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ISOLAMENTO DE VIRUS RABICO DE PULMAOQ, CORACAOQ,
RINS, BEXIGA E OUTROS DIFERENTES TECIDOS DE
MORCEGOS HEMATOFAGOS DA ESPECIE

Desmodus rotundus? B

RENATO AUGUSTO DA SILVA*® e ARY MOREIRA DE SOUZA®

Sinopse

De morcegos hematéfagos da espéeie Desmodus rotundus, capturados em pleno dia nos Mu-

" nicipios de Campos € Bom Jesus de Itabapoana, no Estado do Rio de Janeiro e no Municipio de -
~ Bom Jesus do Norte, no Estado do Espirito Santo, isolou-se virus ribico dos pulmdes, coragiio, -
rins, bexiga, misculo escapular, traquéia, muco oral e faringeano, figado, cérebro, glindulas sub-
maxilares e parbtidas. Foram inoculadas emulsdes déstes tecidos em camundongos de 4 dias de

idade e 21 dias de idade, pela via intracerebral. -

As amostras de virus isoladas dos diferentes morcegos foram identificadas como virus rébico,
pela formagio de corplsculos de Negri no citoplasma das células nervosas dos cérebros dos ca-
mundongos inoculados e pelas provas de séro-neutralizagio realizadas, utilizando-se um séro

anti-ribico de reconhecida propriedade neutralizante,
, Foram também realizados estudos das propriedades patogénicas do virus rébico isolado de
" morcégo, para camundongos, cobaios, coelhos, cdies e embrido de galinha.

INTRODUCAO

A pesquisa de virus rébico em morcegos e carni-
voros silvestres relacionados com os focos de raiva
tem sido objeto de estudo de diversos pesquisadores.
"A hipétese incial de Carini (1911), levantada em
1911, de que os morcegos transmitiam a raiva aos
bovinos e eqiiinos do Estado de Santa Catarina foi
confirmada em 1916 por Haupt e Rehaag (1925),
ao inocularem em coelho e cobaios emulsio de
bulbo de morcégo por é&les classificado como
Phyllostoma superciliatum. Posteriormente, Hurst e
Pawan (1938), relataram um surto de raiva mna
espécie humana na Ilha de Trinidad, isolando virus
de moreégo da espécie Artibeus planirostris trinitatis
e sugetiram o morcégo como transmissor da raiva ao
homem e ao bovino. Estes mesmos pesquisadores
{Hurst & Pawan 1936) assinalaram o isolamento de
virus ridbico nas espécies Artibeus planirostris trini-
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tatis, Hemiderma e Diclidurus albus. Térres e Lima
(1935) concluiram que “nos focos de raiva epizodtica
e fora déles sio encontrados morcegos hematéfagos
portadores de virus rébico”. '

Baseados nos trabathos cldssicos do genial Pasteur
e seus colaboradores, os estudiosos em raiva no mor-
cégo procuravam isolar o virus rdbico do cérebro
“e glindulas submaxilares. Atualmente, a pesquisa
déste virus nos portadores naturais (morcegos e
carnivoros silvestres), foi orientada para outros te-
cidos, além do cérebro e glindulas submaxilares
decorrentes dos trabalhos que provaram nfio ser o
virus rébico estritamente um virus meurotrdpico. As-
sim, Sulkin et al. {1957) conseguiram experimental-
mente demonstrar o lipotropismo do ' virus rébico na
glindula inter-escapular (brown fat), de morcegos
insetivoros da espécie Tadarida b. mexicana. John-
son (1959) isolou virus ribico da glindula maméria

" e dos rins de uma doninha malhada (spotted skunk)
naturalmente infectada e Villa et al. (1963) iso-

. laram o mesmo virus da glindula inter-escapular, de
moreepos aparentemente sadios. '

O virus da raiva tem sido isolado de pulmﬁb e
outros -tecidos de morcegos naturalmente portadores,
conforme demonstraram claramente os trabalhos de
Bell et al. (1962), quando no ano de 1962, em
‘Montana, USA, obliveram o virus do coragio, rins,

. pulmdo e bago de morcegos insetivoros - Eptesicus
fuscus e posteriormente, Girard et al. (1965) em
New-England, também nos” USA, reportaram-se ac
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isolamento do virus da raiva dos 1ins, cérebro e
glindulas inter-escapulares (brown fat}, de morce-
gos Eptesicus fuscus e Myotis lucifugus. ‘

A presenca do virus da raiva em diferentes tecidos
foi demonstrada por técnicas de imunofluorescéncia
por Villa e Alvares (1963), nos rins, cérebro, glin-
dulas salivares e inter-escapulares de morcegos da
espécie Desmodus rotundus e por Girard et al. (1965),
na urina, cérebro, glindula salivar, supra-rené], rins
e figado de morcégo Eptesicus fuscus (big hrown
bat).

Anteriormente, Silva (1965) relatou o isolamento
de virus rabico do pulmio, coragio e outros diferentes
tecidos de Desmodus rotundus, referentes aos mor-
cegos de mimeros 1 e 2, sendo o propésito da pre-
sente publicagio o de relatar com mais detalhe os
trabalhos de isolamento de virus ribico do pulmio
coragio, rins, bexiga e de outros tecidos de morcegos
da espécie D. rotundus e aspectos da patogenicidade
do virus para animais de laboratério.

