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RESUMO

A raiva é uma enfermidade infectocontagiosa de carater zoonético, causada pelo virus da
raiva (RABV). Os quirdpteros juntamente com os canideos sdo 0s principais reservatérios do
RABYV, sendo responsaveis respectivamente pela manutencdo dos ciclos aéreo e terrestre da
doenca. O presente trabalho teve por objetivo identificar interacGes entre o virus e o
reservatorio no ciclo aéreo da raiva. Para isto, a presenca do RABV foi investigada em
amostras de saliva de morcegos de diferentes espécies. Foram realizadas trinta e seis capturas
de morcegos, na Regido de Maringa, Parana, sul do Brasil, no periodo de abril a dezembro de
2013. Os morcegos foram capturados com auxilio de redes de nylon e acondicionados em
sacos de algoddo. Foram registrados os dados biométricos e coletada uma amostra de swab
oral de cada exemplar. Para a identificacdo do RABYV, foi realizada a técnica de Semi-Nested
RT-PCR (“Reverse transcription polymerase chain reaction”) tendo como alvo o gene N que
codifica a nucleoproteina do virus. A analise de dados foi realizada por estatistica descritiva.
Ao longo do estudo, foram capturados 444 morcegos, pertencentes a quatro familias e quinze
espécies. O RABYV ndo foi identificado em nenhuma das amostras analisadas. Estes resultados
demonstram a auséncia de excrecdo do RABYV pela saliva de morcegos saudaveis na regiao
alvo do estudo e salientam para a necessidade de mais estudos sobre a manutencdo da raiva
nas diferentes espécies de morcegos.
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RABIES VIRUS MONITORING IN DIFFERENT SPECIES OF BATS IN MARINGA,
SOUTHERN BRAZIL

ABSTRACT

Rabies is an zoonotic infectious disease, caused by rabies virus (RABV). The bats with canids
are the main RABYV reservoirs, accounting respectively for maintaining the air cycles and
terrestrial of the disease. This study aimed to identify interactions between the virus and the
reservoir in air rabies cycle. For this, the presence of RABV was investigated in bat saliva
samples from different species. Thirty-six capture bats were held in Maringa Region Parana,
southern Brazil, from April to December 2013. The bats were captured with the help of nylon
nets and placed in cotton bags. Were registered biometric data and collected a sample of oral
swab of each especimen. For the identification of RABV, the semi-nested RT-PCR technique
("Reverse transcription polymerase chain reaction”) targeting the N gene encodes the
nucleoprotein of the virus was performed. Data analysis was performed using descriptive
statistics. Throughout the study, were captured 444 bats belonging to four families and fifteen
species. The RABV was not identified in the evaluated samples. These results demonstrate
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the absence of excretion of RABV in the saliva of healthy bats in the studied area and
reinforce the need for more studies about the maintenance of rabies in different species of
bats.

Keywords: chiroptera, rabies virus, saliva.

VIGILANCIA DE VIRUS DE LA RABIA EN ESPECIES DIFERENTES DE
MURCIELAGOS EN MARINGA, SUR DE BRASIL

RESUMEN

La rabia es una enfermedad infecciosa de zoonética causada por el virus de la rabia (RABV).
Los murciélagos con los canidos son los principales reservorios RABV, que representan,
respectivamente, para el mantenimiento de los ciclos de aire y terrestre de la enfermedad. Este
estudio tuvo como objetivo identificar las interacciones entre el virus y el reservatorio en el
ciclo aéreo de la rabia. Para ello, la presencia de RABV se investigd en muestras de saliva de
murciélago de diferentes especies. treinta y seis colecciones de murciélagos de hisopos orales
se llevaron a cabo en Maringéa Region Parand, sur de Brasil, de abril a diciembre de 2013. Los
murciélagos fueron capturadas con la ayuda de redes de nylon y se colocaron en bolsas de
algoddn eran registrado los datos biométricos y se recogié una muestra de hisopo bucal de
cada individuo. Para la identificacion de RABV, la técnica de semi-anidada RT-PCR (
"reaccién en cadena de la polimerasa de transcripcion inversa™) en el gen N se realiz6 codifica
la nucleoproteina del virus. El anélisis de datos se realiz6 mediante estadistica descriptiva.
Durante todo el estudio, 444 murciélagos fueron capturados pertenecientes a cuatro familias y
quince especies. EI RABV no fue identificado en ninguna de las muestras. Estos resultados
demuestran la ausencia de RABV en excrecion de la saliva de los murciélagos sanos en el
estudio de la region de destino y subrayan la necesidad de mas estudios sobre la ira de
mantenimiento en diferentes especies de murciélagos.

