mais caracteristicas da raiva ¢ a presenga dos corpusculos de Negri (figura 4), que sio
corpisculos de inclus@o viral, intracitoplasmaticos, redondos a ovais, com 0,25-0,27um,
eosinofilicos, individuais ou multiplos, que ocorrem em todas as espécies. Podem ser
encontrados em diferentes areas no SNC, embora seja convencionado que eles sdo mais
freqiientes nos neurénios do hipocampo dos caninos e nas células de Purkinje do
cerebelo dos bovinos. Essas inclusées também podem ocorrer em neurdnios de ganglios
nervosos, glandulas salivares, lingua e outros 6rgios. A freqiiéncia de aparecimento de
corpusculos de Negri parece ser inversamente proporcional ao grau de inflamagdo. Sua
presenga e concentragdo dependem amplamente do estagio e curso da doenca e da cepa e
concentragdo do virus (BRAUND; BREWER; MAYHEW, 1987; JUBB; KENNEDY;
PALMER, 1993).

Figura 4 — Reacfio inflamatéria perivascular em fragmento de

medula espinhal de um bovino.

Fonte: Internet
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Figura 5 — Corpusculos de Negri em células piramidais do

hipocampo de um bovino.

Fonte: Internet

2.7- Diagnostico

O suporte laboratorial ¢ imprescindivel para o diagnostico da doenga, ja que os
sinais clinicos sdo diversos. Antes do desenvolvimento das técnicas contemporaneas de
diagnéstico microbiologico, a doenga era reconhecida apenas pela observacdo dos
corpusculos de Negri, contudo, sabe-se que os corpusculos sio identificados em apenas
50% dos casos verdadeiramente positivos. Cerca de 15-30% dos casos de raiva se devem
a infecgdes com cepas virais que ndo produzem corpisculos (BRAUND; BREWER;
MAYHEW, 1987; JUBB; KENNEDY; PALMER, 1993). Coloragdes de Mann, Giemsa
ou Sellers auxiliam a diferenciar os corpusculos verdadeiros de pseudo-corpusculos de
Negri, que sdo inclusdes inespecificas no nicleo geniculato lateral e no hipocampo de
algumas espécies, ja que os verdadeiros corpusculos de Negri se coram de magenta com
pequenos pontos azul-escuros no seu interior (JUBB; KENNEDY; PALMER, 1993).

Para o diagndstico de raiva, o SNC ¢ o melhor material e 0 mais usualmente
utilizado. Devendo ser enviado ao laboratorio o mais rapidamente possivel, um
hemisfério sob refrigeragdo, em recipiente hermeticamente fechado ou se a previsdo de
trAnsito da amostra é superior a 48 horas, deve-se envia-lo em glicerina a 50%, e outro

hemisfério em formol a 10% para a histopatologia. O exame de glandulas salivares dos
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possibilidade do animal suspeito, ser positivo para raiva (KOTAIT, GONCALVES,
1982; FERNANDES, 2003).

As técnicas de laboratorio recomendadas pela Organizagdo Mundial de Saude
sdo: a histopatologia, a imunofluorescéncia direta e a prova bioldgica. A prova
histopatologica consiste na utilizagio de determinados corantes para detectar os
corpusculos de Negri em células nervosas. Os corpusculos de Negri sdo inclusdes
acidofilas, intracitoplasmaticas, que se apresentam sob diferentes formas e tamanhos. O
que caracteriza o corpusculo de Negri € a presenga de granulos internos basoéfilos, sendo
que estes permitem um diagnostico diferencial seguro da raiva e outras enfermidades. O
método de colorag@o de Sellers une a sensibilidade a facil identificagdo dos corpusculos
de Negri, chegando a sensibilidade de 90%, quando o técnico € experiente (KOTAIT,
GONCALVES, 1982).

A imunofluorescéncia direta, desde que bem executada, € superior as demais
técnicas, tanto na rapidez, como na precisdo. O procedimento consiste em marcar O
anticorpo anti-rabico com isotiocianato de fluoresceina, deixar que este anticorpo reaja
com o antigeno especifico, cuja presenga se quer determinar, e observar o resultado da
reagdo em microscopio de imunofluorescéncia. Diz-se que uma substancia ¢ fluorescente
se, depois de absorver energia luminosa de um determinado comprimento de onda,
emitir luz de um comprimento de onda maior. Os antigenos que reagem com O0S
anticorpos marcados aparecem, a luz ultravioleta, como particulas brilhantes de cor
verde sobre um fundo escuro (LARCHI, 1975; KOTAIT, GONCALVES, 1982).

