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ISOLAMENTO DE VIRUS RÁBICO DE PULMÃO, CORAÇÃO, 
RINS, BEXIGA E OUTROS DIFERENTES TECIDOS DE 

MORCEGOS HEMATÓFACOS DA ESPÉCIE 
De,smodus rotundus' 	- 

REMATO AUGUSTO DA SILVA' e ARY MOREIRA DE SOUZA' 

Sinopse 

De morcegos hematófagos da espécie Dcsmodus rotundus, capturados em pleno dia nos Mu- 
• 

	

	nicípios de Campos e Bom Jesus de Itabapoana. no Estado do Rio de Janeiro e no Município de 
Bom Jesus do Norte, no Estado do Espirito Santo, isolou-se vírus rábico dos pulmões, coração, 

-' - rins, bexiga, músculo escapular, traquéia, muco oral e faringeano, fígado, cérebro, glândulas sub- 
• 

	

	maxilares e parótldas. Foram inoculadas emuls6es déstes tecidos em camundongos de 4 dias de 
idade e 21 dias de idade, pela via intracerebral. 

As amostras de vírus isoladas dos diferentes morcegos foram identificadas como vírus rábico, 
pela formação de corpúsculos de Negri no citoplasma das células nervosas dos cérebros dos ca-
mundongos inoculados e pelas provas de sôro-neutralização realizadas, utilizando-se um sôro 
anti-rábico de reconhecida propriedade neutralizante. 

Foram também realizados estudos das propriedades patogênicas do vírus rábico Isolado de 
morcêgo, para camundongos, cobafos, coelhos, cães e embrião de galinha. 

INTRODUÇÃO 

A pesquisa de vírus rábico em morcegos e carní-
voros silvestres relacionados com os focos de raiva 
tem sido objeto de estudo de diversos pesquisadores. 
A hipótese mial.. de Carini (1911), levantada em 
1911, de que os morèegos transmitiam a raiva aos 
bovinos e eqüinos do Estado de Santa Catarina foi 
confirmada em 1916 por Ilaupt e Rehaag (1925), 
ao inocularem em coelho e cobaios emulsão de 
bulbo de morcêgo por êles classificado como 
Phyllostoma superciiiatum. Posteriormente, Ilurst e 
Pawan (1936), relataram um surto de raiva na 
espécie humana na Ilha de Trinidad, isolando vírus 
de morcêgo da espécie Artibeus planirostris trinitatis 
e sugeriram o morcêgo como transmissor da raiva ao 
homem e ao bovino. Êstes mesmos pesquisadores 
(Ilurst & Pawnn 1936) assinalaram o isolamento de 
vírus rábico nas espécies Artibeus pianirastris trini- 

1 Recebido pan publicação em 8 de junho de 1967. 
Boletim Técnico n.° 54 do Instituto de Pesquisas e Ex-

perimentação Agropecuárias do Centro-Sul (IPEACS). Apre-
sentado ao V Congresso Panamericano de Medicina Veteri-
nárla e Zootecnia (Seção VI: Sa(ide Põbuca, Tema a.' 1; 
raiva), Caracas, Venezuela, ,et. 1986. - 

• Cheio da Seção de Zoono,es por Vírus do IPEACS, e 
Prof. Adjunto da Cadeira de Microbiologia e Imunologia 
do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Fe- - 
deral Rural do Itio de Janeiro, Em 47, Campo Grande, GB. 
ZC-26. 

a Veterinário da Seção de Zoonoses por Vírus do 
II'EÂCS, K. 47, Campo Grande, GB. ZC-26.  

fatia, Hemiderma e Diclidurus alhais. Tôrres e Lima 
(1935) concluíram que "nos focos de raiva epizoótica 
e fora déles são encontrados morcegos hematófagos 
portadores de vírus rábico". 

Baseados nos trabalhos clássicos do - genial Pasteur 
e seus colaboradores, os estudiosos em raiva no mor-
cêgo procuravam isolar o vírus rábico do cérebro 
e glândulas submaxilares. Atualmente, a pes4uisa 
dêste vírus nos portadores naturais (morcegos e 
carnívoros silvestres), foi orientada para outros te-
cidos, além do cérebro e glândulas submaxilares 
decorrentes dos trabalhos que provaram não ser o 
vírus rábico estritamente um vírus neurotrópico. As-
sim, Sullcin et ai. (1951) conseguiram experimental-
mente demonstrar o lipotropismo do• vírus rábico na 
glândula inter-escapular (brown fat), de morcegos 
insetívoros da espécie Tadarida b. mexicana. John-
sou (1959) isolou vírus rábico da glândula mamária 
e dos rini de uma doninha malhada (spotted skunk) 
naturalmente infectada e Villa et ai. (1963) iso-

• laram o mesmo vírus da glândula inter-escapular, de 
morcegos aparentemente sadios. 

O vírus da raiva tem sido isolado de pulmão o 
outros tecidos de morcegos naturalmente portadores, 
conforme demonstraram claramente os trabalhos de 
BelI et ai. (1962), quando no ano de 1962, em-
Montana, USA, obtiveram o vírus do coração, rins, 
pulmão e baço de morcegos insetívoros • Eptesicus 
fuscus e posteriormente, Girard et ai. (1965) em 
New-England, também nos USA, reportaram-se ao 
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isolamento do vírus da raiva dos rins, cérebro e 
glândulas inter-escapulares (brown fat), de morce- 
gos Eptesictss fuscos e Myotis lucífugos. 

A presença do vírus da raiva em diferentes tecidos 
foi demonstrada por técnicas de imunofluorescência 
por VilIa e Alvares (1963), nos rins, cérebro, glân-
dulas salivares e inter-escapulares de morcegos da 
espécie Desmodus rotundos e por Girard etol. (1965), 
na urina, cérebro, glândula salivar, supra-renal, rins 
e fígado de morcêgo Eptesicus fuscos (big brown 
bat). 