MATERIAL E METODOS

Os materials que deram origem ao presente tra-
balho foram coletados de quatro morcegos hematé-
fagos, pertencentes 3 espécie Desmodus rotundus,
capturados em pleno dia, nos focos ativos de raiva
que estio sendo estudados nos Municipios de Campos
e Bom Jesus de Itabapoana, ambos no Estado do
Rio de Janeito, ¢ no Municipio de Bom Jesus do
Norte, no Estado do Espirito Santo. Estes munici-
pios apresentam as seguintes posigies geograficas:
Campos: 21° 45" 23" de latitude sul e 41° 19 40”

de longitude oeste de Greenwich ({altitude 14 me-
tros); Bom Jesus de Itabapoana; 21° 08 09" de
latitude sul e 41° 40’ 48" de longitude oeste de
Greenwich {(altitude 118 metros) e Bom Jesus do
Norte: 21° 08 09" de latitude sul e 41° 40° 48~
de longitude oeste de Greenwich (altitude 118 me-
tros).

Pelo Quadro 1, verifica-se o nimero de casos positi-
vos de raiva por nds diagnosticados no decorrer dos
anos de 1964 e 1963, naqueles municipios e em al-
guns municipios limitrofes.

Morcégo n® I. Registrado na Segio de Virus do Insti-
tute de Pesquisas € Experimentagioc Agropecuirias do Centro-
-Sul (IPEACS), sob o no 5.087, pertencente ao sexo
masculino, capturado as 11 horas do dia 21-8-65, sugando
um bezerro, ne Municipio de Campos, Estade do Rie de
Janeiro, pele Dr. Altair Corréa Lima, Veterindrio do Servigo
de Defesa Sanitiria Animal e Chefe do POVIG, Pésto de
Vigilincia, neste municipie (Fig. 1). O morcégo veio acon-
dicionado em uma lata e 4 apresentava sinais de decompo.
si¢o, quando chegou ao nosso laboratério dois dias apds
& captura,

Inicialmente, foram retirados déste morcégo o cé-
rebro, as glindulas submaxilares, os pulmdes e os rins
para os trabalhos de inoculacio em camundongos.
Apbs a retirada déstes drgios, o morcégo foi colocado
na temperatura de menos 20°C, para utilizacio pos-
terior,

Decorridos 85 dias da congelagio do morcégo,
procedemos sua descongelagio e outros érgios como
a glindula inter-escapular, as glindulas pardtidas,
coragio, bago, figado, bexiga, musculo escapular e
intestinos foram retirados para as inoculagdes experi-
mentais. A bexiga estava livre de urina.

AR Trer et g

el
Few,

FIG. .1.

Morecégo n.* 1, Desmodus rotundus, capturado no Mumc(pio de Campos,

Esiado do Rio de Janeiro, (Material 3.087)
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Morcégo n* 2. Registrado na Segio de Virus do
IPEACS, sob o n.® 3,088, do sexo mascu]ipo, capturado ng
manhi do dia 22-8-65, ‘sugando um bovino, no Municipio
de Bom Jesus do Norte, Estado do Espirito_Santo, “ pelo
Dr. Ildefonso Bastos Borges, Veterinirio do Servigo de De-
fesa Sanitiria Animal e Chefe do POVIG paquele muni-
cipio,

O morcégo veio acondiciondo em saco plistico
contende gélo e chegou ao nosso laboratéric em 6ti-
mas condigbes de conservagio, Déste moreégo, fo-
ram retirados o cérebro, os rins, os puImoes as plin-
dulas submaxilares e parétidas.

O bovino apresentou sintomas de raiva 60 dias apés
ser sugado por éste morcégo, coletando-se o eérebro
para confirmagio do diagnéstico.

Morcégo n* 3, Registrado na Segio de Vims do
IPEACS, sob o n. 3.120, do sexo masculino, capturado
em pleno diz, no Municipio de Campos, Estade de Rio de
Janeiro, no dia 24-9-85, pelo Dr. Altair Corréa Lima, sen-
do coletade o cérebro, pulmiio e coragio, pelo préprio reme-
tente, gue conservou &stes drgios em glicerina neutra e,
posteriormente, remeten ao nosso laboratério,

Morcégo n.e 4, Registrado na Segio de Virus. do
IPEACS, sob o n.° 3.141, do sexo masculino, capturado as
7 horas da manhd do dia 20-10-83, no Municipio de Bom
Jesus de Itabapoana, Estado do Ric de Janeiro, pelo
Dr. Ildefonso Bastos Borges. )

O moreégo veio acondiciondo em marmita térmi-
ca refrigerada, chegando ac nosso laboratério em &ti-
mas condi¢cdes de conservagio. Déste morcégo foram
coletados o cérebro, as glindulas submaxilares e pa-
rétidas, figado, bago, rins, traquéia, muiseulo escapu-
lar, intestino, glindulas inter-escapulares (gordura
marrom), muco oral e faringeano e a bexiga, que
estava retraida, sem conter urina.

O muco oral e faringeano foi obtido por fricgio
da regifio oral e farineana com estilete envolvido em
algodao esterilizado,

Antes de prepararmos as emulsGes, lavamos os
érglos com solugfio fisiolégica estéril a 8,5 por mil,
pelo menos trés vézes para retirada do sangue, O al-

goddo, contende a mucosidade da regiic ora de fa-
ringeana, foi macerado em geral, adicionando-se sa-

‘lina.

