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RESUMO

OBJETIVO: Identifi car as espécies de morcegos envolvidas na manutenção 
do ciclo da raiva, verifi car a distribuição do vírus da raiva em tecidos e órgãos 
de morcegos e os períodos de mortalidade dos camundongos inoculados.

MÉTODOS: A positividade para o vírus da raiva foi avaliada por imunofl uo-
rescência direta em morcegos de municípios do Estado de São Paulo, de abril 
de 2002 a novembro de 2003. A distribuição do vírus nos morcegos foi avaliada 
pela inoculação de camundongos e infecção de células N2A, com suspensões 
a 20% preparadas a partir de fragmentos de diversos órgãos e tecidos, além 
de cérebro e glândula salivar. A mortalidade dos camundongos foi observada 
diariamente, após inoculação intracerebral.

RESULTADOS: Dos 4.393 morcegos pesquisados, 1,9% foram positivos para 
o vírus da raiva, pertencentes a dez gêneros, com predomínio de insetívoros. A 
média do período máximo de mortalidade dos camundongos pós-inoculação 
a partir de cérebros e glândulas salivares de morcegos hematófagos foi de 
15,33±2,08 dias e 11,33±2,30 dias; insetívoros, 16,45±4,48 dias e 18,91±6,12 
dias; e frugívoros, 12,60±2,13 dias e 15,67±4,82 dias, respectivamente.

CONCLUSÕES: As espécies infectadas com o vírus da raiva foram: Artibeus 
lituratus, Artibeus sp., Myotis nigricans, Myotis sp., Eptesicus sp., Lasiurus ega, 
Lasiurus cinereus, Nyctinomops laticaudatus, Tadarida brasiliensis, Histiotus 
velatus, Molossus rufus, Eumops sp. e Desmodus rotundus. A pesquisa de 
vírus em diferentes tecidos e órgãos mostrou-se que os mais apropriados para 
o isolamento foram cérebro e glândulas salivares.

DESCRITORES: Vírus da raiva, isolamento e purifi cação. Raiva, 
virologia. Quirópteros, virologia. Camundongos, virologia. Técnicas de 
cultura de células.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To identify the species of bats involved in maintaining the 
rabies cycle; to investigate the distribution of the rabies virus in the tissues and 
organs of bats and the time taken for mortality among inoculated mice. 

METHODS: From April 2002 to November 2003, bats from municipalities 
in the State of São Paulo were screened for the presence of the rabies virus, 
by means of direct immunofl uorescence. The virus distribution in the bats 
was evaluated by inoculating mice and N2A cells with 20% suspensions 
prepared from fragments of different organs and tissues, plus the brain and 
salivary glands. The time taken for mortality among the mice was monitored 
daily, following intracerebral inoculation. 

RESULTS: Out of the 4,395 bats received, 1.9% were found positive for the 
rabies virus. They belonged to ten genera, with predominance of insectivores. 
The maximum mean times taken for mortality among the mice following 
inoculation with brain and salivary gland material were 15.33±2.08 days 
and 11.33±2.30 days for vampire bats, 16.45±4.48 days and 18.91±6.12 
days for insectivorous bats,  and 12.60±2.13 days and 15.67±4.82 days for 
frugivorous bats, respectively. 

CONCLUSIONS: The species infected with the rabies virus were: Artibeus 
lituratus, Artibeus sp., Myotis nigricans, Myotis sp., Eptesicus sp., Lasiurus 
ega, Lasiurus cinereus, Nyctinomops laticaudatus, Tadarida brasiliensis, 
Histiotus velatus, Molossus rufus, Eumops sp. and Desmodus rotundus. Virus 
investigation in the different tissues and organs showed that the brain and 
salivary glands were the most suitable sites for virus isolation.  

KEYWORDS: Rabies vírus, isolation & purifi cation. Rabies, virology. 
Chiroptera, virology. Mice, virology. Cell culture techniques.