O método de imunofluorescéncia indireta € 1util para detectar anticorpos em
amostra de soro, visando a eliminagdo de vacinagdo em individuos ja vacinados, com
altos titulos de anticorpos, evitando assim acidentes vacinais, para a execugdo desta
técnica, faz-se necessario 4 conjugacio de antiglobulina especifica com o isotiocianato
de fluoresceina (LARCHI, 1975; KAPLAN; KOPROWISKI, 1976; KOTAIT,
GONCALVES, 1982).

Para realizagdo da prova biolégica, utilizam-se camundongos lactentes, que sdo
0s animais mais susceptiveis a prova de inoculagdo intracerebral. Embora o periodo de
incubagdo do virus rabico, nesta espécie, seja de 7 a 18 dias, a técnica de anticorpos
fluorescentes pode detectar o antigeno rabico cinco dias apos a inoculagdo, antes do

aparecimento dos sinais clinicos. (KOTAIT; GONCALVES, 1982).
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A soroneutralizagio ¢ bastante importante também, visto que é a Gnica técnica
que indica diferengas entre as proteinas de membranas dos diferentes sorotipos do virus
rabico (LARCHI, 1975; KOTAIT, GONCALVES, 1982).

Técnicas de amplificago viral podem ser utilizadas quando a amostra apresenta
uma carga viral muito pequena, especialmente, quando ha necessidade de diagnostico in
vivo em amostras de saliva ou em biopsias de pele, o que é mais freqiiente em humanos.
Para tal, utiliza-se cultura do virus em células de neuroblastoma de camundongos
(MNA) ou em rim de hamster neonato (BHK). Faz-se o isolamento do virus apos a sua
replicagdo e amplificagdio. Qutra técnica de amplificagdo € a reagdo de polimerase em
cadeia (PCR) (FERNANDES, 2003).

Outras provas que também podem ser utilizadas, no laboratério, para
diagnostico, sdo: fixagdo de complemento, imunodifusio, imunoperoxidase,
hemoaglutinagdo, ELISA e radioimunoensaio. As técnicas dos anticorpos fluorescentes e
de imunoperoxidase tém sido aplicadas a biopsias da pele, especialmente as vibrissas
sensitivas, na tentativa de desenvolvimento de procedimento apropriado para o
diagnostico antemorte da raiva (GREENE, 1984). Foram obtidos resultados positivos em
diversas espécies animais; entretanto, os resultados negativos ndo sdo confiaveis para o
descarte da possibilidade de raiva, no diagnostico. Em geral, atualmente considera-se
que o exame imunologico das bidpsias cutdneas ndo € confiavel para o diagnostico
antemorte da raiva.(FENNER et al. 1992).

2.7.1- Teste de Imunofluorescéncia Direta (IFD)

O principio do método é a detecgdo dos antigenos rabicos presentes em
amostras colhidas do SNC, principalmente do encéfalo, através da utilizagdo de
anticorpos anti-rabicos marcados com uma substancia fluorescente, o isotiocianato de

fluoresceina (figura 3) (DEAN; ABELSETH; ATANASIU, 1996).
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Figura 6 - Reagdo antigeno-anticorpo previamenic marcados com

isotiocianato de fluoresceina
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Sdo utilizadas amostras de encéfalo resfriado dos animais a serem analisados.
Estes sdo seccionados transversalmente, e com auxilio de uma espatula de madeira
(figura 7), sdo feitas leves impressdes (imprints) em ldminas para microscopia,
previamente identificadas. Como controle positivo sdo preparadas laminas com
“imprints” de cérebros de camundongos recém-nascidos inoculados com virus da raiva.
As laminas sdo secas ao ar e depois colocadas em cuba de coloragdo, com acetona fria e
depois colocadas em congelador a temperatura variando de -15 a -20°C, durante 30
minutos e novamente sdo deixadas ao ar para secar, em seguida, com o uso de esmalte
de unha, delimita-se uma pequena area circular da lamina para a colocagéo do conjugado

(DEAN; ABELSETH; ATANASIU, 1996).

Figura 7 — Morcego insetivoro da espécie Molossus molossus, apos colheita do cérebro.

Fonte: GOMES, A. A. B.