Anteriormente, Silva (1065) relatou o isolamento 
de vírus rábico do pulmão, coração e outros diferentes 
tecidos de Jjesmodus rotundus, referentes aos mor-
cegos de números 1 e 2, sendo o propósito da pre-
sente publicação o de relatar com mais detalhe os 
trabalhos de isolamento de vírus rábico do pulmão 
coração, rins, bexiga e de outros tecidos de morcegos 
da espécie D. rotundos e aspectos da patogenicidade 
do vírus para animais de laboratório. 

MATERIAL E MTODOS 

Os materiais que deram origem ao presente tra-
balho foram coletados de quatro morcegos hemató-
fagos, pertencentes à espécie Desnwdus rotundus, 

capturados em pleno dia, nos focos ativos de raiva 
que estão sendo estudados nos Municípios de Campos 
e Bom Jesus de Itabapoana, ambos no Estado do 
Rio de Janeiro, e no Município de Bom Jesus do 
Norte, no Estado do Espírito Santo. Êstes municí-
pios apresentam as seguintes posiçáes geográficas: 
Campos: 210  45' 23" de latitude sul e 41 0  19' 40"  

de longitude oeste de Greenwich (altitude 14 me-
tros); Bom Jesus de Itabapoana: 21 0  08' 09" de 
latitude sul e 41 0  40' 48" de longitude oeste de 
Creenwich (altitude 118 metros) e Bom Jesus do 
Norte: 21 0  08' 09" de latitude sul e 41 0  40' 48" 
de longitude oeste de Creenwich (altitude 118 me-
tros). 

Pelo Quadro 1, verifica-se o número de casos positi-
vos de raiva por nós diagnosticados no decorrer dos 
anos de 1964 e 1065, naqueles municípios e em al-
guns monicípios limítrofes. 

Moscégo a,' 1. Registrado na Seçâo de Vírna do Insti-
tuto de Pesquisas e Experimentaçlo Agropecuárias do Centro-
-Sul (IPEACS), sob o n.° 3.087, pertencente ao sexo 
masculino, capturado às 11 horas do dia 21-8-65, sugando 
um bezerro, no Município de Campos, E,tarlo do Rio de 
Janeiro, pelo Dr. Altair Corrêa Lima, Veterinário do Serviço 
de Defesa Sanitária Animal e Chefe do POVIG, flato de 
Vigilância, neste município (Fig. 1). O snorcêgo veio acon-
dicionado em uma lata e já apresentava sinais de decnmpo-
aiçff o, quando chegou ao nosso laboratório dois dias após 
a captura, 

Inicialmente, foram retirados dêste morcêgo o cé-
rebro, as glândulas submaxilares, os pulmóes e os rins 
para os trabalhos de inoculação em camundongos. 
Após a retirada dêstes órgãos, o morcêgo foi colocado 
na temperatura de menos 20°C, para utilização pos-
terior. 

Decorridos 35 dias da congelação do morcêgo, 
procedemos sua descongelação e outros óigãos como 
a glândula inter-escapular, as glândulas parótidas, 
coração, baço, fígado, bexiga, músculo escapular e 
intestinos foram retirados para as inoculaçôes experi-
mentais, A bexiga estava livre de urina. 

FIG. 1. Morcêgo n,o 1, Deamodus rntundus, captnrado no Município de Cempos, 
Estado do Rio de Jeneiro. (Material 3.087) 
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Morcêgo a.' 2. Registrado na Seção de Vírus do 
IPEACS, sob o n.° 3.088, do sexo masculino, capturado as 
manhã do dia 22-8-65, : sugando um bovino, no Município 
de Bom Jesus do Norte, Estado do Espírito Santo, - pelo 
Dr, Ildefonso Bastos Borges, Veterinário do Serviço de De-
fesa Sanitária Animal e Chefe do POVIG naquele muni-
cípio. 

O morcêgo veio acondiciondo em saco plástico 
contendo gêlo e chegou ao nosso laboratório em óti- 
mas condições de conservação. Dêste morcêgo, fo-
ram retirados o cérebro, os rins, os pulmões, as glân-
dulas submaxilares e parótidas. 

O bovino apresentou sintomas de raiva 60 dias após 
ser sugado por êste morcêgo, coletando-se o cérebro 
para confirmação do diagnóstico. - 

Morcêgo a.' S. Registrado na Seção de Vírus do 
IPEACS, sob o o.° 3.120, do sexo masculino, capturado 
em pleno dia, no Município de Campos, Estado do Rio de 
Janeiro, ao dia 24-9-05, pelo Dr. Altair Corrêa Lima, sen-
do coletado o cérebro, pulmão e coração, pelo próprio reme-
tente, que conservou êstes órgâos em glicerina neutra e, 
posteriormente, remeteu ao nosso laboratório. 

Morcêgo a.' 4. Registrado na Seção de Vírus do 
IPEÁCS, sob o n.° 3.141, do sexo masculino, capturado às 
7 horas da manlsã do dia 20-10-65, no Município de Bom 
Jesus de Itabapoana, Estado do Rio de Janeiro, pelo 
Dr. Ildefonao Bastos Borges. 

O morcêgo veio acondiciondo em marmita térmi-
ca refrigerada, chegando ao nosso laboratório em óti- 
mas condições de conservação. Dêste morcêgo foram 
coletados o cérebro, as glândulas submaxilares e pa-
rótidas, fígado, baço, rins, traquéia, músculo escapu-
lar, intestino, glândulas inter-escapulares (gordura 
marrom), muco oral e faringeano e a bexiga, que 
estava retraida, sem conter urina. 

O muco oral e faringeano foi obtido por fricção 
da região oral e farineana com estilete envolvido em 
algodão esterilizado. 

Antes de prepararmos as emulsões, lavamos os 
órgãos com solução fisiológica estéril a 8,5 por mil, 
pelo menos três vêzes para retirada do sangue. O aI- 

godão, contendo a mucosidade da regiãc ora de fa-
ringeana, foi macerado em geral, adicionando-se sa-
una. 