A raiva é uma doença mantida na natureza por diferen-
tes espécies domésticas e silvestres das ordens Carni-
vora e Chiroptera de diferentes hábitos alimentares, 
denominados reservatórios.20

O envolvimento de morcegos hematófagos na trans-
missão do vírus da raiva foi sugerido no início do 
século passado.4 A hipótese foi confi rmada por Haupt & 
Rehaag,11 que identifi caram a presença de corpúsculos 
de Negri no sistema nervoso central de um morcego 
hematófago que se alimentava em um bovino. Os 
morcegos hematófagos, especialmente o Desmodus 
rotundus, são os reservatórios do vírus da raiva nos 
países da América Latina,21 e endêmicos da região do 
norte do Chile e Argentina até o norte do México e 
parte do Caribe.13

Em 1953, na Flórida (EUA), um menino foi atacado 
pelo morcego insetívoro Lasiurus intermedius, fazendo 
com que os pesquisadores norte-americanos voltassem 
suas atenções à questão da raiva em morcegos não 
hematófagos.2 Pouco tempo depois, a infecção pelo 

vírus da raiva foi confi rmada em diferentes espécies 
de morcegos de hábitos alimentares distintos, incluindo 
os insetívoros, frugívoros, omnívoros, polinívoros e 
piscívoros.1

Nos últimos anos, os relatos de isolamento de vírus da 
raiva ou de vírus aparentados à raiva a partir de mor-
cegos de diferentes hábitos alimentares tornaram-se 
freqüentes em todo o mundo, e muitos deles denomi-
nados de “lissavírus” emergentes.

O vírus da raiva pertence ao gênero Lyssavirus da 
família Rhabdoviridae, ordem Mononegavirales, e na 
classifi cação atual o gênero Lyssavirus contém sete 
genótipos.10 Destes, apenas o genótipo III – Mokola 
virus não foi isolado de morcegos insetívoros.* Atu-
almente, foram sugeridas mais quatro variantes virais 
para constituírem-se em novos genótipos de Lyssavirus, 
todas isoladas de morcegos.3 Somente no continente 
americano e no Caribe foi registrada a presença de 
genótipo I dos Lyssavirus.9

INTRODUÇÃO

* Nel LH. Mokola virus: a brief review of the status quo. Presented at the 6th Conference of the Southern and Eastern African Rabies Group. 
Lilongwe, Malawi, June 2001.
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No Brasil, até 2003, o envolvimento de morcegos 
hematófagos na transmissão da raiva a humanos era 
descrito com baixa freqüência.17 Em 2005, dos 45 casos 
registrados de raiva humana, 42 foram transmitidos por 
morcegos hematófagos.* Por outro lado, tem sido raro o 
registro da transmissão do vírus da raiva por morcegos 
não hematófagos aos animais silvestres terrestres. Essa 
forma de transmissão, se confi rmada, exige medidas 
específi cas de controle.1

Desde que Silva & Souza19 revisaram o tema sobre a 
pesquisa do vírus da raiva em morcegos hematófagos, 
foram abertas novas perspectivas para melhor conhe-
cimento de particularidades da raiva nesses animais. 
Nilsson & Nagata16 isolaram o vírus da raiva de cérebro, 
glândulas salivares, gordura interescapular, coração, 
pulmões e testículos de um espécime de Desmodus 
rotundus.

O conhecimento de aspectos ligados à patogenia e epi-
demiologia da raiva nas diferentes espécies de morce-
gos constitui importante instrumento para o controle da 
enfermidade nesses animais, bem como em herbívoros, 
animais de estimação e humanos.

O objetivo do presente estudo foi identifi car as espécies 
de morcegos envolvidas na manutenção do ciclo da 
raiva no Estado de São Paulo e verifi car a distribuição 
do vírus da raiva em tecidos e órgãos de morcegos e os 
períodos de mortalidade de camundongos inoculados.

MÉTODOS

No período de abril de 2002 a novembro de 2003, a 
Seção de Diagnóstico do Instituto Pasteur de São Paulo 
recebeu 4.393 morcegos de 261 municípios do Estado 
de São Paulo para exame laboratorial de rotina. Os ani-
mais positivos para vírus da raiva foram identifi cados 

até gênero e/ou espécie, segundo Vizotto & Taddei.22 

Além disso, registrou-se o hábito alimentar desses 
animais (Tabela 1).

