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Sinopse

Isolou-se virus ribico do cérebro de moreégo insetivoro, Ilistiotus velatus Geoffroy, capturado no
Municipio de Alfredo Wagner, Estado de Santa Catarina.

A suspensio do cfrebro foi inoculada em camundongos de 21 dias de idade por via intracra-
niana, sendo a amostra de virus identificada como virus ribico pelos sintomas apresentados pelos
camundongos, formagio de corpiscendos de Negri, prova de séro-neutralizagio e téenica de imu-

noflunrescéncia.

INTRODUCAO

No Brasil, sio raras as referéncias sdbre a ocorrén-
cia de virus ribico em morcegos niio hematdfagos,
apesar das tentativas de isolamento realizadas por
virios pesquisadores: Baver (19536-57), Silva et al.
{1961a, 1967) e Sugay e Nilsson (1968), O pri-
meiro relato de isolamento de virus na ordem Chi-
roptera foi feito por Haupt e Rehaag (1923), quando
produziram a raiva paralitica em coclhos e cobaios
pela inoculagfic intracraniana de suspensfo de cére-
bro de morcégo Phyllostoma superciliatum, capturado
no Estado de Santa Catarina. Em data posterior
Silva et al. (1916h) isolaram virus ribico de mor-
cégo Phyllostomus hustatus hastatus e mais recente-
mente, Bauer e Crusius (1965), no Estado do Rio
Grande do Sul, obtiveram é&xito ao trabalhar com
espécimes de Tadarida Drasiliensis e Silva e Alencar
(1968), também isolaxram virus rabico de glindulas
salivares de Chrotopterus auritus australis.

Na literatura comsultada sobre a ocorréncia de

virus ribico em morcegos nio se encontrou refe-
réncia ao iselamento déste virus na espécie IHistiotus
velatus, nmotivando assim a apresentagio déste in-
forme.
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MATERIAL E METODOS

O material que constitui objeto do presente tra-
batho foi obtide de um moreégo classificado como
Histiotus velutus Geoffroy, capturado no interior de
wma furna no Municipio de Alfredo Wagner, locali-
dade de Catuira, a 400 metros de altitude, no Estado
de Santa Catarina, pelo Sr. Antonio Carlos Thien-
sen, vacinador da Secretaria de Agricultura, no dia
9-4-1068. Trazido ao laboratbrio sob refrigeracio em
caixa de isepor, ainda no mesmo dia retirou-se o cére-
bro por pungiio do buraco occipital, com seringa e
agulha.

O Municipio de Alfredo Wagner estd a meio ca-
minho do Planalto Lageano, com altitudes que vio
a mais de 700 metros, encontrando-se néle um nid-
mero incaleulavel de furnas de morcegos nas encostas
dos morros, escondidas pela vegetacio e de acesso
quase impossivel pelos meios comuns.

A raiva bovina ocorre no Municipio de Alfredo
Wagner, sendo conveniente salientar que ao redor déle
e fazendo limite estio os Municipios de Angelina,
Imbuia, Vidal Ramos, Leoberto Leal, Bom Retiro e
Rancho Queimade, todos com focos de raiva em ca-
riter epizodtico.

Com a substincia nervosa obtida, preparou-se uma
suspenso a 20% em séro fisiologico estéril e refrige-
rado, centrifugando-se, a seguir, durante 10 minutos
a 2.000 rpm.

Como animais de experimentagdo, utilizaram-se ca-
mundongos de 21 dias de idade, inoculando-se por
via intracraniana, na dose de 0,03 ml, :
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Para a 1dent1f1cagao da amostra de virus isolada,
utlhzaram-se as seguintes provas:

a) Exame histopatoldgico: consistiu de.esfregacos em Ji-
minas do cérebro de camundongos que apresentaram sintomas
de raiva, sacrificados na fase paralitica, utilizando-se as téc-
nicas de Faraco (1938) e de Sellers {WHO 1968).