ISOLAMENTO DE VÍRUS 

Preparo dos inocula. Emuls5s individuais de ca-
da tecido correspondentes aos morcegos de números 
1, 2, 3, e 4, foram realizadas em sôro fisiológico 
estéril a 8,5 por mil, adicionando-se 1.000 U.I. de 
penicilina potássica e um miligrama de di-hidro es-
treptomicina por mililitro. - As emulsões assim pre-
paradas eram centrifugadns por 10 minutos a 2.500 
rpm. Após esta operação, as emulsões ficaram incuba-
das 30 minutos na temperatura de 4°C. Para cada 
emulsão, inocu'ávamos grupos de 8 camundongos 
adultos e lactentes (camundongos de 4 dias de 
idade), pela via intracraninna, na dose de 0,03 ml. 
Observávamos diàriamente os animais por um período 
de 30 ou 60 dias. 

Com os cérebros dos camundongos que morriam 
com sintomas de raiva ou sem apresentarem êstes 
sintomas, realizávamos segunda passagem em ca-
mundongos adultos e lactentes, conforme exemplifi-
camos com as fichas 5064, 5162, 5069, 5160, 5284 e 
5358 (F"g. 2 a 7) 

IDENTIFICAÇÃO DO VÍRUS 

Na identificação das amostras de vírus isoladas, 
utilizamos: a) exames histopatológicos e b) prova 
de sôro-neutralização. 

Exame Justo patológico 

Consistiu em fazermos esfregaços em lâminas dos 
cérebros dos camundongos adultos e lactentes que 
exibiam sintomas de raiva. Sacrificávamos os nnimais 
na fase paralítica e submetíamos os seus cérebros à 
técnica de Faraco (Bier 1961), para evidenciação 
dos corpúsculos de Negri. 

QUADRO 1. Nsmero de meteriois nervoso, de bovinos recebidos e poscev.tisgevoa de positivos nos anos de 1584 e 1965 

Materiais Porcentagem 
Municípios Estado recebidos positivos 

1964 1965 1984 	1965 

Campos ............................. Rio de Janeiro 8 20 60% 	50% 
Bom Jesus de Itabapoana ............ Rio de Janeiro 5 40 60% 	85% 
Mimcso do Sul 

......... . ............. 

Espírito Santo 10 8 70% 	62.57 
Apiacá ........................ ...... Espírito Saato 12 11 41,6% 	81,8% 
nom Jesus do 	Norte ................. E,pirito Santo - 15 - 	 87.5% 
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Material n2  3087 - Morcêao hematdfoao - oulm 6o 	 Ficha 5064 

•nnnunnnnnrnnmmrnmrnnnrnm rnn•nn••uu••uusuuuu 
nuunmumn•un•u•uuuu 
U•Nflfl•fl•UUfl•fl•flfl fl•flflflN•UUR••fl•fl• 
flUUUflflUUUUURUU•flflflfl nn••nn••n•n•n 
nn•u•••nnnn•n•• :fl••UflUUU•flflflfl 

23.8.65: lnoc i.e. com emulsão troto do por onlibióffcos (pe, astrep.) em comundo n gol 
adultos. 	 - 

o'— Comundongo trormo/; M — Mor/o. 

Material n 2  3087— Morcêgo herrsotdfogo - pulmão - 2 1 passaoem 	Ficha 5162 

•unnnnnunncnnrnmrnmiarnm nnnnnunnnnumu•ummu O•UU••••flflUU•UUflR•• 
nmu•n••smsnn••••nsu• MENEENEMENEEMENOMENEME MENENEMENEEMENEMENEMEE nuunun••nn•••••n• nmnnun•unnu••n•• 
uu•uuuuuuu•••nnnumnu nU•••N•••nUUNaanU•URN fl•flflUR••NflflflflflflU 

9,9.65: mor. Lc.com  emulsão do cérebro do comundongo 5064 • troto da pelo éter, 
emcomun dongos odullou. 	 - 

/ - Cofnwrd0090 rornma/; 0 - Dot,t.; P - Poro/á/co; M - Mono; S - Soer/ficado 

Material 0 3087 - More é go hematófago - rim 	 Ficha 5069 

o•••n••nun•nnn 

nuumuuun•••n•nncnn DENEMENEMENEEMENEMENEE 

EMENEMENEMENEMENEMENEE 
- 23.8.65: Irao l.c. de emulsão de Fim trotodo por ontlbidticoe (p•nlc, •etrepj, •ns 

comundongos C. 4 dios de idode 

/ - Comu,mno'omnpo no,no/; P - Poro//ilco; M - Mo1000 5 - Soer/ficado 

... FIO. 2 a 4. Fichas (n.°  5064, 5162 e 5069) de Inoculação eis' carroundongos. 
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Klaterlol ne 3087— Morcêgo hematdfogo - rim - 2 9 passaQ,m 	Ficha 5160 

•nnuunnnnuInnrnornmmoEI 
iu•••••••••uuunnu•• 
nuns••••nuunu••n• 
u•••a•nunrn•uun•nn 
nm•••n•unrn••.n.nun 
fl••NIUU•SflUMNflflN•fl 
•MNN•••••nUUUR•UUUUMU 
n•n••nmnnaa•u•n••• 
nnUu••••nnnu..n.•n 

9 9 65 Inoc. l.c. com  ernulsã o do cérebro do comun danço 5069 • troto do pelo éter, 
em co'nundorngos de 4 dios de idode. 