ISOLAMENTO DE VIRUS

Preparo dos inoculs. Enmlsdes individuais de ca-
da tecido correspondentes aos morcegos de niimeros
1, 2, 3, e 4, foram realizadas em séro fisioldgico

" estéril a 8,5 por mil, adicionando-se 1.000 UL de

penicilina potissica e um miligrama de di-hidro es-
treptomicina por mililitro.” As emulsdes assim pre-
paradas eram centrifugadas por 10 minutos a 2.500
rpm, Apds esta operagho, as emulsdes ficaram incuba-
das 30 minutos na temperatura de 4°C. Para cada
emulsfio, inocu'4vamos grupos de B8 camundongos
adultos e lactentes (camundongos de 4 dias de
idade), pela via intracraniana, na dose de 0,03 ml,
Observivamos didriamente os animais por um periodo
de 30 ou 60 dias.

Com os cérebros dos camundongos que morriam
com sintomas de raiva ou sem apresentarem éstes
sintomas, realizivamos segunda passagem em ca-
mundongos adultos e lactentes, conforme exemplifi-
camos com as fichas 5064, 5162, 5069, 5160, 5284 e
5358 (F'g. 22 7).

IBENTIFICACAO DO VIRUS

Na identificacio das amostras de virus isoladas,
utilizamos: a) exames histopatoldgicos e h) prova
de sdro-neutralizacio.

Exame histopatoldgico

Consistin em fazermos esfregagos em laminas dos
cérebros dos camundongos adultos e lactentes que
exibiam sintomas de raiva. Sacrificivamos os animais
na fase paralitica e submetiamos os seus cérebros 2
técnica de Faraco (Bier 1961}, para evidenciagio
dos corpisculos de Negri,

QUADRO 1. Nimero de materiais nervosoa de bovinos recebidos e parceni_&gem ds posilivoa nos anos de 1664 ¢ 1665
Materiain Porcentagem
Munieipios Estado recebidos positivos
1964 1965 . 1084 1963
L0 3 T S Rio de Janeiro 8 20 509%% 50%,
Bom Jesus de Ita.bapoana ............ Ric de Janeiro ] 40 60% 85%
Mimoeso do Sul.......0 ............. Espirito Santo 8 0% 62,5%,
ADIACA. 1ttt i i s Espirito Santo 2 11 41,8% 81,8%
Bom Jesus do Norte................. Espirito Santo 16 -_— 87.5%
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Material n?3087 - Morcégo hematdfago — p'»ulmﬁo y " Ficha 5064
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FIG. 2 a 4. Fichas (no 5064, 5162 ¢ 5069) de inoculaglo em camundongos.
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Materil n23087 — Morcégo hematstago —rim — 29passagem Ficha 5160
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Material n? 3087 - Morcégo hematdfago - miscule escopular Fiche 5284
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Material n®3087 = misculo escapular - 2%passagem Ficha 5358
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FIG. 5 a 7. Fichaz (n.* 5160, 5284 e 5358) de inoculagio em camundongos.
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Provd de séro-neutralizagio

Amostras de virus, Utilizamos as amostras de virus
correspondentes aos cérebros dos morcegos de nos. 1,
2, 3 ¢ 4, designadas sob os nimeros de registro na
Segdo de Virus, como amostras 3.087, 8.088, 3.120
e 3,141, respectivamente, e mantidas em cérebros de
camundongos.

Sdro. Foram usados um séro imune, com alto teor
em anticorpos para o virus da raiva, proveniente do
Institute Oswaldo Cruz, ¢ um séro normmal de car-
neiro,

Técnica. A prova de sdro-neutralizagio con-
sistiu em se colocarem partes iguais das diluigdes de
virus, que variaram de 10® a 107 para o sbro de
carneiro e de 10-* a 10" para o séro padrio. Em se-
guida, agitivamos bem os tubos, permanecendo
as misturas em banho-maria a 37°C por 1 hora. Apés
éste periodo os tubos contendo as misturas eram
transferidos para um banho de gélo, procedendo-se a
inoculagfes intracranianas nos camundongos de 21
dias de idade na dose de 0,03 ml. Para cada diluigio

" usdvamos um lote de 6 camundongos.

Para o cidlculo do titulo do virus e das doses neu-
tralizantes baseamo-nos no método de Reed e Muench
(1938) e consideramos a neutralizagio de 100 DLg
suficiente para. estabelecer a identidade do virus
{World Health Organization 1954},

TITULAGAO DAS AMOSTRAS DE VIRUS
ISOLADAS DE MORCEGOS

Utilizamos, para a titulagdo, amostras de virus com
trés passagens em cérebro de camundongos adultos,
oriundas dos cérebros dos morcegos de n° 1, 2,
3 e 4, Pesamos, inicialmente, 1 g de tecido nervoso
correspondente a cada amostra, macerando-a em gral.
Adicionamos 9 ml de séro fisioldgico, a fim de ob-
termos a diluigio a 1:10. Diluicdes multiplas de 10
foram realizadas até alcangarmos a dilui¢io de 107,
Inoculamos grupos de 4 camundonges para cada
dilui¢iio, que variou de 10 a 107, pela via intra-
craniana, na dose de 0,03 ml. Os animais foram ob-
servados pelo pericdo de 15 dias, calculando-se os
50% de letalidade pelo método de Reed e Muench
(1938). : o