Colocam-se duas a trés gotas de conjugado na drea delimitada da amostra, em
seguida esta é incubada em estufa a 37°C por 30 minutos. Posteriormente, retira-se o
excesso de conjugado com solugdo fisiologica de NaCl a 0,9% em seguida a lamina ¢
imersa em agua destilada por 2 minutos para eliminar qualquer conjugado ndo fixado.
Novamente o material é deixado ao ar para secar, e entdo se proceder a montagem das
laminas. Coloca-se uma gota de glicerina com pH 8 para fixar a laminula e,
posteriormente é realizada a observagdo em microscopio de fluorescéncia, que € um

microscopio equipado com um condensador escuro e uma luz ultravioleta. A
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visualizagdo deve ser feita numa sala escura, pois apenas uma pequena parte da energia ¢
convertida em fluorescéncia (DEAN; ABELSETH; ATANASIU, 1996).

A resposta positiva ¢ dada pelo aparecimento de inclusdes intracitoplasmaticas
verdes ou verde-amareladas nitidamente brilhantes e de tamanho e forma variaveis.
Existem também inclusdes filamentosas, que correspondem aos axodnios e dendritos
repletas de inclusdes (DEAN; ABELSETH; ATANASIU, 1996; FERNANDES, 2003).

As laminas, bem como uma amostra do encéfalo do animal, devem ser
armazenadas a uma temperatura de 4°C até a confirmagao do resultado através da prova

biologica.
2.7.2- Prova de Inoculaciio Intracerebral em Camundongos (IICC)

Essa prova ¢ realizada concomitantemente a IFD e € considerada definitiva no
diagnostico de raiva. Sdo utilizados camundongos albinos (Mus musculus), no minimo 5
animais por amostra, pois sao considerados mais susceptiveis ao virus da raiva.

Sdo coletados fragmentos cerebrais de diferentes porgdes do encéfalo,
aproximadamente 1g, estes sdo macerados em um cadinho com auxilio de um pilao de
porcelana. Para a suspensdo utiliza-se 4ml de diluente, que € composto por agua
destilada, soro estéril de coelho e antibioticos para minimizar as chances de infecgdes
secundarias. Posteriormente esse material é levado a centrifuga por um periodo de 10 a
15 minutos a 2000rpm. Apenas o sobrenadante € utilizado para a inoculagdo
intracerebral, numa dose de aproximadamente 0,03ml, utilizando-se seringa de insulina.
(KOPROWISKI, 1996).

No momento da inoculagdo, os camundongos sdo imobilizados pela cauda e
pela cabega. A agulha deve ser introduzida perpendicular a cabega sem muita forga, pois
o crinio ¢ facilmente atravessado. Apos a inoculagdo o animal ¢ liberado em caixas
previamente identificadas de acordo com o nimero da amostra. A data de inoculagdo e
as possiveis alteragdes que venham a ocorrer durante o periodo de observacgdo, de 21
dias, sdo anotadas em uma ficha. Os animais devem ser observados diariamente e caso
algum animal venha a 6bito, o encéfalo é coletado para confirmagéo do diagnostico
através da IFD (KOPROWISKI, 1996).
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2.8- Controle e Profilaxia

A profilaxia deve ser realizada através de programas de erradicagdo e controle
da raiva urbana, controle da raiva silvestre, medidas de transporte internacional de
animais e procedimentos de vacinagdo prévia e de poOs-exposi¢do em seres humanos
(ACHA; SZYFRES, 1986).

O controle da raiva urbana baseia-se na vacinagdo de caes e gatos que possuem
dono e eliminagdo de animais de rua. Atualmente varias vacinas sdo comercializadas.
Elas podem ser produzidas através da inativagdo do virus ou a partir de virus vivo
modificado, sendo que as vacinas inativadas apresentam maiores garantias de
inocuidade, embora ndo existam casos registrados de raiva, a partir do uso de vacinas
atenuadas. Sdo recomendadas campanhas anuais de vacinag¢do, onde cdes e gatos
maiores de trés meses de idade devem ser vacinados (FERNANDES, 2003).

{Na raiva silvestre deve-se levar em considera¢do 0s morcegos € 0s carnivoros
terrestres. No caso dos morcegos, os procedimentos consistem na vacinagio dos animais
que vivem em dareas expostas e a redugdo dos morcegos hematofagos, através do uso de
pastas vampiricidas que s3o compostas por anticoagulantes. Para evitar casos de raiva
por morcegos ndo hematofagos, deve-se advertir & populagdo para que ndo recolham
morcegos caidos ou capturem os que voam durante o dia (ACHA & SZYFRES, 1986),
Nesses casos ¢ de suma importdncia que os morcegos ndo tenham acesso a frestas de
telhado, cumeeiras, beirais, pordes e ductos de ventilagdo, que devem estar vedados para
impedir a instalagdo de uma nova colonia. Em relagdo ao controle da raiva transmitida
por carnivoros terrestres, baseia-se no controle da populagdo “vetora”, se necessario
deve haver uma redu¢do da populagdo responsavel pela manutengdo do ciclo de
transmissdo (MINISTERIO DA SAUDE, 1996).