1— Comundosqo nornef, O - Doente; P - Porot/t/co; II - Morto; S— Soc,/ficoo 

Material n2 3087—Morcigo hematófago - mtisculo escopulor Ficha 5284 

•nnnmannnnmmmrnmnmmrnm 
•uunu••n•nmum••n• 

n••u••n•••umnnnunumm 
nnnu•u••nn•nu••• 
nnnn•n••n••n•u•u 
niu•nsn••nnn••uuu 
nmuuu••u•••unuun 
flNU•fl•flflUMNU•flU• 
u••un•••in•nnnn• 
27,9.65: lnoci e com emulsão de músculo escopulor trotodo 	por ontibiticos 

penicentr.p.), e,ncortsursdongoe de 	4 dios de idode 
/ - Cornundongo no'mo.'ç O - Doente; M - Morto 

Mate, i f 1, 2 3087 - mriscul o escapula, - 2' passagem 	Ficha 5358 

n•••n•n•una•nun•u 
nnnmnnnnnn•aa••nn 
flSUNflflflflnnm•••u•nn 
nunuunnni...un...n nnnu••nnn••nnnn 
n••n••nnnnuunnuuu• 
.n•nuuu•nnn•••u••n•• 
un•n•u•nnnnuann•s 

.1065 	põe. e. com  emulsão do cérebro do comun d on go 5284 1,0 lodo por os - 
ti bidti co, (penic. estrep. ) • em camun doe go. de 4 dias di Ido de. 

1- Comu'ndongo no'oro/, O - Doente; ? - Poro//tico; S - Socnt/codo 

FIG. 5 a 7. Fichas (m.• 5160. 5284 e 5358) de lnocutaçdo ovo camundongos. 
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Provd de sôro-neutralização 

Amostras de vírus. Utilizamos as amostras de vírus 
correspondentes aos cérebros dos morcegos de nos. 1, 
2, 3 e 4, designadas sob os números de registro na 
Seção de Vírus, como amostras 3.087, 3.088, 3.120 
e 3.141, respectivamente, e mantidas em cérebros de 
camundongos. 

Sóro. Foram usados um sóro imune, com alto teor 
em anticorpos para o vírus da raiva, proveniente do 
Instituto Oswaldo Cruz, e um sôro normal de car-
neiro. 

Técnica. A prova de sôro-neutralização con-
sistiu em se colocarem partes iguais das diluiçóes de 
vírus, que variaram de 10 a 10 para o sôro de 
carneiro e de 10' a 10 para o sôro padráo. Em se-
guida, agitávamos bem os tubos, permanecendo 
as misturas em banho-maria a 37°C por 1 hora. Após 
éste período os tubos contendo as misturas eram 
transferidos para um banho de gêlo, procedendo-se a 
inoculações intracranianas nos camuudongos de 21 
dias de idade na dose de 0,03 ml. Para cada diluição 
usávamos um lote de 6 camundongos. - 

Para o cálculo do título do vírus e das doses neu-
tralizantes baseamo-nos no método de Reed e Muench 
(1938) e consideramos a neutralização de 100 DL,e 
suficiente para estabelecer a identidade do vírus 
(World Health Organization 1954). 

TITULAÇÃO DAS AMOSTRAS DE VÍRUS 
ISOLADAS DE MORCEGOS 

Utilizamos, para a titulação, amostras de vírus com 
três passagens em cérebro de camundongos adultos, 
orinndas dos cérebros dos morcegos de n.° 1, 2, 
3 e 4. Pesamos, inicialmente, 1 g  de tecido nervoso 
correspondente a cada amostra, macerando-a em gral. 
Adicionamos 9 ml de sôro fisiológico, a fim de ob-
termos a diluição a 1:10. Diluições múltiplas de 10 
foram realizadas até alcançarmos a diluição de W. 
Inoculamos grupos de 4 camundongos para cada 
diluição, que variou de 10 1  a 10', pela via intra-
craniana, na dose de 0,03 ml. Os animais foram ob 
servados pelo período de 15 dias, calculando-se os 
50% de letalidade pelo método de Reed e Muencli 
(1988). 

T'ATOGENICIDADE DO VÍRUS PARA 
COBAIOS, COELHOS, CÃES E EMBRIÃO DE 

GALINHA 

A amostra de vírus rÀbico, designada amostra 
3.087, «solada de um dos morcegos proveniente do 
Município de Campos, foi inoculada em: 

Cobaios. Inoculamos cobaios de 300 g, com a 
amostra de vírus contendo três passagens em cérebro  

de camundongos, na diluição 1:1 000, por via intra-
muscular, na dose de 0,2 ml. 

De um dos cobaios mortos sob a ação do vírus, 
retiramos diferentes órgãos (cérebro, pulmão, coração, 
rim, fígado, baço, vesícula biliar, músculo da perna, 
nervo ciático correspondente à perna inoculada e be-
xiga) para pesquisa da distribuição do vírus na in-
fecção experimental. Emulsões- a 10% em sôro fisio-
lógico foram realizadas para cada tecido, procedendo-
-se à inoculação em camundongos adultos e lactentes. 

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

Gâes. inoculamos 2 ml da diluição a 1:10 da 
amostra 3.087, na terceira passagem em cérebro de 
camundongos, por vià intramuscular em dois cães de 
3 meses de idade, que não haviam sido vacinados 
contra a raiva. 

Embriào de galinha. Embriões de 7 dias de idade 
foram inoculados com a amostra 3.087 e 3.088, nas 
diluiçóes a 1:10, correspondentes às segundas pas-
sagcns destas amostras de vírus em cérebro de ca-
mundongos. A via utilizada foi a do saco da gema, 
sendo a dose de 0,2 ml para cada embrião (Camar-
go etal. 1953). 

RESULTADOS 

Isolamento do vírus 

A leitura do Quadro 2, correspondente no morc-ê-
go hematófago registrado sob o n.° 3.087, oferece 
os resultados que se seguem: 

Emuisdo de pulmáo. Decorridos 10 dias da ino-
culação desta emulsão em camundongos adultos, mor-
reram 3 sem apresentarem sintomas. No 13. 0  dia de 
inoculação 5 camundongos lactentes morreram sem 
também apresentarem sintomas de doença. Os cére-
bros dêstes animais foram coletados e os demais- ca-
mundongos inoculados permaneceram aparentemen-
te normais por um período de observação de 00 dias. 