PATOGENICIDADE DO VIRUS PARA
COBAIOS, COELHOS, CAES E EMBRIAO DE
GALINHA

A amostra de virus r‘ébico, designada amostra
3.087, ‘solada de um dos morcegos proveniente do
Municipio de Campos, foi inoculada em:

Cobaios. Inoculamos cobaios de 300 g, com a
amostra de virus contendo trés passagens em cérebro

Pesq, agropec. bras, 3:201-301. 1968

de camundongos, na diluigdo 1:1000, por via intra-
muscular, na dose de 0,2 ml.

De um dos cobaivs mortos sob a agio do virus,
retiramos diferentes 6rgios {cérebro, pulmao, coragio,
rim, figado, bago, vesicula biliar, mésculo da perna,
nervo cibtico correspondente & perna inoculada e be-
xiga) para pesquisa da distribui¢io do virus na in-
feccfio experimental. Emulsdes a 10% em sbro fisio-

16gico foram realizadas para cada tecido, procedendo-

-se & inoculagio em camundongos adultos e lactentes.

Coelhos. Inoculamos coelho adulto, com diluigio de
virus a 1:10, na terceira passagem em cérebro de
camundongo, por via intramuscular, na dose de
0,2 ml. S S

Cies. Inoculamos 2 m! da dilnigio a -1:10 da
amostra 3.087, na terceira passagem em eérebro de
camundongos, por via intramuscular em dois cfies de
3 meses de idade, que nfic haviam sido vacinados
contra a raiva.

Embrido de galinha. Embrides de 7 dias de idade
foram inoculados com a amostra 3.087 e 3.088, nas
diluigées a 1:10, correspondentes 3s segundas pas-
sagcns destas amostras de virus em cérebro de ca-
mundongos. A via utilizada foi a do saco da gema,
sendo a dose de 0,2 ml para cada embriio (Camar-
go et al. 1953), : >

RESULTADOS
‘Isolamento do virus

A leitura do Quadro 2, correspondente ao moreé-
go hematéfago registrado sob o n.® 3.087, oferece
os resu'tados que se seguem:

Emulsdo de pulmio. Decorridos 16 dias da ino-
culagio desta emulsio em camundongos adultos, mor-
reram 3 sem apresentarem sintomas. No 13.° dia de
inoculagio 5 camundongos lactentes morreram sem

. » .
também apresentarem sintomas de doenca. Os cére-

bros déstes animais foram coletados e os demais. ca-
mundongos inoculados permaneceram aparentemen-
te normais por um perfodo de observagio de 60 dias.

Emulsdo de rim. Um camundongo adulto apresen-
tou-se doente no 14.° dia de inoculagdo, sendo sa-

~ erificado j4 na fase paralitica, no dia segninte. Um

outro camundongo morreu no 17.° dia e um outro
no 28.° dia de inoculagio sem apresentarem sinto-
mas da doenga. o

A emulsio de rim, inoculada em camundongos lac-
tentes, causou a morte em 2 camundongos gue nio
apresentaram sinais de doenga no 13.° dia de ino-
culagiio. Um 3.2 camundongo apresentou-se paralitico
no 14.° dia. Decorridos 24 dias de inoculagio mor-
reu um camundongo sem apres‘entagio de sintomas e
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QUADRO 2. Moredgo no 1 (mnaterial 3.087, Desmodus rotundus) capturado ne Municipio de Campos, Estado do Rio de Jeneire

Incubagiio Relagfio de % de mortes Pesquisn
Tecidos Data da  Dose Via inoculados/mortos de
inoculados inoculagio corpfisculos
Lactente Adulto Lactente Adulto  Lactente Adulto de Negri
Cérebro 23/8/65 0,03 i.cer, 8-11 diaw 9-10 dias 8/8 8/3 100 100 positive
Glandula submaxilar  23/8/65 0,03 l.cer, 8-8 dias 5-10 dias 474 §/8 100 100 positivo
Pulmio 23/8/65 0,03 i.cer, 13 diass 168 diass 5/8 3/8 62,5 37,5 nio pesquisado
Rim 23/8/65 0,03 i.cer, 13-24 dias  14-28 dias 5/8 3/8 62,5 37,5 positivo
Glandula inter-escapus=
lar (gordura (mar-
ron} 27/0/65 0,63 i.cer, — —_ 3 B —_ —_ —
Parétida '27/9/65 0,03 i.cer, 5-10 dias _ 7-9 dias a8 8/8 100 100 positivo
Coragdo 27/9/65 0,03 i.cer, 11-12 diaa 14-17 dias 78 4/8 87,7 50 positivo
Baco 27/9/65 0,03 i.cer, —_ -_— 0/8 0/8 —_ —_ —
Bexiga 27/9/65 0,03 i.cer. - _ 12 diss 0/8 17 —_ 14,3 positive
Misculo escapular 27/0465 0,03 i.cer. 11 diaa — 2/8 0/8 _— —_ nio pesquisado
Intestino 27/9/65 0,03 l.cer. — -_ 0/8 0/8 — _— -_
Figado 2718165 0,03 i.cer, 9-10 dias 88 : o7 100 —_ positivo

s Morte dos eamundongos sem apresentat aintomas,

outro foi sacrificado apds mostrar-se doente. Intime-
ros corplisculos de Negri foram observados nas células
nervosas do cérebro déste camundongo.

