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RESUMO

CARACTERIZACAO EPIDEMIOLOGICA E MOLECULAR DA RAIVA BOVINA
ENTRE OS ANOS DE 1996 A 2007 NO ESTADO DE MATO GROSSO, BRASIL

Um levantamento epidemiolégico de todos os casos de raiva bovina ocorridos no
Estado de Mato Grosso durante os anos de 1996 a 2006 foi realizado pela anélise
da Curva Epidémica, através do calculo da somatéria, média, desvio padrao, valores
maximos e minimos da ocorréncia de casos de raiva nos trés ecossistemas
presentes no estado de Mato Grosso; a distribuicdo sazonal e a situacdo da doenca
no Estado em relacdo ao panorama nhacional. Para organizacdo dos dados, levou-se
em consideracdo o més e 0 ano de ocorréncia da raiva e a regido geogréfica de
origem do material. Os diferentes municipios envolvidos foram classificados
conforme sua localizacdo nas regides de Cerrado, Pantanal e Amazbnia. Além
disso, 53 isolados de virus rabico (VR) originarios do Estado de Mato Grosso, Brasil,
foram caracterizados geneticamente. Foi realizada a analise filogenética e
geografica do sequenciamento parcial da nucleoproteina (gene N) desses isolados.
Os isolados de bovinos, que se encontravam no grupo do VR (virus rabico)
relacionado a morcegos hematofagos, foi posteriormente subdividido em sete
subgrupos genéticos. Estes subgrupos foram distribuidos em regides de terras
planas, com alguns subgrupos separados por formacdes de pequenas montanhas e
hidrografia. Estes resultados indicam que a raiva dos bovinos é derivada de diversas
variantes regionalmente definidas, o que sugere que sua distribuicdo geografica esta
relacionada as populacbes de morcegos hematofagos. O levantamento desses
dados teve como objetivo maior definir as caracteristicas epidemioldgicas da raiva
bovina, com o intuito de auxiliar na prevencdo e controle desta enfermidade no

Estado de Mato Grosso.

Palavras-chave: virus rabico, bovinos, epidemiologia, analise filogenética, anéalise

geografica, Mato Grosso.
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ABSTRACT

MOLECULAR AND EPIDEMIOLOGICAL CHARACTERIZATION OF BOVINE
RABIES BETWEEN 1996-2007 IN MATO GROSSO, BRAZIL

An epidemiological survey of all cases of bovine rabies occurred in Mato Grosso
during the years 1996 to 2006 was conducted by the analysis of the Epidemic Curve,
by calculating the sum, average, standard deviation, maximum and minimum values
of the occurrence of rabies in three ecosystems, the seasonal distribution and the
disease situation in the state on the national scene. For data organization, it took into
account the month and year of occurrence of rabies and geographic region of origin
of the material. Classified the different cities involved as their location in regions of
Cerrado, Pantanal and Amazon. And 53 rabies virus (RV) isolates originating from
the state of Mato Grosso, Brazil cattle were genetically characterized. Partial
nucleoprotein gene sequences of these isolates were phylogenetically and
geographically analyzed. Cattle isolates, which clustered with the vampire bat related
RV group, were further subdivided into seven subgroups. These subgroups were
distributed widely in lowland regions, with some subgroups separated from each
other by little mountain ranges. These results indicate that cattle rabies is derived
from several regionally-defined variants, which suggests that its geographical
distribution is related to that of the vampire bat population. The survey of data could
establish the epidemiological features of bovine rabies in order to assist in the

prevention and control of this disease in Mato Grosso.

Key-words: rabies virus, cattle, epidemiology, phylogenetic analyze,

geographical analyze, Mato Gross



Tabela 1:

Tabela 2:

Tabela 3:

Tabela 4:

Tabela 5:

Tabela 6:

Tabela 7:

Tabela 8:

LISTA DE TABELAS

Numero de amostras e municipios positivos para raiva

bovina distribuidos nos municipios de Mato Grosso — 1996 —

Quantidade e percentagem de municipios de cada bioma
com casos de raiva bovina distribuidos conforme o ano de

ocorréncia no estado de Mato Grosso, Brasil — 1996 —

Quantidade e porcentagem de casos de raiva bovina

distribuidos conforme bioma — Mato Grosso, Brasil — 1996 —

Média, valores minimos e maximos para a ocorréncia de
casos de raiva nos trés ecossistemas, Mato Grosso, Brasil —
1996 — 2006... . e

Distribuicéo do efetivo bovino nos municipios caracterizados
pelos trés biomas, conforme a ocorréncia de raiva bovina —
Mato Grosso — 1996 — 2006.........c.cevuirieeieeiiiieeeeeeee e

NUimero de casos de raiva bovina conforme més de

ocorréncia, nos diferentes biomas— Mato Grosso — 1996 —

Casos de raiva bovina distribuidos conforme més de

ocorréncia — Mato Grosso — 1996 — 2006..........cccceveeveeeeennenn..

30

31

33

34

36

40

41

42

Vii



Figura 1:

Figura 2:

Figura 3:

Figura 4.

Figura 5:

Figura 6:

LISTA DE FIGURAS

Distribuicio @ dos  biomas no estado de Mato

LT (0 1Y o J

Curva epidémica dos casos de raiva de 1996 a 2006 no

(o1=] 1 =10 [0 JHRUTTTT TP

Curva epidémica dos casos de raiva de 1996 a 2006 no

PANTANAL........oiiiiiie e e e e e e e

Curva epidémica dos casos de raiva de 1996 a 2006 na

AAMAZONIA. ..o

Arvore filogenética baseada no seqiienciamento parcial do

Distribuicdo geografica das amostras isoladas de bovinos

divididas em sete subgrupos na andlise filogenética...................

25

36

37

37

46

50

viii



Grafico 1:

Grafico 2:

Grafico 3:

Grafico 4:

Grafico 5:

LISTA DE GRAFICOS

NUmero de casos de raiva bovina no bioma cerrado, entre
1996 a 2006 no estado de Mato Grosso.......

Numero de casos de raiva bovina no bioma pantanal, entre
1996 a 2006..no estado de Mato Grosso...

NUmero de casos de raiva bovina no bioma Amaz6bnia, entre
1996 a 2006..no estado de Mato Grosso.

Cronologia de casos de raiva dos bovinos em Mato Grosso,
No periodo de 1996 a 2006..............cevveerivniiiiiiieeee e e eeeeeeeeeenienns

Cronologia dos casos de raiva dos bovinos nos trés

ecossistemas de Mato Grosso, no periodo de 1996 a 2006.....

39

39

40

43

43



LISTA DE ABREVIATURAS

% - por cento

® - marca registrada

°C - graus Celsius

A.C. — antes de Cristo

ABL — “Australian Bat Lyssavirus”

CVS - “Challenge Virus Standard”

D.C. — depois de Cristo

DNA - 4cido desoxirribonucléico

EBL 1 — “European Bat Lyssavirus 1”

EBL 2 — “European Bat Lyssavirus 2”

ELISA - “enzime-linked immunosorbent assay”

FAVN — “fluorescent antibody virus neutralization test”

FUNASA — Fundacéo Nacional de Saude

hn RT-PCR — “heminested polymerase chain reaction with reverse transcriptase”
IBGE — Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

IFD — imunofluorescéncia direta

[IC — inoculacgédo intra-cerebral em camundongos

INDEA — Instituto de Defesa Agropecuaria do Estado de Mato Grosso
Kdal — kilodalton

km - kilometro

Kmz - kildmetro quadrado

LASA — Laboratorio de Apoio a Saude Animal

m - metro

MAPA — Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

n RT-PCR — “nested polymerase chain reaction with reverse transcriptase”
nm — nandmetro

OIE - Organizacédo Mundial de Saude Animal

OMS - Organiza¢do Mundial de Saude



OPAS - Organizacdo Pan americana de Saude

PCR - “polymerase chain reaction”

PNCRH — Programa Nacional de Controle da Raiva dos Herbivoros
PV — Pasteur Virus

RFFIT — “rapid fluorescent focus inhibition test”

RNA — acido ribonucléico

RNP - ribonucleoproteina

RT-PCR - “polymerase chain reaction with reverse transcriptase”
SEPLAN — Secretaria de Planejamento do Estado de Mato Grosso
SNC - sistema nervoso central

U$ - délares

VR — virus rabico

WHO - “World Health Organization”

X — média

Xi



2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

2.6

2.7

2.7.1

2.8

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

SUMARIO
INTRODUGAO.........cooiiieeeeieceeeeee ettt eae e eae e 1
REVISAODELITERATURA . .....coviiiiieeeeeee e, 4
HISTOMA 08 FAIVA. .....eeiiiiiieiiiiie e 4
[ (o] (oo = TSR 7
D] (] 01U o= T TSR 10
EPIdemiologia.........uuuuuiiiieieiie e 10
PatOgENIA.......cci i 14
Sinais clinicos N0S herbivVoros..............ciiiiii e 16
D= Vo 0 1] (1o o SRR 17
TECNICAS MOLECULARES.......ccoioiiieeieeeeeeeeeeeeeeeee e 19
PrevenGao € CONLIOIE..........coiiiiiieeeeee e 22
MATERIAL E METODOS.......cooiieieeeeeee e en e, 24
Organizacao dOS dadOS........ccoeeiieeeeiiieeieeeieeee e 24
Andlise da curva epidémiCa............cooevrviiiiiiiiiiiiieeee e 24

Analise estatistica entre o efetivo bovino e o nimero de casos de 26

raiva bovina

Selecdo das amostras de VirUS..........cooovvvvveiiiiiiiiiiiieee e 26
EXrac8o de RNAS........uiii i e e e e e e e e e ae e 26
RT-PCR . e ennes 27
Andlise genética e filogenética.............ooovvveeiiiiiiiiiiie e, 27
RESULTADOS E DISCUSSAO. ......c.coeieeieeeeeeeeeeeeeee e en e 29

Xii



4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

Ocorréncia de casos de raiva bovina conforme municipio e ano,
dentre as amostras examinadas no Estado de Mato Grosso,
BrasSil....couueeeeiiiieiiie e 29
Distribuicdo dos casos de raiva bovina conforme municipio e ano
de ocorréncia dentro de cada bioma, Estado de Mato Grosso,
Brasil, entre os anos de 1996 a 2006.............ccccevvvevvvneeennn. 32

Distribuicdo de casos de raiva bovina conforme bioma do Estado
de Mato Grosso, Brasil, entre os anos de 1996 a
2006, it 33

Distribuicdo do efetivo bovino do Estado de Mato Grosso nos
municipios caracterizados pelos trés biomas...........cccccceeveeeieieeeeennn. 38

Sazonalidade de casos de raiva dos bovinos nos trés biomas do

Estado de Mato Grosso, no periodo de 1996 a 2006........................ 41
Andlise filogenética e distribuicdo geografica.............cccceeevvvvervvrnnnnns a4
CONCLUSAO. ..ottt 52
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......cccotiiiiirieeieieeenesee e 53
APENDICES 71

Xiii



INTRODUCAO

A raiva € uma das mais seérias e disseminadas zoonoses do mundo. Descrita
pelo menos ha quatro milénios, a raiva € uma das doencas infecciosas mais antigas
gue se tem conhecimento (RUPPRECHT, STOHR, MEREDITH, 2001). Trata-se de
uma enfermidade que acomete todos os animais de sangue quente e causa uma
encefalomielite aguda e fatal, resultante principalmente da transmissao do virus pela
mordida de um animal doente (ACHA & SZYFRES, 1986; KAPLAN & KOPROWSKI,
1980). Esta incluida dentro da lista de enfermidades transmissiveis a mdltiplas
espécies, da Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE, 2004) e a Organizacao
Mundial de Saude (OMS) considera como raiva a doenca nervosa em animais e no
ser humano causada apenas por virus do genétipo | do género Lyssavirus (WHO,
1994).

Os cées ainda sado responsaveis pela manutencdo da doenca em muitos
paises da Africa, Asia e América Latina, onde as estruturas veterinarias e sanitarias
sdo inadequadas (ACHA & SZYFRES, 1986). Por outro lado, na Europa e América
do Norte, onde programas de vacinacdes em cédes e gatos estdo bem estabelecidos,
0 virus da raiva persiste predominantemente em animais selvagens como: raposas,
guaxinins, gambas, chacais e morcegos (WHO, 1992). Morcegos hematéfagos, que
estdo distribuidos por toda América Latina, transmitem o virus da raiva para
espécies de herbivoros e sdo reconhecidos como principais reservatorios na raiva
dos herbivoros (ARELLANO-SOTTA, 1988; DIAZ et al., 1994; MAYEN, 2003).

Avila Pires (1965) cita que a doenca ja devia existir, de forma endémica, entre
0s animais silvestres, em areas recém colonizadas. Mas as condi¢des artificiais
criadas pelo homem, os grandes rebanhos concentrados em &reas reduzidas e
desmatadas abriram caminho a possibilidade de surtos epizoéticos de grandes
proporcdes entre os animais domésticos.

A raiva dos herbivoros, principalmente a raiva dos bovinos, transmitida pelos
morcegos hematofagos, representa uma importante limitacdo ao desenvolvimento
da pecuaria na América Latina. Para Acha (1967), a grande repercusséo da raiva na
pecuéaria mundial, sdo as perdas calculadas de 500.000 cabecas de bovinos por
ano, em consequéncia da infecgcdo quando a doenca € transmitida pelos morcegos

hematdfagos aos herbivoros, recebendo a denominacdo de ‘raiva paralitica”.



Estimativa no Brasil indica um prejuizo direto de aproximadamente U$ 25 milhdes
de dolares a cada ano, com morte de 40.000 bovinos e perdas indiretas de
aproximadamente U$ 32 milhdes de ddlares (KOTAIT et al., 2001).

O Desmodus rotundus € uma espécie de quiréptero colonial n&do migratoria
gue vive tanto em abrigos naturais quanto em abrigos artificiais proximos a
habitacbes humanas (ARELLANO-SOTA, 1988). Uma vez que 0S morcegos
hematdfagos alimentam-se de sangue de mamiferos, a distribuicdo de sua
populacdo é afetada pela disponibilidade de comida e pela distribuicdo de animais
domeésticos, em especial os bovinos (ARELLANO-SOTA, 1988;MCCOLL et al.,
2000). Consequentemente a ocorréncia de raiva na populacdo de morcegos
hematofagos esta intimamente ligada a incidéncia de raiva em bovinos (FORNES et
al., 1974; LORD, 1992; CONSTANTINE, 1988).

No Brasil, a caracterizacdo antigénica e genética de amostras de virus da
raiva tem possibilitado a diferenciacdo em pelo menos duas variantes: variante
canina (variante 1) e variante de morcego hematéfago Desmodus rotundus (variante
3) (ITO, 2005). Dentre as espécies de morcegos hematdéfagos, o Desmodus
rotundus € o mais abundante nas Américas, e tem sido considerado o maior
responsavel pela transmissao da raiva aos herbivoros (BELLOTO, 2001).

O virus rabico relacionado aos morcegos hematéfagos tem sido tipificado
geneticamente e caracterizado como espécie especifico (ITO et al., 2001).
Atualmente, diversas variantes do VR tém sido identificadas baseadas na sua
distribuicdo geografica, que possivelmente reflete sua associacdo com a ecologia
dos morcegos hematéfagos (KOBAYASHI et al.,, 2006; VELASCO-VILLA et al.,
2006; BARBOSA et al., 2008).

No Brasil, para fins de controle da raiva em herbivoros, principalmente a raiva
bovina, é realizado o controle das populacdes de morcegos hematofagos através de
métodos de captura e utilizacdo de pasta vampiricida a base de varfarina nos
morcegos e a vacinacgao dos rebanhos (MAYEN, 2003; ARELLANO-SOTA, 1988). O
conhecimento das caracteristicas epidemioldgicas da raiva transmitida pelo
Desmodus rotundus é muito importante para aumentar a eficacia dessas medidas de
controle contra a transmissao da raiva para os bovinos.

O Estado de Mato Grosso possui uma area de 903.357,908 km?, 141
municipios e trés biomas: Cerrado, Pantanal e Amaz6nia. Possui o maior rebanho

bovino do pais, com 26.208.468 animais e € 0 maior exportador de carne bovina do



Brasil (INDEA-MT, 2007). Frente a este quadro econdmico, é de extrema
importancia o conhecimento da epidemiologia da raiva bovina no estado de Mato
Grosso, por se tratar de uma doenca fatal, que causa sérios prejuizos econdmicos
em toda América Latina e que ainda é subnotificada no estado, dificultando o
conhecimento da atual situacédo da enfermidade no rebanho bovino de Mato Grosso.
Portanto, acredita-se que este estudo ira contribuir com o controle e profilaxia desta
enfermidade funesta no estado de Mato Grosso, uma vez que até o momento,
poucos sdo os estudos acerca da epidemiologia da raiva em bovinos no territorio

mato-grossense.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histériadaraiva

A palavra “raiva” provém do latim rabere, que significa delirar, desvairar, que
por sua vez tem sua origem no sanscrito antigo, rabhas, cuja traducdo é “fazer
violéncia” (BERAN, 1994; STEELE; FERNANDEZ,1991).

O *“cédigo de Eshnunna” elaborado na Mesopotamia, no século 23 A.C.,
especifica e determina a quantia que deveria ser paga se uma pessoa morresse em
decorréncia da mordida de um cachorro louco. Os registros, na antiga Babildnia,
relatam a transmissdo de raiva por caes para pessoas, através de mordedura, com
uma visdo epidemioldgica utilizada até os dias de hoje. A raiva e sua forma de
transmissdo foram também relatadas na Grécia desde o século Il D.C. Aristételes a
descreveu em camelos e cavalos. Filomeno, erudito grego, estimou seu periodo de
incubacéao variando de 40 dias a varios anos. (SILVA, 2000).

Cardanus, um escritor romano, descreveu a infectividade da saliva dos caes
raivosos como um “material venenoso”, cuja palavra latina era “virus”. Outra possivel
causa, segundo Pliny e Ovid, seria a presenca de um “verme da lingua do cao”
(STEELE; FERNANDEZ, 1991).

Celsus, fisico do século I, foi enfatico ao dizer que todos os animais que
continham o “veneno” eram perigosos para o0 homem e para outros animais.
Afirmava ainda que a hidrofobia, como chamavam o0s gregos, caracterizava-se por
uma pessoa atormentada, com sede e com medo de agua concomitantemente. Foi o
primeiro a recomendar o tratamento da ferida com substancias causticas, fogo,
aplicacdo de sal, sangria por meio de ventosas ou sugadura, cada método com sua
indicacdo (STEELE; FERNANDEZ, 1991).

Nas Américas, a raiva canina foi citada pela primeira vez no México (1709) e
em Barbados (1741). No periodo de 1768 a 1771 foi descrita uma epizootia na
cidade de Boston, Estados Unidos, transmitida por raposas e caes. Na América
Latina a raiva é conhecida desde as primeiras expedi¢cdes colonizadoras, quando
homens e animais morreram em conseqUéncia da enfermidade transmitida por

morcegos hematéfagos. Supostamente a raiva canina foi introduzida através de



caes infectados que vieram acompanhando estes colonizadores (SCHNEIDER,
1990).

Foi a partir do século XIX que a ciéncia deu um grande salto no conhecimento
da raiva e descobertas muito importantes ocorreram. Em 1804, Zinke demonstrou
pela primeira vez que a raiva poderia ser transmitida pela saliva, infectando a partir
de incisbes superficiais na pele do animal sadio com a saliva do animal doente.
Escreveu um livro sobre a fonte, a patogénese e o tratamento da doenca, em que
ainda observava-se tracos de supersticdo, mas ja com algumas idéias modernas,
como por exemplo, a lavagem de feridas por horas (STEELE; FERNANDEZ, 1991).

Em 1879, Galtier, médico veterinario professor da Escola de Veterinaria de
Lion, na Franca, demonstrou a transmissédo da doenca em coelhos, observando-se
um periodo de incubacado de 18 dias, paralisia e convulsdes. Nao expds, porém, com
muitos detalhes o método de transmisséo (STEELE; FERNANDEZ, 1991).

