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OCORRENCIA DA RAIVA E DE ANTICORPOS ANTIRRABICOS EM
MORCEGOS DO NOROESTE DE SAO PAULO

RESUMO - A raiva é uma importante zoonose que acomete os mamiferos e
tem os morcegos como reservatorios, tanto em areas urbanas quanto rurais.
Desde 1998 a regido Noroeste do Estado de Sao Paulo tem registrado casos
de raiva em morcegos, predominantemente em é&reas urbanas. O objetivo
deste trabalho foi investigar a circulacdo do virus da raiva em morcegos da
regido noroeste do Estado de S&do Paulo por meio da pesquisa do virus em
diversas espécies e da pesquisa de anticorpos neutralizantes em morcegos
hematéfagos. Um total de 1490 amostras de cérebro de morcegos
encaminhadas ao Laboratério de Raiva e de 125 amostras de soros obtidos de
morcegos vampiros capturados de quatro abrigos da regidao foi avaliado
durante o periodo de 2008 a 2012. O virus da raiva foi detectado em 26
(1,97%) dos 1314 morcegos ndo-hematéfagos, por meio da imunofluorescéncia
direta (IFD) e inoculacao intracerebral em camundongos (ICC) e em nenhum
dos 176 morcegos vampiros examinados. Por outro lado, 7% (9/125) dos
morcegos vampiros apresentaram titulo de anticorpos neutralizantes acima de
0,5Ul/mL, 65% (81/125) tinham titulos baixos (0,10 a 0,5Ul/mL) e 28% (35/125)
foram negativos pela técnica de microneutralizagdo simplificada (SFIMT) em
células BHK21. O indice de positividade observado foi de 1,74% o que esta
acima do percentual médio de 1,3% registrado anteriormente nesta regido. A
alta percentagem de morcegos vampiros com anticorpos neutralizantes para o
virus da raiva indica uma exposi¢cado recente ao virus o que confirma que,
medidas de vigilancia devem ser implementadas para evitar um aumento na

ocorréncia da doenca.

Palavras-chave - virus da raiva, anticorpos, isolamento viral, morcegos.



OCCURRENCE OF RABIES AND RABIES ANTIBODIES IN BATS IN THE
NORTHWEST OF SAO PAULO

SUMMARY - Rabies is a major zoonosis which affects mammals from all over
the world and has bats as reservoirs of, both urban and rural areas. Since 1998
cases of rabies in bats have been recorded in the northwest region of S&o
Paulo State, predominantly in urban areas. The objective of this study was to
investigate the circulation of rabies in bats in the northwestern region of S&o
Paulo by searching of the virus in different species and the presence of rabies
neutralizing antibodies in vampire bats. A total of 1,490 brain samples from bats
were sent to the Laboratory of Rabies and 125 serum samples of vampire bats
from four shelters in the region were examined from 2008 to 2012. The virus
presence was determined by fluorescent antibodies test (FAT) and mouse
inoculation test (MIT) while neutralizing antibodies were determined by the
simplified microneutralization (SFIMT) in BHK21 cells. Rabies virus was
detected in 26 (1.97%) out of 1,314 non-hematophagous bats and in none of
the 176 vampire bats examined. Only 7% (9/125) of vampire bats had antibody
titers above 0.5Ul/ml, 65% (81/125) had low titers (0.10 to 0.5Ul/ml) and 28%
(385/125) were negative. The positivity rate observed was 1.74% which is above
the average rate of 1.3% recorded previously in this region. The high
percentage of vampire bats with neutralizing antibodies to rabies virus indicates
a recent exposure to the virus which confirms that surveillance measures must

be in place to avoid an increase in disease occurrence.

Keywords: rabies virus, virus isolation, antibodies, bats.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

Conhecida desde a antiguidade e reportada de diferentes maneiras,
cada autor, ao seu modo e ao seu tempo, observou caracteristicas peculiares
da raiva.

O primeiro registro da doenca data do século XXIlI a.C. na
Mesopotamia, onde o Codigo de Eshnunna previa pagamento de indenizacao
pelo dono do cachorro “louco” que provocasse a morte de alguém em virtude
de uma mordedura (BAER, 1991; JACKSON; WUNNER, 2007).

Os egipcios cultuavam o deus Sirius representado por um cao,
provavelmente a primeira associacdo da raiva ao cao; Homero e Demdcrito
(500 a.C.), na Grécia, associaram a raiva ao termo grego lyssa (loucura) e
descreveram-na como uma doencga contagiosa transmitida por caes; Galeno
(200 a.C.) recomendava a remocao cirurgica de um ferimento causado por cao
para prevenir a doenca (JACKSON, 2013).

Em Roma, em meados do século | a terminologia virus,
equivalente em latim a veneno, foi adotada para falar da saliva de céaes
doentes. Cornelius Celsius descreveu a raiva humana e foi o criador do termo
hydrophobia, sendo quatro séculos depois outro romano, Célio Aureliano, a
descrever a forma de transmissao da doenca por meio de mordidas de cées,
cavalos, macacos, lobos, ursos e até mesmo aves (BAER et al.,, 1985;
HATSHBACH, 1989).

Desde entdo todas as epizootias relatadas incluiam canideos
como principais transmissores e reservatorios de raiva. Segundo Baer (1991), a
primeira epizootia de raiva que se tem registro aconteceu na regidao da
Francbnia quando uma alcatéia atacou um pequeno vilarejo, levando a 30
mortes humanas com os sintomas da doenca. Na por¢cado norte-americana,
atribuiam-se aos caes e as raposas 0s principais surtos de raiva em porcos e
outros animais domésticos (JACKSON; WUNNER, 2007). Ja na América
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Latina, acredita-se que a raiva canina tenha sido introduzida pelos
colonizadores, que traziam cées em seus navios (LORD, 1980).

Em 1908, em Santa Catarina, deflagrou-se uma grave epizootia em que
0s bovinos foram os principais animais acometidos, naquela ocasidao Antonio
Carini e Parreiras Horta, em 1911, levantaram pela primeira vez a hipétese de
gue os morcegos hematéfagos eram os transmissores do virus para 0s
herbivoros (KOTAIT, 1996). Muito embora pesquisadores importantes como
Louis Pasteur e Aldechi Negri ja tivessem realizado avancos significativos
como a criacdo da vacina, em 1885 e a identificacdo histopatolégica da
inclusdo citoplasmética patognomdnica, em 1903, denominada Corpusculo de
Negri, essa hipotese foi prontamente rechacada no meio cientifico,
ridicularizada e apelidada de “fantasia tropical’. Mesmo tendo identificado
corpusculos de Negri nas amostras obtidas de bovinos e morcegos na ocasiao
do surto, Carini e Horta permaneceram desacreditados. A aceitagcdo dos
morcegos como transmissores da raiva s6 ocorreu em 1931 quando pesquisas
no Brasil demonstraram que surtos de poliomielite e botulismo em bovinos e
humanos eram, na verdade, raiva transmitida por morcegos hemato6fagos.
(ATANASIU, 1975; CARNEIRO, 1954; DIETZSCHOLD et al., 1996).