O transporte internacional de animais proibe a introdug@o de animais de areas
infectadas em paises livres da doenga, se estes ndo possuirem certificado comprovando
" estar em dia com as vacinas obrigatérias (FERNANDES, 2003).

Quanto a prevengio da raiva humana, a vacinagdo deve limitar-se a grupos de
alto risco, como pessoal de laboratorio e veterinarios. A profilaxia pos-exposi¢do
consiste no tratamento local da ferida, que deve ser lavada em agua corrente, com sabdo
ou detergente e desinfetada com alcool ou iodo; e imunizagdo passiva e ativa do

individuo. Existem varios protocolos de imunizagdo pos-exposi¢do, um dos mais
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indicados ¢ a aplicacdo de uma dose de soro hiperimune e cinco doses de vacina

distribuidas num periodo de 28 dias (FERNANDES, 2003).



3- MATERIAL E METODOS

3.1- Animais

3.1.1- Morcegos

Foram enviados para diagnostico de raiva e capturados, no periodo de outubro
de 2002 a margo de 2003, 111 morcegos insetivoros da espécie Molossus molossus
(figura 4), identificados de acordo com a chave de classificagio de Vizotto e Tadei
(1973), dos quais 11 foram recebidos pelo Laboratorio de Virologia do Departamento de
Medicina Veterinaria do Centro de Saude e Tecnologia Rural da Universidade Federal
de Campina Grande — Campus de Patos-PB — DMV/CSTR/UFCG, dentre eles um estava
morto e em avangado processo de autolise. Os outros 100 foram procedentes de captura
realizada em uma coldnia localizada na zona urbana do municipio de Patos-PB (figura
8), para tal procedimento foi utilizada uma rede de malha apropriada (mist nets), que foi
armada na entrada da colonia. A rede foi instalada ao entardecer e foram capturados 100
animais. Os 100 morcegos que foram capturados foram anestesiados com éter e

submetidos a eutandsia para retirada do encéfalo.

3.1.2- Camundongos

Foram utilizados 186 camundongos suigos albinos, originarios da linhagem
CH3 Rockfeller, com aproximadamente 21 dias de idade e peso variando entre 11 el5
gramas, procedentes do biotério do DMV/CSTR/UFCG. Esses animais foram utilizados

para o diagnostico e isolamento do virus réabico.

3.2- Conjugado

Para o propésito do diagnostico de raiva por meio da IFD, foi utilizado um
conjugado produzido no Laboratorio VPS da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo - USP, cujos anticorpos foram obtidos a partir

da hiperimuniza¢do de hamster (Mesocricetus auratus) com estirpe classica do virus
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rabico, amostra PV, e marcados com isotiocianato de fluoresceina, para produzir a

fluorescéncia.

Figura 8 — Morcego insetivoro da espécie Molossus molossus

Fonte: Internet
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Figura 9 — Mapa da Paraiba, destacando o municipio de Patos.
Fonte: GOMES, A. A. B.



3.3- Diluente

O veiculo utilizado na diluigdo das amostras trabalhadas consistiu de uma
solugdo de agua destilada esterilizada contendo 2% (v/v) de soro de coelho esterilizado
por filtragdo, com pH 7,2, acrescido de penicilina (500 UI/mL) e estreptomicina (1560
Ul/mL) (KOPROWSKI, 1996).

3.4- Técnicas

3.4.1- Teste de Imunofluorescéncia Direta

Para efeito de diagndstico de raiva nos animais analisados, foi realizada a
pesquisa do antigeno rabico, através da IFD, utilizando “imprints” individual, em lamina
para microscopia, dos cérebros dos morcegos, posteriormente fixados em acetona,

segundo a técnica descrita por Dean, Abelseth e Atanasiu (1996).