Amostras de tecido cerebral de todos os morcegos rece-
bidos foram submetidas à prova de imunofl uorescência 
direta (IFD), descrita por Dean et al,6 para a pesquisa do 
antígeno da raiva. Utilizou-se o vírus fi xo “Challenge 
Virus Standard” (CVS), amostra CVS/31, adaptada 
a cérebros de camundongos, apresentando título de 
106DLIC50/0,03 mL para a obtenção da suspensão de 
vírus, para a absorção do conjugado anti-rábico. Os mor-
cegos com diagnóstico positivo para raiva foram proce-
dentes de vários municípios, destacados na Figura.

Dos animais positivos, retiraram-se fragmentos de 
tecido do cérebro, glândula salivar, músculo peitoral, 
coração, pulmões, estômago, rins, bexiga urinária, trato 
genital, língua e gordura interescapular. Os fragmentos 
foram macerados individualmente em solução fi sioló-
gica a 0,85%, adicionada de 2% de soro fetal bovino, 
isento de anticorpos anti-rábicos e 1mL de garamicina 
por litro de diluente. Essa suspensão foi mantida sob 
refrigeração por 30 min e centrifugada a 3000 rpm por 
30 min. Nem todos os tecidos e órgãos estavam em 
condições de serem submetidos à prova de isolamento 
do vírus em camundongos e/ou em cultivo celular. 
Assim, para 40 espécimes foram utilizadas suspensões 
tanto de cérebros como de glândulas salivares.

A inoculação intracerebral em camundongos seguiu a 
técnica de Koprowski.14 Os camundongos empregados 
foram albinos suíços de 21 dias de idade, com peso entre 
12 e 14 g, obtidos do biotério do Instituto Pasteur de 
São Paulo e inoculados com 0,03 mL de inóculo. Uti-
lizaram-se grupos de cinco a sete indivíduos por amos-
tra. Após a inoculação, os animais foram observados 
durante 30 dias. Defi niu-se como período mínimo de 

* Ministério da Saúde - Programa Nacional de Profi laxia da Raiva. Casos de raiva humana notifi cados, e percentual de casos transmitidos 
segundo a espécie animal. Brasília; 2005

Figura. A) Municípios do Estado de São Paulo que enviaram morcegos para diagnóstico da raiva.  B) Procedência de morcegos 
com diagnóstico positivo para raiva, pela prova de imunofl uorescência direta. Estado de São Paulo, abril de 2002 a novembro 
de 2003.
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A pesquisa foi conduzida dentro dos padrões éticos 
exigidos e aprovada pela comissão de Bioética da 
Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da 
Universidade de São Paulo.

RESULTADOS

Do total de 4.393 animais analisados, 3.978 (90,5%) 
eram morcegos não hematófagos e 415 (9,4%) morce-
gos hematófagos. O índice de positividade total foi de 
1,9% (82/4.393), sendo 1,4% (6/415) entre os hematófa-
gos e de 1,9% (76/3.978) entre os não hematófagos. Os 
morcegos positivos para a raiva pertenciam aos gêneros: 
Artibeus, Myotis, Eptesicus, Lasiurus, Nyctinomops, 
Tadarida (T. brasiliensis), Histiotus, Molossus, Eumops 
e Desmodus (D. rotundus).

Em relação ao hábito alimentar, dentre os morcegos 
positivos, 43 eram insetívoros, predominando espécies 
dos gêneros Myotis (15/82) e Eptesicus (10/82); 33 

mortalidade o número de dias entre a inoculação e a data 
do primeiro óbito, e o período máximo de mortalidade, 
o período entre a inoculação e a data do último óbito. 
Para a confi rmação da presença do vírus da raiva nos 
animais que morreram no período de observação, os 
cérebros foram submetidos à técnica de IFD.