Palabras clave: chiroptera, virus de la rabia, saliva.
INTRODUCAO

A raiva é uma doenca fatal de distribuicdo mundial que acomete todos os mamiferos,
inclusive humanos. A principal forma de transmissao da doenca é por meio de mordedura de
animais infectados, apesar de ja terem sido descritos casos de transmissdo aérea e por
transplantes de 6rgdos. O virus da raiva (RABV) apresenta genoma RNA de fita simples e
pertence a familia Rhabdoviridae, género Lyssavirus (1).

Segundo Almeida et al. (2), em saude publica, os morcegos séo incriminados como
transmissores de patdgenos, visto que em todos os lugares do mundo héa relatos de raiva
transmitida por morcegos.

O primeiro caso de raiva identificado no Brasil em morcegos, foi registrado em 1921,
por Haupt & Rehaag, em um morcego frugivoro da espécie Artibeus planirostris, entretanto,
poderia ser um morcego vampiro erroneamente identificado (3). Até 0 momento 41 espécies
de morcegos ndo hematofagos ja foram identificadas com o virus da raiva no Brasil (4).

Apesar do morcego hematéfago Desmodus rotundus ser o principal reservatorio
silvestre da raiva na América Latina, diversas especies de morcegos ndo hematofagos ja
foram identificados com o RABV . O interesse pela busca do RABV nestes morcegos €
crescente devido a adaptacdo destes ao ambiente urbano e ao seu comportamento sinantropico
podendo aumentar o risco de transmissdo de doengas aos seres humanos (5,6). Segundo Silva
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(7), a grande quantidade de insetos na zona urbana, resultado da iluminacdo artificial,
aumenta a populacdo de morcegos insetivoros nas cidades. A falta de abrigos naturais,
decorrente do desmatamento, somada aos abrigos seguros nos ambientes urbanos, e a enorme
concentracdo de insetos, criou para 0s quirdpteros um ambiente propicio para seu alojamento,
especialmente, das espécies insetivoras, além disso, a auséncia de predadores naturais também
facilita a adaptacdo de morcegos no ambiente urbano (2,8).

De acordo com Reis et al. (8) apesar da presenca do RABV nos morcegos, assim como
outros patdgenos, os maleficios que os mesmos trazem sdo menores que os beneficios, pois
eles tém importante papel no controle biolégico de insetos (alguns destes também
transmissores de patdgenos), na polinizacdo (realizada pelos morcegos nectarivoros) e,
também, na dispers@o de sementes ocasionada pelos morcegos frugivoros, aspectos relevantes
em termos ambientais (9).

Apesar de ainda ocasionar a morte de aproximadamente 60.000 pessoas por ano,
segundo a Organizacdo Mundial da Saude, o nimero de casos de raiva humana, no Brasil,
esta em decréscimo, porém, vem sendo constatado aumento no registro de casos de
quirdpteros e outros animais silvestres infectados pelo RABV (5). Segundo o mesmo autor,
ainda ndo ha dados suficientes para concluir se este fato deve-se a um aumento na vigilancia
epidemiol6gica ou um aumento da prevaléncia da raiva nestas espécies.

Martorelli et al. (6), descreveram o comportamento de um morcego infectado pelo
RABYV, o qual mostrou-se anormal/diferenciado quando comparado com um saudavel, por
isto, geralmente, esses animais sdo encontrados caidos, dentro de imdveis, machucados,
moribundos.

O conhecimento sobre 0 RABV tem avancado embora ainda Sd0 necessarios mais
estudos sobre a manutencdo do virus na natureza, principalmente em morcegos. Este trabalho
teve por objetivo identificar o RABV na saliva de morcegos sadios de diferentes espécies.