b} Prova de séro-newiralizaglo: na realizagdo desta prova
foi seguida a técnica preconizada pela World Health Organi-
zation (1966); a prova comsistiu em se colocarem partes
iguais das diluigbes de virus, gue variaram de 10-7 g 10-3
-parg o sbro mormal de cavalo e de 10-9 a 101 para o sbro
padrdo; agitatam-se bem 08 tubos, permanecendo as misturas
séros e virus em banho-maria a 37°C por uma hora; apés
éste periodo, os tubos contendo as wisturas foram transferidos
para um banho de gélo, procedendo-se ds inoculagBes intra-
cranianas nos camundongos de 21 dias de idade, ma dose
de 0,03 m); para cada diluigio, uﬂlizou—se um Jote de 6
ca.mundongcns, observando-se #sses animais por um periodo
de 21. dias; para ° chleulo do titulo do viras e das doses
neutralizantes, usou-se o método de Reed e Muench (1938),
e considerou-se a neutralizagio de 100 Dls suficiente para
o estabelecimento da identidade do virus (WHO 1966}.

¢) Téonica de lmunoﬂuorescencm utilizou-se o conjugado
anti-ribico produzido pelo Instituto, Pasteur de Paris, gentil-
mente cedido pelo Dr. Pascu Atanasiu, quando de sua vinda
ao Brasil no ano de 1067; a diluicio do conmjugado, conforme
indicagfo, foi de 1:8, fazendo-se a diluicio do mesmo com
suspensfo de cérebro de camundongos normais e de camun-
dongos infectados com virus rdbico fixe “Pasteur’; as sus-
pensdes de eérebro de camundongos foram feitas a 20% em
gema de ovos de galinha embricnados ao 7.° dia de incu-
bagio, diluida = 10% - com salina tamponada com fosfato;
o meio de montagem consistiz em ghcerma a 90% em salina
tamponada com pH igual a 8,5; o virus ribico fixo “Pas-
teur” foi usado comumente. para a preparagio de impressdes

testemunhas de anticorpos fluorescentes ribico-positivos e

para a 1mb1g£o especifxca em colabora¢fo para éste anhcorpo

Para as observagdes utmzou—se um m:croscépm Leltz Orto~-
lux ‘monocular com condensador “cardicid”’, ocular 10x mu-
nida de filtro protetor e objetiva com aumento 10x. A fonte
de llummaqao constou de um equipamento Leitz apropriade
com Jimpada de mercirio de 150 W, usando~se fxltro calo-
rifico ® o ultra vicleta de 4 mm UG,

Os cérebros dos camundongos sacrificados, correspondentes’

4 terceira passagem da amostra..(_ia virus isolada em camun-
dongos, foram examinados pela prova de imunofluorescéncia
“usando-se o método direto de coloragio (WHO 1966).

. RESULTADOS

Isolou-se o virns da raiva da suspensfo de cérebro

de “Histiotus  velatus que," inoculada em camundon-

gos adultos, determinou o aparecimento de sintomas
de raiva nestes ammals no periodo de incubagio de
7 a 12 dias.

Os resultados das provas de identificacio do virus
sdo o8 segumtes

. a) . Exame histopatolégico: o exame microscopico
dos esfregagos dos cérebros dos camundongos, desde

Pesq. agropec. bras, 5:433-435. 1970

a primeira passagem, revelou intumeros corpuisculos
de Negri.

b) Prova de sbro-neutralizagio: nas misturas sbro
normal de cavalo e virus, a amostra em estudos atin-
gm o titulo 1025, enquanto que naquelas contendo
sdro imune - ongmano do Instituto Butantan, Sio
Paulo — 0 mesmo virus alcangou titulo 10®, Desta
forma, verifica-se que mais de 316 DLy foram neu-
tralizadas pelo séro anti-rdbico, resultado que permite
estabelecer a identidade sorolégica do virus obtide
do cérebro de morcégo. ‘

c) Técnica de imunofluorescéncia: nos esfregagos
de cérebro de camundongos correspondentes & tercei-

_ra passagem da amostra de virus isolada, verificou-se

a presenga de antigeno viral rdbico,

DISCUSSAO E CONCLUSOES -

‘No presente trabalho demonstrou-se a presenga de
virus rébico no cérebro de morcégo insetivoro da
espécie Histiotus velatus, pertencente 4 familia Ves-
pt;rt{'liom’dde, que inclui apenas morcegos insetivoros,