Os demais camundongos adultos e lactentes, per-
maneceram aparentemente normais pelo periodo de
observachio de 80 dias.

Emulsdo de bexiga. Esta emulsio foi patogénica
para camundongos adultos. Com 12 dias de incuba-
¢fio, um camundongo mostrou-se paralitico, perma-
necendo 24 horas nesta fase, quando foi sacrificado
e seu cérebro coletado para passagem posterior, com
resultado 100% letal para os camundongos inoculados,

Emulsdo de misculo escapular, A emulsio de ms-
culo foi letal sdmente para camundongos lactentes.

Com 11 dias de inoculagio amanheceu doente um
camundongo que, no dia seguinte, fol encontrado

morto, juntamente com mais um camundongo, Os
cérebros foram coletados, fazendo-se segunda passa-
gem em camundongos lactentes.

Emulsio de figado. A inoculagic desta emulsio
em camundongos adultos e lactentes resulton patogé-
nica para camundongos lactentes no periodo de in-
cubagio de 9 a 10 dias.

As demais emulsdes correspondentes ao cérebro,
coragdo, glindulas submaxilares e parftidas, deram
resultados letais acima de 50% para camundongos
adultos ‘e lactentes e &stes animais mostravam sem-
pre sintomas definidos de raiva, sendo desnecessd-
ria uma segunda passagem para melhor elucidagio.

Obtivemos resultades negativos com a inoculagio
das emulsdes de glindulas inter-escapulares, baco e
intestinos.

Corpusculos de Negri estavam presentes ‘nas cé-
lulas nervosas dos cérebros dos camundongos sacri-
“ficados correspondentes ds vérias emulsdes, em pri-
meira on em segunda passagenm, ‘

O Quadro 3, referente a0 morcégo registrado sob
o n° 3.088, oferece a seguinte lejtura:

~ Emulsiio de pulmdo. A emulsio de pulmdo inocu-
'lada em camundongos adultos e lactentes apenas
produziu doenga nos lactentes. Com 13 dias de ino-
culagfio, um camundongo adoeceu e no dia seguinte
amanheceu paralitico, sendo sacrificado. O cérebro
foi coletado e passado em outro lote de camundon-
gos. . ‘
A segunda passagem de cérebro de camundongos

lactentes reproduziu o quadro de raiva tanto em ca-
mundongos adultos come em lactentes, obtendo-se

-100% de letalidade.

As emulsdes de cérebro, glindulas submaxilares e
parbtidas resultaram positivas nas inoculages em
cemundongos adultos e lactentes. A emulsio de rim
deu resultados negativos.

A em'u_lsﬁo do cérebro do bovino, determinou a
morte de § camundongos inoculados os quais apresen-
taram sintomas de raiva. Corplsculos de Negri. esta-
vam presentes nas células nervosas dos cérebros dés-
tes camundongos.

O Quadro 4 representa as inoculagies de alguns ér-
gios do moreégo registrado sob o n.® 3.120, A inter-
pretaciio € a seguinte:

Emulsdo de pulmdo. Esta emulsio foi patogénica
para camundongos adultos e lactentes. Com 15 dias

adoeceu um camundonge adulto, morrendo 2 diag
apés. Com 21 dias de inoculagio, adoeceram mais

Pesq. agropec, bras. 3:291-301. 1968
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QUADRO 3. . Morcigo n.t £ (material 3,088, Desmodus rotundus) capfurado no Municipio
de Bom Jesus do Norle, Estado do Espirite Sorio o

Peaquisa

: Incubaclio Relaglio de ~ "% de mortes

Tecido ‘Data da  Dose  Via ‘ inoculados/mortos ' de
inoculado inoculagio corptisculos
Lactente Adulte Lactents Adulto “Lactente Adulto de Negri '

. Cérebro 23/8/65 0,03 i.cgr. 9-10 dias - 10-11 diss 8/8 88 - 100 100 positivo

Pulmio 23/8/65 0,03 icer. 13 diss — 18 - o8 126  —  positive

Glindula submaxilar  23/8/65 0,03 i.cer. 11 dias 8-10 dias 8/8 8/8 100 "I00 . positivo

Rim : 23/8/65 0,03 j.cer. - - “0/6 0/8 - = —
Parbtida 21/9/85 0,03 i.cer. 5~10 disg  B-11 dias 8/8 100 100 poeitive

10710

. Passados em c_amimdongns adultos e lactentes, reprcduzinde a raiva dentro do perfgdo de 8 a 11 dias para o adultoz e 5

& 10 para os lactentes.

v

2 camundongos, que morreram no dia seguinte. Os -

demais camundongos foram observados por um pe-
"riodo de 80 dias. Dos camundongos lactentes, 5 adoe-
ceram com 14 dias, morrendo no dia.seguinte. So-
breviveram 2 camundongoes no periode de observagiio
de 30 dias. : T

Emulso de cotagdo. Com 11 dias de inoculacio,
adoecet um camundongo adulto, permanecendo doen-
te por 2 dias e finalmente paralizando no 4.°dia de
doenga. Ouiro camundongo adoeceu no 15.° dia
e-um terceiro, no 18.° dia. Esta emulsio nio foi
inoculada em camundoengps lactentes.