Para inoculação em cultivo celular, utilizou-se cultura 
de células de neuroblastoma murino (N2A) proveniente 
do American Type Culture Collection (ATCC – Virginia, 
EUA). Em placa com 96 poços, colocou-se 40μL do 
inóculo previamente preparado com 160μL de meio 
essencial mínimo (MEM), gentamicina e aminoácidos 
não essenciais. Após a homogeneização, foram acres-
centados 100μL (contendo 5 x 105 células) de suspensão 
de células N2A em cada poço. Cada amostra foi testada 
em triplicata. Para a revelação do teste, foi utilizada a 
técnica descrita por Webster & Casey23 e a leitura foi 
realizada em microscópio invertido de fl uorescência.

Tabela 1. Identifi cação de gênero e hábito alimentar de morcegos reagentes à raiva pela prova de imunofl uorescência direta. 
São Paulo, abril de 2002 a novembro de 2003.

Gênero Hábito alimentar Número de espécimes (N) Reagentes (%)

Artibeus frugívoro 33 40,2

Myotis insetívoro 15 18,3

Eptesicus insetívoro 10 12,2

Desmodus hematófago 6 07,3

Lasiurus insetívoro 5 06,1

Nyctinomops insetívoro 4 04,9

Tadarida insetívoro 4 04,9

Histiotus insetívoro 3 03,7

Molossus insetívoro 1 01,2

Eumops insetívoro 1 01,2

Total 82 100,0

Tabela 2. Distribuição do vírus da raiva em tecidos e órgãos de morcegos infectados naturalmente, avaliada pela inoculação 
intracerebral em camundongos. São Paulo, abril de 2002 a novembro de 2003. 

Tecidos e órgãos Positivos (%) Negativos (%) Inoculados

Cérebro 68 (89,5) 8 (10,5) 76

Glândula salivar 44 (57,9) 32 (42,1) 76

Língua 25 (32,9) 51 (67,1) 76

Bexiga urinária 23 (29,1) 56 (70,9) 79

Coração 20 (25,3) 59 (74,7) 79

Pulmão 18 (22,8) 61 (77,2) 79

Gordura interescapular 16 (24,2) 50 (75,8) 66

Rim 9 (11,2) 71 (88,8) 80

Trato genital 3 (05,5) 52 (94,5) 55

Estômago 2 (03,1) 63 (96,9) 65

Músculo peitoral 1 (01,3) 74 (98,7) 75
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eram frugívoros, todos do gênero Artibeus; e seis eram 
hematófagos (Desmodus rotundus) (Tabela 1).

Os resultados da inoculação de fragmentos de tecidos 
e órgãos de morcegos com diagnóstico positivo para 
raiva em camundongos e em cultura celular N2A estão 
apresentados nas Tabelas 2 e 3. Observou-se que o 
número de diagnósticos falso-negativos (8) foi menor 
quando utilizados os camundongos do que o cultivo 
celular (11).

O período mínimo de mortalidade do vírus isolado 
das amostras do cérebro variou entre sete e 20 dias e 
o período máximo, entre dez e 27 dias. Por sua vez, as 
amostras de glândulas salivares tiveram variação no 
período mínimo de sete a 26 dias, e no período máximo, 
de nove a 31, conforme a Tabela 4.

DISCUSSÃO

A proporção de 82 (1,9%) de reagentes positivos não 
pode ser interpretada como prevalência real da raiva 
em morcegos no Estado de São Paulo, pois refere-se à 
positividade ao teste de IFD.

De acordo com Baer,1 nos levantamentos realizados na 
década de 1950 e 1960 nos Estados Unidos, a prevalên-

cia da raiva em morcegos não hematófagos era variável, 
porém geralmente inferior a 1%. Ainda de acordo com 
os estudos da década de 1950 realizados nos Estados 
Unidos, um dos fatores de variação da prevalência era 
o hábito solitário ou gregário dos morcegos. Entre os 
morcegos positivos, identifi cados nesta pesquisa, 6% 
apresentavam hábitos solitários; 73% formam pequenas 
colônias (até 20 espécimes) e 21% formam grandes 
colônias.