Finalmente, em 1936, Pawan isolou pela primeira vez o virus da raiva
em morcegos insetivoros incluindo-os também na epidemiologia da doenca
(PAWAN, 1936 apud KOTAIT, 1996).

A raiva é causada por um virus pertencente a ordem Mononegavirales; a
familia Rhabdoviridae e ao género Lyssavirus (ICTV, 2012). Morfologicamente,
a particula viral assemelha-se a um projétil balistico cilindrico cujas
extremidades sdo assimétricas, de maneira que uma €é achatada e a outra
arredondada (TORDO, 1996).

Do mesmo modo que o0s outros Rhabdovirus, o0s Lyssavirus sao
compostos basicamente por RNA (2% a 3%), proteina (65% a 75%), lipidio
(15% a 25%) e carboidrato (3%) (VAN REGENMORTEL et al., 2000).
Estruturalmente, o virus pode ser divido em duas porc¢des. A primeira delas é

composta pelo ribonucleocapsidio helicoidal, que armazena o material genético
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viral. Envolvendo o material genético aparece a segunda estrutura: o envelope
de natureza lipoprotéica. As glicoproteinas estdo inseridas no envelope e
interagem com o0 nuclepcapsidio via proteina matriz. As espiculas
glicoprotéicas formam um trimero na superficie do virion, de aproximadamente
5 a 10 nandmetros (nm) de comprimento e 3 nm de diametro, com separacdes
de 5 nm umas das outras (Figura 1) (FAUQUET et al., 2005; TORDO, 1996).

Proteina Matriz (M)

.v‘

Fosfoproteina (P)

-

RNA-Polimerase (L)

’ Nucleoproteina (N)

FIGURA 1- llustracdo esquematica da morfologia e composicéo estrutural do

virus da raiva. Fonte: Adaptado de Fauquet et al., 2005.
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Até algumas décadas atras se acreditava que a raiva era causada por
apenas uma espécie viral, até que, por meio de estudos sorologicos que
avaliaram a glicoproteina e da nucleoproteina e por meio de estudos
antigénicos e genéticos, comprovou-se a existéncia de diferentes tipos virais,
denominados inicialmente de sorotipos e posteriormente de gendétipos (GTs)
(RUPPRECHT et al., 2002). Inicialmente foram identificados quatro sorotipos:
virus classico da raiva foi classificado como sorotipo | e posteriormente GT1 ou
RABV (Rabies virus); o sorotipo 2 ou GT2 foi encontrado em uma amostra
isolada de morcego frugivoro da espécie Eidolon helvum, na Nigéria, e ficou
conhecido como virus Lagos bat; ainda na Nigéria, mas isolados a partir de
gatos o virus Mokola ficou determinado como sorotipo 3 ou GT3 e por fim, o
sorotipo 4 ou GT4 isolado em um caso de raiva humana no sul da Africa,
conhecido como virus Duvenhage (CRICK, 1982; MEREDITH, 1971;
SCHNEIDER, 1983).

Com a introducdo das técnicas de biologia molecular, com
procedimentos minuciosos como o0 sequenciamento nucleotidico dos genes da
nucleoproteina (N), da glicoproteina (G) e de pseudogenes dos virus do género
Lyssavirus, o termo gendétipo foi substituido por espécie viral, tendo sido
possivel a comprovacgéo da existéncia de doze espécies diferentes, segundo a
ultima classificacéo viral do Comité Internacional de Taxonomia Viral - ICTV:
virus da Raiva classico (VRC); virus Lagos bat (VLB); virus Mokola (VMOK);
virus Duvenhage (VDUV); virus European bat lyssavirus 1 (VEBL1); virus
European bat lyssavirus 2 (VEBL2); virus Australian bat lyssavirus (VABL);
virus Aravan (VARA); virus Khujand (VKHU); virus Irkut (VIRK); virus West
Caucasian bat (VWCB) e virus Shimoni bat (VSHI) (ICTV, 2012).

Estas espécies estdo agrupadas em dois filogrupos com patogenicidade
e imunogenicidade bem distintas. No Filogrupo 1 estdo espécies virais 0 VRC,
VDUV, VEBL-1 e VEBL-2, o VABL, VARA, VKHU, VIRK, VWCB. Os quatro
primeiros possuem sitios antigénicos bem conservados nas glicoproteinas de
superficie, permitindo a neutralizacéo cruzada e a imunidade protetora frente a

vacinagdo com as vacinas produzidas com os virus classicos. J& as espécies
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VARA, VKHU e VIRK sao fracamente neutralizados por anticorpos
desencadeados por vacinagdo convencional com amostras classicas (HANLON
et al., 2005). No Filogrupo 2 estédo as espécies de virus africanos, o VMOK e o
VLB, tidos como causadores de “encefalites relacionadas” que ndo sdo ou séo
fracamente neutralizados por anticorpos desencadeados por vacinas classicas
(BANDRANE; OIE, 2013;TORDO, 2001). O VWCB nado apresenta reacao
cruzada com qualquer dos filogrupos e o VSHI ainda néo foi incluido em algum
destes filogrupos (OIE, 2013).

Baseado na tipificacdo antigénica por anticorpos monoclonais (AcMs) e
no sequenciamento genético do virus foi possivel identificar variantes
antigénicas do virus da raiva classico em varios paises do mundo e no Brasil.
Nos estudos realizados no Brasil, dois painéis de anticorpos monoclonais foram
utilizados. O primeiro agrega um conjunto de oito AcMs pré-estabelecidos pela
OPAS (DIAZ et al., 1994), a partir do qual foi possivel mostrar que as amostras
brasileiras formam dois grupos distintos caracterizados por variantes que
circulam em morcegos hematéfagos e ndo hematédfagos (ciclo aéreo) e
variantes que circulam em cdes e mamiferos terrestres (ciclo terrestre)
(FAVORETTO et al.,, 1999; FAVORETTO et. al., 2002). O segundo painel
utiizado no Brasil é composto por 14 AcMs anti-N contra antigenos de
diferentes lyssavirus (Lagos bat, Mokola, Duvenhage e Danish bat), produzido
na Inglaterra, foi utilizado em pesquisas conduzidas no Rio Grande do Sul
(ROEHE et al., 1997).