O trabalho definitivo sobre a transmissdo da raiva foi realizado por Louis
Pasteur. Em 1881, concluiu que o sistema nervoso central (SNC) estava envolvido
no desenvolvimento da doenca, provando que o virus ndo estava presente somente
na saliva. Posteriormente, descobriu que, injetando-se material de SNC de um
animal raivoso diretamente no cérebro de outro animal, o periodo médio de
incubacéo era de duas semanas. Em 1884, por meio de experimentos, concluiu que
todo SNC era susceptivel a raiva, levantando-se ainda a suspeita de que o
microorganismo envolvido seria muito pequeno. Além disso, com a colaboracédo de
Chamberland e Roux, estudou a atenuacéo do virus (STEELE; FERNANDEZ, 1991).
Neste mesmo ano, demonstrou com sucesso a primeira imunizacdo em cées e no
ano seguinte, em um garoto de nove anos, Joseph Meister. Em ambos os casos, 0
tratamento realizou-se pos-exposicao, utilizando-se suspensdo da medula espinhal
de coelhos infectados e obtendo sucesso nos resultados (BERAN, 1994, LEAO,
1997).

Os estudos de Pasteur e seu grupo permitiram o desenvolvimento de
métodos de imunizacdo anti-rabica cada vez mais satisfatorios, sendo o marco
fundamental dos progressos no combate a raiva (CORREA & CORREA, 1992).

A natureza viral do agente infeccioso da raiva foi definitivamente esclarecida
por Remliger em 1903, ao demonstrar sua filtrabilidade e no mesmo ano, Aldechi
Negri descreveu os corpusculos de inclusdo em células nervosas de cérebros de

cdes acometidos de raiva, pensando, entretanto, que estes eram um estagio de



desenvolvimento de protozoarios. A controvérsia protozodario ou virus persistiu até a
década de 1930, quando o virus foi isolado em cultura celular. No diagnostico da
doenca, o desenvolvimento da Prova de Inoculacdo em camundongos (WEBSTER &
DAWSON, 1939) foi um marco na historia da raiva. Descobriram que o camundongo
era suscetivel a viroses neurotropicas e observaram que a raiva era reproduzida por
inoculacao intracerebral de amostra de cérebro de cdo que continha o corpusculo de
Negri. Com o teste em camundongos, constatou-se que em apenas 85% a 90% dos
casos positivos de raiva eram encontrados os corpusculos de Negri ao exame
microscopico (SILVA, 2000; STEELE e FERNANDEZ, 1991).

Goldwasser e Kissiling, em 1958, reportaram a aplicacdo do teste de
imunofluorescéncia direta (IFD) para demonstrar o antigeno da raiva no tecido do
SNC. O teste também tem sido utilizado para varios outros tecidos como células da
cérnea, mucosa oral-nasal e bulbo capilar, porém, seu uso mais freqiente é em
tecido cerebral “post mortem” (BERAN, 1994). Ainda hoje, o teste de IFD e o teste
de IIC séo considerados os testes de eleicdo para o diagnostico da raiva (MESLIN;
KAPLAN, 1996).

A raiva paralitica de bovinos foi diagnosticada pela primeira vez por Carini
(1911) no estado de Santa Catarina, quando corpusculos de Negri foram
visualizados nos tecidos nervosos de cérebros de bovinos mortos por uma doenca
misteriosa. Os colonos da regido acreditavam que a doenca era causada pelos
morcegos hematodfagos e Carini mencionou este fato em seu artigo publicado no
Annales de L’Institut Pasteur de Paris, quando entdo os pesquisadores da época
classificaram-na como “fantasia tropical”, pois o0 mundo relutava em aceitar que os
morcegos pudessem ser reservatorios do virus, uma vez que Louis Pasteur afirmava
gue “para ser raiva, tinha que ter o envolvimento de um c&o raivoso” no processo de
transmissdo, mas nos episédios de Santa Catarina ndo havia relatos de ocorréncia
da doenca em céaes. A “crendice popular’ divulgada por Carini foi mais tarde
confirmada por Haupt & Rehaag (1925) que, a convite do governo catarinense,
visitaram a regido durante a epidemia, entre os anos 1914 e 1916 (ITO, 2005;
SILVA, 2000).

O virus foi isolado pela primeira vez em morcegos insetivoros por Pawan, em
1936, na llha de Trinidad, onde no periodo de 1925 a 1936, foram registrados 89
Obitos humanos pela doenca (ACHA, 1967; CONSTANTINE, 1970).



2.2 Etiologia

O virus rabico pertence a ordem Mononegavirales, familia Rhabdoviridae, e
ao género Lyssavirus. Neste género estdo agrupados o virus da raiva e 0s virus
relacionados genética e antigenicamente, sendo todos adaptados a replicacdo no
sistema nervoso central (RUPPRECHT; HALLON; HEMACHUDHA, 2002).
Apresenta morfologia caracteristica em forma de projétil, diametro de 75 nm e
comprimento de 100 a 300 nm (KAPLAN et al, 1986; TORDO, 1996; TORDO &
POCH, 1988). O virus da raiva é constituido por dois elementos estruturais
principais: uma ribonucleoproteina (RNP) complexa e o envelope que envolve a
RNP. A RNP apresenta-se firmemente enrolada e com simetria helicoidal. A RNP é
formada por um genoma (acido ribonucléico — RNA), de aproximadamente 12.000
nucleotideos, possui fita simples, polaridade negativa e ndo segmentado (MCCOLL,
TORDO, SETIEN, 2000). Estudos bioquimicos tém demonstrado que além do RNA o
virus é composto estruturalmente por cinco proteinas: uma RNA polimerase RNA-
dependente (proteina L de 190 KDal), responsavel pelas atividades enzimaticas
necessarias para transcricdo e replicacdo do RNA viral, uma glicoproteina de
superficie (proteina G de 65 a 80 KDal), uma nucleoproteina (proteina N de 57 a 62
KDal), que € um dos maiores componentes do virus e a maior proteina interna do
complexo helicoidal (WUNNER, 2002). E fosforilada em um unico sitio, exercendo a
funcdo de proteger a RNP (TORDO, 1996) e é a mais importante no processo de
encapsidacdo (TORDO et al., 1986). Uma fosfoproteina (proteina P, NS ou M1 de
35 a 41 KDal), que é uma proteina multifuncional e um componente chave do
complexo RNA polimerase associada ao virion, sendo uma proteina regulatéria na
replicacdo do genoma viral, € uma proteina matriz (proteina M ou M2 de 22 a 25
KDal) (BOURHY et al., 1990; SMITH, 1996; TORDO, 1996; WUNNER, 2002).

Mediante estudos sorologicos, o género Lyssavirus era subdividido em
sorotipos (GOULD et al., 1998). Porém, os conhecimentos advindos do uso de
anticorpos monoclonais (MABs), dos progressos da engenharia genética e da
biologia molecular, modificaram o0s conceitos relacionados ao “virus de rua’,
permitindo tipificar as amostras de virus mediante avaliacdo antigénica (FLAMAND
et al., 1980) e genética (TORDO et al., 1986). Em 1994, os especialistas da raiva,

reunidos em Niagara Falls, EUA, propuseram a denominag¢do de “gendtipos” em



substituicdo aos “sorotipos”, até entdo utilizados para designar os diferentes
membros do género Lyssavirus (WHO, 1994). Desta forma, com base na sequiéncia
do genoma do nucleocapsidio, o virus da raiva passou a ser dividido em: gendétipo 1,
gue compreende as amostras classicas de virus da raiva, (Pasteur Virus — PV,
Challenge Virus Standard — CVS, entre outras) notadamente amostras vacinais e
amostras de “virus de rua” isoladas de animais domésticos e silvestres, dentre estes
0s morcegos hematéfagos e ndo hematéfagos das Américas; genotipo 2
correspondente a amostra “Lagos Bat virus”, isolada de morcegos frugivoros Eidolon
helvum, na Africa; genétipo 3 que corresponde & amostra “Mokola virus”, isolada do
mussaranho (Crocidura sp.), na provincia de Ibadan, Nigéria, e posteriormente do
homem, cées, gatos e roedores, sendo o Unico Lyssavirus ndo isolado de morcegos.
gendtipo 4, amostra “Duvenhage virus”, isolado do homem e morcegos insetivoros
Nycterus thebaica, na Africa; genétipos 5 e 6, identificados como “European Bat
Lyssavirus” (EBL1 e EBL2), isolados de morcegos Eptesicus serotinus , Myotis
dasycneme e M. daubentoni, respectivamente, na Europa (BOURHY et al., 1993;
BRASS, 1994); e o “Australian Bat Lyssavirus” (ABL) que também é distinto
geneticamente e classificado como gendétipo 7 (GOULD et al., 1998; POUNDER,
2003).

Por meio de técnicas moleculares, tem se desenvolvido o estudo filogenético
destes virus, sendo que os 7 gendétipos foram divididos em 2 filogrupos: o filogrupo
1, composto pelos GT1, GT4, GT5, GT6 e GT7 e o filogrupo 2, composto pelo GT2 e
GT3. Estudos revelaram ainda que existe uma variacdo de patogenicidade entre os
dois filogrupos e com relagdo a imunidade, a neutralizacdo cruzada ocorre somente
dentro do filogrupo, mas néo entre os filogrupos (BADRANE et al., 2001; TORDO et
al., 2003).

Atualmente, sdo conhecidas mais quatro variantes virais, que foram
sugeridas para constituirem novos genétipos de Lyssavirus, todas isoladas de
morcegos. Em 2003, foi descrita a variante “Aravan Virus”, isolada de um morcego
insetivoro Myotis blythi, no Quirquistdo, Asia Central (ARAI et al., 2003; KUZMIN et
al., 2003). Outra variante, a Khujand, foi isolada em 2001 no noroeste do
Tadjiquistédo, Asia Central, também de um morcego insetivoro (Myotis mystacinus)
(KUZMIN et al., 2001; 2003). As outras duas variantes foram isoladas na Russia,
uma obtida na cidade de Irkutsk, denominada “Irkut Virus”, isolada de um morcego

Murina leucogaster e a outra, obtida da regido oeste das montanhas do Caucaso,



denominada “West Caucasian Bat Virus”, isolada a partir de um morcego
Miniopterus schreibersi (BOTWINKIN et al., 2003). Nos ultimos anos, os relatos de
isolamento de virus da raiva ou de virus aparentados a raiva a partir de morcegos de
diferentes habitos alimentares tornaram-se freqientes no mundo todo, muitos
desses foram denominados de “lyssavirus” emergentes. Para Fooks (2004), estes
RNA virus denominados de “emergentes” evidentemente ndo se encontram em
estado de “estase genética” e, através de mecanismos de “transposicao” (spill-over
ou species-jumping), mutacdo, imuno-evasdo e adaptacdo do virus aos novos
hospedeiros, novos virus poderdo emergir no futuro como patdgenos afetando o ser
humano. No continente americano e no Caribe, até 0 momento, néo foi registrada a
presenca de outros genétipos do Lyssavirus, a ndo ser o genaotipo | .

O virus da raiva, usualmente de transmissdo pelo contato direto, € pouco
resistente aos agentes quimicos (éter, cloroférmio, sais minerais, acidos e élcalis
fortes), aos agentes fisicos (calor, luz ultravioleta) e as condicdes ambientais como
dessecacéo, luminosidade e temperatura excessiva (SWANGO, 1992; ZEE, 1992).
No caso da desinfeccdo quimica de instrumentais cirdrgicos, vestuarios ou do
ambiente onde foi realizada a necropsia de um animal raivoso, foram indicados o
formol a 10%, glutaraldeido entre 1% a 2%, acido sulfarico a 2%, fenol e &cido
cloridrico a 5%, creolina a 1%, entre outros. Como medida de desinfeccdo de
ambientes, as solucdes de formalina entre 0,25 % e 0,90 % e de bicarbonato de
sodio entre 1% e 2 % inativam os virus de forma répida e eficiente. A perda de sua
infecciosidade a temperatura de 80°C ocorreu em 2 minutos, a luz solar em 14 dias a
30°C ou ainda, quando carcacas de animais infectados com virus da raiva foram
expostas a temperatura de 18°C por 23 dias, e a 37°C, por cinco dias. Na
dependéncia das condicbes ambientais adversas, o0 virus pode manter sua
infecciosidade por periodos relativamente longos, sendo inativado naturalmente pelo

processo de autdlise. (ITO , 2005).
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2.3 Distribuicéo

A raiva causada pelos virus do género Lyssavirus, genaétipo | € um problema
presente em todos os continentes, com excecdo da Oceania. Alguns paises das
Américas (Uruguai, Barbados, Jamaica e llhas do Caribe), da Europa (Portugal,
Espanha, Irlanda, Gra-Bretanha, Paises Baixos e Bulgaria) e da Asia (Jap&o)
encontram-se livres da doenca. Entretanto, outros paises da Europa (Franca,
Inglaterra) e da América do Norte (EUA e Canada) enfrentam problemas quanto ao

ciclo silvestre da doenca (OIE, 2004).

2.4 Epidemiologia

Embora todos os animais vertebrados de sangue quente sejam suscetiveis a
infeccdo experimental, apenas os mamiferos sdo importantes na epidemiologia da
raiva. Existem mais de 4.000 espécies na classe Mammalia, todos teoricamente
suscetiveis e capazes de infectar outros mamiferos (RUPPRECHT, STOHR,
MEREDITH, 2001), observando-se dentro deste grupo alguns mais aptos que outros
na dispersdo do virus rabico e uma variacdo de suscetibilidade entre as espécies
(KAPLAN, 1985). O virus ja foi isolado de quase todas as ordens de mamiferos,
porém os que sdo considerados reservatorios pertencem principalmente as ordens
Carnivora e Chiroptera (ACHA; SZYFRES, 2003; RUPPRECHT; HALLON;
HEMACHUDHA, 2002).

A epidemiologia dos Lyssavirus € influenciada, em parte, pela distribuicéo,
abundancia, demografia, habitos comportamentais, dispersdo das espécies
reservatorias, assim como suas interacdes com os seres humanos (RUPPRECHT et
al., 1995).

Tradicionalmente, o ciclo de transmissao da raiva pode ser dividido em dois
ciclos inter-relacionados: o ciclo urbano e o ciclo silvestre (KING, 1993, ACHA,;
SZYFRES, 2003). Entretanto, segundo Rupprecht, Stohr e Meredith (2001), essa
descricdo muito simplificada do ciclo silvestre e urbano nédo permite esclarecer a real

dindmica da doenca. No Brasil, o ciclo silvestre da raiva € mantido por morcegos
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hemato6fagos transmissores da doenca aos bovinos, outros mamiferos silvestres e,
ocasionalmente ao homem; o ciclo urbano normalmente é mantido pelo céo
domeéstico (GERMANO et al., 1990).

O VR parece ter nos morcegos hematofagos, o melhor e o mais eficiente
veiculo de propagacdo, uma vez que estes agridem diariamente outros animais
(suas presas para se alimentar, e/ou seus préprios companheiros, nas interacdes
sociais agressivas). Essas agressdes envolvem, principalmente, mordeduras e
outros tipos de comportamento interativo. Assim, um morcego hematofago infectado
tem chances diérias e frequentes de transmissdo, sendo por isso, responsavel pela
infeccdo direta de animais domésticos e, eventualmente, de seres humanos.
Quando transmitida através de mordeduras, a doenca geralmente segue um curso
paralitico (FUNASA, 1998).

Desde 1988, os morcegos hematéfagos tornaram-se a segunda fonte de
infeccdo mais importante da raiva para os humanos no Brasil, sendo esta
classificacdo antes pertencente aos gatos domésticos (ALMEIDA et al., 2001). No
entanto, em 2004, observou-se pela primeira vez um namero maior de casos de
raiva em humanos transmitida por morcegos hematéfagos (22 casos) em relacao
aos casos transmitidos por cédes (05 casos) (OPAS, 2004). No entanto, outras
espécies de quirdpteros sdo também passiveis de transmitir o agente (GERMANO,
1994).

Nas Américas, as especies de morcegos Desmodus rotundus, Tadarida
brasiliensis, Eptesicus fuscus, Lasiurus borealiz, Lasiurus cinereus, Lasionycteris
noctivagans, Pipistrellus subflavus e espécies do género Myotis, foram todos
identificados como reservatorios de variantes distintas do virus da raiva
(MORIMOTO et al., 1996; NADIN-DAVIS et al., 2001). Essas variantes do VR
geralmente sdo separadas em divisGes filogenéticas que representam o estilo de
vida de seus hospedeiros quirdpteros, por exemplo, migratério ou ndo migratorio,
colonial ou solitario, insetivoro ou hematéfago (NADIN-DAVIS et al., 2001).
Enquanto a maioria dessas variantes permanecem somente no meio de seus
hospedeiros especificos, fazendo raramente eventos de “spillover” com mamiferos
terrestres, algumas estdo associadas a infeccbfes de espécies ndo quirépteras,
especialmente humanos e animais domésticos (FAVI et al., 2002; ITO et al., 2001a).
No Brasil, a caracterizacdo antigénica e genética de amostras de virus da raiva tem

possibilitado a diferenciacdo em pelo menos duas variantes: variante canina
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(variante 1) e variante de morcego hematéfago Desmodus rotundus (variante 3)
(ITO, 2005).

Os morcegos hematéfagos sédo encontrados desde o Norte do México até o
Norte da Argentina e em algumas ilhas do Caribe, em regifes com altitudes abaixo
de 2.000 m. No mundo, apenas trés espécies de morcegos possuem habito
hemato6fago: o Desmodus rotundus, Dyphilla ecaudata e Diaemus youngi. Dentre as
espécies de morcegos hematofagos, o Desmodus rotundus é o mais abundante nas
Américas, e tem sido considerado o maior responsavel pela transmissdo da raiva
aos herbivoros, embora haja relatos de isolamento do VR de morcegos D. ecaudata
e D. youngii (BELLOTO, 2001), porém, estes ultimos se alimentam quase que
exclusivamente de aves (CRESPO, 2000).

Isolamento de VR também ja foi descrito em diversas outras espécies de
animais silvestres da fauna brasileira, tais como as raposas (Dusicyon vetulus),
jaritatacas (Conepatus sp), guaxinins (Procyon cancrivorous) e saguis (Calithrix
jachus). Em condic¢des naturais, estes animais eventualmente também podem servir
de fontes de alimento para os morcegos hematéfagos. Os herbivoros podem
também se infectar pela agressdo de cédes, gatos e outros animais silvestres
infectados (ITO, 2005).

Na América pré-colombiana as populacbes de morcegos hematofagos
estavam provavelmente ajustadas a disponibilidade de alimento, representada pela
fauna silvestre. A chegada do homem europeu e a consequente introducdo de
animais exoticos na regido, determinaram uma condicdo potencial para o
crescimento populacional desses quiropteros (UIEDA,1996).

Avila Pires (1965) cita que a doenca ja devia existir, de forma endémica, entre
0s animais silvestres, em areas recém colonizadas. Mas as condi¢des artificiais
criadas pelo homem, os grandes rebanhos concentrados em é&reas reduzidas e
desmatadas abriram caminho a possibilidade de surtos epizoéticos de grandes
proporcdes entre os animais domésticos.

No Brasil, a raiva dos herbivoros pode ser considerada endémica e em graus
diferenciados, de acordo com a regido. Os principais fatores que contribuem para
gue a raiva nos herbivoros domésticos no Brasil se dissemine ainda de forma
insidiosa e preocupante sdo: aumento da oferta de alimento, representado pelo
significativo crescimento dos rebanhos; ocupacdo desordenada, caracterizada por

macromodificacbes ambientais, como desmatamento, constru¢cdo de rodovias e
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hidroelétricas, que alteraram o0 ambiente em que 0s morcegos viviam, obrigando-os
a procurar novas areas e outras fontes de alimentacao; oferta de abrigos artificiais,
representados pelas construcbes, como tuneis, cisternas, casas abandonadas,
bueiros, fornos de carvdo desativados e outros (DELPIETRO, 2000); atuacdo
insatisfatoria, em alguns estados brasileiros, na execuc¢do do Programa Estadual de
Controle da Raiva dos Herbivoros (BRASIL, 2005).