MATERIAL E METODOS

As amostras foram coletadas em fragmentos florestais localizados na area urbana do
municipio de Maring4, Estado do Parand, Regido Sul do Brasil, no periodo de agosto de 2013
a janeiro de 2014, sob licenca permanente para coleta de material bioldgico do Instituto Chico
Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio (nimero: 17869-1, data da emissdo:
05/02/2009) e certificacdo do Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em
Experimentacdo (CEAE) da Universidade Estadual de Maringa.

Foram realizadas expedi¢Oes mensais em diferentes locais de coleta, sendo que cada
local foi visitado semanalmente em um dia randémico do més. A partir desta selecdo os
locais de coleta foram:

Parque do Inga: Unidade de Conservacdo urbana, localizada na regido central do
municipio de Maringd/PR, nas coordenadas geograficas 23°25°28”S e 51°55°59”0, com
altitude de 557 metros e area de 474.300 m2.

Parque das Palmeiras: Area localizada entre a avenida S3o Judas Tadeu e a rua
Flamboyant, nas coordenadas geograficas de 23°23°08”S e 51°56°21°0, com altitude de 499
metros e area de 61.434,48 m2.

Parque Florestal dos Pioneiros (Bosque 11): Area localizada na regido central de
Maringé, nas coordenadas geograficas de 23°25’47”S e 51° 56’300, com altitude de 524
metros e area de 594.400 m2.

Horto Florestal: O Horto Florestal Dr. Luiz Teixeira Mendes, localiza-se entre as
coordenadas geograficas de 23°26°5”S e 51°57°5170, altitude de 589 metros e &rea de
368.300 m2.
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Foram visitados, ainda 14 imdveis localizados na area urbana e um imovel em area
periurbana do municipio, de acordo com solicitagdo e agendamento dos proprietarios dos
mesmos.

Para a captura dos espécimes, foram utilizadas oito redes de nylon (mist-nest),
conforme Greenhall e Paradiso (10) dispostas 30 metros de distancia uma das outras. Nas
residéncias, os morcegos foram coletados diretamente, por captura manual, conforme acesso
ao forro. Quando o forro era inacessivel, redes e pucas foram colocados nos locais de saida
dos morcegos.

Os animais capturados foram contidos manualmente, e foram coletados os seguintes
dados biométricos: medida de antebraco; género; peso e identificagdo taxondmica, conforme
critérios de Vizotto e Taddei (11), Jones e Carter (12) e Gregorin e Taddei (13). As coletas
foram realizadas por profissionais treinados, vacinados contra raiva no esquema de pré-
exposicao e utilizavam equipamentos de protecdo individual.

A coleta de saliva foi realizada por meio de swab orofaringeo individual. As amostras
foram acondicionadas em microtubos individuais contendo Meio Essencial Minimo (MEM)
com antibidtico e antifingico, mantidas sob refrigeracdo até 0 momento de processamento. A
identificacdo do RNA viral do RABV foi realizada pela técnica de Semi-Nested RT-PCR
(“Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction”), tendo como alvo o gene N que
codifica a nucleoproteina do virus, conforme descrito por Carnieli et al. (14).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizadas 36 coletas durante o periodo do estudo, sendo 21 destas em
fragmentos florestais e 15 em residéncias. A area abrangida em fragmentos florestais totalizou
28.800 h.m? (Fig 1).

Neste periodo, foram capturados 444 morcegos, pertencentes a quatro familias e quinze
espécies, conforme descrito a seguir: Familia Phyllostomidae (Artibeus lituratus n=197,
Artibeus frimbriatus n=25, Artibeus obscurus n=18, Artibeus planirostris n=28, Carollia
perspicillata n=6, Phyllostomus hastatus n=5, Platyrrhinus lineatus n=5, Sturnira lillium
n=59, Vampyressa pusilla n=2), Familia Vespertilionidae (Myotis nigricans n=2, Myotis
ruber n=1), Familia Molossidae (Molossus rufus n=61, Molossus molossus n=30, Molossops
neglectus n=1) e Familia Noctilionidae (Noctilio leporinus n=4). Ndo houve captura de
exemplares de taxons ainda ndo catalogados para a regiao.