Pesquisas realizadas no Brasil, para a caracterizacdo genética, por meio
do sequenciamento de genes que codificam, principalmente para a
nucleoproteina viral (gene N), tem demonstrado a existéncia em dois grupos
distintos compreendendo variantes mantidas em populacdes de morcegos
hematéfagos e ndo-hematofagos (OLIVEIRA et al., 2010; SODRE et al., 2010)
e variantes mantidas em populacfes de cédes e mamiferos terrestres silvestres,
incluindo espécies domésticas e silvestres (CARNIELI et al., 2008, 2009;
FAVORETTO et al., 2006; QUEIROZ et al., 2012).
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Andlises de amostras isoladas de espécies silvestres do Brasil
demonstraram ciclos silvestres da doenca, onde o virus da raiva é mantido em
determinadas espécies de animais como o sagui (Callithrix jacchus) no Estado
do Ceara provocando mortes em humanos (FAVORETTO et al.,, 2001) e as
raposas (Pseudalopex vetulus) e cachorro do mato (Cerdocyon thous), em
Estados do nordeste do Brasil (CARNIELI et al., 2008).

A classe Mammalia, que compreende todos os mamiferos, possui mais
do que 4.000 espécies e todas elas sao consideradas susceptiveis e
transmissoras de raiva (RUPPRECHT et al.,, 2001). Todavia, as ordens
Carnivora e Chiroptera destacaram-se por serem mais habeis na disperséao do
virus (ACHA; SZYFRES, 2003; RUPPRECHT et al., 2002).

Os quirdpteros constituem-se no segundo maior grupo dos mamiferos,
do mundo, com um total de 1.120 espécies descritas, sendo que 172 destas
ocorrem no Brasil e dentre as quais 41 ja foram diagnosticadas com raiva
(REIS et al. 2011; SODRE et al., 2010).

O ciclo de transmissédo da raiva, classicamente, inicia-se por meio da
agressao de um animal doente a outro individuo suscetivel expondo-o a saliva
infectada (TAKAOKA, 2000). O agressor, por meio de arranhaduras ou
mordeduras, promove uma solucéo de continuidade pela qual o virus consegue
atravessar e atingir por¢cdes da musculatura estriada e tecidos adjacentes
(JACKSON, 2003). Muito embora sejam raros, ha relatos de casos onde a
transmissdo ocorreu por meio do contato do virus com mucosas
(FERNANDES; RIET-CORREA, 2007); da infeccdo atraveés da inalacdo do
virus em um abrigo com superpopulacdo de morcegos (JONES et al. 2000); e
por transplante de érgdos (BURTON et al., 2005).

O periodo de incubacéo da raiva € bastante variavel, podendo durar de
duas semanas a varios e meses (CHARLTON et al. 1997). A variabilidade
atribuem-se fatores como: a distancia da lesdo em relacdo ao SNC, a anatomia

da regido quanto a abundéancia de nervos periféricos, a severidade e extenséo
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da leséo, a quantidade de virus inoculado, a patogenicidade da cepa viral e a
propria reacao sistémica do hospedeiro (JACKSON, 2003).

Uma vez alocados nos tecidos musculares, as particulas virais dao inicio
a um intenso processo de replicacdo (ZACHARY, 2007) chegando aos
terminais axonais dos neurbnios motores e comecando sua migracéo
centripeta em fluxo axonal retrégrado até o SNC (LICATA; HARTY, 2003)
atingindo os cornos ventrais e 0s nucleos motores do tronco encefalico. A partir
de entdo a disseminacdao viral passa a acontecer em um movimento centrifugo
levando as particulas aos nervos periféricos e as glandulas salivares, onde
permanecem em replicacdo até que sejam inoculados em um novo individuo
(FERNANDES; RIET-CORREA, 2007).

Quanto aos sinais clinicos, a raiva pode se manifestar de duas maneiras:
furiosa, frequentemente observada em carnivoros e paralitica que é a mais
comum em herbivoros. A diferenca sintomatica é decorrente da localizacao das
lesBes, de forma que na raiva paralitica estas se localizam na medula espinhal
e no tronco encefalico, enquanto que na furiosa costumam ocorrer também
lesbes cerebrais (FERNANDES; RIET-CORREA, 2007).

A forma furiosa € marcada por hiperexcitabilidade, fotofobia, sialorréia,
dificuldade de degluticdo e agressividade. O quadro progride para ataxia,
incoordenacao, convulsées, coma e morte. Ja na forma muda ou paralitica a
fase de excitagdo é muito curta ou até mesmo inexistente (KOTAIT; 1996).

Estima-se que a cada dez minutos ocorre uma morte por raiva no mundo
e gue mais de 15 milhdes de pessoas sdo submetidas a tratamento profilatico
da raiva ao ano. Porém, a quase totalidade dos casos (95%) em humanos na
Asia e Africa, levando ocorréncia de cerca de 50 mil 6bitos por raiva transmitida
principalmente por caes em todo o mundo (WHO, 2013).

No inicio da década de 2000 estima-se que a carga da doenca
denominada de DALY (Disability Adjusted Life Years), ou seja, o tempo
estimado de vida perdido pelos individuos acometidos era de 1.160 milhdes por
1.000 habitantes (COLEMAN et al., 2004).
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No Brasil, com o0 sucesso das medidas de controle da raiva canina os
quirépteros passaram a responder pela transmissdo de 70% dos casos
humanos na Ultima década (2004-2013), e os cédes, em segundo lugar, com
22% dos casos (OPAS, 2014; SCHNEIDER et al, 2009). A ascendéncia dos
morcegos ao primeiro lugar na transmissdo de raiva humana é atribuida,
principalmente, a um surto ocorrido entre os anos de 2004 e 2005 nos Estados
do Para e Maranhdo (OPAS, 2014).

Na Ameérica Latina os morcegos foram responséaveis pela transmisséo de
727 casos de raiva humana entre 1990 e 2013 e, dos 243 casos ocorridos nos
ultimos dez anos (2004-2013), 91,4% foram devidos a morcegos hematofagos
e apenas 8,6% a espécies ndao hematéfagas ou ndo identificadas (OPAS,
2014). Esse grande numero de casos transmitidos por morcegos no Brasil €
consequente de surtos ocorridos no estado do Para em 2004 (DA ROSA et al.,
2006; SCHNEIDER et al., 2005). Os casos de raiva humana transmitidos pelo
cao diminuiram de forma significativa de 50, em 1990, para apenas seis entre o
periodo de 2011 e 2013, todos ocorridos no Estado do Maranhdo (RECIFE,
2013).

Durante o periodo de 2001 até julho de 2013 foram registrados no Brasil,
1.854 casos de raiva em morcegos, sendo 1201 (64,8%) em espécies nao
hemato6fagas, 327 (17,6%) em hematdfagos e 326 (17,6%) em espécies nao
identificadas (CALDAS, 2013; OPAS, 2014). Até o ano de 2009, o Estado de
Sao Paulo respondeu pelo maior numero de casos relatados em diversas
espécies no Brasil (SODRE et al.,, 2010) e apenas em sua regido noroeste
foram registrados entre 1998 a 2007, 50 casos, todos de espécies nao
hemato6fagas (QUEIROZ et al., 2009), com indice de positividade de 1,2%.