A transmissao geralmente ocorre pela mordida de um animal infectado, via
saliva contendo o virus. Ha menor possibilidade do virus ser introduzido em cortes
ou lesBes existentes na pele, ou através da membrana mucosa intacta ou lesionada,
como é o caso da mucosa conjuntiva ou olfatdria. Raramente a transmissao tem sido
relatada por outras vias ndo salivares, incluindo a transmissao via aerossois em
cavernas onde ha morcegos infectados ou experimentalmente em laboratorio
(FRASER et al., 1991; SWANGO, 1992). Em 1956, foi registrado um caso de raiva
humana em um individuo que trabalhava em cavernas com morcegos, porém sem
historico de mordedura ou outro contato com algum animal suspeito. ApoOs
investigacdo epidemioldgica, a hipétese mais plausivel foi de que o individuo se
infectara através da inalacéo de particulas virais em suspensao na caverna (BRASS,
1994; WARREL; WARREL 2004). A infeccdo por via aerdgena também foi
demonstrada, em condi¢cdes naturais, quando animais sadios foram colocados
dentro de grutas onde viviam grandes colbnias de morcegos infectados
(CONSTANTINE, 1962). De acordo com Jackson (2002), para que ocorra a
transmissao por via aerégena € necessaria uma grande populacdo de morcegos
infectados em local ndo ventilado. A transmisséao pela via digestiva também ja foi
relatada experimentalmente (SWANGO, 1992). Fischman & Ward Il (1968 apud
THONGCHAROEN, 1981) verificaram a transmissao oral de um virus CVS em
camundongos lactentes, hamsters, coelhos e cobaios e observaram que a infeccéo
de fémeas de camundongos apds a ingestao de filhotes infectados era frequente.
Em humanos, ja foi relatada a transmissdo em pacientes que receberam
transplantes de cérnea infectada.

Em bovinos, a morbidade é variavel, pois depende de fatores bio-
epidemiologicos como a densidade populacional do morcego hematéfago dentro da
area de um foco, e também do manejo sanitario dentro de cada estabelecimento,
principalmente da maior ou menor rapidez em se efetuar a vacinacdo nos momentos

de risco (DELPIETRO, 2001). Com relacdo a mortalidade, a doenca apresenta 100%
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de letalidade nas espécies de animais incluidos no Codigo Sanitario para os Animais
Terrestres da OIE (OIE, 2004).

Para Acha (1967 apud KOTAIT et al., 2001), a grande repercussao da raiva
na pecuaria mundial, sdo as perdas calculadas em 500.000 cabecas de bovinos por
ano, em consequéncia da infeccdo. Estimativa mais recente no Brasil indica um
prejuizo direto de aproximadamente U$ 25 milhdes de dodlares a cada ano, com
morte de 40.000 bovinos e perdas indiretas de aproximadamente U$ 32 milhdes de

dolares.

2.5 Patogenia

O periodo de incubacao da raiva natural em animais e no ser humano é muito
variavel. No ser humano, o periodo médio € de 20 a 60 dias, embora haja relatos de
periodos excepcionalmente longos. Por sua vez, a determinacdo do periodo de
incubacdo da raiva em animais € de dificil comprovacdo, dada a dificuldade em
registrar o momento exato da infeccdo viral. Entretanto, em estudos de infecgéo
experimental realizados em diferentes animais, com uso de amostras de virus de
diferentes origens tém apresentado variacfes, com periodos extremamente longos
ou demasiadamente curtos (ITO, 2005).

Em herbivoros, o periodo de incubacéo (PI) varia entre 25 a 90 dias (KOTAIT,
1998). Em bovinos experimentalmente expostos a morcegos D. rotundus infectados,
e mantidos em condicdo de campo, o Pl variou entre 60 a 75 dias. Em bovinos
inoculados experimentalmente, o Pl variou de 25 a 611 dias. A variabilidade do
periodo de incubacdo depende de fatores como: capacidade invasiva,
patogenicidade, carga viral do indculo inicial, ponto de inoculacdo (quanto mais
proximo do sistema nervoso central, menor serd o periodo de incubacao), idade e
imunocompeténcia do animal (ITO, 2005).

Como mencionado anteriormente, o principal modo de transmissdo é a
mordedura, na qual o virus presente na saliva do animal é inoculado, através da
pele, no musculo e em tecidos subcutaneos (WARREL; WARREL, 2004).

Uma vez ocorrida a introducdo do virus da raiva no organismo, este pode

atingir o Sistema Nervoso Central (SNC) migrando via terminacdes nervosas
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presentes no local do ferimento, ou pode replicar-se e ampliar-se na musculatura
local e posteriormente invadir as terminacfes periféricas (FENNER, et al., 1993).
Lewis, Fu e Lentz (2000) pesquisaram a entrada do virus nos neurénios, concluindo
gue a juncdo neuromuscular é o principal local de entrada. Existem ainda dois
receptores na membrana neuronal em que o virus pode se ligar: a molécula de
adesao da célula neuronal (THOULOUZE et al., 1998) e o receptor de neurotropina
p75 (TUFERREAU et al., 1998). Além disso, os receptores de N-metil-D-aspartato
subtipo R1 e do GABA, que séo neurotransmissores do SNC, sao também possiveis
receptores do virus da raiva (GOSZTONYI; LUDWIG, 2001). Apos replicacdo nas
juncdes neuro-musculares, o genoma viral € transportado no interior do axoplasma
dos neurbnios centripetamente, a razdo de 50 a 100 mm por dia (TSIANG, 1991;
WARREL; WARREL, 2004), até os ganglios espinhais, passando entdo, a medula e,
finalmente, por ser neurotrépico, chega ao SNC, onde causam uma encefalomielite
aguda, com lesdes irreversiveis que provocam paralisias musculares e morte,
normalmente por asfixia. Quando atinge o SNC, uma replicacdo intensa acontece
nas membranas dentro dos neurénios e a disseminacao ocorre de célula para célula
atravessando as juncfes sinapticas (WARREL; WARREL, 2004). A glicoproteina,
presente na superficie externa do envelope viral, tem uma participacdo muito
importante na disperséo trans-sinaptica do virus entre os neurénios (ETESSAMI et
al., 2000). A partir do SNC o virus dissemina-se de maneira centrifuga, via nervos
periféricos, em direcdo a diversos orgaos, envolvendo particularmente o sistema
nervoso parassimpatico (JACKSON, 2002). Os o6rgaos invadidos pelo virus durante
a migracdo centrifuga incluem o coracao, figado, pele, timo, rins, ovarios, utero,
glandula adrenal, pulmdo, baco, intestinos, musculos liso e esquelético, foliculos
pilosos, epitélio da lingua, retina e corneas (BRASS, 1994; MATTOS et al., 2001,
RUPPRECHT, 2001) e especialmente as glandulas salivares, sendo eliminado

através da saliva, tornando possiveis novas transmissées (MURPHY, 1985).
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2.6 Sinais clinicos nos herbivoros

Em herbivoros, a doenca apresenta-se tanto na forma paralitica, como na
furiosa, sendo a primeira a mais frequente (LANGOHR et al., 2003; SUMMERS et
al., 1995). Na forma furiosa, o animal acometido pode atacar outros animais ou
procura investir contra seres humanos, geralmente apresenta-se em estado de
alerta, emitindo mugidos roucos e frequentes. (FRASER et al., 1991).

Quando se trata de raiva transmitida por morcegos, ndo foram observadas
diferencas acentuadas entre as manifestacdes clinicas observadas nos bovinos,
equinos, asininos, muares e outros animais domeésticos de importancia econémica
(caprinos, ovinos e suinos). O sinal inicial € o isolamento do animal, pois este se
afasta do rebanho, apresentando certa apatia e perda do apetite. Pode apresentar-
se de cabeca baixa e indiferente ao que se passa ao seu redor. Seguem-se outros
sinais como aumento da sensibilidade e prurido na regido da mordedura, mugido
constante, tenesmo, com fezes duras, secas e brilhantes, hiper-excitabilidade,
aumento da libido, salivacdo abundante e viscosa e dificuldade na degluticdo
(BRASIL, 2005).

Com a evolucado da doenca, ha o aparecimento de movimentos desordenados
da cabeca, tremores musculares e ranger de dentes, midriase com auséncia de
reflexo pupilar, incoordenacdo motora, andar cambaleante, contracdes musculares
involuntérias, flacidez da cauda e da musculatura do trem posterior, paresia e
paralisia flacidas, além de paralisia dos esfincteres anal e da bexiga (RONDON,
1995; LANGOHR et al., 2003). Apds entrar em decuUbito ndo consegue mais se
levantar e ocorre o aparecimento de movimentos de pedalar dos membros
anteriores e posteriores, dificuldades respiratorias, opistotono, asfixia e morte. Esta
ultima ocorre, geralmente, entre 3 a 6 dias ap0s o inicio dos sinais, podendo
prolongar-se em alguns casos, por até 10 dias (GRENN et al., 1993; RIET-CORREA
et al., 1998).
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2.7 Diagnéstico

A observacao clinica permite levar somente a suspeicao da raiva, pois, 0S
sinais da doenca ndo sdo caracteristicos e podem variar de um animal a outro ou
entre individuos da mesma espécie (ITO, 2005).

O diagndstico laboratorial € de fundamental importancia para a confirmacao
da doenca e permite eleger estratégias e definir os planos de intervencéao. Todos os
animais domeésticos ou silvestres, suspeitos de raiva, devem ser submetidos a
necropsia. O cérebro devera ser retirado por um profissional habilitado (médico
veterinario auténomo ou oficial), devidamente treinado, e enviado a um laboratério
de diagndstico credenciado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
— MAPA e/ou pelo Ministério da Saude, para a realizacdo do exame (BRASIL, 2005).

Os métodos utilizados para o diagndstico da raiva apresentam variacdo na
sua eficiéncia, especificidade e confianca. Classicamente sdo aplicados nos
materiais do encéfalo, porém podem também ser aplicados para outros 6rgados como
glandula salivar, cornea, saliva, foliculo piloso, tecido de bidpsia e outros érgédos néo
nervosos. O teste mais amplamente utilizado para o diagndéstico da raiva é o de IFD,
recomendado pela OMS e pela OIE. Utiliza-se um conjugado anti-rabico policlonal
marcado pelo isotiocianato de fluoresceina, desde o relato de Goldwasser & Kissling
(1958), modificado por Dean, Albeseth e Atanasiu (1996). E um método rapido,
sensivel e seguro, e poderia ser considerado suficiente para o diagnéstico da
doenca em animais e humanos (WHO, 1992). Porém, permanece ainda a questéo
ndo resolvida de resultados falso-positivos e falso-negativos, decorrente do uso
dessa técnica. Para minimizar esses erros, a OMS preconiza o uso de pelo menos
duas técnicas para o estabelecimento do diagnostico: a IFD e a IIC (DEAN;
ALBESETH; ATANASIU 1996; KOPROWSKI, 1996).

Os testes de deteccdo da replicacdo viral detectam a infecciosidade da
amostra, com inoculacdo da suspensdo em sistemas biolégicos, permitindo o
“isolamento” do agente. E utilizado concomitantemente ao teste da IFD, conforme
preconizado pela OMS (MESLIN; KAPLAN.; KOPROWSKI, 1996). No teste de
inoculacdo em camundongo, um grupo de camundongos, com idade de 3 a 4
semanas (12 al4 g), ou uma ninhada de camundongos neonatos de 2 dias de idade,

sdo inoculados intracerebralmente. O ind6culo é constituido por uma suspenséo
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clarificada de homogeneizado de material cerebral a 20% (p/v) em solucéo
tamponada contendo antibidticos. Os camundongos adulto-jovens sédo observados
por 30 dias e todo camundongo morto é examinado pela técnica de IFD, para
confirmacédo. O teste “in vivo” em camundongos é oneroso, e deve ser substituido,
guando possivel, por cultivo celular (OPAS, 2003). As linhagens BHK-21 (células de
rim de hamster recém-nascido) e a NA (neuroblastoma murino) sdo as mais
comumente utilizadas (BORDGNON; ZANETTI, 2000). A replicacdo dos virus é
revelada pela IFD. O resultado do teste é obtido 18 horas pés-inoculacdo (um ciclo
reprodutivo do virus nas células), geralmente a incubacéo é continuada por 48 horas
e, em alguns laboratorios, por até 4 dias. Este teste € tdo sensivel quanto ao teste
de inoculacdo em camundongos. Uma vez existindo a unidade de cultura celular no
laboratério, este teste deve substituir o teste de inoculagdo em camundongos
evitando assim, 0 uso de animais vivos, é também menos oneroso e apresenta um
resultado diagnoéstico mais rapido (WHO, 1992). Cuidados adicionais devem ser
levados em conta para o emprego desta técnica no diagnéstico de rotina da raiva,
pois, as células sdo susceptiveis a contaminacao e lise por causa das bactérias,
fungos, outros virus e devido as toxinas presentes no tecido suspeito. Deve-se
também utilizar antibiéticos adequados no meio de cultura a fim de aumentar a
resisténcia contra as contaminacdes bacterianas (WEBSTER; CASEY, 1988).

Ha ainda outros testes de identificacdo, como o anatomo-patoldgico. Os
achados histolégicos séo variaveis, distribuindo-se principalmente no tronco
encefalico, cerebelo e medula espinhal (LANGOHR et al., 2003), hipocampo e
ganglios trigeminais (JONES et al.,, 2000), podendo inclusive, ser discretas ou
ausentes (JUBB & HUXTABLE, 1993). As lesdes sdo caracterizadas por acumulos
perivasculares com infiltrado celular, principalmente de linfécitos, e em menor grau,
macréfagos e plasmocitos (CARLTON & MCGAVIN 1998, LANGOHR et al, .2003),
microgliose, as vezes acentuada, graus variaveis de degeneracdo neuronal e
ganglioneurite (CARLTON & MCGAVIN, 1998) e necrose neuronal (LANGOHR et al.
2003). Inclusbes acidofilicas intracitoplasmaticas, denominadas corpusculos de
Negri, caracteristicas da doenca (SWANEPOEL 1994, JONES et al. 2000), podem
ser encontradas em diferentes areas do sistema nervoso central, embora sejam mais
frequentes nas células de Purkinje do cerebelo dos bovinos (JONES et al. 2000;
LANGOHR et al. 2003; SWANEPOEL 1994).
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Esfregacos do tecido fresco podem ser corados pelo método de Sellers ou
Faraco, ou materiais fixados em formol e embebido em parafina podem ser cortados
em micrétomo e corados por hematoxilina e eosina. Estes métodos histolégicos
tendem a ser abandonados, especialmente o de Sellers, por ser ineficientes quando
a amostra estd em estado de decomposicao, e ainda podem acusar 15% a 40% de
resultados falsos negativos (ITO, 2005).

Os anticorpos monoclonais contra o virus rabico foram produzidos pela
primeira vez por Wiktor e Koprowski (1978) e atuam na glicoproteina ou no
nucleocapsideo viral. Com esta técnica foi possivel caracterizar e classificar o virus
rabico e os virus relacionados, além de permitir a diferenciacéo de virus isolados de
hospedeiros terrestres e de morcegos nos Estados Unidos, na Europa, Asia, Africa e
América Latina. Embora ela seja usada principalmente em investigacoes
epidemioldgicas, tem se mostrado Gtil no diagndstico em certas circunstancias, como
nos casos de raiva humana “importada” e de casos sem historico de exposicao
(MESLIN; KAPLAN, 1996; SMITH et al., 1991).

As provas soroldgicas sao aplicadas para se conhecer a resposta imunoldgica
de pessoas ou animais vacinados, as evidéncias de infeccbes nao fatais e também
em experimentos que envolvem a patogenia. Utilizam-se frequentemente os ensaios
enzimaticos (ELISA — Enzime-Linked Immunosorbent Assay) (BERAN, 1994) e os
testes de soro-neutralizacdo em cultivos celulares como o teste inibicdo rapida de
focos fluorescentes (RFFIT — “Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test”) (SMITH;
YAGER; BAER, 1973) e o teste fluorescente de virus neutralizacdo (FAVN -
“Fluorescent Antibody Virus Neutralisation Test”) (CLIQUET; AUBERT; SAGNE,
1998).

2.7.1 TECNICAS MOLECULARES

A reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) provavelmente constitui o maior
avanco na biologia molecular desde o advento da tecnologia do DNA recombinante
(FENNER et al., 1993) e vem sendo considerada como uma alternativa para o
diagnostico, a tipificacdo e o estudo da epidemiologia molecular do virus rabico
(TORDO et al., 1996).
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A identificacdo do virus rabico pode ser caracterizada em laboratorios
especializados, através da identificacdo de qualquer variante viral de uma amostra,
utilizando-se anticorpos monoclonais, acidos nucléicos especificos, ou reacdo de
cadeia polimerase seguida por sequenciamento de RNA das areas gendmicas.
Algumas técnicas podem distinguir entre amostras de campo e amostras vacinais, e
possivelmente identificar a origem geografica das amostras de campo. Esses testes
muito sensiveis devem ser realizados por pessoas treinadas e em laboratérios
especializados (OIE, 2004).

A técnica de PCR, utilizada rotineiramente para DNA, pode ser modificada
para a deteccdo do RNA viral por incorporacdo de um passo preliminar no qual a
transcriptase reversa converte 0 RNA em DNA, constituindo a RT-PCR. Com este
método, o RNA do virus rabico pode ser enzimaticamente amplificado como copias
de DNA (FENNER et al., 1993).

Sacramento et al. (1991) desenvolveram um protocolo para realizacdo da
técnica de RT-PCR como método alternativo para o diagndstico e estudos de
epidemiologia molecular dos virus rabicos.

Atualmente a técnica de RT-PCR tem sido usada para diagndsticos rapidos
de casos de raiva, assim como, deteccdo e identificacdo de gendtipos do virus
rabico e virus rabicos relacionados, além de estudos epidemiolégicos, permitindo
estratégias de controle especifico a serem implementadas ( NADIN-DAVIS, 1998).

ERMINE et al., (1990) realizaram um experimento utilizando a técnica de PCR
para amplificar o acido nucléico de virus rabico, de cérebros de camundongos, antes
de realizarem a técnica de hibridizacdo, possibilitando o uso do PCR associado a
hibridizacdo no diagndstico da raiva, principalmente nos primeiros estagios de
inoculacao.

Kamolvarin et al., (1993) detectaram RNA viral através de PCR usando
“nested primers”. A sequiéncia de nucleocapsideo rabico foi amplificada em amostras
de cérebro de 95 cées e 3 humanos, com raiva confirmada por IFD e IIC. Outras 110
amostras de cérebro de cdes e 2 de humanos negativas para raiva na IFD e IIC
resultaram também negativas no PCR.

Heaton et al., (1997) detectaram seis dos sete genétipos do virus rabico e
virus rabicos relacionados existentes, realizando um estudo da sensibilidade da

heminested RT-PCR (hn RT-PCR) em amostras de cérebros infectados com virus
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rabico, positivas a IFD demonstrando 100% de concordancia entre os resultados da
hn RT-PCR e da IFD.

Whitby et al., (1997) desenvolveram um método rapido de detec¢édo de virus
rabico e virus rabicos relacionados, utilizando a técnica de RT-PCR, associado a
um teste de ELISA, onde os produtos amplificados na reacdo de PCR puderam ser
detectados pelo ensaio imuoenzimatico.

Outra aplicacéo do uso da técnica de RT-PCR foi demonstrada por Kulonen et
al., (1999), que realizaram RT-PCR em amostras de tecidos cerebrais positivos para
raiva, confirmada pela IFD, e que estavam fixados em “Carnoy” e embebidas em
parafina. A técnica deRT-PCR demonstrou 100% de sensibilidade frente a IFD.

Heaton et al., (1999) detectaram e identificaram virus rabico e virus rabicos
relacionados usando “rapid-cycle RT-PCR” ou RT-PCR em tubos capilares, e
através dessa técnica foram capazes de diagnosticar raiva em humanos em um
periodo de cinco horas.

Na Estonia, duas amostras diferentes de virus rabico foram identificadas
utilizando a técnica de PCR, mostrando sua aplicagdo em investigacbes
epidemiologicas e surtos, podendo ocorrer infeccdes mistas em areas geograficas
proximas (KULONEN & BOLDINA, 1993).

Ito et al., (2001a) detectaram RNA de virus rabico isolado de diferentes
espécies animais no Brasil (5 morcegos hematéfagos, 14 bovinos, 12 cdaes, 11
gatos, 2 cavalos, 1 suino, 1 ovino e 3 humanos), de diferentes regifes geograficas
pela técnica de RT-PCR. Concluiram que os virus rabicos isolados no Brasil podem
ser divididos em duas populacdes de acordo com diferencas genéticas.