. Emulsio de cérebro, Esta emulsio foi_ patogénica
‘para camundongos adultos e lactentes, observando-se
“os -periodos de incubagio de-8 a 10 dias e 11 a 12
dias, respectivamente. Todos os camundongos
.morreram com sintomas definidos de raiva.

" O Quadro 5 representa as inoculagBes dos 6rgdos
do - morcégo ‘registrado ‘sob o n® 3.141. Verifica-so
que as emulsdes de cérebro, glindulas submaxilares,
glindula - parétida, pulmfo, coragio e traquéia
deram resultados 100% letais para os camundongos
adultos’ e lactentes, no periodo de 6 a 14 dias de
inoculagio, A emulsdo de rim apenas foi patogénica
“para camundongos  lactentes apresentande perfodo
de incubacio de 8 a 10 dias. A emulsio de muco
-oral e faringeano foi 100% letal para camundongos

‘lactentes, no perfodo de 10 a 12 dias de incubacio
matando 37,5% dos camundongos adultos, no periodo
de 14 a 16 dias. .

A pesquisa de corpisculos de Negri resultou posi-
tiva nos cérebros dos camundonges inoculades com
~as diferentes emulsGes.
Resumindo os resultados obtidos com as inocula-
:-géés das diferentes emulsdes, temos:

Morcégo ndmere 1 {material 3.087)}, Isolamos virus
ribico do cérebro, glindulas submaxilares, pulmio,
“rins, glindulas parétidas, coracio, bexiga, misculo-
-~escapular e figado, Obtivemos resultados negativos
.com as emulsdes de glindula inter-escapular, bago
e intestino, :

Morcégo nidmero 2 {material 3.088), Déste mor-
cégo, isofamos virus rdbico das emulsGes de cérebro,
‘pulmio, glindulas submaxilares e parétidas. Resultou -
negativa a inoculagio da emulsdo de rins,

Morcépo nidmero 3 (material 3.120). Isolamos virus
rébico do cérebro, pulmio e coragio.

Morcégo nimero 4 (materfal 3.141). Isolamos vi-
rus ribico do cérebro, glindulas submaxilares e par6-
tidas, pulmées, corago, rins, traquéia e muco oral
e faringeano. Resultaram negativas as inoculacfes das
emulsbes de glindulas inter-escapulares, figado, bago,
bexiga, miasculo escapular e intestinos,

- QUADRO 4. J“Jarv:éao n.e & (material 8.120, Desmodus rotundus) capturado no .Mum‘c{h;'& de Campos, Estado do Rio de Janeire

. Inoubaciio Relagioc dos % de mortes " Pesquisa
Tecido Data da Dose  Via ‘ inoculados/mortos R de
.. inoculado inoculacdo . —— corpisculos
) Lactents Adulte  Lactente Adulto  Lactente Adulte .  de Negri
Cérebro 28/9/65 0,03 . i.cer. 11-12 disa 810 dias = 8/8 Nt 100 100 - positive
" Pulmgo - ! . 28/8/65 0,03 i.cer. 14 dias 15-21 diae - &7 .. 37 714 .. 3T5 . positivo
“28/9/65 0,03 i.cer. — 11-18 diaa Sy B8 0 — 0 80 . positive

_ Coraglo o
Teeg T

e
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QUADRO 5. Morcégo n.o 4 (malerigl 8.141, Desmodus rotundus) capturade no Municipio
de Bom Jesus de Iabapoana, Estado do Rio de Janeira
Incubagic Relac¢ho de © %% de mortes Pasquisa
Tecidos Data da  Dose Via inooulados/mortos ’ de
inogulados incculagio : corplsculos
. Lactente Adalto Lactente Adulto Lactente Adulto de Negri
Cérebro 20/16/85 0,03  i.cer, 810 dise  8-10 disa. 88  10/10 100 100 positivo
Glindula ;ubmﬂxl[ar 26/10/85 0,03 i.cer. 810 dias  8-10 dias.. 8/8 8/8 - 100 " 100 positivo
Purbtida 20/10/65 0,03  i.car. 8-10 diss 68 ding 't BB 99 100 100 positivo
Glandula inter-escapu- . Cy _ :
lar (gordura mare . .
ron) 26/10/65 0,03 i.cer, —_ -— 08 0/8 —_ —_ —_
Pulmio 26/10;63 0,03 i.cer, 11-12 diasz 12-14 diaa N8 10/10° = 100 100 positive
Coragllo 26/10/65 0,03  i.cer, 8—1_1 dias 13-14 dias 8/8 16/10 100 100 poaitivo
Figado . 2610/65 0,03  loer. - — 08 00 - — _
Bago 26/10/65 0,03  i.cer. -— — o8 o/10. —_ — —
Bexiga 20/10/65 0,03  f.cer. - - 08 08T — = -
Rim 26/10/65 0,08  i.cer. 8-10 diss — s 09 100 - positivo
Misculo eacapular 26/10/65 0,03 i.cer. — —_— Co0g o8 -_ —_— —_—
Inteatino 26/10/65 0,3  leer. - — o 0/8- /8 — -— —
Traquéia , 26/10/65 0,03  i.cer, 8-11 dias 10-12 dias . 88 10710 100 100 positive
Muco oral e faringeano 26/10/65 - 0,03 i.cer. 10-12 dias 14-16 diaa q..-...‘ .88 38 100 37,5 positivo
Identificagdo do virus amostra - de  virus 8.088, om camundongos adultos:
. . . ' 10-d.22, .em " camundongos lactentes: 10-.12; )
. Exame histopatoldgico. O exame dos esfregagos 7 nmoatm de virnw 8. 120, em comundongos eadultos:
correspondentes aos cérebros dos camundongos sacrifi- 104%; em camundongos lactentes: 10-5-1% _
cados na fase paralitica, revelou a presenga de nu- amostra de virus 3,141, em camundongos adultos:
ETOS08 corpusculos de Negri no cntoplasma das 10-2-50; emr camundongos lactentes: 1(-%.50,