Em relacdo a transmissdo para herbivoros, os morcegos hematéfagos
Sdo 0s principais transmissores, isso porque as agressfes sao diarias
(FERNANDES; RIET-CORREA, 2007). Existem trés espécies hematdfagas de
morcegos Desmosdus rotundus, Diaemus youngi e Diphylla eucaudata, e,
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embora todos estejam envolvidos no ciclo de transmissdo, o D. rotundus é

rotineiramente o mais comum em areas rurais (FUNASA, 1996).

O diagndstico de raiva é realizado post-mortem, em animais agressores,
potencialmente infectados ou coletados para fins de controle epidemiolégico
(TRIMARCHI; SMITH, 2002). As amostras sdo obtidas de tecido nervoso e
geralmente sao fragmentos de cérebro, cerebelo e medula espinhal. Devem ser
mantidas resfriadas ou congeladas e, no caso dos animais silvestres, devem
ser encaminhados inteiros para possibilitar a identificacdo da espécie (BRASIL,
2008).

Uma das primeiras técnicas de diagnéstico laboratorial da doenca data
de 1903, quando o médico italiano Aldechi Negri reportou uma inclusédo
citoplasmatica em impressbes de tecido nervoso que € considerada
patognomonica da enfermidade. Em 1973 Dean e Abelseth adaptaram a
técnica de Imunofluorescéncia Direta (IFD) desenvolvida por Goldwasser e
Kissling (1958) a qual é utilizada até hoje nos laboratérios de referéncia de
diagndstico de raiva (DEAN et al., 1996; RUDD et al., 1980).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) preconiza o0 uso das técnicas
de identificagéo viral por meio da Imunofluorescéncia Direta (IFD), conforme
descrita por Dean et al., (1996) e o isolamento viral que pode ser feito tanto “in
vitro”, por meio dos cultivos celulares, como “in vivo”, por meio da Prova
Biolégica (PB) de inoculagdo em camundongos, segundo Koprowski (1996)
como os principais métodos de diagnodstico. Ambos os testes sédo considerados
de alta sensibilidade e especificidade e devem ser usados (MESLIN; KAPLAN,
1996).

A IFD é uma técnica bastante sensivel e especifica, de baixo custo para
realizacdo e rapida obtencdo dos resultados. Seu sucesso esta intimamente
relacionado a qualidade dos reagentes e conjugado e a experiéncia do
examinador, todavia € uma técnica que permite a analise de amostras de
diversas origens que podem ser frescas, congeladas ou até glicerinadas
(DEAN et al., 1996).
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Além dessas duas técnicas preconizadas pela OMS (Organizacdo
Mundial de Saude), outros métodos diagndsticos também sdo possiveis para a
deteccédo do virus rabico. Dentre eles estdo a fixacdo do tecido em formol para
analise histopatologica em que os corpusculos de Negri sdo patognomonicos
(LEPINE, 1976); as técnicas moleculares de identificagio do RNA viral a partir
de diferentes tecidos (ROEHE et al., 2002); a deteccdo por meio de
imunohistoquimica (MACHADO et al.,, 2004) e a utilizacdo de Anticorpos
Monoclonais (AcMs), que tem grande importdncia em investigacfes
epidemioldgicas, para se determinar a variante antigénica da amostra e a
espécie transmissora (SMITH et al., 1991).

Enquanto as técnicas descritas acima identificam antigenos virais em
amostras suspeitas da doenca, as provas sorolégicas procuram encontrar e
guantificar anticorpos antirrdbicos, neutralizantes ou ndo. Popularmente séo
técnicas empregadas a fim de se conhecer a resposta imunoldgica de humanos
e animais ap0s a vacinacao, contudo, também podem ser utilizadas em
investigacdes sorologicas que objetivem identificar a exposicdo dos animais
sem que tenha havido a presenca de sinais clinicos ou 6bitos (CLIQUET et al.,
1998).

Os morcegos adquirem a raiva principalmente por meio de mordeduras
resultantes da interacao intra e interespécies (ALMEIDA et al., 2011) resultando
na maioria das vezes na morte dos infectados. Nos morcegos hematéfagos, o
aparecimento da doenca em uma populacdo sé ocorre quando um percentual
muito grande da populagcdo esta infectada, sendo que uma parte pode se
infectar sem apresentar sintomas (MAYEN, 2003), ndo resultando na morte e
levando ao desenvolvimento de anticorpos (LANGONI et al., 2008). Desta
forma a pesquisa sorologica nestes animais pode contribuir para avaliacéo
epidemiologica da circulagdo do virus causador da doenca, por indicar que
houve exposi¢do dos soropositivos ao virus e até mesmo um surto recente da
doenca na colonia (ALMEIDA et al0,. 2011; MEGID, 2007).
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A pesquisa de virus em morcegos hematofagos € realizada, na maioria
das vezes, a partir de vigilancia ativa, com captura de morcegos em abrigos e a
prevaléncia ndo ultrapassa 1%, considerando que esta € a porcentagem de
morcegos aparentemente saudaveis que podem estar infectados com o virus
da raiva (KOTAIT, 1996). Os relatos de casos confirmados em morcegos
vampiros referem-se sempre a areas de grande concentracdo de bovinos e
normalmente descrevem um comportamento atipico dos mesmos, como a
atividade alimentar diurna em currais ou mostram gue o0s mesmos foram
encontrados mortos em locais de acesso de bovinos e em cavernas com
grande concentracdo de morcegos (SOUZA et al., 1997; SUGAY e NILSSON,
1966). Um unico relato de literatura descreve a presenca de um Desmodus
rotundus positivo para raiva em area urbana, no municipio de Ubatuba, SP
(FERRAZ et al., 2007).

Por outro lado, quando se tratam de morcegos ndao hematéfagos, em
sua maioria proveniente de areas urbanas, a pesquisa do virus é realizada a
partir de vigilancia passiva, em amostras enviadas ao laboratério pelos servicos
de saude ou pela prépria populacdo. Nestes casos a porcentagem meédia de
positividade no Estado de Séo Paulo tem variado desde 0,7% e 0,9%, na
década de 90, para a regido metropolitana de Sao Paulo (ALMEIDA et al.,
1994) e regido de Botucatu (CORTES et al., 1994), respectivamente, até 1,6%
para as regides de Presidente Prudente (ALBAS et al., 2005), S&do José do Rio
Preto (CUNHA et al., 2006) e Aracatuba (QUEIROZ et al., 2009) no final da
década de 90 e na década de 2000. Estudos semelhantes realizados nos
Estados Unidos e Canada revelaram percentuais variando entre 4,6 a 9,0%
(BURNETT, 1989; CHILDS et al., 1994; FELLER et al., 1997; PARKER et al.,
1999).