No Brasil, Soares et al., (2002) utilizaram a reacdo do hn RT-PCR para
deteccéo de virus rabico isolado de morcegos hematéfagos e herbivoros, mostrando
ser a técnica eficiente na amplificacdo dos virus rabicos isolados do ciclo

epidemiologico rural.



22

2.8 Prevencéo e controle

Como néo existe tratamento para raiva, estimular a inducdo de uma resposta
imunoldégica por meio da vacinacdo € um dos procedimentos profilaticos
imprescindivel em regides onde existe o risco da doenca.

Para imunizacdo em bovinos, existem as vacinas de virus vivo atenuado e
vacinas de virus inativado. Vacinas de virus atenuado ndo sdo recomendadas, pois
podem induzir a ocorréncia da doenca (WHO, 2004).

No Brasil, a partir de 2002, o MAPA proibiu a comercializagéo e utilizacdo de
vacinas com virus vivo atenuado. (BRASIL, 2002).

As vacinas comerciais com virus inativado produzidas atualmente, no Brasil,
sdo todas preparadas em culturas celulares e acrescidas de adjuvante. Isto faz com
gue a resposta imunoldgica seja quantitativamente e qualitativamente equiparada as
das vacinas de virus atenuado, quando conservadas em condi¢cdes ideais. Alguns
autores, embora considerando que as vacinas de virus inativado ndo mostram as
vantagens das atenuadas, quanto a rapidez da resposta imune, ressaltam as
vantagens de serem inocuas e mais termoestaveis (KOTAIT et al., 1998; VAZ,
1999).

Observacdes realizadas em paises latino-americanos demonstraram que a
raiva dos bovinos apresenta carater focal, portanto, seria possivel proteger o gado
da raiva transmitida por morcegos hematdfagos mediante a vacinacdo focal e
perifocal sem necessidade de recorrer a campanhas dispendiosas de vacinacdo em
massa. No entanto, sdo necessarios estudos epidemiolégicos e um sistema de
vigilancia adequado para cada regido (OPAS, 2003).

Devido a diversidade de reservatorios para este virus, que acomete tanto
animais domésticos quanto silvestres, o controle da raiva animal também & um
grande desafio e a sua erradicacao, questionavel ( FU, 1997)

Outro método de controle da raiva dos herbivoros baseia-se no controle das
populacbes de morcegos hematéfagos. Esses métodos de controle podem ser
divididos em método seletivo direto e método seletivo indireto. O método seletivo
direto consiste em capturar o Desmodus rotundus com rede de neblina, com
posterior aplicacdo de produto anticoagulante a base de warfarina em seu dorso e

libera-lo. Ao retornar para os abrigos, estes individuos estabelecerdo contato fisico
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com outros membros da coldnia, difundindo o produto para os demais. Essa técnica
pode ser executada junto aos abrigos naturais e artificiais (grutas, furnas, tuneis,
ocos de arvore etc.) ou junto a fonte de alimento (currais, pocilgas, galinheiros, etc.)
e deve ser realizada somente por técnicos treinados. (BRASIL, 2005).

No método seletivo indireto, o controle é realizado através do uso topico de
substancias quimicas anticoagulantes, usadas no animal sugado, ao redor das
mordeduras. Neste sistema de controle sdo eliminados apenas 0S morcegos
hematofagos espoliadores dos animais domésticos, podendo ser realizado pelo

produtor, com orientacdo do médico veterinario (BREDT et al., 1996).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Organizacédo dos dados

Os dados analisados foram obtidos a partir de 2.225 amostras de tecido
encefalico de bovinos suspeitos de raiva, de sexo, idades e racas variadas,
provenientes de 136 municipios do estado de Mato Grosso durante o periodo de
1996 a 2006. As amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Apoio a Saude
Animal (LASA), do Instituto de Defesa Agropecuaria de Mato Grosso (INDEA/MT). O
método diagndstico utilizado, conforme recomendacdo da Organizacdo Mundial de
Saude, foi a técnica de Imunofluorescéncia Direta (IFD) com o uso de conjugado
anti-rabico policlonal marcado pelo isotiocionato de fluoresceina (GOLDWASSER &
KISSLING, 1958) e a prova biolégica de inoculagéo intracerebral em camundongos
(IIC) (DEAN; ALBESETH; ATANASIU, 1996 e KOPROWISKI, 1996).

Para organizacdo dos dados, levou-se em consideracdo o més e o ano de
ocorréncia da raiva e a regido geogréfica de origem do material com base no mapa
de divisdo de biomas do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica ( IBGE, 2008).
Com a colaboracdo da Secretaria de Planejamento do Estado de Mato Grosso
(SEPLAN), classificou-se os diferentes municipios envolvidos conforme sua

localizacéo nas regifes de Cerrado, Pantanal e Amazoénia (Figura 1).

3.2 Anélise da curva epidémica

A analise da curva epidémica foi feita por meio do calculo da somatoria,
média, desvio padrdo, valores maximos e minimos da ocorréncia de casos de raiva
nos trés ecossistemas do estado de Mato Grosso, Brasil, entre os anos de 1996 a
2006 (GOMES, 1967; JEKEL, 1999).
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Figura 1 — Distribui¢cdo dos biomas no estado de Mato Grosso. Adaptado de IBGE, 2008.
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3.3 Andlise estatistica entre o efetivo bovino e o nimero de casos de raiva

bovina

A analise estatistica entre o efetivo bovino e o nimero de casos de raiva bovina foi
feita através do programa Mini tab 1.4, onde foi realizado o teste ANOVA, através de
comparacdes entre o efetivo bovino do Cerrado, Amazonia e Pantanal, e nUmero de
casos de raiva ocorridos no Cerrado, Amazénia e Pantanal, no periodo de 1996 a
2006. O nivel de significancia foi obtido através do teste de Tukey, com grau de
confiabilidade de 5% (YULE et al., 1948; JEKEL, 1999).

3.4 Selecao das amostras de virus

Foram selecionadas 70 amostras de tecido encefalico provenientes de
bovinos de diferentes idades, sexo e racas, coletadas no ano de 2007, sendo que
53 foram aproveitadas para realizacdo de tipificacdo genética molecular. Dentre as
amostras analisadas, 37 pertenciam ao bioma Cerrado, 12 ao Pantanal e 04 a
Amazonia. Todas as amostras foram diagnosticadas positivas para raiva pelo teste

de IFD, e isoladas em camundongos pela prova de IIC.

3.5 Extracdo de RNAs

Os acidos nucléicos foram extraidos com o kit diagnéstico comercial
QlAamp® Viral RNA (QIAGEN, Hilden, Alemanha), seguindo o protocolo do
fabricante. A extracdo foi realizada no Laboratorio de Zoonoses Virais da Faculdade

de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, USP.
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3. 6 RT-PCR

A técnica de RT-PCR e a purificacdo dos produtos amplificados foi realizada
no Laboratorio de Zoonoses Virais da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo, USP. O protocolo utilizado foi o descrito
por KOBAYASHI et al., (2005), com a amplificacdo da sequéncia de 203
nucleotideos do gene que codifica a nucleoproteina N, que corresponde as posi¢coes
109 a 311 da amostra PV (Pasteur Virus). Este l6cus esta associado a divergéncias
filogenéticas de pares e o mesmo ja foi utilizado em outros estudos filogenéticos
(ITO, 2001b).

Os produtos amplificados foram confirmados pela eletroforese em gel agarose
1,5%, com coloracdo de brometo de etidio, e o cDNA foi purificado com o kit
QIAquick Gel Extraction® (QIAGEN, Hilden, Alemanha).

Os produtos amplificados do PCR e do nested-PCR foram enviados ao
Laboratério Central de Diagndstico, do College of Bioresource Sciences, da
Universidade de Nihon, Fujisawa, Kanagawa, Japao, para fins de sequienciamento,

analises genética e filogenética.

3.7 Andlise genética e filogenética

Os estudos dos alinhamentos de nucleotideos entre as amostras foram
realizados pelo software Clustal X (THOMPSON et al., 1997), e a arvore filogenética
foi construida utilizando-se o método de SAITOU e NEI (1987), com o algoritmo de
“Neighbor-Joining” e virus Mokola foi utilizado como grupo externo. A significancia
estatistica das filogenias construidas foi estimada por meio da anélise de “bootstrap”
de 1.000 replicacBes. Os grupamentos com valores de bootstrap maiores que 70%
foram interpretados como evidéncia de grupamento filogenético (HILLS; BULL,
1993) e a homologia entre as sequéncias de nucleotideos foi identificada usando-se
o software BIOEDIT (HALL, 1999).

As origens geogréficas do sequienciamento de isolados do VR de bovinos

foram plotadas a nivel municipal dentro do estado de Mato Grosso, utilizando-se o
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software Maplinfo Profissional GIS (ver. 8.0 software Mapinfo Japan K. K., Tokyo,
Japan). Por meio destas analises, foram deduzidas as linhagens das variantes do

virus da raiva encontradas no Estado de Mato Grosso.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ocorréncia de casos de raiva bovina conforme municipio de ano, dentre as

amostras examinadas no Estado de Mato Grosso, Brasil.

A Tabela 1 mostra que dos 141 municipios do Estado de Mato Grosso, 42
(29,8%) encaminharam amostras para diagnéstico da raiva e, em 20 (14,2%)
constatou-se positividade no ano de 1996. Neste ano foram recebidas 115 amostras
gue resultaram em 35 (30,4%) animais positivos nos exames. Em 1997, foram 75
(53,2%) municipios que encaminharam amostras para diagndéstico da raiva e, em 19
(13,5%) houve positividade. Das 142 amostras recebidas, 40 (28,2%) foram
positivas. No ano de 1998 foram 55 (39,0%) municipios que encaminharam
amostras cujo diagnostico foi confirmado em 22 (15,6%) desses municipios. Das 206
amostras examinadas, 65 (31,6%) foram positivas. Em 1999, 50 (35,5%) municipios
encaminharam material suspeito para analise, sendo que destes, 18 (12,8%) foram
diagnosticados positivo. Das 180 amostras encaminhadas, 64 (35,6%) obtiveram
resultado positivo. No ano 2000, 72 (51,1 %) municipios enviaram amostras para
diagnostico, e destes, 30 (21,3%) municipios resultaram em positivos. Foram
enviadas 183 amostras, das quais 57 (31,2%) foram positivas. No ano de 2001, 71
(50,4%) municipios encaminharam amostras para diagnostico, sendo que, destes,
24 (17,0%) obtiveram positividade. Das 214 amostras encaminhadas, 58 (27,1%)
foram positivas ao diagnoéstico. Em 2002, 75 (53,2%) municipios enviaram amostras
para analise, dos quais 30 (21,3%) resultaram positivos. Em 267 amostras
encaminhadas, 76 (28,5%) foram diagnosticadas positivas. No ano de 2003, foram
75 (53,2%) municipios que encaminharam amostras para analise, onde 27 (19,2%)
resultaram positivos. Das 218 amostras recebidas, 61 (28,00%) foram positivas. No
ano de 2004, 70 (49,6%) municipios encaminharam material, cujo diagndstico foi
confirmado positivo em 31 (22,0%) municipios. Das 202 amostras examinadas, 77
(38,1%) foram positivas. Em 2005, 77 (54,6%) municipios encaminharam amostras
cujo diagnostico foi positivo em 34 (24,1%) destes municipios. Das 199 amostras
encaminhadas, 83 (41,7%) resultaram positivas. Por fim, no ano de 2006, foram

remetidas amostras provenientes de 75 (53,2%) municipios, onde 33 (23,4%)
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obtiveram resultado positivo. Das 299 amostras remetidas, 129 (43,1%) resultaram

positivas.

Tabela 01- NOmero de amostras e municipios positivos para raiva bovina distribuidos nos
municipios de Mato Grosso - 1996 - 2006

Ano Amostras Amostras % positivas N° de N° de % municipios %

examinadas Positivas municipios municipios  com casos de  total

que com raiva em

enviaram amostras relacdo aos

amostras positivas enviados
1996 115 35 30,4 42 20 47,7 14,2
1997 142 40 28,2 75 19 25,3 13,4
1998 206 65 31,6 55 22 40,0 15,6
1999 180 64 35,6 50 18 36,0 12,8
2000 183 57 31,2 72 30 41,7 21,3
2001 214 58 27,1 71 24 33,8 17,0
2002 267 76 28,5 75 30 40,0 21,3
2003 218 61 28,0 75 27 36,0 19,2
2004 202 77 38,1 70 31 443 22,0
2005 199 83 41,7 77 34 442 241
2006 299 129 43,1 75 33 440 23,4
Total 2225 745 33,5 136 95 69,9 67,4

Fonte: INDEA (Dados nao publicados).

No contexto geral do periodo de 1996 a 2006, das 2.225 amostras com
suspeitas clinicas, foram confirmadas laboratorialmente 745 (33,5%) casos de raiva
bovina em 95 (67,4%) dos 141 municipios do Estado de Mato Grosso e 69,9% sobre
0s 136 municipios que enviaram.

No periodo total do estudo, todos os estados do Brasil notificaram 14.100
casos, dos quais 745 (5,3%) foram do Estado de Mato Grosso (Tabela 2), havendo
um aumento na ocorréncia dos casos de raiva, assim como outros estados, e
diferente de alguns estados onde houve decréscimo no nimero de casos e outros
gue mantiveram a mesma proporcionalidade de ocorréncia. Observamos em Mato
Grosso que houve um crescimento linear de casos notificados ao longo do periodo

estudado. E possivel que isto venha ocorrendo em raz&o da recente implantacdo do
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PNCRH em Mato Grosso, cujas acfes s6 comecaram a ser executadas a partir do
ano 2000. Espera-se que com as acOes cada vez mais efetivas do programa, o
estado de Mato Grosso apresente aumento no numeros de casos, aproximando de
valores mais substanciais, com o0 aumento de notificagcbes, e a partir da
conscientizacdo de produtores e efetiva fiscalizacéo, ocorra a posteriori, uma queda
nos numeros de casos de raiva bovina, em decorréncia da eficacia do PNCRH.

Com relacdo ao numero de casos de raiva durante o periodo estudado em
Mato Grosso, em vista ao tamanho do seu rebanho bovino, os valores estdo muito
aquém da realidade. De acordo com Kotait et al. (1998), para cada caso de raiva
bovina notificado, cerca de 10 casos ndo o sao. Esta afirmacdo corrobora com a
situacao atual da raiva bovina no Brasil, principalmente no estado de Mato Grosso,
onde o elevado numero de subnotificacbes compromete o programa de controle
desta enfermidade.

Como o Estado de Mato Grosso possui 0 maior rebanho bovino do pais, uma
area territorial de quase um milhdo de quildbmetros quadrados e trés biomas
diferenciados, a incrementacdo de medidas profilaticas mais efetivas contra a raiva
deve ser priorizada. Segundo Lord (1988) e Taddei (1991), a velocidade de
migracdo da raiva pode alcancar valores variando de 10 a 200 km/ano.P6 outro lado,
devem ser avaliadas as condi¢cdes ambientais favoraveis a manutencdo do agente
etiolégico e disseminacdo deste pelos morcegos que encontram alimento em

abundancia principalmente no gado bovino.

Tabela 02 — Ocorréncia de raiva bovina no Brasil, por regido - 1996 - 2006

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006  Total

Norte 10 16 57 14 54 51 87 126 117 97 67 696
Nordeste 86 68 97 135 99 109 133 99 149 106 110 1.191
Sudeste 769 905 743 1102 1.147 855 609 564 443 438 390 7.965

Sul 111 46 77 49 75 58 145 116 131 126 297 1.231

Centro- 107 89 176 169 258 361 403 402 352 385 317 3.019
oeste
MT 35 40 65 64 57 58 76 61 77 83 129 747

Brasil 1.083 1.128 1.148 1.468 1.633 1.434 1375 1304 1.191 1.164 1172 14.100

Fonte: MAPA (dados néo publicados).
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4.2 Distribuicdo dos casos de raiva bovina conforme municipio e ano de
ocorréncia dentro de cada bioma, no Estado de Mato Grosso, Brasil, entre os
anos de 1996 a 2006.

Observando-se a ocorréncia da raiva bovina conforme o ecossistema de
origem (Tabela 3), constatou-se que 0s casos, no ano de 1996, estavam distribuidos
em 15 (15,8%) dos 95 municipios do Cerrado, em 3 (75%) dos 4 municipios do
Pantanal e em 2 (4,8%) dos 42 municipios da Amazénia. No ano de 1997 foram
atingidos 10 (10,5%) municipios do Cerrado, 3 (75%) municipios do Pantanal e 6
(14,3%) municipios da Amazonia. Em 1998 foram observados casos em 18 (18,9%)
municipios do Cerrado, em 2 (50,0%) municipios do Pantanal e em 2 (4,8%)
municipios da Amazonia. No ano de 1999, foram confirmados 12 (12,6%) casos em
municipios do Cerrado, 3 (75%) em municipios do Pantanal e 3 (7,1%) em
municipios da Amazoénia. Em 2000, foram atingidos 21 (22,1%) municipios do
Cerrado, 4 (100,0%) municipios do Pantanal e 4 (9,5%) municipios da Amazoénia.
No ano de 2001, constatou-se casos da enfermidade em 15 (15,8%) municipios do
Cerrado, 2 (50,0%) em municipios do Pantanal e 7 (16,7%) em municipios da
Amazonia. Em 2002 foram diagnosticados casos em 19 (23,1%) municipios do
Cerrado, 3 (75,0%) municipios do Pantanal e 7 (16,7%) municipios da Amazo6nia. No
ano de 2003, observou-se casos em 20 (21,0%) municipios do Cerrado, em 2
(50,0%) municipios do Pantanal e em 5 (11,9%) municipios da Amazdénia.Em 2004
foram atingidos 27 (28,4%) municipios do Cerrado, 2 (50,0%) municipios do
Pantanal e 2 (4,8%) municipios da Amazoénia. No ano de 2005 ocorreram casos em
26 (27,4%) municipios do Cerrado, em 3 (75,0%) municipios do Pantanal e em 5
(11,9%) municipios da Amazénia. Em 2006, foram afetados pela doenca 28 (29,5%)
municipios do Cerrado, 2 (50,0%) municipios do Pantanal e 3 (7,1%) municipios da

Amazobnia.
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Tabela 03 — Quantidade e porcentagem de municipios de cada bioma com casos de raiva
bovina distribuidos conforme o ano de ocorréncia no estado de Mato Grosso, Brasil - 1996 -

= Biomas Cerrado Pantanal Amazobnia Total
Total de 95 4 42 141
Municipios
1996 (%) 15 (15,8%) 3 (75%) 2 (4,8%) 20
1997 (%) 10 (10,5%) 3 (75%) 6 (14,3%) 19
1998 (%) 18 (18,9%) 2 (50%) 2 (4,8%) 22
1999 (%) 12 (12,6%) 3 (75%) 3 (7,1%) 18
2000 (%) 21 (22,1%) 4 (100%) 4 (9,5%) 29
2001 (%) 15 (15,8%) 2 (50%) 7 (16,7%) 24
2002 (%) 19 (23,1%) 3 (75%) 7 (16,7%) 29
2003 (%) 20 (21,0%) 2 (50%) 5(11,9%) 27
2004 (%) 27 (28,4%) 2 (50%) 2 (4,8%) 31
2005 (%) 26 (27,4%) 3 (75%) 5 (11,9%) 34
2006 (%) 28 (29,5%) 2 (50%) 3 (7,1%) 33
Total 65 (68,4%) 4 (100%) 23 (54,8%) 92 (65,2%)

4.3 Distribuicdo de casos de raiva bovina conforme bioma do Estado de Mato

Grosso,Brasil, entre os anos de 1996 a 2006.

Como pode ser visto na tabela 4, no bioma Amazoénia (que representa 54% da

area do estado), houve 75 (10,1%) casos positivos de raiva; no Cerrado foram 517

(69,4%) casos, e no Pantanal, 153 (20,5%). De acordo com esses dados, o Cerrado

€ o0 bioma que oferece as melhores condi¢cdes de disseminacdo da doenca,

possivelmente pelos fatores ambientais e climéaticos que possibilitam meios propicios

para manutencdo dos morcegos, dentre eles o hematéfago. No Brasil o Cerrado

ocupa uma area de 1,4 milhGes de kmz2, sendo que, em Mato Grosso a area ocupada

pelo Cerrado é de aproximadamente 300 mil km2, cerca de 34% do territorio
estadual (FERREIRA, 2001).