células nervosas.

Prova de séro-neutralizagdo, O Quad_ro 6 demons-

tra' 0s resultados obtidos nmesta prova. O séro imune
do Iostituto Oswaldo Cruz apresentou indice de
neutralizagio de 1,0 para as amostras de virus 3.087,
3.088, 8120 e 3.141,

O titulo das amostras de virus foi dado pela mistura
das diluiches 'de virus mais séro normal de carneiro.
No Quadro 6, estio expressos os titulos de cada
amostra, sendo de 10 a amostra 3087; 10~
para a amostra 3.088; 10*'* para a amostra’ 3.120 e
finalmente, 10*® para a amostra 3.141.

As amostras de virus isoladas neutralizaram 316,
173, 1319 e 3.163 DL, respectivamente para as
amostras designadas 8.087, 3.088, 3.120 e 38.141.

* As amostras de virus isoladas foram neutraliza-
das pelo séro possuidor de anticorpos para o virus
da raiva. '

TitulagGo das amostras de virus isoladas de morcegos

Obtivemos os seguintes resultados com as - titula-
gbes das amostras 3.087, 3.088, 3.120 e 3.141 em
camundongos adultos e lactentes:

camundongos  adultos:
10-6.38

amostra de  virugs 3.087, em
10-447;. em camundongos. lactentes:

Patogenicidade do virus pard cobaios, coelhoé, :
cies ¢ embridy de galinhas

O periodo de incubagio do’ virus para o cobaio
foi de 12 a 13 diezs. Os animais apresentavam-se
paral:tlcos e permaneciam nesta fase por dois dias,

Das emulsdes dos 6rgaos de um dos cobaios ino-
eulados em camundongos adultos e lactentes isola-
mos virus do cérebro, coragdo, nervo cidtico, misculo
da perna e da bexiga. As demais emulsges deram
resultados negativos.

A amoastra. de” virus 8.087, incculada ne coelho,

. apresentou perlodo de incubagio de 16 dias, perma-
necendo 'éste animal na-fase paralitica pelo periodo
de 8 dias. Do cérebro déste coelho, niio recupera-
‘mos virus ribico nas moculagoes em camundongos,

Os cles inoculados com o virus ribico (amostra
3.087), nada digno de nota apresentaram no periodo
de observagio de 90 dias, quando foram eliminados.

-No embrido. de gahnha, as amostras de virus 3.087,
¢.3.088, se cultivaram quando inoculada pelo saco da
gema, demonstrando titulages irregulares em camun-
dongos adultos e lactentes nas trés primeiras gera-
gbes. :

Pesq. dagropec. bras, 3:291-301. 1968
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QUADRO 8. Séro-neulralizacde das ameostras de virug dsoladas
Ntmero Titulo em DLgg.03 ml :
do DLsg
material Virua+ Séro Virus+Séro - Neutralizadas
normal padrio -
3087 . 1p-3% 190 316
3088 1p-42 10-1°0 173
3120 10-41® T 1319

3141 10~4% 10— 3163

DISCUSSAO E CONCLUSAO

O virus da raiva foi por nés isolado de pulmio, co-
ragio, rins, bexiga, figado, musculo escapular, tra-
quéia, muco oral e faringeano, cérebro e glindulas
submaxilares e parétidas de morcegos hematéfagos da
espécie Desmodus rotundus, capturados dt_lrante o dia,
em plena fase de excitagio, quando sugavam bovi-
nos. No entanto, Bell et al. (1962), isolaram virus
rébico do coraglio, rins, pulmio e baco de morce-
gos Epteszcus fuscus, capturados sem sintomas de
raiva ¢ Villa et al. (1963) verificaram a presenga de
antigeno 1ibico viral nos rins, cérebro, glindulas
salivares e inter-escapulares de morcegos D. rotundus,
aparentemente sadios. '

Em nossos expenmentos ndo conseguimos eviden-
ciar a presenca de virus pa urina, pois os espécimes
estudados priticamente apresentavam suas bexigas
totalmente contraidas e, consegiientemente, livres de
urina. Pesquisa neste sentido foi orientada por Gi-
rard et al. (1965), que provaram por imunofluo-
rescéncia a presenca de virus ribico na urina de mor-
cégo, da espécie E. fuscus, capturado apés morder
uma pessoa; entretanto, o isolamente de virus rabi-
co da bexiga do morcégo nimero 1 (material 8.087)

* indica wma multiplicagdo de virus neste tecido e, con-
seqiientemente, sua eliminacio pela urina,

Observamos em nossas pesquisas que o virus ra-
bico esteve presente nos pulmées e coragio dos 4

morcegos estudados, Em um caso {material 3.087),.