Entretanto, quando a pesquisa do virus da raiva foi feita, por vigilancia
ativa, em espécies ndao hematdfagas, a partir de morcegos assintomaticos
capturados em seus abrigos, os indices variaram de 0% a 3% (DEBBIE, 1977;
PYBUS, 1986; TRIMARCHI; WHITBY, 1996).
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Estudos soroldgicos tém sido realizados em morcegos e outras espécies
silvestres, no Brasil e em outros paises, como forma de vigilancia ativa da raiva
(ALMEIDA et al., 2001; ARAUJO et al., 2014; BOWEN et al., 2013; JORGE et
al., 2010; LANGONI et al., 2008; TURMELLE et al., 2010). Todas as pesquisas
tém detectado a presenca de anticorpos neutralizantes nas espécies
estudadas, e, embora a OIE (Organizacdo Internacional de Saude Animal)
recomende que devesse haver uma melhor padronizacdo das técnicas
sorologicas para estas espécies (OIE, 2013), esta é uma ferramenta importante

para estudar a atividade do virus em populacdes.

Com base no exposto acima, o objetivo deste trabalho foi investigar a
circulacdo do virus da raiva em morcegos da regido noroeste do Estado de Séo
Paulo por meio da pesquisa do virus em diversas espécies e por meio da

pesquisa de anticorpos neutralizantes em morcegos hematofagos.
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CAPITULO 2 - ARTIGO CIENTIFICO: VIGILANCIA DA RAIVA EM
MORCEGOS NA REGIAO NOROESTE DO ESTADO DE SAO PAULO

VIGILANCIA DA RAIVA EM MORCEGOS NA REGIAO NOROESTE DO
ESTADO DE SAO PAULO

RESUMO - A raiva é uma importante zoonose que acomete 0os mamiferos e
tem 0s morcegos como reservatorios, tanto em areas urbanas quanto rurais.
Desde 1998 a regiao Noroeste do Estado de Sao Paulo tem registrado casos
de raiva em morcegos, predominantemente em areas urbanas. O objetivo
deste trabalho foi investigar a circulacdo do virus da raiva em morcegos da
regido noroeste do Estado de Séo Paulo por meio da pesquisa do virus em
diversas espécies e da pesquisa de anticorpos neutralizantes em morcegos
hematéfagos. Um total de 1490 amostras de cérebro de morcegos
encaminhadas ao Laboratério de Raiva e de 125 amostras de soros obtidos de
morcegos vampiros capturados de quatro abrigos da regidao foi avaliado
durante o periodo de 2008 a 2012. O virus da raiva foi detectado em 26
(1,97%) dos 1314 morcegos nao-hematofagos, por meio da imunofluorescéncia
direta (IFD) e inoculacao intracerebral em camundongos (ICC) e em nenhum
dos 176 morcegos vampiros examinados. Por outro lado, 7% (9/125) dos
morcegos vampiros apresentaram titulo de anticorpos neutralizantes acima de
0,5Ul/mL, 65% (81/125) tinham titulos baixos (0,10 a 0,5Ul/mL) e 28% (35/125)
foram negativos pela técnica de microneutralizagdo simplificada (SFIMT) em
células BHK21. O indice de positividade observado foi de 1,74% o que esta
acima do percentual médio de 1,3% registrado anteriormente nesta regido. A
alta percentagem de morcegos vampiros com anticorpos neutralizantes para o
virus da raiva indica uma exposicado recente ao virus o que confirma que,
medidas de vigilancia devem ser implementadas para evitar um aumento na

ocorréncia da doenca.

Palavras-chave - virus da raiva, anticorpos, isolamento viral, morcegos.



RABIES SURVEILLANCE IN BATS FROM SAO PAULO STATE
NORTHWEST REGION

SUMMARY - Rabies is a major zoonosis which affects mammals from all over
the world and has bats as reservoirs of, both urban and rural areas. Since 1998
cases of rabies in bats have been recorded in the northwest region of S&o
Paulo State, predominantly in urban areas. The objective of this study was to
investigate the circulation of rabies in bats in the northwestern region of S&o
Paulo by searching of the virus in different species and the presence of rabies
neutralizing antibodies in vampire bats. A total of 1,490 brain samples from bats
were sent to the Laboratory of Rabies and 125 serum samples of vampire bats
from four shelters in the region were examined from 2008 to 2012. The virus
presence was determined by fluorescent antibodies test (FAT) and mouse
inoculation test (MIT) while neutralizing antibodies were determined by the
simplified microneutralization (SFIMT) in BHK21 cells. Rabies virus was
detected in 26 (1.97%) out of 1,314 non-hematophagous bats and in none of
the 176 vampire bats examined. Only 7% (9/125) of vampire bats had antibody
titers above 0.5Ul/ml, 65% (81/125) had low titers (0.10 to 0.5Ul/ml) and 28%
(385/125) were negative. The positivity rate observed was 1.74% which is above
the average rate of 1.3% recorded previously in this region. The high
percentage of vampire bats with neutralizing antibodies to rabies virus indicates
a recent exposure to the virus which confirms that surveillance measures must

be in place to avoid an increase in disease occurrence.

Keywords: rabies virus, virus isolation, antibodies, bats.
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Introducao

A raiva € uma encefalite viral, na maioria das vezes fatal, causada por
um virus do género Lyssavirus a qual todos os mamiferos séo suscetiveis
(ACHA; SZYFRES, 2003; RUPPRECHT et al., 2001). Embora seja descrita
como uma das doencas mais antigas conhecidas (JACKSON, 2013), foi
somente em 1911, que no Brasil, considerou-se pela primeira vez a
participacdo dos morcegos como transmissores e reservatorios de raiva
(CARINI, 1911) e, em 1931, pesquisadores alemaes, também no Brasil,
diagnosticaram e reconheceram a importancia epidemiolégica dos morcegos
hemato6fagos na transmissdo da raiva, especialmente aos herbivoros
(CARNEIRO, 1954).

Os quirdpteros constituem-se no segundo maior grupo dos mamiferos,
do mundo, com um total de 1.120 espécies descritas, sendo que 172 destas
ocorrem no Brasil, das quais 41 ja foram diagnosticadas com raiva (REIS et al.
2011; SODRE et al., 2010).

No Brasil, com o0 sucesso das medidas de controle da raiva canina os
quiropteros passaram a responder pela transmissdo de 70% dos casos
humanos na ultima década (2004-2013), e os cédes, em segundo lugar, com
22% dos casos (OPAS, 2014; SCHNEIDER et al, 2007).

Na Ameérica Latina os morcegos foram responsaveis pela transmisséo de
727 casos de raiva humana entre 1990 e 2013 e, dos 243 casos ocorridos nos
altimos dez anos (2004-2013), 91,4% foram devidos a morcegos hematéfagos
e apenas 8,6% a espécies ndo hematdéfagas ou ndo identificadas (OPAS,
2014). A ascendéncia dos morcegos ao primeiro lugar na transmissao de raiva
humana é atribuida, principalmente, a um surto ocorrido entre os anos de 2004
e 2005 nos Estados do Para e Maranhdo (OPAS, 2014).