Tabela 04 — Quantidade e porcentagem de casos de raiva bovina distribuidos conforme bioma -

Mato Grosso, Brasil - 1996 - 2006.
Ano Cerrado Pantanal Amazobnia Total
1996 23 (65,7%) 8 (22,9 %) 4 (11,4%) 35 (4,7%)
1997 19 (44,8%) 10 (26,3%) 11 (29%) 40 (5,4%)
1998 41 (63,1%) 18 (27,7%) 6 (9,2%) 65 (8,7%)
1999 40 (62,5%) 20 (31,2%) 4 (6,2%) 64 (8,6%)
2000 43 (75,4%) 9 (15,8%) 5 (8,8%) 57 (7,6%)
2001 31 (53,4%) 16 (27,6%) 11 (19,0%) 58 (7,8%)
2002 48 (63,2%) 19 (25,0%) 9 (11,9%) 76 (10,2%)
2003 41 (67,2%) 14 (23,0%) 6 (9,9%) 61 (8,2%)
2004 63 (81,9%) 11 (14,2%) 3 (3,9%) 77 (10,3%)
2005 59 (71,0%) 13 (15,7%) 11 (13,2%) 83 (11,1%)
2006 109 (84,4%) 15 (11,7%) 5 (3,9%) 129 (17,4%)
Total 517 (69,4%) 153 (20,5%) 75 (10,1%) 745 (100,0%)

O Cerrado compreende um mosaico de tipos vegetacionais, incluindo as
formacOes abertas do Brasil Central (campo-limpo, campo-sujo, campo cerrado e
campo rupestre) e as formacdes florestais caracteristicas (vereda, mata de galeria,
cerraddo e mata mesofitica). No bioma Cerrado vivem aproximadamente 80
espécies diferentes de quiropteros (SEMINARIO INTERNACIONAL DA RAIVA,
2000).

O homem vem exercendo grande pressdo sobre este bioma, ndo havendo
estimativas precisas de areas convertidas a producédo agropecudria. No entanto, é
certo que as taxas de destruicdo aumentaram consideravelmente, principalmente
através da expansdo da area cultivada de soja e o crescimento do rebanho bovino
(FERREIRA, 2001).

O Pantanal é uma das maiores planicies inundaveis do mundo e abriga uma
grande concentracao de vida silvestre. Possui aproximadamente 160.000 kmz2, dos
guais quase 90% pertencem ao Brasil, nos Estados de Mato Grosso e Mato Grosso
do Sul. A localizacdo geogréfica central da planicie pantaneira favorece o contato
com outros biomas brasileiros, como a Amazénia e o Cerrado, além do Chaco

Boliviano, proporcionando uma exuberante diversidade de espécies de animais e
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plantas. Aproximadamente 83% das planicies do Pantanal estdo em excelentes
condicBes de conservacao. As inundacdes anuais e a baixa fertilidade dos solos séo
as principais razdes pelas quais o Pantanal ainda esta praticamente intacto. Essas
caracteristicas naturais impediram a ocupacdo humana, o avanco da fronteira
agricola e o uso intenso dos solos. Mesmo estando bastante conservado, o Pantanal
sofre constantes ameacas. A maior parte delas estd relacionada com o
desmatamento do Cerrado, pois os principais rios do Pantanal nascem nos
planaltos e nas chapadas desse dominio vizinho, que sofre profundos problemas
ambientais. No Pantanal, existem pelo menos 3.500 espécies de plantas, 463 de
aves, 124 de mamiferos, 177 de répteis, 41 de anfibios e 325 espécies de peixes de
agua doce. Esses numeros refletem apenas uma visédo geral da biodiversidade ainda
pouco estudada na regido (CONSERVACAO INTERNACIONAL DO BRASIL, 2008).
Por isso, ndo pode ser descartada a possibilidade desta biodiversidade tanto do
Pantanal quanto da Amazonia albergar espécies diferentes das conhecidas até o
momento como reservatoério para manutencédo do virus da raiva.

A Amazobnia € o ecossistema de maior diversidade biolégica do mundo,
representando a mais extensa floresta tropical existente. E também o maior bioma
brasileiro, sendo que de seus aproximadamente 5,5 milhdes de km? de extenséo, 3,3
milhdes de km? estdo em territério brasileiro, dos quais pelo menos 550 mil km?2
estdo dentro do Estado de Mato Grosso. Juntamente com o Cerrado, € o bioma que
apresenta as maiores taxas de converséao de florestas em uso agropecuario. Outras
pressdes significativas sobre os ecossistemas amazoénicos estdo representadas pela
construcdo de barragens para producdo de energia elétrica e pela industria de
extracdo madeireira (FERREIRA, 2001).

No bioma Amazobnia existe aproximadamente 117 espécies quiropteranas,
porém a maioria possui biologia completamente desconhecida (SEMINARIO
INTERNACIONAL DA RAIVA, 2000). A Amazobnia corresponde a 54% do territorio
estadual, porém somente 10% do numero de casos de raiva durante o periodo
estudado, ocorreram neste bioma. Ha possibilidade também de que a ocorréncia de
menor nimero de casos de raiva registrados nessa regido se deva a sua localizacao
geografica mais distante dos grandes centros, pela dificuldade de acesso devido as
rodovias mal conservadas que em periodos de chuva se tornam intransitaveis e
também ao pequeno contingente de profissionais médicos veterinarios nos

municipios localizados nesse bioma.
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Segundo THRUSFIELD (2004), os fatores que afetam a forma da curva
epidémica dependem do periodo de incubacdo da doenca, da infectividade do
agente, da proporcdo de animais suscetiveis na populacédo e da distancia entre os
animais (densidade populacional).

Os dados dos biomas do Estado de Mato Grosso com a série histérica dos 11
anos , foram estudados para obtencdo de valores minimos e maximos para

classifica-los em condicdo de enzootia ou epizootia (Tabela 5).

Tabela 5 — Média, valores minimos e maximos para a ocorréncia de casos de raiva nos trés
ecossistemas - Mato Grosso, Brasil - 1996 - 2006.

Biomas X o 1,96x0 Minimo Maximo
X-1,96xo X+1,96x0
Cerrado 46,81 4,83 9,47 37,34 56,28
Amazonia 6,81 1,71 3,36 3,45 10,17
Pantanal 13,90 1,97 3,87 10,03 17,77

No bioma Cerrado no periodo de 1996 a 2006, o nUmero de casos de raiva foi
crescente, onde a situacdo de enzootia nos anos de 1996 a 2003 passa para

epizootia nos anos de 2004 a 2006 (Figura 2).

Curva epidémica dos casos de raiva de 1996 a 2006 no cerrado
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Figura 2 - Curva epidémica dos casos de raiva bovina de 1996 a 2006 no bioma cerrado.
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No bioma Pantanal (Figura 3), neste mesmo periodo, 0 niumero de casos

manteve-se na maior parte do tempo como enzootia, tendo picos de epizootia nos
anos de 1998 a 1999 e no ano de 2002.
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Figura 3 - Curva epidémica dos casos de raiva bovina de 1996 a 2006 no bioma

Pantanal.

No bioma Amazoénia (Figura 4), houve trés momentos de epizootia, durante 0s

anos de 1997, 2001 e 2005. Nos demais anos a situacao da raiva foi de enzootia.
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Figura 4 - Curva epidémica dos casos de raiva bovina de 1996 a 2006 no bioma

Amazobnia
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4.4 Distribuicdo do efetivo bovino do Estado de Mato Grosso nos municipios

caracterizados pelos trés biomas

O Estado de Mato Grosso possui 0 maior rebanho bovino do pais, com
26.208.468 animais (INDEA-MT, 2007). Considerando-se o levantamento realizado
pelo INDEA/MT elencando os dez municipios com maior rebanho bovino, destaca-se
em primeiro lugar o municipio de Juara na Amazbnia, com 853.847 animais; em
segundo lugar Vila Bela da Santissima Trindade, no Cerrado com 839.603 animais;
em terceiro lugar Caceres, no Pantanal, com 835.206 animais; em quarto e quinto
lugar, respectivamente, Alta Floresta e Vila Rica na Amazbdnia, com o efetivo de
748.681 e 647.950 bovinos; Paranatinga, Porto Esperidido, Barra do Garcas e Agua
Boa, representantes do Cerrado, em sexto, sétimo, oitavo e nono lugar
respectivamente, com 473.990, 465.801, 421.401 e 418.134 bovinos; e por fim, em
décimo lugar, Santo Antonio de Leverger, no Pantanal, com 410.096 animais.
Proporcionalmente no Cerrado concentra-se 14.705.695 (56,1%) do rebanho bovino;
na Amazonia, 9.621.830 (36,7%) e no Pantanal, 1.880.943 (7,2%) (Tabela 6).

A tentativa de confrontar o nimero de bovinos com o numero de casos de
raiva e sua distribuicdo por municipios de cada ecossistema permite tdo somente
constatar no periodo analisado, que existe uma proporcionalidade direta entre os
biomas com um efetivo maior de bovinos, com um maior percentual de ocorréncia de
casos de raiva. Este fato pode ser comprovado através dos graficos 1, 2 e 3, nos
guais estéo ilustrados os numeros de casos de raiva no periodo de 1996-2006 nos
trés biomas, sendo que no Cerrado (Gréfico 1), o nUmero de casos foi crescente no
periodo estudado e nos biomas Pantanal (Grafico 2) e Amazénia (Grafico 3) foram
praticamente constantes.

Analisando a tabela 6, verifica-se que dos 95 municipios do Cerrado, 65
(68,4%) notificaram casos de raiva. Apenas 23 (54,8%) dos 42 municipios da
Amazobnia e no Pantanal, todos os municipios (100,0%) notificaram casos de raiva,
retratando novo perfil do efetivo bovino. Dos 14.705.695 bovinos do Cerrado,
10.849.787 estédo representando 0s municipios que notificaram casos de raiva, na
Amazonia dos 9.621.830 bovinos, 6.652.690 (69,1%) estdo representando 0s
municipios que notificaram casos de raiva e no Pantanal, 1.880.943 (100,0%) fazem

parte dos municipios que notificaram casos de raiva.
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Gréafico 1 — Numero de casos de raiva bovina no bioma Cerrado, do Estado de MT entre

1996-2006.
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Gréafico 2 — Nimero de casos de raiva bovina no bioma Pantanal, do Estado de MT,
entre 1996-2006.
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Gréafico 3 — Numero de casos de raiva bovina no bioma Amazo6nia, do Estado de MT,
entre 1996-2006.

Tabela 6 — Distribuicdo do efetivo bovino nos municipios caracterizados pelos trés biomas,
conforme a ocorréncia da raiva bovina - Mato Grosso - 1996 - 2006.

Efetivo bovino

. . Municipios dos
. Efetivo bovino Total de o
Bioma o comcasos de  municipios
total municipios .
raiva com casos de
raiva
Cerrado 14.705.695 95 65 10.849.787
Amazbnia 9.621.830 42 23 6.652.690
Pantanal 1.880.943 04 04 1.880.943
Total 26.208.468 141 95 19.383.420

O programa de analise estatistica utilizado foi o Mini tab 1.4, onde foi
realizado o teste ANOVA, teste t Tukey e simples comparacdo entre o efetivo
bovino, o nimero de casos de raiva e o efetivo bovino dos municipios com casos de
raiva no Cerrado, Amazonia e Pantanal através do teste de Tukey, com grau de
confiabilidade de 5%. Comparando-se Pantanal e Amazdnia, com relacdo ao efetivo
bovino a Amazonia apresentou um efetivo bovino significativamente maior (p<0,05) e

namero de casos significativamente menor (p<0,05). JA quando comparou-se 0
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namero de casos com o efetivo bovino dos municipios com casos de raiva, nao
houve significancia (p>0,05). Na comparacao entre Cerrado e Amazonia, o Cerrado
apresentou significativamente(p<0,05) 0S maiores Vvalores para todas as
comparacdes. Os mesmos resultados foram obtidos quando comparou-se Cerrado e
Pantanal.

Estes resultados estatisticos comprovam que o Cerrado, possuindo o maior
efetivo bovino, possui também o maior nimero de casos de raiva e maior efetivo
bovino com raiva que as regides do Pantanal e Amazbnia. Portanto, fica
comprovado mais uma vez ser a regido de Cerrado a area mais propicia a

ocorréncia de casos de raiva bovina.

4.5 Sazonalidade de casos de raiva dos bovinos nos trés biomas do Estado de
Mato Grosso, no periodo de 1996 a 2006.

Analisando a sazonalidade da raiva nos 11 anos de estudo no Estado de
Mato Grosso, os dados da tabela 8 e grafico 4 e 5 revelam uma média de
aproximadamente 62 casos referente a cada més no periodo de 1996 a 2006.
Houve variacdo abaixo da média, de 43 a 61 casos, nos meses de abril, maio,
setembro e outubro e acima da média, 63 em janeiro, marco e dezembro, 64 em
junho, 66 em fevereiro, 67 em novembro, 71 em agosto, alcancando 73 casos no

més de julho.

Tabela 7 — Numero de casos de raiva bovina conforme més de ocorréncia, nos diferentes
biomas - Mato Grosso - 1996 - 2006.

ioma Cerrado Amazbnia Pantanal Total
Meses

Janeiro 47 2 13 62
Fevereiro 45 6 15 66
Marco 43 10 10 63
Abril 28 5 21 54
Maio 35 7 19 61
Junho 40 6 18 64
Julho 48 15 10 73
Agosto 53 3 15 71
Setembro 43 5 8 56
Outubro 34 3 5 42
Novembro 53 6 10 69
Dezembro 48 7 9 64
Total 517 75 153 745
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Tabela 8 — Casos de raiva bovina distribuidos conforme més de ocorréncia - Mato Grosso -
1996 - 2006.

\Axno 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 Total
Mé

Jan 3 3 7 5 3 4 11 6 7 5 62
Fev 3 6 7 4 2 6 6 9 10 8 66
Mar 0 4 4 8 6 8 3 2 11 7 10 63
Abr 2 8 3 5 3 2 3 7 8 10 54
Mai 9 3 4 6 1 2 7 7 5 14 61
Jun 4 5 9 5 1 1 3 3 11 6 16 64
Jul 2 4 10 4 7 3 10 6 12 9 6 73
Ago 9 2 7 8 0 2 5 7 9 6 16 71
Set 0 4 4 2 3 5 9 3 4 10 12 56
Out 0 0 2 7 7 4 4 3 4 3 8 42
Nov 1 1 3 2 22 9 9 4 4 10 69
Dez 2 0 5 8 2 12 6 4 3 14 64
Total 35 40 65 64 57 58 76 61 77 83 129 745

No contexto geral, observou-se um aumento nos casos de raiva no periodo de
seca, entre os meses de julho e agosto. Resultados semelhantes as ocorréncias
dos Estados de Minas Gerais e S&o Paulo, onde a maior incidéncia concentram-se
nos meses de abril a agosto (SILVA et al., 2001) e no Nordeste do Brasil, os meses
de maior ocorréncia vao de marco a agosto (LIMA et al., 2005). No Mato Grosso do
Sul, a época de maior incidéncia é no outono (abril a junho) (MORI et al., 2004).

TADDEI et al. (1996), estudando a influéncia climéatica nos casos de raiva no
Estado de Sao Paulo de 1981 a 1987, puderam observar uma maior ocorréncia de
raiva entre os meses de abril e junho.

De acordo com BRASIL (2005), a restricdo alimentar dos morcegos,
provocada pelas chuvas torrenciais, parece interferir na fisiologia da
termorregulacéo, pois os pélos do corpo molhados pela chuva podem prejudicar sua
regulacdo térmica. Além disso, as trés espécies de morcegos hematéfagos, em
condi¢cbes normais, ndo sdo boas termorreguladoras. As gotas de chuva podem
ainda prejudicar a ecolocalizacdo, dificultando a percepcdo dos morcegos em

relacdo ao seu ambiente. Estas observacbes podem explicar os resultados



encontrados no presente trabalho, uma vez que o maior nimero de casos de raiva

ocorreu durante o periodo de seca.

Cronologia dos Casos de Raiva no Estado de Mato
Grosso no Periodo de 1996 a 2006
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Gréfico 4— Cronologia de casos de raiva bovina em Mato Grosso no periodo de 1996 a 2006.
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Gréfico 5 — Cronologia dos casos de raiva bovina nos trés ecossistemas de Mato Grosso no
periodo de 1996 a 2006



4.6 Analise filogenética e distribuicdo geografica

Os resultados da analise filogenética entre os 203 nucleotideos da
nucleoproteina N das 53 amostras apresentaram uma homologia de pelo menos
83.7%, caracterizando todas como pertencentes ao gendétipo 1 do género
Lyssavirus,.Estas amostras também foram identificadas como VR relacionado a
morcegos hematdéfagos. Como o VR possui um grande numero de linhagens
filogenéticas, o0 seqienciamento e anadlise filogenética das amostras de encéfalo
bovino permitiram fazer a separacdo em sete subgrupos caracterizados pela
homologia dos nucleotideos (Figura 5).

A localizacdo geografica dos isolamentos do VR conforme o subgrupo esta
demonstrada na Figura 6. Foram classificadas no subgrupo A cinco amostras,
provenientes dos municipios de Barra do Bugres, Cuiaba, Mirassol D’oeste, Matupa
e Itauba . No subgrupo B é ficou somente uma amostra, oriunda do municipio de
Itiquira. As trés amostras pertencentes ao subgrupo C sdo provenientes dos
municipios de Primavera do Leste, Paranatinga e Cuiaba. Do subgrupo D, quatro
amostras originarias do municipio de Santo Antonio de Leverger e duas do municipio
de Nossa Senhora do Livramento. Do subgrupo E foram classificadas duas amostras
coletadas no municipio de Jangada. Somente uma amostra pertenceu ao subgrupo
F, proveniente do municipio de Varzea Grande. E, por fim, o subgrupo G,
representado por dez amostras originarias do municipio Mirassol D’oeste, oito
amostras do municipio de Caceres, cinco amostras do municipio de Barra do
Bugres, duas do municipio de Véarzea Grande, e uma amostra de cada um dos
seguintes municipios: Lambari D’oeste, Diamantino, Alto Paraguai, Alto Araguaia,
Alta Floresta e Colider, totalizando o maior subgrupo, com 31 amostras.

Os municipios de Barra do Bugres, Cuiaba e Mirassol D’oeste, onde foram
encontradas trés das cinco amostras do subgrupo A estéo localizados em regides de
baixas altitudes (entre 129 e 262 m). Com relacdo ao relevo, Barra do Bugres é
formado pela Baixada do Rio Paraguai, sendo cortado por algumas pequenas
serras. Cuiab& encontra-se no Planalto Guimarades e na Depresséo do rio Paraguai,
assim como Mirassol D'oeste. Ja Matupa e Itadba, onde foram encontradas as
outras duas amostras do subgrupo A, estdo localizados na regido da Floresta

Amazobnica, a altitudes entre 300 m e 400 m, na regido do Planalto Residual do
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Norte de Mato Grosso, sendo ainda Itauba delimitada pelas serras do Cachimbo e
dos Caiabés. ltiquira, Unico municipio com amostra classificada no subgrupo B,
localiza-se na regido do Planalto Taquari-ltiquira, a 520m de altitude. Os municipios
de Primavera do Leste e Paranatinga, onde foram coletadas duas das trés amostras
classificadas no subgrupo C, estdo localizadas em regides mais elevadas (600m a
636 m) sendo que Primavera encontra-se na regido do Planalto dos Guimaraes e
Paranatinga na Depresséo Interplanaltica Paranatinga.