3.4.2- Prova de inoculag¢io intracerebral em camundongos (IICC)

Dos 11 morcegos enviados ao laboratorio para o diagnostico de raiva, foi
realizada a colheita do cérebro, posteriormente, cada cérebro foi macerado
separadamente, diluido a 20%, centrifugado a 2000rpm por 10 minutos e inoculado
0,03ml por via intracerebral em seis camundongos; dos 100 morcegos capturados foi
feito um “pool” de cinco cérebros, os quais foram macerados, diluidos a 20%,
centrifugados a 2000rpm por 10 minutos e inoculado 0,03ml por via intracerebral em
seis camundongos, de acordo com a técnica de Koprowski, (1996). Posteriormente, 0$
camundongos inoculados foram submetidos a um periodo de observagéo diaria, durante

21 dias, em busca de sinais que confirmassem o diagnostico positivo para raiva.
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04- RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 111 morcegos enviados ao laboratério ou capturados, submetidos ao
diagndstico de raiva, pelas provas de imunofluorescéncia direta e inoculagédo
intracerebral em camundongos, seis deles apresentaram-se positivos, para ambas as
provas. Um apresentou-se positivo apenas na imunofluorescéncia direta e os 104
restantes apresentaram-se negativos para ambas as provas,

Dos 11 morcegos enviados ao laboratorio, oito foram encontrados no intzrior de
residéncias da area urbana do municipio de Patos-PB, dentre estes, quatro mostraram-se
positivos em ambas as provas e 1 mostrou-se positivo apenas na IFD, os outros trés
foram capturados no dmbito da UFCG/CSTR/PB e 2 mostraram-se positivos em ambas
as provas. Dentre eles, um foi capturado por um gato. Nessas circunstincias, a
possibilidade de ocorrer um acidente envolvendo pessoas, principalmente criangas e
animais domésticos € preocupante (NOWAK, 1975, TADDEI, 1983), ja4 que existem
varios registros de acidentes envolvendo animais desta espécie, alguns deles culminando
em morte de seres humanos (CONSTANTINE, 1988, CONSTANTINE, 1979).

Apos o registro do primeiro caso de raiva em morcegos insetivoros, demonstrado
nos Estados Unidos (VENTERS, 1954), houve um aumento significativo na incidéncia
de morcegos acometidos pelo virus rabico, em alguns casos epidemias, como a ocorrida
na Europa, na década de 80, onde morreram uma crianga e um pesquisador, apos terem
sido atacados por morcegos (GARDNER, 1989). Na Europa e nos Estados Unidos, a
preocupagdo com a raiva transmitida pelos morcegos insetivoros € crescente, ja que a
doenga esta controlada entre os animais domeésticos, sdo as espécies silvestres que
oferecem risco a saude humana, visto que os morcegos insetivoros habitam as cidades, e
normaimente os acidentes que os envolvem sio negligenciados pelas vitimas (BRASS,
1994), portanto, deve-se advertir a populagio para que ndo recolham morcegos caidos
ou capturem os que voam durante o dia (ACHA & SZYFRES, 1986), se necessario deve
haver uma redugdo da populagio responsavel pela manutengio do ciclo de transmissdo
(MINISTERIO DA SAUDE, 1996), j4 que a partir de um foco primario, a raiva silvestre
pode propagar-se de 20 a 60 km por ano, isso se deve em grande parte aos morcegos,
pois apresentam em sua maioria, a forma furiosa da doenga, detendo o poder de

disseminar o virus entre os demais susceptiveis (PASTORET et al., 1989).
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Porém, outro aspecto importante que deve ser levado em consideracio, ¢ a
participagdo do morcego insetivoro no equilibrio ecologico da populagio de insetos,
uma vez que consomem diariamente grande quantidade dos mesmos (ALMEIDA,
1994). Tutle, em 1979, estimou que 500 morcegos podem facilmente capturar 500.000
insetos em uma noite, portanto ndo deve ocorrer combate indiscriminado a essas
espécies que desempenham papel importante, e talvez indispensavel, na eliminagio de
insetos noturnos.

A adaptagdo dos morcegos insetivoros, que constituem a maior parte da
populagdo de morcegos (NOWAK, 1975; TADDEI, 1983), ao meio urbano se deve em
grande parte a oferta abundante de alimento e a facilidade de encontrar abrigo nas
cidades, associada a auséncia de predadores naturais, por isso faz-se necessario impedir
o0 acesso dos morcegos a locais que possam lhes servir como abrigo, minimizando desta
forma a incidéncia de acidentes envolvendo estes animais.