Durante o periodo de 2001 até julho de 2013 foram registrados no Brasil,
1.854 casos de raiva em morcegos, sendo 1201 (64,8%) em espécies nao
hemato6fagas, 327 (17,6%) em hematdfagos e 326 (17,6%) em espécies nao
identificadas (CALDAS, 2013; OPAS, 2014). Até o ano de 2009, o Estado de
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Sao Paulo respondeu pelo maior nimero de casos relatados em diversas
espécies no Brasil (SODRE et al.,, 2010) e apenas em sua regido noroeste
foram registrados entre 1998 a 2007, 50 casos, todos de espécies nao
hematofagas (QUEIROZ et al., 2009), com indice de positividade de 1,2%.

Os morcegos adquirem a raiva principalmente por meio de mordeduras
resultantes da interagdo intra e interespécies (ALMEIDA et al., 2011) resultando
na maioria das vezes na morte dos infectados. Nos morcegos hematéfagos, o
aparecimento da doenca em uma populacdo sé ocorre quando um percentual
muito grande da populacdo esta infectada, sendo que uma parte pode se
infectar sem apresentar sintomas (MAYEN, 2003), ndo resultando na morte e
levando ao desenvolvimento de anticorpos (LANGONI et al.,, 2008). Desta
forma a pesquisa sorologica nestes animais pode contribuir para avaliacéo
epidemioldgica da circulacdo do virus causador da doenca, por indicar que
houve exposi¢cdo dos soropositivos ao virus e até mesmo um surto recente da
doenca na colénia (ALMEIDA et al. 2011; MEGID, 2007).

O objetivo deste trabalho foi investigar a circulacao do virus da raiva em
morcegos da regido noroeste do Estado de Sao Paulo por meio da pesquisa do
virus em diversas espécies e da pesquisa de anticorpos neutralizantes em

morcegos hematofagos.

Material e Métodos

Amostras de morcegos para diagnostico e sorologia de raiva

Para a realizacdo desse estudo foram utilizadas amostras de Desmodus
rotundus colhidas no periodo de janeiro de 2009 a julho de 2012, em abrigos
da regido de Aracatuba, no noroeste paulista. A localizacdo dos abrigos foi
feita a partir dos dados fornecidos pela equipe de controle de morcegos
hemato6fagos de Penapolis (SP), pertencente ao Escritério de Defesa
Agropecuaria (EDA) de Aracatuba. Foram feitas visitas a propriedades dos
municipios de Gabriel Monteiro e Guararapes, que tiveram casos comprovados

de raiva em herbivoros no periodo do estudo. Também aconteceram visitas a
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colénias previamente mapeadas previamente por técnicos da Coordenadoria
de Defesa Agropecuaria do Estado de S&o Paulo, bem como de atendimentos
a produtores que relataram ocorréncia de atagues aos seus rebanhos. As
capturas foram autorizadas pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em
Biodiversidade (SISBIO), sob os nimeros 12.751-3/2009 e 27.346-1/2011.

As coletas dos morcegos em abrigos foram feitas utilizando redes de
neblina (“mist nets”) de tamanhos variados (7 x 2 m; 10 x 2 me 12 x 2 m),
armadas em bastdes de madeira fixados ao chdo e estrategicamente
colocadas dentro dos abrigos ou a sua entrada, e redes manuais (pucas),
utilizadas no interior dos abrigos. Em colbnias com 10 morcegos vampiros ou
mais, foi capturada uma porcentagem de 20% de espécimes dos quais foram
colhidas amostras de sangue, para titulacdo de anticorpos e apds a realizacéo
da eutanasia por deslocamento cervical, foram encaminhados ao Laboratério
de Raiva da UNESP de Aracatuba, para pesquisa do virus da raiva.

As amostras de morcegos de espécies ndo-hematéfagas foram
provenientes, em sua grande maioria, de areas urbanas e encaminhadas ao
Laboratério de Raiva de Aracatuba pelos centros de controle de zoonoses
(CCZ) dos municipios da regido, ou até mesmo diretamente pela populacdo em
geral, no periodo de janeiro de 2008 a dezembro de 2012. Todos os
procedimentos para colheita de amostras e realizagdo do diagnostico
laboratorial foram realizados de acordo com o0s principios éticos de
experimentacdo animal elaborado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA).

Pesquisa do virus daraiva

A pesquisa do virus da raiva foi realizada no Laboratério de Raiva da
UNESP de Aracatuba, utilizando-se as técnicas de diagnostico preconizadas
pela Organizacdo Mundial da Saude: Imunofluorescéncia direta (IFD) para

deteccdo do antigeno rabico padronizada por Dean et al. (1996) e inoculagéo
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intracerebral em camundongos (lICC), prova biolégica preconizada por
Koprowisk (1996).

Pesquisa de anticorpos neutralizantes contra o virus

Colheu-se uma amostra sanguinea de morcegos vampiros (Desmodus
rotundus) por puncgdo intracardiaca, para a determinacdo de titulos de
anticorpos neutralizantes para o virus da raiva, realizada no Laboratorio de
Raiva da APTA de Presidente Prudente. O volume minimo de sangue obtido
por individuo foi 500uL, o material colhido foi centrifugado para separacéo do
soro sanguineo e armazenado em freezer -20°C.

Os titulos individuais de anticorpos neutralizantes foram determinados
pela técnica de soroneutralizacdo em células BHK21 por meio do microteste
simplificado de inibicdo da fluorescéncia (SFIMT) descrito por Favoretto et al.
(1993). Utilizou-se soro equino de referéncia nacional, fornecido pelo Instituto
Butantan, contendo 200 unidades internacionais por ml (Ul/ml) e os resultados
corresponderam a diluicdo onde ocorreu decréscimo de 50% de infec¢édo pelo
virus.

Para fins de calculo dos titulos dos soros em Unidades Internacionais
(Ul/mL), comparou-se, por meio de uma regra de trés, os resultados obtidos
com uma amostra do soro padrdao contendo 200 Ul/mL. A diluicdo inicial das
amostras de soro (1:5) correspondeu a 0,06UlI/mL e todas as amostras que
apresentaram inibicdo da fluorescéncia, nesta diluicdo ou acima dela, foram
consideradas reagentes (SOUZA et al, 1997). Para fins de melhor
visualizacéo, os graficos foram elaborados considerando-se a porcentagem de
soros negativos (<0,06Ul/mL), reagentes com baixos titulos (0,06-0,19 Ul/mL),
com titulos médios (0,20-0,49 UI/mL) e com titulos considerados protetores
(>0,50 Ul/mL). Para determinacdo da taxa de soroprevaléncia foi adotado o
titulo de 0,50Ul/mL, segundo Langoni et al. (2008) e Almeida et al. (2011).
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Resultados

Foram analisadas 1.490 amostras de morcegos no periodo de estudo
sendo que dessas, 1314 (88,2%) corresponderam as espécies nao
hematofagas e o restante, 176 amostras (11,8%), a morcegos Desmodus
rotundus, a principal espécie hematéfaga descrita na regido. Todos o0s
morcegos hematéfagos foram diagnosticados como negativos para a presenca
do virus da raiva aos testes de IFD e IICC. Dentre as amostras de morcegos de
espécies nao hematofagas, 26 (1,98%) foram positivas, sendo 0 maior numero
de positivos registrados nos anos de 2009 e 2010, com nove casos por ano
(Tabela 1), sendo o indice de positividade total de 1,74%.