A terceira amostra foi originaria do municipio de Cuiaba, ja caracterizado
anteriormente. Os municipios de Santo Antonio de Leverger e Nossa Senhora do
Livramento, onde estavam as variantes pertencentes ao subgrupo D, sdo préximos
e localizam-se na Depressdo do Rio Paraguai, com baixas altitudes, variando entre
140 m a 171 m. O subgrupo E faz parte de uma nova variante isolada a partir da
analise de 203 pares de base do gene N. Este ultimo com duas amostras originarias
do municipio de Jangada, que também estd localizado na Depressao do Rio
Paraguai e com altitude de 200m. O subgrupo F, outra nova variante, foi
representado por uma Unica amostra encontrada no municipio de Varzea Grande,
também situado na Depressdao do Rio Paraguai, com altitude de 185 m. E
finalmente, o subgrupo G, caracterizado em 31 amostras, em sua maioria no sul do
Estado, e duas amostras provenientes na regido norte. Essas amostras sdo oriundas
do municipio de Mirassol D’oeste (10 amostras), que juntamente com 0S municipios
vizinhos Barra do Bugres ( 5 amostras), Porto Estrela (2 amostras), e Lambari
D’oeste (1 amostra) estao localizados na regido da Baixada do Rio Paraguai, com
altitude média de 130 m, tendo ainda Barra do Bugres e Porto Estrela algumas
serras em seu relevo. Outros dois municipios com amostras do subgrupo G séo
Diamantino (1 amostra) e Alto Paraguai (1 amostra), com altitudes de 225 m e 252
m, respectivamente. Alto Paraguai esta localizado no centro de uma Provincia
Serrana e pertence a Bacia do Prata. Ja Diamantino encontra-se na regido do
Planalto dos Parecis. Varzea Grande, municipio ja citado anteriormente, teve uma
amostra, Alto Araguaia (1lamostra), municipio localizado mais a sudeste do estado,
na regido do Planalto Taquari-Itiquira, com altitude de 662 m. Mais ao sul, na regido
do Pantanal Mato-grossense, a altitude de 118 m, encontra-se 0 municipio de

Céaceres com 7 amostras classificadas também no subgrupo G. Ao Norte, encontra-
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trabalho estdo indicadas em vermelho. As demais amostras sdo de artigos
anteriores (KOBAYASHI et al. 2005; 2006).
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se 0s municipios de Alta Floresta (1 amostra) e Colider (1 amostra) no subgrupo G.
Ambos 0s municipios localizam-se em regido de Planalto, com altitudes de
aproximadamente 300 m. Proxima a Colider encontra-se a Serra do Cachimbo.
Outras trés amostras ndo se encaixaram em nenhum dos subgrupos sendo portanto,
novos grupos distinguidos a partir deste estudo.

Todo este estudo com as analises filogenéticas do gene N demonstrou que
as amostras isoladas de bovinos estavam geneticamente relacionadas ao grupo do
VR de morcegos vampiros, fato que coincide com as pesquisas de FAVORETTO et
al. (2000), que também estudaram amostras brasileiras usando anticorpos
monoclonais e concluiram que 100% das amostras isoladas de bovinos pertenciam
a variante proveniente do Desmodus rotundus.

O mais interessante achado no presente trabalho é que o padrédo de
distribuicdo das variantes difere conforme a origem geogréfica, permitindo supor
gue as caracteristicas epidemioldgicas das variantes do VR estejam associadas a
ecologia das populacdes de morcegos hematdfagos. As coldnias de Desmodus
rotundus geralmente escolhem as rotas mais curtas entre o abrigo e sua presa, mas
se preciso for, viajam muitos quildmetros para encontrar a presa (ARELLANO-SOTA,
1988). Apesar de formarem coldnias relativamente estaveis, 0s morcegos
hematofagos costumam visitar regularmente abrigos vizinhos, o que de certa forma
promove um intercambio entre a maioria das colénias de uma determinada area
(LORD, 1980). Devido a este aspecto da ecologia do Desmodus rotundus, a
disseminacao da raiva nesta espécie é mantida através do contato entre individuos
infectados de uma col6nia e individuos suscetiveis de outra (MCCOLL et al., 2000;
LORD, 1980). Segundo FORNES et al., (1974), os surtos de raiva em morcegos
hematdfagos costumam movimentar-se lentamente, a uma velocidade de
aproximadamente 40 km por ano.

A distribuicdo geografica das variantes encontradas neste estudo tendem a
serem separadas por regides de montanhas, fato também observado por
KOBAYASHI et al., (2006) e VELASCO -VILLA et al.,(2006).

De acordo com FERREIRA (2001), o Estado de Mato Grosso possui poucas
areas de elevadas altitudes, sendo predominantes as regibes de planicies e
depressdes, o0 que facilita a disseminacdo do virus pelas colénias de morcegos
hemato6fagos. Segundo ROMIJIN et al., (2003), com estas condicdes 0s morcegos

podem voar longas distancias em busca de comida em extensas regides,



disseminando o virus em um curto intervalo de tempo. Os subgrupos A e G foram
0s mais disseminados, sendo suas amostras encontradas tanto na regiao sul como
na regido norte do estado, mesmo existindo diversos rios entre as duas regides e de
bacias hidrograficas diferentes, mas que nao impediram o deslocamento do virus.
Esses achados, sugerem que o VR relacionado a morcegos hematéfagos tende a se
espalhar por regides de terras baixas, como ja havia sido observado por ROMIJIN et
al. (2003).

O subgrupo B, caracterizado somente por uma amostra, foi encontrado na
regido de planalto a sudeste do Estado, com altitudes mais elevadas (520 m). Este
fato pode cogitar a existéncia desta variante como especifica nesta regido. As trés
amostras do subgrupo C foram encontradas também em &areas de planalto mais
elevadas (em torno de 600 m), sendo que Cuiaba também possui regido de
depressdo com altitudes mais baixas (165 m). Ademais a disseminacdo desta
variante parece seguir uma rota com sentido do sul para o norte, 0 que deve
coincidir com a migracdo das colbénias de Desmodus rotundus. As variantes
pertencentes ao subgrupo D foram localizadas na regido da Planicie do Pantanal
Mato-Grossense, regido de baixas altitudes e que possui uma populacdo de
quirépteros pouco estudada. As amostras do subgrupo E foram encontradas
somente no municipio de Jangada, a 72 km da capital. Trata-se de uma regido de
baixas altitudes (200 m), porém circundada pela serra das Araras, o que pode
restringir esta variante somente nesta regido. A variante representante do subgrupo
F esta localizada em regido de baixas altitudes (185 m) e bem proxima aos locais
classificados nos subgrupos C, D, E e G, tornando possivel a disseminacdo desta
variante nesses municipios vizinhos. As trés amostras que nao foram enquadradas
em nenhum destes subgrupos por se tratarem de novas variantes, assim como as
dos subgrupos D e E, estédo localizadas na regido do Pantanal, no municipio de
Rondonopolis e em Nova Olimpia, a baixas altitudes (em torno de 200 m) sendo que
Rondonopolis fica proxima a Serra de S&o Jerdnimo, que assim como o Pantanal,
serve de barreira para a disseminacédo destas variantes.

O presente estudo indica que a raiva bovina é derivada de diversas variantes
gue ndo estdo regionalmente bem definidas dentro do Estado de Mato Grosso,
discordando dos achados de KOBAYASHI et al., (2006), onde em diversos estados
do Brasil, estavam regionalmente bem definidas. Estes achados sugerem que a

distribuicdo geografica da raiva bovina é dependente da populacdo de morcegos
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hemato6fagos, uma vez que sdo 0s maiores transmissores da raiva para 0s bovinos.
(ARELLANO-SOTA, 1988). A diversidade genética entre variantes foi atribuida a
aspectos relacionados a ecologia dos morcegos e a variacbes topograficas do
habitat. Consequientemente, parece que 0 VR pode estar circulando por populacdes
de morcegos que habitam areas continuas, e apesar da distribuicdo das variantes
mudar lentamente, barreiras naturais como montanhas podem ter um papel
importante na delimitacdo de focos de raiva, resultando em variantes regionalmente
diferenciadas. KOBAYASHI et al., (2006) observaram variantes do VR relacionadas
aos morcegos hematéfagos localizadas em regides montanhosas. Ja em outro
estudo realizado por KOBAYASHI et al., (2008), muitas variantes foram observadas
dispersas independente de potenciais barreiras, movendo-se das regides de altas
para baixas altitudes.

A distribuicdo das variantes pelos biomas também foi observada neste
trabalho, assim como em KOBAYASHI et al., (2008). Grande numero de amostras
analisadas neste estudo foi encontrado ao longo de rios, e muitas amostras,
caracterizadas como sendo da mesma variante, estavam distribuidas ao longo do
mesmo rio. Os morcegos hematdéfagos movimentam-se seguindo a trajetéria dos
rios, devido a abundancia de abrigos e cavernas nas suas margens, onde
geralmente sdo observados surtos de raiva em bovinos (LORD, 1980).
Consequentemente, a presenca de rios e refugios adequados foram reconhecidos
como importantes consideracdes no delineamento da incidéncia e disseminacéo da
raiva dos bovinos transmitida por morcegos hematoéfagos. Grande parte das
amostras analisadas neste estudo foi isolada de areas adjacentes ligadas
fluvialmente, estando de acordo com observacfes epizodticas da raiva bovina.
Esses achados sugerem que a tendéncia de distribuicdo de variantes esteja
relacionada ao comportamento dos morcegos hematofagos, estando a

disseminacao do VR relacionada a sua migracao.
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Figura 6: Distribuicdo geografica das amostras isoladas de bovinos divididas em 7 subgrupos
na analise filogenética. Os simbolos correspondem a figura 5. Os rios estdo representados
pelas linhas azuis. O mapa foi obtido através do site http://www.relevobr.cnpm.embrapa.br/.
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A existéncia de numerosas espécies, distribuidas amplamente no territorio
brasileiro, torna a histéria natural da raiva em morcegos uma questdo ainda a ser
esclarecida, assim como a manutencdo de variantes do virus da raiva em
determinadas espécies de morcegos insetivoros e com a transposicdo para outras
espécies animais (spill-over) (ROMJIN, 2003). A analise filogenética de 1.335
nucleotideos do gene N, da posicdo 89 até 1.423, de 19 amostras brasileiras de VR,
comparadas com o virus Mokola, feita por KOBAYASHI et al. (2005), revelou a
existéncia de variante canina, variante de morcegos insetivoros (com subdivisdo em
variantes 1, 2 e 3), e variante de morcego hematéfago. Considerando o grande
namero de espécies de morcegos existentes no Brasil, € provavel que existam
variantes do VR ainda desconhecidas. No mais, a transmissao do VR relacionado a
morcegos hematéfagos parece ser mais comum em regifes de baixas altitudes e
sdo limitadas pela distribuicio de cadeias de montanhas. A circulacdo do VR
relacionada a altitude também foi descrito por KOBAYASHI et al., (2006).

Mesmo com os achados aqui apresentados, estudos epidemioldgicos
subsequentes serdo necessarios para melhor avaliar as caracteristicas temporais e
espaciais da distribuicdo da raiva transmitida por morcegos hematéfagos aos
bovinos. Uma vez que as caracteristicas epidemiolégicas da transmissdo da raiva
bovina por morcegos hematofagos pode estar associada a fatores topograficos e
geograficos das areas onde os bovinos sdo mantidos, tanto quanto a aspectos da

ecologia dos morcegos.
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5 CONCLUSAO

Constatou-se aumento no numero de casos positivos da enfermidade, sendo
gue o maior numero de casos ocorreu no Cerrado, com uma tendéncia de aumento
anual, diferente do Pantanal e Amazbnia, onde o niumero de casos se manteve
praticamente constante. A partir do ano de 2004 o ecossistema Cerrado passou da
situacdo de enzootia para epizootia, ficando, evidente que a situacdo problema no
estado de Mato Grosso se direciona mais para este ecossistema, regido onde deve
ser priorizada a implantacdo de medidas sanitarias mais rigidas.

Os resultados da analise filogenética indicaram que no Estado de Mato
Grosso, as raiva bovina é causada por diversas variantes do VR que ndo estao
regionalmente bem definidas. Estes achados sugerem que a distribuicdo das
variantes esta intimamente relacionada a movimentacdo dos morcegos
hematofagos. Foi também observado que a distribuicdo do VR relacionado a
morcegos hematofagos esta relacionada a altitude, e sua transmissdo parece ser
mais prevalente em regides de baixas altitudes e séo limitadas pela distribuicdo de
serras e montanhas. Estes achados sugerem que as caracteristicas epidemioldgicas
da raiva bovina transmitida por morcegos hemat6fagos podem ser influenciadas por
fatores topogréficos e geograficos das regides onde os rebanhos sdo mantidos,
tanto quanto a aspectos relacionados a ecologia dos morcegos. Propomos que estes
fatores sejam considerados na elaboracédo de programas e medidas de prevencao e
controle por parte dos 6rgaos oficiais de defesa sanitaria, na tentativa de atenuar a

disseminacao da raiva bovina transmitida por morcegos hematofagos.
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RESUMO

Aspectos epidemiologicos de todos os casos de raiva bovina ocorridos no Estado de Mato
Grosso durante os anos de 1996 a 2006 foram avaliados realizando pela analise da Curva
Epidémica, através do célculo da somatoria, média, desvio padrdo, valores maximos e
minimos da ocorréncia de casos de raiva nos trés biomas do estado (Amazbnia, Pantanal e
Cerrado), a distribuicdo sazonal e a situacdo da doenca no estado em relacdo ao panorama
nacional. Levou-se em consideracdo 0 més e 0 ano de ocorréncia da raiva e a regido
geografica de origem do material. Verificou-se que a variacdo no niUmero de casos positivos
da enfermidade tem sido crescente nos ultimos anos, principalmente na regido do Cerrado
matogrossense, que apresentou tendéncia de aumento anual. A partir do ano de 2004 a regido
do Cerrado passou da situacdo de enzootia para epizootia, evidenciando sua importancia na
ocorréncia daraivaem Mato Grosso.

PALAVRAS-CHAVE: raiva, bovinos, epidemiologia, biomas, Mato Grosso

2- Universidade Estadual Paulista “Jilio de Mesquita Filho" , Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias,

Campus de Jaboticabal
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ABSTRACT

An epidemiological survey cases of bovine rabies occurred in Mato Grosso during the years
1996 to 2006 was conducted by the analysis of the Epidemic Curve, calculating the sum,
average, standard deviation, maximum and minimum values of the occurrence of rabies in
three ecosystems (Amazon, Pantanal and Cerrado), seasonal distribution and the disease
situation in the state on the national scene. It took into account the month and year of
occurrence of rabies and geographic region of origin of the material. It was found that the
variation in the number of positive cases of rabie was increasing in recent years, with the
largest number of cases in the Cerrado region, which showed atrend of annual increase. From
the year 2004 the Cerrado ecosystem passed the situation of enzootic to epizootic, showing
your relevance in the occurrence of rabiesin MT state.

KEY WORDS: rabies, cattle, epidemiology, biomes, Mato Grosso

INTRODUCAO

A raiva, causada por um virus RNA do género Lyssavirus, familia Rhabdoviridae, € uma das
viroses mais importantes para a pecuéria e para a saide publica no Brasil. Esta distribuida em
guase todo 0 mundo, tanto nos animais domeésticos, quanto em animais silvestres, que servem
como reservatorios por longos periodos (ACHA; SZYFRES, 1986). No Brasil, a
caracterizacdo antigénica e genética de amostras de virus da raiva tem possibilitado a
diferenciaco em pelo menos duas variantes. variante canina (variante 1) e variante de
morcego hematdfago Desmodus rotundus (variante 3) (ITO, 2005). Dentre as espécies de
morcegos hemat6fagos, o Desmodus rotundus é o mais abundante nas Ameéricas, e tem sido
considerado 0 maior responsavel pelatransmissdo da raiva aos herbivoros (BELLOTO, 2001).
Os principais fatores que contribuem para que a raiva nos herbivoros domésticos no Brasil se

dissemine ainda de forma insidiosa e preocupante sdo: aumento da oferta de alimento para
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morcegos, representado pelo significativo crescimento dos rebanhos; ocupacéo desordenada,
caracterizada por macromodificacbes ambientais, como desmatamento e construcdo de
rodovias e hidroelétricas, que alteraram o ambiente dos morcegos, obrigando-0s a procurar
novas areas e outras fontes de alimentacéo; oferta de abrigos artificiais, representados pelas
construgdes, como tuneis, cisternas, casas abandonadas, bueiros, fornos de carvao desativados
e outros (DELPIETRO, 2000); e principalmente a atuacdo insatisfatéria, em alguns estados
brasileiros, na execucdo do Programa Estadual de Controle da Raiva dos Herbivoros
(BRASIL, 2005). Egima-se que no Brasil a raiva dos herbivoros cause um prejuizo direto de
aproximadamente U$ 25 milhdes de dolares a cada ano, com morte de 40.000 bovinos e
perdas indiretas de aproximadamente U$ 32 milhdes de dblares (KOTAIT et a., 2001). O
Estado de Mato Grosso possui area de 903.357,908 km?, 141 municipios e trés biomas:
cerrado, pantanal e Amazonia. Possui 0 maior rebanho bovino do pais, com 26.208.468
animais (INDEA-MT, 2007). Porém a epidemiologia da raiva bovina no Estado é
praticamente desconhecida, devido a escassez de trabalhos sobre 0 assunto. O presente estudo
teve como objetivo definir as caracteristicas epidemioldgicas da raiva bovina no estado de
Mato Grosso, conhecendo-se a distribuicdo sazonal da raiva bovina e a relagdo do efetivo

bovino nos trés biomas do estado com 0s casos de raiva.

MATERIAL E METODOS

As amostras foram encaminhados ao Laboratério de Apoio a Saide Animal (LASA),
pertencente ao Instituto de Defesa Agropecuéria de Mato Grosso (INDEA/MT), onde foram
analisadas pelas técnicas de Imunofluorescéncia Direta (IFD) com o uso de conjugado anti-
rébico policlonal marcado pelo isotiocionato de fluoresceina (GOLDWASSER & KISSLING,
1958) e a prova hiologica de inoculacéo intracerebral em camundongos (11C) (DEAN et a.,

1996 e KOPROWISKI, 1996), conforme recomendacéo da OIE.
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Os dados analisados foram obtidos a partir de 2.225 amostras de cérebros de bovinos machos
e fémeas, diversas idades e cruzamentos raciais, provenientes de 136 municipios do Estado de
Mato Grosso durante o periodo de 1996 a 2006. Para organizacdo dos dados, levou-se em
consideracéo o0 més e o0 ano de ocorréncia daraiva e aregido geogréfica de origem do material
com base no mapa de divisdo de biomas do IBGE (2007). Com a colaboracdo da SEPLAN
(Secretaria de Plangjamento do Egado de Mato Grosso), classificou-se os diferentes
municipios envolvidos conforme sua localizacdo nas regides de Cerrado, Pantanal e
Amazonia (Figura 1). A andlise da curva epidémica foi feita através do célculo da somatoria,
média, desvio padréo, valores maximos e minimos da ocorréncia de casos de raiva nos trés
ecossistemas do estado de Mato Grosso, Brasil, entre os anos de 1996 a 2006 (GOMES, 1967,

JEKEL, 1999).

RESUL TADOS E DISCUSSAO

No contexto geral do periodo de 1996 a 2006, das 2.225 amostras com suspeitas clinicas,
foram confirmadas laboratorialmente 745 (33,5%) casos de raiva bovina em 95 (67,4%) dos
141 municipios do estado de Mato Grosso e 69,9% sobre os 136 municipios que enviaram
(Tabela 1). No periodo total do estudo, todos os estados do Brasil notificaram 14.100 casos,

dos quais 745 (5,3%) foram do estado de Mato Grosso (Tabela 2).
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Tabela 01- Niumero de amostras positivas no diagnéstico da raiva bovina distribuidas em
municipios que encaminharam amostras e municipios com bovinos positivos para raiva - Mato
Grosso - 1996 - 2006

Ano Amostras Positivas % Municipios Municipios % %
examinadas positivas que com municipios  total

enviaram amostras com casos

amostras positivas de raiva
1996 115 35 30,4 42 20 47,7 14,2
1997 142 40 28,2 75 19 25,3 13,4
1998 206 65 31,6 55 22 40,0 15,6
1999 180 64 35,6 50 18 36,0 12,8
2000 183 57 31,2 72 30 41,7 21,3
2001 214 58 27,1 71 24 33,8 17,0
2002 267 76 28,5 75 30 40,0 21,3
2003 218 61 28,0 75 27 36,0 19,2
2004 202 77 38,1 70 31 44,3 22,0
2005 199 83 41,7 77 34 44,2 24,1
2006 299 129 43,1 75 33 44,0 23,4
Total 2225 745 33,5 136 95 69,9 67,4

Fonte: INDEA (Dados nao publicados).

Tabela 2 — Casos de raiva bovina no Bras| e no estado de Mato Gr osso — 1996 — 2006

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 Total

Brasl 1.083 1124 1150 1469 1.633 1434 1377 1307 1192 1152 1179 14.100

MT 35 40 65 64 57 58 76 61 77 83 129 745

% 3,2 3.6 57 4,4 35 4,0 55 4,7 6,5 7,2 109 53

Fonte: MAPA (Dados nao publicados).