Emulsáo de rim. Um camundongo adulto apresen-
tou-se doente no 14.0  dia de inoculação, sendo sa- 

- crificado já na fase paralítica, no dia seguinte. Um 
outro camundongo morreu no 17.0  dia e um outro 
no 28.0  dia de inoculação sem npresentarem sinto-
mas da doença. - 

A emulsão de rim, inoculada em camundongos lac-
tentes, causou a morte em 2 camundongos que não 
apresentaram sinais de doença no 13.0  dia de ino-
culação. Um 30  camundongo apresentou-se paralítico 
no 14. 0  dia. Decorridos 24 dias de inoculação mor-
reu um camuidongo sem apresentaçáo de sintomas e 
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QUADRO 2. Morcégo n.' 1 (tecteriat 8.087, Desmodus rotundus) capturado no Municipio de Campos, Estudo do Rio de Janeiro 

Inaubaçâo 	RelsAo de 	% de mortes 	Pesquisa 
Tecidos 	Data da Dose 	Via 	 inoculadostuortos 	 de 

inoculados 	inoculaçâo 	 corpúsculos 
Lactente 	Adulto 	Lactente Adulto Lactente Adulto 	de Negri 

Cérebro 	 23/8/65 	0,03 	i.cer. 	8-11 dias 	9-10 dias 	818 	818 	100 	100 	positivo 
Glândula submaxilar 	2318165 	0,03 	i.cer. 	8-9 dias 	5-10 dias 	414 	818 	100 	100 	positivo 
PulmIo 	 2318165 	0,03 	i.cer. 	13 dias. 	16 dias' 	5/8 	318 	62,5 	37,5 	uSo pesquisado 
Rins 	 23/8/05 	0,03 	i.cer. 	13-24 dias 14-28 dias 	5/8 	318 	62,5 	37,5 	positivo 
Glândula inter-escapu- 

lar (gordura (mar- 
roo) 	 2719165 	0.03 	i.cer. 	- 	- 	 8 	018 	- 	- 	- 

Parótida 	 2719165 	0,03 	l.cer. 	5-10 dias 	7-9 dias 	818 	818 	100 	100 	positivo 
Coração 	 2719165 	0,03 	i.cer. 	11-12 dias 14-17 dias 	718 	418 	87,7 	50 	positivo 
Baço 	 2719165 	0,03 	i.cer. 	- 	- - 	018 	018 	- 	- 	- 

Bexiga 	 27/9/65 	0,03 	i.00r. 	- 	12 dias 	0/8 	117 	- 	14.3 	positivo 
Músculo escapular 	2719165 	0,03 	i.cer. 	li dias 	- 	218 	018 	- 	- 	nA-opesquiaado 
Inteatino 	 2719165 	003 	i.cer. 	- 	- 	018 	018 	- 	- 	- 

Figado 	 2719165 	0,03 	i.cer. 	9-10 dias 	 818 	0/7 	100 	- 	positivo 

Morte dos oamundossgos sem apresentar sintomas. 

outro foi sacrificado após mostrar-se doente, inúme-
ros corpúsculos de Negri foram observados nas células 
nervosas do cérebro dêste camundongo. 

Os demais camundongos adultos e lactentes, per-
maneceram aparentemente normais pelo período de 
observação de 60 dias. 

EmuLsão de bexiga. Esta emulsão foi patogênica 
para camundongos adultos. Com  12 dias de incuba-
ção, um camundongo mostrou-se paralítico, perma-
necendo 24 horas nesta fase, quando foi sacrificado 
e seu cérebro coletado para passagem posterior, com 
resultado 100% letal para os camundongos inoculados. 

Emulsão de músculo escapular. A emulsão de mús-
culo foi letal sômente para camundongos lactentes. 
Com  11 dias de inoculação amanheceu doente um 
camundongo que, no dia seguinte, foi encontrado 
morto, juntamente com mais uni camundongo. Os 
cérebros foram coletados, fazendo-se segunda passa-
gem em camundongos lactentes. -. 

Emulsão de fígado. A inoculação desta emulsão 
em camundongos adultos e lactentes resultou patogê-
nica para camundongos lactentes no período de in-
cubação de 9 a 10 dias. 

As demais emulsões correspondentes ao cérebro, 
coração, glândulas submaxilares e parótidas, deram 
resultados letais acima de 50% para camundongos 
adultos e lactentes e êstes animais mostravam sem-
pre sintomas definidos de raiva, sendo desnecessá-
ria uma segunda passagem para melhor elucidação. 

ObtIvemos resultados negativos com a inoculação 
das emulsões de glândulas inter-escapulares, baço e 
intestinos. 

Corpúsculos de Negri estavam presentes nas cé- 
lulas nervosas dos cérebros dos camundongos sacri- 
ficados correspondentes às várias emulsões, em pri- 
meira ou em segunda passagem. 

O Quadro 3, referente ao morcêgo registrado sob 
o n'o 3.088, oferece a seguinte leitura: 

Emulsão de pulmão. A emulsão de pulmão inocu- 
lada em camundongos adultos e lactentes apenas 
produziu doença nos lactentes. Com  13 dias de ino-
culação, um camundongo adoeceu e no dia seguinte 
amanheceu paralítico, sendo sacrificado. O cérebro 
foi coletado e passado em outro lote de camundon- 
gos. 

A segunda passagem de cérebro de camundongos 
lactentes reproduziu o quadro de raiva tanto em ca-
mundongos adultos como em lactentes, obtendo-se 
100% de letalidade. 

As emulsões de cérebro, glândulas submaxilares e 
parótidas resultaram positivas nas inoculações em 
camundongos adultos e lactentes. A emulsão de rim 
deu resultados negativos. 

A emalsão do cérebro do bovino, determinou a 
morte de 8 camundongos inoculados os quais apresen- 
taxam sintomas de raiva. - Corpúsculos de Negri. esta- 
vam presentes nas células nervosas dos cérebros dês-
tes camundongos. 