Com relacdo as amostras positivas 88,5% (23/26) corresponderam a
espécies de morcegos insetivoros das familias Molossidae (38,5%) e
Vespertilionidae (50%) e apenas 11,5% (3/26) a espécie frugivora Artibeus
lituratus, pertencente a familia Phyllostomidae (Tabela 2). Dentre as amostras
de espécies insetivoras 43,5% (10/23) pertenciam ao género Molossus com
predominancia da espécie M. rufus, 39,1% (9/23) ao género Epitesicus, com
predominédncia da espécie E. furinalis e 17,4% (4/23) a espécie Myotis

nigricans.

Tabela 1- Resultados da pesquisa de virus da raiva em morcegos da regiao
noroeste do estado de S&o Paulo de 2008 a 2012.

Habito
Alimentar N&o-hemato6fagos Hematéfagos

% de

Positividade
Ano Positivo  Negativo Total Positivo  Negativo Total Total

0,42
2008 1 237 238 0 0 0

2,32
2009 9 363 372 0 16 16

2,28
2010 9 349 358 0 37 37

0,54
2011 1 113 114 0 71 71

2,11
2012 6 226 232 0 52 52

TOTAL 26 1288 1314 0 176 176 1,74
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Tabela 2- Morcegos positivos para raiva, segundo a espécie e 0 habito
alimentar, no periodo de 2008 a 2012.

Habito
Familia / Espécie alimentar Positivo
Phyllostomidae  Artibeus lituratus Frugivoro 3
Molossidae Molossus
molossus Insetivoro 3
Molossus rufus Insetivoro 7
Vespertilionidae Eptesicus diminitus Insetivoro 2
Eptesicus furinalis Insetivoro 7
Myotis nigricans Insetivoro 4
TOTAL 26

Seis municipios da regido Noroeste apresentaram casos de raiva em
morcegos (Figura 1), sendo o maior nimero de casos registrados em Pendpolis
(12), seguido de Aracatuba (5), Guararapes (4), Birigui (3), Pereira Barreto (1) e
Coroados (1). No municipio de Guararapes foram registrados casos de raiva
também em bovinos, além dos morcegos, e em Gabriel Monteiro foi registrada

apenas raiva bovina.

Dentre os 176 morcegos hematéfagos capturados na regido, 125 (71%)
tiveram amostras de soros submetidos aos testes de SIFMT para pesquisa de
anticorpos antirrdbicos. Deste total, 86 foram provenientes de um abrigo
localizado em um oco de arvore no municipio de Aracgatuba, 33 de um oco de
arvore no municipio de Gabriel Monteiro, quatro de um tunel sob a Rodovia
Marechal Rondon, em Rubiacea e dois em um barracdo abandonado em uma

fazenda em Guararapes.
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. Birigui 1
Coroados

FIGURA 1 - Mapa da regidao de Aracatuba, mostrando os municipios com casos
positivos apenas em morcegos (cinza escuro), em morcegos e bovinos (cinza
médio) e apenas em bovinos (cinza claro). Os numeros correspondem aos
casos em morcegos e 0s pontos indicam a localizacdo dos abrigos de

morcegos com anticorpos neutralizantes do virus.

Levando em consideracdo o total de amostras examinadas e o critério
adotado para os reagentes, 72% (90/125) foram considerados positivos, sendo
39% (35/90) machos e 61% (55/90) fémeas e 28% (35/125) foram negativos,
dos quais 49% (17/35) eram de machos e 51% (18/35) de fémeas. Dentre os
positivos, 90% (81/90) apresentaram titulos variando de 0,10 a 0,50 Ul/mL e
10% (9/90) com titulos maiores que 0.50 Ul/mL. Considerando-se o total de
amostras examinadas e aquelas com titulos acima de 0,5Ul/ml, a taxa de
soroprevaléncia foi 7,2% (9/125) (Figura 2). Dentre as nove amostras com titulo
> 0,5Ul/mL, apenas trés eram provenientes de abrigos localizados em locais
préximos a propriedades com casos confirmados de raiva em bovinos, dos

municipios de Guararapes (1), Rubiacea (1) e Gabriel Monteiro (1) e as demais
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(6) eram de um oco de arvore do municipio de Aracatuba, onde ndo foram

registrados casos de raiva (Figura 1).
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Figura 2. Numero de morcegos hematéfagos distribuidos de acordo com o
titulo de anticorpos neutralizantes para a raiva. Negativos (<0,06 Ul/ml);
reagentes com baixos titulos (0,10-0,19 Ul/ml); titulos médios (0,20-0,49) e

titulos protetores (>0,50).

Discussao

A raiva em morcegos na regido noroeste do Estado de S&o Paulo,
ocorreu somente em espécie nao-hematofagas, que representaram 88% do
total de morcegos recebidos durante o periodo de 2008 a 2012, embora
tenham sido registrados casos em bovinos na regido. Este fato tem sido
observado na regido Noroeste de Sdo Paulo desde 1998 (CUNHA et al., 2006,
QUEIROZ et al., 2009, 2012), com registro da raiva em morcegos, bovinos e
até mesmo cées e gatos, com variantes caracteristicas de morcegos vampiros,

entretanto, sem isolamento desta variante do virus nestas espécies.
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Estudos tém mostrado a dificuldade em se detectar a raiva em morcegos
hematéfagos, mesmo em regides consideradas epidémicas para raiva bovina.
Na regido do Vale do Paraiba Sugay e Nilsson (1966) realizaram pesquisa do
virus da raiva em area epidémica e observaram apenas 3,8% de positividade,
porcentagem considerada baixa em vista da grande quantidade de casos que
ocorria na regido. Em pesquisa semelhante, Souza et al. (1997) também no
Vale do Paraiba, observaram 5,1% (7/138) de positividade em morcegos
hematofagos capturados em cavernas de uma regido com alto indice de
ocorréncia de raiva bovina, ressaltando que todos os morcegos positivos eram
provenientes de um mesmo local de captura.