No presente trabalho, os morcegos do gênero Artibeus 
enviados ao Instituto Pasteur para diagnóstico da raiva 
foram confi rmados como tendo hábito sinantrópico. Foi 
relatado histórico de contato e/ou agressão às pessoas 
ou aos animais domésticos, ou esses morcegos foram 
capturados para fi ns de vigilância epidemiológica, na 
maioria das vezes em ambientes urbanos.

Os morcegos insetívoros foram os mais freqüentes 
entre casos positivos, o que pode refletir a maior 
densidade deste grupo de morcegos no Estado.17 Os 
morcegos Artibeus lituratus e os Desmodus rotundus 
têm apresentado infecção pelo vírus da raiva com um 
perfi l específi co, identifi cado com painel de anticorpos 
monoclonais, e a variante do vírus é conhecida por 
variante 3, ou variante Desmodus rotundus.7 Por outro 
lado, a análise fi logenética dos vírus da raiva isolados de 

Tabela 3. Distribuição do vírus da raiva em tecidos e órgãos de morcegos infectados naturalmente, avaliada pela inoculação 
em cultura de células N2A. São Paulo, abril de 2002 a novembro de 2003.

Tecidos e órgãos Positivos (%) Negativos (%) Inoculados

Cérebro 56 (83,6) 11 (16,4) 67

Glândula salivar 29 (45,3) 35 (54,7) 64

Língua 10 (17,5) 47 (82,5) 57

Bexiga urinária 7 (11,1) 56 (88,9) 63

Coração 6 (15,0) 34 (85,0) 40

Pulmão 21 (48,8) 22 (51,2) 43

Gordura interescapular 13 (24,5) 40 (75,5) 53

Rim 7 (16,7) 35 (83,3) 42

Trato genital 6 (13,9) 37 (86,1) 43

Estômago 4 (11,1) 32 (88,9) 36

Músculo peitoral 4 (08,9) 41 (91,1) 45

Tabela 4. Períodos de mortalidade em camundongos inoculados intracerebralmente com suspensões de cérebros e de glândulas 
salivares de morcegos, segundo hábito alimentar. São Paulo, abril de 2002 a novembro de 2003. 

Hábito alimentar
Número de 
morcegos 

(N)

Cérebro Glândula salivar

Mínimo
 ± DP

Máximo
 ± DP

Mínimo
 ± DP

Máximo
 ± DP

Hematófago 3 10,67±1,52 15,33±2,08 10,00±0,00 11,33±2,30

Insetívoro 22 13,14±3,41 16,45±4,48 14,63±5,52 18,91±6,12

Frugívoro 15 10,33±2,02 12,60±2,13 12,93±3,28 15,67±4,82

 ± DP = média aritmética ± desvio-padrão (dias)
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Artibeus lituratus e Artibeus planirostris no Estado de 
São Paulo revelou semelhança com amostras isoladas 
de morcegos Desmodus rotundus.18

Têm sido raras as pesquisas do vírus da raiva em te-
cidos ou órgãos de morcegos naturalmente infectados. 
O vírus da raiva havia sido isolado, pela inoculação 
intracerebral em camundongos, de órgãos tais como 
coração, pulmão, rins, bexiga, glândula interescapular 
de Desmodus rotundus, porém em casos isolados.16,17

Estudos sobre infecções experimentais em Desmodus 
rotundus e pesquisando a presença de vírus em órgãos 
e tecidos destes animais, relataram o isolamento do 
vírus em glândulas salivares e pulmões.15 Em morcegos 
insetívoros Eptesicus serotinus, o vírus foi pesquisado 
em “swabs” da orofaringe e, pela prova da RT-PCR, 
os resultados foram positivos, embora não tenha sido 
identifi cado ou isolado vírus em tecido cerebral.8

O Mokola vírus (MOKV), genótipo III do gênero 
Lyssavirus, foi descrito na literatura como sendo vírus 
viscerotrópico,* porém pode-se depreender que os vírus 
do genótipo I ou os vírus clássicos de raiva isolados 
de morcegos do Estado de São Paulo também são 
viscerotrópicos. Para fi ns de isolamento do vírus da 
raiva, o material mais indicado é o cérebro, tanto em 
camundongos como em cultivo celular. Em seguida, a 
glândula salivar foi a que apresentou melhor resultado, 
no sistema camundongo. Em culturas de células N2A, o 
terceiro tecido com maior positividade foi o pulmão.