Das 444 amostras de saliva obtidas e submetidas & Semi-Nested RT-PCR, 0 RABV néo
foi identificado em nehuma delas. Os resultados obtidos neste estudo corroboram os dados da
literatura, que descrevem baixa ocorréncia de RABV, aproximadamente 1%, em col6nias de
morcegos sadios. De acordo com Scheffer et al. (15) o percentual de morcegos infectados pela
raiva, naturalmente, é de 1,9%, ja o trabalho de Almeida et al. (2) identificou, 0,69% de
morcegos positivos para o virus rabico, no Centro de Controle de Zoonoses da Prefeitura do
Municipio de Sdo Paulo, area metropolitana da regido Sudeste do Brasil.

Deve ser considerado ainda o fato de que estes percentuais séo baseados na deteccéo de
virus no Sistema Nervoso Central (SNC) de morcegos enviados ao diagnéstico de raiva dos
respectivos laboratdrios, portanto sdo animais com suspeita clinica de raiva, que foram
encontrados mortos ou ainda que fazem parte de algum programa de monitoramento de
morcegos para o controle da raiva animal. Além disso, o SNC é a amostra padrdo para
diagnostico de raiva em qualquer espécie (16), diferentemente da saliva. De acordo com a
patogenia do RABYV ap0s a chegada do virus ao SNC este é disseminado para o restante do
organismo sendo a glandula salivar um dos primeiros érgaos atingidos (5). Apesar disso sabe-
se que a disseminacdo do RABV na saliva ocorre de forma intermitente e, portanto, ndo €
sempre detectdvel mesmo em animais doentes (17).
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5.{ Fragmentos Florestais

. Residéncias
Figura 1. Pontos amostrais de morcegos capturados na regido de Maringa, Parana.
Fonte: Arquivo Pessoal

Neste estudo foi utilizada a técnica de Semi-Nested RT-PCR, com alta sensibilidade e
especificidade para identificacdo do RABV. Foram incluidos controles positivos e negativos
em cada lote de amostras processadas eliminando possiveis resultados falsos positivos ou
negativos. Harris et al. (17) desenvolveram um trabalho semelhante visando a vigilancia ativa
de Lyssavirus na Inglaterra entre 0s anos de 2003 a 2006. Foram analisadas 766 amostras de
swab orofaringeo contendo saliva de morcegos por meio de RT-PCR. Os mesmos ndo
detectaram amostras de RNA viral nos animais, revelando nao secrecdo viral via saliva no
momento da amostragem. Schatz et al. (18) analisaram amostras de swabs orofaringeos de
morcegos na Alemanha no periodo de 1993 a 2012. Foram analisados 4546 morcegos
distribuidos em 24 espécies. Deste total, apenas sete foram positivos por RT-PCR, a saber:
Eupean bat lyssavirus 1 (EBLV-1) também membro do género Lyssavirus, Barbastella
barbastelus (n=1), Eptesicus serotinus (n=5) e Myotis nattereri (n=1). Os mesmos autores
discutem ainda que a utilizacdo da biologia molecular para o conhecimento da dindmica da
raiva e vigilancia das colonias de morcegos mostra-se essencial na epidemiologia da raiva.

Echeverria et al. (19) analisaram amostras de 75 morcegos E. serotinus, no periodo de
junho de 1999 a agosto de 2000. Todos os exemplares encontravam-se na mesma col6nia em
um edificio publico de Sevilha, Espanha. Os pesquisadores utilizaram amostras de saliva
coletadas por swab orofaringeo, conservados em MEM e submetidos a RT-PCR. O EBLV-1
foi identificado em 15 morcegos, sendo: setembro/1999 (n=1), maio/2000 (n=4) e em
junho/2000 (n=10). Nos demais meses, o virus ndo foi identificado no exsudato orofaringeo
em nenhum animal. Destaca-se que a analise molecular da saliva representa uma importante
ferramenta para a vigilancia epidemioldgica do virus da raiva, sendo também uma importante
ferramenta de conservagédo e manejo, visto que permite ndo apenas a detecgdo, mas possibilita
manter 0s espécimes possivelmente negativos vivos.
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CONCLUSAO

O RABYV ndo foi identificado em nenhuma das amostras analisadas. Estes resultados
demonstram a baixa taxa de infeccdo pelo RABV em morcegos saudaveis nas regides
avaliadas, o que contribui para a baixa dispersdo viral nesses locais.
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