A pesquisa de virus em morcegos hematéfagos é realizada, na maioria
das vezes, a partir de vigilancia ativa, com captura de morcegos em abrigos e a
prevaléncia ndo ultrapassa 1%, considerando que esta é a porcentagem de
morcegos aparentemente saudaveis que podem estar infectados com o virus
da raiva (KOTAIT, 1996). Os relatos de casos confirmados nesta espécie
descrevem a presenca dos mesmos em atividade alimentar diurna em currais,
encontrados mortos em locais de acesso de bovinos e em cavernas com
grande concentracdo de morcegos, em areas de grande ocorréncia de casos
em bovinos (SUGAY e NILSSON, 1966; SOUZA et al., 1997). Um Unico relato
de literatura descreve a presenca de um Desmodus rotundus positivo para
raiva em area urbana, no municipio de Ubatuba, SP (FERRAZ et al., 2007).

Por outro lado, a pesquisa do virus em morcegos nao hematofagos é
realizada a partir de vigilancia passiva em &reas urbanas, € no presente
estudo, mostrou uma positividade de 1,74%, que esta acima dos 1,3%
registrados por Cunha et al. (2006) no periodo de 1997 a 2002, nesta mesma
regido e em regides adjacentes. Considerando apenas a regido de Aracatuba,
o indice de positividade observado é superior ao obtido no periodo de 1993 a
2007 (1,2%) (QUEIROZ et al., 2009) e também superior ao indice de 1,13%
encontrado em Campo Grande-MS no periodo de fevereiro a dezembro de
2001 (DEUS et al.,, 2003). O maior indice de positividade registrado no
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presente estudo, de 2,32% em 2009 ndo chegou a atingir 0 maximo registrado
na regiao, que foi de 3,29% no ano de 2001(QUEIROZ et al., 2009).

Comparando-se estes percentuais com outras regides do Estado, como
a regido metropolitana de S&o Paulo, também se observam variacbes nos
indices de positividades de um ano para outro, em um determinado periodo,
como foi o caso do aumento dos indices, de 0,69%, no periodo de 1988 a 1992
(ALMEIDA et al., 1994), para 0,78% no periodo de 1993 a 2003 (ALMEIDA et
al., 2011), com picos de casos em 2002 e 2003, atingindo 2,2% e 1,4% de
positividade, respectivamente. Contudo, em outros relatos observou-se a
auséncia do virus da raiva em morcegos de areas urbanas, como no municipio
de Japura, no Parana (MARQUES et al., 2010) e em municipios do Estado de
Roraima (CARDOSO et al., 2005) e taxas de positividade variando entre 0 e
0,9% em uma mesma regido, como no caso de Botucatu, SP (CORTES et al.,
1994; SOUZA et al., 2005; LANGONI et al., 2008).

Observou-se no periodo deste estudo (2008-2012), uma diminuicdo de
casos de raiva na espécie frugivora A. lituratus (11,5%) em relacdo ao periodo
anterior, de 1998-2007 (QUEIROZ et al., 2009), no qual correspondeu a 30%
dos casos. Os morcegos insetivoros da familia Vespertilionidae conservaram o
mesmo indice de 50% (13/26) dos casos positivos, entretanto, houve
predominancia da espécie E. furinalis ao invés da M. nigricans, que havia sido
maioria no periodo 98-2007. Dentre a familia Molossidae, houve um aumento
no numero de positivos passando de 20% no periodo 98-2007 para 38,5%
entre 2008-12, também com predominio de casos na espécie M. rufus.

Para a pesquisa de anticorpos, foram considerados como reagentes
todos 0s morcegos que apresentaram titulo de 0,10 Ul/mL, que foi o menor
titulo no qual se observou inibicdo da fluorescéncia e ndo apenas 0s que
apresentaram titulos superiores a 0,5 Ul/ml, titulo adotado para o indice de
soroprovaléncia. Este critério tem sido adotado também quando se realiza a
vigilancia sorolégica em animais silvestres (ARAUJO et al., 2014). Nosso

percentual de morcegos Desmodus rotundus soropositivos foi de 72%,
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indicando seu contato com o virus da raiva, a circulagdo do virus na col6nia e
até mesmo um surto recente da doenca na colénia (ARAUJO et al., 2014;
MEGID, 2007) ainda que ndo tenham sido diagnosticados animais doentes. Na
literatura, casos semelhantes foram relatados por Souza et al. (1997) na regido
do Vale do Ribeira, com uma porcentagem bem menor (6,7%) e por Langoni et
al (2008) na regiao de Botucatu, com 65,2% de soros reagentes.

Considerando-se como positivos apenas 0s morcegos com titulos iguais
ou superiores a 0,5Ul/mL, como relatam alguns autores, a soroprovaléncia
observada neste estudo foi de 7,2%, resultado muito préximo ao de 7,35%
descrito na regido de Botucatu-SP, em morcegos hemat6fagos (LANGONI et
al., 2008) e superior ao de 5,9% observado na regido metropolitana de S&o
Paulo em morcegos de diversas espécies, incluindo os hematéfagos (ALMEIDA
et al., 2011).

Estudos soroldgicos tém sido realizados em morcegos e outras espécies
silvestres, no Brasil e em outros paises, como forma de vigilancia da raiva
(ALMEIDA et al., 2001; ARAUJO et al., 2014; BOWEN et al., 2013; ; JORGE et
al., 2010; LANGONI et al., 2008; TURMELLE et al, 2010;). Todas as pesquisas
tém detectado a presenca de anticorpos neutralizantes nas espécies
estudadas, e, embora a OIE recomende que devesse haver uma melhor
padronizacdo das técnicas sorolégicas para estas espécies (OIE, 2013), esta é
uma ferramenta importante para estudar a atividade do virus em populacgdes.

Apesar de néo ter sido realizado o isolamento viral em amostras de
Desmodus rotundus e apesar da regido noroeste ser considerada como uma
area geografica cujo risco para raiva em herbivoros é considerado baixo ou
desprezivel (BRAGA et al, 2014), a alta taxa de morcegos sororreagentes
(72%) e o percentual de soroprevaléncia de 7,2% em morcegos vampiros
provenientes de abrigos préximos a locais com casos de raiva em bovinos,
demonstraram a ocorréncia de infec¢cdo pelo virus da raiva em morcegos

Desmodus rotundus da regiao de Aragatuba,.
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Conclusoes

Os casos de raiva confirmados em morcegos ndo-hematéfagos em
areas urbanas corroboram a participacdo e importancia epidemiolégica como
reservatorios da doenca. Em relacdo aos morcegos vampiros, a presenca de
animais com anticorpos neutralizantes para o virus da raiva indica exposi¢ao
recente ao virus ratificando que, muito embora ndo tenha sido detectada a
presenca do virus rabico, a pesquisa de anticorpos mostrou-se como uma
importante ferramenta para a vigilancia epidemiolégica da raiva nestas

espécies.
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