Recentemente, em estudo realizado com dois espéci-
mes de Myotis daubentonii foi isolado e quantifi cado 
o genoma do vírus aparentado ao da raiva (EBL2) em 
diversos órgãos, entre eles língua, fígado, bexiga, rins, 
intestino e estômago.12

Em muitas amostras não foi possível isolar o vírus em 
células devido à contaminação bacteriana, especial-
mente quando os materiais eram retirados de animais 
encontrados mortos. Nos casos de isolamento positivo 
em células, 96 horas de observação foram sufi cientes, 
confi rmando os dados de Webster & Casey24 que es-
tabeleceram quatro dias como o período ideal para o 
isolamento de vírus da raiva, especialmente de amostras 
com baixo título viral.

No presente trabalho, a evidência do vírus da raiva nos 
pulmões reforça a teoria da transmissão da raiva por 
aerossóis entre os quirópteros, especialmente em caver-
nas densamente povoadas por morcegos infectados.5 A 
evidência de vírus da raiva em bexiga, rins e estômago 
mostra a importância da distribuição do vírus da raiva 

em morcegos e sugere potencial de transmissão da raiva 
por estes animais pela urina e fezes.12 A presença de 
vírus na língua e glândulas salivares permite concluir 
que a via de transmissão mais comum entre os morcegos 
é pela mordedura.

Em relação ao período de mortalidade, os resultados 
do presente trabalho corroboram os achados de Webs-
ter & Casey.24 As pequenas diferenças observadas na 
presente pesquisa quanto ao período de mortalidade 
podem ser decorrentes da carga viral no cérebro e na 
glândula salivar, presença de anticorpos neutralizantes 
nas suspensões de tecidos utilizados como inóculos ou 
temperatura ambiente elevada do biotério que podem 
infl uenciar o início dos sinais clínicos, diminuição 
da mortalidade e aumento da freqüência de infecção 
abortiva nos animais inoculados.24

Conforme ilustrado na Tabela 4, os períodos mínimos 
de mortalidade encontrados para os materiais do cérebro 
e da glândula salivar de morcegos de diferentes hábitos 
alimentares foram inferiores a 21 dias. A redução de 
nove dias na observação diária desses animais poderia 
signifi car uma economia nos gastos de manutenção e 
execução desta prova, se comparado com os 30 dias 
convencionais.

O uso de sistema de cultivo celular para o diagnóstico 
da raiva tem sido defendido por muitos profi ssionais 
e instituições, preocupados com o uso de animais na 
experimentação e na pesquisa científi ca.

A triagem com a prova de IFD para, em seguida, sub-
meter os materiais às provas de inoculação intracere-
bral em camundongos e inoculação em cultivo celular 
contribuiu para a obtenção de resultados positivos em 
ambos os sistemas biológicos.

A disseminação do vírus da raiva em diferentes tecidos 
e órgãos, além do sistema nervoso central e glândulas 
salivares contribui para reforçar as teorias de outras 
formas de transmissão da raiva nestes animais. Inclu-
sive, ratifi ca os riscos de infecção de seres humanos e 
animais domésticos, quando em contato com morcegos 
de qualquer espécie, mortos ou vivos, ou mesmo com 
urina e fezes.

Os resultados obtidos na presente pesquisa ressaltam a 
importância da manutenção do tratamento profi lático 
humano pós-exposição (soro e vacina), quando ocorrer 
contato entre humanos e morcegos. Há necessidade 
de estudos de diferentes esquemas de tratamento para 
animais de estimação na dependência do seu status 
imunológico, em situações de contato com morcegos.

* Nel LH. Mokola virus: a brief review of the status quo. Presented at the 6th Conference of the Southern and Eastern African Rabies Group. 
Lilongwe, Malawi, June 2001.
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