No Brasil, a pesquisa do virus da raiva em morce-
gos tem revelado um maior némero de positividade
entre 0s morcegos hematéfagos, principalmente Des-
modus rotundus, pois as espécies - Diphylla ecaudata
e Disemus youngi apresentam-se em menor nimero
e tém dreas muito delimitadas. Nao é raro captirar-
-se, nos focos de raiva, exemplares de Desmodus voan-
do em pleno dla, atacando bovines e o prépno ho-
mem. Os estudos de Torres e Queiroz Lima {1935)
deram margem a que éstes pesquisadores concluissem
“que nos focos de raiva epizobtica e fora déles sio
encontrados morcegos hematéfagos portadores de vi-
rus rdbico™.

Postenormente aos trabalhos de Haupt e Rehaag
(1925) eni morcégo niio hematéfago, o virus rabice
foi encontrado pela primeira vez em morcégo inse-

(tivoro na ilha de Triniglad, por Pawan (1936).

Nos Estados . Unidos, ‘4 primeira informagdo sbbre
raiva entre s morcegos insetivoros data do ano de
1953, quando isolou-se o virus da raiva de morcegos
Dasypterus floridanus e Lasturus seminola, na Flo-
rida (Venters et al 1954). Desde aquela data, sa-
be-se que ocorre raiva em morcegos em 47 estados
americanos e em 26 das 40 espécles conhecidas.
Encontraram-se “ainda  morcegos - insetivoros portado-
res de. virus rébico no Canadi (Beauregard &
Stewart 1964}, Turquia (Orgamzamén. Mundial de
la Salud 1968) e Tugoslivia (Nikolitch .& Jelesic

. 1965},
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No México, Villa (1967) comprovou a presenca de
anticorpos rabicidas e virus rébico em 53 espécies e
subespécies das 154 j4 identificadas no Pais,

Nio se conhece no Brasil a verdadeira situagio da
taiva entre os morcegos, acreditande-se que s enfer-
midade tenha wm alto indice entre &stes animais, Pa-
rece que as téenicas para detectar o virus nfo sio as
mais adequadas e com a introdugfio da imunofluores-
céncia aliada aos outros métodos ter-se-4 em futuro
préximo a realidade do problema.

A amostra de virus isolada determinou o apareci-
mento de corpisculos de Negri nos cérebros dos ca-
mundoengos jnoculados e a prova de séro-neutraliza-
¢io demonstrou tratar-se de virus ribico, pois- obte-
ve-se um indice de neutralizaciio superior a 316 DL

Além destas provas, realizou-se o 'teste de imuno-
fluorescéncla nos cérebros dos camundongos que mos-
traram sintomas de raiva quando inoculados com ag
suspensdes de cérebros de camundongos, correspon-
" dentes 2 terceira passagem da amostra de virus isola-
da do morcigo. Esta prova revelou a presenca de
antigeno viral rdbico.

Em face destas provas, conclui-se pelo.isolamento
de virus rébico do cérebro de Ilistiotus velatus, mor-
cégo insetivoro, constituindo tal achado, até onde
se conhece, a primeira notificagdo de raiva nesta
espécie. ' '
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THE ISOLATION OF RABIES VIRUS FROM INSECTIVOROUS BAT, Histictus velatus,
CAFTURED IN THE STATE OF SANTA CATARINA (SOUTH OF BRAZIL)

Abstract

Rabies virus was isolated from the brain of an insectivorous bat, Histiotus velatus Geoffroy, captured in the
Municipality of Allredo Wagner, State of Santa Catarina (South Brazil)f :

The brain suspension was inoculated into adult mice by intracerebral route. The virus strain was identi-
fied as rabies virus by the presence of Negri bodies in the cytoplasm of nervous cells from brains of mice
inoculated at 21 days of age. Identification was made by neutralization test using a standard rabies

immune serum and by fluorescent antibody technique.
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