O Quadro 4 representa as inoculações de alguns ór-
gãos do morcêgo registrado sob o n.° 3.120. A inter-
pretação é a seguinte: 

Emulsão de pulmão. Esta emulsão foi patogênica 
para camundongos adultos e lactentes. Com  15 dias 
adoeceu um camundongo adulto, morrendo 2 dias 
após. Com  21 dias de inoculação, adoeceram mais 

Fesq. agropec. bios. 3:291-301. 1968 



298 	 RENATO AUGUSTO DA SILVA e ARY MOREIRA DE SOUZA 

QUADRO 3, Morco ti.' 2 (material 8.088, Desmodus rotundus) capturado no Município 
de Bom Jesus do Norte, Estado do Espí&o Bntto 

Incubaçfto Relaçlo de ' % de mortes 
- 

Pesquisa 
Tecido Data da Dose Via inoculados/mortos ''' 

de 
inoculado inoeulaçlo corpúsculos 

- Lactente Adulto Lactente Adulto Lactente Adulto de Negri 

Cérebro 2318165 0.03 icei. 9-10 dias 10-11 dias 818 	818 .100 	100 positivo 
P.I.A. 2318165 0,03 i.cer. 13 dias - 1/8' 	018 12,5 	- positivo 
GlAndula submaxilar 2318165 0,03 icei. 11 dias 8-10 dias 8/8 	8/8 100 	100 positivo 
Rim 23/8/65 0,03 icei. - - 0/O 	018 - 	. - - 
Parótida 	 . 2119165 0.03 i.eer. 5-10 dias 8-11 dias 8/8 	10110 100 	100 positivo 

Passados em camundongos adultos e lactentes, repreduzindo a raiva dentro do perlcdo de 8 a 11 dias para es adultos e 5 
a 10 para os lactentes. 

2 camundongos, que morreram no dia seguinte. Os 
demais camundongos foram observados por um pe-
ríodo de 30 dias. Dos camundongos lactentes, 5 adoe-
ceram com 14 dias, morrendo no dia, seguinte. So-
breviveram 2 camundongos no período de observação 
de3üdias. 

Emulsão de cogção. Com  11 dias de inoculação, 
adoeceu um camundongo adulto, permanecendo doen-
te por 2 dias e finalmente paralizando no 4.°dia de 
doença. Outro camundongo adoeceu no 15.° dia 
e um terceiro, no 18.0  dia. Esta emulsão não foi 
inoculada em camundongos lactentes. 

Emulsão de cérebro. Esta emulsão foi patogénica 
para camundongos adultos e lactentes, observando-se 
os períodos de incubação de8 a 10 dias e 11 a 12 
dia; respectivamente. Todos os camundongos 

• morreram com sintomas definidos de raiva. 

O Quadro 5 representa as inoculações dos órgãos 
do morcêgã 'registrado sob o n.° 3.141. Verifica-se 
que es emulsões de cérebro, glândulas submaxilares, 
glândula ' parótida, pulmão, coração e traquéia 
deram resultados 100% letais para os camundongos 
adultos e lactentes, no período, de 6 a 14 dias de 
inoculação. A emulsão de rim apenas foi patogênica 
para camundongos 'lactentes apresentando período 
de incubação de 8 a 10 dias. A emulsão de muco 
oral e faringeano foi 100% letal para camundongos 

lactentes, no período de 10 a 12 dis de incubação 
matando 37,5% dos camundongos adultos, no período 
de 14 a 16 dias. - 

A pesquisa de corpúsculos de Negri resultou posi-
Uva nos cérebros dos camundongos inoculados com 

"-as diferentes emulsões. 
Resumindo os resultados obtidos com as inocula-

çes das diferentes emulsões, temos: 

Morcégo número 1 (material 3.087). Isolamos vírus 
rábico do cérebro, glândulas submaxilares, pulmão, 
rins, glândulas parótidas, coração, bexiga, músculo-
.'-escapular e fígado. Obtivemos resultados negativos 
com as emulsões de glândula inter-escapular, baço 
e intestino. 

Morcégo número 2 (material 3.088). Dêste mor-
cêgo, isolamos vírus rábico das emulsões de cérebro, 

'pulmão, glândulas submaxilares e parótidas. Resultou 
negativa a inoculação da emulsão de rins. 

Morcêgo número 3 (material 3.120). Isolamos vírus 
rábico do cérebro, .pulmão e coração. 

Morcêgo 'número 4 (material 3.141). Isolamos ví-
rus rábico do cérebro, glândulas submaxilares e paró-
tidas, pulmões, coração,, rins, traquéia e muco oral 
e faringeano. Resultaram negativas as'inoculações das 
emulsões de glândulas inter-escapulares, fígado, baço, 
bexiga, músculo escapular e intestinos. 

QUADRO 4. Morct0o ,..s 3 (materiol 3.120, Desmodus rotundus) capturado no Municlpie de Campos, Estado do Rio de Janeiro 

Incubaçfto Ralaçao do, % de mortes , 	Pesquisa 
Tecido Data da Dose Via '  inoculados/mortos ' de 

- inoculado inoculaçfto ' 
- 

corpúsculos 
Lactente 	Adulto ' , Lactente Adulto Lactente Adulto  de Negri 

Cérebro 	- 	, 2819165 0,03 , i,cer. 11-12 dias 	8-10 dias - 	8/8 	' 	7)7 	' 100 	100 	- positivo 
Pulsnfto 	-' 	:' .' 	, 	28/9/65 0.03 l.cer. 14 dias 	15-21 dias - 	517 . 	. - 	317 	' 71,4 	', 	37,5 . positivo 
Coraçeo 2819165 003 1 cer - 	11-18 doas - 	316 - 	50 positivo 
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QUADRO 5. MorcÉgo a.° 4 (meter/ei 5.141, Desmodus rotundos) capturado no Município 
de Bom Jesus de Itabapoona, Estado do Rio de Janeiro 