Todos os morcegos enviados ao Laboratorio de Virologia foram encontrados
em locais e horarios ndo habituais, principalmente no periodo da manhd, caracteristicas
esfas que podem ser consideradas como sinal clinico de estado doentio de animais
provavelmente com raiva (FERNANDES, 2003), alguns apresentando sinais de
incoordenagdo e paralisia.

Os morcegos foram mantidos vivos em cativeiro até a morte, exceto o que foi
enviado morto, e durante este periodo a maioria deles desenvolveu quadro clinico
caracteristico de raiva, apresentando sintomatologia nervosa, como paralisia,
agressividade exacerbada e excitagiio (BAER, 1975).

Posteriormente, estes animais foram submetidos as provas de
imunofluorescéncia direta e inoculagdo intracerebral em camundongos, onde seis foram
diagnosticados positivos para as duas provas e o que foi enviado morto apresentou-se
positivo apenas para IFD, devidlo a ma conservagdo e o adiantado estado de
decomposicio, entdo decidiu-se fazer uma captura. Os casos diagnosticados positivos
para ambas as provas, representam 5,4% da amostra estudada, demonstrando um
elevado indice, quando comparados a estudos semelhantes (CONSTANTINE, 1988),
porém deve-se levar em consideragdo o nimero de amostras utilizado em cada
experimento. No Brasil, apos Silva (1961) ter isolado o virus rabico de um morcego

insetivoro, 24 espécies de morcegos ja foram diagnosticadas com raiva no Brasil, 14 da
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familia Phyllostomidae, 6 da familia Molossidae e 4 da familia Vespertilionidae

(UIEDA; HARMANI; SILVA, 1992).

Os resultados negativos ratificam que os morcegos ndio sdo transmissores
assintomaticos do virus rabico como descrito nos primeiros trabathos (CONSTANTINE,
1970).

A raiva € uma doenga bem sucedida, tendo persistido ao longo do tempo e do
espago, atingindo uma distribui¢io mundial em uma grande variedade de espécies. As
razQes para esse sucesso nio estdo bem claras. Portanto, quando se pensa em controlar a
raiva, € muito importante conhecer 0s mecanismos através dos quais a doenga persiste
nos mais diferentes ecossistemas (PASTORET et al., 1989). Caso se pretenda manter a
raiva urbana sob controle, torna-se essencial esclarecer o papel desempenhado pelos
morcegos insetivoros na epidemiologia dessa zoonose, visto os casos ja descritos na
literatura comprovando a presenca do virus rabico nessas espécies (ALMEIDA et al,
1994),

Atualmente, a presenga de morcegos insetivoros em areas urbanas parece ser
mais frequente, o que € um fato preocupante, pois segundo Doust; Wandeler ¢ Cassey
" (1996), ha relatos de que o virus rabico pode passar dos morcegos insetivoros para os
mamiferos terrestres. Isto torna o homem um alvo facil de infecgio pelo virus rabico, ou
por contato direto ao manusear morcegos infectados que invadem suas residéncias, ou
indiretamente, pelo contato com animais domésticos, como o gato, previamente expostos
ao virus, no momento em que entram em contato com morcegos infectados.

O percentual relativamente alto de animails positivos sugere que a raiva
constitui uma ameaga a Saude Publica, devendo ser estudada detalhadamente, visando
determinar a importincia dos morcegos insetivoros na cadeia de transmissdo do virus,
que n3o estd completamente esclarecida. Portanto, faz-se necessdrio novos
experimentos, com um nimero de amostras maior, com coletas realizadas em diferentes
coldnias, com espécies diferentes e em épocas distintas do ano, para que se possa
quantificar melhor a presenga do virus rabico no meio urbano e o potencial risco de

transmiss&o para espécie humana.




5- CONCLUSOES

Através das técnicas utilizadas, conseguiu-se verificar a presenga do virus
rabico em morcegos insetivoros da espécie Molossus molossus , na zona urbana no
municipio de Patos-PB.

Através da prova de inoculagdo intracerebral em camundongos foi possivel
isolar o virus rabico.

Apesar, do virus rabico estar presente nos morcegos insetivoros (Molossus
molossus), a importdncia destes na cadeia de transmissio do virus, ndo esta
completamente esclarecida, portanto, faz-se necessario novos experimentos, com um
numero de amostras maior, com coletas realizadas em diferentes col6nias, com espécies
diferentes e em épocas distintas do ano, para que se possa quantificar melhor a presenga

do virus no meio urbano e o potencial risco de transmissdo para espécie humana.
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