No estado de Mato Grosso, observamos um crescimento linear de casos notificados ao longo
do periodo estudado. Provavelmente este aumento venha ocorrendo em razéo da recente
implantacdo do Programa Nacional de Controle da Raiva dos Herbivoros (PNCRH),
executado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) em conjunto

com 6rgéaos de defesa animal estaduais. O PNCRH que foi instituido no ano de 1966, embora
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suas acbes sO comecaram a ser executadas oficialmente a partir do ano 2000, estabelece suas
acOes visando o efetivo controle da ocorréncia da raiva dos herbivoros no Brasil. Esse
objetivo é alcancado por meio da vacinagdo estratégica de espécies suscetiveis e do controle
populacional do seu principal transmissor, 0 Desmodus rotundus, associados a outras medidas
profiléticas e de vigilancia. Vé&rias unidades da federacdo possuem legislacdo prépria que
detalha as acBes especificas sobre o programa em nivel estadual, em apoio as normas federais.
Estes estados, dentre eles Minas Gerais e Sdo Paulo, desenvolvem programas organizados,
com acdes definidas quanto ao controle da espécie de morcego hematéfago (Desmodus
rotundus), atividades educativas, diagnostico laboratorial, estimulo a vacinacdo dos
herbivoros domeésticos, cadastramento de abrigos e vigilancia epidemiolégica. (MAPA,
2005). Por outro lado, atendéncia é de que com as acdes cada vez mais efetivas do programa,
0 estado de Mato Grosso apresente aumento do nimero de casos, aproximando de valores
mais substanciais, com o aumento de notificagdes, e a partir da conscientizacdo de produtores
e efetiva fiscalizagdo, ocorra a posteriori uma queda nos nimeros de casos de raiva bovina,
em decorréncia da eficacia da execucdo do PNCRH. Com relacdo ao nimero de casos de
raiva durante o periodo estudado em Mato Grosso, a despeito do tamanho do rebanho bovino
estadual, o nimero de casos estd muito aguém da realidade. De acordo com Kotait et al.
(1998), para cada caso de raiva bovina notificado, cerca de 10 casos ndo 0 sd0. Esta assertiva
corrobora com a situacdo atual da raiva bovina no Brasil, principalmente no estado de Mato
Grosso, onde o elevado nimero de subnotificagdes compromete a eficacia do controle desta
enfermidade. O estado de Mato Grosso possuindo o maior rebanho bovino do pais, uma area
territorial de quase um milh&o de quilémetros quadrados e trés biomas diferenciados, deve ter
a preocupacdo de incrementar e definir medidas profilaticas mais efetivas contra a raiva,
principalmente porgue a velocidade de migracdo da raiva varia de 10 a 40 km por ano,

(LORD, 1988) até 200 km (TADDEI , 1991). Por outro lado devem ser avaliadas as



77

condi¢cdes ambientais favoraveis a manutencéo do agente etioldgico e disseminagcdo do virus
pelos morcegos que encontram alimento em abundancia principalmente no gado bovino.
Observando-se a ocorréncia da raiva bovina conforme o ecossistema de origem, (tabela 4), o
Cerado é o bioma que oferece as melhores condicbes de disseminacdo da doenca,
possivelmente pelos fatores ambientais e climaticos que possibilitam meios propicios para
manutencdo dos morcegos, dentre eles o hematofago. No Brasil o Cerrado ocupa uma area de
1,4 milhdes de kn?, sendo que, em Mato Grosso a area ocupada pelo Cerrado € de

aproximadamente 300 mil kn?, cerca de 34% do territorio estadual (FERREIRA, 2001).

Tabela 04 — Quantidade e porcentagem de casos de raiva bovina distribuidos conforme bioma -
Mato Grosso, Brasil - 1996 - 2006.

Ano Cerrado Pantanal Amazobnia Total
1996 23 (65,7%) 8 (22,9 %) 4 (11,4%) 35 (4,7%)
1997 19 (44,8%) 10 (26,3%) 11 (29%) 40 (5,4%)
1998 41 (63,1%) 18 (27,7%) 6 (9,2%) 65 (8,7%)
1999 40 (62,5%) 20 (31,2%) 4 (6,2%) 64 (8,6%)
2000 43 (75,4%) 9 (15,8%) 5 (8,8%) 57 (7,6%)
2001 31 (53,4%) 16 (27,6%) 11 (19,0%) 58 (7,8%)
2002 48 (63,2%) 19 (25,0%) 9 (11,9%) 76 (10,2%)
2003 41 (67,2%) 14 (23,0%) 6 (9,9%) 61 (8,2%)
2004 63 (81,9%) 11 (14,2%) 3 (3,9%) 77 (10,3%)
2005 59 (71,0%) 13 (15,7%) 11 (13,2%) 83 (11,1%)
2006 109 (84,4%) 15 (11,7%) 5 (3,9%) 129 (17,4%)
Total 517 (69,4%) 153 (20,5%) 75 (10,1%) 745 (100,0%)

Adicionalmente, 0 homem vem exercendo grande pressdo sobre este bioma, convertendo
dreas de mata & producdo agropecudria. E certo que as taxas de destruicdo aumentaram
consideravelmente, principalmente através da expansdo da area cultivada de soja e o
crescimento do rebanho bovino (FERREIRA, 2001). Por isso, ndo pode ser descartada a

possibilidade desta biodiversidade tanto do Pantanal quanto da Amazonia albergar espécies
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diferentes das conhecidas até 0 momento como reservatorio para manutencdo do virus da
raiva. A Amazobnia € o ecossistema de maior diversidade bioldgica do mundo, representando a
mais extensa floresta tropical existente. E também o maior bioma brasileiro, sendo que de
seus aproximadamente 5,5 milhGes de km? de extensdo em torno de 3,3 milhfes de km? estéo
em territério brasileiro, e desses, pelo menos 550 mil km? estdo dentro do estado de Mato
Grosso (54% do territério estadual). Juntamente com o Cerrado, é o bioma que apresenta as
maiores taxas de conversdo de florestas em uso agropecuario. Outras pressdes significativas
sobre os ecossistemas amazonicos estdo representadas pela construcdo de barragens para
producéo de energia elétrica e pela indastria de extracéo madeireira (FERREIRA, 2001). Ha
possibilidade também de que a ocorréncia de menor nimero de casos de raiva registrados
nessa regido se deva as condigdes geograficas caracteristicas da regido, da distancia dos
grandes centros, da dificuldade de acesso devido a caréncia de rodovias e também ao
pegueno contingente de profissionais médicos veterinarios nos municipios localizados nesse
bioma. No bioma Cerrado no periodo de 1996 a 2006, o niumero de casos de raiva foi
crescente, onde a situacéo de enzootia nos anos de 1996 a 2003 passa para epizootia nos anos
de 2004 a 2006 (Figura 2). No bioma Pantanal (Figura 3), neste mesmo periodo, 0 nimero de
casos manteve-se na maior parte do tempo como enzootia, tendo picos de epizootia nos anos
de 1998 a 1999 e no ano de 2002. No bioma Amazénia (Figura 4), houve trés momentos de
epizootia, nos anos de 1997, 2001 e 2005. Nos demais anos a situacdo da raiva foi de
enzootia. A tentativa de confrontar 0 niUmero de bovinos com o nimero de casos de raiva e
sua distribuicdo por municipios de cada ecossistema (Tab. 3), permite tdo somente constatar
no mesmo periodo, que existe uma proporcionalidade direta entre os biomas com um efetivo

maior de bovinos, com um maior percentual de ocorréncia de casos de raiva.
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Tabela 3 — Distribuicéo do efetivo bovino do Estado de Mato Grosso nos municipios car acterizados pelos
trés biomas, conforme a ocorréncia da raiva bovina, entre os anos de 1996 e 2006.

Bioma Efetivo bovino Total de Municipios Efetivo bovino

total municipios comcasosde  dos municipios

raiva com casos de

raiva

Cerrado 14.705.695 95 65 10.849.787
Amazbnia 9.621.830 42 23 6.652.690
Pantanal 1.880.943 04 04 1.880.943
Total 26.208.468 141 92 19.383.420

No contexto geral, a analise da sazonalidade da raiva durante o periodo estudado em Mato
Grosso (gréafico 4), comprovou-se um aumento Nos casos de raiva ha estagdo seca, Nos Meses
de julho e agosto, semelhante a Minas Gerais e Sao Paulo, onde a maior incidéncia é de abril
a agosto (SILVA et al., 2001) e no Nordeste do Brasil, os meses de maior ocorréncia vao de
marco aagosto (LIMA et al., 2005). No Mato Grosso do Sul, a época de maior incidéncia é o
outono (abril a junho) (MORI et a., 2004). TADDEI et al. (1996), estudaram a influéncia
climatica nos casos de raiva no Estado de S&o Paulo de 1981 a 1987. Assim puderam observar
uma maior ocorréncia de raiva entre os meses de abril e junho. De acordo com BRASIL
(2005), arestricdo da atividade alimentar dos morcegos, provocada pelas chuvas torrenciais,
parece estar relacionada com a fisiologia da termorregulacdo, pois os pélos do corpo
molhados pela chuva podem prejudicar sua regulacéo térmica. Além disso, as trés espécies de
morcegos hematofagos, em condigdes normais, ndo sdo boas termorreguladoras. As gotas de
chuva podem ainda prejudicar a ecolocalizacéo, dificultando a percepcdo dos morcegos em
relacdo ao seu ambiente. Estas observactes estdo de acordo com os resultados deste trabalho,

umavez gue o maior nimero de casos de raiva deu-se durante o periodo de seca.
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CONCLUSAO

No periodo estudado (1996 a 2006) foram tabulados os resultados de diagndstico da raiva
bovina no estado de Mato Grosso no qual constatou-se que a variagdo no nimero de casos
positivos da enfermidade tem sido crescente nos ultimos anos, sendo que 0 maior nimero de
casos deu-se no Cerrado, que apresentou uma tendéncia de aumento anual, diferente do
Pantanal e Amazobnia, onde houve diminui¢do. A partir do ano de 2004 o ecossistema Cerrado
passou da situacdo de enzootia para epizootia, ficando, pois, evidente que a Situacéo
problema no estado de Mato Grosso se direciona mais para o bioma Cerrado, regido onde
deve ser priorizada a implantacdo de medidas sanitéarias mais rigidas com relacéo ao controle

daraiva bovina
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RESUMO

53 isolados de virus rébico (VR) originarios do estado de Mato Grosso, Brasil, foram
caracterizados geneticamente. Foi redlizada a andlise  filogenética e geografica do
sequienciamento parcial da nucleoproteina (gene N) desses isolados. Os isolados de bovinos,
gue se encontravam no grupo do VR relacionado a morcegos hematofagos, foi
posteriormente subdividido em sete subgrupos genéticos. Estes subgrupos foram distribuidos
em regides de terras planas, com alguns subgrupos separados por formagdes de pequenas

montanhas e hidrografia. Estes resultados indicam que a raiva dos bovinos é derivada de
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diversas variantes regionalmente definidas, o que sugere que sua distribuicdo geogréfica esta
relacionada as populacdes de morcegos hemat6fagos.

PALAVRAS-CHAVE: virusrébico, bovinos, andlise filogenética, anélise geogréfica

GENETIC CHARACTERIZATION AND GEOGRAPHIC DISTRIBUTION OF

RABIESVIRUSISOLATESFROM CATTLE IN MATO GROSSO, BRAZIL

ABSTRACT

53 rabies virus (RV) isolates originating from the state of Mato Grosso, Brazil cattle were
genetically characterized. Partial nucleoprotein gene sequences of these isolates were
phylogenetically and geographically analyzed. Cattle isolates, which clustered with the
vampire bat related RV group, were further subdivided into seven subgroups. These
subgroups were distributed widely in lowland regions, with some subgroups separated from
each other by little mountain ranges. These results indicate that cattle rabies is derived from
several regionally-defined variants, which suggests that its geographical distribution is related
to that of the vampire bat population.

KEY WORDS: rabies virus, cattle, RT-PCR, phylogenetic analyze, geographical analyze.

INTRODUCAO

A raiva é uma das mais sérias e disseminadas zoonoses do mundo. Descrita pelo menos ha
guatro milénios, a raiva é uma das doencas infecciosas mais antigas que se tem conhecimento
(RUPPRECHT et al., 2001). Trata-se de uma enfermidade que acomete todos os animais de
sangue quente e causa uma encefalomielite aguda e fatal, resultante principalmente da
transmissdo do virus pela mordida de um animal doente (ACHA; ZY FRES, 1986; KAPLAN;

KOPROWSKI, 1980). O virus rébico (VR) pertence a ordem Mononegavirales, familia
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Rhabdoviridae, e a0 género Lyssavirus. Apresenta morfologia caracteristica em forma de
bala de revolver, diametro de 75 nm e comprimento de 100 a 300 nm (KAPLAN et al., 1986;
TORDO, 1996; TORDO; POCH, 1988). O virus da raiva € constituido por dois elementos
estruturais principais. uma ribonucleoproteina (RNP) complexa e o envelope que envolve a
RNP. A RNP é formada por um genoma (acido ribonucléico — RNA), que contém
aproximadamente 12.000 nucleotideos, possui fita simples, polaridade negativa e ndo é
segmentado (MCCOLL et al., 2000). Estudos bioquimicos tém demonstrado que além do
RNA o virus € composto estruturalmente por cinco proteinas. uma RNA polimerase RNA-
dependente (proteina L de 190 KDal), responsavel pelas atividades enzimaticas necessérias
paratranscricdo e replicacdo do RNA viral, uma glicoproteina de superficie (proteina G de 65
a 80 KDal), uma nucleoproteina (proteina N de 57 a 62 KDal), que € um dos maiores
componentes do virus e a maior proteina interna do complexo helicoidal (WUNNER, 2002).
E fosforilada em um Unico sitio, exercendo a funcéo de proteger a RNP (TORDO, 1996) eé a
mais importante no processo de encapsidacdo (TORDO et a., 1986). Uma fosfoproteina
(proteina P, NS ou M1 de 35 a 41 KDal), que é uma proteina multifuncional e um
componente chave do complexo RNA polimerase associada ao virion, sendo uma proteina
regulatoria na replicacéo do genoma viral, e uma proteina matriz (proteinaM ou M2 de 22 a
25 KDal) (BOURHY et al., 1990; SMITH, 1996; TORDO, 1996; WUNNER, 2002).
Atualmente sdo reconhecidos sete genotipos do VR (BOURHY et al., 1993; GOULD et al.,
1988; POUNDER, 2003), sendo o principal o VR classico, de distribuicdo mundial e
atualmente o Unico gendtipo isolado nas Ameéricas. Os principais reservatérios do VR sdo
diferentes de acordo com a regido onde o virus ocorre, e caes e morcegos hemat6fagos
(Desmodus rotundus) sGo os maiores vetores do VR no Brasil. Morcegos vampiros,
amplamente distribuidos na América Latina, transmitem o0 VR a espécies herbivoras e séo

reconhecidos como importante vetor na raiva dos herbivoros (ARELLANO-SOTA, 1988).
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Estudos epidemiol gicos moleculares baseados na técnica de RT-PCR (Reacdo de Polimerase
em Cadeia e Transcriptase Reversa), associados a0 sequenciamento direto, € uma técnica
usual para classificacdo de virus de animais, incluindo o VR, e guda a estabelecer um melhor
entendimento das relaces epidemioldgicas (HAAS, 1997). Entre os genes do VR, o gene N,
em particular, tem sido empregado com sucesso em estudos de epidemiologia molecular
devido a suas sequiéncias serem mais conservadas, e seus produtos sdo entdo mais utilizados
para fins de diagndstico (SACRAMENTO et al., 1991) . Neste estudo, para definir as
caracteristicas epidemiolgicas da raiva, foram realizadas andlises filogenéticas e os achados
foram comparados com a distribuicdo geografica de 53 amostras de VR isolados de bovinos

no Esado de Mato Grosso, Brasil.

MATERIAL E METODOS

No presente estudo, foram selecionadas 70 amostras de tecido encefalico provenientes de
bovinos machos e fémeas, diversas idades e cruzamentos raciais, coletadas no ano de 2007,
sendo que destas amostras, 53 foram aproveitadas para realizacdo de tipificacdo genética
molecular. Dentre as amostras analisadas, 37 pertenciam ao bioma Cerrado, 12 a0 Pantanal e
04 a Amazbnia. Todas as amostras foram diagnosticadas positivas para raiva pelo teste de
imunofluorescéncia direta (IFD) com o uso de conjugado anti-rabico policlonal marcado pelo
isotiocionato de fluoresceina (GOLDWASSER & KISSLING, 1958) e a prova biologica de
inoculacdo intracerebral em camundongos (11C) (DEAN et al., 1996 e KOPROWISKI, 1996).

Os é&cidos nucléicos foram extraidos com o kit diagnostico comercial QlAamp® Viral RNA
(QIAGEN, Hilden, Alemanha), seguindo o protocolo do fabricante. A extracdo foi realizada
no laboratorio de Zoonoses Virais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da

Universidade de S0 Paulo, USP.
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A técnica de RT-PCR e a purificagdo dos produtos amplificados foi realizada conforme o
procedimento publicado por KOBAY ASHI et a., (2005), onde foi realizada a amplificacéo da
sequéncia de 203 nucleotideos da nucleoproteina N, que corresponde as posi¢des 109-311 da
amostra PV (Pagteur Virus). Este I0cus esta associado a divergéncias filogenéticas de pares e
o mesmo ja foi utilizado em outros estudos filogenéticos (ITO, 2001b).. Os produtos
amplificados foram confirmados através de eletroforese em gel agarose 1,5%, com coloracéo
de brometo de etidio, e o cDNA foi purificado com o kit QIAquick Gel Extraction®
(QIAGEN, Hilden, Alemanha). Os produtos amplificados do PCR e do nested-PCR foram
enviados ao Laboratorio Central de Diagnostico, do College of Bioresource Sciences, da
Universidade de Nihon, Fujisawa, Kanagawa, Japdo, para fins de segiienciamento, analises
genética e filogenética. Os estudos dos alinhamentos de nucleotideos entre as amostras foram
realizados pelo software Clustal X (THOMPSON et a., 1997), e a arvore filogenética foi
construida utilizando-se o método de SAITOU e NEI (1987), com o algoritmo de Neighbor-
Joining e virus Mokola foi utilizado como grupo externo. A significancia estatistica das
filogenias construidas foi estimada através da analise de bootstrap de 1.000 replicagdes. Os
grupamentos com valores de bootstrap maiores que 70% foram interpretados como evidéncia
de grupamento filogenético (HILLS; BULL, 1993) e a homologia entre as sequéncias de
nucleotideos foi identificada usando-se o software BIOEDIT (HALL, 1999). As origens
geograficas do sequenciamento de isolados do VR de bovinos foram plotadas a nivel
municipal dentro do estado de Mato Grosso, utilizando-se o software Maplnfo Profissional
GIS (ver. 8.0 software Mapinfo Japan K. K., Tokyo, Japan). Por meio destes resultados,
foram deduzidas as linhagens das variantes do virus da raiva encontradas no Estado de Mato

Grosso.
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RESULTADOSE DISCUSSAO