.encontramos virus rabico nos rins e na bexiga como se
fazia esperar. Em outro caso (material 8.141), o
virus rabico f01 isolado dos 1'1115, nie o sendo da
bex1ga.

A emulsio de figado correspondente ao material
3.087 56 demonstrou a presenca de virus nos camun-

dongos lactentes. Os adultos ndo se mostraram sen- -

siveis, Passagens subseqiientes do virus em primeira
passagem para camundongos adultos e lactentes re-
sultaram negativas.

Chamamos a atengfio para o fato de alguns camun-
dongos morrerem sem sintomas definidos de raiva e,

Pesq. agropec. bras. 3:291-301, 1968

no entanto, o virus estar presente em seus cérebros.
Assim é que passagens déstes cérebros em camundon-
gos resultaram positivas, como no easo de emulsio de
pulmao, fichas nos. 5064 e 5162.

O virus rabico, presente nas emulsées de pulmdo,
figado, bexlga rins, corago, muco oral e faringea-
no e traquéia, determinou o aparecimento de cor-
pisculos de Negri no citoplasma das eélulas nervo-
sas dos cérebros dos camundongos em primeira pas-
sagem, contrariando o ponto-de-vista de Johnson
{1959), que ao trabalhar com virus rdbico isolado de
tecido mamdrio e dos rins de uma doninha malhada
{spotted skunk), achou que a auséncia déstes corpis-
culos nas células nervosas dos camundongos por éle
inoculados -se deve ao fato da falta de experién-
cia do virus com o tecido cerebral. Tais corpésculos
ocorriam em camundongos inoculados com tecida
cerebral de camundongos de primeira passagem.

Nio pesquisamos a presenca de inclusdes nas cé-
lulas pulmonares e células dos demais tecidos dos
morcegos raivosos, o que pretendemos fazer em ou-
tra oportunidade. Esta verificaciio se faz necessaria,
tendo em vista que, em condigSes experimentais de
cultive, o virus ribico se multiplica sem a presenga
de células nervosas, em cultivos de células do tumor
de Pearce do coelho (Levaditi & Schoen 1936); em
células BHK (Fenje 1960, Kissling 1958); em células
BHKx Ci: {Atanasiu 1965a, Fernandes et al. 1963)
e nas células de rim de suino (Abelseth 1964), pro-
duzindo incluses citoplasmaticas.

O virus forma aeroséis, sendo o via aerbgena uma
fonte segura de infecgfio conforme demonstrou Cons-
tantine (1962}, em condigdes naturais de contigio,
Experimentalmente, Atanasiu (1965h), logrou infec-
tar camundongos, hamsters e meriones, com amostras
de virus ribico por inoculagio nasal e por meio de
aeroséis, verificando que depois do cérebro, o 6rga0
mais unpurtante para a multiplicacio do virus é o
pulmdo, -

Os trabalhos de Shen e Shumeikma (1959) e de
Villa et al. (1963), mostram o papel da via diges-
tiva na transmissibilidade da raiva. Johnson (1959)
relata a transmissio de virus rébico em condicGes
naturais de uma doninha mie a trés filhas, com o
prazo de incubagfio da doenga bastante longo (1186,
132 e 135 dias, respectivamente).

Observamos que nas condigBes.’ naturais de con-
tigio, o bovino sugado pelo morcégo nimero 2
(material 3.088) apresentou sintomas de raiva no
periodo de 60 dias de observagfio, o que foi con-
firmado pela’inoculagio em camundongos.

Concluimos, em face dos trabalhos  realizados,
que o virus rdbico foi isolado do pulmio, coragfio,
rins, bexiga, musculo escapular, traguéia, muco oral
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e faringeano, figado, cérebro, glindulas submaxilares
e parétidas, de morcégos hematéfagos, Desmodus ro-
tundus.

Constituem tais isolamentos de virus rdbico de
tecidos nfio nervosos a primeira notificagio no Brasil.
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ISOLATION OF RABIES VIRUS FROM LUNGS, HEART, KIDNEYS, BLADDER
AND OTHER TISSUES OF THE HEMATOFAGOUS BATS, Desmodus rotundus

Abstract

From hematofagous bats, Desmodus rotundus, captured during the day in the Municipalities of
Campos and Bom Jesus of Itabapoana in the State of Rio de Janeciro and the Municipality of Bom Jesus
do Norte in the State of Espirito Santo (Brazil), rabies virus were isolated from lungs, heart, kidneys,
bladder, scapular muscle," trachea, mucus of the pharyngeal and oral cavities, liver, brain, sub-maxillar and
parctide glands, by intracerebral inoculation in the 4-day and 21-day old mice. :

The strains of virus isolated were identified as rabies virus, by presence of Negr bodies in the
cytoplasm of the nerve cells following the microscopic examination of the brains of inoculated mice and by

neutralization tests,
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