Tecidos 
inoculados 

Data da 
inocularAo 

Dose Via 
Incubaçao 	- 

Lactente 	Adulto 

Relaçso de 
inoculados/mortos 

Lactente Adulto 

- % de mortes 

Lactente Adulto 

Fasquias 
de 

corpÚsculos 
de Negri 

Cirebro 26110165 0,03 i.oer. 8-10 dias 8-10 dias 818 10110 100 100 positivo 
Glândula submaxilar 26110165 0,03 i.00r. 8-10 dias 8-10 dias: 818 8/8 100 100 positivo 
Parótida 20110165 0,03 i.cer. 8-10 dias 6-8 dias 818 919 100 100 positivo 
Glândula inter-escapu- - 

lar 	(gordura mar- 
rou) 26110165 0,03 içar. - - 018 018 - - - 

FUIJUtO 26110165 0,03 i.cer. 11-12 dias 12-14 dias 717 10110 100 	- 100 positivo 
Coraçao 26110165 0,03 i.cer. 8-11 dias 13-14 dias 818 10110 100 100 positivo 
ligado 26110106 0,03 Lcer. - - 0/8 0110 - - - 

Baço 26110165 0,03 i,cer. - - 018 0/10 - - - 

Bexiga 26110165 0,03 i,cer. - - 018 0/S  
Rim 26110165 0,03 i.cer. 8-10 dias 

- 
- 818 0/9 100 - positivo 

Músculo esoapular 26110165 0,03 i,cer. - - 0/8 0/8 - - - 

Intestino 26110165 0,63 Icer. - - 	 t- 0/8 0/8 - - - 

Traquuia 26110165 0,03 i.cer. 8-11 dias 10-12 dias .. 	818 10/10 100 100 positivo 
Muco oral e faringeeno 26110165 0,03 l.cer. 10-12 dias 14-16 dias 818 318 100 37,5 positivo 

Identificação do vírus 

Exame histopatológico. O exame dos esfregaços 
cõrrespondentes aos cérebros dos camundongos sacrifi-
çados na fase paralítica, revelou a presença de nu-
merosos corpúsculos de Negri no citoplasma das 
células nervosas. 

Prova de sôm-neutralização. O Quadro 6 demons-
tra os resultados obtidos nesta prova. O sôro imune 
do Instituto Oswaldo Cruz apresentou índice de 
neutralização de 1,0 para as amostras de vírus 3.087, 
3.088, 3.120 e 3.141. 

O título das amostras de vírus foi dado pela mistura 
das diluições de vírus mais sôro normal de carneiro. 
No Quadro 6, estão expressos os titulos de cada 
amostra, sendo de 10'° a amostra 3087; 10460 

para a amostra 3.088; 10 -'" para a amostra 3.120 e 
finalmente, 10.460  para a amostra 3.141. 

As amostras de vírus isoladas neutralizaram 316, 
173, 1.319 e 3.168 DLm, respectivamente para as 
amostras designadas 3.087, 3.088, 3.120 e 3.141. 

As - amostras de vírus isoladas foram neutraliza-
das pelo sôro possuidor de anticorpos para o vírus 
da raiva. 

Titulação das amostras de vírus isoladas de mbrcegos 

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

amostra de vírus 8,087, em camundongos adultos, 
10 4 - 4 ; em camundongos lactentes: 10-5-60 	- - 

amostra de 	vírus 	8.088, 	em camundongos adultos: 
10.n; 	em ca,nundongos 	lactentes: 10--; 

a.mtra de 	vírus 	3.120, 	em camundongos adultos: 
em camundongos 	lactentes, 10415;  

amoatra de 	vírus 	3.141, 	em camundongos adulto,: 
lo-aos; 	em camundongos 	lactentes: 10 5-e'. 

Pato genieldade do vírus para cobaias, coelhos, 
cães e embrião de galinhas 

O período de incubação do vírus para o cobaio 
foi de 12 a 13 dias. Os animais apresentavam-se 
paralíticos e permaneciam nesta fase por dois dias. 

Das emulsões dos órgãos de um dos cobaios ino-
culados em camundongos adultos e lactentes, isola-
mos vírus do cérebro, coração; nervo ciático, músculo 
da pema e - da bexiga. As demais emulsøes deram 
resaitados negativos. - 

A amostra de vírus 3.087, inoculada no coelho, 
apresentou períodõ de incubação de 16 dias, perma-
necendo 'tste animal na -fase paralítica pelo período 
de 8 dias. Do cérebro dêste coelho, não recupera-
mos vírus rábico nas inoculações em camundongos. 

Os cães inoculados com o vírus rábico (amostra 
3.087), nada digno de nota apresentaram no período 
dé observação de 90 dias, quando foram eliminados. 

• No embrião de galinha, as amostras de vírus 3.087, 
e 3.088, se cultivaram quando inoculada pelo saco da 
gema, demonstrando titulações irregulares em camun-
dongos adultos e lactentes nas três primeiras gera-
ções 
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QUADRO 6. Sôro-neutreUzaçdo das amostras de vinis (saladas 

Número 
	

Titulo em DLeaJ0.03 ml 
do 
	

DL50 
material 
	

Vlrua+Sôro 	Vlru,+ Sóro Neutralizadas 
normal 	padrão 

3087 	10b0  IC'° 	 316 
3088 	io - ' lo_lo 	173 
3120 	10 	4.12 10 	1.0 	 1319 
3141 	io° lo_lo 	3163 