Os resultados desta andlise indicaram que as 53 amostras pertenciam ao genotipo 1 do género
Lyssavirus, com homologia entre os 203 nucleotideos de pelo menos 83.7%. Todos os 53
isolados foram identificados como VR relacionado a morcegos hematéfagos, que possui um
grande numero de linhagens filogenéticas, pelo sequienciamento e andlise filogenética. Os VR
analisados a partir de amostras de encéfalo bovino foram agrupados em sete subgrupos
caracterizados pela alta identificacdo dos nucleotideos (Figura 1). A localizacdo geografica
dos isolamentos pertencentes aos sete subgrupos é demonstrada na Figura 2. Os municipios de
Barra do Bugres, Cuiabad e Mirassol D’oeste, onde se encontram 3 das 5 amostras do
subgrupo A encontram-se em regides de baixas altitudes (entre 129 e 262 m). Com relacéo ao
relevo, Barra do Bugres € formado pela Baixada do Rio Paraguai, sendo cortado por algumas
peguenas serras. Cuiaba encontra-se no Planalto Guimarées e na Depresséo do rio Paragual,
assim como Mirassol D’ oeste. JA Matupa e Italba, onde foram encontradas as duas outras
amostras, localizam-se na regido da Floresta Amazonica, a altitudes entre 300 — 400 m, na
regido do Planalto Residual do Norte de Mato Grosso, sendo ainda Itadba delimitada pelas
serras do Cachimbo e dos Caiabés. Itiquira, Unico municipio representante do subgrupo B,
localiza-se na regido do Planalto Taguari-Itiquira, a 520m de altitude. Os municipios de
Primaverado Leste e Paranatinga, onde foram coletadas duas das trés amostras representantes
do subgrupo C, localizam-se em regifes mais elevadas (600-636 m) sendo que Primavera
encontra-se na regido do Planalto dos Guimaraes e Paranatinga na Depressdo Interplandltica
Paranatinga. A terceira amostra pertence ao municipio de Cuiabd, ja citado anteriormente. Os
municipios de Santo Antonio de Leverger e Nossa Senhora do Livramento, onde foram
localizadas as variantes pertencentes a0 subgrupo D, sdo préximos e localizam-se na
Depresséo do Rio Paraguai, a baixas altitudes, variando entre 140-171 m. O subgrupo E faz

parte de um novo grupo de variantes isoladas a partir da andlise de 203 pares de base do gene
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N. Egste é representado por duas amostras localizadas no municipio de Jangada, também
localizado na Depressdo do Rio Paraguai e com altitude de 200m. O subgrupo F, também um
novo grupo isolado, é representado por uma Unica amostra encontrada no municipio de
Varzea Grande, também situado na Depressdo do Rio Paraguai, com altitude de 185 m. E
finalmente, o subgrupo G, representado por 31 amostras, em sua maioria no sul do Estado, e
duas amostras localizadas na regido norte. A maioria das amostras encontra-Se no municipio
de Mirassol D’oeste (10 amostras), que juntamente com os municipios vizinhos Barra do
Bugres (5 amostras), Porto Edrela (2 amostras), e Lambari D’oeste (1 amostras) estéo
localizados na regido da Baixada do Rio Paraguai, com altitude média de 130 m, sendo que
Barra do Bugres e Porto Edrela possuem algumas serras em seu relevo. Outros dois
municipios que possuem amostras do subgrupo G séo Diamantino (1 amostra) e Alto Paraguai
(1 amostra), com altitudes de 225 e 252 m, respectivamente. Alto Paraguai esta localizado no
centro de uma Provincia Serrana e pertence a Bacia do Prata. Ja Diamantino encontrase na
regido do Planalto dos Parecis. Varzea Grande, municipio ja citado anteriormente, possui uma
amostra, Alto Araguaia (lamostra), municipio localizado mais a sudeste do Estado, na regido
do Planalto Taguari-Itiquira, com altitude de 662 m. Mais ao sul, naregido do Pantanal Mato-
grossense, a altitude de 118 m, encontrase o municipio de Céceres com 7 amostras
pertencentes também ao subgrupo G. Ao Norte, encontra-se os municipios de Alta Floresta (1
amostra) e Colider (1 amostra) do subgrupo G. Ambos 0s municipios localizam-se em regido
de Planalto, com altitudes de aproximadamente 300 m. Proxima a Colider encontra-se a Serra
do Cachimbo. Outras trés amostras ndo se encaixaram em nenhum dos subgrupos sendo
portanto, novos grupos distinguidos a partir deste estudo. As analises filogenéticas do gene N
demonstraram que as amostras isoladas de bovinos estavam geneticamente relacionadas ao
grupo do VR de morcegos vampiros, de acordo com FAVORETTO et a. (2000), que

também estudaram amostras brasileiras usando anticorpos monoclonais e concluiram que
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100% das amostras isoladas de bovinos pertenciam a variante do Desmodus rotundus. O
padréo de distribuicéo dessas variantes difere quanto a origem geogréfica, 0 que sugere que as
caracteristicas epidemioldgicas das variantes do VR estgam associadas a ecologia das
populagdes de morcegos hematéfagos. As colbnias de Desmodus rotundus geralmente
escolhem as rotas mais curtas entre o abrigo e sua presa, mas se preciso for, vigiam muitos
quildmetros para encontrar a presa (ARELLANO-SOTA, 1988). Apesar de formarem
col6nias relativamente estaveis, os morcegos hematofagos costumam visitar regularmente
abrigos vizinhos, o que de certa forma promove uma comunicacdo indireta entre a maioria das
colénias de uma determinada érea (LORD, 1980). Devido a este aspecto da ecologia do
Desmodus rotundus, a disseminacdo da raiva nesta espécie € mantida através do contato entre
individuos infectados de uma colénia e individuos suscetiveis de outra (MCCOLL et al.,
2000; LORD, 1980). Segundo FORNES et a., (1974), os surtos de raiva em morcegos
hemat6fagos costumam movimentar-se lentamente, a uma velocidade de aproximadamente 40
km por ano. A distribuicdo das variantes encontradas neste estudo tendem a serem separadas
por regides de montanhas, estando de acordo com observactes de KOBAYASHI et al.,
(2006) e VELASCO -VILLA et al.,(2006). De acordo com FERREIRA (2001), o Estado de
Mato Grosso possui poucas areas de elevadas altitudes, sendo predominantes as regides de
planicies e depressdes, o que facilita a disseminacdo do virus pelas coldnias de morcegos
hemat6fagos. Segundo ROMIJIN et al., (2003), estes morcegos podem voar longas distancias
em busca de comida em extensas regides, disseminando o virus em um curto intervalo de
tempo. Osgrupos A e G tiveram distribuicdo disseminada, sendo suas amostras encontradas
tanto na regido sul como na regido norte do Estado, apesar de possuir diversos rios entre as
duas regides e de bacias hidrogréficas diferentes, o que ndo impediu o deslocamento do virus.
Esses achados, corroborados por ROMIJIN et a. (2003) sugerem gque o VR relacionado a

morcegos hematofagos tende a se espalhar por regides de terras baixas. O subgrupo B,
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representado somente por uma amostra, encontra-se na regido de planalto a sudeste do
Estado, de atitudes mais elevadas (520 m). Este fato pode explicar o isolamento desta
variante especifica nesta regido. As trés amostras do subgrupo C encontram-se também em
areas de planalto mais elevadas (em torno de 600 m), sendo que Cuiaba também possui regido
de depressdo com altitudes mais baixas (165 m). As variantes pertencentes ao subgrupo D
estdo localizadas na regido da Planicie do Pantanal Mato-Grossense, regido de baixas altitudes
e que possui uma populacéo de quirdpteros pouco estudada. Talvez pelo regime de cheias e
vazantes especifico dessa regido, esta variante tenha se tornado endémica nesta regido. As
amostras do subgrupo E foram encontradas somente no municipio de Jangada, a 72 km da
capital. Trata-se de uma regido de baixas altitudes (200 m), porém circundada pela serra das
Araras, 0 que pode favorecer o isolamento desta variante somente nesta regido. A variante
representante do subgrupo F esta localizada em regido de baixas altitudes (185 m) e bem
proxima aos subgrupos C, D, E e G, tornando bem possivel a existéncia desta variante nesses
municipios vizinhos. As trés amostras que ndo foram enquadradas em nenhum destes
subgrupos por se tratarem de novas variantes, assim como as dos subgrupos D e E, estéo
localizadas na regido do Pantanal, no municipio de Rondondpolis e em Nova Olimpia, a
baixas altitudes (em torno de 200 m) sendo que Rondondpolis fica préxima a Serra de Séo
Jerdbnimo, que assim como o Pantanal, serve de barreira para a disseminacéo destas variantes.

O presente estudo indica que a raiva bovina é derivada de diversas variantes que ndo estéo
regionalmente bem definidas dentro do Estado de Mato Grosso. Por outro lado, as variantes
estudadas por KOBAYASHI et a., (2006), em diversos Estados do Brasl, estavam
regionalmente bem definidas. Estes achados implicam que a distribuicdo geografica da raiva
bovina é dependente da populacdo de morcegos hemat6fagos, porque 0 maior transmissor da
raiva bovina s8o os morcegos hematofagos (ARELLANO-SOTA, 1988). A diversidade

genética entre variantes foi atribuida a aspectos relacionados a ecologia dos morcegos e a
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variaces topogréficas do habitat. Conseqlientemente, parece que o VR pode estar circulando
por populacBes de morcegos que habitam areas continuas, e apesar da distribuicdo das
variantes mudar lentamente, barreiras naturais como montanhas podem ter um papel
importante na delimitacdo de focos de raiva, resultando em variantes regionalmente
diferenciadas do VR. KOBAYASHI et al., (2006) observou que as variantes do VR
relacionadas aos morcegos hematofagos localizadas em regides montanhosas estavam
relacionadas com a altitude. Ja em outro estudo realizado por KOBAY ASHI et al., (2008),
muitas variantes foram observadas dispersas por sobre potenciais barreiras, movendo-se das
regides de altas para baixas altitudes. A distribuicdo das variantes pelos biomas também foi
observada neste trabalho,assim como em KOBAYASHI et al., (2008). Grande nimero de
amostras analisadas neste estudo foi encontrado ao longo de rios, e muitas amostras
caracterizadas como sendo da mesma variante estavam distribuidas ao longo do mesmo rio.
Os morcegos hemat6fagos movimentam-se seguindo a trgetoria dos rios, devido a
abundancia de abrigos e cavernas nas suas margens, onde geralmente sdo observados surtos
de raiva em bovinos (LORD, 1980). Consegientemente, a presenca de rios e reflgios
adequados foi reconhecida como importante consideracdo no delineamento da incidéncia e
disseminacéo da raiva dos bovinos transmitida por morcegos hematéfagos. Grande parte das
amostras analisadas neste estudo foi isolada de areas adjacentes ligadas por rios, estando de
acordo com observacOes epizodticas da raiva bovina, sendo que muitas amostras
caracterizadas como mesma variante estavam distribuidas ao longo do mesmo rio. Esse
achados sugerem que a tendéncia de distribuicdo de variantes esteja relacionada ao
comportamento dos morcegos hematéfagos, estando a disseminacéo do VR relacionada a sua
migracdo. A existéncia de numerosas especies, distribuidas amplamente no territério
brasileiro, torna a historia natural da raiva em morcegos uma questdo ainda a esclarecer, assim

como a manutencdo de variantes do virus da raiva em determinadas espécies de morcegos
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insetivoros e determinando a transposicao para outras espécies animais (spill-over) (ROMJIN,
2003). A andlise filogenética de 1.335 nucleotideos do gene N, da posicao 89-1.423, de 19
amostras brasileiras de VR, comparadas com o virus Mokola, revelou a existéncia de variante
canina, variante de morcegos insetivoros (com subdivisdo em variantes 1, 2 e 3), e variante de
morcego hematofago. Considerando o grande nimero de espécies de morcegos existentes no
Brasil, é provavel que existam variantes do VR ainda desconhecidas (KOBAYASHI et al.,
2005). No mais, a transmisséo do VR relacionado a morcegos hemat6fagos parece ser mais
prevalente em regides de baixas altitudes e sdo limitadas pela distribuicdo de cadeias de
montanhas. Similarmente, foi observado que a circulacdo do VR esta relacionada a altitude,
como também foi descrito por KOBAYASHI et a., (2006). Estudos epidemioldgicos
subsequientes serdo necessarios para melhor avaliar as caracteristicas temporais e espaciais da
distribuicdo da raiva transmitida por morcegos hematéfagos aos bovinos. Uma vez que as
caracteristicas epidemioldgicas da transmissdo da raiva bovina por morcegos hemat6fagos
podem estar associadas a fatores topograficos e geogréficos das areas onde os bovinos séo

mantidos, tanto quanto a aspectos da ecologia dos morcegos.

CONCLUSOES

No periodo estudado (1996 a 2006) foram tabulados os resultados de diagndstico da raiva
bovina no Estado de Mato Grosso no qual constatou-se que a variagdo no nimero de casos
positivos da enfermidade tem sido crescente nos ultimos anos, sendo que 0 maior nimero de
casos deu-se no Cerrado, que apresentou uma tendéncia de aumento anual, diferente do
Pantanal e Amazobnia, onde houve diminui¢do. A partir do ano de 2004 o ecossistema Cerrado
passou da situacdo de enzootia para epizootia, ficando, pois, evidente que a situacdo problema
no Estado de Mato Grosso se direciona mais para o bioma Cerrado, regido onde deve ser

priorizada aimplantacéo de medidas sanitarias mais rigidas.
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Os resultados da andlise filogenética indicaram que no Estado de Mato Grosso, as raiva
bovina é causada por diversas variantes do VR que ndo estéo regionalmente bem definidas.
Estes achados implicam que a distribuicdo das variantes esta intimamente relacionada a
movimentacdo dos morcegos hematéfagos. Foi também observado que a distribuicdo do VR
relacionado a morcegos hematéfagos esta relacionada a altitude, e sua transmissao parece ser
mais prevalente em regides de baixas altitudes e sdo limitadas pela distribuicdo de serras e
montanhas. Estes achados sugerem que as caracteristicas epidemioldgicas da raiva bovina
transmitida por morcegos hematofagos podem ser influenciadas por fatores topogréficos e
geograficos das regides onde os rebanhos sdo mantidos, tanto quanto a aspectos relacionados
a ecologia dos morcegos. Estes achados através do isolamento geogréfico de variantes do VR
contribuem para 0 conhecimento das caracteristicas epidemioldgicas do VR transmitido por
morcegos hematéfagos. Portanto, propdem-se que estes fatores sejam considerados na
elaboracdo de programas e medidas de prevencéo e controle por parte dos 6rgéos oficiais de
defesa sanitéria, na tentativa de atenuar a disseminagdo da raiva bovina transmitida por

morcegos hematfagos.



97

REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS

ACHA, P. N.; SZYFRES, B. Zoonosis y enfermedades transmissibles communes al
hombrey a los animales. 2nd ed. Washington: Organizacién Panamericana de la Salud, p.
502-526, 1986.

ARELLANO-SOTA, C. Biology, ecology and controlo f the vampire bat. Rev. Infect. Dis,,
v.10 (supl. 4), p. 615-619, 1988.

BOURHY, H.; SUREAU, P.; TORDO, N. From rabies to rabies-related viruses. Veterinary
Microbiology, Amsterdam, v. 23, p. 115-128, 1990.

BOURHY, H.; KISSI, B.; TORDO, N. Molecular diversity of the lyssavirus genus. Virology,
Orlando, v. 194, p. 70-91, 1993.

FAVORETTO, S.R.; MATTOS, C.C.; CARRIERI, M.L. et a. Caracterizacdo de variantes no
Brasil e paises vizinhos. In: Seminério Internacional de Raiva. S&o Paulo: Instituto Pasteur,
p.59-61, 2000.

FERREIRA, J.C.V., Mato Grosso e seus municipios, 19 ed. Cuiaba Secretaria de estado da
Educag3o, 660 p., 2001.

GOULD, A. R; HYATT, A. D.; LUNT, R.; KATTENBELT, J. A.; HENGSTBERGE, S,
BLACKSELL, S. D. Characterization of a novel lyssavirus isolated from Pteropid bats in
Audtralia. Virus Research, v. 54, p.165-187, 19848.

HAAS, L. Molecular epidemiology of animal virus diseases. J. Vet. Med., série B, v.44, p.
257-272, 1997.

ITO, M.; ITOU, T.; SAKAI, T.; SANTOS, M.F.C.; ARAI, Y.T.; TAKASAKI, T.; KURANE,
I.; ITP, F.H. Detection of rabies virus RNA isolated from several species of animals in Brazil
by RT-PCR. Journal of Veterinary Medical Science, Tokio, v.63, n.12, p.1309-1313,

2001b.



98

ITO, M., YOHKO, T., ARAI, ITOU, T., SAKAI,T., ITO, F.H., TAKASAKI, T., KURANE,
l., Genetic Characterization and geographic distribution of rabies virus isolates in Brazil:
identification of two reservoirs, dogs and vampires bats. Virology, v.284, p.214-222, 2001a.
KAPLAN, M. M.; KOPROWSKY, H. Rabies. Scientific America, v.242, n. 1, p. 104-113,
1980.

KAPLAN, C.. TURNER, G. S.; WARREL, D. A. Rabies: the facts. 2™. Ed. Oxford:
University Press, 126 p., 1986.

KOBAYASHI, Y.; SATO, G.; SHOJI, Y.; SATO, T.; ITOU, T.; CUNHA, E.M.; SAMARA,
S.I.; CARVALHO, A.A.; NOCITI, D.P.; ITO, F.H.; SAKAI, T. J. Vet. Med. Sci. , v. 67, p.
647-652, 2005.

KOBAYASHI, Y., OGAWA, A.; SATO, G.; SATO, T.; ITOU, T.; SAMARA, Sl
CARVALHO, A.A.; NOCITI, D.P; ITO, F.H.; SAKAI, T., Geographical Distribution of
Vampire Bat-related Cattle Rabies in Brazil, J. Vet. Med. Sci., v. 68, p. 1097-1100, 2006.
KOBAYASHI, Y.; SATO, G.; MOCHIZUKI, N.; HIRANO, S; ITOU, T.; CARVALHO,
A.AB.; ALBAS, A.; SANTOS, H.P.; ITO, F.H.; SAKAI, T. Molecular and geographic
analyses of vampire bat-transmitted cattle rabies in central Brazil. B M C Veterinary
Research, v.4: 44, 2008.

MCCOLL, K. A.; TORDO, N.; SETIEN, A.A. Bat lyssavirus infections. Rev. Sci. Tech. Off.
Int. Epiz., v.19, n.1, p.177-196, 2000.

POUNDER, P. J. Rabies, lyssaviruses and bats. Scott. Med. J., v.48, n.4, p.99-101, 2003.
ROMIJIN, P.C., van der HEIDE, R.; CATTANEO, C.A.; SILVA, R.C. van der POEL, W.H.,
Study of lyssaviruses of bat origin as a source of rabies for other animal species in the State of
Rio de Janeiro, Brazil.Am. J. Trop. Med. Hyg. V.69, p. 81-86, 2003.

RUPPRECHT, C. E.; STOHR, K.; MEREDITH, C. Rabies. In: WILLIANS, E. S.; BARKER,

I. K. Infections diseases of wild mammals. lowa, lowa State University Press, p.3-36, 2001.



99

SACRAMENTO, D.; BOURHY H.; TORDO, N. PCR Technique as an alternative method
for diagnosis and molecular epidemiology of rabies virus. Mol. Cell. Probes, v.5, p.229-240,
1991.

SAITOU, N.; NEI, M. Mal. Biol. Eval., v.4, p.406-425, 1987.

SMITH, J. S. New aspects of rabies with emphasis on epidemiology, diagnosis, and
prevention of the disease in the United States. Clinical Microbiology Review, Washington,
V. 9, n. 2, p. 166-176, 1996.

TORDO, N. Characteristics and molecular biology of the rabies virus. In. MESLIN, F. X_;
KAPLAN, M. M.; KOPROWSKY, H. Laboratory techniques in rabies, Geneva, World
Health Organization, p. 28-51, 1996.

TORDO, N.; POCH, O. Struture of rabies virus. In. CAMPBELL, J. B.; CHARLTON, K. M.
Rabies. Bogton: Kluwer Academic Publishers, p. 25-45, 1988.

TORDO, N.; POCH, O. ERMINE, A.; GERARD, K. Primary structure of leader RNA and
nucleoprotein genes of the rabies genome: segmented homology with VSV. Nucleic Acids
Research, v. 14, n. 6, p.2671-2683, 1986.

WUNNER, W. H. Rabies virus. In: JACKSON, A. C.; WUNNER, W. H. Rabies, San Diego,

Academic Press, p.23-77, 2002.



100

Figura 1: Arvore filogenética baseada na seqiiéncia parcia do gene N. O virus M okola foi usado como
grupo externo. As amostras de VR isoladas neste trabalho estdo indicadas em vermelho. As demais
amostras sdo de artigos anteriores (KOBAY ASHI et al. 2005; 2006).
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Figura 2: Distribuic&o geogr afica das amostras isoladas de bovinos divididas em 7 subgrupos na andlise
filogenética. Os simbolos correspondem a figura 5. Osrios estdo representados pelas linhas azuis. O mapa
foi obtido através do site http://www.rel evobr.cnpm.embrapa.br/.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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