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 

O vírus da raiva foi por nós isolado de pulmão, co-
ração, rins, bexiga, fígado, músculo escapular, tra-
quéia, muco oral e faringeano, cérebro e glândulas 
sllbmaxilares e parótidas de morcegos hematófagos da 
espécie Desmodus rotundos, capturados durante o dia, 
em plena fase de excitação, quando sugavam bovi-
nos. No entanto, Beli ad ai. (1962), isólarain vírus 
rábico do coração, rins, pulmão e baço de morce-
gos Eptesicus fuscus, capturados sem sintomas de 
raiva e Vi14 a ai. (1963) verificaram a presença de 
antígeno rábico viral nos rins, cérebro, glândulas 
alivares e inter-escapiilares de morcegos D. rotundus, 

aparentemente sadios. 
Em nossos experimentos não conseguimos eviden-

ciar a presença de vírus na urina, pois os espécimes 
estudados pràticamente apresentavam suas bexigas 
totalmente contraídas e, conseqüentemente, livres de 
urina. Pesquisa neste sentido foi orientada por Ci-
rard eS ai. (1965), qu& provaram por imunofluo-
rescência a presença de vírus rábico na urina de mor-
cêgo, da espécie E. fuscus, capturado após morder 
uma pessoa; entretanto, o isolamento de vírus rábi-
co da bexiga do morcêgo número 1 (material 3.087) 
indica uma multiplicação de vírus neste tecido e, con-
seqüentemente, sua eliminação pela urina. 

Observamos em nossas pesquisas que o vírus rá-
bico esteve presente nos pulmões e coração dos 4 
morcegos estudados. Em um caso (material 3.087),. 
encontramos vírus rábico nos rins e na bexiga como se 
fazia esperar. Em outro caso (material 3.141), o 
vírus rábico foi isolado dos rins, não o sendo da 
bexiga. 

A émulsão de fígado correspondente ao material 
3.087 só demonstrou a presença de vírus nos camun-
dongos lactentes. Os adultos não se mostraram sen-'-
síveis. Passagens subseqüentes do vírus em primeira 
passagem para camundongos adultos e lactentes re-
sultaram negativas. 

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

no entanto, o vírus estar presente em seus cérebros. 
Assim é que passagehs dêstes cérebros em camundon-
gos resultaram positivas, como no caso de emulsão de 
pulmão, fichas nos. 5064 e 5162. 

O vírus rábico, presente nas emulsões de pulmão, 
fígado, bexiga, rins, coração, muco oral e faringea-
no e traquéia, determinou o aparecimento de cor-
púsculos de Negri no citoplasma das células nervo-
sas dos cérebros dos camundongos em primeira pas-
sagem, contrariando o ponto-de-vista de Johnson 
(1959), que ao trabalhar com vírus rábico isolado de 
tecido mamário e dos rins de uma doninha malhada 
(spotted skunk), achou que a ausência dêstes corpús-
culos nas células nervosas dos camundongos por êle 
inoculados se deve ao fato da falta de experiên-
cia do vírus com o tecido cerebral. Tais corpúsculos 
ocorriam em camundongos inoculados com tecido 
cerebral de camundongos de primeira passagem. 

Não pesquisamos a presença de inclusões nas cé-
lulas pulmonares e células dos demais tecidos dos 
morcegos raivosos, o que pretendemos fazer em ou-
tra oportunidade. Esta verificação se faz necessária, 
tendo em vista que, em condições experimentais de 
cultivo, o vírus rábico se multiplica sem a presença 
de células nervosas, em cultivos de células do tumor 
de Pearce do coelho (Levaditi & Schoen 1936); em 
células BIIK (Fenje 1900, Kissling 1958); em células 
BllKn C,, (Atanasiu 1965a, Fernandes eS ai. 1963) 
e nas células de rim de suíno (Abelseth 1964), pro-
duzindo inclusões citoplasmáticas. 

O vírus forma aerosóis, sendo o via aerógena uma 
fonte segura de infecção conforme demonstrou Cons-
tantine (1962), em condições naturais de contágio. 
Experimentalmente, Atanasiu (1905b), logrou infec-
tar camundongos, hamsters e meriones, com amostras 
de, vírus rábico por inoculação nasal e por meio de 
aerosóis, verificando que depois do cérebro, o árgão 
mais importante para a multiplicação do vírus é o 
pulmão. 

Os trabalhos de Shen e Shumeikma (1959) e de 
Villa es ai. (1983), mostram o papel da via diges-
tiva na transmissibjlidade da raiva. Johnson (1959) 
relata a transmissão de vírus rábico em condições 
naturais de uma doninha mãe a três filhas, com o 
prazo de incubação da doença bastante longo (116, 
132 e 135 dias, respectivamente). 

Observamos que nas condições naturais de con-
tágio, o bovino sugado pelo morcêgo número 2 
(material 3.088) , apresentou sintomas de raiva no 
período de 80 dias de observação, o que foi con-
firmado pela inoculação em camundongos. 

Concluímos, em face dos trabalhos realizados, 
que o vírus rábico foi isolado do pulmão, coração, 
rins, bexiga, músculo escapular, traquéia, muco oral 
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e faringeano, fígado, cérebro, glândulas submaxilares 
e parótidas, de morcêgos hematófagos, Desmodus ia-
fundas. 

Constituem tais isolamentos de vírus rábico de 
tecidos não nervosos a primeira notificação no Brasil. 
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ISOLATION OF RABIES VIRUS FROM LUNGS, HEART, KJDNEYS, BLADDER 
AND OTI-IER TISSUES OF TIIE IIEMATOFAGOUS BATS, Desmodus rotundus 

Abstract 

From hematofagous bats, Desmodus rotundus, captnred during the day lii the Municipalities ol 
Campos and Bom Jesus of Jtabapoana in the State of Rio de Janeiro and the Municipality of Bom Jesus 
do Norte in the State of Espírito Santo (Brazil), rabies virus were isolated from Jungs, heart, kidaeys, 
bladder, scapular muscle,- trachea, mucus of the pharyngeal and oral eavities, liver, braín, sub-maxilar and 
parotide glands, by intracerebral inoculation in the 4-day and 21-day old mce. - 

The strains of vinas isolated were identiFed as rabies vinas, by presence of Negri bodies ia the 
cytoplasm of the nerve cells following the microscopic examination of the brains of inoculated mice and by 
neutralization tests. 

Pesq. egrapec. bras. 3:291-301. 1968 


